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OZET

Amag: Literatirde, Ghrelin’in, osteoblastlarin proliferasyon ve farklilasmalarinda
etkileri oldugu, ayrica ratlarda kemik mineral yogunlugunu artirdigina yonelik
calismalar yer almisg, ancak kirik iyilesmesine etkilerine iligskin deneysel bir aragtirma
bulunamamistir. Bu kapsamda, Ghrelinin kirik iyilesmesine dogrudan katki
saglayacagl degerlendirilerek, ghrelinin femur cisim kiriklarinin kaynamasindaki
etkisi; radyolojik, biyomekanik, histolojik ve biyokimyasal olarak incelenmistir.

Gere¢ ve yontem: Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Hayvan Deney
Labarutuvari ve Ortopedi ve Travmatoloji Kliniginde 40 adet Wistar-Albino tipi
erkek rat Kontrol ve Deney (Ghrelin) grubu olarak dort gruba ayrilmistir. Genel
anestezi altinda tiim ratlarin sol femurlarinda standart kapali cisim kiriklari
olusturulmustur. Kirik sonrast ayni giinden baslamak {iizere hayvanlar sakrifiye
edilene kadar deney gruplarina giinliik ghrelin enjeksiyonlari uygulanmistir. Egit
sayida rat, kirik olusturulmasindan 14 ve 28 giin sonra sakrifiye edilerek, kaynama
dokular1 radyolojik, biyomekanik, biyokimyasal ve histolojik olarak incelenmistir.
Bulgular: Yapilan 6l¢timlerde radyolojik olarak deney grubunda kontrol grubuna
gore kemik ylzey/hacimsel ve trabekiiler kalinlik Olglimleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). Histolojik incelemede ise, 2. ve 4.
haftanin sonunda ghrelin grubunda anlamli Ol¢iide kaynamanin fazla oldugu
izlenmistir (p<0,05). Biyomekanik incelemede 14 ve 28 giinliik iyilesme siiresi
sonunda ghrelin uygulanan gruplarin, kontrol gruplarma gore istatistiksel olarak
anlamli daha yiksek yiik dayanimma sahip oldugu gorilmistir (p<0,05).
Biokimyasal olarak, deney grubunda, kontrol grubuna gore 28 glinliik iyilesme siiresi
sonunda ALP seviyelerinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Sonug: Bu bulgular, Ghrelin’in kirik iyilesmesine dogrudan katki sagladigini
gostermektedir. Gelecek c¢alismalarda, Ghrelin’in insanlarda kirik iyilesmesine
etkisinin arastirtlarak, farmakolojik uygulamalarda dikkate alinmasmin uygun

olacag1 degerlendirilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kirik Iyilesmesi, Kirik Onarimi, Ghrelin, Kemigin Yeniden

Sekillenmesi.
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ABSTRACT

Aim: There are studies in the literature that Ghrelin has effects on proliferation and
differentiation of osteoblasts and also increases bone mineral density in rats,
however, no experimental research on its effects to the fracture healing has been
found. In this context, by evaluating that ghrelin will directly contribute to fracture
healing; the effect of ghrelin on the union of femoral shaft fractures was examined
radiological, biomechanical, histological and biochemical.

Materials and Methods: Forty male Wistar-Albino rats were divided into four groups
as Control and Experimental (Ghrelin) groups in Ankara Training and Research
Hospital Animal Testing Laboratory and Orthopedics and Traumatology Clinic.
Standard closed shaft fractures were created in the left femurs of all rats under general
anesthesia. Daily ghrelin injections were applied to the experimental groups until the
animals were sacrificed starting from the same day after fracture. An equal number of
rats were sacrificed 14 and 28 days after fracture formation, and tissue samples were
examined radiologically, biomechanically, biochemical and histologically.

Results: A statistically significant difference was found between the bone
surface/volumetric and trabecular thickness measurements in the experimental group
compared to the control group (p<0,05). On histological examination, at the end of
the 2nd and 4th weeks, significant union was observed in the ghrelin group (p<0,05).
In biomechanical examination, it was observed that the groups treated with ghrelin
had a statistically significant higher load resistance than the control groups at the end
of the 14 and 28 days recovery period (p<0,05). Biochemically, ALP levels were
found to be higher in the experimental group at the end of the 28-day recovery period
compared to the control group (p<0,05).

Conclusion: These findings indicate that Ghrelin directly contributes to fracture
healing. In future studies, it is considered that it is appropriate to consider the effect of
Ghrelin on fracture healing in humans and to consider it in pharmacological

applications.

Key Words: Fracture Healing, Fracture Repair, Ghrelin, Bone Remodelling
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1. GIRIS VE AMAC

Karmasik biyolojik bir siire¢ olan kirik iyilesmesinde, kirik kemigin onarimi
kirik aninda baglar. ABD'de bir yilda meydana gelen kiriklarin %5-%10'unda cesitli
derecelerde iyilesme problemlerinin oldugu bildirilmistir (1). Bu sorunlar, konunun
onemini artirmaktadir. Gecikmis kaynama veya kaynamama; ek medikal tedavilere,
ameliyatlara, is giicii ve maddi kayiplara neden olmaktadir. Bu sorunlarin nedeni
genellikle bilinmemekle birlikte, yas, beslenme ve hormonal durum, yetersiz
rediiksiyon, eslik eden hastaliklar, enfeksiyonlar, ilaglar ve travmanin 6zelligi, kirtk
iyilesmesini etkileyen faktorler olarak bildirilmistir (2).

Ghrelin, mide fundusundan salinan 28 amino asitlik (aa) lipopeptid yapida bir
hormondur (3). Ghrelin, etkisini biiylime hormonu salgilatict reseptdr (GHS-R) tip
la’ya baglanarak gosterir. Ghrelinin  kemik Uzerindeki etkisi bircok hayvan
modelinde incelenmistir. Ghrelin infiizyonu ratlarda BMD'yi artirmis ve benzer bir
etki buyime hormonu (GH)-eksikligi olan ratlarda da gozlenmis, bu da kemikte
ghrelinin GH-bagimsiz etkisinin varligini ortaya koymustur (3).

Ghrelin bir dizi ek biyolojik islem gerceklestirir: istah1 uyarir, adipogenezi
tesvik eder, enerji metabolizmasini azaltir, kardiyovaskiiler fonksiyonu gelistirir ve
prolaktin ve kortizol salgilamalarini uyarir (4). Bu bulgular, GH’1n iyi bilinen kemik
olusumuna katkida bulundugu (5) kanitiyla birlikte, ghrelinin  kemik
metabolizmasinda rol oynadigini diistindlirmektedir.

Literatiirde ghrelinin kirik iyilesmesi iizerine etkisine iliskin deneysel bir
calisma olmadigr goriilmektedir. Rat osteoblastlarinda GHS-R1a’nin ekspresyonu ve
Ghrelin’in hiicre ¢ogalmasini ve farklilasmasini uyarmas: ve normal ve GH-yetersiz
ratlarda BMD’yi artirmasi bulgularindan yola ¢ikilarak, Ghrelin’in kirik iyilesmesini
hizlandirabilecegi  disiiniilmiistir. Bu hipotezden yola ¢ikilarak yapilan bu
caligmada, ghrelinin kapali femur kiriklari iizerine olan etkisi; klinik, radyolojik,

biyomekanik ve histolojik olarak incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KEMIK

Kemik, fonksiyonel ihtiyaglara uyum saglama ve kendini onarma becerisine
sahip, karmasik ve dinamik bir dokudur (6). Bu doku, mekanik (tim vicudu
destekler ve hareket kabiliyeti saglar), koruyucu (hayati organlar1 ve kemik iligini
korur) ve metabolik (kalsiyum ve fosfat regilasyonun dizenlenmesinde etkilidir)
fonksiyonlarda oOnemli bir role sahiptir (7). Ayrica kemik, minerallerin
depolanmasindan ve kan hiicrelerinin liretilmesinden sorumludur.
2.1.1. Kemik Yapisi ve Histolojisi
2.1.1.1. Kemik tipleri:

Yapisal olarak, iki tip kemik tanimlanabilir: spongiy6z veya trabekiiler ve

kortikal veya kompakt kemik (Sekil 1-a) (8).
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Sekil 1. Uzun (a) ve Kortikal (b) kemigin sematik goriniisii. (Erisim 18.06.2019,
http://faculty.seattlecentral.edu/jwhorley/Bones_241.pdf’den uyarlanmustir.) (8)

Kortikal kemik (Sekil 1-b), spongiydzden daha giiglii, statik, kalin ve daha az
bos alana sahiptir. Bu tip kemikte bulunan osteositler ve lameller, kemik kiitlesine
niifuz eden kan damarlarinin etrafina yerlesmistir. Kortikal kemikte, kan damarlarinin

niifuz ettigi iki ana kanal vardir: kemik eksenine paralel Havers veya merkezi kanallar



ile kemik eksenine dik ve daha buyik olan Volkmann veya perfore kanallar. Ayrica,
kortikal kemikte, merkezi bir kanal ve igerigi (kan damarlari, sinirler ve gevsek bag
dokusu iceren) konsantrik lameller ve osteositlerden olusan Havers sistemi veya osteon
bulunabilir. Kortikal kemikte ti¢ farkli lamel tiirii bulunur: ortak bir merkezi (merkez
kanali) cevreleyen esmerkezli dairesel kemik matrisi katmanlari olan osteonun bir
parcasi olarak adlandirilan konsantrik lameller; kortikal kemigin dis ylizeyini olusturan
diiz plakalar olarak kabul edilen sirkumferansiyal lameller ve osteonlar arasinda
bulunan ve esmerkezli veya sirkumferansiyal lamellerin kalanindan olusan interstisyel
lameller (9).

Spongiy6z kemik, biyiime, kalsiyum homeostazi ve hematopoez agisindan en
aktif kemik pargasidir. Aralarinda kemik iligi ve damarlarla dolu bos alan bulunan
trabekiil denilen birbirine bagh plakalardan olusur. Trabekiiller, aralarina osteoitler
yerlesmis birkagc lamelden olusur. Genellikle kan damarlarnn trabekiilleri
gecemediginden, osteositler, kemiklerdeki osteositleri Dbirlestiren kanallar olan
kanalikiillerden besin maddelerine ulasabilir. Trabekiil yiizeyi, esas olarak
osteoblastlar ve az sayida osteoklasttan olusan bir hiicre tabakasindan olusur.
Destekleyici iglevleri, esas olarak, kompresyon yiikleme tipinin baskin oldugu yerlerde

olusur (6rnegin, vertebra govdelerinde) (Sekil 2) (9).
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Sekil 2. Spongiy6z kemigin yapist (Erisim 18.06.2019, https://boneandspine.com/cortical-

bone-and-cancellous-bone/’den uyarlanmistir.) (10)



Mikroskopik olarak, kollajen liflerinin dizenlenmesine gore; primer,
olgunlagsmamis veya kaba lifli 6rgii ve sekonder, olgun veya lamel kemigi olarak iki
tip kemik vardir (Tablo 1). Primer kemikte kollajen lifleri rastgele, farkli yonlerde
diizenlenir. Yenidoganlarda ve hizli kemik olusumunun oldugu yerlerde bulunur.
Primer kemik geg¢icidir ve yetigkinlerde yerini sekonder kemige birakir. Lameller,
kendini ince lamel tabakalarinda organize eden olgun kemiktir. Bu durumda, her bir
lamelin kollajen lifleri birbirine paralel diizenlenir ve bitisik lamellerde bulunan
kollajen liflerine agilidir. Osteositler, lakunalarda, lakunalar ise lamel tabakalari
arasindaki bosluklarin igcinde bulunur. Orgii kemigin olusumundan sonra, genellikle

yeniden sekillenme isleminde lamel kemik olarak dizenlenir (9).

Tablo 1. Mikroskopik olarak kemik tipleri (11)

Mikroskopik | Alt Tipler Ozellikleri Ornekler
Gorinum
Lamellar Kortikal Yap1 en yuksek stres cizgileri boyunca | Femur cismi

yonlendirilmistir. Gigladir.

Kanselléz | Yapi olarak kortikal kemikten daha uyumlu. | Femur basi metafizleri,

Stres yonelimlidir. epifizleri
Orgiilii Immatiir Daha uyumlu. Stres yonelimli degildir. Embriyonik iskelet
(Woven) Kirik kallusu

Patolojik Rasgele yonelim. Hizli dongii. Zayif. Esnek | Osteojenik sarkom
Fibroz displazi

2.1.1.2. Kemik hucreleri:

Kemikte islev goren ve yikimdan sorumlu hiicreler osteoklast olarak
adlandirilir. Yapimdan osteoblastlar, iletisimden de osteositler sorumludur (Sekil 3)
(12). Kemik iligi; progenitor hiicrelerin kaynagi olan ve kemigin i¢ ¢apindan sorumlu

olan kirmiz1 kemik iligi ve sar1 kemik iliginden olusur (13).

Osteoblastlar
Osteoklastlar Osteoprogenitor

hiicreler

~ Osteosit

~ Kanalikuli

Sekil 3. Kemigin hiicreleri (Jang JH, Castano O, Kim HW, Electrospun materials as potential

platforms for bone tissue engineering, Adv. Drug Deliv. Rev., 2009°dan uyarlanmustir.) (14).




Osteoblastlar:

Farklilasmamis mezankimel kok hiicrelerden olusan osteoblastlar, kemik
yapisindaki matriks yapimindan ve salininmindan sorumludur. Kemik yiizeyindeki
osteoblastlar, diger bolgelerdekilere goére metabolik olarak daha aktiftir.
Osteoblastlarin farklilasmasinda interlokinler, trombosit kaynakli biiyiime faktori
(PDGF), insiilin kaynakli biiylime faktorii (IGF) etkilidir. Osteoblastlar paratiroid
hormon (PTH) etkisinde iken, alkalen fosfataz aktivitesinde artis ve Tip 1 kollajen
tiretimi goriiliir; D vitaminin etkisinde iken osteokalsin yapimi artar. Osteoblastlarda,
PTH ve D vitamininin yan1 sira glukokortikoid, prostoglandin ve &strojen reseptorleri
de mevcuttur (15).

Osteositler:

Osteositler, gelismis iskelet yapisinda en fazla oranda bulunan hiicrelerdir.
Hiicre disindaki kalsiyum fosfor yogunlugunda 6nemli role sahip olan osteositler,
kemigin mekanosensor hiicreleridir; kalsitonin tarafindan uyarilirken, paratiroid
hormon tarafindan inhibe edilir (13).

Osteoklastlar:

Osteoklastlar; kemik rezorpsiyonundan sorumlu olan ¢ok cekirdekli, dev
hiicrelerdir. Hematopoietik hiicrelerden miyeloid hiicreler olusur ve mononiikleer
hiicrelere doniistir; mononiikleer hiicreler de birleserek osteoklastlart olusturur.
Kemik ¢o6ztnmesi Howship lakuna denilen kemik yuzeyindeki ¢ukur alanlarda olur;
¢oziinme kemik olusumundan daha hizli gergeklesir. Bu hiicreler kalsitonine hassas
reseptorlere sahiptir ve interlokin 1 osteoklastik aktiviteyi uyarir (13).

Osteoprogenitor:

Osteoblast Onculu  hiicrelere osteoprogenitér adi verilir. Bu hiicreler
cogunlukla kemik iliginde, endosteumda, periosteumda ve kemigin kilcal damar
yataginda yass1 hiicreler seklinde yer alir. Kemik morfojenik proteinlerin varliginda
bu hiicreler osteoblastlara doniisiir. Kemik ortii hiicresi yeniden sekillenmeyen kemik
ylizeylerinde yerlesik, osteoblast kokenli, yassi, organelden fakir, birbirine ve
osteositlere oluklu baglantilarla bagl, kalsiyum ve fosfatin kemigin i¢ine ve disina
pompalanmasindan sorumlu hiicrelerdir (12). Haversian kanallarda, endosteum ve

periosteumda bulunan osteoblastlara doniisebilen mezankimel hiicrelerdir (13).



2.1.1.3. Periosteum ve endosteum:

Kemigin distaki zarina periosteum, ictekine ise endosteum adi verilir. Bu
zarlar osteojenik hicreler icermektedir. Periosteum ve endosteumun temel islevleri,
kemik dokusunun beslenebilmesi, biiyiiyebilmesi ve onarimi igin gerekli yeni
osteoblastlart saglamaktir. Bu nedenlerle kemik cerrahisinde periosteum ve

endosteumun korunmasina ¢ok dikkat edilir (Sekil 4).

Endosteum
Periosteum
Endosteum —/
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ostesit Kemik matriksi g

/ Osteosit /
Periosteum Osteojenik hilcre  —— a\

hiicresel katmani

fibroz katmani

Osteoblast ——t——

Sekil 4. Periosteum ve endosteum: Periosteum kemigin dis yiizeyini olusturur ve endosteum
mediiller boslugu kaplar (Erisim 20.06.2019, https://opentextbc.ca/anatomyandphysiology/
chapter/6-3-bone-structure/’den uyarlanmustir.) (16).

Periosteumun dis tabakasi kollajen liflerden ve fibroblastlardan olusur.
Sharpey lifleri, matrikse girerek periostu kemige baglar. Periosteumun i¢ tabakasi
yassi hiicrelerden zengindir. Kemigin biiylimesi ve onariminda baglica rol oynayan
bu hiicreler boliiniip farklilasarak osteoblastlari olusturur. Periosteum; i¢ kisminda
osteoblastlara doniisme potansiyeli yliksek mezankimel hiicreleri, dis kisminda daha
cok fibroz dokunun hakim oldugu az sayida hiicreyi barmdirir (13).

Endosteum, kemigin ig¢indeki biitlin bosluklar1 orter ve tek katli yassi
osteoprogenitor hiicreler ile ¢cok az miktarda bag dokusundan olusur. Endosteum

periosteumdan oldukga incedir.



2.1.1.4. Kemik matriksi:

Matriks; organik ve inorganik komponentlerden olusur. Organik komponenti;
kollajen, Kkollajen olmayan proteinler, proteoglikanlar, sitokinler ve blyime
hormonlar1 olusturur. inorganik komponentleri; kemigin kompresif giiciinden sorumlu
kalsiyum hidroksiapatit ve kalsiyum fosfattan olusur. inorganik maddeler, kemigin
kuru agirhigmin yaklasik %50-60’m1 olusturur. Ozellikle Ca*? ve PO4 basta olmak
Uzere bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum inorganik maddeler

arasinda bulunur (13). Kemik matriksin bilesenleri Tablo 2’de gosterilmistir (17).

Tablo 2. Kemik matriksin bilesenleri

Bilesen | Fonksiyon | Tipler | Ozellikler
Organik Matriks
Kollajen Gerilim gucu | Primer olarak tip 1 | Organik matriksin %90’1
saglama kollajen. Kemikte en fazla | Yap1: iki ol ve bir o2
tip 1 kollajen bulunur. zincirinin ¢eyrek atlamali,
bir  fibril  Uretimi igin
diizenlenmis.
Proteoglikanlar Kompresif glgten | Glikozaminoglikan (GAG)- | Mineralizasyon
kismi protein kompleksleri inhibisyonu
sorumludurlar
Matriks Mineralizasyon ve | Osteokalsin  (kemik y- | Osteoklastlart etkiler;
Proteinleri kemik olusumunu | karboksiglumatik asid | dogrudan kemik
(kollajen artirmak iceren protein [kemik Gla | yogunlugu regiilasyonu; en
olmayanlar) proteini]). ¢cok  kollajen  olmayan
matriks  protein  (%10-
20’si).
Osteonektin (SPARC). Trombositler ve
osteoblastlarca  salgilanir;
Cat++ regllasyonu veya
matriks mineral
organizasyonunda rolu
oldugu disiiniiliir.
Osteopontin. Integrin’e benzer, hiicre
baglayici protein.
Buytime Kemik hiicresi | Transforme edici  buyiime | Kiiclik miktarlarda kemik
Faktorleri ve | farklilasmasi, faktori-beta (TGF-B), Insiilin- | matriks iginde mevcut.
Sitokinler aktivasyonu, benzeri biyime faktrii (IGF).
biyimesi ve Interl_okmler (IL-1, IL76_).
turnover’ma yardim Kemllk ' morfogenetik
proteinleri (BMP1-6).
eder.
Inorganik Matriks
Kalsiyum Kompresif  gucu Inorganik matriksin biiyiik
Hidroksiapatit saglama kismini olusturur, kollajen
[Cawo (PO4)s bosluklar ~ arast  primer
(OH)21] mineralizasyon (delikler ve
gozenekler), periferde
sekonder mineralizasyon.
Osteokalsiyum Geriye kalan inorganik
Fosfat matriksi olugturur.




2.1.1.5. Kemigin beslenmesi:

Bir organ olarak kemikler kardiyak cikisin (out put) %5-10’unu alirlar.
Kemigin kanlanmasi; besleyici arter sistemi (i¢ 2/3 liik kismin yiiksek basingh
sistemi), metafizyel-epifizyel sistem ve periosteal sistem (dis 1/3 likk kismin diisiik

basingli sistemi) tarafindan saglanir (Sekil 5).
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Sekil 5. Kemigin kan ve sinir sistemi semasi (Erisim 20.06.2019, http://library.open.

oregonstate.edu/aandp/chapter/6-3-bone-structure/’den uyarlanmustir.) (18).

Besleyici arterler ana sistemik arterlerden koken alir. Diafizial kortekste
bulunan foramen nutrisiadan girerek mediiller kanalda inen ve ¢ikan kiiclik arterlere
dallanir. Havers sistemi i¢indeki damarlar araciliiyla olgun diafiz korteksinin en az
ucte ikisini besler. Besleyici arter sistemi yiiksek basinglidir.

Metafizyal-epifizyal sistem eklem ¢evresi vaskiiler pleksuslardan dogar.

Periosteal sistem ise primer olarak olgun diafiziyal korteksin en ¢ok dis iicte
birini besleyen kapillerlerden olusur. Bu sistem diisiik basinglidir (17).

Kemigin siv1 bilesenlerinin %65°1 ekstravaskiiler alanda, %12’si Haversiyan ve
lakiiner alanda, %31 kirmiz1 kan hiicrelerinde ve %20’si diger alanlardadir. Hipoksi,

hiperkapni ve sempatektomi durumlarinda fizyolojik kemik kan akimi artar (17).



Spongiy6z kemik ve mediiller kavite, kompakt kemigin iginden gecen
arterlerden beslenir. Arterler besleyici foramenlerden, diyafizdeki kiiguk deliklerden
gecer. Spongiyoz kemikteki osteositler, kemige niifuz eden ve kemik iligi
bosluklarinda dolagan kanin igine giren periosteumun kan damarlariyla beslenir. Kan,
kemik iligi bosluklarindan gegerken, damarlar tarafindan toplanir, bu daha sonra
foramen vasitasiyla kemikten ¢ikar (18).

Kan damarlarina ek olarak, sinirler kemigin metabolik olarak daha aktif
bolgelerinde yogunlagsma egilimi gostererek ayni yollar1 izler. Sinirler agriyi
hisseder, ayrica sinirler kan dolasimini diizenlemede ve kemik biiylimesinde rol
oynar (18).
2.1.1.6. Kalsiyum ve fosfat deposu:

Iskelet, viicudun Ca*? miktarinin %99'unu icerdigi igin, Ca*? deposu olarak da
gorev yapar. Kan ve kemik arasinda, devamli bir Ca* alisverisi vardir. Serum
kalsiyumunun primer hemostatik duzenleyicileri PTH ve 1-25 dihidroksi vitamin
D3’tiir. Gidalardan emilen Ca*?, siiratle kemiklerde depo edilir. Kalsiyumun fazlast
disk1 ve idrarla atilarak, kan Ca*? diizeyinin yiikselmesine engel olunur. Kandaki
Ca*? miktar1 azaldiginda ise kemikteki Ca*? serbest hale gelir. Kemigin kalsiyumu,
biri siiratli, digeri yavas iki mekanizma ile serbest hale getirilir. Bunlardan ilki,
iyonlarin basit olarak hidroksiapatit kristallerinden interstisiyel siviya, buradan da
zamanla kana ge¢mesidir. Eriskin kemikte, ¢cok az kalsifiye olmus yeni lameller
kalsiyumu kolayca alir ve verir. Kan Ca*? seviyesinin korunmasinda bu lamellerin
rolii, asil fonksiyonlar1 koruma ve destek olan lamellerinkinden daha Onemlidir.
Kalsiyumun serbest hale gelmesindeki ikinci yol ise, kemigi etkileyen hormonlara
baglidir. PTH kemik matriksinin rezorbsiyonunu baglatan osteoklastlar: aktive edip
sayilarim artirir ve sonugta Ca*? serbest hale gelir. Tiroid bezinin parafollikiiler
hicrelerinde sentezlenen kalsitonin, matriks rezorbsiyonunu inhibe eder. Kemik
uzerindeki etkisi PTH etkisinin tersidir.

Kemik mineralinin anahtar bileseni olan fosfor, enzim sistemlerinde ve
molekiiler etkilesimlerde 6nemlidir. Viicut fosfatinin %85 kadar1 kemikte depolanir.
Plazma fosfatinin ¢cogu baglanmamistir ve bobreklerin proksimal tiibiillerinden geri

emilir. POy idrarla atilir. Ca*? ve POs regiilasyonu Tablo 3 (18)’de gosterilmektedir.



Tablo 3. Kalsiyum ve Fosfat regiilasyonu (19)

Parametre Paratiroid hormon | 1,25-(2 OH) D (Steroid) Kalsitonin
(PTH) (Peptid) (Peptid)
Orijin Paratiroid  bezin  ana | Bobregin proksimal | Tiroid bezinin
hicreleri tibulu parafollikiler
hiicreleri
Uretimi stimule | Serum Ca?* azalur. Yikselmis PTH Yiikselmis serum

eden faktorler

Azalmis serum Ca®*
Azalmis serum iyonik P

Ca?

Uretimi inhibe eden | Serum Ca?* yiikselir. Azalmig PTH Azalmig  serum
faktorler Yiikselmis 1,25-2 (OH) D | Yiikselmis serum Ca?* Ca**
Yiikselmis serum iyonik P
Hormon faaliyetine gére u¢ organlar tzerine etki
Barsak Direkt etki yok Giiglii bir sekilde | ?
Bobrekte 1,25-2 (OH) D | barsaktan Ca?* ve P
Uretiminin  stimulasyonu | absorbsiyonunun
ile barsak Uizerinde indirekt | stimulasyonu
olarak etki yapar.
Bobrek Proksimal tubults hicre | ? ?
mitokondrilerinde 25-
(OH)D-10-OH’laz 25-
(OH)D’1 1,25-2 (OH) D’ye
dontisimii  i¢in  stimule
eder.
Filtre edilmis Ca?’nin
fraksiyonel rezorbsiyonunu
arttirir.
Idrarla P atilimin1 artirir.
Kemik Kemigin osteoklastik | Giiglii bir sekilde kemigin | Osteoklastik
rezorbsiyonunu stimule | osteoklastik kemik
eder. rezorbsiyonunu  stimule | rezorbsiyonunu
Preosteoklastlarin eder. inhibe eder.
toplanmasini stimule eder. Normal insan
fizyolojisindeki
roli?
Ekstraselliiler  siv1 | Artmis serum Ca?* Artmis serum Ca?* Azalmis serum
ve serumda Ca?* ve | Azalmis serum P Artmig serum P Ca?* (gegici)

P konsantrasyonlari
Uzerine net etki

2.1.1.7. Kemige etki eden hormonlar:

Parathormon ve kalsitonin disinda kemige etki eden bagka hormonlar da vardir.

GH ozellikle epifizyel kikirdagi uyararak kemik uzamasimi saglar. GH kalsiyumun

barsaktaki emilimini, idrardaki atilimindan daha ¢ok artirarak pozitif bir Ca*? dengesi

olusturur. Insiilin ve somatomedin bu etkiye katkida bulunur (17).

Cinsiyet hormonlart kemiklesme merkezlerinin ortaya c¢ikisi ve gelisim

zamanlarmi etkileyerek kemik yapimimi uyarir. Ostrojen, kemik rezorpsiyonunu

onler, ancak Gstrojen tedavisi kemik olusumunu da azaltir (17).

10




Kortikosteroidler, kollagen sentezini Onler ve osteoblastlarin verimliligini
azaltarak kemik kaybin1 artirir (17).

Tiroid hormonlari, kemik rezorpsiyonunu, yapimdan daha cok etkileyerek
osteoporoza neden olur (17).

2.1.2. Kemigin Olusumu

Kemik; osteoblastlarin  salgiladiklari1  matriksin ~ dogrudan  dogruya
mineralizasyonu ile intramembrantz kemiklesme veya daha 6nce var olan kikirdak
matriks lzerine kemik matriksinin ¢Okiisii ile enkondral kemiklesme ile sekillenir.
Ikisinde de ilk olusan ve gegici olan primer kemik dokusu, kisa siire sonra yerini
sekonder (lameller) kemik dokusuna birakir. Biiylirken, primer yapi, rezorbe alanlar
ve sekonder kemik yap1 birlikte yan yana goriliir (17).
2.1.2.1. intramembranéz kemiklesme:

Intramembranéz kemiklesme; kafatasinin  diiz  kemiklerinin, mandibula,
maksilla ve klavikulalarin gelisimi sirasinda olusur. Periosteumda kemik ilavesiyle
kemik biiylimesinde ve kiriklarinin iyilesmesinde kemigin onarimi siirecinde dnemli
bir surectir. Mezankimel kok hiicrelerin osteoprogenitor hiicrelere farklilagsmasindan
tiiretilen fibr6z membranin gelismesiyle baglar. Osteoprogenitdr hiicreler daha sonra
osteoblastlara ayrisir ve bu yeni kemik dokusunun olusumuna yol agar (20).
2.1.2.2. Endokondral kemiklesme:

Endokondral kemiklesme; vertebral kolon, pelvis, Ust ve alt ekstremite
kemiklerinin gelisimi ve epifiz biliylime plaklarinda postnatal boyuna biiylime
sirasinda olusur. Ayni zamanda travma sonrasi yiiksek mobilite ve/veya kotii
vaskiilarizasyon bolgelerinde kiriklarin iyilesmesinde rol oynar. Gelisme sirasinda,
endokondral kemiklesme, mezankimel kok hiicrelerin kondroblastlara yogunlagmasi
ve farklilagmasiyla bir kondrogenezin ilk olusumunu igerir (20,21).

Kondrogenez, duran, ¢ogalan, hipertrofi ve apoptoz geciren farklh
kondrositlerden olusur. Hipertrofi geciren kondrositler, osteoprogenitdr hucrelerin
dagitimma ve kemiklesme merkezlerinin olusumunda kondrogenezin vaskiiler istilasini
indiiklemek i¢in vaskiiler endotel bilylime faktorleri gibi anjiyojenik faktorler salgilar.
Bu, kondrogenezin, yeni olusan kemikle kademeli yer degismesiyle sonuglanir (22).

GH, insilin benzeri biyime faktori-1 (IGF-1), tiroid hormonu, PTH, kemik

morfogenetik proteinleri ve fibroblast biylme faktorleri gibi endojen mediatorler,
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kondrogenez ve endokondral kemiklesmenin diizenlenmesinde rol oynar (21) Bu

kemiklesme tiirii kisa ve uzun kemiklerin sekillenmesinden sorumludur (Sekil 6).
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Sekil 6. Endokondral kemiklesme. (a) Mezankimel hiicreler, kemik iskeletinin kikirdak
modelini iireten kondrositlere farklilasir. (b) Kikirdak modelinin kenarindaki kan damarlari
kemik yakasini tutan osteoblastlar1 getirir. (c) Kilcal damarlar kikirdaga niifuz eder, kikirdak
modelinin i¢ginde kemik biriktirir ve primer kemiklesme merkezini olusturur. (d) Kikirdak ve
kondrositler kemigin uglarinda biiylimeye devam ederken mediiller kavite genisler ve
yeniden sekillenir. (e) Sekonder kemiklesme merkezleri dogumdan sonra gelisir. (f) Hiyalin
kikirdak, epifiz plaginda ve eklem yiizeyinde eklem kikirdagi olarak kalir (Erisim
21.06.2019, http://library.open.oregonstate.edu/aandp/chapter/6-4-bone-formation-and-

development/’den uyarlanmistir.) (23).
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2.2. KIRIK IYILESMESI (KAYNAMASI)

Kirik iyilesmesi, kirik oldugu anda baslar ve kirik uglari arasinin diizenli kemik
dokusu ile birlesmesine kadar siirer (24). Primer ve sekonder kirik iyilesmesi olarak iki
sekilde incelenir.

2.2.1. Primer Kirik Tyilesmesi

Fragmanlar arasinda hareketin olmadigi durumlarda, anatomik rediikte
pozisyonda doku kanlanmasinda herhangi bir bozukluk yoksa kallus dokusu olusmadan,
osteoblast ve osteoklast aktivitesiyle gergeklesen iyilesmedir. Kirik, tam denge ve rijid
tespit mevcudiyetinde primer iyilesir (13). Kontakt iyilesmede, kirik uglar arasinda
dogrudan baglant1 varsa, osteonlarin uzanimiyla lamellar kemik olusur. Gap iyilesmede
ise kirik uglari arasinda bosluk <1 mm oldugunda osteoblastlar 6rgii kemik olusturur ve

yeniden sekillenme ile normal lamellar kemik dokusuna doniisiir (Sekil 7) (25).

Osteoklast

rd
Kontakt (Tam Temas) //’

lyilesmesi 7 Bosluk
/

Osteoblast

Yeni kemik

Megical Pixel

Boslukia (GAP)
lyilesme

Sekil 7. Primer kemik iyilegsmesinin tipleri; kontakt iyilesme kirik fragmanlar1 arasindaki
mesafe 0,01 mm’den az ise ve gap iyilesme kirik fragmanlar1 arasindaki mesafe 800 pm- 1
mm aras1 ise olusur (Tanrikulu S, Génen E, Kirik iyilesmesi, TOTBID Dergisi 2017 den

uyarlanmustir.) (13).

2.2.2. Sekonder Kirik Tyilesmesi

Sekonder iyilesmede kirik fragmanlar1 arasinda hareket oldugunda ilk olarak
yumusak kallus, sonrasinda da sert kallus olusur. Kirik bolgesinde subperiosteal
alanda intramembrandz kemiklesme ile mediiller sert kallus, kirik uglarinda ve

periost disinda endokondral kemiklesme ile yumusak kallus olusur (Sekil 8) (13).
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Sekil 8. Sekonder kemik iyilesmesinin agsamalari. Inflamatuvar faz, onarim fazi, yumusak
kallus fazi, sert kallus fazi ve yeniden sekillenme fazindan olusur. Her iyilesme doneminde
yogun bulunan primer hiicre cesitleri gosterilmistir. Zaman degerleri Rat femuru icin
bildirilen temsili degerlerdir (Tanrikulu S, Gonen E, Kirik iyilesmesi, TOTBID Dergisi
2017’den uyarlanmistir.) (13).

2.2.3. Kirik Iyilesmesinin Evreleri

Normal kirik iyilesmesi, sistemik olarak dolasimdaki faktorlerden etkilenen
hiicresel olaylar1 igeren karmasik, ¢ok asamali bir siiregtir (Sekil 9). Hematom ve
enflamasyon; yumusak doku hasari, damar bozulmasi ve eszamanli kemik nekrozu
olan yaralanmaya hemen verilen reaksiyonlardir. Hematoma cevaben, makrofajlar ve
trombositler gibi inflamatuar hicreler, kirik bolgelere kan akisini1 ve hiicre gocuni
artirmak igin sitokinleri salgilar (26). Osteoklastlar kemik kalintilarin1 rezorbe etmek
icin aktive edilir ve sitokin salinimi ile uyarilan mezankimel kok hticreler (MSC'ler)
kiriga yerlesir. Enflamatuar cevap 24 saat icerisinde tepeye ulasir ve 7 gin sonra
duzelir (25). Bir sonraki asamada, periosteum ve endosteumdan MSC'ler ¢ogalir ve
kondrositlere farklilasir; bu da kikirdaktan olusan yumusak kolajen bakimindan
zengin bir kallusun olusumuna katkida bulunur. Kan damarlari da besin saglamak
icin kallusa sizar. lyilesme devam ettikce, kikirdak; olgunlasmamis Orgii kemige
gecisi saglayan sert kallusu olusturmak i¢in minerallesmeye ugrar. Osteoblastlar, bu

ilerleyici asamada, tip I kollajeni sentezleyerek ve dogrudan kalsifiye doku tireterek
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6nemli bir rol oynar. Son yeniden sekilleme asamasinda, fazla kemik kallusu
osteoklastlar tarafindan rezorbe edilir ve saglikli kemik morfolojisi ve mekanik
Ozelliklerinin geri kazanilmasiyla, osteoblast ve osteoklast aktivitesinin dongdleri

sonuglanir (27).
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——— J Sklerostin T
\ Ubikitin E3 ligazlari : ACPS
/‘ """"" ~ VEGF pm/' d Osteoblastlar
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Gec kaynama/kaynamama faktérleri Mevcut stratejiler
Harici Dahili Biyofiziksel hizlandirma Biiyiime faktorleri
*LIPUS* *BMP’ler*, FGF, PDGF
 *Kirik araliginin biiyikliagi *Yas ve cinsiyet
. *Yumusak doku hasan *Ek hastaliklar; diyabet, — B T
«Cerrahi tedavinin yan etkileri  osteoporoz, damar hastalig Osteojenik ajanlar Ost ik I
*Kortikal ekleme eksikligi +Alkol ve sigara bagimlilig «Paratiroid hormon *Otolog kemik grefti*
. *Yetersiz mekanik stabilite silaglar; steroidler, NSAID’ler, “WNT agonisti *Demineralize kemik matriksi
*Enfeksiyon kemoterapi Skafoldlardaki kok hiicre

Sekil 9. Kirik iyilesme evrelerinin semasi, gesitli kaynamama faktorlerinin yani sira mevcut
klinik tedavilere genel bakis. * FDA-onayli kirik tedavilerini gosterir. (Kisaltmalar: ACP5:
Asit Fosfataz 5; ALPL: Alkalin Fosfataz; ANG: Anjiyopoietin; BGLAP: Kemik Gama
Karboksi Glutamat Proteini (Osteokalsin); BMP: Kemik Morfogenetik Proteini; COL1AL:
Kollajen Tip I, alfa 1; DKK-1: Dickkopf-iliskili Protein 1; IL: Interlokin; LIPUS: Diisiik
Yogunluklu Pulse Ultrason; M-CSF: Makrofaj Koloni Uyaric1 Faktor; MSC: Mezenkimal
Kok Hucre; OPG: Osteoprotegerin; PPARG: Peroksizom Proliferator-Aktive Gama
Reseptori; PTH: Paratiroid Hormon; RANKL: Reseptor Aktivator Nukleer Kappa B Ligand;
RUNX2: Runt-iliskili Transkripsiyon Faktorii 2; SOX-9: Cinsiyet tayin eden bdlge Y-
Kutu 9; SP7: Osteriks; TNFo: Tumor Nekrozis Faktor Alfa; VEGF: Vaskiiler Endotelyal
Biyume Faktord; Wnt: Wingless-Related Integration Site) (Wanga Y, Newmana MR,
Benoita DSW, Development of controlled drug delivery systems for bone fracture-targeted

therapeutic delivery, Eur J Pharm Biopharm 127, 2018’den uyarlanmistir.) (27).

15



2.2.3.1. Inflamatuar (hematom, yangr) dénem (1-4 giin):

Tim doku travmalarinda, dolayistyla kiriklarda, ilk verilen yanit
“inflamasyon” yani “yang1”dir. Bu dénem ilk 3-4 glinlik sireyi kapsar. inflamasyon
fazinda hasarli, nekrotik dokular yok edilir, inflamatuvar hiicrelerden salinan
sitokinler sayesinde anjiyogenezis uyarilir. Kirik hattindaki kemikte bulunan
mezankimel ve osteoprogenitor hucreler, fibroblastlar, endosteal ylzeydeki
osteoblastlar ¢ogalarak graniilasyon dokusu olusumunu saglar (13).

Travmanin siddetine bagli olarak, kemik kirildiginda kirik uglari, periost, gevre
yumusak dokular ve damarlar yaralanir. Vazodilatasyon ve beraberinde plazma
eksudasyonu nedeniyle, kirik bolgesinde ilk 24 saat iginde 6dem olusur. Kirtk kemik
uclar arasmma ve uglarin etrafina kan ve lenf sivisi toplanir. Bu birikintiye kirik
hematomu denir. Bu siv1 birikerek periostu kaldirir. Trombosit ve trombotik faktorler,
kanamanin durmasini ve pthtilagmay1 saglamak igin bu bolgeye toplanir. Pihtilagsma ile
birlikte kirik uglar1 arasinda, periost altinda ve periost yirtilmissa bunun etrafinda
hematom olusur. Hematom saglam yumusak dokular tarafindan sarilir (24). Kirik
hematomu ortaminda bulunan trombositler ve ortamdaki diger hiicreler biiylime
faktori ile birlikte diger proteinleri [Epidermal biiylime faktorii (EGF), Fibroblast
biiyltime faktorii (FGF), Trombositten iiretilmis biiytime faktérii (PDGF), Dontistiirlicu
blylime faktoru-beta (TGF-p), Kemikten tiiretilmis buytime faktori (BDGF),
Interlokin-1 (IL-1)] salar. Bunlar, kirik iyilesmesinde 6nemli olan hiicre gogii,
periosteal hiicre cogalmasi ve onarim dokusu matriksinin sentezi i¢in gereklidir.

Komsu Haversiyen sistemler arasinda fazla anastomoz bulunmadigi i¢in, kirik
uclar1 arasinda iki tarafta da belli bir mesafeye kadar alandaki dolasim durur. Buradaki
osteositler lizise ugrayarak yerlerini bos lakunalar alir. Sonugta kirtk alaninda, kemik
dokuda daha genis olmak iizere nekroz bolgesi olusur. Kirik uglarda 1-5 mm arasinda
nekroz gelisir. Kirik uclart ve ¢evre dokulardan prostoglandinlerin salinimi yaninda
ortamdaki nekrotik materyalin varligir akut inflamasyonun baslatilmasinda énemli rol
almaktadir. Kirik bolgesindeki hematom 48 saat i¢inde organize olup fibrinden bir yap1
olusturur. Fibrinojen eklenen lizin, fenilalanin, gamaglobulin ve albuminle fibrine
doniistir. Polimorf niiveli 16kositler ve makrofajlarin damar disina go¢ etmeleri ile
fibrin matriks olusur. Ayrica makrofaj, histiosit ve fibroblastlarin yaptigi kollajen de

fibrin matriksi olusumuna etkilidir. Fibrin agindan da kemik yapimi i¢in gerekli hiicre
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cogalmasi baglar. Bu donemde fibrin matriksi i¢indeki oncii hiicreler, lokal biyolojik
etkilerle degisik dokulari olusturmak igin farklilasmaya hazirdir. Kirik bolgesinde
ortamin pH’1 asitken, daha sonra yavas yavas notrale doner ve sonra hafif alkali
seviyede kalir. Biiyiik kiriklarda makrofaj monositler, biitiin viicudu etkileyen bir
sitokin olan IL-1 salgilar. IL-1 yaralanma bolgesinde lenfositlerin gocu ile kemik
rezorbsiyonunu saglar ve orta beyin araciligryla ates olusturur. IL-1 ayrica kaslardan
Prostoglandin-E2 (PG-E2) olusumunu artirir (Sekil 10).

Periosteum  Nekroz

Endosteum

3% 1+ Fibroblastlar
+—— Polimorfoniikleer nétrofil graniilositler

‘&z/i) +— Makrofajlar

#& +4—— Mezenkimal kék hiicreler L

Sekil 10. Inflamasyon asamasi. Tipik inflamatuar kaskadiyla graniilasyon dokusunda
¢oziilen hematom olusumu (Erisim 17.08.2019, https://www2.aofoundation.org/wps/portal/
surgerymobile?content Url=/srg/popup/further reading/PFxM2/12 33 biol fx_heal jsp’den
uyarlanmustir.) (28).

2.2.3.2. Onarim (reperasyon) donemi (2-40 gun):

Kallus olusumu

Hasarl1 dokunun yerini iyilesme dokusunun almasiyla, artan hiicre sayisi ve
matriks {iretimi ile birlikte onarim baglar. lyilesme siirecinde BMP2, mezankimel
hiicre ¢oglamasinda, farklilagmasinda ve hiicre gociinde Onemli role sahiptir.
Hematomun ardindan fibrinden zengin graniilasyon dokusu olusur. Kirik uglar
arasinda santral bolgede ve periostun dis kisminda enkondral kemiklesme baglar, daha
cok fibroz ve kikirdak doku iceren yumusak kallus olusur. Bu kallus; kikirdak
matriksin mineralizasyonu, kondrositlerin apopitozu, damarlanma, osteoblastlarin

¢ogalmasi ve endokondral kemiklesme ile sert kallusa doniisiir. Hayvan
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caligmalarinda, yumusak kallus olusumunun 7-9. giinlerde basladigi, matrikste
proteoglikan ve tip 2 kollajen seviyesinde artis oldugu gorilmistir (12). Kirtk
bolgesinde subperiosteal alanda fragmanlar1 birbirine baglayan intramembrandz
kemiklesme ile sert kallus olusur. Intramembran6z kemiklesmede mezankimel kok
hiicreler osteoblastlara farklilasir ve dogrudan kemik dokusu olusur. TNF beta (TNF
B2 ve 3) etkisiyle kikirdak olusumu ve endokondral kemiklesme uyarilirken; BMPS5 ve

6, intramembrandz kemiklesme i¢in gerekli hiicre gogalmasini saglar (Sekil 11) (29).
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Sekil 11. Sekonder iyilesmede, intramembrandz ve endokondral kemiklesme bir arada izlenir.
(Tanrikulu S, Génen E, Kirik iyilesmesi, TOTBID Dergisi 2017’ den uyarlanmustir.) (13).

Damarlanma

Iyilesme siirecinin basarisi, yeniden kanlanmanm saglanmasma baghdir.
Endokondral kemiklesmede kondrosit apopitozu, hiicrelerin ve matriks dokusunun
uzaklastirtlmasi, kan damarlarinin bu bélgeye dogru biiylimesi ve ilerlemesini saglar.
Damarlanma anjiyopoetine ve VEGF’ye bagimli olarak iki yoldan gerceklesir.
Iyilesmenin erken donemlerinde anjiyopoetin 1 ve 2 seviyesi artar. Osteoblastlardan
ve hipertrofik kondrositlerden salinan VEGF, damarlanmada kritik role sahiptir;
endoteliyal mezankimel hiicre gogalmasini uyarir, damar invazyonunu saglayarak

avaskiiler kikirdak dokusunun vaskiiler kemik dokusuna doniisiimiinii saglar.
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Anjiyogeneziste BMP’ler VEGF ile sinerjistik etki gosterir; ayrica mekanik uyari
kirik bolgesinde VEGFR-2 reseptori tizerinden anjiyogenik etki gosterir (30).

Mineralizasyon ve kikirdak kallus rezorpsiyonu

Yumusak kallusun sert kallus ile yer degistirmesi siirecinde M-CSF (makrofaj
koloni uyaric1 faktor), RANKL (niikleer kappa ligand reseptor aktivator), OPG
(osteoprotegerin) ve TNF-alfa etkisiyle mineralize kikirdak doku rezorpsiyonu
baslar. M-CSF, RANKL, OPG’nin 6rgii kemik yapiminda osteoblast ve osteoklastlar
tizerine etkisi oldugu disiiniilmektedir. TNF-alfa’nin  kondrosit apopitozunu
baglatmasinin yani sira mezankimel kok hiicreleri uyarict etkisi de vardir.

Kallus dokusundaki kondrositlerin sitoplazmasinda ayristirilan kalsiyum
graniilleri, ekstraselliiler matrikse tasinarak buradaki fosfat ile birlesir ve mineral
depolanmas1 baslar. Kalsiyum fosfat depolarindan apatit kristaller olusur. Yapilan
calismalarda mineralizasyona; Tip 1 kollajen, osteokalsin, osteonektin ve alkalen
fosfataz seviyelerine bakilarak sert kallus olusumunun 14. giinde en yiksek seviyede
oldugu tespit edilmistir. Sert kallus olusumu arttikca, mineralize kikirdak, orgii
kemik ile yer degistirir ve iyilesme dokusu mekanik olarak daha rijid hale gelir.

Onarim kirik uglarinda birlesme olana, kortikal kemik uglarinda devamlilik
saglanana kadar siirer. Iyilesme dokusu olusumunun hizi, miktari, igerigi ve sekli
degiskenlik gosterebilir. Kemigin kanselloz ya da kortikal yapisi, ¢evre yumusak
doku destegi, stabilitesine gore iyilesme degiskendir (13).
2.2.3.3. Kemigin yeniden sekillenme (remodeling) donemi:

Sert kallus dokusu stabiliteyi saglayan rijid bir yapi olmasina ragmen, normal
kemigin biyomekanik 6zelliklerine sahip degildir. Sert kallusu santral kavitesi olan
lamellar kemige doniistiiren bir yeniden sekillenme siirecine ihtiyag¢ vardir. Rezorptif
fazda IL-1 ve TNF alfa’nin seviyesinde artig goriiliir (31). Bir taraftan osteoklastlarin
etkisiyle sert kallus rezorpsiyonu, diger taraftan osteoblastlarin etkisiyle lamellar
kemik olusumu denge iginde gergeklesir. Kirtk onarimi esnasinda 3-4. haftalardan
itibaren baglayan yeniden sekillenme siireci, klinik olarak iyilesme sonrasi da yillarca
devam edebilir. Kemik, maruz kaldigi streslere bagli olarak yeniden sekillenir.
Aksiyel yiiklenmeyle birlikte, kristalize dokuda olusan elektriksel polariteye bagl,
elektropozitif konveks yiizeyde osteoklast, elektronegatif konkav yiizeyde osteoblast

aktivitesini uyarir. Eksternal kallus dokusu lamellar kemige, internal kallus mediiller
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kaviteye doniisiir. Onarim fazinda olusan 6rgii kemik, lamellar kemikle yer degistirir

ve iyilesme siireci tamamlanir (13) (Sekil 12).

Lamellar kemik Osteoblastlar
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Sekil 12. Yeniden sekillenme asamas1. Orgii kemigin, yiizey erozyonu ve osteonal yeniden
sekillenme yoluyla lameller kemige doniisiimii (Erisim 17.08.2019, www?2.aofoundation.org/
wps/portal/surgerymobile?contentUrl=/srg/popup/further_reading/PFxM2/12_33_biol_fx_he
al.jsp’den uyarlanmustir.) (28).

2.2.4. Kirik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler
2.2.4.1. Yerel faktorler:

. Travmanin derece ve etkisi

. Kirik uglarinin birbirine gére konumu
. Kirik yerinin dolagimi

. Eklem i¢i kiriklar

. Kirilan kemigin tiirii

. Kirik ¢izgisinin 6zelligi

. Cilt ve yumusak doku yaralanmasi

. Yerel bir enfeksiyon varlig

O 00 3 O U K~ W N =

. Yerel patolojik kosullar
10. Kirigin agik kirik olup kirik hematomunun disar1 akmasi
11.Elektrik akimi
12.Kirik bolgesinde denervasyon olmasi
13.Yeterli tespit yapilmamasi veya tespit siiresinin kisa tutulmasi
2.2.4.2. Genel faktorler:
Yas: Azalan yasla orantili olarak mezankimel hiicre farklilagsmasi, yeni kemik

dokusu gelismesi ve kirigin yeniden sekillenmesi hizlanir (17).
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Genel durum: Diyabet, anemi, tiiberkiiloz, rasitizm gibi hastaliklar ve
beslenme bozukluklar1 kirik iyilesmesini geciktirir. Iltihabi olaylar (tiiberkiiloz,
kronik hastaliklar), hiperemi nedeniyle Ca*? tuzlarinin ¢dziinmesini etkiler. Artan
l6kositlerin proteolitik enzimleri, matriksin bozulmasina neden olur ve osteoid
olusumunu engeller (32).

Hormonlar:

Blyiume hormonu: insiilin ve biiyiime hormonu gibi anabolizan
hormonlar kirik iyilesmesini hizlandirmaktadir. Proteine bagh Ca*? artisim
etkileyerek kirik iyilesmesine yardimci olur. Kallus hacminde artisa sebep olur.

Kalsitonin: Kalsitonin PTH’ nun antagonistidir. Hem kompakt, hem
de trabekiiler kemik yapimin artirir. Osteklastlar1 inhibe ederek kemik ¢oziinmesini
azaltir. Kalsitonin dozu ve yeni kemik olusumu arasinda dogru oranti vardir, fakat
iyilesmeyi olumlu yonde etkileme mekanizmasi heniiz agiklanamamustir.

Ostrojen: Kemik ¢oziinmesini engelleyici etkisi vardir.

Kortikosteroidler: Kollajen sentezini inhibe ederek kemik
olusumunu engeller, ¢éziinmesini artirir. Mezankimel hiicrelerden osteoblast gelisimi
ve matriks olusumu i¢in gerekli yapi taslarimin sentezini yavaslattigindan, kirik
tyilesmesini geciktirir. Kortizon, ayni1 zamanda kallus olusumunu azaltir. FGF, EGF
ve PDGF {izerine antagonist etki yaparak kirik iyilesmesini olumsuz etkiler (24).

Tiroid: Kemik ¢6ziinmesini, olusumundan daha ¢ok tetikler. PTH gibi
kemigin yeniden sekillenmesine yardim eder (17,24).

Paratiroid hormon: Kalsiyum, fosfat ve D vitamini metabolizmasini
etkileyerek kemik mineral dengesinde kilit role sahiptir. Plazmadaki kalsiyum
seviyesini ve bobrekteki fosfat fitrasyonunu diizenler. Siirekli salinimi osteoklastik
aktiviteyl uyarirken; aralikli ve dengeli saliniminin osteoprogenitdr hiicreleri
etkileyerek, osteoblastik aktiviteyi artirarak kirik iyilesmesini uyardigi  ve
hizlandirdig1 bilinmektedir. Calismalarda, paratiroid hormon kullanilan hastalarda
kemik kiitlesinin arttig1, kirik riskinin azaldigi, kirik iyilesmesinin hizlandigi
goriilmiistiir. PTH, osteoklast sayisini artirici, kemigin yeniden sekillenmesini uyarici
ve osteositleri uyararak osteolizi hizlandirict etkileri vardir. Osteoblastlarin iizerine
dolayl etkisi olsa da, net sonu¢ kemik kayb1 ve kirik iyilesmesinin yavaslamasidir

(17,33).
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Vitaminler: A vitamini normal dozda mezankimel hiicre farklilagsmasini
uyararak kirik iyilesmesine yardim eder. Eksikliginde osteoblast diizenlenmesinde ve
osteoklast aktivitesinde bozulma olur ve kemik olusumu engellenir (34). A vitamini
fazlaliginda ise hiicre cogalmasinin olmamasiyla birlikte kikirdak kolonlarinda
erozyon olusur. Osteoklastlara doniisiim fazla uyarilir ve kirik iyilesmesi gecikir
(24). C Vitamini, dolayli yoldan kemik iyilesmesini olumlu etkiler. D Vitamini,
normal dozlarda kirik iyilesmesini hizlandirir. D Vitamini eksikliginde Ca*? diizeyi
diiser ve kemik kalsifikasyonu zayiflar. Kalsiyumun kemikten kana gecisi yaninda,
kemik hiicrelerinde sitrat tiretimini artirir. Ayrica kemigin yeniden sekillenme
evresinde rol oynar. Sonug¢ olarak; D Vitamini normal dozda kirik iyilesmesini
hizlandirirken, toksik dozda olumsuz etki eder (24). B6 Vitamini eksikligi ve K
Vitamini antagonistleri ise kirik iyilesmesine olumsuz etki eder (24,33).

Ilaclar: Kondroitin siilfat, hiyaliironidaz ve dikumaral kirik iyilesmesine
yardim eder. Deneysel calismalarda L-Dopa ve klonidinin biyime hormonunu
arttirarak kirik iyilesmesini olumlu etkilendigi gdsterilmistir (17,24). Indometazinin
yiiksek dozlarda kirik iyilesmesini durdurdugu bilinmektedir. Lazer tedavisinin
deneysel kirik iyilesmesi tizerine olumlu etkisi gosterilmistir (32,24).

Hiperbarik oksijen: Giinde iki saat kadar 2-3 atmosfer basincinda
uygulanan oksijen uygulanmasiin kirik iyilesmesine yardim ettigi gozlenirken, 6
saat/giin dozda uygulamalarin kirik iyilesmesini geciktirdigi izlenmistir (24).

Kirik bolgesi egzersiz ve stresleri: Iyi rediikte ve tespit edilmis kirik
kemiklere erkenden fonksiyon ve kontrolli yuk verilir veya yirGtilirse kemik
gelisimi uyarilarak iyi sonug¢ alinmaktadir (17,24). Bunun nedeni PGE-2 miktarinin
artmasi ve bu bolge dolagimina olumlu bir etkisi olmasidir.

Elektriksel uyarim ve ultrason: Gecikmis kaynama ve kaynamama
tedavisinde elektromanyetik uyar1 %64-85 arasi degisen basari oranlari bildirilmis,
ancak hala taze kiriklarin tedavisinde etkili oldugu ispatlanamamustir.
2.2.4.3. Kirik iyilesmesinde biyokimyasal faktorler:

Kirik iyilesmesinde biyokimyasal faktorler Tablo 4’te gosterilmistir.
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Tablo 4. Kirik iyilesmesinde biyokimyasal faktorler (13).

Biyokimyasal
Sinyal

Etkileri

Yiikseldigi Fazlar

Bone Morfojenik
Proteini (BMP)

» Mezankimel kok hucrelerin osteoblastlara
farklilagmasi

+ Matriks sentezi

* Hiicre migrasyonu

» Kemik olusumunun aktivasyonu

15 ¢esit BMP bulunmustur:

- Kemik iyilesmesi iizerine etkileri konusunda en ¢ok
caligma yapilan BMP 2.

- Kaynamama ve osteonekroz tedavisinde en fazla
calisma yapilan BMP 7.

- Kiurik iyilesmesi tedavisinde BMP kullanimi
tartismali

« Inflamatuvar evre
* Yumusak kallus evresi
« Sert kallus evresi

Transforming
Biylime Faktori
Beta (TGF-B)

» Mezankimel hiicrelerden Tip 2 kollajen ve
proteoglikan sentezini uyarir

Osteoblast, kondrosit ve fibroblastlar tizerindeki
etkileriyle;

» matriks olusumunu

» damarlanmay1

* enkodral kemiklesmede kalsifikasyonu

« kirik kallusunda kikirdak ve kemik olusumunu
kontrol ettigi diisiiniiliiyor.

* Kirik hematomu
olusmasiyla artar

* Yeniden sekillenme
sathasina kadar yiiksek
* Ozellikle yumusak
kallus evreleri

« Sert kallus evreleri

Fibroblast
Biylime Faktori
(FGF)

* Mezankimel kok hiicre gogalmasinda,

« kikirdak olusumu

» damarlanma

« osteoblastik aktivitede etkilidir.

Kirik iyilegsmesinde belirgin olarak FGF2 olmak
iizere FGF1, FGFR1, FGFR4 iin etkili oldugu tespit
edilmistir.

« Inflamatuvar evre
* Yumusak kallus evresi
« Sert kallus evresi

Trombosit
Kaynakl
Blylme
Faktort (PDGF)

* Noétrofillerin, makrofajlarin, 6nciil hiicrelerin kirtk
bolgesine gelmesini saglar.

* VEGF, IL6 seviyesini arttirarak anjiyogenezisi
uyarmastyla iyilesmeye olumlu etkisi vardir.

Kirik iyilesmesinde trikalsiyon fosfat ile birlikte
hazirlanmis PDGF uygulamalari konusunda yapilan
calismalar vardir.

M Inﬂamatuvar evre
* Yumusak kallus evresi
« Sert kallus evresi

Instilin Benzeri
Blylime Faktori

Kikirdak matriks
« Tip 1 kollajen retimini

* Yumusak kallus evresi
« Sert kallus evresi

2 (IGF 2) » damarlanmay1 * Yeniden sekillenme
* osteoprogenitdr hiicre gogalmasini uyarir evresi

- osteoklast
fonksiyonlarini
diizenleyerek

Vaskiiler * Damarlanma osteoblast ¢ogalmasi ve * Yumusak kallus evresi

Endotelial farklilagmasini uyarir. « Sert kallus evresi

Blytime * BMP ile birlikte VEGF uygulamalar1 {izerine

Faktérii (VEGF)

calismalarda olumlu sonuglar elde edilmistir.

2.3. GHRELIN HORMONU

1999'da, Masayasu Kojima, Kenji Kangawa ve ark., 6n hipofiz bezinden

blylme hormonu (GH) salimini uyarabilen biiyiime hormonu salgilatici reseptor
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(GHSR)1a icin endojen ligand olarak gastrointestinal peptid hormonu ghrelini
kesfetmistir (35).

2000 yilinda, Mark Heiman ve Matthias Tschop, ghrelinin beyinde; gida
alimini, viicut agirligini, yaglanmay1 ve glikoz metabolizmasimi diizenlemek igin
hareket ettigini kesfetmistir (36). Ghrelinin, oreksijenik noral devrelerin aktivasyonu
yoluyla sistemik metabolizmay1 modiile ettigi de bulunmustur (37) (Sekil 13).

Hipotalamik olmayan beyin alanlari

Hipotalamus *Tat duyarlihgi
+Qdiil davranisi
“istah A +Koku alma ve koklama
*Besin alimrM «Ogrenme ve hafiza
«Lipid algilama *Depresyon

*Uyumal/uyanma ritmi
*Norolojik korunma

Hlp..o “f|z bezi Sempatik sinir sistemi
+Biiyiime hormonu/A\
ACTHA +SNS aktivitesi \1,
BAT
J ! U/ -Tennojenez\ll

Kalp
*Kalp debisi

+Kardiyak kontraktilite A
*Vazodilatasyon A

Mide

Pankreas

«Insiilin sekresyonu \l:
*Insiilin duyarlihgi A
*Glikoz metabolizmasi

Karaciger
“1cF1 4

‘Mide bosalmasi A
*Mide hareketi A
*Mide asit sekresyonu A

Bagirsak
*Bagirsak hareketi'f‘

Adipoz doku

«Lipid oksidasyonu
*Lipojenez A
+inflamasyon ¢

"\

Sekil 13. Ghrelinin fizyolojik etkilerini gosteren sema (Muller TD, Nogueiras R, Andermann
ML et al., Ghrelin, Molecular Metabolism 4, 2015’den uyarlanmastir.) (38).

Ghrelin, GH saliniminda (3), istah diizenlemesinde (39) ve enerji dengesinde
rolleri olan pleiotropik 28 amino asit peptid hormonudur (3); kemik metabolizmas1 ve
olusumunda (40-43) ve kikirdak metabolizmasinda rol oynadig1 gosterilmistir. Ortaya
cikan kanitlar, ghrelin sinyallemesinin, osteoblastlarin ve osteoklastlarmn ikili

regiilasyonu yoluyla kemik homeostazinda potansiyel bir anabolik diizenleyici rolii
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oldugunu gostermektedir (43-46). Ayrica ghrelin sinyallemesi, intramembrandz
kemiklesme yoluyla kemik dokusunun iyilesmesini de artirdigi (40) ve enkondral
kemiklesmede diizenleyici rollere sahip olabilecegi belirtilerek, kondrosit
metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynadig1 gosterilmistir (47).

Ghrelin, mideden basgka hipotalamus, hipofiz, tiikiiriik bezi, tiroid bezi, ince
bagirsak, bobrekler, kalp, pankreasin alfa, beta ve epsilon hiicreleri, santral sinir
sistemi, akciger, plasenta, gonadlar, immiin sistem, meme ve dislerde sentezlenir (48).
2.3.1. Ghrelinin Yapisi

Ghrelin, 28 amino asitten olusan bir peptittir ve Ser3'lin n-oktanoilatli oldugu
peptit hormonlar1 arasinda seyrektir. insan ghrelin geni, 3p2526 kromozomunda
lokalizedir (Sekil 14). Rat ve insan ghrelinleri sadece iki amino asit kalintisinda
farklilik gosterir (3). Insan ve fare ghrelin genleri bes ekzon igerir (49,50). Ghrelin
geninde iki farkli transkripsiyonel baslatma bolgesi vardir; biri 80 ve digeri 555'te
ATG baglatma kodonuna gore gergeklesir. Bu da iki ayri mRNA transkripti
(transkript-A ve B) ile sonuglanir (49,51). Fonksiyonel ghrelin peptidinin 28 amino

asidi ekson 1 ve 2'de kodlanmustir.

insan " Rat
— A
M GEOEEDLOPEONQRy,
(K;'sx‘skax‘ofo)
K)

(PYPHANKNLXQXNPXHR)-cooH

n-octanoyl grup (C8:0)

Sekil 14. insan ve rat ghrelinlerinin yapist (Kojima M and Kangawa K, Ghrelin: structure

and function. Physiol Rev, 2005’den uyarlanmistir.) (51).

Ghrelinin GH salinimi, adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve prolaktin
salinimi, beslenme, gastrik asit sekresyonu, gastrik motilite ve hiicre proliferasyonu
gibi birgok farkli sistemi etkiledigi goriilmektedir (52). Ratlarda, ghrelin

osteoblastlarin proliferasyon ve farklilasmasini stimiile etmektedir (53).
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2.3.2. Agil ve Desagil Ghrelin

Insan, rat ve faredeki ghrelin geninin 5 farkli ekzonunun birlesmesi ile 117
aminoasitten olusan ve molekiil agirligi 13 kDa olan pre-proghrelin molekili
sekillenir. Ghrelin bu yapida 2 ve 3. ekzondan olusur. 23 aminoasitten olusan 1. ekzon
kodlamaya katilmaz, artik kisim olarak ayrilir. Kalan parca artik 94 aminoasite sahiptir
ve proghrelin olarak adlandirilir. Proghrelin molekiilii de ayrilmaya ugrar ve 28
aminoasitten olusan ghrelin molekiilii ile 66 aminoasitten olusan C-terminal pargasi
(C-ghrelin) ortaya ¢ikar. 28 aminoasitlik ghrelinin, 3. aminoasiti olan Serin’e n-oktanil
grubu bir yag asidi baglanarak, ghrelinin, biiylime hormonunun da salinimin1 saglayan
aktif formunu olusturur. Bu formuna agil ghrelin denir. Yag asidi baglanmamis formu
ise desacil ghrelindir (54). Ghrelin, acil ghrelini (55) olusturmak iizere ghrelin
Oasiltransferaz ile post-translasyonel olarak acile edilir.

Desacil ghrelin, kanda, acillenmis ghrelinden daha fazla miktarlarda dolasir.
Desacil ghrelin, GHS-R1a’ya baglanmaz ve endokrin aktivitesi yoktur (Sekil 15).

(@)[_pesagil ghrelin ]
" ©EOOEDEOEE®@E
0 CCOE

00000000 ool

GOAT
Optimum  sicakhk: 37-
50°C
Optimum pH :pH7-8

HGH
e
HqH

" EOOEDEODEE@Ey,
S OEODTD

ﬁ 8booooooow

Sekil 15. insan ghrelinin yapis1 ve oktanoik asitin GOAT ile modifikasyon islemi (Kojima M
and Kangawa K, Ghrelin: structure and function. Physiol Rev, 2005’den uyarlanmistir.) (51).
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2.3.3. Ghrelin Reseptori

GHS-R insan ghrelin reseptori geni, kromozom 3 (izerinde, 42627 konumunda
tanimlanmustir. Ghrelin resept6rii, 7 transmembran alan1 (7TM) ile tipik bir G-protein-
bagl reseptér (GPCR)'dir; iki ayr1 Haberci Ribonikleik Asit-messenger ribonucleic
acid (MRNA) olarak ifade edilir. Tlki, GHS-R tip 1a, ghrelin reseptorii olarak roliine
uygun baglayict ve fonksiyonel ozelliklere sahip bir 7TM GPCR'yi kodlar. Diger
GHS-R mRNA, tip 1b, alternatif ekleme ile retilir. GHS-R geni 2 ekzondan olusur;
ilk ekzon TM1TM5'i ve 2°nci ekzon TM6TM7'yi kodlar. Tip 1b, yalmzca ilk ekzondan
thretilir ve 7 TM alanindan sadece besini kodlar. Bu nedenle, 1b, 1a’nin kesik COOH-
terminali seklidir ve fizyolojik olarak aktif degildir (56).
2.3.3.1. Buyume hormonu salgilatici reseptor la (GHSR1a):

Molekiiler olarak tanimlanmis ghrelin reseptoriit GHSR 1a, bir A reseptori ailesi
ve motilin (GHSR1a ile %52 homoloji), norotensin 1 ve 2 (%35 homoloji),
neuromedin reseptorleri 1 ve 2 (%30 homoloji) ve G protein-bagimli orphan reseptor
39 (GPR39) (%30 homoloji) igeren ghrelin reseptor grubunun tiyesidir (Sekil 16) (57).
Sentetik GH salgilaticilar GHS-R1a ile dogrudan baglanarak, hipofiz bezi somatrop

hiicrelerinden GH salinimina yol agar. Ghrelin etkisini GHS-R1a tizerinden gosterir.

[ GHSR1a
Motilin R (MTLR1, GPR38)
| Neurotensin R1 (NTS,)
Neurotensin R2 (NTS,)

GPR39
| | Neuromedin R1 (NMU1, GPRE6)
Neuromedin R2 (NMU2)

Sekil 16. Ghrelin reseptor ailesi (Alexander SPH, Mathie A, and Peters JA, Guide to
receptors and channels (GRAC), 5th edition. Br J Pharmacol, 2011’den uyarlanmustir.) (58).

2.3.3.2. Ghrelin O-aciltransferaz:

Yang ve ark. (55) tarafindan, 2008 yilinda, ghrelinin acil modifikasyonunu
katalize eden bir enzim kesfedilmistir. Pozisyona 6zgl yinelemeli BLAST ve
onceden prokaryotlar, bitkiler, insanlar ve fareler dahil ¢esitli tiirlerden membran-
baghh O-agiltransferaz (MBOAT) dizileri kullanarak, fare genomu tarafindan
kodlanan 16 MBOAT tanimlanmistir. Sonra bunlarin klonlar1 izole edilmis ve onlari

heterolog hiicre gizgilerinde eksprese edilen ghrelinin oktanolasyonunu katalize etme
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yetenekleri agisindan test edilmislerdir. Bu enzimlerden sadece MBOATA4'ln,
ghrelini oktanolatlayabildigi bulunmus ve bu enzim ghrelin O-agiltransferaz (GOAT)
olarak yeniden adlandirilmistir. Bu enzimin dagilimi, ghrelini eksprese eden periferik
dokular olan gastrointestinal sistem ve testis ile smirlidir. GOAT'!n optimum

sicaklig1 37-50°C'dir ve optimum pH araligi pH 7-8'dir (59) (Sekil 17).

CoA-MCFA CoA +H,0

GOAT !
AG = DAG

Agil ghrelin Desagil ghrelin
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Dolagima salgilama

Sekil 17. Ceviri sonrasi islem ve ghrelinin agilasyonu lizerine sematik gériiniim (Muller TD

et al., Ghrelin, Molecular Metabolism, 2015’den uyarlanmustir.) (38).

2.3.4. Ghrelinin Dokularda Dagilim

Viicutta ghrelin {iretimi ile iliskili iki hiicresel alan bulunmaktadir. ilki
oksintik bez; ikincisi ise ndronal hiicre gruplarinin sinaptik ileti ile ghrelin salinimi
yaptig1 santral sinir sistemi. Ghrelin ¢ogunlukla mide fundus mukozasi oksintik
bezleri icindeki X/A benzeri hiicreler tarafindan tiretilir (3). Bu hiicreler rat ve insan
sindirim sisteminde; 1s1k ve elektron mikroskopisi, immunohistokimyasal yontem,

ayrica in situ hibridizasyon metodu kullanilarak tanimlanabilmistir (60). Ghrelin
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mRNA’sinin ekspresyonu revers transkripsiyonu PCR yontemiyle az miktarda da
plasenta, testis, bobrek, hipofiz, prostat, ince barsak, pankreas, beyin ve diger bir¢ok
organda gosterilmis olmasi, onun bir¢ok biyolojik aktivitede diizenleyici rol oynayan
bir peptid oldugunu gostermektedir.
2.3.4.1. Mide ve gastrointestinal organlar:

Ghrelin esasen midede dretilir. Midede, ghrelin iceren hucreler, fundusta
pylorustan daha fazla bulunur (61,62). Hibridizasyon ve immiunohistokimyasal
analizler, ghrelin igeren hiicrelerin, midenin mukozal tabakasinda bulunan ayri bir

endokrin hicre tipi oldugunu gostermektedir (Sekil 18) (61).

Sekil 18. Midede ghrelin hucreleri. A: midede ghrelin-immunoreaktif hiicreler boyundan
oksintik bezin tabanima kadar bulunur. Olgek, 400 m. B: A.nn biiyiitiilmiis sekli. Olgek 40
m. C ve D: oksi bezinde bir ghrelin iireten hiicrenin immiinoelektron fotograflari. C: Bu oval
hiicre, sitoplazmasinda; yuvarlak, kompakt, elektron yogun graniillere sahiptir. Olgek, 2 m.
D: C’nin bilyiitiilmiis sekli. Olgek 500 nm. Sitoplazmada bulunan graniiller, ghrelin igin
immunogold boyamasiyla isaretlenir. [Kojima ve dig., Ghrelin is a growth-hormone-
releasing acylated peptide from stomach. Nature 1999 (3) ile Date ve dig., a novel growth
hormone-releasing acylated peptide, is synthesized in a distinct endocrine cell type in the
gastrointestinal tracts of rats and humans. Endocrinology 2000 (61)’den uyarlanmistir.]

Oksintik mukozada dort ¢esit endokrin hiicre belirlenmistir. Bunlar ECL, D,

enterochromaffin (EC) ve X/A benzeri hiicrelerdir. ECL hicrelerinde histamin ve
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uroguanilin, D hicrelerinde somatostatin, EC hicrelerinde serotonin, X/A benzeri
hicrelerde ise acil ghrelin sentezi mevcuttur. X/A benzeri hiicreler fonksiyonel
oksintik bezlerde endokrin hiicre miktarinin % 20’sini olusturmaktadir. Agil ghrelin
immunoreaktif hicreler; duodenum, jejunum, ileum, meme ve kolonda
bulunmaktadir (51). intestinal sistemin agil ghrelin konsantrasyonu duodenumdan
kolona dogru azalmaktadir. Midede oldugu gibi bagirsakta da, n-oktanil agil ghrelin
ve des-acil ghrelin formlar1 bulunmaktadir (61).

Ghrelin pozitif hiicreler kapillerlere yakin yerlesimlidir ve oksintik bez
liimeni ile irtibatt yoktur. Bu da salimimin gastrointestinal kanala degil, gastrik
damarlara oldugunu gostermektedir. Boylelikle de tiim viicudu dolasir (63).

Pankreas da agil ghrelin sentezleyen bir organdir. Yiiksek performansl sivi
kromatografisi (HPLC) “Radioimmunoassay” (RIA) ile yapilan analizler, hem n-
oktanil agil ghrelin hem de desacil ghrelinin rat pankreasinda bulundugunu
gostermistir. Pankreasin a ve 3 hiicrelerinde diger hormonlarin yani sira agil ghrelin,
Langerhans adaciginin € hiicrelerinde ise sadece acil ghrelin bulunmaktadir (64).
2.3.4.2. Beyin ve hipofiz:

Ghrelin reseptori GHS-R'nin esas olarak hipotalamus ve hipofizde eksprese
edilmesi nedeniyle, endojen ligandinin esasen hipotalamik bdlgelerde var oldugu
diistiniilmektedir. Bu, bir baska GH salgilayan peptid GHRH'nin hipotalamusta
tiretildigi ve hipofiz somatotroflerinden GH salimin1 uyarmak i¢in hipofizyal portal
sisteme salgiladig1 bulgusuyla desteklenir. Bununla birlikte, beynin ghrelin i¢eriginin
cok diistik oldugu bulunmustur (3).

Lateral hipotalamus, arkiiat nukleus (ARC), ventromediyal nukleus (VMN),
dorsomediyal nikleus (DMN), paraventrikiler nikleus (PVN) ve Gglnci ventrikilin
ependimal tabakasindaki ¢ekirdekler arasi boslukta agil ghrelin ekspresyonu
mevcuttur (65). Ayrica hipotalamusun disinda yer alan stria terminalis, amygdala,
talamus ve habenulanin niikleusunda da agil ghrelin ekspresyonu bulunmaktadir.

Nitrik Oksit (NO)’in besin alimmin 6nemli bir diizenleyicisi oldugu
bilinmektedir. Intraserebroventrikiiler ghrelin uygulamasi hipotalamusdaki NOS
seviyelerini artirir. Ghrelinin gida alimini artirici etkisinin N-nitro-L-arginine methyl
ester (L-NAME) uygulanimi ile inhibe oldugu gézlenmistir. Bu durum, ghrelinin en

azindan bir kisim etkilerini NO iizerinden gergeklestirdigini diisiindiirtmektedir.
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2.3.4.3. Diger dokular:

Ghrelin mRNA bobreklerde, 6zellikle glomerillerde eksprese edilir (66).
Ayrica, fare bobreginden peptit oziitleri, n-oktanoil ve desacil ghrelin peptidlerini
onemli miktarlarda icerir (67).

Ghrelin-immdinoreaktif hicreler, 1’inci trimester insan plasentasinda
sitotrofoblast hucrelerinde saptanabilirken, 3’0ncl trimester plasentada tespit
edilememistir (68). Ghrelin iceren hucreler, insan plasentanin sinsitiyotrofoblast
hicrelerinde ve rat plasentasinin labirent trofoblastlarinin sitoplazmasinda da
belirlenmistir. Plasental ghrelin mRNA, 16. giinde gebeligin son asamalarinda azalan
keskin bir ekspresyon zirvesi ile hamileligin erken doneminde saptanamamustir.

Ghrelin imminoreaktif hicreleri, interstisyel Leydig htcrelerinde ve Sertoli
hiicrelerinde tanimlanmustir (69). Ancak, Sertoli hticrelerinde ghrelin seviyeleri ¢ok
diistiktiir. Ayrica, ghrelin reseptorii, germ hiicrelerinde, esas olarak pachten
spermatoitlerinde ve somatik Sertoli ve Leydig hiicrelerinde tespit edilmistir (70).

Caminos ve ark. ilk kez kondrositlerde acil ghrelinin sentez ve sekresyonunu
gostermiglerdir (47). Tukuruk bezinde (71) ve dis dokusunda acil ghrelin varlig
immunohistokimyasal ve RIA yontemlerle tespit edilmistir (72).

Kalp ve aortada da ghrelinin mRNA’s1 oldugu bildirilmistir. intravendz
ghrelin enjeksiyonu yapilan goniillii deneklerde ghrelinin kan basincini azalttigi,
kardiak indeksi ve hacmi artirdigi belirtilmistir (66). Ayrica ghrelin, arterlerdeki
endotelin-1’in damar daraltici etkisini de ortadan kaldirmaktadir.

Acil ghrelin, normal insan dokularinin yani sira hipofiz adenomlar1 (73),
ndroendokrin timarler (74), tiroid ve medullar tiroid karsinomlari, pankreas endokrin
timorleri ve akciger tiimorlerinde de tanimlanmustir (75,76).

2.3.5. Ghrelinin Duzenlenmesi

Ghrelinin salgilanmasi diisiik enerji durumlarinda hizlanir, ancak diizenleyici
mekanizma hala bilinmemektedir. Mide su alimi ile dilate edilse bile, plazma
konsantrasyonunda degisiklik olmaz; bu, midedeki gerilme uyaranlarinin ghrelin
sekresyonunu degistirmedigini gosterir (77,78). Ote yandan, plazma ghrelin
konsantrasyonu glukoz uygulamasiyla azalir; aghik sirasinda artar ve yemek
yenildiginde azalir (79). Bu nedenle, ghrelin salgilanmasinin diizenlenmesi i¢in

plazma glukoz konsantrasyonunun dnemli oldugu diigiiniilmektedir. Ayrica, ghrelinin
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fizyolojik aktiviteye sahip olmasi i¢in, GOAT ile yag asidi modifikasyonu esastir; bu
nedenle GOAT dinamiklerine ve ayni zamanda sentez, depolama ve saliverme
salgilama siirecine dikkat edilmelidir (80).

Ghrelinin GH salgilatic1 etkileri in vitro olarak ve de ratlarda yapilan
intraserebroventrikiiler ve intraperitonal ¢alismalarda gosterilmistir (35,81). Ghrelin,
GHRH salmimmi artirirken, somatostatin - salinimin1 ~ baskilamaktadir  (82).
Somatostatin biiylime hormonunun salinimini inhibe eder (83). Somatostatinin bu
formu hipotalamustan salgilanmaktadir. Ayrica diger bir formu da pankreasta
Langerhans adaciklarinin Delta (D) hiicrelerinden salgilanir.

GH salinimu iki farkli yolla gergeklesmektedir. Birincisinde GHRH hipofiz
icine bitylime hormonu salgilatici hormon reseptorii (GHRH-R) vasitasiyla girer ve
intraselliiler cAMP seviyesini yiikselterek GH salinimi uyarir. Ikincisinde ise
bliylime hormonu salgilatict (GHS) reseptor vasitasiyla hipofiz i¢ine girmesi ve
fosfolipaz C aktivasyonu sonucu intraseliller Ca*2 iyonu derisiminin yiikseltmesiyle
GH salinimi uyarilir (Sekil 19) (3).

GHRH GHS Ghrelir
N /

155,
GHRH-R @ \"gfgfj;‘/GHS-R
y
CAMP f\ / [Ca*].?

Pituitary

!

ol

Sekil 19. Hipofizden biiyiime hormonu saliniminin diizenlenmesi (Kojima M and Kangawa

K, Ghrelin: structure and function. Physiol Rev, 2005’den uyarlanmustir.) (51).

2.3.6. Ghrelin ve Kemik Metabolizmasi

Ghrelinin kemik {iizerinde dogrudan ve dolayli etkileri oldugu bildirilmistir
(44). Ghrelin, GHRH ile sinerjistik olarak hipofizer GH salinimini uyarir (3) ve GH
ekseni, ghrelin ekseninin kemikteki bazi etkilerine aracilik edebilir. GH, buyime

hormonu reseptorii (GHR) yoluyla dogrudan etki ederek ve dolayli olarak, agirlikli
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karacigerden ve ayrica kemik ve kikirdak icindeki epifiz biiylime plaginda IGF-I
salinimini uyararak dogrudan kemik metabolizmasini gelistirir. GH ve IGF-I, boyuna
kemik biiylimesinin, iskelet olgunlagsmasinin ve kemik kiitlesinin kazanilmasinin temel
belirleyicileridir ve kemik olusmasi ile yeniden sekillenmesini diizenleyerek kemik
kiitlesinin ve yogunlugunun korunmasinda 6nemlidir (84,85).

Paratiroid hormonu, kalsitonin, D vitamini, 6strojen, kortikosteroidler, tiroid
hormonlari, biiyiime hormonu, insiilin benzeri biiyltime faktorleri ve ghrelin, kemik

homeostazindaki degisken mekanizmalara katkida bulunur (Sekil 20) (86).
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Sekil 20. Kemik biiylimesine, yeniden sekillenmesine ve kemik absorbsiyonuna
katkida bulunan faktorler (Nikolopoulos D, Theocharis S, Kouraklis G, Ghrelin, another

factor affecting bone metabolism Med Sci Monit, 2010’dan uyarlanmugtir.) (86).

Ghrelinin kemik ve kikirdak tizerinde GH'den bagimsiz etkileri olduguna dair
kanitlar bulunmaktadir. Ornegin, GH eksikligi olan ratlarda 4 hafta boyunca 50
mg/kg/gin dozunda ghrelin intraperitonal enjeksiyonu, femurun kortikal ve trabekdler

kemiginin kemik mineral yogunlugunu artirmistir (44).
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Ghrelin, GH’in yani sira 6n hipofizden prolaktin ve kortikotrofin (ACTH)
salmmmimi uyarir. Ote yandan, sadece acile edilmis ghrelin formu GHS-Rla
reseptoriinii aktive etmesine ragmen, son kamitlar, desacil ghrelinin muhtemelen
alternatif bir reseptor yoluyla hareket ederek hiicresel fonksiyonu ve viicut blyumesini
modiile edebilecegi one siiriilmektedir (87). Desacil ghrelin ile direkt tedavi, ratlarin
kemik iliginde adipogenezi degistirir ve in vitro desagil ghrelin, insan
kardiyomiyositlerinin ve endotel hilicrelerinin apoptozisini inhibe eder (88).

Ghrelin, GH salimmi uyarmasiyla kemik tizerinde dolayli bir etkiye sahip
olabilir. Bununla birlikte, GHS-R1a agonisti heksarelin, GH tedavisi ile
gozlemlenmeyen bir etki olarak ratlarda kemik rezorpsiyonunun isaretleyicilerini
inhibe eder (89). Bu, kemirgenlerde, GH sekretagoglarinin kemik {izerinde GH'den
bagimsiz etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir (90). Ayrica, oksi mukozadan elde
edilen ekstraktlar osteoblast hiicre hatlarinda Ca?* hiicre i¢i depolarini harekete gegirir,
bu da gastrik mukozada bir osteotropik hormonun mevcut oldugunu gosterir (44,91).

Ghrelinin insan kemik hiicreleri tarafindan iretildigi ve ghrelin ile desagil
ghrelinin, MAPK ve PI3K sinyal yollarinin aktivitesini igeren bir mekanizma
vasitasiyla insan osteoblastlarinin ¢ogalmasini uyardigi belirtilmektedir. Bu veriler
insanlarda kemik metabolizmas1 i¢in yeni bir diizenleme mekanizmasini ortaya
cikarmaktadir. Desagil ghrelinin giiclii etkileri, kemikte heniiz tanimlanmamis yeni
bir reseptor/sinyal yolunu gosterir (41).

Ratlarda agil ghrelin, osteoblastlarin proliferasyon ve farklilagmasini
uyarmaktadir. Disi ratlarda 12 hafta boyunca GHRP-6 veya peptid analogu olan
ipamorelin  verildiginde kemik mineralizasyonun arttigi kemik dansitometri
Olgtimlerinde gosterilmistir (44).

Ayrica, ghrelin, osteoblast farklilagma markorlerinin ekspresyonunu, ALP
aktivitesini ve matristeki kalsiyum birikimini artirmistir. Bu nedenle, ghrelin dogrudan
kemik olusumunu uyarir (44). Ek olarak, ghrelinin, farelerde cAMP yanit elemani
baglayici protein (CREB) ve runt ile iliskili transkripsiyon faktorii 2 (Runx2) yollarin
moduile ederek de, osteoblastlarda GHS-R ile kemigin yeniden sekillenmesini
diizenledigi bildirilmistir (92). Ayrica, ghrelinin kronik merkezi uygulamasi, viicut
agirhigindan bagimsiz bir mekanizma ile kemik kiitlesini artirir, bu da ghrelinin

merkezi sinir sistemi boyunca kemik anabolik etkisi olabilecegini diistindiiriir (43).
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Ghrelin ve desagil ghrelin osteoblast aktivitesini uyarir ve kemikte ghreline
ve desacil ghrelinde yaygin olan GRLR'ye etki eden bilesikler, yasa bagli kemik
kaybiyla miicadelede etkili olabilir (48).

Ghrelinin, AMPK'nin fosforilasyonunu aktive ederek kemik olusumunu ve
kitlesini diizenledigi gosterilmistir (93).

Ghrelin osteoklastogenezde ikili rollere sahiptir: osteoklastogenezi sistematik
olarak uyararak, osteoklast progenitorlerini lokal olarak inhibe etmek. Ghrelin ve leptin
kemik metabolizmasi lizerinde ters etkilere sahiptir; ghrelinin sistemik osteoklastojenik
aktivitesi leptin tarafindan baskilanir. Ote yandan, ghrelinin sistemik osteoklastojenik
etkisi, kemik olusumu iizerindeki dogrudan koruyucu etkisini maskeleyen yasla
birlikte azalir (46). Saglikli yash kadinlarda yapilan bir ¢aligma, kantitatif BT
kullanilarak serum ghrelin ve trabekiiler BMD arasinda pozitif bir iliski oldugunu
gostermistir (94). Bu nedenle, ghrelin, kemik olusumunu ve kemik kiitlesini artirmakla
birlikte, kemik metabolizmasi tizerindeki etkisi yasa baglidir (95).
2.3.6.1. Ghrelinin kemikte, kemik tiirevi hiicre dizilerinde ve kikirdakta
ekspresyonu:

Ghrelinin kemik ve kemik-tirevi hicre dizilerinde ekspresyonu, kemik
dokularinda rol oynayabilecegini gostermektedir. Insan ve kemirgen osteoblastlar,
ghrelin ve GHSR1a ekspresyonu yapar (41,44,91,96). Ghrelin mRNA insan kemik
biyopsilerinde ve SV-HFO insan pre-osteoblastik hiicre dizisinde ve TE-85 ile MG-
63 insan osteosarkom hicre dizilerinde eksprese edilir (97). Ghrelin ve GHSR1a
mRNA ile protein, insan osteoblast kultirlerinde ve MG-63 ile Sa-OS2 insan
osteosarkom hiicre dizilerinde tespit edilmistir (96).

Ghrelin kondrositlerde eksprese edilir ve kondrogenezde rol oynayabilir.
Ghrelin peptidi ve mRNA, insan ve kemirgen kondrositlerinde, imminoreaktif ghrelin
ise epifiz biiylime plaginin proliferatif ve maturatif bolgelerinde eksprese edilir. Pozitif
1251 ghrelin baglanmasini1 gdsteren caligmalar (47), ghrelinin kikirdaktaki etkilerini
alternatif ghrelin reseptorleri yoluyla yapabilecegini belirtmektedir.
2.3.6.2. In vitro cahsmalarinda ghrelinin kemik fonksiyonel etkileri:

In vitro ¢alismalar, ghrelin uygulamasimin, osteoblastlarin farklilasmasini,
cogalmasini ve aktivitesini artirarak kemik olusumunu artirdigmmi gostermistir

(41,44,45,91,96). Eksogen ghrelin uygulamasi, insan SV-HFO pre-osteoblastik
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hlcrelerinde (39), insan primer osteoblastlarinda (45), 21 gunluk rat kalvaryadan
kiiltiirlenmis primer osteoblastlarda (44,91) ve MC3T3-E1 primer fare osteoblast hticre
dizininde proliferasyonda doza bagl bir artis1 uyarir (96). Ghrelin tedavisi, in vitro
primer rat kalvariyal hiicrelerinde Runx2 ve kollajen tip ol gibi osteoblast farklilasma
markorlerinin ekspresyonu ile osteoblastlarin farklilasmasini artirir (44). Ghrelinin
verilmesi, ayrica, osteoblast aktivitesi ile in vitro primer fare osteoblast MC3T3-E1
hicrelerinde (96) ve primer rat calvarisinde, alkalin fosfataz ve osteokalsin Uretimini
artirir (44,91), bu da ghrelinin osteoblastlarin farklilagmasi ve g¢ogalmasinda rol
oynayabilecegine isaret eder.

Ghrelinin osteoblastlar tizerindeki etkisi lizerine yapilan ¢alismalarin aksine,
az sayida ¢alisma, ghrelinin osteoklastlarda (kemigi rezorbe eden) rollni
bildirmektedir. 1-2 gunliik ratlarin uzun kemiklerinden izole edilmis ve sigir kemik
dilimleri Gzerinde in vitro ghrelin ile birlikte inkiibe edilmis rat osteoklastlari, kemik
rezorpsiyonunda bir artisa neden olmustur, bu da ghrelinin osteoklast aktivitesinin
artmasindaki roliinii gostermektedir. Ghrelinin osteoblastik ve osteoklastik hticreleri
diizenledigi gosterilmis oldugundan, kemik olusumu ve rezorpsiyonu iizerinde ikili
bir dizenleyici rolii oldugu distinilmektedir (45). Ayrica, GHSR ekspresyonu
durdurulmus farelerin 3 aylikken kemik iligi kaynakli osteoklast kiiltiirlerinde,
yabani tip kontrol farelerine kiyasla osteoklastogenezis artmistir (46).
2.3.6.3. Ghrelinin kemik homeostazindaki fonksiyonel etkileri:

Bazi ¢aligmalar, ghrelinin insan popiilasyonlarinda kemik mineral yogunlugunu
(BMD) etkiledigini gostermistir (94,98,99). Ghrelin salgilanmasi, saglikli kizlarda
viucut kompozisyonundan, GH-IGF-I ekseninden, kortizolden ve éstradiol durumundan
bagimsiz kemik yogunlugunu tahmin eder (98). Premenopozal kadinlara kiyasla
perimenopozal ve postmenopozal kadmlarin, omurga, kal¢a yarigaplarinda ghrelin ile
BMD arasinda anlamli bir pozitif iligki bulunmustur. Serum ghrelin, yash saglikli
Italyan kadin kohort calismasinda tibia trabekiler BMD ile pozitif korelasyon
gostermekte ve erkeklerde de korelasyon gostermektedir, ancak ikincisi istatistiksel
olarak anlamli olmamistir (94). Newfoundland (Kanada) popiilasyonundaki kadinlarda
dolasimdaki ghrelin konsantrasyonu ile kemik yogunlugu arasinda, vertebral kolon,
femur boynu ve kalgcadaki daha yiiksek kemik yogunlugu 6l¢timleriyle iligkilendirilmis

daha ytiksek serum ghrelin konsantrasyonlari ile korelasyon gosteren faydali bir iligki
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bulunmustur. Bu iliski, ghrelinin in vivo kemik homeostazini diizenlemede rol
oynadigini belirten viicut kitle indeksi, fiziksel aktivite, yas, alkol tiiketimi ve sigara
gibi faktorlerden bagimsizdir (42). Buna karsin, ghrelin seviyeleri anoreksiya
nervozasi bulunan kizlarda yiikselir ve ghrelin salgilanmasi lomber omurga ve
kalgadaki kemik yogunlugunu, viicut yapisi, GH-IGF-I ekseni, kortizol ve Gstradiolden
bagimsiz olarak 6ngéremez (98). Rett sendromlu kizlarda serum ghrelin diizeyleri,
ghrelin diizeyleri ile BMD arasinda bir iliski bulunmayan, yasa uygun saglikli
deneklerden anlamli olarak daha yiiksektir. Bu, ghrelin seviyelerinin anoreksiya
nervoza ve Rett sendromunda telafi edici bir sekilde arttigini1 ve bu kosullara sahip
hastalarin ghrelin direngli olabilecegini diisiindiirmektedir.

GHSR ekspresyonu durdurulmus farelerde yapilan ¢alismalar, ghrelin
sinyallemesinin kemik kiitlesi ve mikro mimarinin ilerleyen yasla korunmasinda
onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir (46). 8 haftalik ghrelin-null (100) ve
24 haftalik GHSR-null farelerde (101) BMD densitometri analizi, ayn1 yastaki vahsi
tirlere gore kemik mineral yogunlugunda bir degisiklik géstermemistir.
2.3.6.4. Ghrelin ekseninin osteogenez ve kondrojenezdeki roli:

Ghrelinin kemik homeostazisini diizenleme Uzerindeki etkisini destekleyen
caligmalara ek olarak (42,43), ghrelinin kemik gelisiminde (osteogenez) ve onariminda
bir rolii oldugu goriilmektedir. Ratlarda ghrelin takviyesi modelinde, ghrelin ile tedavi
edilen hayvanlarda kalvariyal kemik defektlerinde artmis kemik olusumu gozlenmistir.
Bu, ghrelinin kemik iyilesmesi sirasinda intramembrandz kemiklesmeyi artirdigini
gostermektedir (40). Ghrelin ayn1 zamanda kondrogenezde de rol oynayabilir (47,102).
Ghrelin, in vitro kikirdak hiicrelerinde (kondrositler) cAMP iiretimini uyarir, insan ve
fare kondrositlerinde kondroitin stlfat tip IV (bir proteoglikan sentez geni) gen
ekspresyonunda onemli bir artisa neden olur. cAMP'deki artis, artmis kondrosit
apoptozisi ile baglantilidir ve ghrelinin, kondrosit metabolizmasinda, proteoglikan
sentezini ve programlanmis hiicre 6liimiinii artirarak hipertrofik siirecleri tesvik eden

diizenleyici bir rol oynayabilecegi varsayilmaktadir (47).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. CALISMA PLANI

Ankara Hastanesi Deneysel Hayvan Arastirma Laboratuari Etik Kurulu’ndan
arastirma igin gerekli izinler alindiktan sonra (15.02.2019 tarih ve 51 no.lu karar),
arastirma ayni1 hastanenin Deneysel Hayvan Arastirma Laboratuari’nda yapilmistir. Bu
calismada, Avrupa Konseyi’nin Onerdigi standartlara (European Convention for the
Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific
Purposes) (ETS 123) uyulmustur.

Calismada 40 adet Wistar-Albino cinsi erkek rat kullamilmistir. Ratlarin
ortalama yas1 2,8 ay (2,7-2,9 ay) ve ortalama agirliklar1 220 gram (190-250) olarak
belirlenmistir. Ratlar rastgele segilerek kontrol (ghrelin verilmeyen) ve deney (ghrelin)
grubu olarak 4 gruba ayrilmis, her kafeste 4’er ve 6’sar hayvan olacak sekilde
calismanin basindan sonuna takip edilmistir. Calisma siiresince su kisitlamasi
yapilmamis ve standart rat yemi ile beslenmistir. Ratlar 22°C’de, 12 saat aydinlikta ve
12 saat karanlkta kalacak sekilde bakilmistir. Perop antibiyotik profilaksisi
yapilmamistir. Operasyon esnasindan c¢alisma sonuna kadar higbir rat liimii olmamis
ve ratlarda postoperatif yara yeri enfeksiyonu goriilmemistir.

Kafesler 1’den 10’a kadar numaralandirilmistir (Sekil 21). Kontrol ve deney
gruplar;; 2. ve 4. hafta biyomekanik, histoloji, mikrotomografi, ayrica 4. hafta
biyokimyasal olarak degerlendirilmistir. Gruplar A-H arasi isimlendirilmis, kontrol

gruplart 8’er, deney gruplari 12’ser ratdan olusmustur (Tablo 5).

; ____ |
18 -~ o ﬁ bl
—
_— f
2y

‘o & 4*
Sekil 21. Ratlarin kafeslere dagilimu.
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Tablo 5. Ratlarin dagilimi

- Rat Sacrifiye Kafes | Kafeste kalan
Grup Ozellik
sayisi zamanl sayisl rat sayisi

A-B | 2.hafta histoloji kontrol 8 2.Hafta 2 8
C-D | 2.hafta histoloji ghrelin inceleme 12 2.Hafta 2 12
A-B | 2.hafta biyomekanik kontrol 8 2.Hafta 2 8
C-D | 2.hafta biyomekanik ghrelin inceleme 12 2.Hafta 2 12
A-B | 2.hafta mikrotomografi kontrol 8 2.Hafta 2 8
C-D | 2.hafta mikrotomografi ghrelin inceleme 12 2.Hafta 2 12
E-F [ 4.hafta histoloji kontrol 8 4.Hafta 2 8
G-H | 4.hafta histoloji ghrelin inceleme 12 4.Hafta 2 12
E-F [ 4.hafta biyomekanik kontrol 8 4.Hafta 2 8
G-H | 4.hafta biyomekanik ghrelin inceleme 12 4.Hafta 2 12
E-F [ 4.hafta mikrotomografi kontrol 8 4.Hafta 2 8
G-H | 4.hafta mikrotomografi ghrelin inceleme 12 4.Hafta 2 12
E-F [ 4.hafta biyokimya kontrol 8 4.Hafta 2 8
G-H | 4.hafta biyokimya ghrelin inceleme 12 4.Hafta 2 12

Ameliyat giininden itibaren C ve D grubuna 2 hafta, G ve H grubuna ise 4
hafta her gun, intraperitoneal yontem ile ayni kisi tarafindan, ghrelin (50
mcg/kg/gin) [Ghrelin (rat) (trifluoroacetate salt), Item: 24458, Cayman Chemical
Co. USA] verilmistir (Sekil 22).

Sekil 22. Ratlara intraperitoneal yontem ile ghrelin (50 mcg/kg/giin) verilmistir.

A, B, C ve D gruplan1 2. haftanin, E, F, G ve H gruplar ise 4. haftanin

sonunda, servikal dislokasyon yontemi kullanilarak sakrifiye edilmistir.
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Ratlarin sakrifiye edilmeleri sonrast sol femurlari kalgadan dezartikiile
edilmistir. Distalde ise diz eklemi hizasindan dezartikiile edilerek ¢ikarilmistir.
Kemik iizerindeki yumusak dokular nazik¢e kemikten siyrilmis, bu asamada kallus
dokusu korunmustur. Ratlardan alinan kan Ornekleri biyokimyasal incelemeye
alinmigtir. Tim sol femurlar radyolojik olarak incelendikten sonra, her bir femur
biyomekanik teste ve histolojik incelemeye tabi tutulmustur.

3.2. CERRAHI TEKNIK

Gerekli takip ve hazirliklar1 yapilan ratlar laboratuvar ortaminda
ameliyathaneye alinmigtir. Her bir ratin agirligi elektronik tarti ile tartilarak anestezik
ilag dozu hesaplanmistir. Anestezik olarak Ketamin (Ketalar, Pfizer, Turkiye) 50
mcg. ve Xylazinne (Rompun, Bayer, Turkiye) 10 mg/kg kombinasyonu
kullanmilmistir. Ratlarin sol diz bolgeleri tras edildikten sonra povidon iodiir

(Batticon, ADEKA, Tirkiye) ile boyanmistir (Sekil 23).

Sekil 23. Ratin sol diz boélgesinin ameliyata hazirlanmasi.

Anteromedial olarak iki santimetrelik longitidunal insizyon ile cilt ve cilt alt1

gecilmis, patella medialinden eklem kapsull gorilmiis ve acilmistir. Patella laterale

devrilerek diz fleksiyona alinmis ve femur kondilleri ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 24).

Sekil 24. Femur kondillerin ortaya ¢ikarilmasi.
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Femur kondilleri arasindan 1 mm'lik Kirschner teli kullanilarak femur kanali
hazirlanmig ve kanala 0,8 mm'lik Kirschner teli yerlestirilmistir. Telin sikistig1 yerde
tel 3-4 mm kadar geri ¢ekilerek, femur kondilleri hizasindan kesilmistir. Kanal i¢inde
kalan tel, kondilden disar1 tagsmayacak sekilde tekrar kanala itilerek yerlestirilmistir
(Sekil 25).

Sekil 25. Kirschner telinin yerlestirilmesi.

Diz ekstansiyona alinarak patella rediikte edilmis, kapsul 3/0 vicryl (NEOLACT,
Izmir, Tiirkiye) ile dikilmis, cilt 2/0 ipek (STERSILK, Tekirdag, Trkiye) ile
kapatilmistir. Yara yeri povidon iyodur ile silinerek rat ameliyat masasindan alimustir.
Standart kapali kirik olusturmak i¢in Bonnarens ve Einhorn tarafindan tarif edilen
yontem kullanilmigtir. Bu yonteme gore hayvanin sol femuru; taban, hayvanin
yerlestirildigi yer, giyotin ve agrilik kismi olmak tizere dort par¢adan olusan kiint giyotin
sistemine yerlestirilmistir. Giyotin sisteminin ayar vidalari kiint giyotinin sadece 1,5 mm
hareketine izin verecek sekilde ayarlanmistir. Bes yiiz gramlik demir agirlik, 35 cm
yiikseklikten serbest diismeye birakilarak kapali kirik olusturulmustur (Sekil 26).

Sekil 26. Kiint giyotin sisteminde kapali kirik olusturulmasi.
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Klinik muayene sonrasi olusturulan kirik direkt radyografilerle radyolojik

olarak dogrulanmis (Sekil 27), daha sonra ratlara gruplarina gore ghrelin

enjeksiyonlar1 yapilmustir.

Sekil 27. Kirigin direkt radyografilerle radyolojik olarak dogrulanmasi.

3.3. RADYOLOJIK INCELEME

Ratlar sakrifiye edilip sol femurlar ¢ikarildiktan sonra, kallus dokular1 zarar
gormeyecek sekilde nazik¢e yumusak dokular temizlenmis, ¢ikarilan femurlar gruplar
halinde rontgen (Sekil 28) ve ince kesit tomografi (Sekil 29) ile degerlendirilmistir.
Tomografi ¢ekiminde gruplar, karismamasi i¢in ayr1 ayri tomografiye alinmustir.
Cekimde, tiim rat femurlarinda intramediiller Kirschner teli mevcut oldugu igin

Kirschner telleri ¢ikarilmustir.

Sekil 28. Sol femurlarin gruplar halinde konvansiyonel olarak rontgen ile degerlendirilmesi.

Sekil 29. Sol femurlarin mikro tomografi ile incelenmesi.
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Tarama verileri NRecon (SkyScan, Aartselaar, Belgium) isimli programla
yeniden yapilandirilmig ve transvers kesitler alinmistir. Daha sonra CTan (SkyScan,
Aartselaar, Belgium) ve CTvox (SkyScan, Aartselaar, Belgium) isimli programlar ile

ti¢ boyutlu modellemeler yapilmis ve hem {i¢ boyutlu hem de iki boyutlu analizler bu

programlar ile degerlendirilmistir (Sekil 30, 31).

>

Sekil 31. Transvers kesitlerin alinmasinda, 2 ve 3 boyutlu modellemelerin yapilmasinda

NRecon, CTan ve CTvox isimli programlarin kullanilmasi.

Radyolojik sonuglara bakilirken;

- Ikinci hafta kontrol ve ghrelin gruplarmin, 4. hafta kontrol ve ghrelin
gruplarinin total kallus ¢api/femur capi, diisiikk radyoopak kemik/yiksek radyo opak
kemik oranlari,

- Ikinci hafta kontrol ve ghrelin gruplarmin, 4. hafta kontrol ve ghrelin
gruplarinin, 2. ve 4. hafta ghrelin gruplarinin ince kesit tomografilerde; doku hacmi,
kemik hacmi, kemik hacim yizdesi, kemik yizey, doku ylizey, ara yuzey, kemik
yiizey/hacimsel, kemik ylizey yogunluk, trabekiiler kalinlik, trabekiil sayisi ve
trabekdiler ayrigma 6lgtimleri,

- Birinci grup (kontrol) 2’nci grup (ilag), 1’inci grup (kontrol) 3’{incii grup
(kontrol 2), 4’iincii grup (ilag 2) 2’nci grup (Ilag) ve 4’iincii grup (ilag 2) 3’iincii grup

(kontrol 2) dansitometri 6l¢iim skorlari karsilastirilmustir.
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3.4. FEMUR KEMIKLERININ BIYOMEKANIK ANALIZI

Ghrelinin kemik iyilesmesindeki etkisini incelemek i¢in rat femur kemiklerinde
kirik modeli ¢alisilmistir. Ghrelin ile tedavi uygulanan ve uygulanmayan rat gruplari,
14. ve 28. giinlerde sonlandirildiktan sonra sol femurlar1 ¢ikartilmis ve tizerindeki
yumusak dokular ayrilmistir. Kemikler fosfat tampon c¢ozeltisi ile 1slatilmis sargi
bezine sarilarak analiz giinline kadar -20°C’de saklanmigtir. Test glinii femurlar oda
sicakligimma getirildikten sonra Univert biyomalzeme mekanik test cihazinda (Cell
scale, Kanada), 200N yiik hiicresi kullanilarak 3 noktali egme testi ile biyomekanik
Ozellikleri yoniinden test edilmistir (Sekil 32). Test esnasinda destek noktalari arasi
uzaklik 18 mm olarak belirlenmis ve egme hizi 10 mm/dk olarak kemikler kirillana
kadar kuvvet uygulanmistir. Test esnasinda gruplarin maksimum yiik dayanimi ve
kirllma anindaki makSimum gerilme noktalart raporlanmig ve olusturulan yiik-

deformasyon grafiginin kirllma Oncesinde dogrusal arttigi bolgenin egiminden

gruplarin sertlik degerleri hesaplanmstir.

Sekil 32. Univert biyomalzeme mekanik test cihazi, 3 noktali egme testi sistemi (Sol). Femur

kemiklerine uygulanan 3 noktali egme testi (Sag).

3.5. KAN PARAMETRELERININ OLCUMU
Deneysel agsamanin sonunda (28. giinde), bir onceki gece yem verilmeyen
hayvanlarin canli agirlik 6l¢iimleri kaydedilerek, denekler 10 mg/kg Xylazine HCI
ile 50 mg/kg Ketamin HCI enjeksiyon uygulanarak anestezi altina alinmistir.
Anestezi altmna alman deneklerin cilt ya da parmak kistirma yanitlar1 kontrol
edilerek, bu uyarimlara yanit vermeyenlerin gogiis kafesleri teknigine uygun olarak
actlmig ve atan kalpten uygun enjektorler vasitasiyla yaklasik olarak 5-8 ml tam kan

Ornegi alinmig ve vacutainer SST tiiplere aktarilmistir. Bu 6rnekler ALP, kalsiyum,
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fosfor 6l¢limii icin ayrilmis, biyokimyasal analizlerin yapilmast i¢in derhal soguk zincir
altinda muhafazaya alinarak laboratuvara génderilmistir. Laboratuvarda santriflij islemi,
sogutmal1 santrifiijde 2500 rpm (dakikada devir sayis1)’de 10 dk boyunca yapilmistir.
Elde edilen serumlar 1,5 mI’lik ependorf tiiplere alinarak, gerekli dl¢iimler yapilincaya
kadar derin dondurucuda -80°C’de muhafaza edilmistir. Bu deneysel parametreler ticari
orijinal ROCHE® Kkitleri ile COBAS-8000 otoanalizatorde galigiimustir.
3.6. HISTOLOJIK INCELEME

Radyolojik incelemenin ardindan histolojik inceleme yapilacak gruplardaki
tim femurlar %210'luk formol solusyonunda 2 giin fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasi
%10’luk asetik asitte yaklasik 4 giin dekalsifiye edilmistir. Sonrasinda parafin bloga
alinan 6rneklerden Ucer mikronluk kesitler alinmig ve 6rnekler hematoksilen-eozin

ile boyanmustir. Orneklere iliskin degerlendirmeler Sekil 33-36°da gosterilmistir.

Sekil 33. Ilag 1 (Grade 2) Ilag 3 (Grade 3) 6rnekleri: A. Tlag 1 (Grade 2) Iyilesme alaninda
yaygin fibréz doku ile minimal kikirdak dokusu izlenmektedir. (HYE) B. ila¢ 3 (Grade 3)
Iyilesme alaninda fibr6z doku ile solda Kartilaj dokusu goriilmektedir. (HYE)

[ ] 3 P 1 0 ’ . ol t -
Sekil 34. ilag 23 (Grade 7) Ilag 20 (Grade 10) 6rnekleri: A. ilag 23 (Grade 7) Iyilesme
alaninda enkondral kemiklesme izlenmektedir. B. flag 20 (Grade 10) lyilesme alaninda
matlr kemik dokusu hakimiyeti mevcuttur.

45



Sekil 35. Kontrol 1 (Grade 1) Kontrol 5 (Grade 2) ornekleri: A. Kontrol 1 (Grade 1)
Tamamen fibdz dokudan olusan iyilesme alami goriilmektedir. B. Kontrol 5 (Grade 2)

Yaygin fibroz doku yaninda solda kikirdak alanlar1 gézlenmektedir.

Sekil 36. Kontrol 14 (Grade 3) Kontrol 15 (Grade 4) drnekleri: A. Kontrol 14 (Grade 3)
Iyilesme alaninda fibroz doku ve kikirdak dokusu goriilmektedir. B. Kontrol 15 (Grade 4)
Yaygin kikirdak dokusu yaninda fibrozis alanlari izlenmektedir. (HYE)

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Aragtirma kapsaminda, gruplardaki denek sayisi n<30 oldugundan parametrik
olmayan testlerin uygulanmasina karar verilmistir (103). Bu dogrultuda 1, 2, 3 ve
4’incti gruplarn; total kallus ve femur caplari, yiiksek ve diigiik radyoopak kemik,
doku ve kemik hacimleri, kemik hacim yiizdesi, doku, kemik ve ara ylzeyleri, kemik
yiizey/hacimsel, kemik yiizey yogunluk, trabekiiler kalinlik, trabekiil sayisi, trabekiiler
ayrisma Ve histolojik grade 6lcumleri ile dansitometri 6lgtimlerini karsilastirmak igin
Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Benzer sekilde, ilag ve kontrol gruplarmin ALP,
Ca ve P 6lglimlerini ve histolojik olgtimlerini karsilastirmak igin de Mann-Whitney U
testi uygulanmistir. Biyomekanik test deney sonuglari arasindaki istatistiksel fark post-
hoc Tukey HSD ile tek-yonlii ANOVA testi uygulanarak karsilagtirilmistir. Veriler
SPSS 25.0 kullanilarak analiz edilmistir. Giiven aralig1 %95 olarak belirlenmis, p<0,05

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. RADYOLOJIK BULGULAR

Degerlendirmede; total kallus ¢ap1 (TKC), diisiik radyoopasiteli kemik
(DRK), yiiksek radyoopasiteli kemik (YRK) ve femur ¢apt (FC) ayri ayri
olcllmiistir (Tablo 6-10). ince kesit tomografilerde; doku hacmi, kemik hacmi,
kemik hacim yizdesi, kemik ylzey, doku ylzey, ara yuzey, kemik ylzey/hacimsel,
kemik ylizey yogunluk, trabekiiler kalinlik, trabekiil sayis1 ve trabekiiler ayrigma

Olgtimleri yapilmistir (Tablo 11-15).

Tablo 6. Birinci grup (kontrol) total kallus ¢api, diisiik ve yiiksek radyoopasiteli kemik ve
femur ¢ap1 6l¢tim sonuglari

1. Grup Total kallus Btr capLdi) Yngek radyoopak Diisi_ik radyoopak
Kontrol ¢ap1 (mm) kemik (mm) kemik (mm)

1 5,779 3,616 3,411 4,883

2 7,261 3,630 3,850 5,840

3 8,901 4,180 4,212 5,610

4 7,410 3,228 3,112 5,929

5 8,347 4,168 3,904 5,168

6 9,323 3,820 3,850 6,159

7 5,957 3,857 3,796 5,029

8 6,644 3,815 3,250 5,292

Tablo 7. Ikinci grup (ilag) total kallus ¢ap, diisiik ve yiiksek radyoopasiteli kemik ve femur
¢ap1 Ol¢tim sonuglari

2.Grup Total kallus Yiksek radyoopak Diisiik radyoopak

flag capi (mm) Femur ¢apt (mm) |\ 0 i (mm) kemik (mm)
1 6,438 3,404 3,395 5,752
2 6,69 3,987 3,571 5,237
3 7,308 4,117 3,439 5,463
4 9,003 3,726 3,637 6,247
5 5,506 3,533 3,558 4,216
6 8,76 3,517 3,575 5,255
7 6,408 4,414 3,960 4,996
8 6,739 3,902 3,936 5,449
9 6,376 4,052 3,626 5,102
10 7,066 4,247 3,855 5,439
11 8,062 4,169 3,819 6,034
12 5,941 3,688 3,627 4,338
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Tablo 8. Ugiincii grup (kontrol 2) total kallus cap1, diisiik ve yiiksek radyoopasiteli kemik ve
femur ¢ap1 6l¢lim sonuglari

3. Grup Total kallus Femur cap1 (mm) Yukgek radyoopak Diisi.ik radyoopak
Kontrol 2 ¢ap1 (mm) kemik (mm) kemik (mm)

1 8,544 4,141 3,986 6,346

2 8,367 4,057 3,722 5,216

3 7,763 4,052 3,844 5,372

4 7,802 3,968 3,988 5,466

5 6,575 3,803 3,794 4,644

6 6,631 3,896 3,803 4,870

7 8,643 4,034 4,233 7,198

8 7,967 4,189 3,788 5,434

Tablo 9. Dordlnct grup (ilag) total kallus ¢api, diisiik ve yiiksek radyoopasiteli kemik ve
femur cap1 6l¢lim sonuglari

4. Gru Total kallus Yiksek radyoopak Diisiik radyoopak

flag i cap1 (mm) Femur ¢apt (mm) kemik(mm)y i kenswik(mn{) b
1 5,975 3,684 4,034 5,084
2 7,248 4,146 4,407 5,557
3 9,818 4,508 5,610 6,778
4 7,052 4,488 4,073 5,638
5 7,768 3,664 3,763 5314
6 9,158 4,744 4,744 5117
7 7,437 3,622 3,438 5,405
8 6,256 3,702 3,387 5,195
9 6,927 3,455 3,747 5,940
10 7,508 3,961 3,879 5,363
11 9,862 4112 3,387 5,550
12 7,565 3,763 4,210 6,301

Tablo 10. Besinci grup femur total kallus ¢api, diisiik ve yiiksek radyoopasiteli kemik ve
femur c¢ap1 6l¢iim sonuglari

5.Grup | Total kallus Femur capt (mm) YUk_sek radyoopak Diisi_ik radyoopak
Femur | cap1 (mm) kemik (mm) kemik (mm)

1 3,927

2 3,573

Tablo 11. ince kesit tomografide 1. grubun; doku, kemik ve trabekiile iliskin dl¢iim sonuglar

Grup 1 1 2 3 4 5 6 7 8

(Drﬁr';‘;)h“m‘ 2,34215136 | 1,54982740 | 6,69224782 | 0,96412933 | 9,34256643 | 6,30988316 | 6,22068831 | 1,69246991
zf]fmi;‘hacmi 0,64527287 | 1,44551965 | 1,51896156 | 0,79979467 | 2,39347912 | 4,20508923 | 2,11399896 | 0,81825070
Klfzrg'e';h(f,‘/i')m 2755043440 | 9326971836 | 2269732979 | 8295512368 | 2561907525 | 6664290178 | 3398336099 | 4834654070
(Drﬁr';‘i)yuzey 12,72362999|10,26687736|23,54676863| 6,81153000 |27,23416033|22,02693644|20,71445237| 8,44083977
gj’mg‘yuzey 13,37782480|12,08450908|28,04372610| 8,95543331 |30,03114610|28,62804616(33,81563635| 2,08369132
Ara yizey (mm?)| 2,91374725 | 8,99765334 | 555288295 | 5,60375398 | 5,36094679 | 4,89103799 | 5,64548506 | 0,67563227
ﬁg’;:]'jsye‘,‘ﬁ,ymm) 20,73204273| 8,35997564 |18,46243307|11,19716546|12,54706833|11,22013727|15,99605152(25,46519579
)'fjg”;:]'juylfﬁ/ymm) 571176783 | 7,79732573 | 4,19047932 | 9,28862246 | 3,21444288 | 2,98392166 | 543599593 | 1,23115413
I;ﬁgfl'l‘(“('ﬁfm) 0,21408894 | 0,42520099 | 0,27059395 | 0,33547881 | 0,30405807 | 0,42817302 | 0,25525585 | 0,16196939
(Tl’/fr:’;')‘ﬁ““y‘s‘ 1,28686865 | 2,19354425 | 0,83879664 | 2,47273811 | 0,84257180 | 0,77331904 | 1,33134504 | 0,29849183
Iyrli’;ff:'(:m) 0,35609116 | 0,13678243 | 0,59876886 | 0,19952666 | 0,84861761 | 0,81200447 | 0,43291517 | 0,69824047
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Tablo 12. ince kesit tomografide 2. grubun; doku, kemik ve trabekiile iliskin &l¢iim sonuglart

Grup 2 1 2 3 4 5 6
Doku hacmi (mm?) 172227671 | 1,76391096 | 170835569 | 0,75844389 | 7,79027110 | 0,55140769
Kemik hacmi (mm?®) | 0,71197560 | 108647225 | 042535658 | 050564024 | 2,79486298 | 0,36462375
EZ')T"" hacimylizdesi | 133971119 | 6150419232 | 2489859605 | 6666811461 | 3587632504 | 6612598177
Doku yiizey (mm?) 11,83516067 | 851679563 | 8,84391728 | 4,74816748 | 2327352143 | 4,13836355
Kemik yiizey (mm?) | 12,23089101 | 1171888935 | 747915814 | 694437215 | 36,72156625 | 4,71245201
Ara yiizey (mm?) 9,82337708 | 4,19183519 | 253875998 | 2,95845270 | 10,18037048 | 2,50827212
Kemik ytizey 17,17880630 | 10,78618376 | 17,58326650 | 13,73382016 | 13,13895046 | 12,92415008
/hacimsel (1/mm)

Kemik ylizey 0,11642252 | 6,64366277 | 4237798650 | 9,15607897 | 4,71377257 | 854622113
yogunluk (1/mm)

(anfr';’)ek“'“ kalmbk 116500482 | 033927389 | 0,23229871 | 032662625 | 039724654 | 028503004
(Tlr/‘;‘;’%‘ﬁ' sayist 355079151 | 1,81547104 | 107183531 | 2,04111319 | 090312491 | 2,31996536
(Tr;z:’)ekﬁ'“ aynsma | 600810013 | 0,31246738 | 056583299 | 022724288 | 056531470 | 0,26073551
Grup 2 7 8 9 10 11 12
Doku hacmi (mmd) 599651739 | 0,59543500 | 291491978 | 0,91961981 | 826743735 | 5,18429129
Kemik hacmi (mm?) | 361250729 | 048479121 | 117246314 | 047840815 | 307964858 | 2,09369234
Eﬁ/ir)”'k hacim ylzdesi | go4349916 | 814179904 40,22 5202238427 | 3725034072 | 4038531442
Doku yiizey (mm?) 20,07933971 | 4,14157014 | 1260258189 | 545672934 | 2350445309 | 19,85982935
Kemik yiizey (mm?) | 43552108468 | 6,47373403 | 1508415395 | 7,17778751 | 42,86750429 | 31,27175679
[Ara yizey (mm?) 1385888996 | 3,10754314 | 413439725 | 241442357 | 957232998 | 8,61196885
Kemik yuizey 12,04733477 | 13,35365384 | 12,86535452 | 15,00348084 | 13,91960906 | 14,93617577
/hacimsel (1/mm)

Kemik ylizey 725772675 | 10,87227660 | 5,17480929 | 7,80516846 | 5,18510180 | 6,03202155
yogunluk (1/mm)

(Tr;*r‘;’)ek“'“ kahnlik | 6 50305838 | 0,20958396 | 0,34702043 | 027574128 | 032054829 | 0,26653730
(Tlr/f‘:’r;')‘ﬁ' sayist 198784877 | 271770191 | 115009104 | 188663750 | 1,16208203 | 151518436
Trabekiiler ayrisma

(mm) 036106939 [0,12462575  [0,38610998  [0,25841730  [0,44891566  0,41500914

Tablo 13. ince kesit tomografide 3. grubun; doku, kemik ve trabekiile iliskin &l¢iim sonuglart

Grup 3 1 2 3 4 5 6 7 8
?n?rﬁ‘i)hacm' 501906606 |1,91887215|1,31178638|2,03806642 | 1,28032033 | 4,76504988 |1,56153807 | 1,13531771
ém)k hacmi | 553039766 |1,01948993 [1,13103179| 1,14702378 | 0,37142327 | 3,00137626 |0,47220404 | 0,61057426
;(jzﬂé';h(f}/%')m 6436252524 |5312964350[8622072952{5628007202(2901018298 [62398733248|30239675325378003451
(Drﬁrﬁ‘;)yuzey 17,47571691 [12,30023892|7,21736172(13,32839022| 8,09772768 |15,67903214| 8,22479426 | 7,12909053
E(nm;( YUZEY | 96,36525000 [14,30559075(6,93613128(13,86380757| 5,82899887 |25,05794421 | 6,05064232 | 9,92861134
'(“n:f‘ni’)uzey 291374725 |4,69562019 |5,71165623|4,02216412 | 2,43147906 | 9,54608217 | 69383033 |3,00828934
Kemik ylizey

/hacimsel 8,16161131 [14,03210596(6,13256971|15,77180402/15,69368248| 8,14663156 [12,81361822{16,26110373
(1/mm)

Kemik ylizey

yogunluk 525301914 |7,45520787 |5,28754634| 7,31597327 | 455276600 | 5,25301914 |3,87479655 | 8,74522720
(1/mm)

T rabekiler 0,28596474 |0,41375768|0,66137336|0,82428916 | 0,24589582 | 0,46680392 |0,30044643 | 0,27453678
|kalinhk (mm)

(Tlr/fr']’;')‘“' SAYISL | 1 54730723 | 1,87235967 |1,30366197|1,43290027 | 1,17977537 | 1,33540604 |0,97721844 | 1,95893735
Trabekiiler 0,38178277 |0,23914465 |0,30872356|0,27669290 | 0,44289193 | 0,42660641 |0,53747362 | 0,21966209
Jayrisma (mm)
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Tablo 14. ince kesit tomografide 4. grubun doku, kemik ve trabekiile iliskin &l¢iim sonuglari
Grup 4 1 2 3 4 5 6

Doku hacmi (mm?®) 4,76092247 5,03063896 1,18071077 1,27904144 4,08110454 1,21828674

Kemik hacmi (mm?®)| 2,37426811 2,22423692 0,99900615 1,02720175 1,23178830 0,62636629

Kemik hacim 4986991766 | 4421380551 | 8461057278 | 8031027910 | 3018271866 | 5141369977
yiizdesi (%)

Doku ytizey (mm?) 17,86455670 | 18,41143879 7,36831311 11,78361521 | 15,54506560 6,61923723

Kemik yuzey (mm?) | 18,07442167 16,98133828 11,42824313 12,19516672 13,80795810 7,95210505

Ara ylzey (mm?) 9,82337708 8,69765260 4,95108673 8,54011291 5,06143858 3,35152979

Kemik yuizey 752600244 | 7.63468050 | 1143961241 | 11,87222151 | 11,20968441 | 12,69561472
/hacimsel (1/mm)

Kemik ylizey 403668025 | 337558279 | 9,67912158 | 953461423 | 3,38338751 | 6,52728524
yogunluk (1/mm)

(Tr;f:]’)ek“'er kahnbk | 21987403 | 064135208 | 036041191 | 035389582 | 0,34876000 | 0,31791370
(Tlr/*r'r:’rﬁ;ﬁ' sayist 0,77082155 | 068938430 | 234760758 | 226931980 | 0,86542048 | 1,61722188
(Tn’fr‘;’)ekﬁ'er aynsma| 78093361 | 081107374 | 0,11373795 | 0,19210047 | 0,83097686 | 0,39665130
Grup 4 7 8 9 10 11 12

Doku hacmi (mm?) | 13,08388192 | 4,85161850 | 3,12560396 | 243660343 | 243931006 | 7,94788889

Kemik hacmi (mm?)| 251222933 | 244269567 | 13190898 | 217259992 | 204333857 | 676529423

Kemik hacim 1920094774 | 5034805751 | 4220271790 | 8916510149 | 8376703919 | 8512064424
yuzdesi (%)

Doku ylzey (mm?) | 37,04229811 [ 16,52690815 | 12,78033565 | 10,54686406 | 1341235646 | 22,81879012

Kemik yiizey (mm?) | 51,72325797 | 2296800578 | 641863488 | 11,02322076 | 19,64738645 | 30,93189564

Ara ylzey (mm?) 8,87594047 8,91240850 0,90470997 8,65458304 11,23080474 | 16,63974511

Kemik ytzey 20,58858933 | 9,40272914 | 48,65957388 | 5,07375042 | 961533579 | 4,57214344
/hacimsel (1/mm)
Kemik yizey 395320428 | 4,73409147 | 2,05356627 | ,4,52401471 | 805448210 | 3,89183795
yogunluk (1/mm)
(anfr‘T']’)ek“'” kalnbk | 19135081 | 038707818 | 0,08892388 | 092927822 | 042074196 | 0,82889098
(Tlr/x’;')‘ﬁ' sayst 1,00343171 | 1530072065 | 047459378 | 095950921 | 1,99093619 | 1,02692207

(Tnﬁ*r;:’)ekﬁ'e”y“sma 068400814 | 074336684 | 086046487 | 027515046 | 020521326 | 033153672

Tablo 15. ince kesit tomografide saglam grubun doku, kemik ve trabekiile iliskin dl¢iim
sonuglari

Saglam

Grup
Doku hacmi (mm?) 0,64895065
Kemik hacmi (mm?®) 0,36550104
Kemik hacim ytzdesi (%) 5632185502
Doku ylizey (mm?) 4,60362388
Kemik ytizey (mm?) 3,78018994
IAra yiizey (mm?) 0,79869275
Kemik yiizey /hacimsel (1/mm) 23,48136901
Kemik yiizey yogunluk (1/mm) 5,82508074
[Trabekiiler kalinhk (mm) 0,18917758
Trabekiil sayisi (1/mm) 1,31132056
Trabekiiler ayrisma (mm) 0,29918251
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Uciincti (kontrol 2-28 ginliik ghrelin verilmeyen) ve dordiincii (ilag-28
gunluk ghrelin verilen) gruplarin total kallus ¢ap1, femur capi, yiksek radyoopak
kemik ve diisiik radyoopak kemik 6l¢iimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik g6zlenmemistir (p>0,05) (Tablo 16).

Tablo 16. Uglincii ve 4’iincii gruplarin total kallus ¢api, femur cap, yiiksek radyoopak

kemik ve diisiik radyoopak kemik 6l¢iimlerinin karsilagtirilmasi

Olcim Grup N X Ss U Z p
PRSP e oy
Femu gap (mm) Gzl s [aerrsel izsar] %0 060|049
Yuksek radyoopak kemik (mm) g g:zg irl(?)gntrolz 182 gggi?g igéjﬁ 44,00]-0,31]0,76
Diigiik radyoopak kemik (mm) g g:zg i'fmmlz 182 gggggg 22322 43,00[-0,39 0,70

Birinci (kontrol-14 gunluk ghrelin verilmeyen) ve ikinci (ilag-14 glnlik
ghrelin verilen) gruplarin; total kallus ¢api, femur ¢ap1, yiikksek radyoopak kemik ve
diisiik radyoopak kemik Olgiimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (p>0,05) (Tablo 17).

Tablo 17. Birinci ve 2’nci gruplarin total kallus ¢api, femur ¢ap1, yiuksek radyoopak kemik

ve diisiik radyoopak kemik 6l¢iimlerinin karsilagtirilmasi

Olgiim Grup N X Ss U] Z | p

Total kall 2. Grup ilag 1216436,42]2296,43 2000l -0621054

otal kallus ¢apt (mm) 1. Grup Kontrol | 8 |5176,53[3294,08] " | 7™
2. Grup ilag 12]3896,33] 321,53

Femur ¢apt (mm) 1. Grup Kontrol | 8 | 3789,25 310,00 | *0:00| 062|054
y . 2. Grup ilag 1213649,83] 192,31

Yiksek radyoopak kemik (mm) 1. Grup Kontrol| 8 | 3673.13| 374,92 47,00]-0,0810,94
2. Grup il 12]5294,00| 598,91

Diisiik radyoopak kemik (mm) P e 41,00|-0,54] 0,59
1. Grup Kontrol | 8 |5488,75| 463,07

Dordiunci (ilag-28 giinlik ghrelin verilen) ve ikinci (ilag-14 ginluk ghrelin
verilen) gruplarin total kallus ¢api, femur ¢api, yliksek radyoopak kemik ve diisiik
radyoopak kemik Olgiimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (p>0,05) (Tablo 18).
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Tablo 18. ikinci ve 4’iincii gruplarin total kallus ¢ap1, femur ¢api, yiiksek radyoopak kemik

ve diisiik radyoopak kemik 6l¢iimlerinin karsilagtirilmasi

Olciim Grup N X Ss U Z p
4. Grupilag]12]5479,90| 4152,84
Total kallus ¢ap1 (mm) 2. Grup ilac | 12| 6436,42 | 2296.43 61,00]-0,6410,53
Femur gapt (mm) 4. Grup!lag 12[s087.42[ 41351 f ot 0o 25
2. Grupilag]12]3896,33] 321,53
. 4. Grupilag|12]4056,58 | 641,42
Yuksek radyoopak kemik (mm) up! £ 45,00]-1,56]0,12
2. Grupilag|12]3649,83] 192,31
Dk rad  kemik 4. Grup ilag | 12 [ 5603,50 | 508,11 5200|1041 020
stk radyoopak kemik (mm) 1= S T 12529400 598,01 |0 | 104]°

Dorduncu (ilag-28 gunluk ghrelin verilen) ve Ggtncl (kontrol 2-28 glnlik

ghrelin verilmeyen) gruplarin total kallus g¢api/femur gap1 ve yliksek radyoopak

kemik/diisiik radyoopak kemik orani dlglimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir farklilik g6zlenmemistir (p>0,05) (Tablo 19).

Tablo 19. Uglincii ve 4’iincii gruplarin total kallus capi/femur ¢ap1 ve yiiksek radyoopak

kemik/diisiik radyoopak kemik oran1 6lgiimlerinin karsilagtirilmasi

Olgiim Grup N| X |Ss| U Z p
4. Grup Ila(; 1211,36]1,02
Total kallus ¢ap1 (mm)/ Femur ¢ap1 (mm) 3. Grup Kontrol 2 | 8 | 1,19 1,00 39,001-0,71]0,48
Yiiksek radyoopak kemik (mm)/ Diisiik | 4. Grup Ilag 12]0,72]0,10 i
radyoopak kemik 3. Grup Kontrol 2 | 8 J0,71]0,07] 420 0-31{0.7

Ikinci (ilag-14 gunliik ghrelin verilen) ve birinci (kontrol-14 gunlik ghrelin

verilmeyen) gruplarin total kallus ¢api/ femur g¢apr ve yiiksek radyoopak kemik/

diisiik radyoopak kemik orani Olgiimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gézlenmemistir (p>0,05) (Tablo 20).

Tablo 20. Birinci ve 2’nci gruplarin total kallus capi/femur c¢api

kemik/diisiik radyoopak kemik oran1 6lgiimlerinin karsilagtirilmasi

ve yiiksek radyoopak

Olgiim Grup N| X |Ss| U Z p
2. Grup ilag 1211,68]0,62
Total kallus ¢ap1 (mm)/ Femur ¢ap1 (mm) T Grup Kontrol | 8 | 1.40]0.90 45,001-0,23]10,82
Yiiksek radyoopak kemik (mm)/ Diisiik | 2. Grup ilag 1210,70]0,09 )
radyoopak kemik 1. Grup Kontrol | 8 ]10,670,08 41,001-0,54{0,59
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Dordincu (ilag-28 ginlik ghrelin verilen) ve ikinci (ilag-14 ginlik ghrelin

verilen) gruplarin total kallus ¢api/ femur ¢ap1 ve yiiksek radyoopak kemik/ diisiik

radyoopak kemik oranmi Glgiimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

g6zlenmemistir (p>0,05) (Tablo 21).

Tablo 21. ikinci ve 4’(incli gruplarin total kallus capi/femur capi ve yiiksek radyoopak

kemik/diisiik radyoopak kemik oran1 dlgiimlerinin karsilastirilmasi

Olgiim Grup N | X | Ss Z p
Total kallus gapt (mm)/ Femur gap (mm) j—orup 8¢ | 12 1136110200 01 410,60
2. Grup ilag 12 11,68]0,62
Yiiksek radyoopak kemik (mm)/ Diisiik | 4. Grup ilag 12 10,7210,10 i
radyoopak kemik 2. Grup ilag 12 10.70]0,09 61,50]-0,610,54

Birinci (kontrol-14 giinlik ghrelin verilmeyen) ve ikinci (ilag-14 gunlik

ghrelin verilen) gruplarin doku hacmi, kemik hacmi, kemik hacim yizdesi, doku

ylizey, kemik yiizey, ara yiizey, kemik yiizey /hacimsel, kemik yiizey yogunluk,

trabekiiler kalinlik, trabekiil sayisi, trabekiiler ayrisma ol¢iimleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik g6zlenmemistir (p>0,05) (Tablo 22).

Tablo 22. Birinci ve 2’nci gruplarin; doku, kemik ve trabekiile iliskin olgtimlerinin
karsilastirilmasi
Olgiim Grup N X Ss U Z p

Doku hacmi ; g;zg :f;g”tm' 182 gig 2;2 35,00 | -1,00 | 0,32
Kemik hacmi ; g:ﬂg :T;g”tm' 182 123 112 33,00 | -1,16 | 0,25
Kemik hacim yizdesi ;: g:‘:g i'f:g””o' 182 :gg i;gé 43,00 | 039 | 0,70
Doku yiizey ;: g:zg i'f:g””o' 182 1232 ;;g 30,00 | -1,39 | 0,16
Kemik yiizey ;: g:zg i'faog””o' 182 1222 Efg 45,00 | -0,23 | 0,82
Ara yiizey ; g::g :f;g”tm' 182 gis g:gg 46,00 | -0,15 | 0,88
Kemik yiizey /hacimsel ;: g:zg i'f:@””o' 182 iggg i;g 46,00 | -0.15 | 0.88
Kemik yiizey yogunluk ; g::g :T:Q””O' 182 ggg ;3? 33,00 | -1,16 | 0,25
Trabekiiler kalinlik ; g:zg :T:gmro' 182 gzgg 8:82 46,00 | -0,15 | 0,88
Trabekiil say1st ; g:zg :f:gmm' 182 122 8:;‘; 27,00 | -162 | 0,11
Trabekiiler ayrigma ; g:zg :T;gmro' 182 82; gi; 20,00 | -1,47 | 0,14
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Uciincti (kontrol 2-28 ginliik ghrelin verilmeyen) ve dordiincii (ilag-28
gunluk ghrelin verilen) gruplarin doku hacmi, kemik hacmi, kemik hacim yiizdesi,
doku yizey, kemik yuzey, ara yizey, kemik ylzey /hacimsel, kemik ylizey
yogunluk, trabekiiler kalinlik, trabekiil sayisi, trabekiiler ayrisma 6l¢limleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05) (Tablo 23).

Tablo 23. Ugiinci ve 4’iincii gruplarin; doku, kemik ve trabekiile iliskin &l¢iimlerinin
karsilastirilmasi

Olgiim Grup N X Ss U Z p
Doku hacmi j g:ﬂg ﬁ;@”tm' 2 182 42122 ;Zf 32,00 | -1,23 | 0,22
Kemik hacmi j: g:zg i*f:g”"o' 2 182 ;iz 1;5 30,00 | -1,39 | 0,16
Kemik hacim yiizdesi j: g:zg :f:g”"o' 2 182 gggg ;igi 47,00 | -0,08 | 0,94
Doku yiizey j: g:zg :f;gmm' 2 182 ﬁég 3(1); 30,00 | -1,39 | 0,16
Kemik yizey j: g:zg i*f:g”"o' 2 182 iggg 182”1496 35,00 | -1,00 | 0,32
Ara yiizey j g:zg :f:gmm' 2 182 ‘;g% i:gé 24,00 | -1,85 | 0,06
Kemik yiizey /hacimsel j g:ﬁg :f;gmm' 2 182 g;g 141’,0858 36,00 | -0,93 | 0,35
Kemik yiizey yogunluk j: g:zg :f:gmm' 2 182 221 ;g; 34,00 | -1,08 | 0,28
Trabekiiler kalnlik i g:zg :f:gmm' 2 182 8:3‘7" 8;13 42,00 | -0,46 | 0,64
Trabekil sayst j 2:32 :f;g”"o' 2 182 1‘2‘2 822 34,00 | -1,08 | 0,28
Trabekiiler ayrisma j g:zg :T;gmrm 2 182 gzgg 8:;; 37,00 | -0,85 | 0,40

Ikinci (ilag-14 gunluk ghrelin verilen) ve dordinct (ilag-28 giinltik ghrelin
verilen) gruplarin doku hacmi, kemik hacmi, kemik hacim yiizdesi, doku yiizey,
kemik yiizey, ara yiizey, kemik ylizey yogunluk, trabekiil sayisi, trabekiiler ayrisma
Olgiimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).
Bununla birlikte, gruplarin kemik ytlizey/hacimsel ve trabekiiler kalinlik dlgitimleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). Ikinci grubun
kemik yiizey/hacimsel 6l¢iim skorlar1, dordiincii grubun ise trabekiiler kalinlik 6l¢iim
skorlar1 anlamli olarak daha yiiksek ¢ikmistir (Tablo 24) (Sekil 37,38).
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Tablo 24. ikinci ve 4’iincii gruplarin; doku, kemik ve trabekiile iliskin &lgiimlerinin
karsilastirilmasi

Olgtim Grup N X Ss u Z p
Doku hacmi j g:zz ::Zg 1; j;g ;ji 55,00 | -0,98 | 0,33
Kemik hacmi = g:zg :::g = ;‘112 1;3 46,00 | -1,50 | 0,13
Kemik hacim ytizdesi i g:ﬂg :::g 15 282(7) ;ig? 54,00 | -1,04 | 0,30
Dok yizey & orupise o Tases T aap] %400 | 40 | 030
2. Grup i 12 | 1885 | 151
Kemik ytizey 4. grﬂg nzz 12 12,22 12,4g 63,00 | -0.52 1 0.60
AT e e ) e
Kemik yiizey /hacimsel = g:zg ::Zg = ggg 111'?878 29,00 | -2.48 | 0,01
Kemik yiizey yogunluk 2 g:ﬂg ::Zg = g;i ;;g 4800 | -1,39 | 0,17
Trabekaler kalnlik = g:zg :::g = 8:33 8:22 32,00 | 2,31 | 0,02
Trabekiil sayist = g:zz ::Zg = igg gg 39,00 | -1,91 | 0,06
Trabekiiler ayrisma 2 g:ﬂg ::Zg = 823 8;: 48,00 | -1,39 | 0,17

25,00

20,00

15,00

10,00

Mean Kemik ylizey lhacimsel

5,00

1. Grup Kontrol 2. Grup ilag 3. Grup Kontrol 2 4. Grup ilag

Grup

Error Bars: 95% CI

Sekil 37. Gruplarin kemik yiizey/hacimsel 6l¢iim skorlari
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040

Mean Trabekdler kalinhk

1. Grup Kontrol

2. Grup ilag

Grup

Error Bars: 95% Cl

3. Grup Kontrol 2

4. Grup ilag

Sekil 38. Gruplarin trabekiiler kalinlik 6l¢iim skorlar

Tablo 25. Gruplarin dansitometri 6l¢tim sonuglart

Gruplarin dansitometri 6l¢iim sonuglar1 Tablo 25°de, grafigi ise Sekil-39’dadur.

1.Grup Dansitometri 3.Grup | Dansitometri | 2.Grup | Dansitometri | 4.Grup [ Dansitometri
kontrol (gr/cm3 ca) kontrol | (gr/cm3 ca) ilag (gr/icm3 ca) ilag (gr/cm3 ca)
1 1,446 1 1,853 1 1,562 1 1,834
2 1,378 2 1,205 2 1,445 2 1,090
3 1,427 3 0,916 3 1,374 3 1,798
4 1,417 4 1,422 4 1,332 4 1,355
5 1,393 5 1,327 5 1,557 5 1,854
6 1,685 6 1,387 6 1,550 6 1,859
7 1,402 7 1,366 7 1,334 7 1,823
8 1,427 8 1,364 8 1,574 8 1,860
9 1,369 9 1,861
Femur | Dansitometri 10 1,584 10 1,858
(gr/cm3 ca)
1 1,753 11 1,352 11 1,808
2 1,416 12 1,467 12 1,866

Tablo 26 incelendiginde, 1 ve 2’°nci gruplarin dansitometri dl¢iimleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05). 1 ve 2’nci grubun

(ilag) dansitometri 6l¢tim skor ortalamalar birbirine oldukg¢a yakin ¢ikmistir.

Tablo 26. Birinci ve ikinci gruplarin dansitometri 6l¢timlerinin karsilastiriimasi

Olciim Grup N X Ss U Z p
1. Grup kontrol 8 1446,88 98,60
Grade 2. Grup ilag 17 | 145833 | 102,75 | 800 | 000} 1,00

Tablo 27 incelendiginde, 1’inci (14 gunlik ghrelin verilmeyen) ve 3’(incu (28

gunlik ghrelin verilmeyen) gruplarin dansitometri 6lglimleri arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir farklilik gézlenmistir (p<<0,05). 1’inci grubun (kontrol-14 gunlik

ghrelin verilmeyen) dansitometri 6lgtim skorlar1 3’Unct grubun (kontrol 2-28 gunlik

ghrelin verilmeyen) skorlarindan anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.
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Tablo 27. Birinci ve ti¢lincii gruplarin dansitometri 6l¢iimlerinin karsilastiriimasi

Olgiim Grup N X Ss U Z p
Grad 1. Grup kontrol 8 1446,88 | 98,60 13.00 200 0.046
rade 3. Grup Kontrol 2 8 135500 259,04 ' e '

Tablo 28 incelendiginde, 2°nci (14 glnlik ghrelin verilen) ve 4’inci (28

gunlik ghrelin verilen) gruplarin dansitometri 6l¢timleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farkliik gdzlenmistir (p<0,05). 4’iincii grubun (ilag 2-28 gunliik ghrelin

verilen) dansitometri dl¢iim skorlarinin 2’nci grubun (ilag-14 giinlik ghrelin verilen)

skorlarindan anlamli olarak daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Tablo 28. Ikinci ve dordiincii gruplarin dansitometri dl¢iimlerinin karsilastiriimasi

Olgiim Grup N X Ss u Z p
Grade 2. Grup-Ilag 12 1458,33 | 102,75 21.00 294 0,003
4. Grup ilag 2 12 1738,83 | 248,71

Tablo 29 incelendiginde, 3’iincii (28 glnlik ghrelin verilmeyen) ve 4’unci

(28 gunluk ghrelin verilen) gruplarin dansitometri 6lgiimleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik gozlenmistir (p<0,05). 4’{incii grubun (ilag 2-28 glinlik

ghrelin verilen) dansitometri 6l¢tim skorlart 3’iinct grubun (kontrol 2-28 gunlik

ghrelin verilmeyen) skorlarindan anlamli olarak daha yiiksek ¢ikmustir.

Tablo 29. Ugiincii ve dordiincii gruplarin dansitometridlgiimlerinin karsilastiriimasi

Olgiim Grup ort Ss U Z p
Grade 3. Grup Kc_)ntrol 2 8 1355,00 259,04 16,00 247 0,014
4. Grupilag 2 12 1738,83 248,71

2000

1.500

1.000

Mean Dansitometri

500

1. Grup kontrol

2. Grupilag 3. Grup kontrol 2 4. Grupilag 2
Grup

Error Bars: 5% CI

Sekil 39. Gruplarin dansitometri 6lglim skorlari
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4.2. BIYOMEKANIK BULGULAR

Biyomekanik test sonuglari ile karsilagtirmak i¢in ilk olarak saglikli (kirik
olusturulmamis) femurlara 3 noktadan egme testi uygulanmistir. Test sonucunda elde
edilen ornek yiik/deformasyon grafigi Sekil 40°da gosterilmistir. Grafikten
maksimum yiik dayanimi, kirilma anindaki maximum gerilme noktalar1 ve grafigin
kirilmadan 6nce dogrusal arttig1 bolgenin egiminden sertlik degerleri hesaplanmuistir.
Saglikli femur kemikleri, 83.88+16.3 N maksimum yiik dayanimi ve kirilma aninda
1.28+0.1 mm maximum gerilme miktar1 gostermislerdir. Saglikli femurlarin sertlik

miktarlar1 128.03+13.7 N/mm olarak hesaplanmistir (n=2).

0 0,2 0.4 0,6 0.8 1 1,2
Deformasyon (mm)

Sekil 40. Saglikli femurlar ile yapilan 3 noktali egme testi yiik/deformasyon grafigi.

Ghrelin verilen rat grubunun 28 giinliik iyilesme siiresi sonrasi femur kemigine
uygulanan 3 noktali egme testi yiik/deformasyon grafigi Sekil 4la’dadir. Grafikte
kemigin kirilma noktasi net bir sekilde goriilmektedir. Kirllma testi dncesinde kemikler
incelendiginde 14 ve 28 giinliik iyilesme siiresi sonunda kirilma bolgesinde kalin bir
kallus dokusu olustugu gériilmiistiir. U¢ noktadan egme testi sonucu kemikler kallus
bolgesinden kirllma egilimi gostermistir. Maksimum yiik dayanimi agisindan, 14 ve 28
glinliik iyilesme siiresi sonunda ghrelin verilen gruplarda, kontrol gruplarina gore
istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek yiik dayanimi goriilmiistiir (Sekil 41b). Gruplarin
kirllmadan o6nce ulagabildikleri maksimum gerilme noktalar1 birbiriyle benzer
bulunmustur (Sekil 41c). Saglikli kemik sonuglar ile karsilastirildiginda, kirtk modeli
olusturulan deney gruplarinin maksimum gerilme noktalar1 daha yiiksek ¢ikmistir. Bu
durumun kirildiktan sonra iyilesen kemik dokusunun kalin kallus dokusu nedeniyle daha

giiclii iyilesmesinden oldugu distiniilmiistiir. Sertlik degerleri hesaplandiginda ghrelin
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gruplari, istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek sertlik degerine sahip goriilmiistiir
(Sekil 41d). Biyomekanik analiz sonucunda, ghrelin tedavisinin femur kirtk modelinde
kemik iyilesme siiresini kisalttig1 ve biyomekanik 6zellikler yoniinden daha iyi bir kemik

doku olusumunu destekledigi goriilmiistiir (Tablo 30).

200 200
a 180 /‘I b 180 **
160 Al 2 160
140
/ 140
g120 / g
100 7120
E %0 / 2 100 = Kontrol
/ g o m Ghrelin
60 4 -
40 7 g 60
20 — £ 40
0 ; T T Z 20
0 1 2 3 4 5 s| = |
Deformasyon (mm) 14 Giin 28 Giin
6 180
¢ d ek
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z | | -
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=R Z 100
g E 3 mKontrol | & = Kontrol
5“ uGhrelin | £ 5 m Ghrelin
: 2 2 60
= 1 40 *
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0 0
14 Giin 28 Giin 14 Giin 28 Giin

Sekil 41. (a) Ghrelin grubu ratlarin 28 giinliik iyilesme siiresi sonrasi femur kemigine
uygulanan 3 noktali egme testi yiik/deformasyon grafigi, (b) ghrelin ve kontrol rat
gruplariin 14 ve 28 giinliik iyilesme siiresi sonrasinda femur kemiklerine yapilan 3 noktal
egme testi analizi sonucu elde edilen maksimum yiikk dayanimi, (c) maksimum gerilme
noktast ve (d) sertlik grafikleri. * Ghrelin grubu ile kontrol grubu arasindaki 14 giin sonunda
istatistiksel anlamli farklilik; P<0,01. ** Ghrelin grubu ile kontrol grubu arasindaki 28 giin
sonunda istatistiksel anlamli farklilik; P<0,05.
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Tablo 30. Ug noktali egme testi dl¢iim sonuglart

Maks. Yiik|Maks. ) Maks. EgilmeMaks. Egilm - Maks.  Egilmel o o Egilm
Dayanlmlll Gerilme sertlik - Alan A.talmMomentifs Gerilmesgi eEIast.!s!.te Gerllmesvl_nd'e Gerilmesinde gSekiel
N) Noktast (mm) N/mm) [Momenti (1) N.m) N/IM2) Modiilii (E) (rs;’ DeglsnrmeDegisﬁrme ©)

14 Gin K1 40,683 3,154 18,661| 8,9102E-06 0,183069| 103346,387| 446809,4921 0,003154 587,578519
K2 28,042 5,33 12,67|1,99558E-05| 0,126189| 26147,35693| 29868,10346 0,00533] 816,27963
K3 20,614 3,183 14,01|4,09877E-05| 0,092763| 7196,952795 6702,472521 0,003183 374,886667
K4 36,007 3,235| 20,15 6,1466E-05 0,1632375| 9162,289154] 5598,49056 0,003235 413,361111
K5 64,377 3,752 21,93|9,31754E-06 0,2896965| 127786,1906| 444115,8015 0,003752 571,137778
K6 47,642 4,635 19,78|1,96528E-05| 0,214389| 45926,22158( 61258,07973 0,004635 722,716667
K7 39,139 3,966 15,28|1,56066E-05| 0,1761255| 45028,39244| 88389,63049 0,003966 586,086667
K8 21,33 2,815 10,99|5,11213E-05| 0,095985| 7923,444249( 6689,752824 0,002815 439,974074
11 33,501 1,999 21,37(1,39761E-05] 0,1507545| 44710,49353| 194440,8862] 0,001999| 306,883519
12 24,551 3,311 11,664|1,36866E-05 0,1104795| 31723,31073| 85055,00156 0,003311 481,934444
13 68,226 5,295/ 18,086|1,39104E-05 0,307017| 95677,7486( 157826,7751 0,005295 850,141667
14 33,054 3,176 14,933|1,52425E-05 0,148743| 45669,34974| 114620,6984] 0,003176) 550,506667
|15 33,591 1,521| 51,103|3,32732E-05 0,1511595| 21374,74376| 51316,12136 0,001521] 265,048333;
16 49,342 5,523 19,608| 2,8719E-05 0,222039| 31660,18129| 24251,84928 0,005523 837,655
17 67,689 5,291| 27,382[1,12563E-05  0,3046005| 105400,3197| 215022,6941 0,005291 763,275741
18 70,642 4,014/ 16,835|9,70616E-06 0,317889| 163428,7395[ 509659,033 0,004014 741,846667
19 34,217 2,729 21,533|1,43431E-05 0,1539765| 47449,78741| 147287,0526 0,002729 446,747407
110 43,525 2,207 30,37|2,61141E-05 0,1958625| 26850,91288| 56605,38331 0,002207| 292,631852,
111 43,525 2,207 30,152|2,86911E-05 0,1958625| 26521,33613| 50888,82552 0,002207| 317,562778
112 47,284 2,938 26,27|2,86911E-05 0,212778| 28811,82901| 41528,70593 0,002938| 422,745556

28 Giin [K1 92,569 3,606] 47,35|2,38881E-05 0,4165605| 102884,076] 145116,4952] 0,003606 787,977778
K2 86,035 5,656 27,71)1,89702E-05 0,3871575| 92859,74918| 105153,2781 0,005656 953,140741
K3 57,576 2,171 30,95|1,29226E-05 0,259092| 86714,44647| 375542,6371 0,002171] 347,762037
K4 103,398 3,718 71,42| 8,5797E-06 0,465291| 248652,104| 947081,1156 0,003718 631,371481
K5 103,129 4,261 35,34|7,50929E-06) 0,4640805| 370805,303| 1408030,447 0,004261 946,888889
K6 103,398 3,425 49,53|8,56471E-06 0,465291| 259680,6773| 1075579,271 0,003425 606,351852
K7 89,436 1,726 62,19 1,1687E-05] 0,402462| 182515,023] 1099339,85 0,001726) 338,807407
K8 94,001 2,121 106,62|1,22959E-05 0,4230045| 178890,0982| 833412,2571 0,002121 408,488889
|11 46,299 1,585 72,45|2,87414E-05 0,2083455| 28053,52007| 74821,54086 0,001585 227,183333;
12 176,695 5,061 77,69|9,15538E-06 0,7951275| 405580,7755| 1063508,606 0,005061 875,365556
13 192,357 2,342 124,32|1,13524E-05 0,8656065| 384294,4359| 1756169,922) 0,002342] 437,173333
14 76,101 1,599 63,86/9,75131E-06  0,3424545| 168570,3371| 1313548,189 0,001599 284,266667,
15 105,814 2,342 69,29|7,27111E-06 0,476163| 350355,4148( 2499756,045 0,002342 464,062963
|16 69,389 1,269 83,09]|2,21942E-05 0,3122505| 280,0123912| 267960,9123 0,001269 207,505
|7 83,082 3,476 64,62|1,00314E-05 0,373869| 186722,2103| 650625,8098 0,003476) 644,991111
18 169,446 1,075| 188,15|8,54432E-05 0,762507| 35741,18906| 47278,0387 0,001075) 159,458333;
19 169,446 1,075 194,45/6,58299E-06) 0,762507| 583782,6585] 10022955,96 0,001075 200,666667,
110 87,831 3,206| 56,75[3,02314E-05  0,3952395| 46869,65387| 58755,25986 0,003206 425,685556
111 122,466 3,711 61,82|1,72766E-05 0,551097| 141948,1571| 269002,7888 0,003711 611,627778
112 63,667 3,478 29,63|7,51407E-06 0,2865015| 180157,8796| 837576,5516 0,003478 608,65

4.3. BIYOKIMYASAL BULGULAR

ALP, kalsiyum, fosfor parametreleri Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi

Biyokimya Laboratuvarinda lgtilmiistiir. (Tablo 31).
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Tablo 31. Kontrol, ila¢ ve saglam gruplarinin biyokimya 6lglim sonuglari

ALP (U/L) | Ca (mg/dL) | P (mg/L)
1 111 8,97 5,99
2 156 9,28 6,42
3 135 9,57 75
4 147 9,89 6,54
5 116 10,65 6,44
ila¢ Grubu |6 146 9,65 7,55
7 303 9,54 5,63
8 238 10,06 7,19
9 161 10 8,85
10 122 8,76 8,9
11 199 8,89 6,38
1 63 10,23 5,99
2 70 10,14 6,33
3 90 9,29 6,62
4 154 9,35 6,03
Kontrol Grubu 5 ol 989 814
6 45 9,76 6,53
7 117 9,29 7,52
8 76 9,85 7,07
Saglam Grup 64 9,94 6,97

Kontrol ve ilag gruplarinin Ca ve P 6lgiimleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gozlenmemekle (p>0,05) birlikte, gruplarn ALP &lgiimleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). ila¢ grubunun

ALP 6l¢iim ortalamalart anlamli olarak daha yiiksek ¢ikmistir (Tablo 32) (Sekil 42).

Tablo 32. Kontrol ve ilag gruplarinin ALP, Ca ve P 6l¢iimlerinin karsilastirilmasi

Olgiim Grup [N| X Ss 0] Z p
Kontrol| 8 | 83,63 | 33,99
ALP (U/L) Tlac 11167 64157.72 6,00 |-3,14|<0,01
Kontrol| 8 | 9,73 | 0,38
Ca (mg/dL) Tlac [ 957 057 34,501-0,79] 0,43
Kontrol| 8 | 6,78 | 0,75
P (mg/L) - 39,501-0,37] 0,71
Ilag 11| 7,04 | 1,08
oL 150,00
=
g
g 100,00

Kontrol lag
Grup2
Error Bars: 95% Cl

Sekil 42. Kontrol ve ilag GruplarminALP (U/L) Olgiim Skorlar1
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4.4. HISTOLOJIK BULGULAR
Boyanan ornekler, Huo ve ark.(104)’nin iyilesmenin histolojik skalasina (Tablo
33) gore skorlanmustir (Tablo 34). Grade 6l¢iim skorlarinin grafigi Sekil 43°dedir.

Tablo 33. Kirik iyilesmesinin histolojik skalasi

Skor Kirik bélgesi histolojik bulgulari

[EEN

Fibroz doku

Agirlikli fibroz doku

Esit miktarda fibr6z ve kikirdak doku

Agirlikli kikirdak ve az miktarda fibroz doku

Kikirdak doku

Agirlikli kikirdak ve az miktarda immatiir kemik dokusu

Esit miktarda kikirdak ve immatiir kemik dokusu

Agirhikli immatiir kemik ve az miktarda kikirdak doku

OOV~ wWwiN

Immatiir kemik ile kirik iyilesmesi

=
o

Matiir kemik ile kirik iyilesmesi

Tablo 34. Orneklerin iyilesmenin histolojik skalasina gore skorlanmasi

Kontrol 1 | Grade | ilac 1 | Grade | Kontrol 2 | Grade | ilac 2 | Grade
K1l 1 i1 2 K9 2 13 6
K2 2 2 2 K10 6 114 8
K3 2 3 3 K11 2 15 8
K4 1 4 6 K12 2 16 8
K5 2 I5 4 K13 3 17 6
K6 1 i6 3 K14 4 i18 8
K7 2 7 6 K15 4 19 8
K8 2 I8 6 K16 6 20 10

9 3 21 7
i10 3 22 6
il1 4 23 7
i12 4 24 7

Mean Grade

1. Grup kontrol 2 Grupilag 3. Grup kontrol 2 4 Grupilag 2
Grup

Error Bars: 95% CI
Error Bars: 95% CI

Sekil 43. Gruplarin grade 6lgum skorlart.

Tablo 35 incelendiginde, 1’inci (14 gunlik ghrelin verilmeyen) ve 2’nci (14
gunluk ghrelin verilen) gruplarin grade dl¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir farklilik gozlenmistir (p<0,05). 2’nci grubun (ilag-14 gunliik ghrelin verilen)
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grade olglim skorlar1 1’inci grubun (kontrol-14 glnlik ghrelin verilmeyen) 6l¢cuim

skorlarindan anlamli olarak daha yiiksek ¢ikmuistir.

Tablo 35. Birinci ve ikinci gruplarin grade dl¢timlerinin karsilastirilmast

Olguim Grup N X Ss u Z p
1. Grup Kontrol 8 1,63 0,52
n - <
Grade G rup Tlag 12 | 383 | 147 | >0 | 342 | <0001

Tablo 36 incelendiginde, 1’inci (14 giinliik ghrelin verilmeyen) ve 3’lncu (28
gunlik ghrelin verilmeyen) gruplarin grade olgiimleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gozlenmistir (p<0,05). 3’lncu grubun (kontrol 2-28 gunlik
ghrelin verilmeyen) grade 6l¢iim skorlart 1’inci grubun (kontrol-14 gunluk ghrelin

verilmeyen) dl¢iim skorlarindan anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.

Tablo 36. Birinci ve tiglincti gruplarin grade dl¢timlerinin karsilagtirilmasi

Olciim Grup N X Ss U Z p
1. Grup Kontrol 8 1,63 0,52
Crade 15" Grup Kontrol 2 8 363 | 169 | 0 | 276 | 001

Tablo 37 incelendiginde, 2°nci (14 glinlik ghrelin verilen) ve 4’(incu (28
gunluk ghrelin verilen) gruplarin grade 6l¢timleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir farklilik gézlenmistir (p<0,05). 4’iincii grubun (Ilag 2-28 gunliik ghrelin verilen)
grade Olgiim skorlart 2°nci grubun (ilag-14 gunlik ghrelin verilen) 6lgtim

skorlarindan anlamli olarak daha ytiksek goriilmiistiir.

Tablo 37. ikinci ve dordiincii gruplarin grade dlgiimlerinin karsilastiriimasi

Olgiim Grup N X Ss U Z p
2. Grup Hag 12 3,83 1,47
Grade 15 Grup flag 2 12 742 | 116 | +°0 | 3% | <0001

Tablo 38 incelendiginde, 3’iincii (28 giinliik ghrelin verilmeyen) ve 4’Uncl
(28 gunluk ghrelin verilen) gruplarin grade Olglimleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik izlenmistir (p<0,05). 4’iincii grubun (ilag 2-28 giinliik ghrelin
verilen) grade O6l¢iim skorlart 3’0Unct grubun (kontrol 2-28 glnluk ghrelin

verilmeyen) 6l¢iim skorlarindan anlamli olarak daha ylksek ¢ikmustir.

Tablo 38. Uglincii ve dérdiincii gruplarin grade dl¢iimlerinin karsilastiriimasi

Olguim Grup N Ort Ss U Z p
3. Grup Kontrol 2 8 3,63 1,69
Grade I Grup flag 2 2 | 742 | 116 | 200 | 354 | <0001
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5. TARTISMA

Bu c¢alismanin en Onemli bulgusu; Ghrelin’in kirik iyilesme siiresini
kisaltmas1 ve biyomekanik ozellikler yoniinden daha iyi bir kemik doku olusumu
saglamasidir. Bu sonucu, ¢alismada elde edilen; yiksek trabekiiler kalinlik, kemik
yuzey/hacim ve ALP orani, yeni kemik yizeyi gérunimu, yiiksek yiik dayanimu,
maksimum gerilme noktalar1 ve sertlik degeri hususlar1 desteklemektedir.

Ghrelinin kirik iyilesmesindeki roliinii aragtirma c¢alismalarini yonlendiren
temel diistince, Aydin ve ark. (72) tarafindan dis odontoplast tabakasinda ghrelin
sentezinin gosterilmesidir. Ayrica, ghrelinin ratlarda intramembranéz kemik
onarimin1  (40), insan osteoblast TE85 hiicrelerini nitrik oksit/siklik guanozin
monofosfat sinyal yoluyla (105) uyardigi ve osteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinde
proliferasyonu ve farklilagsmay1 tesvik ederken apoptozu onledigi gosterilmistir (96).

Ghrelin ekseninin kondrojenez ve endokondral kemiklesmede Gnemli rol
oynadigina dair kanitlar bulunmaktadir (47,102). In vitro olarak, ghrelinin, primer
kiiltiirlenmis osteoblast hiicrelerinin, sirastyla UMR106 hiicreleri ve MC3T3-E1
hiicrelerini igeren oliimsiizlestirilmis osteoblast hiicre hatlarinin cogalmasini uyardigi
tespit edilmistir (91).

Ghrelin ve GHSR1a’nin ekspresyonu osteoblastlarda goriilmiis (41,44,91) ve
ghrelinin, rat, fare ve insan osteoblastlarinin ¢ogalmasi1 (41,44,45,91), fare ve rat
osteoblastlarinin farklilagsmasi (44) iizerinde olumlu etkileri oldugu belirlenmistir.
Osteoblastlarin aksine, sadece birkag ¢alisma, ghrelinin osteoklast fonksiyonunda bir
rolii oldugunu bildirmistir. Ghrelin ve GHSRI1a'min fare osteoklastlar1 tarafindan
eksprese edildigi (46) ve ghrelinin rat osteoklast rezorpsiyonunu artirdigi
bildirilmistir (45). Bu ¢alismalar, ghrelinin osteoblastlarin ve osteoklastlarin islevini
dogrudan diizenleyebilecegini gostermektedir.

Kemik sertliginde énemli olan yap1 kortikal kemiktir ve saglamlig: etkileyen
birincil etmendir. Kemik entegrasyonunun olusumunda belirleyici rol oynayan
trabekiler kemiktir. Lee ve ark. (106) 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 4 farkli
kemik kalitesi kategorisindeki kemik d&rneklerini Mikro-BT ile taramislardir.
Yaptiklar1 caligma sonucunda kemik kalitesi ile kemik hacim yogunlugu, kemik

ylizey alani / kemik hacmi orani arasinda istatistiksel olarak iliski oldugunu ortaya
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koymuslardir. Yine Rocabado ve ark. (107) 2018 yilinda yapmis oldugu ¢alismada
ratlarda overektomi sonrasi kirtk morfolojisini mikrotomografi kullanarak analiz
etmislerdir. Kemik ylizeyi, incelenen alandaki trabekiillerin ortalama ylizey alanini
ifade etmektedir. Trabekiil sayis1 ve trabekiil kalinligi kemik yiizeyi ile dogru orantili
parametrelerdir. Kemik hacmi hem trabekiil sayisi tarafindan hem de trabekiil
kalinlig1 tarafindan dogru orantili olarak etkilenmektedir. Trabekiiler say1, incelenen
alandaki mm basina hesaplanan ortalama trabekiil sayisidir. Trabekiil sayisinin
artmasi kemik giiciinii artiran bir etmendir. Trabekiiler kalinlik, inceleme alaninda
gozlemlenen trabekiillerin ortalama kalinligini ifade etmektedir.

Mikrotomografik incelemede deney grubunun ortalama trabekul kalinligi ve
kemik yiizey yogunlugu istatistiksel olarak dnemli diizeyde artis gostermistir. Kemik
ylizey yogunlugu degeri, trabekiil kalinlig1 ve hacminden etkilenen bir parametredir.
Kemik gelisiminin devam ettigi bolgelerde daha yiiksek kemik ylizey yogunlugu
degerlerine ulasilmaktadir. Bu degerin yiiksek olusu, incelenen bolgedeki kemigin
mekanik ozelliklerinin olumlu yonde etkilendigini diisiindiirmektedir.

Calismamizda radyolojik kaynama oranlari bakimindan 28 giin ghrelin
verilen grupta trabekiil kalinliginda anlamli olarak artig saptanmistir. 4 grup arasinda
total kallus capt ve miktar1 agisindan anlamli fark tespit edilmemistir. Deney
grubunda ortalama trabekiiler kalinlikta artis, deney grubu lehine kemiklesme
miktarinda artis1 ifade etmektedir. Trabekiiler kalinlik arttikga kemik giicii de
artacaktir.

Olusan yeni kemik dokusunun ortalama hacim yiizdesinin, deney grubunda
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda gruplar arasinda trabekiil
sayist Ol¢iimleri agisindan anlamli bir fark saptanmamastir.

Gruplarin maksimum yiik dayanimi sonuglar1 incelendiginde, 14 ve 28
giinliik 1yilesme siiresi sonunda ghrelin uygulanan gruplarin, kontrol gruplarina gore
istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek yiik dayanimina sahip oldugu goriilmiistiir.
Sagliklt kemik sonuclar1 ile karsilastirildiginda, kirik modeli olusturulan deney
gruplarinin maksimum gerilme noktalarinin daha yiiksek oldugu izlenmistir. Bu
durumun kirildiktan sonra iyilesen kemik dokusunun kalin kallus dokusu nedeniyle
daha giiclii iyilesmesinden oldugu diisiintilmiistiir. Gruplarin sertlik degerleri

hesaplandiginda ghrelin uygulanan gruplarin istatistiksel anlamli olarak daha ytiksek
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sertlik degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Biyomekanik analiz sonucunda, ghrelin
tedavisinin femur kirik modelinde kemik iyilesme siiresini kisalttig1 ve biyomekanik
Ozellikler yoniinden daha iyi bir kemik doku olusumunu destekledigi goriilmiistiir.

Endokondral ve intramembrandz kemik ossifikasyonu asamasinda tip 1
kollajen seviyesi, Alkalenfosfataz (ALP) ve kemik spesifik proteinler matriksin
mineralizasyonuna kadar artar. Yeni olusmus Orglimsii kemigin lameller kemige
doniisimii baslar. Bizim literatiir arastirmamiza gore ghrelinin ALP aktivitesini ve
kalsifiye birikimi artirdigi  gosterilmistir. Bu  veriler, ghrelinin osteoblast
farklilasmasini uyardigini teyit etmektedir. Ayni zamanda ghrelinin, osteoblast
farklilasma gostergeleri COLI, ALP ve OCN’yi kodlayan genlerin transkripsiyonunu
artirdigi  bulunmugtur. Ancak, ghrelinin transkripsiyon gostergesi Runx2’yi
degistirmedigi goriilmistiir (44). Calismamizda gruplarin ALP 6lgiimleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur. Ilag grubunun ALP &l¢iim
ortalamalar1 anlamli olarak daha yiiksek ¢ikmugtir.

Osteoblastlarda ghrelin ve GHS-R1a tanimlanmig ve ghrelinin, dogrudan in
vitro osteoblast proliferasyonunu ve farklilasmasini tesvik ettigi ve in vivo olarak
kemik mineral yogunlugunu artirdigr gosterilmistir (44). Biylme hormonu
salgilaticilarinin  iskelet blydmesini  (9) hizlandirdigt ve BMD’yi artirdigi
bildirilmistir. Bu bulgular, ghrelinin, in vivo kemik formasyonunu artirdigini
diisiindiirmektedir. Bu hipotezin desteginde, normal SD ratlarinda, ghrelin
tedavisinin salin tedavisi ile karsilastirildiginda BMD’yi 6nemli olglide artirdigi
goriilmistiir (44). Normal SD ratlarda, ghrelin, GH salgilamasini (3) harekete gegirir
ve GH-IGF-I ekseninin aktivasyonu yoluyla kemik olusumunu tesvik edebilir (44).
Bu eksen boyunca kemik olusumu {iizerine ghrelinin etkilerinin biyikligini
degerlendirmek i¢in, GH eksikligi olan SDR’lerde ghrelinin BMD uzerine etkisi
incelenmigtir. Kemik olusumu {izerinde ghrelinin direkt etkisini degerlendirmeye
imkan veren bu ratlar, GH ve dolayisiyla GH-IGF-I eksenine sahip degildir.
Beklendigi gibi, ghrelin SDR’lerde bile BMD’yi artirir. Genel olarak, viicut agirligi
gibi dinamik yiikleme, kemik olusumunu tesvik eder ve BMD’yi artirir. Bu
faktorlerin  karistirict  etkilerini  ortadan  kaldirmak  i¢in, uygun ghrelin
konsantrasyonlar1 kullanilarak bir in vivo ¢alisma yapilmis (36), Oyle ki, vicut

agirhiginda ve gida aliminda artis olmamistir. In vitro ¢aligmalarin bulgular ile
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birlikte, bu veriler ghrelinin dogrudan kemik olusumunu tesvik ettigini ve BMD’yi
artirdigini agikga ortaya koymaktadir (44).

Ghrelin ekseninin kemik ve kikirdak mikro ortamlari {izerinde dogrudan ve
dolayli diizenleyici etkileri oldugu gorilmektedir (44,46,47,96). Bazi insan
poplilasyonlarinda ghrelin seviyeleri ile kemik mineral yogunlugu (BMD) arasinda
pozitif Korelasyonlar gozlenmistir (42,94,98,99) ve ghrelinin uygulamasi
kemirgenlerde BMD'yi artirmistir (44). Bu bulgular bize yaptigimiz g¢alismada
ghrelinin postop 28.giin deney grubunda BMD'yi diger gruplara gore artirdigini
gostermistir.

Ghrelinin ve GHS-R1’in rat osteoblastlarinda tespit edilmesi, osteoblastlarin
ghrelin sinyaline duyarli oldugunu gdstermektedir. Yapilan caligmalarda ghrelinin
direkt olarak osteoblastlarin ¢cogalmasini ve farklilasmasini uyardigi rapor edilmistir.
Aynit zamanda ghrelinin ALP ve OSC gen transkripsiyonunu da artirdigi
gozlenmistir. Bu bulgulardan yola cikilarak ghrelinin kemik yapimini artirict rol
oynadi@1 sonucuna varilmistir (44,91).

Travma sonrasi kirik iyilesmesi siireci kemik iligi hiicrelerini igeren hematom
araciligi ile inflamatuar yanit baslar. Inflamasyon fazinda hasarli dokular yok edilir;
inflamatuar hiicrelerden salinan sitokinler araciligi ile anjiyogenezis uyarilir.
Endosteal ylizeyde osteoblastlar ¢ogalarak graniilasyon dokusu olusumu saglanir
(108). Hasarli dokunun yerine artan hiicre sayist ve matriks iretimi ile birlikte
onarim fazi baglar. Yapilan hayvan calismalarinda, yumusak kallus olusumunun 7.—
9. Giinlerde basladig1; matriksteproteoglikan ve Tip 2 kollajen seviyesinde artis
oldugu gorilmiistiir (109). Kirik uglar arasinda ve periostun dig kisminda enkondral
kemiklesme baslar, cogunlukla fibr6z ve kikirdak dokudan olusan yumusak kallus
meydana gelir. Kirtk hattinda meydana gelen damarlanma, kondrosit apoptozisi ve
osteoblastlarin ¢ogalmasi ile sert Kkallus olusumu baglar. Aynmi zamanda, kirik
bolgesinde subperiosteal alanda fragmanlari birbirine baglayan intramembrandz
kemiklesme ile sert kallus olusumu gerceklesir. intramembranéz kemiklesmede
mezenkimal kok hiicreler osteoblastlara farklilasir ve direkt kemik dokusu olusumu
olur. Bu c¢alismada histomorfometrik analiz ig¢in kirik iyilesmesi skorlamasi
yapilmistir. Ghrelin verilen gruplarda yeni kemik olusumu ve osteoblast aktivitesi

anlaml derecede yiiksek bulunmustur. Bu veriler gunlik verilen ghrelin dozunun rat
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femurlarinda kirik iyilesmsinin erken fazini, artmis yeni kemik olusumu, osteoblast
aktivitesi ile histolojik olarak hizlandirdigi goriilmiistiir.

Calismamizda histolojik inceleme agisindan ghrelin verilen gruplar ile kontrol
gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ghrelin grubu
preperatlarda 28.glinde belirgin olarak enkondral kemiklesme ve immatiir kemik
dokusu hakimiyeti izlenmistir. Ghrelin verilen grup preperatlarinda yalnica bir
tanesinde matiir kemik olusumu goézlenmistir. Kontrol grubunda 28.giinde incelenen
preperatlarda yaygin kikirdak dokusu ve fibréz doku goriilmistiir. Calismanin
14.giiniinde deney grubu ile kontrol grubu arasinda fibréz doku ve kikirdak doku
olusumu acisindan anlamli  bir fark izlenmistir. Yapilan ¢alismalarda
mineralizasyona; Tip 1 kollajen, osteokalsin, osteonektin ve alkalen fosfataz
seviyelerine bakilarak sert kallus olusumunun 14. giinde en yiiksek seviyede oldugu
tespit edilmistir (109). Deney grubu ve kontrol grubu preperatlarindaki histolojik
goriintiiler yumusak kallus ve sert kallus olusumunu destekler niteliktedir.

Histolojik incelemeler calismamizda osteoblastik aktivite agisindan iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Osteoblastik aktivite artiginin kirtk
iyilesmesini olumlu etkiledigi bilinmektedir (110). Deney grubunda kontrol grubuna
gore osteoblastik aktivitenin daha fazla olmasi bu preperatlarin kirik iyilesmesinde
daha ileri evrede oldugunu gostermektedir.

Bu gostergelerin  her biri, farklilasmayr harekete geciren belli bir
mekanizmay1 belirtir. BMP2 ve TGF-f, transkripsiyon, osteoblast farklilagmasina
yol agarak, Smad ve Runx2 faktorlerini aktive eden kemik olusum faktdrlerini temsil
eder (45,47). Ghrelin tedavisi, birgok farklilagma markdoriiniin aktivasyonuna yol
acmakla birlikte, ghrelinin, bagimsiz bir sekilde Runx2’de osteoblast farklilagmasini
etkiledigi diisiiniilerek, Runx2 mRNA ekspresyonunu degistirmemistir. Ancak, daha
ilkel stromal hiicrelerin aksine, bu galismada kullanilan hiicre kiiltiirii yontemi, olgun
osteoblastik hiicreleri icermistir; bu da bu c¢alismada Runx2 ekspresyonunu
etkilemede ghrelinin yetersizligine neden olabilir. Osteoblast farklilasmada ghrelinin
modiilasyonunun ayrintili mekanizmalar1 belirsiz kalir ve daha fazla g¢alisma
gerektirir (44).

Ortaya ¢ikan kanitlar, ghrelinin aktif olarak kemik yeniden sekillenmesine

katildign  kavramini  desteklemektedir. ilk olarak, ghrelin reseptorii, primer
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kiiltiirlenmis osteoblastlarda ve 6liimstizlestirilmis osteoblast hiicre hatlarinda mRNA
ve protein seviyesinde gosterilmistir; bu, ghrelinin osteoblast hiicreleri ilizerinde
fizyolojik bir fonksiyona sahip olabilecegine isaret eder (44,96). Ikincisi, osteoblastik
hiicrelerin, hiicre cogalmasi ve farklilasmasindaki artisla eksojen ghreline tepki
verdigi bildirilmistir (44,91,96). Uciinciisi, in vivo olarak ghrelinin tatbik edilmesi,
femurdaki endokondral kemik olusumu ile karakterize edilen kemik mineral
yogunlugunu artirir. Bu etki biiylime hormonuna bagli degildir, c¢lnkid blylme
hormonu eksikligi olan ciice ratlarda benzer bir uyarici etki gozlenmistir (44). Son
olarak, in vitro deneyler, ghrelinin osteoblastlarla kemiklesmeyi uyarabildigini
gostermistir (91,96). Tim bu c¢alismalar, ghrelinin fizyolojik kosullarda kemik
yeniden sekillenmesinde rol oynayabilecegini gostermektedir (40).

Bulgular, ghrelinin intramembranéz kemik onarimi sirasinda kemik
rejenerasyonunu tetikleyebilecegine dair net kanitlar sunmaktadir. Bu etki,
osteoblastlarin, kemik defekti etrafindaki mezankimel kok hiicrelerden
farklilagsmasinin uyarilmasiyla olusabilir, (1) ghrelin, osteoblastlarin ¢ogalmasinin ve
farklilasmasinin giiclii bir uyaricisidir; ve (2) ALP, osteokalsin ve kollajen tip I
osteoblast farklilagma markdrlerinin ekspresyonu, ghrelin ile artmaktadir (40). Diger
caligmalarla birlikte (44,91,96), bu bulgular ghrelinin yiz ve kalvariadaki kemik
defektlerinin iyilegsmesinde kullanilabilecegini gostermektedir (40).

Osteoblastlar, adipositler ve miyositler, yaygin prekiirsor hiicrelerden,
mezankimel kok hiicrelerden tiiretildiginden, bulgular ghrelinin osteoblast
hicrelerinin (91,96) ve miyositlerin (111,112) farklilagmasini uyardigini ortaya
koyar. Ghrelinden, mezankimel kok hticrelerin soy tayininde énemli bir duzenleyici
olarak yararlanilabilecegi degerlendirilmektedir. Ghrelinin biiyiime ve gelismedeki
Onemi, ghrelinin endodermik, mezodermik ve ektodermik dokulardan tiiretilen ¢esitli
hiicre tiplerinin proliferasyonunu ve farklilagmasini diizenledigini gosteren
caligmalar ile agiklanmustir (113).

Kemik metabolizmasinin agil ghrelin tarafindan diizenlenmesi, agil ghrelinin
osteoblastlar ve osteoklastlar iizerindeki dogrudan etkisinin bir sonucu olabilir veya
diger hormonlarla dolayli etkilesimler olabilir veya hem dogrudan hem de dolayl
mekanizmalarin bir kombinasyonu olabilir (41,44-46,91,96). Agil ghrelinin ana

fonksiyonlarindan biri, bilylime hormonu saliniminin uyarilmasidir (3).
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Calismamizda kontrol ve deney gruplari arasinda enfeksiyon saptanmamaistir.
Takiplerde yara yeri akintis1 gozlenmemistir. Bu bulgu ghrelinin antiinflamatuar
etkisinin hem kirik iyilesmesini hizlandirdigi hem de yara yeri iyilesmesi iizerine
etkilerinin olabilecegini destekler niteliktedir.

Calismanin kisitliliklarindan biri genetik ve molekiiler analiz yapilmamasidir.
Kirik iyilegsmesi asamasinda yapilan ¢aligmalarin bir kisminda genetik incelemeler ve
molekiiler analizler yol gosterici olmustur.

Calismamizda kontrol ve deney gruplarimin noérolojik, endokrin,
gastrointestinal ve kardiyovaskiiler sesmptomlar tam olarak degerlendirilememistir.

Calismamizda mikrotomografik olarak kortikal kemik morfolojisi trabekiiler
kemik morfolojisi ile karsilagtirilmamistir.

Ghrelin kirik iyilesmesinde serum ALP seviyesini artirmaktadir. Bizim
calismamizda kemik yapim belirteclerinden Osteokalsin, Tip 1 kollajen C-terminal
propeptit (P1CP) ve Tip 1 kollajen N-terminal propeptit (P1NP) olgtmleri
yapilmamastir.

Bunlarla birlikte ghrelinin doz ve uygulanma siresi dikkatle incelenmelidir.
Kirik iyilesmesi sonucu olumsuz etkisi gézlenmemesine ragmen diger ilaglarla
olabilecek etkilesimler goz Oniinde bulundurulmalidir. Ghrelinin birgok dokuda
sistemik etkisi bulunmaktadir. ileride yapilacak calismalarda ghrelinin farkl
uygulanma dozlar1 ve formlarinin olusabilecek yan etkiler agisindan incelenmesi

gerekmektedir.
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6. SONUC

Ghrelin uygulanan gruplarin kontrol gruplarmma gore, 14 ve 28 ginlik
iyilesme siiresi sonunda; kemik yiizey/hacimsel ve trabekiiler kalinlik 6l¢timleri ile
ALP olgimlerinin daha yiksek ¢iktigi, daha yiiksek yiik dayanimina sahip oldugu,
saglikli kemik sonuglari ile karsilastirildiginda da, kirik modeli olusturulan deney
gruplarinin maksimum gerilme noktalarinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu
durumun kirildiktan sonra iyilesen kemik dokusunun kalin kallus dokusu nedeniyle
daha giiglii iyilesmesinden oldugu distinUlmiistiir. Gruplarin sertlik degerleri
hesaplandiginda ise ghrelin uygulanan gruplarin daha yiiksek sertlik degerine sahip
oldugu gozlenmistir.

Sonug olarak; bu bulgular, Ghrelin’in kirik iyilesme siiresini kisalttigini ve
biyomekanik tespitlerden yola ¢ikilarak daha iyi bir kemik doku olusumu sagladigini
gostermektedir.

Gelecek caligmalarda, Ghrelin’in insanlarda kirik iyilesmesine etkisinin
arastirillarak, farmakolojik uygulamalarda dikkate alinmasinin uygun olacagi

degerlendirilmektedir.
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