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OZET

Amac: Timokinon (TQ), Nigella Sativa (Corek otu) bitkisinden izole edilmis
aktif bir bilesendir. Bu tez ¢alismasinda si¢anlarda steroid ile indiiklenmis femur basi
osteonekroz (FBON) modelinde, TQ tedavisinin antioksidan, anti-apoptotik,
osteoblastik ve hipolipidemik etkilerinin radyolojik, biyokimyasal, histopatolojik,

histomorfometrik ve immunohistokimyasal agidan degerlendirilmesi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Toplam 24 adet Sprague-Dawley cinsi geng-eriskin erkek
sican randomize olarak dort gruba ayrildi. Kontrol grubuna dort hafta siiresince oral
yoldan salin soliisyonu verildi. TQ grubuna dort hafta oral TQ (10 mg/kg/giin)
uygulandi. LPS/MPS ve LPS/MPS+TQ grubunda FBON modeli i¢in Lipopolisakkarit
(LPS) (20 pg/kg) ve Metilprednizolon (MPS) (40 mg/kg) enjeksiyonlart uygulandi.
LPS/MPS+TQ grubunda FBON indiiklenmesi ile beraber her giin ve giinde bir kez
oral TQ (10 mg/kg/giin) uygulandi. Tiim siganlara dordiincii haftanin sonunda genel
anestezi altinda intrakardiyak kan alma ve sakrifikasyon islemi uygulandi ve sag
femurlar1 cerrahi olarak cikartildi. Ayrilan serumlarda biyokimyasal inceleme igin
ELISA yontemi ile olglim yapildi. Cikarillan tiim kemik dokularina mikro-BT
goriintiilemesi yapildi. Ardindan femur basi kemik dokularina histopatolojik,

histomorfometrik ve immunohistokimyasal incelemeler yapild:.

Bulgular: Mikro-BT degerlendirmesinde LPS/MPS+TQ grubunda; LPS/MPS
grubuna gore daha yiikksek BMD, daha diisiik porozite, Tr. Sp ve Tr. Sep verileri elde
edildi. Histopatolojik incelemede osteonekroz; LPS/MPS grubunda diger gruplara
kiyasla anlamli derecede artarken, LPS/MPS+TQ grubunda anlamli derecede diistiigii
tespit edildi (P = 0,0077). LPS/MPS grubunda kemik iliginin normal morfolojisini
kaybettigi, hematopoetik hiicrelerin sayisinin azaldig1 goriildii. Bunlara nekroz ve
hemorajinin eslik ettigi ve bazilarinda trombus varligi belirlendi. LPS/MPS+TQ
grubunda kemik iliginin normal morfolojisini korudugu, hematopoetik hiicre sayisinin
arttig1 gorildi. Histomorfometrik incelemede LPS/MPS grubunda BV/TV yiizdesi,
kontrol ve diger gruplara kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu (sirasiyla P<0,01 ve
P<0,05), LPS/MPS+TQ grubunda ise normal oranlara ulastigi tespit edildi.
Immiinohistokimyasal incelemede LPS/MPS grubunda 8-OHdG

immiinoreaktivitesinin arttigin1 ve TQ’ nun bu hasart dokunun tiim boliimlerinde
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neredeyse tamamen iyilestirdigini tespit edildi. Dokuda MDA diizeylerinin LPS/MPS
grubunda arttig1 ve LPS/MPS+TQ grubunda anlamli olarak geriledigi fakat kontrol
grubu diizeylerine ulasamadigi tespit edildi. Bcl-2 immunoreaktiviteleri LPS/MPS
uygulanan siganlarin dokularinda diisiik oldugu buna karsin TQ tedavisiyle arttirdigi
belirlendi. LPS/MPS grubunun caspase-3 immunoreaktivitelerinin anlamli diizeyde
artigi ve LPS/MPS+TQ grubunda kontrol seviyelerine geriledigi goriildi. VEGF
immunoreaktivitelerinin LPS/MPS grubunda diiserken tedavi grubunda neredeyse
normal diizeylerine ulastigi belirlendi. Serum biyokimyasal incelemesinde MDA
diizeyleri LPS/MPS+TQ grubunda, LPS/MPS grubunun serum diizeylerine kiyasla
anlamli derecede (P<0,01) distigii tespit edildi. Serum GSH diizeyleri FBON
modelinde anlamli derecede diistiigii ve TQ tedavisiyle bu diizeylerin anlamli olarak
arttig gorildii(P<0,01). LPS/MPS grubunun kemik rezorpsiyon belirteci olan serum
CTX seviyesi anlamli derecede yiiksek bulunurken; tedavi gruplarinda kontrol
seviyesine geriledi. TQ uygulamasinin LPS/MPS ile indiikklenen HDL kolesterol
diisiisii ve LDL kolesterol yiikselisini anlamli derecede diizelterek normal seviyelere

yaklastirdigi belirlendi.

Sonug¢: Tiim verilerimiz siganlarda olusturulan FBON modelinde LPS ve
steroid kaynaklt DNA oksidatif ve lipit peroksidatif hasarin bir sonucu olarak ortaya
c¢ikan vaskiiler ve hematopoetik hiicre hasarlarinin TQ uygulanmasiyla basarili bir
sekilde azaltilabilecegi gosterildi. Bu antioksidan ve apoptoz onleyici etki; erken evre

osteonekroz i¢in umut verici bir tedavi olabilir.

Anahtar kelimeler: Timokinon, femur bast osteonekroz, metilprednizolon,

lipopolisakkarit
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ABSTRACT

Aim: Thymoquinone (TQ) is an active ingredient isolated from the Nigella
Sativa (Nigella) plant. In this thesis study, it was aimed to evaluate the antioxidant,
anti-apoptotic, osteoblastic and hypolipidemic effects of TQ therapy on the steroid-
induced osteonecrosis of the femoral head (ONFH) model in rats in terms of
radiological, biochemical, histopathological, histomorphometric and

immunohistochemical aspects.

Materials and Methods: A total of 24 Sprague-Dawley young-adult male rats
were randomly divided into four groups. Saline solution was administered orally to the
control group for four weeks. TQ group was administered TQ (10 mg/ kg / day) orally
for four weeks. Lipopolysaccharide (LPS) (20 pg / kg) and Methylprednisolone (MPS)
(40 mg / kg) injections were applied to establish ONFH model in LPS / MPS and LPS
/ MPS + TQ groups. After the establishment of ONFH in LPS / MPS + TQ group, oral
TQ (10 mg / kg / day) was administered once daily. All rats underwent an intracardiac
blood collection and sacrificed under general anesthesia at the end of fourth week, and
right femurs were surgically removed. Analysis was carried out by ELISA method for
biochemical examination in the serum. Micro-CT imaging was performed on all bone
tissues removed. Then, histopathological, histomorphometric and
immunohistochemical examinations were performed on the paraffin sections of

femoral head.

Results: In micro-CT evaluation, a higher BMD and lower porosity, Tr. Sp and
Tr. Sep data were detected in LPS / MPS + TQ group compared to LPS / MPS group.
In histopathological examination, it was found that osteonecrosis increased
significantly in LPS / MPS group compared to other groups but decreased in LPS /
MPS + TQ group (P = 0.0077). The bone marrow was observed to lose its normal
morphology, and the number of hematopoietic cells decreased in LPS / MPS group.
These were accompanied by necrosis and hemorrhage, and the thrombus was
determined in some of rats. In LPS / MPS + TQ group, it was observed that the bone
marrow preserved its normal morphology and the number of hematopoietic cells
increased. Histomorphometric examination revealed that the percentage of BV / TV

in LPS / MPS group was significantly lower compared to the control and other groups
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(P <0.01 and P <0.05, respectively), while reached normal rates in LPS / MPS + TQ
group. Immunohistochemical examination revealed that 8-OHdG immunoreactivity
increased in LPS / MPS group and TQ almost completely healed this damage in all
parts of tissue. It was determined that MDA levels in tissue increased in LPS / MPS
group and decreased significantly in LPS / MPS + TQ group but could not reach the
control levels. Bcl-2 immunoreactivity was low in the tissues of LPS / MPS treated
rats but increased by TQ treatment. Caspase-3 immunoreactivity of LPS / MPS group
increased significantly while decreased to control levels in LPS / MPS + TQ group. It
was determined that VEGF immunoreactivity decreased in LPS / MPS group but
reached almost to normal levels in the treatment group. In serum biochemical
examination, MDA levels was found to reduce significantly (P <0.01) in LPS / MPS
+ TQ group compared to the serum levels of LPS / MPS group. Serum GSH levels
was observed to reduce significantly in the ONFH model and these levels elevated
significantly with TQ treatment (P <0.01). While the serum CTX level, which is the
bone resorption marker, was found significantly higher in LPS / MPS group but
decreased to the control level in treatment groups. It was determined that TQ
application significantly improved the LPS / MPS-induced HDL cholesterol decrease

and LDL cholesterol elevation by approximating to the normal levels.

Conclusion: All of our data showed that the vascular and hematopoietic cell
damages that occur as a result of steroid-induced DNA oxidative and lipid peroxidative
damages in the ONFH model established in rats can be successfully ameliorated by
TQ administration. This antioxidant and anti-apoptosis effects of TQ may be a

promising treatment option for early stage of osteonecrosis.

Key words: Thymoquinone, osteonecrosis of femoral head,

methylprednisolone, lipopolysaccharide
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1. GIRIS VE AMAC

Ayn1 zamanda avaskiiler nekroz veya aseptik nekroz olarak da tanimlanan
osteonekroz (ON), travmatik veya travmatik olmayan bir kaynaktan kemige kan
akiginin bozulmasini izleyen kemik hiicresi 6liimii olarak tanimlanir. Osteonekroza
neden olan birgcok etiyolojik faktdrii vardir. Glukokortikoidlerin (steroidlerin)
kullanim1 ve asir1 alkol alimi, atravmatik vakalari %80" inden fazlas ile iliskilidir.?
Steroidler, sistemik lupus eritematozus gibi kronik otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde, travmatik omurilik hasar1 ve beyin hasar1 gibi akut tibbi durumlarda ve

organ nakli sonras1 immiin baskilama i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.®

Geng erigkinlerde femur basi osteonekrozu (FBON), femur basinda ¢okmenin sik
goriilmesi ve kalca ekleminin fonksiyon kaybina ve yasam kalitesinin diismesine
neden olmas1 nedeniyle zor bir hastalik olmustur.® Tyatrojenik yonleri olabilen steroid
kaynakli FBON, ergenlerde ve orta yash hastalarda sik goriiliir dolayisiyla tani ve
tedaviyi standartlagtirmak ve son derece giivenilir 6nleme yontemleri gelistirmek
gerekir.® Hastalikta erken tani, esasen geng ve orta yasli niifusu etkiledigi i¢in kritiktir
ve hastaligin femur basmin ¢okmesine dogru ilerlemesi, eger tedavi edilmezse
hastalarin % 80' inde gériiliir.” Kemik hiicrelerindeki nekroz siirecini engellemek
miimkiin olmadigindan hastaligin tedavisi olduk¢a zor ve sorunludur. Hastaligin dogal
gidisinde herhangi bir midahalede bulunmazsa olgularin biyiik ¢ogunlugunda

progresyon, bunun sonucunda femur basinin ¢okmesi ve eklem artrozu goriiliir.

Steroide bagli osteonekrozun kemikteki iskemi nedeniyle gelistiginin ileri
stiriilmesine karsin, kortikosteroid kullaniminin osteonekrozun gelisimindeki ayrmntilt
mekanizmas1 belirsizdir. Baz1 ¢alismalar, steroid kaynaklt ON'un olast etiyolojik
nedenleri gibi hem hiperkoagiilasyon hem de hipofibrinolize yatkin olan trombotik ve
fibrinolitik bozukluklart &nermistir®. Ekstravaskiiler lipid birikimi ve daha sonra
artmis intraosse6z basing da steroid kaynaklit ON'un gelismesinde énemli bir neden
olarak kabul edildi®. Hiperkoagiilasyonu artirabilen vaskiiler endotelyal disfonksiyon,
steroid kaynakli ON'un patofizyolojisinde de yer almistir. Son zamanlardaki
calismalarda, in vivo oksidatif stresin de steroide bagli osteonekrozun patogenezinde

onemli rol oynadigi bildirilmektedir.°



Timokinon, Nigella Sativa (Corek otu) bitkisinden izole edilmis aktif bir
bilesendir.!! Dogal olarak tiiretilmis bir madde olarak timokinon (Thymoquinone, TQ)
son zamanlarda 6zel bir ilgi gérmiistiir ve terapotik 6zellikleri i¢in kapsamli bir sekilde
calistimistir.*? Timokinon (TQ)’un, antioksidan ve antienflamatuar 6zelliklerin'® yan
sira osteoklast sayisin azalttigi'* ve osteoblastik aktiviteyi arttirdigi®#, lipit diisiiriicii®

etkileri de dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip oldugu gosterilmistir.

Glincel tedavi arastirmalarinda birincil amag¢ hastanin herhangi bir nedenle
steroid yapida ila¢ kullanimindan sonra osteonekroz gelisimini engellemektir. Bu
amag i¢in antikoagiilan ajanlar, antilipidemik ajanlar ve antioksidan ajanlarla farkli

tedaviler de onerilmistir.1617

Bu tez galismasinda; geng eriskin erkek cins si¢anlarda steroid ile indiiklenmis
femur basi osteonekroz modelinde, timokinon (TQ) tedavisinin antioksidan,
antiosteoklastik, osteoblastik ve hipolipidemik etkilerinden faydalanarak etkinliginin
degerlendirilmesi, TQ tedavisinden fayda gorip gormedigini tespit etmek

amaclamistir.

Hastaligin erken yasta baslamasi ve hastalarin geng yaslarda kalga artroplasti
ameliyatina ve bunun getirdigi sonuglara neden olacaktir. Uygun zamanda timokinon
(TQ) tedavisi gibi invaziv olmayan bir tedavi yontemi hayat kalitesini arttirmak igin

faydal1 olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KALCA EKLEMI EMBRIYOLOJIiSI

Normal kalca gelisimi, asetabulum, femur basi, kalganin eklem i¢i yapilar1 ve
kalca eklemine kan temini olusturmak iizere uyum icinde hareket eden, Ozenle
diizenlenmis bir dogum oncesi olaylar dizisinin sonucudur. Dogumdan sonra kalga
eklemi olgunlagsmamis olarak kalir ve femur basi ile asetabulum arasindaki yakin
iliski, uygun postnatal gelisim i¢in ¢ok Onemlidir. Bu bolim normal kalga
embriyolojisini ve postnatal patolojinin bazilarini olgun erigkin kalganin nihai seklini

ve hareketini etkileyebilecek sekilde agiklayacaktir.

Intrauterin yasam ii¢ evreye ayrilir; blastosist, embriyonik ve fetal. Blastosist
fazi, fertilizasyondan sonraki ilk iki hafta iginde ovumun endometriuma implante
oldugu donemdir. Blastosistin ardindan, embriyonik faz gelir; primer doku
farklilasmas: siiresi 2-8. haftalar arasindadir. Bu embriyonik faz sirasinda, tiim kas-
iskelet sistemi agagidaki sekillerde gelisir; hem iist hem de alt ekstremite tomurcuklari
(Sekil 2.1), kemikli uzuvlarin kikirdak anlaji ile birlikte ortaya ¢ikar; eklemler, boyuna
bliylime plakalar1 ve kemiklere damar destegi olusur; ve sonugta, karmasik eklemli
insan hareketlilik sistemi tamamen farklilastirilmis ve olusturulmustur. Gelisim
kraniokaudal yonde olur. Bu evrede etkili olan vaskiiler problemler, siirlandirici
patoloji ve teratojenler, saglikli fonksiyonel simetrik alt ekstremite gelisimini

engelleme olasiligina sahiptir.



Sekil 2.1 Insan embriyolarinda uzuv tomurcuklarinin gelisimi.

A. 5 hafta, B. 6 hafta, C. 8 hafta, Arka bacak tomurcuklari, 6n ayaklarinkinden daha az gelismistir.18

Sekizinci haftadan doguma kadar fetal faz, vaskiiler destegin iyilestirilmesi,
uzun kemiklerin diyafizinin ossifikasyonundan ve eklem i¢i yapilarin olusumundan

olusur.'®

Kalgca eklemi, ilkel bacak tomurcugunun mezensiminde bir yarik
goriindiigiinde, yaklasik olarak yedinci gebelik haftasinda gelismeye baglar. Bu dogum
oncesi hiicreler, onbirinci gebelik haftasiyla tam olarak olusturulmus bir kikirdakli

femoral bas ve asetabuluma ayrilir.*®

Yenidogan asetabulumu, labrum adi verilen ince bir fibrokartilaj kenari ile
tamamen kikirdaktan olusur. Asetabulumun hyalin kikirdagi, pelvisin ii¢ kemik
bilesenini (yani ilium, isCium ve pubis) bdlen ve birbirine baglayan triradiat
kikirdaklar ile siireklidir.!® Asetabulum femura paralel olarak gelisir. iliumda 9.
haftada, iskiumda 4. ayda ve pubisde 5. ay iginde kemiklesme merkezleri olusmaya

baglar.

Yenidoganda iist femurun tamami femur basi ve biiyiik ve kiigiik trokanterler
seklinde bir kikirdak yapidadir. Femurun proksimal segmentinin gelisimi, kikirdakli
iist femur ve femur saftinin birlesme yerindeki bir apofizyel ve epifizyel biliylimenin

bir kombinasyonu ile meydana gelir. Normal femurda femur basi ortasinda dogum



sonrast yasamin dordiincii ve yedinci aylar arasinda bir kemiklesme merkezi belirir.
Bu merkez ge¢ ergenlik doneminde fiziksel olarak kapanana kadar biiyiir; bu zaman
boyunca, yetiskin femur basi haline gelir ve ince bir eklem kikirdak tabakasi ile

kaplanir.®®

Kalga eklemi kapsiilii, ligamentum teres, labrum, tranvers asetabular ligaman
ve kas dokularmin olusumu fetal donemde onaltinci haftada tamamlanir. Kalganin
fetal postiirii; fleksiyon, addiiksiyon ve dis rotasyondur. Bu pozisyon kalga ekleminin

en stabil oldugu durumdur.

2.2.  KALCA EKLEMIi ANATOMISI

Kemik, ligamentoz, kas ve ndrovaskiiler yapilar arasindaki anatomik iliskilerin
bilinmesi kalga eklemi patolojisinin cerrahi ve cerrahi dis1 tedavileri i¢in biiylik 6neme
sahiptir. Bu boliim kalca ekleminin kemiksel, kapsiiler, ligament6z, kas dokular1 ve
norovaskiiler yapilarin anatomilerini, klinik olarak en fazla ilgisi olan yapilara 6zel
dikkat gostererek gozden gecirilecektir. Kalca eklemi; femur basi ve asetabulum
birlesimi ile olusan top ve soket tipi bir sinovyal eklemdir. Bu nedenle, omuz eklemine
benzer tiglii hareket hareketi i¢in potansiyele sahiptir, ancak kalga temel olarak kapali
kinematik zincir hareketlerinde, 6rnegin yiiriime yiiriiylisiinde islev gordiigiinden
dolay1, bu eklemekte mevcut hareketliligi hafifletmektedir. Kalca ekleminin kapsiilii,
eklemin stabilitesini saglar ve igsel kapsiiler baglarin varligi ile gii¢lendirilir. Labrum
ve ligamentum teres gibi eklem ici yapilar da islevini etkileyen kalca eklemi
anatomisinin elemanlaridir. Kalga ekleminin kas yapisi, kalganin hem hareketliligine
hem de stabilitesine katkida bulunur ve bolgesel olarak gluteal kaslara ve anterior,
medial ve posterior uyluk kaslarina boliinebilir. Kalga eklemine innervasyon, eklemi
gecen sinirler tarafindan saglanir. Klasik olarak obturator sinir, kalgaya inervasyonun
birincil kaynagi olarak kabul edilir; ancak, femoral ve siyatik sinirlerin dallar1 da
duyusal innervasyonuna katkida bulunur. Kal¢a eklemi i¢in primer kan dolasimi
kaynagi, femoral ve gluteal damarlardan ek katkilar saglayan medial femoral
sirkumfleks arterdir. Asetabulumun kendisi ti¢ legen kemigi, ilium, ischium ve pubis

birlesimi ile olusur. Kalca ekleminin merkezi, inguinal ligamanin ii¢te birine distalinde



yaklagik 1-2 cm uzanir. Kemikli bir soket olarak tanimlanmakla birlikte, asetabulum,
alt kisminda bir bosluk bulunan, eksik bir kiiredir (Sekil 2.2). Bu bosluk,
eklemlenmenin biitiinliigiinii korumaya yardimci olan transverse asetabular ligament
ile kaplidir. Asetabular labrum, eklem kapsiilii, kapsiil ligamentleri ve kalca eklem kas
sistemi, bu eklemin biitliinliigiiniin korunmasinda rol oynamaktadir. Kal¢a eklemi
aralig1 hareketindeki bireysel degiskenlik, bu anatomik bilesenlerin herhangi birindeki
bireysel farkliliklarin bir sonucu olabilir. Kalga ekleminin bilye ve soket mimarisi
sagital, koronal ve horizontal / transverse diizlemlerde triplanar harekete izin verir.
Asetabulum ile femur basi arasinda meydana gelen eklem artrokinematik hareketleri,
asetabulumda femur basinin dénmesini ve kaymasini igerir. Sonugta ortaya ¢ikan
osteokinematik hareketler sagital diizlemde fleksiyon ve ekstansiyon, koronal
diizlemde abduksiyon ve adduksiyon ve horizontal / transverse diizlemde medial (i¢)
veya lateral (dis) rotasyondur. Fleksiyon ve ekstansiyon sirasinda, sirasiyla femur
basinin hafif bir posterior veya anterior kaymasi ile birlikte asetabulum tizerinde femur
bas1 doniisii vardir. Abduksiyon sirasinda femur basi asetabulumda asag1 dogru kayar.
Son olarak, asetabulum iizerindeki femur basinin 6n veya arka kaymas, sirasiyla dis
veya i¢ rotasyon sirasinda eklem yiizeylerinde meydana gelir. Ortalama aktif hareket
aralig1 90 derecelik diz fleksiyonu ile, oturma pozisyonunda 6lgiildiiglinde; sagital
diizlemde yaklasik 120 derece fleksiyon ve 20 derece ekstansiyon, on diizlemde 40
derece abdiiksiyon ve yatayda 30 derecelik i¢ ve dis rotasyon araligidir.?® Yas
degiskeni olarak incelendiginde, en gen¢ ve en yash bireyler arasindaki hareket
araligindaki degisiklikler kiigliktiir ve yash bireylerde, genclere kiyasla hareket
araliginda % 20'lik bir diisiis gézlemlenen kalga ektansiyonu harig, klinik 6nemi ¢ok
azdir.?® Kalganin en yiiksek stabilitesini saglayan kapali paketlenmis pozisyonu,
ekstansiyonda iken bir miktar i¢ rotasyon ve abduksiyon pozisyonudur. Bu

pozisyonda, eklem ylizeyleri maksimum derecede, tamamen olmasa da uyumludur.
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Sekil 2.2 Kalga eklem anatomisi

(1) Ilium, (2) eklem kapsiilii, (3) perilabral recess, (4) asetabuler labrum, (5) femur basi, (6) eklem
kikirdagi, (7) asetabulum, (8) fovea, (9) ligamentum teres, (10) transvers asetabular ligaman
(http://www.springerimages.com/Images/MedicineAndPublicHealth/1-10.1007_s13244-010-0023-x-1)

2.2.1 Kemiksel, Dizilimsel, Kapsiiler ve Ligamentéz Anatomi

Proksimal femur ve asetabulumun morfolojisinde 6nemli degiskenlik vardir.
Femoral ve asetabular dizilimin spesifik yonleri, onemli klinik uygunluga ve eklem
biyomekanigine etki eder. Hem e8im acis1 hem de femoral torsiyon miktari, kalga
ekleminin islevini etkileyen femoral anatomi 6zellikleridir. inklinasyon agis1 veya
collodiafizer ag¢i, femur milinin eksenine gore femur basinin ve boynunun ekseni
tarafindan olusturulur. Normal a¢1 yaklasik 125 derecedir. Collodiafizer ag1; femoral
offsetin boyutunu belirler, yani femur basmin dénme merkezinden femurun uzun
eksenini ikiye bolen bir ¢izgiye olan mesafeyi belirler. Femurun collodiafizer agis1 ve

sonugta ortaya ¢ikan femoral offset kalga abduktorlerinin mekanik avantajini etkiler.



Azalan collodiafizer agilar (coxa vara), abdiiktorlerin moment kolunu arttirir ve
asetabulumdaki femur basi 6rtiinmesinin artmasi nedeniyle eklem stabilitesini arttirir.
Daha kisa, daha valgus femoral boyun, offseti azaltir ve daha biiyiik abdiiktér
kuvvetleri ve kalga ekleminde potansiyel olarak artan temas kuvvetleri gerektiren
kalga abdiiktorlerinin moment kolunu azaltir. Femoral versiyon (torsiyon), femur
boynunun ekseni ile dizin transkondiler ekseni arasindaki agisal fark olarak tanimlanir
ve yetigkinlikte normalde yaklasik 15 derecedir. Anteversiyon, femoral torsiyon
acisinda bir artistir. Femoral torsiyon ag¢isinda azalma retroversiyon olarak bilinir.
Asir1 anteversiyon ve retroversiyon eklem eklem uyusmazliginit korumak igin kalga
ekleminde telafi edici rotasyon (sirasiyla medial ve lateral) gerektirir. Asiri
anteversiyon, gluteus mediusun momentini de degistirebilir ve bdylece verimini
diistirebilir. Spesifik olarak, artmis femoral anteversiyon, trokanter majorii posteriora
dogru yer degistirir ve bdylece gluteus mediusun kolunu ve ardindan giiciinii azaltir.?
Kalca temas kuvvetlerinin artmis femoral anteversiyon ile arttig1 gosterilmistir.??
Femur basinin merkezini ve asetabulumun yan kenarini baglayan ¢izginin olusturdugu
ac1, merkezi kenar agis1 olarak bilinen vertikal bir ag1 olusturur, 25 dereceden daha
biiyiik agilar normal kabul edilir. Bilgisayarli tomografi kullanilarak proksimal
femoral ve asetabiiler dizilimin incelenmesi, bu 6l¢timler arasinda iliski oldugunu
gdstermistir.?® Ortalama femur boynu versiyonunun asetabular versiyon ile pozitif
korelasyon gosterdigi bulundu.? Femoral versiyon ile asetabular egim arasinda negatif
bir korelasyon bulundu.? Femur collodiafizer agis1, asetabular versiyon ile pozitif, yas
ile negatif korelasyon gosterdi.?® Hem asetabuler versiyon hem de merkezi kenar acisi,

kadin cinsiyetiyle pozitif olarak korele bulundu.?

Kalga ekleminin kapsiilii, asetabulum ve proksimal femuru birlestiren yogun
liflerin, asetabular periosteuma siki proksimal ekleri ve distal ekleri femur oniindeki
intertrokanterik cizgiye baglayan silindirik bir diizenlemeden olusur.?* Asetabulumun
yetersiz kaldigi durumlarda kapsiil transverse asetabular ligamana baglanir.?
Kapsiiliin kalinliginin degistigi gézlemlenmistir, ancak kapstiler baglar ile kalic1 bir
sekilde takviye edilmistir. Anteriorda kapsiiler ligamanlarin en gii¢lii olani, iliofemoral
ligament, kapsiilii intertrokanterik ¢izgi ile asetabular rim ve antetroinferior iliak spine

ilial kismi arasinda uzanan uzunlamasina yonlendirilmis liflerle gliclendirir. Bu

ligamanin rektus femoris kasinin tendindz orijjini ile gili¢lendirildigi ileri



siiriilmektedir.?* Iliofemoral ligament, seyri boyunca daha ince ve merkezi bir bolgeye
sahip, daha ileri ve daha asagi olarak iki ayr1 kalinlasmis seride sahiptir. Lifleri
uzamada maksimum gergin ve kalga fleksiyonunda gevsek goriiniir.>* Kalga ekleminin
oniindeki bu ligamanin konumu nedeniyle, dik durusun korunmasinda, viicudun
durma sirasindaki femur tizerindeki kuvvetinin dengelenmesi i¢in 6zel bir rolii oldugu
Oone slirilmigstiir. Pubofemoral ligaman obturator kretindeki proksimal
baglanmasindan ve iist pubik ramustan intertrokanterik fossaya uzanir. Ischiofemoral
ligament, asetabular rim ve labruma ve trokanter majoriin i¢ yiizeyine baglanir.
Posterior olarak, ischiofemoral ligament eklem kapsiiliinii giiglendirir ve her ikisi de
asetabular rim ve labrum ile trokanter majoriin i¢ yiizeyi arasinda egik bir yonde
uzanan iki bant (iist ve alt) seklinde boliinebilir. Bu bagin, kalca eklemindeki bu
hareketle liflerinin uzunlugu ve gerginligi nedeniyle i¢ rotasyonu kisitladigi one
siiriilmiistiir.* Zona orbicularis, kalga ekleminde halka seklindeki bir bag olusturan
cevresel bir fiber bantidir. Labrum ve kapsiil, iliskili ligamentleri ve zona orbicularis
ile distraksiyon sirasinda kalga eklemine stabilite saglar. Eklem kapsiiliiniin
stabilizator olarak rolii, total kalga artroplastisinde 6zellikle onemli bir husustur, ¢linkii
arastirmalarda, kapstiliin eksikligi, artroplasti ameliyatindan sonra primer olmasa da
dislokasyonun bir nedeni olabilir.?® Ligamentum teres, bir zamanlar kalca ekleminin
stabilizasyonunda veya biyomekanikinde hi¢bir rolii olmayan artakalan bir yap1 olarak
kabul edildi; ancak, bu bagin embriyonik bir kalintidan daha fazlas1 oldugu ve kalca
eklemi mekanigine ve patolojisine katkida bulunabilecegi gdsterilmistir.®2” Insertio
sahasi, femur basindaki eklem kikirdagindan yoksun olan yuvarlak bir alan olan femur
fovea kapitisine yerlesmistir. Histolojik olarak, ligamentum teres, iy1 dlizenlenmis tip
I, IIl ve IV kollajen lif demetlerinden olusur.?” Kendi sinovyal zari tarafindan
sartlmistir.?®27 Obturator arterin arka béliimiiniin anterior bir dali ligamentum teres
boyunca ilerler, vaskiilarize eder ve bu damarin variabl dallar1 femur basi i¢ine uzanir.
Baz1 kisilerde bu dallar femur basi i¢in bazi vaskiiler destege katkida

bulunabilirler.2627

Ayrica kotiloid ligament olarak da adlandirilan asetabular labrum hem kemik
asetabulum c¢evresi boyunca hem de eklem yiizeyine, asetabulumu kaplayan eklem
kikirdaklarina baglantilar yoluyla baglanan bir fibrokartilajen yapidir (Sekil 2.3).

Ayrica labrumun anterior ve posterior transvers asetabular ligamanlara yapisikliklar



vardir ve bu yapilar birlikte kalga ekleminin soketini tamamlar. Labrum esasen tip |
kollajenden olusur. Labrumun anterior liflerinin, asetabulumun kemikli kenarina
paralel olarak baglandiklari, onlar1 kesme kuvvetlerine duyarl hale getirirken, arka
liflerin kemikli kenara dik olarak baglandiklari, kesme gerilmelerine karst koyma
kabiliyetlerini arttirdiklar1 bildirilmektedir.?® Labrum eklem kapsiiliinden kapsiiler
recess ile ayrilir. Labrum yiizline bakildiginda at nali seklinde goriiniir; bununla

birlikte, enine kesitte, labrum seklinde tiggen seklinde goriiniir.

Sekil 2.3 Sag asetabulumun posterolateral goriiniimii

(1) Transverse asetabular ligaman (2) Asetabular notch. (3) Asetabular labrum. (4) Asetabular fossa.
(5) Anterior lunate kikirdak. (6) Ligamentum teres (rezeke edilmis). (7) Rektus femoris kasinin

yanstyan bast (http://www.springerimages.com/Images/Medicine AndPublicHealth/1-10.1007_978-1-4419-
7925-4_7-7)
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2.2.2 Kal¢a Ekleminin Muskuler Anatomisi
Kalga eklemine etkiyen kaslar, gluteal bolgedeki kaslart ve uylugun 6n, medial
ve arka kompartmanlarinin kaslarini igerir. Bu boliim, en biiyiik klinik 6neme sahip
olanlara 6zellikle dikkat ederek bu bolgesel kas gruplarimin baglanma yerlerini ve

etkilerini gézden gecirecektir.

2.2.2.1 Gluteal bolge kaslar:

Gluteal bolgede kaslar klasik olarak yiizeysel ve derin gruplara ayrilir.
Yiizeysel grup gluteus maksimus, gluteus medius, gluteus minimus ve tensor fasya
lata icerir. Bu grupta, gluteus maksimus en yiizeysel kastir ve gluteus medius fasyasi,
ilium, posterior superior iliyak spine’in alt sinir1 arasindaki torakolomber fasyadan
kaynaklanir. Bu kasin ¢ogunlugu i¢in insersiyo bolgesi, femurun trokanter majordeki
aponeurotic kokenli iliotibial bant lizerindedir; bununla birlikte, kas fasikiillerinin alt
ticte biri femurun gluteal tiiberositine eklenir. Bu kas, birinci ve ikinci sakral spinal
sinirlerin yani sira inferior gluteal sinirden innervasyon alir. Son donemdeki literatiir
gluteus maksimus kasinin klasik olarak bilinen kalga eklemi ekstansiyonuna ek olarak
sakroiliak eklem stabilizasyonu ve govde-alt ekstremite arasinda yiik transferinde
yardime1 oldugunu gostermistir.?® Gluteus medius kasi anterior ve posterior gluteal
cizgiler arasindaki iliumdan orijin alir. Gluteal minimus kasi klasik olarak anterior ve
inferior gluteal ¢izgiler arasindaki iliumun dis yiizeyinden kaynaklandigi
tanimlanmistir. Anterior gluteal hat boyunca, gluteus minimus'un biiyiik siyatik
centife uzandif1 ve posterior superior asetabulumu kaplamak i¢in proksimal bir
atasmana sahip oldugu bildirilmistir.>® Gluteus medius ve minimusun femurun
trokanter majorii lizerine yerlestirildigi kabul edilir, medius en sik trokanterin yan

tarafina ve minimusun 6n yiizeyine girdigi bildirilir.%

Yiizeysel gluteal grubun son
kasi, tensor fasya lata, genellikle iliak krestinin anterolateral boliimiinden ve SIAS'in
lateral yiiziinden orijin alir. Bu kas distalde fasya lataya baglanir, bu distal
baglanmanin nasil gerceklestigine iliskin farkli agiklamalar vardir. Ozellikle tensor
kasimin tendonu hemen kas karninin altindaki iliotibial bantina girer veya bu liflerin
kendileri asagiya dogru devam ederek, Gerdy’nin tiiberkiiliine, tibia ve patellar
retinakulumun yan tarafina eklenirler.®® Gluteus medius ve minimus ve tensor fasya
lataya inervasyon, superior gluteal sinir yoluyla yapilir. Gluteus medius ve minimus

ve tensor fasya lata uylugun abduktorleri olarak birincil bir isleve sahiptir, ayrica klinik
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iliskilerin birgogu, yiirlime sirasinda kapali zincirdeki islevleridir. Bunlar pelvisi
stabilize eder ve kontralateral ekstremite uzuv ilerlemesi igin sallanirken pelvik durus
fazinda diismesini Onlerler. Kalga fleksiyonu pozisyonunda, gluteus medius ve
minimus da uylugun i¢ rotatorleri olarak islev goriir. Klasik olarak diger gluteal kaslara
gore daha az vurgulanirken, kadavra diseksiyonunun sonuglari, eklem kapsiiliine
yapigmasi goz Oniine alindiginda, gluteus minimusun potansiyel olarak 6nemli bir
islevi oldugunu gostermektedir. Gluteus minimusun kapsiilii sikilastirarak ve femur
bas1 lizerine baski uygulayarak femur basini asetabulumdaki stabilize etmek
olabilecegi one siiriilmektedir.3! Derin gluteal kas grubu, alt1 kisa dis rotatdrden olusur:
piriformis, iist ve alt gemellus kaslari, obturator externus ve internus kaslari ve
quadratus femoris kasi (Sekil 2.4). Piriformis kas1 6nemli bir cerrahi landmarktir.
Orijini, ikinciden dordiinciiye dogru sakral omurlarin 6n yiizeyinden baglar. Piriformis
kasinin anatomisinde en sik goriilen varyant, siyatik sinir tarafindan kas karninin
superior ve inferior kistmlara bliinmesidir.®? Piriformisin distal baglanma bélgesinin
en sik trokanterik fossadan daha superior veya hem anterior hem de superiorda oldugu
gdzlenmistir.®® Piriformis kasinin potansiyel olarak sadece kalganin dis rotasyonunda
degil, kalga eklemi fleksiyon yaparken femur basinin posterior translasyonunu da

kisitlamada rol oynadig1 6ne siiriilmektedir.>

2.2.2.2 Uylugun 6n kompartman kaslari:

Proksimalde, uylugun 6n kompartmani sartorius, kuadriseps kasmin rektus
femoris kismu, iliopsoas ve pektinus kaslarindan olusur (pektinus bazen medial uyluk
kasinin kaslar1 olarak siniflandirilir) (Sekil 2.4). Birlikte bu kaslar kalca eklemindeki
uylugun farkli derecelerde fleksiyonuna katkida bulunur ve genel olarak femoral
sinirinden dallar yoluyla primer olarak innervasyon alirlar. Istisna olarak iliopsoas
kasinin psoas major kismi lumbar pleksusun ilk iki dalindan, pektineus kas1 aksesuar

obturatOr sinir tarafindan innerve edilir.
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Sekil 2.4 Iliopsoas kaslari ile kalganin 6n kapsiilii arasindaki yakin iliskiyi gdsteren

femur boynu seviyesindeki kadaverik sag kal¢anin enine kesiti

(1) Femur bast. (2) Femur boynu. (3) Biiyiik trokanter. (4) Iliopsoas kasi. (5) Kalganin 6n kapsiilii. (6)
Rektal femoris kasi. (7) Sartorius kasi. (8) Tensor fasya lata kasi. (9) Gluteus maksimus kasi. (10)

Gluteus medius kasi. (http://www.springerimages.com/Images/ MedicineAndPublicHealth/1-10.1007_978-1-4419-
7925- 4_7-20)

Kalca fleksiyonuna katkida bulunan kaslardan iliopsoas kal¢a eklemindeki
uylugun en gii¢ fleksoriidiir. Psoas major ve iliacus, karin ve pelvis icinde iki kas
olarak ortaya ¢ikar. Psoas major, 12. Torakal spindz preses- 5. lomber vertebra
arasidan kaynaklanmaktadir. Tliakus kas1, on iliak krestinden ve iliak fossa'nin iist iigte
ikisinden kaynaklanir. Psoas ve iliacus kaslar1 inguinal ligament diizeyinde ortak bir
tendon olusturmak i¢in birleserek bu yapiya geger. Sartorius kasi, spina iliaca anterior
superiordan baslar ve pes anserinusta medial tibia'nin proksimal yoniine sonlanmak
icin uyluk boyunca asagi dogru egimli olarak uzanir. Kuadriseps kasinin rektus

femoris kismi, anterior inferior iliak spine’dan kaynaklanan diiz bir tendon ve
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asetabulum iist kenarinin iizerindeki oluktan kaynaklanan yansitilmig bir tendon ile
ikili bir kokene sahiptir. Bu kas, patella iist poliinde kuadrisepslerin geri kalan ii¢
kasiyla ve daha sonra da paylasilan patellar tendon (ligament) yoluyla tibial tuberosite
indirekt olarak ortak bir tendinéz insersiyo gosterir. Pektinus, pubisin pektineal
cizgisinden kaynaklanir ve kiiciik trokanterden linea asperaya uzanan femurun
pektineal ¢izgisine distal olarak insersiyo yapar. Pektinus iliopsoas kaslarina sadece
medial olarak uzanir ve iki kas femoral iiggen i¢indeki femoral damarlar1 sinirlar.
Iliopsoas ile birlikte, pektinus kalca ekleminde birincil hareket olarak uylugun

fleksiyonuna katilir.

2.2.2.2 Uylugun medial kompartman kaslari:

Topluca, uylugun medial kompartman kaslari, kalga ekleminin addiktorleri
olarak, kalgcadaki uylugun fleksorleri ve i¢ rotatorleri olarak aksesuar hareketleriyle
tammlanir. Bu kas grubu fonksiyonel olarak, adduktor brevis, adduktor longus,
adduktor magnus ve grasilis kaslarindan olusur. Bu kaslar, innervasyonlarini,
obturator sinirin 6n veya arka bdliimleri araciliiyla alir. Adductor grubunun orijini,
pubik kemiktedir. Medial kompartman kaslar1 femur saft1 izerinde distal baglantilara
sahiptir. Medial tibiadaki pes anserinusa insersiyo yapan gracilis ve femurun adduktor
tiiberkiiliine ek bir distal baglanma olan adduktor magnus istisnalar1 vardir. Adduktor
magnusun iskiyal tiiberosit kaynakli kismi, siyatik sinirin tibial dali yoluyla
innervasyonunu aldigr ve uylugun bir miktar ekstansiyonuna hamstring grubu ile

katildig1 i¢in bu kasin “hamstring kism1” olarak kabul edilir.

2.2.2.2 Uylugun posterior kompartman kaslari:

Posterior uylugun hamstring kaslari, semimembranosus, semitendinosus ve
biceps femoristir. Siyatik sinirin tibial dali ve birinci ve ikinci sakral spinal sinirler
tarafindan inerve edilir Hamstringler iskial tuberosite ortak bir proksimal baglanti
bolgesini paylasir. Bu kaslar kalgadaki uylugun ekstansiyonuna yardim eder, ancak

cok eklemli kaslar olduklar1 i¢in kalgadaki hareketleri diz pozisyonundan etkilenir.

2.2.3 Kal¢a ekleminin Kan Dolasim ve Sinirsel innervasyonu
Kalca eklemine yapilan inervasyonlarin bu eklemi gegen ve kalca eklemi kas
sistemini besleyen sinitler tarafindan saglandig1 kabul edilir. Ozellikle obturator sinir,

kalca eklemine innervasyon saglayan sinir olarak en tutarli sekilde tanimlanir ve kalga
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eklemi agrismin kontrolii i¢in sinir bloklarmnin hedefidir.®* Kalca ekleminin 6n ve 6n-
yan bolgesi femoral sinirden ek bir innervasyon alir.® Eklem Kkapsiiliiniin arka
elemanlar1, superior gluteal sinirden innervasyon alir ve siyatik sinirden dogrudan
dallar alir.® Nosiseptif ve propriyoseptif lifler, asetabular labrumda tanimlandi,
labrumun asetabulum iizerindeki baglanma bolgesi yakininda yiiksek konsantrasyonda
nosiseptif ve propriyoseptif lifler bulunmustur.®® Ligamentum teres ayrica, bu yap1
icerisinde bulunan en yiiksek konsantrasyondaki nosiseptif ve propriyoseptif

innervasyonlari alir.%®

Kadavra diseksiyonu ¢aligmalarinin sonuglarina dayanarak, genel olarak kalga
eklemine kan tedarikinin birincil kaynagimin medial femoral sirkumfleks arter

(MFSA) oldugu kabul edilir. (Sekil 2.5)

"/ Lateral Epiphyseal
- Arteries

Posterior-Superior
Retinacular Arteries
/
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Circumfiex A <

Femoral A —«

Medial Circumflex A

Sekil 2.5 Femur basi ve boynunun damarsal beslenmesi
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Tipik olarak 6n uylugun femur liggeninde derin femoral arterin bir dali olarak
ortaya ¢ikar. (Sekil 2.6) MFSA'nin ana govdesinin trokanter mindre dogru
ilerlemesiyle, inen bir dal ve derin bir dal olarak boliindiigii, derin dal; ana gévdenin
ve femoral bas1 besleyen ana damarin devami olarak tanimlandig1 goriilmiistiir.®” inen
dallanma, 6zellikle arka uyluktaki kaslar1 beslemek i¢in ilerler. Derin dalin, obtiirator
externusun arka tarafinda ve kuadratus femorisin anteriorunda seyrettigi ve ardindan
kalga kapsiiline girmeden Once iki gemellus kasmin ve obturator internusun
tendonlarmi gectigi gdzlenmistir.’® MFSA'nin derin dalinin kalga kas yapisi ve femur
boynu ile iliskisi, 6zellikle kalga kirigi ile birlikte arkaya ¢ikiklarda énemlidir, bu
damarin femoral basin avaskiiler nekrozu ile sonug¢lanmasina neden olabilir. Femoral
arterin derin dal ile ek bir vaskiiler destek kaynag: olabilecek inferior gluteal arter
arasinda bir anastomoz oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu damarin seyri, piriformis tendonun
inferior sinir1 boyunca olmasi nedeniyle, inferior gluteal arterin piriformis dali olarak
tanimlanmustir.® Asetabular labrum, obturator arterin yani sira, superior ve inferior
gluteal arterlerin dallar ile vaskiilarize olur.>* Labruma kan temini kapsiiler tarafindaki
kiiglik damarlardan kaynaklanir ve bu damarlar labrumun kendi cismine derinlemesine

niifuz etmez. Bu labrumun ¢ogunu avaskiiler olarak birakir ve labral yaralanmalarda

‘ ‘i

ile iyilesmede sinirliliga neden olur.

‘.é
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Sekil 2.6 Manyetik Rezonans Anjiyografi

Medial sirkiimfleks femoral arter ve derin dali isaretlenerek gosterilmistir.
(http://www.springerimages.com/ Images/MedicineAndPublicHealth/1-10.1007_978-1-84800- 088-9_9-3)
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Kalga ekleminin diizgiin c¢alismasi, hareket i¢in gereklidir. Bu boliimde
belirtildigi gibi kalga ekleminin anatomik bilesenleri, iligkili kapsiiler, ligament6z ve
kas yapilar1 yoluyla stabilite ve mobiliteyi dengeleyerek islevine katkida bulunur.
Yeterli kan temini ve innervasyon da bu eklemin diizgiin ¢alismasini saglar. Kalga
eklemi patolojisinin tedavisinde bu yapilar ve aralarindaki anatomik iliskiler hakkinda

bilgi sahibi olmak esastir.

2.3.  FEMUR BASI OSTEONEKROZU (AVASKULER NEKROZ)

2.3.1 Femur Bags1 Ostenekrozu Genel Bilgiler

Ayni zamanda avaskiiler nekroz veya aseptik nekroz olarak da tanimlanan
osteonekroz, travmatik veya travmatik olmayan bir kaynaktan kemige kan akisinin
bozulmasini izleyen kemik hiicresi 6liimii olarak tanimlanir.! Osteonekroz siklikla
kalca ekleminde (femur basi) olur, fakat ayn1 zamanda diger anatomik bolgelerde de
(6rnegin omuz, diz ve ayak bilegi) ortaya ¢ikar.3® Femur basi osteonekrozu (FBON)
siklikla geng hastalarda goriilen ilerleyici bir hastaliktir. Cogunlukla aktif ve iiretken
cagdaki bireylerde ortaya ¢ikan bu hastalik kisinin yasamini olumsuz etkilemenin
yaninda, topluma da agir bir yiik getirmektedir. Femur basinda osteositlerin 6limii ile
baslayan ve ilerleyici nekroz sonrasi subkondral kirik sonrasi femur basinda ¢okme
(Sekil 2.7) ve kalga ekleminde dejeneratif artrite dogru ilerleyen bir siirectir. FBON,
kalca ekleminin ilerici bir sekilde tahrip olmasina yol agar, erken osteoartrit ve total
kalga artroplastisi (TKA) gereksinimine yol acar. Kanada, isve¢ ve Avustralya
kayitlari, bu taninin tiim primer TKA yaklasik %2,8 ile %6 'sim1 olusturdugunu
gostermistir. Su anda, ge¢ asama FBON; Kuzey Amerika'da her yil gergeklestirilen
tiim TKA prosediirlerinin %10' unu olusturuyor.*® Her ne kadar TKA osteoartrit igin
giivenilir bir cerrahi tedavi olsa da, geng hastalarda kullanimi implant yetersizligi ve
daha riskli revizyon cerrahisine ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle zayif uzun dénem

sonuglari ile iliskilidir.*!
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Sekil 2.7 Femur bas1 kesitinde osteonekroz ve subkondral ¢cokme

FBON erkeklerde kadinlara gére daha sik goriilmektedir ve siklikla bilateral
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Osteonekrozun en sik nedeni, damarsal yapilarin
hasarlanmas ile kan akiminda bozulma olusturan travmadir.*? Bir cok non-travmatik
nedeni olmakla birlikte, bu nedenlerin %90’1n1 kortikosteroid kullanimi ve alkolizm
olusturmaktadir.*® Patogenezde birgok hipotez ortaya atilmistir. Bunlar arasinda direk
hiicresel toksisite, oksidatif stres, koagiilopatik olaylar, hiperlipidemi, yag embolisi,
vaskiiler anomali ve bozukluklar, yiikselmis kemik iligi basinci bulunmaktadir. Bazi
olgularda ise sebep tespit edilemez ve idiyopatik FBON olarak adlandirilir. Hastaligin
ilk semptomu genellikle aktivite ve egzersizle artan agridir. ilerleyen zamanlarda
istirahatte agr1 ve eklem hareket agikliginda kayba neden olur. Osteonekroz gelisen
hastalar genellikle geng, aktif hastalar oldugundan, bu hastalar i¢in erken tani ve kalga
koruyucu tedaviler onemli hale gelmistir. Tedavide ana hedef femur basmin
korunmasidir. Ancak ¢ogu hasta hastaligin ilerlemis evrelerinde hekime
bagvurmaktadir. Bu siirecin yonetiminde erken tan1 miimkiin olsa da tedavi heniiz yiiz
guldirict degildir. Hastaligin progresif seyri nedeniyle morbiditesi yiiksektir. Bu
nedenle etiyolojiyi anlamaya ve tedaviye yonelik arastirmalar son yillarda hiz

kazanmaktadir.

2.3.2 Femur Basi Ostenekrozu Epidemiyolojisi
Osteonekroz (ON) epidemiyolojisinin arastirilirken; hastaligin ayrica aseptik,
avaskiiler veya iskemik nekroz veya kemik enfarktiisii olarak da bilinmesi nedeniyle

birka¢ farkli takma ad kullanarak yapilan bir arastirmayr gerektirir. 2004 yilinda
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Japonya’da yapilan ulusal bir epidemiyolojik arastirma, yillik yaklasik 11.400
hastanin FBON i¢in tedavi edildigini ve yilda 2200 hastanin bu hastaliga yeni tani
kondugunu gosterilmistir. Erkek kadin orani 5:4 idi ve kesin tanidaki en yiiksek yas
erkeklerde 40’lar, kadinlarda 30'lardi. FBON’ un %51 inde steroidlerle, %31' inde agir
alkol alim1, %3' tinde her ikisi ve %15' inde ikisi de olmadigina karar verildi. FBON,
erkek hastalarin %34' {inde ve kadinlarin %76' sinda steroid kaynakli olarak bulundu.
Steroid tedavisi gerektiren altta yatan hastaliklar %31.2'de sistemik lupus eritematozus
(SLE), % 6.3'te nefritik sendrom, % 4.9'da polimiyozit / dermatomiyozit, % 4.5'de
asttim, %4.4 trombositopenik purpura ve geri kalaninda diger bag dokusu
hastaliklaridir.** Steroid dozu ve FBON arasindaki iliskiyi belirlemek icin Japon SLE
hastalarinda ve bobrek nakli alicilarinda olgu kontrol ¢aligmalari yapildi. FBON
olusumu ile bir y1l i¢inde birikmis steroid dozu, maksimum doz ve ortalama giinliik
doz arasindaki iligskiyi degerlendiren bu ¢alismalar, ortalama giinliik steroid dozunun
FBON olusumu iizerinde en giiclii etkiye sahip oldugunu buldu.® Giinde 16.6 mg / giin
prednizolon alan SLE hastalarinda giinde 12.3 mg'dan daha az hasta alan hastalara
gore 3.4 kat daha yiiksek FBON riski vardi. Benzer sekilde, 20.4 mg / giin
prednizolondan daha fazla alan bobrek nakli alicilart, 14.92 mg / giinden daha az alan
hastalara kiyasla 5.0 kat daha yiiksek FBON riski tastyordu.® 22 calismalik bir meta-
analize gore steroid ile iliskili FBON da oral steroid alimindaki her 10 mg/giinliik artis
hastaligin gelismesinde 4,6 kat artisa neden olmaktadir.*® FBON igin esik toplam doz
2000 mg olarak bildirilmis ancak kisa donem steroid kullanimininda hastalik

olusturabilecegi bildirilmistir.*

Steroid uygulamasina bagli multifokal osteonekroz yalnizca femur baslarinda
degil humerus baslarinda, diz eklemlerinde ve ayak bilegi eklemlerinde goriilebilir.
Multifokal osteonekrozu olan hastalarin %91'inde steroid tedavisi Oykiisii oldugu
bildirilmistir.*” Steroid kaynakli FBON’Iu 250 hastanin Manyetik Rezonans tarama
calismasi dizlerinde % 50'sinde ve humerus baslarinin % 24'%inde osteonekroz

bulmustur.®

2.3.3 Femur Basi Ostenekrozunda Etiyoloji ve Patogenez
FBON herhangi bir etiyoloji ya da risk faktorii bulunmadan yani idiopatik

(primer) olarak goriilebilir. Ancak giiniimiizde etiyolojik etkenlerin aydinlatilmasi ile
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sekonder olgular daha agirliklidir. Idiopatik grubu disarda tutacak olursak FBON’a

neden olan sebepler tablo 2.1’te gosterilmistir.

Tablo 2.1 Femur Bas1 Osteonekrozunun Sekonder Sebepleri

Travmatik Nedenler Travmatik Olmayan Nedenler
1. Femur boyun kirig1 1. Sistemik steroid kullanimi1 (En sik
2. Kalga cikigi neden)

3. Kalganin crush yaralanmasi . Asirt alkol kullanimi

4. Vaskiiler yaralanma . Kontraseptif ilag kullanimi
5. Kalga cerrahisi . Gebelik

6. Kalgca manipiilasyonu . Hiperlipidemi

7. Genis Yaniklar . Caisson (dekompresyon) hastaligi
. Yiiksek irtifada uzun siire kalmak

. Organ transplantasyonu

O© 00 N o o1 B~ W DN

. Sigara kullanim1

10. Radyasyona maruz kalma

11. Koagiilasyon sorunlar1 ve
hematolojik hastaliklar (Antitrombin III
eksikligi, Protein C ve S eksikligi,
Plasminojen aktivator eksikligi,
Hemofili, Polistemi, Orak hiicreli
anemi, Talasemi)

12. Metabolik hastaliklar
(Hiperparatroidizm, Gut hastaligi,
Cushing hastaligi, Gaucher hastalig1)
13. Gastrointestinal sistem hastaliklari
(Pankreatit, Crohn , Ulseratif Kolit).
14. Kollajen vaskiiler hastaliklar (SLE,

Romatoid artrit, vaskiilitler)
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Tablo 2.1’ de ki sebepler FBON patogenezinde farkli siiregler ile osteonekroza
yol acarlar. Travma sonrasinda mekanik vaskiiler yaralanma, kemik iligi dolgunlugu,
venoz bosalim tikanikligi, tromboz ve embolizm, damar duvar1 hasar1 gibi siiregler

daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir. (Sekil 2.8)

Alkol Kortikosteroid
Etyolaoji l Travma intravaskiiler koagiilasyon Yag embolisi
Patogenez J Vaskiiler hasar Tromboz Ekstravaskiiler bask

] Kan akiminin yavaslamasi
Patofizyoloji
l ISKEMI
Osteosit oldmad
Onanm (creeping substitution)
Histopatoloji

Yapizal bltdnligin bozulmasi

{ cokme

Sekil 2.8 Osteonekrozun muhtemel patogenezi

Epifiz, femur basinin biiylime plakasina yakin kismidir. Metafizinin genis bir
kism1 da femur basii olusturur. Epifizin ve metafizin femur bas1 yapisina farkli
anatomik katkisi, vaskiiler destekde bir benzerlige sahiptir. Femur basi dolasimina
katilan damarlar lateral epifizeal arterler, superior metafizeal arterler, medial epifizeal
arter, inferior metafizeal arterler ve intramediiller arterlerdir. Lateral epifizeal arterde

kan akiginin bozulmasi, avaskiiler nekrozdaki ana 6zelligi temsil eder. (Sekil 2.9)
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Sekil 2.9 Epifizyal arterlerin orijini ve yolunun sematik gosterimi 48

2.3.4 Kortikosteroid kullanommin Femur Basi Osteonekrozundaki

Patogenezi

Non-travmatik FBON’un en sik nedeni kortikosteroid kullanimidir.*® 1950'de
romatoid artrit tedavisi i¢in kortizonun kullanilmasindan bir yildan az bir siire sonra
arastirmacilar, Cushing sendromunda nadir goriilen zararh etkilerin farkinda oldular.*®
Bu etkiler uykusuzluk, gastrointestinal kanama, kortizon sonras1 yoksunluk sendromu
ve kalca kingiydi.>®%! Sadece birkac¢ yil sonra, osteoporoz ve kiriklar, kortizon,
prednizolon ve prednizon ile uzun siireli tedavinin iskelet komplikasyonlar1 olarak
acikca kabul edildi. Yiiksek doz steroid terapisinden sonra femur ve humerus
baglarinin ¢okmesi, bazen savunmasi zor olan bu tedavi i¢in kisa bir silire sonra
aciklanmistir. Deksametazon ve diger glukokortikoidler, idiyopatik trombositopenik
purpura, nefrotik sendrom ve sistemik lupus eritematozus gibi enflamatuar ve
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.>? Ortopedi ve
Travmatoloji pratiginde sinir yaralanmalarindan sonra da kortikosteriod tedavisi
verilir. Glukokortikoid ile indiiklenen osteonekrozu olan ilk biiyiik hasta serisi 1971'de
bildirilmistir.>* Femoral osteonekroz, topikal glukokortikoid merhem ile bile not
edilmistir.>** Giiniimiizde osteonekroz, uzun siireli tedavi alan hastalarin % 9-40" inda

gelisir ve glukokortikoid kaynakli osteoporoz olmadan ortaya cikabilir.>®
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Kortikosteroidler sadece travmatik olmayan osteonekrozun en yaygin nedeni
degil, ayn1 zamanda en kapsamli olarak incelenmis olanidir. Osteonekroz gelisimi i¢in
onerilen mekanizmalarin ¢ogu kortikosteroidlerin immiinolojik ve hiicresel etkilerini
icerir ve bunlardan bazilar1 diger etiyolojilerden osteonekroz icin ortak olabilir.
Gergekten, glukokortikoidlerin immiin sistem iizerindeki etkileri ¢ok sayida ve son
derece karmasiktir. Glukokortikoidler hem inhibitér hem de uyarici yollar1 igeren
bircok seviyede gen transkripsiyonunu etkileme yetenegine sahiptir. Bu yollarin ne
Olctlide etkilendigi, diizenleyici faktorlerin ¢ogu her iki sistem icin ortak oldugundan

hem immiin sistem hem de kemik homeostazi iizerinde derin bir etkiye sahiptir.

Onceki klinik ¢alismalar, steroid kaynakli femur basi osteonekrozunun ortaya
¢ikmasinin, asiri steroid kullaniminin en ciddi komplikasyonlarindan biri oldugunu
gdstermistir.>” Glukokortikoid kaynakl kiriklarin dnlenmesine olan ihtiya¢ konusunda
farkindalik artmaktadir ancak glukokortikoid uygulamasi genellikle travma dist
osteonekrozun en yaygin nedeni olarak g6z ardi edilmektedir. Primer histopatolojik
lezyon osteosit apoptozu oldugundan osteonekroz ismi yanilticidir. Apoptotik
osteositler devam eder ¢ilinkli fagositoz i¢in anatomik olarak bulunmazlar ve
glukokortikoid fazlaliginda azalmis kemik yeniden sekillenmesi replasmanlarini
geciktirir. Kiimiilatif ve onarilamayan bir kusur olan glukokortikoide bagli osteosit
apoptozu; osteosit- lakiiner- kanalikiiler sistemin mekanosensor fonksiyonunu bozar
ve boylece femur basi ¢okmesine neden olan olaylarin kacinilmaz olay dizisini
baslatir. Steroid tedavisine baslama ile kal¢a agrisinin ilk semptomlar1 arasindaki
ortalama siire 33 aydir ancak bazi osteonekroz vakalarinda sadece 3 ay sonra

goriilmiistiir.5®

Steroid kaynakli osteonekrozun kemikteki iskemi nedeniyle gelismesi
Onerilmesine ragmen, ayrintili mekanizma net olarak anlagilamamistir. Bu nedenle,
steroid uygulamasindan dolay1 steroid kaynakli patogenezi anlamak ve bu durumu
onlemek i¢in Onleyici yontemler olusturmak oOnemlidir. Kortikosteroide baglh
osteonekrozun mekanizmas: halen aydinlatilmamustir.  Uzerinde yogunlasilan
hipotezler; yag hiicresi hipertrofisi, yag embolisi, intravaskiiler koagiilasyon, osteosit
apoptozisidir. Yakin tarihli bir derleme makalesinde, Wang ve arkadaslari, steroid

kaynakli FBON patogenezi hakkinda bes ana teori listelemislerdir: lipit metabolizmasi
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bozukluklari; azalmis osteogenez potansiyeli; yetersiz kan temini; hiicre apoptozu; ve
gen polimorfizmi. Yazarlar, steroidin indiikledigi FBON un steroid kullanimu ile ilgili
multipl mekanizmalarin kombine eyleminin sonucu oldugu sonucuna varmslardir.>®
Tim bu hipotezlerin ortak sonucu ise kemik ve kemik iliginin kanlanmasinin
bozulmasi, kemik yapilarda iskemik nekroz olusmasi, mekanik yetmezlik gelismesi ve
sonunda femur basinin ¢okmesidir. Yiiksek doz kortikosteroid verilen tavsanlarla
yapilan bir ¢alismada, yag doku hipertrofisi ve yag embolisi gorilmistir. Femur
baslarinda yagli kemik iligi hiicrelerinde artis saptanmig ve yag embolilerinin femur

bas1 kanlanmasini bozdugu gozlenmistir.5

Kortikosteroid verilen farelerle yapilan
baska bir calismada ise benzer sekilde kemik iliginde yag hiicre hipertrofisi
gosterilmistir.®* Kortikosteroid verilmesi sonrasi olusan yag hiicre hipertrofisinin,
kisith bir hacmi olan femur basinda basing artis1 olusturdugu diisiiniilmektedir. Bu
durumun da kan perfiizyonunun azalmasina ve osteonekroz gelismesine yol agtigi
varsayllmaktadir. Diger taraftan yag embolilerinin subkondral damarlarda ve
siniislerde toplanmasi sonrasi, kompleman yolun aktivasyonu ile immun kompleks
depolanmasi, trombotik yolaklarin aktivasyonu ile de intravaskiiler koagiilasyon
olusmas1 sonucu osteonekroz gelisebilecegi diisiiniilmiistiir.®?> Kortikosteroid alan
tavsanlarda kullanilan lipid disiiriicii ajanlarin, bilyiik yag hiicrelerinin azalmasina,

intrakortikal basincin diismesine ve kan akiminin iyilesmesine yardimci oldugu

gosterilmistir 6364

Son zamanlarda kortikosteroid kullanimina bagli olusan osteonekrozun
patogenezinde mekanizma olarak osteosit apoptozisi  diisiiniilmektedir.5>:%
Kortikosteroide bagli FBON nedeniyle TKA yapilan hastalarda femur baginin
patolojik incelemesinde apoptotik osteositler saptanmistir. Bu bulgular travma ya da
alkole bagli FBON’da goriilmemistir.5” Bu apoptotik hiicrelerin birikerek osteosit-
lakunar-kanalikular sistemin ve damarsal bosluklarin bozulmasina ve femur basinin

¢okmesine yol actig: diisiintilmektedir.

Son zamanlardaki calismalarda, in vivo oksidatif stresin steroide bagh
osteonekrozun patogenezinde rol oynadig bildirilmektedir.%8%° Oksidatif stresin
vaskiiler hasar ve hiicre 6liimii de dahil olmak tizere ¢esitli hastaliklarin patogenezinde

yer aldig1 giderek daha acik hale gelmistir. Oksidatif stres kosullar1 altinda, vaskiiler
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ve doku hasarlar1 bir sonug olarak ortaya ¢ikmaktadir. Apoptozun yakin zamanda
steroid kaynakli ostenonekrozun altinda yatan mekanizmalardan biri oldugu ve doku
oksidasyonunun apoptozu indiikledigi bilinmektedir. Ayrica, oksidatif stresin
osteoblastlarin  ¢ogalmasmi  baskiladigi’® wve bunlara sitotoksik’*  oldugu
diisiiniilmektedir. Bu nedenlerden dolayi, bu tez calismamizda steroid kaynakli FBON
gelisiminde rol oynadig diisiiniilen oksidatif strese dikkat ¢ekildi.

Son evre artikiiler kollapstan 6nce FBON’ un erken tespiti, kronik steroid
yapida ila¢ kullanimi olan hastalarda, hastaligin ilerlemesini geciktirme veya hatta geri
cevirme potansiyeline sahip olan daha az morbid kemik koruyucu prosediirler; cerrahi
miidahaleye izin verdigi i¢in arzu edilir. Bu ihtiyag, hematolojik maligniteler,
otoimmiin ve solunum yolu hastaliklarinin tedavisinde steroid kullanimi igin

genisleyen endikasyonlar géz 6niine alindiginda daha belirgin hale gelmektedir.

2.3.5 Femur Basi Ostenekrozunda Klinik Bulgular ve Semptomlar

Hastaligin erken donemleri genelde asemptomatiktir. Nekroz alaninin fibr6z
vaskiiler doku ile tamirinin basladigi andan itibaren tek semptom agridir ve agri
genellikle kasiktadir ama hastalar kalca veya dizdeki agridan sikayet edebilirler. Nadir
olarak hastalar agrilarin1 trokanter iizerinde veya gluteal bdlgede hissedilebilir.
Olgularin  %40’inda gece agrist gorilir. Yirime ve ayakta durmayla agr
kotilesebilir. Agrt derin, aralikli ve zonklayici tarzdadir. Steroid kullanimina baglh

FBON’larda ise ani agr1 krizleri goriilebilir.

FBON’un muayene bulgulari, kalganin i¢ rotasyonunda olan agriy1 igerir.
Ciddi derecede kisitlanmis kalga i¢ rotasyonu femur bas1 ¢okiisiinii gosterebilir.’? Son

evrede kisalik, kontraktiir gibi artroz ve ¢okmeye ait bulgular kendini gosterir.

FBON’da bilateral tutulum oraninin %50’nin tizerinde oldugu bilinmektedir.
Erken dosnemde eklem hareketleri korunmustur. ilerleyen dénemlerde ise tamir islemi,
fibroz dokunun ilerlemesi ile siirer. Bu dokunun duvarlar1 avaskiilerdir ve subkondral
kemikte olusan segmenter ¢okmenin sebebidir. Bu donemde hastanin agrisinin
ozellikle i¢ rotasyonda arttigi ve bu hareketin kisitlandigi goriiliir. Hastaligin son
donemlerine kadar eklem kikirdagi ve asetabulum korunur. Ancak eklem kikirdaginin

bozulmasiyla bazi hastalarda, hareketlerle birlikte “klik” sesi sikayeti baslar. Bu
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semptomun eklem i¢i serbest fragman varligina bagli oldugu disiiniilir. Kalgada
dejeneratif artritin baslamasiyla beraber agrinin siddeti artar, eklem hareketleri

kasitlanir.

Femur basi osteonekrozunda tedavisinde basariya ulasmanin anahtari erken
tanidir. Erken tanmin Onemi hastalikta erken evrede alinacak onlemlerin ve
uygulanacak tedavi yontemlerinin kalga eklemini korumaya yonelik olmasidir. Bu
bakimdan Ortopedi ve Travmatoloji poliklinigine kasik agrisi ile bagvuran hastalarin

osteonekroz agisindan degerlendirilmesi gerekmektedir.

2.3.6 Femur Basi Ostenekrozunda Tani

Kal¢a ekleminin korumaya yonelik tedavi segeneklerine olanak saglamak
acisindan FBON’da hastaligin erken evrelerinde tan1 konulmasi oldukg¢a 6nemlidir.
Erken tan1 koymak igin iyi bir anamnez ve fizik muayeneye ilave olarak goriintiilleme
yontemlerinin etkin kullanilmasma ihtiya¢ vardir. Basarili tedavi tami anindaki
evreleme ile dogrudan iliskilidir. Evrelemede kullanilabilecek yontemler;
anteroposterior ve lateral direkt grafiler, manyetik rezonans goriintileme (MRG),
bilgisayarli tomografi (BT), Teknesyum-99 kemik sintigrafisi ve pozitron emisyon

tomografisidir.

Tanida en ¢ok kullanilan yontemler direkt grafiler ve manyetik rezonans
goriintilemedir (MRG). Hastalik ilerledikce radyografik olarak femur basinda yaygin
osteopeni ve sklerotik bir sinirla cevrili radyolusent alan, son evrelerde ise femur
basinda kollaps ve kalga ekleminde dejeneratif degisiklikler izlenebilir. Radyografik
muayenede subkondral ‘crescent sign’ osteonekroz i¢in patognomiktir (Sekil 2.10)
ancak bu isaret erken degildir ve MRG femur basi seklindeki herhangi bir degisiklikten
veya subkonral kirik (crescent) goriiniimiinden dnce genis osteonekrozu gosterebilir.
Ozellikle diyafizometafizyel yerlesimli osteonekrozlarda goriilen erken radyografik
bulgular yeterince 6zgiil degildir. Net olarak secilemeyen pargali radyoliisensi
seklinde izlenen bu bulgular, kemik destriiksiyonunu, osteomiyeliti ve hatta agresif

tumorleri bile taklit edebilir.
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Sekil 2.10 Evre IIT Femur Bas1 Osteonekrozunda ‘crescent sign’

Hastanin semptomatik olmasi1 ancak direkt grafilerinde patolojik bulgu
saptanmamasi durumunda MRG inceleme yapilir. EKlem efiizyonlari, kemik iligi
konversiyonu, 6dem ve eklem kikirdagini gosterebilen MRG, bu agilardan
bakildiginda da sintigrafi, direkt grafiler ve BT’ den daha tistiindiir. MRG giiniimiizde
en yaygin kullanilan tan1 yontemidir. FBON hastalarinda MRG incelemede saptanan
ilk patolojik bulgu T1 agirlikli goriintiilerde, normalde yiiksek sinyal yogunluktaki
kemik iliginde disiik sinyal yogunluklu yaygin alanlarin goriilmesidir. Ancak bu
bulgu 6zgiin degildir ve kemik iligindeki 6deme baglh oldugu disiiniilmektedir. T1 ve
T2 agirlikli gorintiilerde iskemik kemik bolgesi diisiik sinyalli bantlar veya hatlar
icerir. T1 agirhikli goriintiilerde kalin bant tarzinda saglikli ve nekrotik kemik doku
ayrimini gosteren lezyon goriiliir. Distaki diistik sinyal intensitesi sklerotik kemigi,
igteki yiiksek sinyal intensitesi ise vaskiilarize graniilasyon dokusunu temsil eder. T2
agirhikli gorintilerde bu lezyon cift ¢izgi (¢ift hat isareti) seklindedir; avaskiiler
nekroz igin yiiksek 6zgiinliktedir ve karakteristiktir, bu bulgu réntgende skleroz
olarak, sintigrafide hot spot olarak goriiliir. Osteonekrozda femur basina ve boynuna
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yayilan difiiz olarak dagilmis, sinyal degisiklikleri izlenebilir. Bu difiiz tutulum sekli
agr1 ve kemikte ¢okme gibi ilerleme bulgulari ile iligkilidir. Femur basinda ve

boynunda izlenen 6dem, kalganin gegici osteoporozu ile Karigtirilabilir.

Femur boyun kirigi gibi bir travma sonrasi MRG’ de FBON lezyonlarinin
olusumu travma sonrasi 4.haftada goriilmiistiir. Bununla birlikte, steroid kullaniminin
baslamasindan sonra MRG’ de FBON lezyonlarinin olusumunun zamanlamasi gesitli
aragtirmalarda bakilmistir ve altta yatan hastaliga gore lezyonlarin ortaya ¢ikis siireleri
degiskendir. Steroid kullanimindan sonra MRG’ de FBON lezyonlarinin goriilmesi 2-
12 haftalar arasinda degisirken, klinik semptomlarin olusmasi 6 ay- 2 yil arasinda

goriilir.

Bilgisayarli tomografi hastaligin erken tanisi i¢in kullanilmaz. Avaskiiler
nekrozun seyrinde goriilen kemikte ¢okmeyi, eklem igi serbest cisimleri ve dejeneratif

hastaligi tanimak i¢in yardimer olur ve tutulumun yerlesimini gosterir.

Avaskiiler nekroz tanisinda Teknesyum 99 metilen difosfonat kemik
sintigrafisi kullanilabilir. Kemik taramasi, bazen hastanin MRG kontrendikasyonlar1
oldugunda veya diger birgok eklemin durumunu degerlendirirken faydali olabilir.
Enfarkt etrafindaki kemigin reaktivitesi, ge¢c donem goriintilerde artmis izotop
tutulumu seklinde goriiliir. Olii ve reaktif kemik doku bileskesindeki artmis kemik
dongiisiinde, radyoniikleotid birikimi ortaya ¢ikar. Nekrotik bolgede azalmis, onu
cevreleyen alanda ise artmis aktivite tutulumu ile karakterize olan “cold in hot”
goriinimii nadir ancak karakteristik bir gorinimdir. Femur basinin sintigrafik

goriiniimii ile kalga agrist ve fonksiyonu arasinda bir iliski yoktur.

Hastaya genel anestezi verilerek yapilan bazi invaziv tam1 yontemleri de
mevcuttur. intertrokanterik bolgeden sokulan kaniil yardimi ile kemik iligi basinci
6l¢timii (>30 mmHg olmasi tanisaldir), ayn1 kaniilden 5 cc izotonik verilerek yapilan
stres testi (basincin 10 mmHg’dan fazla artis olmasi tanisaldir), ayni kaniilden 10 cc
radyoopak madde verilerek yapilan intramediiller venografi ve nekrotik femur

basindan core-dekompresyon yontemi ile biyopsi alinmasi bunlara 6rnektir.
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2.3.7 Femur Basi Ostenekrozunda Ayiric1 Tam

Subkondral Kistler, avaskiiler nekrozlar ile karisabilir. Ancak subkondral
kistler daha keskin ve yuvarlak sinirlidirlar. Subkondral yetmezlik kiriklari, travma
sonucu ortaya ¢ikmayan, genellikle femur basi stiperolateral kesiminde yerlesmis
lezyonlardir. Femur basi osteokondral lezyonlari travmatik yaralanmalar sonucu
ortaya cikar. Metastazlar femur basinda ender goriilmekle birlikte avaskiiler nekrozlar
ile karisabilir. Fovea santralis femur basinin normal bir anatomik yapisidir ve

avaskiiler nekroz ile karistirilmamalidir. (Sekil 2.11)

Sekil 2.11 Sol femur basinda (a) ve sag femur basinda (b) fovea kapitalis

Idiopatik gecici kalca osteoporozu siklikla goriilen bir hastaliktir. (Sekil 2.12)
Bu hastaligin diger bir adi gegici kemik iligi 6demi sendromudur. Bu hastaligin
etiyolojisi bilinmemektedir. Hastalik 2-6 hafta icinde semptomatik sagaltim ve
kalcalar tizerine agirlik vermekten kaginmakla kendiliginden geriler. Konvansiyonel
grafilerde kal¢ada osteopeni izlenir. MRG’de T1 agirlikli goriintiilerde hipointens T2
agirhikli goriintiilerde hiperintens goriiniim dikkat ¢ekmistir. Gegici osteoporoz ve
osteonekroz arasindaki farklilagma genellikle miimkiindiir, gegici osteoporozun kemik
iligi 6demi femur basindan intertrokanterik alana dogru uzamim gosterir ve

proksimalde nekrotik segment olarak bir demarkasyon yoktur.
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Sekil 2.12 MRG’de sol femur basinda idiopatik gegici kal¢a osteoporozuna ait sinyal
degisikligi

2.3.8 Femur Basi Ostenekrozunda Simiflandirma

FBON siniflamasi zaman iginde bir¢ok degisiklige ugramistir. Yapilan
smiflandirmalar prognoz ve tedavi i¢in bir rehber olusturmalidir. Bir¢ok simiflama
tanimlanmis olmasina ragmen bu bolimde siklikla kullanilan siiflamalardan

bahsedecegiz.

Femur bas1 osteonekrozu igin en sik kullanilan siniflandirma semalar1 Ficat ve
Arlet sistemi (Tablo 2.2) ve Steinberg sistemidir (Tablo 2.3). Her ikisi de Steinberg
sistemine MRI eklenerek diiz radyografilerin degerlendirilmesine dayanmaktadir.
Association Research Circulation Osseous (ARCO) sistemi nadiren kullanilir ve

kavram olarak Steinberg sistemine benzer (Tablo 2.3).

Yong-Chan ve arkadaslar1t MRG’de modifiye Kerboul yontemini kullanarak;
midsagittal ve midkoronal MRG Kkesitlerinden Olgiilen basin eklem tutulumunun
birlesik agisinin, kollaps Oncesi osteonekrozlu kalgalarda ¢okme Ongoriisii oldugu

gostermislerdir.”® (Sekil 2.13)
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Tablo 2.2 Ficat ve Arlet Siniflamasi

Evre Semptom | Radyografi Kemik Patolojik Biyopsi
taramasi bulgular
0 Yok Normal Azalmig
uptake
1 Yok- Hafif Normal Femur Femur bagiin Bol olii kemik
basinda yiik binen iligi hiicreleri,
‘cold spot’ kisminda infarkt osteoblastlar,
osteojenik
hiicreler
) Hafif Femur basinda Artmis Infarkt olmus Nekrotik
dansite degisikligi uptake alanin spontan trabekiiller
onarimi arasinda
Skleroz veya Kist, biriken yeni
normal eklem hatti, .
kemik
normal femur bas1
konturu
3 Hafif- Orta Diizlesme Artmig Subkondral Kirik ¢izgisinin
(crescent sign) uptake karik, kollaps, her iki
nekrotik tarafindaki 6li
Sferite kaybi, kollaps segmentte kemik
kompaksiyon ve | trabekiilleri ve
fragmantasyon kemik iligi
hiicreleri
4 Orta- Ciddi Eklem aralig1 Artmis Osteoartritik Asetabular
daralmasi, uptake degisiklikler kikirdakta
Asetabuler dejeneratif
degisiklikler degisiklikler
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Tablo 2.3 Femur bas1 osteonekrozu i¢in ek siiflamalar

Evre | Steinberg et al ARCOS
0 Normal veya tanisal olmayan radyografik, kemik taramasi | Kemik biyopsisi osteonekroz ile uyumludur; diger test
ve MRG bulgulari sonuglar1 normal
| Normal radyografik bulgular, anormal kemik taramasi ve | Kemik taramasi, MRG veya her ikisinde de pozitif
/ veya MRG bulgulari bulgular
A: Hafif, <%15 bas tutulumu TA: <%15 bas tutulumu (MRG)
B: Orta, %15-30 tutulum 1B: %15-30 tutulu
C: Ciddi, >%30 tutulum IC: >%30 tutulum
1 Femur bagindaki liisen ve sklerotik degisiklikler Radyografilerde  femur basi  benekli  goriiniimd,
osteoskleroz, kist olusumu ve osteopeni; radyografide
A: Hafif, <%15 bas tutulumu veya BT'de femur baginin kollaps belirtisi yok; kemik
B: Orta, %15-30 tutulum taramast ve MRG ile ilgili pozitif bulgular; asetabulumda
C: Ciddi, >%30 tutulum degl$1kllk yOk
A: Hafif, <%15
B: Orta, %15-30
C: Ciddi, >%30
1 Femur basinda diizlesme olmadan subkondral kollaps | Anteroposterior ve lateral radyografilerde goriiniimlere
(cresent sign) gore simflandirilan ‘crescent sign’ lezyonlarmin varlig
A: Hafif, <%]15 bas tutulumu A: <%15, crescent veya <2 mm depresyon
B: Orta, %15-30 tutulum
C: Ciddi. %30 tutulum B: %15-30 crescent sign veya 2-4 mm depresyon
C:> %30 crescent sign veya >4 mm depresyon
v Femur baginda diizlesme Eklem yiizeyi diizlesmesi; eklem boslugu daralmasi;
Asetabulumda osteoskleroz, kist olusumu ve marjinal
A: Hafif, <%15 bas tutulumu osteofit bulgulari ile degisim
B: Orta, %15-30 tutulum
C: Ciddi, >%30 tutulum
V Eklem daralmas1 ve /veya asetabuler degisiklikler
A: Hafif, <%]15 bas tutulumu
B: Orta, %15-30 tutulum
C: Ciddi, >%30 tutulum
VI Tleri dejeneratif degisiklikler
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Sekil 2.13 MRG taramalarindan kombine nekrotik aginin hesaplanmast

A. Midkoronal goriintiide nekrotik alan agisi. B, Midsagittal goriintiide nekrotik alan agist. Birlegik
nekrotik ag1= A + B.7

FBON i¢in siniflandirma sistemleri asagidaki kilit noktalar1 igerir:™
(1) Kalga histolojik muayenesi (biyopsi) artik tan1 i¢in gerekli degildir;
(2) Manyetik rezonans goriintiilleme en hassas ve spesifik tan1 yontemidir;

(3) Semptomatoloji, bireysel hastalar i¢in tedavi stratejilerinin planlanmasinda 6nemli
olmakla birlikte olduk¢a degisken oldugu i¢in hastalik siddetinin gilivenilir bir

gostergesi degildir bu nedenle bir siniflandirma sisteminin pargasi olmamalidir;

(4) Prognozun ana belirleyicisi femur basinin kollaps dncesi veya kollaps sonrasi

asamada olup olmadigidir;

(5) Lezyonun boyutu prognoz i¢in énemlidir; bununla birlikte lezyonun biiyiikligiini
degerlendirmek i¢in en 1iyi yontem heniiz tam olarak aydinlatilamamis veya

tanimlanmamustir;

(6) Asetabuler eklem kikirdak tutulumu, smmiflandirma sistemlerinde hastalik

siddetinin 6nemli bir belirleyicisidir. Yine, ameliyat dncesi veya ameliyat sirasinda
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muayene ile bunu belirleme yontemi tam olarak aydinlatilamamis veya daha once

kullanilmamustir;

(7) Femur bas1 depresyonu, hastaligin ilerlemesinin onemli bir prognostik

gostergesidir;

(8) Tliskili ¢6kmiis femur basi miktarmin ve ayrica cresent uzunlugunun dlgiilmesi

tekrarlanamayabilir;

(9) Lezyonun yeri, biiyiik lezyonlarla ugrasirken boyut kadar énemli olmayabilir,
clinkii lateral lezyonlar genellikle biiyiiktiir. Medial lezyonlar olduk¢a nadir olmakla
birlikte tipik olarak kiiciiktiir ve en iyi prognozla iliskilidir.

2.3.9 Femur Basi Ostenekrozu Tedavi Secenekleri

FBON’un progresyonu iyi belirlenememistir, bu nedenle spesifik bir tedavi
yonteminin hastaligin dogal seyrini degistirip degistirmedigini degerlendirmek zordur.
Subkondral ¢okmeden 6nce erken evredeki dogal osteonekroz dykiisii hala belirsizdir,
ancak kanitlar, 6zellikle semptomatik hastalarda ilerleme oraninin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Tibbi tedavi ve cerrahi miidahalenin semptomatik rahatlama sagladigi
gosterilmistir ve ¢cokmeden once erken miidahalenin eklem koruyucu prosediirlerde

basarili sonuglar i¢in kritik oldugu gosterilmistir

Lezyonun femur bast alaninin %30'undan az oldugu asemptomatik
osteonekrozun 5 yildan fazla bir siirede ¢ogu hastada (%95) asemptomatik kaldigi
gosterilmistir. Lezyon boyutu arttik¢a, agrili osteonekroz yiizdesi artmis, biiyiik

lezyonlu (femur bas1 alaninin>%>350'si) kal¢alarda %83'e kadar artmustir.

Osteonekrozlu, kollaps olmamis femur baglarinin 5 yillik uzunlamasina bir
calismasinda modifiye Kerboul yontemini kullanilarak, Ha ve ark. 190 dereceden daha
az kombine bir nekrotik aciya sahip hi¢bir femur bas1 ¢okmezken, 240 dereceden daha

fazla birlesik nekrotik ac1ya sahip tiim femur baslar1 ¢oktiigiinii bulmuslardir.”

Subkondral ¢okme meydana geldiginde ve eklem boslugu kayboldugunda,

ilerleyici osteoartrit genellikle geri dondiirelemez olarak kabul edilir. Subkondral
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cokmeden Once hastalik siirecinin durdurulmasinda veya subkondral ¢okmeden sonra
femur basi yikimi ve osteoartritin ilerlemesinin yavaslamasinda higbir tedavi
yonteminin tamamen etkili oldugu kanitlanmamistir. Hastaligin ilerleme hiz1 ve seyri
ongoriilemez ve radyografik tablo klinik semptomlarla iligkili olmayabilir; bazi
hastalar femur basi ¢okiisiinden sonra uzun bir siire tolere edilebilir fonksiyonunu

korurlar.

FBON’da ideal tedavi hedefi kalga ekleminin anatomik biitinligini
korumaktir. Hastaligin evresi, etiyolojide yer alan faktorler, ssmptomlar, hastanin yas,
genel durumu, hastaligin bilateral olup olmamasi, lezyonun boyutu, yerlesim yeri,
femur basinda ¢okme olup olmamasi ve asetabular degisikliklerin olup olmamasi
tedavide belirleyici unsurlardir. (Sekil 2.14) Hastaligin erken evrelerinde kalga
ekleminin anatomik yapisinin korunmasi miimkiin olmaktadir ancak ileri evrelerde

kalga artroplastisi uygulamasi kaginilmaz bir tedavi segenegidir.

‘ Hip pain + RF for ONFH ‘

Bilateral hip Generalized sclerosis .Submgr?dral fracture
L — None with or without collapse
X-ray findings subchondral cysts of FH

l | l
MRI
(rule out reversible pathology)
If ONFH is confirmed

Stage | Stage lla Stage llb — Stage Il

l

¥

Observation Bisphosphonates Bisphosphonates Bisphosphonates
Bisphosphonates FHCD + NVBG + BA FHCD + NVBG + BA FHCD + NVBG + BA
FHCD + NVBG + BA FHCD + VBG + BA FHDC + VBG + BA FHDC + VBG + BA
Ostectomy Osteotomy Osteatomy

Y

Hemiresurfacing
— ‘ Collapse of FH and Hip OA ‘ — Stage [V Total hip resurfadng
THA

Sekil 2.14 FBON olan hastalarin yonetimi ve tedavisi i¢in algoritma

RF: Risk faktorleri; ONFH: Femur baginin osteonekrozu; FH: Femur basi; MRI: Manyetik rezonans
goriintiileme; FHCD: Femur basi core dekompresyon; NVBG: Vaskiilarize edilmemis kemik grefti;
BA: Biyolojik ajanlar; VBG: Vaskiilarize kemik grefti; OA: Osteoartrit; THA: Total kalga

artroplastisi.”™
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Arka zemin hastaliklarinin tedavisi igin steroid kullanimina devam edilmesi
gereken FBON hastalar1 icin, nekrotik lezyonun genislemesi veya diger bolgelerde
ilave kemik nekrozu niiksti ile ilgili endiseler olabilir. Bu endiseye yonelik caligmalar,
siirekli steroid kullanimi ile nekrotik lezyonun genislemedigini gdstermistir.’
Nekrotik lezyonun yeri ve boyutu sabitlendikten sonra, ilave kemik nekroz
lezyonlarinin ortaya ¢ikmasi oldukea nadirdir.”” Steroidler devam etse bile tekrarlama
orani diisiik oldugundan, FBON olusumundan sonra steroid dozajini azaltmaya veya
uygulamalarini kesmeye gerek yoktur, ¢linkii steroidler altta yatan hastaligi kontrol

etmek icin gerekli olmaya devam eder.

2.3.9.1 Femur basi ostenekrozunda konservatif tedavi :

Cerrahi dis1 tedavi segenekleri femur basi tutulumunun minimal oldugu
durumlarda gegerlidir. Agrinin kontrolii gibi non-operatif yaklasimlar, ancak tanida
stiphe oldugu ve takipte erken evrelerde, progresyonun olmadigi durumlarda s6z
konusudur. Bir¢ok yazar evre 1 ve 2' deki kalgalarmn hastaligimin takiplerinde
ilerlenmenin oldugunu ve 6zellikle evre 3 lezyonlari olan hastalarin teshis sonrasi %68
oraninda artroplastiye gereksinim duydugunu ortaya koymuslardir.”® Ozellikle evre 3
lezyonu olan hastalarda nonoperatif tedavi secenekleri fayda saglayamamaktadir.”® Bu
nedenle esas tedavi prensibi olan erken tan1 ve kalga ekleminin korunmasi progresyon
riski olan hastalarda cerrahi tedavi seceneklerini o6ncelikli distindiirmektedir.
Nonoperatif yaklasimlar, yiik vermenin azaltilmasi, farmokolojik ajanlar,
elektromanyeteik ve ultrasonografi stimiilasyonu, ESWT (Extracorporeal Shock Wave

Therapy) ve hiperbarik oksijen tedavisidir.

Cokmenin gelismedigi, semptomsuz hastalarda farmakolojik ajanlar ile
medikal tedavi tercih edilebilecek bir yontemdir. Femur basi avaskiiler nekrozunda
spontan iyilesme, tutulan alanin kiigiik, hastanin asemptomatik ve tutulumun tek tarafli
oldugu olgular bir tarafa birakilacak olursa, ¢ok sik karsilagilan bir durum degildir.
Ancak bu tip olgularda, kalganin yiikten arindirilmasma ek olarak, vazodilator
(prostaglandin analoglari- ilioprost), antikoagiilan ilaglar (varfarin, diisiik molekiil
agirhikli heparin), lipid disirici ilaglar (statin vb.), bifosfanatlar ve antioksidan

ilaglarn kullaniminin umut verici sonuglar bildirilmistir. Bu tarzda bir tedaviye karar
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verildiginde, Kkalganin yiikten arindirilmasinin tek basina yetersiz oldugu

unutulmamali ve ilaglar etyolojik faktore uygun olacak sekilde secilmelidir.

2.3.9.2 Femur basi ostenekrozunda cerrahi tedavi :

Basit olarak, FBON tedavisinde kullanilan cerrahi prosediirler femur basi
koruyucu prosediirler ile artroplasti prosediirleri olarak ayrilabilir. Bunlar; core-
dekompresyon, kemik grefti uygulamasi, femur bast sementlemesi, vaskiilerize fibula
grefti uygulamasi, proksimal femoral osteotomiler, femur basi ylizey artroplastisi ve
total kalga artroplastisi ve kalca eklem artrodezi, rezeksiyon artroplastisidir

(Girdlestone psddoartrozu).

Uygulamalarin geligsmesi, giiniimiizde ameliyat sonuglarii gelistirmek igin
insan mezenkimal kok hiicrelerini ve kemik morfogenetik proteinlerini (BMP' ler)
entegre etmistir. Bu yeni yaklasimlardan bazilar1 sunlardir: mezenkimal hiicrelerle
giiclendirilmis kemik grefti; BMP ile giiclendirilmis kemik grefti; ve gozenekli

tantalum rod kullanima.

Literatiirde obez olmayan, geng, kortikosteroid kullanmayan, Ficat skalasina
gore Evre 1 ve Evre 2 kiigiik merkezi lezyonlara sahip hastalarin tedavisinde kor
dekompresyon tedavisi desteklenmektedir. Ficat-Arlet Evre 3 hastalarda core
dekompresyon tedavisinin 5 yillik survisi %58, 10 yillik surivisi %35 civarindadir.
Eklem kartilajinin tutulumunun olmadigi, femur basinda kollaps gelismedigi veya yeni
kollaps gelistigi durumlarda kor dekompresyon ile birlikte iliak kanat, tibia, fibula
veya trokanterden alinan kortikal ya da kanselloz otogreft uygulanmasi

onerilmektedir.

Femur bas1 dekompresyonu, 6lii kemigin ¢ikarilmasi, subkondral kemigin greft
ile desteklenmesi ile beraber vaskiilerize fibula grefti uygulamasi ile basarili sonuglar
bildirilmistir. Uygulama teknigi zor olmasi ile birlikte kuvvet kaybi, duyu kusuru, ayak
bilegi problemleri gibi donér saha morbiditesi yaratmasi dezavantajlaridir. Greftin
yasam siiresi ise hastanin yasi, lezyonun boyutu ve yeri ile iligskilendirilmistir fakat

etiyoloji ve evre ile iligskilendirilememistir.

Femur basi osteonekrozunda uygulanan proksimal femoral osteotomilerde

amag 6li kemik segmentini yiik tasiyan alandan uzaklastirmaktir. Geng ve total kalga
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artroplastisi segeneginin ertelenmesi s6z konusu olan hastalarda, osteonekrozun erken
evrelerinde ve kiigiik-orta boyutlu lezyonlarda osteotomilerin sonuglar1 daha iyi iken

kollaps sonrast donemde sonuglar genelde kotidiir.

Femur basinda 2 mm’den fazla ¢okmenin ve asetabuler tutulumun oldugu
olgularda eklem replasmani yani total kalga artroplastisi tercih edilir. (Sekil 2.15)
Gercek su ki, subkondral kemik ¢oktiigli siirece, total kalgca artroplastisi

uygulanmasindan baska onerilen baska ameliyat yoktur.

Ileri evre osteonekroza sahip kalgalarda tedavi amaci ile kullanilmis ancak artik
terk edilmis diger cerrahi teknikler; kalga artrodezi ve Girdlestone psédoartrozdur
(rezeksiyon artroplastisi). FBON’da yiiksek oranda bilateral kalga tutulumundan

dolayi artrodez uygulamalar1 basarisizdir.

Sekil 2.15 FBON sonras1 femur basi kollapsinda total kalca protezi uygulamasi

38



2.4. TIMOKINON (THYMOQUINONE)

Timokinon (TQ), pek ¢ok tedavi edici etkileri ile umut verici tibbi bitkilerden
Nigella Sativa tohumlarinin major biyoaktif bilesigidir ve ilk olarak 1959 yilinda El-

Dakhakhany tarafindan ¢érek otunun ugucu yagindan timokinon izole edilmistir.2

Timokinon, C10H1202 kimyasal formiiliinde, 164,201 g/m agirliginda, koyu

sar1 renkli kristallere sahip ugucu bir monoterpen kinondur. (Sekil 2.16).

O CHs
CHs

HsC
O

Sekil 2.16 Thymoquinone (2-1sopropyl-5-methyl-1,4-benzoquinone)®

Cesitli hastaliklarin iyilestirilmesi ve tedavisinde bitkisel ilaglarin kullanimi
giin gectikge artmaktadir. Bitkiler bir¢ok fayda saglayan kimyasal maddeler igermekte
olup saglik alaninda yapilan arastirmalar ve ayrilan kaynaklar hem hastaliklarin
tedavisinde hem de koruyucu hekimlikte bitkisel iriinlerin kullanimini tesvik
etmektedir. Bitki cesitliligi bakimindan oldukg¢a zengin olan iilkemizde kara ¢orek otu
veya siyah kimyon olarak da bilinen ¢orek otu, Ranunculacea (Digiin cicegigiller)
familyasinin Nigella sativa (NS) tiiri olup, Ortadogu ve bazi Asya iilkelerinde ¢orek
otu tohumu ve tohumundan elde edilen preparatlar, soguk alginligi, ¢esitli romatizma
ve iltihabi hastaliklar, astim, sarilik gibi pek ¢ok hastaligin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir.8? Basta Dogu Akdeniz iilkeleri olmak iizere pek ¢ok iilkede yaygin
olarak tarimi yapilan ve besin tohumu olarak kullanilan ¢érek otunun, iilkemizdeki
tarimi ve ticareti yapilan tiirii Black Cumin (Nigella Sativa L.) olup ¢ogunlukla Afyon,

Isparta, Burdur ve Konya yorelerinde yetistirilmektedir. Corek otu fitokimyasal ve
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farmakolojik olarak en fazla calisilan bitkilerden biri olup biyolojik aktiviteleri ve
kimyasal bilesenleri genis bir sekilde arastirilmustir. (Sekil 2.17)

(0]
I

Sekil 2.17 Nigella Sativa bitkisi

Nigella Sativa bitkisi(a), ¢igek kismi(b), tohumlari(c), tohumlarin biyoaktif bileseni olan

Thymoquinone’un kimyasal yapisi, (d)*

Nigella sativa bitkisi %36-38 oraninda sabit yag, protein, alkaloid, saponin ve
%0,4-2,5 oraninda esansiyel yag icerir. Nigella Sativa esansiyel yaginda p-cymene,
karvakrol, t-anetol, 4-terpineol ve seskuiterpen longifolin bulunmakla birlikte ana
bilesen %30-48 oraninda bulunan timokinondur.®® Nigella Sativa bitkisinin
tohumunun biyolojik etkinligini biiyiilk oranda timokinon ile gostermektedir.®

Timokinon (TQ), Nigella Sativanin farmakolojik olarak bilinen en aktif igerigidir.8>-
87

TQ; corek otunun ugucu yaginda %18-24 oraninda bulunan 6nemli bir
biyoaktif bilesendir.8! Yapilmis olan ¢esitli calismalar timokinonun; antioksidan®38&-
% antiinflamatuar®®°¥°4, antihiperlipidemik®°, kemik ve eklemler iizerine olumlu
etkilit®-1%3  analjezik®1%, hipoglisemik%>1% antidiyabetik'?71% antitiimoral®,

antiiilserojenik!®, antikanserojenik!'!, gastroprotektif'!>113, hepatoprotektif14116,
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néroprotektif®®, immun sistemi diizenleyici ve giiglendiricit3711° antimikrobiyal'?,

122

hipotansif?, antitusif etki*?? gibi bircok etkilerinin oldugu gésterilmistir.

Ensefalomiyelit, diyabet, astim ve kanser dahil ¢esitli hastalik modellerinde

123

timokinonun antioksidan ve antiinflamatuar etkisi bildirilmistir. Yapilan

caligsmalarin biiyiik ¢cogunlugu timokinonun bu iki etkisi tizerine odaklanmustir.

Timokinonun farkli mekanizmalarla antioksidan etkileri oldugu bildirilmistir.
Stiperoksit radikal anyonu ve hidroksil radikalleri de dahil olmak tizere cesitli oksijen
tiirleri iizerinde radikal temizleyici etkisi oldugu gosterilmistir.!* Yapilan deneysel
calisgmada demir bagimli mikrozomal lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir.® TQ, siiperoksit radikal anyonu ve hidroksil radikallerini igeren bircok
reaktif oksijen tiirlerinin sipiiriiciisii olarak etki gosterir.!?® Hiicresel glutatyonu

uyararak oksidatif stresi azaltmasi da diger bir antioksidan 6zelligidir.1%

Timokinon C-2, C-5 metil ve izopropil gruplarindan, 2, 5-di-substitued sahip
benzokinon gruplarindan olusur. Timokinon GSH, NADH ve NADPH ile reaksiyona
girer. Fizyolojik sartlar altinda gergeklesen bu tiir reaksiyonlar iki {iriin olusumu
gostermektedir. Reaksiyonda GSH ile hizli bir reaksiyonla dihidrotimokinon
glutatyon, NADP ve NADPH ile yavas bir reaksiyonla dihidrotimokinon (DHTQ)
olusur. 2,2/ azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic asid) (ABTS) ve 2,2-difenil-
1-pikril hidrozil (DPPH) gibi organik radikallere karsi indirgenmis antioksidan
aktivitesinin 6l¢iilmesi DTHQ benzer dihidrotimokinon glutatyon igin potansiyel bir
stipiiriicti aktivite saptandi. Timokinon ise daha diisiik stipiiriicii faaliyetler gosterdi.
Bu bilesiklerin antioksidan kapasite esdegeri standart bir antioksidan bilesik olarak
kabul edilmesi dikkat cekicidir. Bu sonuglar belkide GSH, NADH ve NADPH’in
timokinonun olas1 bir hiicre igi enzimatik olmayan modiiler hiicresel antioksidan

savunmalar icin “hiicresel anahtarr” temsil etmektedir.*?’

Yine bir rat caligmasinda deneysel olarak testikiiler iskemi-reperfiizyon
calismasinda, timokinonun apoptozis, oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunu

azaltarak etki ettigi bildirilmistir.1?8

Cesitli calismalarda timokinonun kemik ve kikirdak dokular iizerine olumlu

etkileri gosterilmistir. TQ osteoklastlart inhibe ederek kemik matriks rezorpsiyonunu
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azaltarak osteoprotektif etki gdsterir.!®® Yapilan bir hayvan ¢alismasinda TQ’nun
onemli yasamsal ve reprodiiktif organlarda belirgin bir yan etkisi olmaksizin kemik
iyilesimini arttirdig1 gosterilmistir.}®® Romatoid artrit ve osteoartrit gibi eklem
hastaliklarinin tedavisinde antioksidan, antikatabolik, antiinflamatuar etkilerinden
dolayr TQ giivenli ve etkili bir tedavi olarak kullanilabildigi gdsterilmistir.1% Yapilan
benzer bir caligmada ratlarin pengelerindeki inflamasyon bulgular ile radyolojik
bulgular belirlenmis olup TQ’nun ratlarda bir adjuvantin neden oldugu artriti

baskiladig1 klinik ve radyolojik olarak dogrulanmugtir.1%t

Farelerde TQ’nun agrinin erken ve geg sathalarinda etkili oldugu ve analjezik

etkileri ile agriy1 baskiladig: bildirilmistir. 2%

Timokinon inflamasyon sitokinlerinin salinimini azaltir.}?® Oral alimi1 sonrasi
IL-6, IL-10, IL-1B, PGE2, IFN-y ve TNF-o proinflamatuar sitokin diizeylerini
diisiirdiigii ve antiinflamatuar sitokin olan 1L-10 diizeylerini artirdig1 gosterilmistir.*
Ayrica, siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimini bloke ederek, tromboksan B2 ve

Iokotrien B4 iretimini azaltarak inflamasyona etki etmektedir.*3!

TQ, kalsiyum iyonofor A23187 ile uyarilan rat peritonal 1okositlerindeki
arasidonat metabolizmasimin hem COX hemde LO yollarini inhibe eder. Bu yiizden
COX ve LO’nun inhibisyonu, TQ’nun antiinflamatuar etkilerini diizenleyen anahtar
bir faktordiir.%

Yapilan bir ¢caligmada rat bazofil hiicresinde, lipopolisakkaritin indiikledigi,
immun ve inflamatuar yanitlarin ¢ok dnemli bir aracist olan timor nekrozis faktor alfa
(TNF-a) tiretiminin belirgin olarak arttigi buna karsin TQ tedavisinin ise TNF-a
MRNA ekspresyonunu ve protein tiretimini 6nemli élgtide inhibe ettigi ve NF-xB’nin
nikkleer transaktivasyonunu modiile ederek proinflamatuar yanitlari azalttig:

belirtilmektedir.8®

Inflamasyonlu ve otoimmun hastaliklarinin iyilestirilmesinde TQ’un
makrofajlarda NO iiretimini azaltarak yararli olabilecegini ortaya koymustur. TQ, NO
sentezi i¢in bir parametre olan ve zamana bagli olarak lipopolisakkarit (LPS)

tarafindan uyarilan makrofajlarin supernatantlarinda nitrit tiretimini azaltmis, periton

42



makrofajlarindaki i-NOS protein diizeyini de konsantrasyona bagli olarak

diistirmistir.*t’

Nigella sativa tohumlarinin immun sistem tizerine etkisi incelenmis, hem yagin
hem de TQ’nun T hiicrelerine ve immiin yanita aracilik eden oldiiriict hiicrelerinin

artisini sagladigr ve dnemli immiinomodiilator etki yaptigi belirlenmistir. '3

Pankreas duktal adenokarsinoma hiicrelerinde TQ’ nun doz ve zamana baglh
olarak COX-2, interlokin (IL)-1lbeta, TNF-a sentezini azalttigi ve NF-«kB’nin
inhibisyonuna  paralel olarak antiinflamatuar  aktiviteye sahip  oldugu

belirtilmektedir.132

TQ c¢esitli mekanizmalar ile antioksidan ozellik gostermekte olup 5-
hidroksieikozatetraenoik asit ve 5-lipoksijenaz  dretimlerini  inhibe ettigi
bildirilmektedir.®* Badary ve arkadaslar1 doksorubisin ile indiiklenen nefropati ve
oksidatif stres tizerine TQ’nun yiiksek antioksidan potansiyele sahip oldugunu ve

DOX’un indiikledigi nefropatiyi baskiladigini bildirmislerdir.t%

TQ kullanim ¢esitli deneysel hayvan ¢alismalarinda giivenli dozlarda ve diisiik
yan etkili oldugu gosterilmistir. TQ’nun akut oral toksisitesinin diisiik seviyelerde
oldugunu gostermistir. Subkronik olarak verildiginde ise hiicre i¢i koruyucu aktiviteye
sahip olacag belirtilmistir.** TQ 8 mg/kg olarak intraperitoneal (IP) verildiginde
toksik olarak bulunmustur.®® Arastirma sonucunda, TQ’nun deney hayvanlarina

ozellikle oral verildiginde oldukea giivenli bir bilesik oldugu belirlenmistir.*
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. CALISMA PLANI

Bu tez ¢aligmasiin hayvan deneyleri yerel etik kurul onayi; Saglik Bilimleri
Universitesi Istanbul Bagcilar Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Deneysel
Arastirma ve Beceri Gelistirme Merkezi (BADABEM)’ nden alind1. (Toplant1 tarihi:
05.03.2019, Toplant1 No: 2019/57, Proje No: 2019-03)

Bu tez c¢alismasi; deneysel hayvan calismasi seklinde tasarlanmustir.
Calismamiz tiim stlire boyunca ETS-123, Deneysel ve Diger Bilimsel Amaglar igin
Omurgali Hayvanlarin Korunmasi i¢in Avrupa Konseyi Standartlari’na (European
Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and Other
Scientific Purposes) uygun olarak BADABEM’de gerceklestirildi. Calisma
planlanirken klinik Oncesi hayvan c¢alisma ve aragtirmalari ile ilgili standart

prosediirler tasarland1 ve uygulandi.**®

Calismamiz, ortalama agirligi 356 gram (330-375 gram); yaslar1 12 haftalik
olan toplam 24 adet Sprague-Dawley cinsi geng-eriskin erkek sican ile gergeklestirildi.
Tiim siganlar, gilinliik olarak, calisma boyunca 22°C sicaklikli ortamda 12 saat
aydinlikta ve 12 saat karanlikta kalacak sekilde takip edildiler. Calismamiz boyunca,
ilag uygulama Oncesi ve sonrasi donem ayirt edilmeksizin, limitsiz olacak sekilde
standardize edilmis kemirgen yemi ve musluk suyu (ad libitum) verildi. Calismamizda
kullanilan deney hayvanlari laboratuar sorumlusu veteriner hekim Duygu Sultan Oran

tarafindan giinliik olarak gézlemlendi.

Calismamizda kullanilan sicanlarin hepsinin saglikli ve erkek cinsiyette
olmasi, Sprague Dawley cinsi olmasi, yaslarinin 12 hafta olmasi, herhangi bir sistemik
hastaliginin olmamasi1 ve daha once herhangi bir ¢alismada kullanilmamis olmasi

caligmaya dahil etme kriterlerimizdir.

Calismadan hari¢ tutma Kriterleri; veteriner hekimin uygun goérmemesi,
hayvanin prosediir boyunca %20 den fazla kilo kaybetmesi, diizenli yem ve su
alamama, uyaranlara belirgin derecede azalmis yanit verme, enfeksiyon gelismesi

olarak belirlendi.t®’
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Calismamizda kullanilan higbir si¢an, ¢aligmaya uygun olmayacak herhangi
bir kriter olmadigindan, ¢alisma dig1 birakilmamistir. FBON modeli 6ncesi ve sonrasi
donemde, ¢alismaya dahil edilen hi¢gbir hayvan 6liimiine rastlanmamistir veya FBON

olusturma prosediirii ile ilgili komplikasyon yaganmamustir.

3.1.1. Sicanlarda Gruplama ve Femur Basi1 Osteonekroz Modeli

olusturulmasi

Tiim siganlar deney baglamadan once altta yatan hastalik olasiligini dislamak
icin hayvan bakim laboratuvarinda 7 giin boyunca gozlendiler ve takip edildiler. ilki
kontrol grubu (salin grubu), diger ti¢ii calisma grubu olacak ve toplam dort grup icin,
her grupta 6 sigan rastgele segilecek sekilde; toplam 24 sigan galismaya dahil edildi
(Tablo 3.1). 24 hayvan rastgele olarak esit sayida 4 gruba ayrildi. Her grup bir kafese
alinarak, her kafeste 6 sigan olacak sekilde her birinin boyutu 60x21x21 cm olan
toplam 4 kafese yerlestirildi.

Calismamizda, Dong ve arkadaslari tarafindan uygulanmis olan steroid ve
lipopolisakkarit ile indiiklenmis femur basi osteonekroz modeli kullanilmistir.!®
FBON modeli olusturulan 3 ve 4. gruplardaki toplam 12 sigana; ¢alismanin 1 ve 2.
giinlerinde intraperitoneal yolla 20 ug/kg Lipopolisakkarit (LPS, Echerichia Coli
055:B5, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) iki doz olarak 24 saat ara ile verildi ve
ayni sicanlara 24 saat sonra 3-4-5. giinlerde 24 saat ara ile ii¢ doz intramiiskiiler yolla
40 mg/kg Metilprednizolon Sodyum Siiksinat etken maddeli Prednol (Mustafa Nevzat
Ilag Sanayi AS, Tiirkiye) ilact uygulandi. (Sekil 3.1)

LPS MPS
(20 pg/kg) (40 mg/kg)
4 2 2 4 4
| 1. 6in | 2.6in | 3. Gim | 4 Gin | 5 Gin |

Sekil 3.1 FBON modeli olusturma protokolii

LPS: Lipopolisakkarit, MPS: Metilprednizolon Sodyum Siiksinat
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Calismanin toplam siiresi dort haftadir. Dordiincii haftanin sonunda tiim
gruplardaki sicanlar genel anestezi altinda intrakardiyak kan alma islemi sonrasi

sakrifiye edilerek sag femurlari cerrahi olarak ¢ikartildi.

Tablo 3.1 Deney hayvanlarinin gruplara gore dagilimi

Deney gruplan Grup adlan Hayvan sayisi
1. Grup: Salin Kontrol (C) 6
2. Grup: Timokinon TQ 6
3. Grup: LPS + Steroid + Salin LPS/MPS 6
4. Grup: LPS + Steroid + Timokinon LPS/MPS + TQ 6

1. Grup: Bu grubumuz ‘Kontrol (C) grubu’ olarak tanimlanmistir. Calisma
boyunca bu gruptaki tiim siganlara ilk giinden baslamak iizere her giin ve giinde bir
kez orogastrik lavaj yolu ile salin soliisyonu uygulandi. Tiim siganlara dérdiincii
haftanin sonunda genel anestezi altinda kan alma ve sakrifikasyon islemi

uygulanmigtir.

2. Grup: Bu grubumuz ‘TQ grubu’ olarak tanimlanmistir. Calisma boyunca bu
gruptaki tiim si¢anlara ilk giinden baslamak {izere her giin ve giinde bir kez orogastrik
gavaj yolu ile 10 mg/kg/gtin Thymoquinone (Sigma-Aldrich Chemistry, St.Louis, MO,
USA) verildi. Tiim siganlara dordiincii haftanin sonunda genel anestezi altinda kan

alma ve sakrifikasyon islemi uygulanmstir.

3. Grup: Bu grubumuz ‘LPS/MPS grubu’ olarak tanimlanmistir. Gruptaki tiim
siganlara femur basi osteonekrozu olusturmak amaciyla; literatiirde belirtildigi lizere;

1. ve 2. giinlerde (24 saat arayla) intraperitoneal yolla 20 ng/kg Lipopolisakkarit (LPS,
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Echerichia Coli 055:B5, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) 2 doz olarak
uygulanmis ardindan da 3.- 4. ve 5. giinlerde (24 saat arayla) birer doz olmak {izere
intramiiskiiler yolla 40 mg/kg Metilprednizolon Sodyum Siiksinat etken maddeli
Prednol (Mustafa Nevzat Ila¢ Sanayi AS, Tiirkiye) ilact uygulanmistir. EK olarak
calisma boyunca bu gruptaki tiim siganlara ilk giinden baslamak {izere her giin ve
giinde bir kez orogastrik gavaj yolu ile salin verilmistir. Tiim si¢anlara dordiincii
haftanin sonunda genel anestezi altinda kan alma ve sakrifikasyon islemi

uygulanmigtir.

4. Grup: Bu grubumuz ‘LPS/MPS + TQ grubu’ olarak tanimlanmuistir.
Gruptaki tiim siganlara femur basi osteonekrozu olusturmak amac ile literatiirde
belirtildigi iizere; 1. ve 2. giinlerde (24 saat arayla) intraperitoneal yolla 20 pg/kg
Lipopolisakkarit (LPS, Echerichia Coli O55:B5, Sigma, St.Louis, MO, USA) 2 doz
olarak uygulanacak ardindan da 3- 4. ve 5. giinlerde (24 saat arayla) birer doz olmak
lizere intramiiskiiler yolla 40 mg/kg Metilprednizolon Sodyum Siiksinat etken maddeli
Prednol (Mustafa Nevzat fla¢ Sanayi AS, Tiirkiye) uygulanmistir. Calisma boyunca
bu gruptaki tiim siganlara ilk giinden baslamak {izere her giin ve giinde bir kez 10
mg/kg/glin Thymoquinone (Sigma-Aldrich Chemistry, St.Louis, MO, USA) orogastrik
gavaj yolu ile uygulandi. Tiim siganlara dordiincii haftanin sonunda genel anestezi

altinda kan alma ve sakrifikasyon islemi uygulanmistir.

Timokinon (Thymoquinone); Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
firmasindan ithal edilmistir ve Phosphate Buffer Saline (PBS) soliisyonunda

¢ozlinmek tizere giinliik olarak hazirlanmis ve orogastrik yol ile verilmistir. (Sekil 3.2)
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Sekil 3.2 Sigana orogastrik lavaj yolu ile Timokinon uygulamasi

Tim denekler dordiincii hafta sonunda anestezi altinda kan alma isleminin
ardindan sakrifiye edildi ve femur kemikleri ¢ikarildi. Cerrahi teknik kisminda femur
kemigi ¢ikarma islemleri mevcuttur. Calisma prosediiriinde model olusturma, kan
alma ve ameliyat islemleri, tliim hayvanlar ayni cerrah tarafindan yapilacak sekilde

planlandi ve uygulandi.

Histolojik, immiinohistokimyasal ve radyolojik degerlendirmeler i¢in ¢ikarilan
tiim kemikler %10’luk formaldehit s1visi igerisinde korunacak ve her kapta bir kemik
olacak sekilde gazli bez ile sarilarak bu kaplara yerlestirildi. (Sekil 3.3) Tim
gruplardaki tiim kemikler dnce radyolojik degerlendirme i¢in mikro bilgisayarl
tomografi incelemesine; sonra histolojik, immiinohistokimyasal incelemeye
gonderildi. Istatistiksel analizin anlamliigmin korunmasi agisindan, radyolojik

degerlendirme igin n=6, histolojik degerlendirme i¢in n=6 olarak belirlendi.

48



Sekil 3.3 Gazli beze sarilan femur kemigi

%10’luk formaldehit s1visi ile dolu kaba konulmustur.

3.2. CERRAHI TEKNIiK

3.2.1. Anestezi

Tiim siganlara dordiincii haftanin sonunda BADABEM operasyon salonu-1 ‘de
genel anestezi uygulandi. (Sekil 3.4) Her bir siganin agirligi, elektronik tarti ile
alinarak kaydedildi ve genel anestezi igin gerekli olan dozlar belirlendi. intraperitoneal
80 mg/kg Ketamin HCI (Ketalar®, Pfizer, Tirkiye) ve intraperitoneal 5 mg/kg
Ksilazin HCI (Rompun®, Bayer, Tiirkiye) kullanilarak genel anestezi uygulandi. Tiim
deneklerin anestezik ila¢ uygulamasi sonrasi ile intrakardiyak kan alma islemi yapild
(Sekil 3.5). Bunlar daha sonra serumdan biyokimyasal olarak degerlendirme yapilmak
iizere kullanildi. Kan alma isleminden sonra tiim siganlar genel anestezi altinda iken

servikal dislokasyon yoluyla sakrifiye edildi.
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Sekil 3.4 BADABEM Operasyon Salonu -1 goriinimii

Sekil 3.5 Sican intrakardiyak kan alma iglemi goriintiisii
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3.2.2 Cerrahi Teknik

Sakrifikasyon sonrasi tiim sicanlar ayni cerrah tarafindan, ayni cerrahi
yaklagim ile femur kemigi ¢ikarma islemi yapildi. Calismamizda kullanilan siganlar
ameliyat masasina alinarak, sakrifikasyon sonrasinda, sag kalca ve uyluk bolgeleri
aciga ¢ikarildi ve tirag edildi (Sekil 3.6). Sag uyluk anteriondan femur diyafizi palpe
edilerek, yaklasik bes santimetre longitudinal insizyonla girildi. Rektus femoris ve
vastus lateralis arasindaki klivaj belirlendi ve bu klivajdan girildi. Femur diyafizi, S
ekartorler kullanilarak periosta zarar verilmeyecek sekilde aciga cikarildi, femur
cismi, bas ve boynu tizerindeki yumusak dokular (kas, fasya, kapsiil vb.) nazikge ve
femur basina zarar verilmeden, kalca ve diz eklemleri de korunacak sekilde temizlendi

ve ¢ikarildi (Sekil 3.7 ve 3.8).

Sekil 3.6 Sican sakrifikasyon sonrasi cerrahi islem dncesi goriiniim
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Sekil 3.7 Kontrol grubundan bir siganda FBON gelismemis femurun ¢ikarma islemi

sonrasi gorinimu
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kil 3.8 AVN grubu bir siganin FBON gelismis femur basinin, femur ¢ikarma islemi

Se

sonrasi gorunumul.
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3.3. RADYOLOJIK iINCELEME

Radyolojik incelemede c¢ikarillan tim femur kemikleri kaplar igerisinde
acilmadan Mikro Bilgisayarli Tomografi (Mikro BT) cihazi ile ii¢ boyutlu tarama ve
analiz icin 24 &rnek dort grup halinde Istanbul Universitesi Tibbi ve Endiistriyel
Tasarim Laboratuvari (TETLAB)’ na teslim edildi. Numuneler SkyScan 1174v2
(Kontich-Belgium) bilgisayarli tomografi cihazinda taranmak tizere hazirlandi (Sekil
3.9).

Mikro BT ile kemik mineral yogunlugu (BMD) g/cm® olarak, kemik
hacmi/total hacim (BV/TV), trabekiiler kalinlik (Tb. Th), trabekiiler say1 (Tb. N),
porozite, trabekiiler mesafe (Tr. Sp.), trabekiiler ayrilma (Tr. Sep), trabekiiler kemik
modeli faktorii (Tb.Pf.) ve kemik yiizey alani/kemik hacmi (BS/BV) 6lgiildii.

ﬁ"m;. ==

!

Sekil 3.9 Radyolojik inceleme i¢in kullanilan mikro BT cihazi

Tarama haznesi igine sabitlenen her bir 6rnegin tarama islemi 50 kVp voltaj,
800 pA akim ve 40 W giic degerlerinde 0.25 mm' lik Al filtre kullanilarak
gerceklestirildi. Tarama degerleri optimize edilerek 4000 ms pozlama siiresi (exposure
time), 1024x1304 ¢oziniirliik ve 19.98 um yakinlastirma faktérii kullanilmistir. Her
bir 6rnek yaklasik 58 dakikada 0.90 derecelik rotasyon ile 360 derece taranmistir.
Tarama sonrasi elde edilen TIFF formatindaki 400 ham goriinti NRecon (Ver.
1.6.10.2) programi ile yeniden yapilandirilarak BMP formatinda yaklasik 780 adet
yatay kesit elde edildi. (Sekil 3.10)
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Sekil 3.10 Ham goriintii ve kesit goriintiisii

Kemik mineral yogunlugu kalibrasyonlari ilk olarak veri kiimesine uygulandi.
KMD analizleri kalsiyum yogunluklar1 0,25 g/mm? ve 0,75 g/mm? CaHA kalibrasyon
cubugu (fantom) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Rekonstriikksiyon sonucu elde edilen goriintiler BMP  formatinda
kaydedilmistir. Bu kesitler; kantitatif parametreler ve gorsel modeller olusturmak
amaciyla kullanilan, densitometrik ve morfometrik 6l¢iimlere olanak saglayan CTAn
(Ver. 1.16.4.1+) programina aktarildi. Olgiim yapilacak alamin smirlarmni belirlemek
amaciyla; kesitler tizerinde yatay diizlemde yari-otomatik olarak dairesel ilgili alan
(Region of Interest; ROI) ¢izildi. (Sekil 3.11) Incelenecek drnege ait olan vokseller ile
cevresinde bulunan havanin voksellerini ayirmak icin histogramda bir esik deger
belirlendi. Siyah vokselin 0 ile belirtilip minimum yogunlugu ifade ettigi, beyaz
vokselin ise 255 ile belirtilip maksimum yogunlugu gosterdigi histogram tizerinde esik
deger belirlendi (Sekil 3.12). Belirlenen ROI’lar ve esik deger verileriyle hacimsel
oranlar ayr1 ayr1 hesaplandi. Orneklere ait veriler CTVol (Ver. 2.3.2.0) programina

aktarild1 ve 6rneklere ait li¢ boyutlu modelleme goriintiileri elde edilmistir.
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Sekil 3.11 Kesik dis etrafinda ROI (Region of Interest) belirlenmesi

Yapilan taramalar sonrasinda elde edilen goriintiiler lizerinde femur basinda
olusturulan ROI aracihig1 ile kemik mineral yogunlugu (BMD) g/cm?® olarak, kemik
hacmi/total hacim (BV/TV), trabekiiler kalinlik (Th. Th), trabekiiler say1 (Th. N),
porozite, trabekiiler mesafe (Tr. Sp.), trabekiiler ayrilma (Tr. Sep), trabekiiler kemik
modeli faktorii (Th.Pf.) ve kemik yiizey alani/kemik hacmi (BS/BV) analizleri CTAN
(Ver. 1.16.4.1+) yazilimi ile hesaplanmistir.

oeEr

Sekil 3.12 Ilgili alan i¢in esik deger (thresshold) belirlenmesi
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Bu radyolojik degerlendirmede tarama sonrasi, tiim kemikler histopatolojik,

histomorfometrik ve immunhistokimyasal degerlendirmeye alindi. (Sekil 3.13)

LPS/MPS LPS/MPS+TQ

Sekil 3.13 Mikro-BT goriintiileme bulgularinin gruplara gore 3 boyutlu gorselleri
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3.4. HISTOPATOLOJIK ve HiSTOMORFOMETRIK
INCELEMELER

Mikro BT islemi sonrast tim Ornekler kemik nekrozu varligi agisindan
histopatolojik incelemeye tabi tutulmak iizere uzun kemiklerinden arindirilan tim
femur basslar1 %10°luk tamponlu formol soliisyonunda bir hafta siire ile fikse edildi.
Fiksasyon sonrasi %10’luk formik asit solusyonunda 3 giin siire ile dekalsifiye
edildikten sonra kasetlere alindi, sonra kapali sistem doku takip cihazinda alkol,
aseton, ksilen, parafin agamalarindan gecerek dehidrate edildi. Ardindan parafin
bloklama yapildi. 3-4um’lik longitudinal kesitler alinarak her blogun birer preparatina
hematoksilen-eozin (H+E) boyamalari uygulandi. Boyali lamlar otomatik kapama
sisteminde lamelle kapatildi. Histopatolojik inceleme i¢in Zeiss Axio 1sik mikroskopu
ve fotograflama igin AxioCam IC kamera atagmani kullanildi. Osteonekroz varligi,
femoral bas morfolojisi, trabekiiler kemiklerin morfolojisi ve kemik iligi icerigi
incelendi ve gruplara arasinda karsilastirildi. Ek olarak piknotik hiicre, bos lakiin ve
trombuslu damalar sayilarak yilizdeleri ve ortalamalar1 hesaplandi ve gruplar arasinda

karsilastirildi.

Histomorfometrik 6l¢iimler i¢in Zeiss Axio mikroskobu Zen 2.3 lite programi
ve AutoCAD 2017 (Autodesk) programi kullanildi. Tiim parametreler literatiire ve

standart terimlendirmeye uygun olarak ifade edildi.*3*4°

Femoral bastaki toplam alan ve hacim, trabekiiler kemik alani ve hacmi, toplam
cevre Ve trabekiiler kemik ¢evresi hesaplandi. Histomorfometride genel kemik yapist

i¢in su parametreler hesaplandi ve gruplar arasinda karsilagtirmalart yapildi:

e Kemik hacmi / toplam hacim (% BV/TV)

e Trabekiiler kemik gevresi / toplam hacim (BS/TV, mm?/mm?)
e Trabekiiler kemik gevresi / Kemik hacmi (BS/BV, mm?/mm?)
e Trabekiiler kalinlik (Tb.Th, pm)

e Trabekiiler say1 (Th.N, mm™)
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3.5. IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME

Femur basi  dokusunda  hiicresel (DNA)  oksidatif  hasarin
immunohistokimyasal yontemle incelenmesi i¢in 8-hidroksi-20-deoksiguanosine (8-
OHAG), lipid peroksidasyon diizeylerinin incelenmesi i¢in malondialdehide (MDA),
apoptoz yolaklarinin belirlenmesi i¢in anti-apoptotik protein Bcl-2’e ve proapoptotik
protein caspase-3’e ve vaskiiler hasarin belirlenmesi i¢in platelet/endotelyal hiicre
adezyon molekiilii 1 (PECAM / CD31) ve vaskiiler endotelyal biiylime faktoriine
(VEGF) kars1 antikorlar kullanildi. Bu isaretlenmis monoklonal ve poliklonal
antikorlar kullanilarak Streptavidin-biotin-peroksidaz yontemi ile
immiinohistokimyasal boyama uygulandi. Bu islem i¢in 151k mikroskobik
incelemelerde kullanilmak {izere hazirlanan parafin bloklardan, 3-4 pm kalinliginda
poli-L-lizin kapli lamlar {izerine alinan longutidunal kesitler, 58°C etiivde 1 gece
siireyle deparafinize edildikten sonra, azalan dereceli alkollerle rehidrate edildi. Is1
ve/veya mikrodalga 1s1nim yollariyla antijeni ortaya ¢ikarma isleminden sonra kesitler
endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilmesi i¢in %0,3’lilk H2O, ¢Ozeltisinde
bekletildi. Daha sonra parafin kesitlerin tiimii hidrofobik bir kalem ile sinirlanacak ve
her bir doku kesiti, immiin boyama i¢in kullanilan kitin prosediiriine uygun olarak

bloklama soliisyonunda bekletildi.

Bu islemden sonra bloklama soliisyonu ortamdan uzaklastirildi ve dokular 1
gece boyunca optimal diliisyonda yukarida belirtilen primer antikorlar kullanilarak
+4°C’ de nemli ortamda inkiibe edildi. Daha sonra 0.01 M fosfat tamponlu salin (PBS-
Phosphate buffered saline) ile yikanip 15 dk. sekonder antikorda inkiibe edildi,
ardindan PBS ile yikanip 15 dk. HRP streptavidin-kompleks ile muamele edildi.
Boyamalarda kromojen olarak DAB (3,3'-Diaminobenzidine) kullanildi. PBS ile

yikama sonrasi rehidrate edilen kesitler akdz kapama soliisyonu ile kapatildi.

Spesifik immiin isaretlenmenin varlig1 negatif ve pozitif kontrol boyamalari ile
karsilagtirmali olarak mikroskop altinda saptandi. Negatif kontrol i¢in secilen doku
orneginde biitiin prosediir aynen uygulandi, ancak primer antikor yerine antikor
diliient kullanildi. Ilgili antijenlerle pozitif immiin isaretlenme gdsteren bes bolge
boyanma siddeti agisindan semi-kantitatif olarak degistirilmis H-SCORE ile analiz

edildi. Bes bolge ic¢in iki arastirmaci tarafindan 0-300 arasinda skorlar verildi ve
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ortalamalar1 alindi. Boylece bu proteinlerin femur basi lokalizasyonlari belirlenip,
proteinlerin ekspresyonlarindaki degisiklikler ve bolgesel farkliliklar semi-kantitatif

olarak saptand1.’*!

3.6. BiYOKIMYASAL INCELEME

Sakrifikasyondan hemen sonra intrakardiyak kan alinmistir ve hematolojik
degerlendirme yapilmistir. Ornekler 3,000 rpm’de 10 dakika santrifiije edildi ve analiz
edilinceye kadar -80°C’ de saklanmistir; serum malondialdehit (MDA) ve glutatyon
(GSH), bone-alkaline phosphatase (BALP), carboxy-terminal tip 1 collagen crosslink
(CTX), osteoprotegerin (OPG), trigliserid (TG), total kolesterol (TC), HDL kolesterol,
LDL kolesterol diizeyleri dl¢iildii.

3.6.1. Serum Malondialdehid Ol¢iimii

Sican malondialdehid (MDA) seviyeleri ¢ift antikor sandvig teknolojisi enzym-
linked immunosorbent assay (ELISA) prensibine dayanarak olgiildi. MBS268427
katalog numarali ELISA kiti MyBioSource, Inc (San Diego, California, USA)
firmasindan temin edildi. Standart 6l¢iim araligi (curve range): 0.156 nmol/ml — 12
nmol/ml, minimum tespit edilebilen: 0.05 nmol/ml’dir. Tahlil i¢i hassasiyet < %8,

tahliller aras1 hassasiyet < %12 dir

3.6.2. Serum Glutatyon Ol¢iimii

Sican glutatyon (GSH) seviyeleri ELISA prensibine dayanarak ol¢iildi.
MBS774706 katalog numarali ELISA kiti MyBioSource, Inc (San Diego, California,
USA) firmasindan temin edildi. Standart 6l¢tim arali1 (curve range): 10 milimol/Litre
— 400 milimol/Litre, sensivitesi: 1.0 milimol/Litre’dir. Tahlil i¢i CV %10’ dan az,
tahliller aras1 CV %15’ ten azdir.

3.6.3. Serum Bone Alkaline Phosphatase Olciimii

Sican BALP seviyeleri ELISA prensibine dayanarak olciildi. MBS774291
katalog numarali ELISA kiti MyBioSource, Inc (San Diego, California, USA)
firmasindan temin edildi. Standart 6l¢tim araligi (curve range): 2 ng/ml — 100 ng/ml,
sensivitesi 0.1 ng/ml’dir. Tahlil i¢i CV %10’ den az, tahliller aras1 CV %15’ ten azdir.
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3.6.4. Serum Crosslinked C- Telopeptid of Type-1 Collagen Olgiimii

Sican Cros seviyeleri ELISA prensibine dayanarak oOl¢iildi. MBS774451
katalog numarali ELISA kiti MyBioSource, Inc (San Diego, California, USA)
firmasindan temin edildi. Standart 6l¢iim araligi1 (curve range): 1 ng/ml — 48 ng/ml,

sensivitesi 1.0 ng/ml’dir. Tahlil i¢ci CV %10’ den az, tahliller aras1 CV %15’ ten azdur.

3.6.5. Serum Osteoprotegrin Ol¢iimii

Sican osteoprotegrin (OPG) seviyeleri ELISA prensibine dayanarak ol¢iildii.
MBS775098 katalog numaralt ELISA kiti MyBioSource, Inc (San Diego, California,
USA) firmasindan temin edildi. Standart 6l¢lim araligi (curve range): 1 ng/ml — 16
ng/ml, sensivitesi 0.1 ng/ml’dir. Tahlil i¢i CV (%) %100’ den az, tahliller aras1 CV

%15’ ten azdir.

3.6.6. Serum Trigliserid Ol¢iimii

Sigan trigliserid (TG) seviyeleri ELISA prensibine dayanarak olgiildii.
MBS775451 katalog numarali ELISA kiti MyBioSource, Inc (San Diego, California,
USA) firmasindan temin edildi. Standart 6l¢lim aralig1 (curve range): 0.5 milimol/Litre
— 12 milimol/Litre, sensivitesi: 0.01 milimol/Litre’dir. Tahlil i¢i CV %10’ dan az,
tahliller aras1 CV %15’ ten azdur.

3.6.7. Serum Total Kolesterol Ol¢iimii

Sican total kolesterol seviyeleri ELISA prensibine dayanarak ol¢iildii.
MBS775433 katalog numarali ELISA kiti MyBioSource, Inc (San Diego, California,
USA) firmasindan temin edildi. Standart Ol¢iim araligt (curve range): 1
mikromol/Litre — 120 mikromol/Litre, sensivitesi: 1.0 mikromol/Litre’dir. Tahlil igi
CV %10’ dan az, tahliller aras1 CV %15’ ten azdir.

3.6.8. Serum HDL Kolesterol Ol¢iimii

Sican HDL kolesterol seviyeleri ELISA prensibine dayanarak oOlgiildii.
MBS774773 katalog numarali ELISA kiti MyBioSource, Inc (San Diego, California,
USA) firmasindan temin edildi. Standart Ol¢lim araligi (curve range): 50
mikromol/Litre — 1600 mikromol/Litre, sensivitesi: 10 mikromol/Litre’dir. Tahlil igi
CV %10’ dan az, tahliller aras1 CV %15’ ten azdr.
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3.6.9. Serum LDL Kolesterol Ol¢iimii

Sican LDL kolesterol seviyeleri ELISA prensibine dayanarak o6l¢iildii.
MBS774933 katalog numarali ELISA kiti MyBioSource, Inc (San Diego, California,
USA) firmasindan temin edildi. Standart 6l¢iim aralig1 (curve range): 0.2 milimol/Litre
— 8 milimol/Litre, sensivitesi: 0.1 milimol/Litre’dir. Tahlil i¢i CV %10’ dan az,

tahliller aras1 CV %15’ ten azdir.

3.7. ISTATIKSEL YONTEMLER

Tiim bulgularin istatistikleri GraphPad Instat ver. 3.06 (GraphPad Inc, CA,
ABD) bilgisayar programi ile yapildi. Tiim numerik verilerin sonuglar1 ortalama =+
standart sapma olarak ve tiim kategorik degiskenler mevcut hayvan sayisi / toplam
hayvan sayis1 olarak kaydedildi. Degiskenlerin dagilimi Kolmogorov and Smirnov
testi ile test edildi. Kategorik degiskenler Chi-squared Test for Independence testi ile
karsilastirildi. Normal dagilim gosteren numerik degiskenler one-way Analysis of
Variance (ANOVA) testi ile karsilastirildi ve post-hoc testi olarak Tukey-Kramer
coklu karsilastirma testi kullanildi. Normal dagilim gostermeyen numerik degiskenler
ise Kruskal Wallis (Nonparametric ANOVA) testi ile karsilastirildi ve post-hoc olarak
Dunn's Multiple Comparisons Test kullanildi. p<0,05, p<0,01 ve p<0,001 degerleri

farkli gruplar i¢in istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

3.8. CIKAR CATISMASI (CONFLICT OF INTEREST)

Bu tez projesine katilan tiim arastirmacilar; ¢ikar ¢catismasi olmadigin1 beyan

etmislerdir.

3.9. TESEKKUR VE BILGILENDIiRME

Bu tez ¢alismasi; Saglik Bilimleri Universitesi Istanbul Bagcilar Saglik
Uygulama ve Arastirma Merkezi Doner Sermaye Kurulu’ndan bir hibe ile tamamen

desteklenmistir. (Ek 3. Tipta Uzmanlik Egitim Komisyonu Proje Biitge Onay Formu)
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4. BULGULAR

4.1. RADYOLOJIK BULGULAR

Femur bas1 osteonekroz modelinde femur basinda yapilan taramalar sonrasinda
elde edilen radyolojik goriintiiler araciligi ile yapilan morfometrik dlgiimler Tablo
4.1°de verilmistir. Radyolojik 6l¢imler sonucunda bone mineral density (BMD)
verilerinin ortalamasinin LPS/MPS grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede dustiigii (P < 0,05) fakat LPS/MPS + TQ grubunda yiikselerek kontrol
seviyelerine yaklastigi tespit edildi (Tablo 4.1). Ayrica porozite ortalamasinin kontrol
grubuna kiyasla LPS/MPS ve LPS/MPS+TQ gruplarmin her ikisinde de anlamli
diizeyde arttig1 (sirastyla P < 0,01 ve P<0,05) ancak LPS/MPS grubundaki artisin daha
yiikksek oldugu goriildii. Tr. Sp ve Tr. Sep verilerinin ortalamasinin LPS/MPS
grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttig1 (sirasiyla P <0,001 ve P
<0,01) fakat LPS/MPS + TQ grubunda diiserek kontrol seviyelerine yaklastigi
belirlendi (Tablo 4.1).

Radyolojik bulgulardan BV/TV ve BS/BV oranlar1t LPS/MPS grubunda diger
gruplara kiyasla diisiis gostermesine ragmen gruplar arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir farka rastlanmadi. Benzer sekilde Th. Th, Th. N ve Th.Pf ortalamalar1 da

gruplar arasinda 6nemli bir degisiklik gostermedi (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1 Femur basi osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin radyolojik

bulgularinin gruplara goére (n=6) dagilimi ve istatistiksel karsilastirilmasi

P
Kontrol TQ LPS/MPS LPS/MPS+TQ
degeri
Radyolojik
yorel X+SD
Bulgular
BMD (g/cmd) 0,84+0,07 0,74+0,09 0,71+0,03" 0,79 + 0,04 0,032
BVITV (%) 3497 +456 34,14+110 26,02+594 26,52 + 2,89 0,072
Th. Th (mm) 0,55+0,19  0,50+0,06 0,39 + 0,04 0,43+0,10 0,150
Th. N (mm) 61,17+30,5 56,83+245 28,93+305 35,17+ 18,9 0,135
Porozite (%) 66,47 +1,89 7146+158 76,30+3,73" 7299+511"  0,0045
Tb. Sp (mm?) ; <0,000
064+015 0,66+0,06 1,57+0,35 0,86 +0,16 .
Th. Sep (mm) 0,87+0,16 1,07+0,38 1,58+0,33"" 1,14+0,15 0,0027
Th.Pf. (mm?) -15,11 + -15,06 +
-14,63+2,49  -16,15+1,46 0,739
2,35 3,19
BS/BV (mm?) 6,57+1,65 541+248 4,79+0,74 4,84 +0,87 0,213

X £ SS: Ortalama + Standart Sapma, BMD: Kemik mineral yogunlugu, BV/TV: Kemik Hacmi/Total Hacim, Tb.
Th: Trabekiiler Kalinlik, Tb. N.: Trabekiiler Sayi, Tb. Sp, Trabekiiler Mesafe, Tb. Sep.: Trabekiiler Ayrilma, Th.

Pf.. Trabekiiler Kemik Modeli Faktérii, BS/BV: Kemik yiizey alani/Kemik hacmi
*P < 0,05, **P < 0,01 vs kontrol grubu;

***P < 0,001 vs tiim gruplar;

+ P < 0,05vs TQ grubu
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4.2. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Femur basi osteonekroz modelinde timokinonun femur basi dokusundaki
histopatolojik etkilerini incelemek amaciyla her bir femur basindan longitudinal olarak
alman kesitleri, Hemotoksilen ve Eozin veya Masson trikrom boyanarak 1sik
mikroskobu altinda histolog tarafindan incelendi ve fotografland1 (Sekil 4.1).
Osteonekroz varligr kemik trabekiillerinde bos lakiinlerin veya piknotik nukleuslu
osteositlerin varlig1 ve difiiz dagilimina eslik eden ve ek olarak kemik iliginde nekroz
varligiyla tanimlandi. Kontrol ve TQ grubuna kiyasla LPS/MPS grubunda, femur
basinda belirgin nekrotik alanlar, anomaliler ve soluk goriiniimlii anterolateral alanlar
saptandi. Ayrica kemik trabekiillerinin kontrol grubuna kiyasla yer yer incelmis
oldugu, hayvanlarin ¢ogunda diizensiz oldugu, aralikli yerlestikleri ve dokuda
bosluklarin meydana geldigi saptandi. Trabekiillerde seyrek osteositler ve ¢ok sayida
piknotik hiicreler ve bos lakiinlere rastlandi. Bu gruptaki hayvanlarin yarisinda
graniilasyon dokusu ve birinde fibrozis izlenirken ve apozisyona higbir hayvanda
rastlanmadi. Yine LPS/MPS grubunda kemik iliginin, kontrol grubuna kiyasla normal
morfolojisini kaybettigi, adiposit sayisinin azaldigi ve adiposit boyutlarinin kiigiildiigii
goriildii. Bu grubun bes hayvaninda kemik iligi hiicrelerinin azaldig1 ve buna nekroz

ve hemorajinin eslik ettigi tespit edilirken bazilarinda trombus belirlendi (Sekil 4.1).

LPS/MPS+TQ grubunda; LPS/MPS grubuna kiyasla femur basinda
osteonekrozun ve anomalilerin azaldig1 ancak soluk goriiniimlii anterolateral alanlarin
benzer oldugu saptandi. Ayrica kemik trabekiillerinin kontrol grubuna benzer sekilde
biitiin ve diizenli yapisim1 korudugu, bosluklari ve araliklarin yok oldugu goriildii.
Trabekiillerde osteosit sayisinin normale dondiigii ve piknotik hiicrelerin ve bos
lakiinlerin sayisinin azaldig tespit edildi. Bu gruptaki hayvanlarda LPS/MPS grubuna
benzer sekilde graniilasyon dokusuna ve fibrozise rastlanirken ve apozisyon higbir
hayvanda goriilmedi (Sekil 4.1). Tedavi grubundaki iki hayvanda kontrol grubuna
benzer sekilde kemik iliginin normal morfolojisini korudugu, adiposit sayist ve
biiytikliiklerinin arttigi goriildii. Bu grubun iki hayvaninda kemik iligi hiicrelerinin
azaldig1 ve buna trombus, nekroz ve hemorajin eslik ettigi belirlendi. TQ grubuna
benzer sekilde bu grupta toplam dort hayvanda hematopoetik hiicre nekrozuna

rastland1 (Tablo 4.2).
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40X 100X 100X

Kontrol

LPS/MPS

LPS/MPS +TQ

Sekil 4.1 Femur bas1 osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin 11k mikroskobik

goriintiileri. Hematoksilen + Eozin, 40x ve 100x.
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Sekil 4.2 Femur basi osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin 1s1k mikroskobik

goriintlilerinde histomorfometrik 6l¢iimlere 6rnekler. Trabekiil ¢evresi ve trabekiil

hacmi 6l¢iimii.
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Femur basi osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin histopatolojik
degerlendirmelerinin gruplara gére dagilimlarinin istatistiksel karsilastiriimasi Tablo
4.2°de verilmistir. Ostenekrozun LPS/MPS grubunda diger gruplara kiyasla anlamli
derecede artarken, LPS/MPS+TQ grubunda anlamli derecede diistiigii tespit edildi (P
= 0,0077). Femur basi anomalisi ise LPS/MPS grubunda iki hayvanda goriildi ve

istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir farka rastlanmadi (P = 0,242).

Kemik trabekiillerinin histopatolojik parametreleri karsilastirildiginda
diizensiz, ince, aralikli/bosluklu ve kirik trabekiiller izlenen denek sayisi kontrol
grubuna kiyasla LPS/MPS grubunda anlamli diizeyde fazla iken LPS/MPS+TQ
grubunda diisiiktli (P < 0,05). Kontrol ve TQ gruplarinda diizenli trabekiiller izlenen
denek sayisi diger gruplara kiyasla anlamli derecede yiiksek bulundu (P = 0,0148).
Graniilasyon ve fibrozis acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka
rastlanmadi (Tablo 4.2). LPS/MPS grubunda belirgin osteositleri barindiran
trabekdillere sahip hayvan sayis1 diger gruplara kiyasla anlamli derecede diisiik iken (P
= 0,046), seyrek osteositleri barindiran trabekiillere sahip hayvan sayis1 da diisiik
bulundu (P = 0,0017).

Kemik iliginin histopatolojik parametreleri karsilastirildiginda TQ grubunda
hematopoetik hiicre sayis1 artan denek sayisi, diger gruplara kiyasla anlamli derecede
yiikksek bulundu (P = 0,0024). LPS/MPS grubunun hi¢bir hayvaninda normal
morfolojide kemik iligi goriilmedi, ¢cogunda hemoraji ve nekroza rastlandi. Ek olarak
cogu hematopoetik hiicre sayis1 azalmis kemik iligine sahipti ancak bu veriler gruplar

arasinda istatistiksel olarak farklilik gostermedi (Tablo 4.2).

Trabekiillerdeki piknotik hiicre, bos lakiin ve trombuslu damar oranlar1 kontrol
grubuna kiyasla LPS/MPS grubunda anlamli derecede yiikselirken (sirasiyla P =
0,0167, 0,0158 ve 0,0308), LPS/MPS + TQ grubunda bu oranlarin diistiigii ve kontrol
grubuna benzer oldugu bulundu (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2 Femur bas1 osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin histopatolojik

degerlendirmelerinin gruplara gore (n=6) dagilimi1 ve istatistiksel karsilagtirilmasi

Kontrol TQ LPS/MPS LPS/MPS+TQ P degeri
Histopatolojik
Parametreler XN
Osteonekroz 0/6 1/6 5/6 1/6 0,0077
Femur bas1 anomalisi 0/6 0/6 2/6 1/6 0,242
Kemik Trabekiilleri
Diizenli 6/6 5/6 1/6 4/6 0,0148
Kismen diizenli 0/6 1/6 0/6 2/6 0,242
Diizensiz 0/6 0/6 5/6 0/6 0,003
ince 0/6 1/6 5/6 0/6 0,0017
Aralikli/Bogluklu 1/6 1/6 5/6 0/6 0,0077
Kirik 0/6 0/6 5/6 0/6 0,0003
Graniilasyon 0/6 1/6 3/6 3/6 0,142
Fibrozis 0/6 1/6 1/6 2/6 0,494
Osteositler
Belirgin 6/6 5/6 2/6 5/6 0,046
Seyrek 0/6 1/6 5/6 0/6 0,0017
Kemik iligi
Normal 4/6 2/6 0/6 2/6 0,112
Artmis Adipositler 4/6 5/6 1/6 4/6 0,104
Biiyiik Adipositler 2/6 4/6 0/6 3/6 0,101
Hemoraj 4/6 5/6 5/6 4/6 0,828
Trombus 1/6 1/6 2/6 2/6 0,828
Makrofaj 4/6 2/6 2/6 2/6 0,561
Artmis HH 0/6 4/6 0/6 0/6 0,0024
Azalmis HH 2/6 1/6 5/6 2/6 0,104
HH Nekrozu 2/6 4/6 5/6 4/6 0,337
X+SS
Piknotik Hiicre (%) 8,02+5,57 1691+£13,04 46,28+17,97* 24,05+15,75 0,0167
Bos Lakiin (%) 124+727 1681709 24,16+6,42*  2033+889  0,0158

Vaskiiler trombus (%) 9,0+1245 35,0+27,53 53,33 +£32,06* 22,22 +27,22 0,0308

XIN Mevcut hayvan sayist | Toplam hayvan sayisi, HH: Hematopoetik hiicreler, X + SS: Ortalama +
Standart Sapma

*P < 0,05 vs kontrol grubu
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4.3. HISTOMORFOMETRIK BULGULAR

Femur bag1 osteonekroz modelinde femur basimin genel trabekiil yapisinin
histomorfometrik indeksleri Sekil 4.3- Sekil 4.7°de verilmistir. Kemik hacminin doku
hacmine oranmin ortalamasi (%BV/TV) LPS/MPS grubunda, kontrol ve diger
gruplara kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu (sirasiyla P < 0,01 ve P < 0,05),
LPS/MPS+TQ grubunda ise normal oranlara ulastig1 tespit edildi (Sekil 4.3).

% BVITV
80
70

60
5
4
3
2
1
0

Kontrol LPS/MPS LPS/MPS+TQ
% BVITV 69,45590324 64,76588376 57,62151048  65,24647406

o O o o o

Sekil 4.3 Femur bas1 osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin histomorfometrik

bulgularindan kemik hacminin doku hacmine oranlarinin (%BV/TV) karsilastirilmasi
(P =0,0026)

a P<0,01 vs kontrol grubu
b P<0,05 vs TQ ve LPS/MPS+TQ gruplart

Isik mikroskobik kesitlerden elde edilen histomorfometrik bulgulardan bir
digeri olan trabekiiler kemik gevresinin toplam hacme oranmin (BS/TV, mm?/mm?q)
ve trabekiiler kemik gevresinin kemik hacmine oranmin (BS/BV, mm?mm?3)
ortalamalar1 gruplar arasinda anlamli bir farklilik gostermedigi belirlendi (sirasiyla P

= 0,342 ve P = 0,339) (Sekil 4.4 ve 4.5).
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BS/TV

140
120

100
80
60
40
20

0

Kontrol Lpsimps =P/ MPS+T
BS/TV 98,03293868 88,15793783 94,06663987 81,88260477
Sekil 4.4 Femur bas1 osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin histomorfometrik

bulgularindan trabekiiler kemik c¢evresinin toplam hacme oranlarinin (BS/TV,

mm?2/mm?) karsilastiriimas1 (P = 0,342)

BS/BV
25000
20000
15000
10000
5000
0 LPS/ M PS+T
Kontrol LPS/MPS

BS/BV 14212,69333 13666,57293 16476,00946 12973,50441

Sekil 4.5 Femur basi osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin histomorfometrik
bulgularindan trabekiiler kemik gevresinin kemik hacmine oranmn (BS/BV, mm?/mm?)

karsilastirilmasi (P = 0,339)

Sekil 4.6 ve 4.7°de de goriildiigii tizere femur basi osteonekroz modelinde
femur basi trabekiiler kalinliklarmin (Tb.Th, pm) ve sayilarinm (Tb.N, mm™)
ortalamalar1 kontrol ve deney gruplari arasinda anlamli bir farklilik gostermedigi tespit

edildi (sirastyla P = 0,366 ve P = 0,326).
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Th.Th, um

200
180
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140
120
100
80
60
40
20
0

Kontrol LPS/MPS LPS/MPS+T
Th.Th, um  144,3928316 149,4583254 127,4287669 155,3710709

Sekil 4.6 Femur bas1 osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin histomorfometrik

bulgularindan trabekiiler kalinliklarin (Tb.Th, um) karsilastirilmasi (P = 0,366).

Tb.N, mm—1
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01
0 LPS/M PS+T
Kontrol LPS/MPS

Tb.N, mm—1 0,049016469 0,044078969 0,04703332 0,040941302

Sekil 4.7 Femur bas1 osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin histomorfometrik

bulgularindan trabekiiler sayilarin (Tb.N, mm ) karsilastirilmas1 (P = 0,326).
4.4. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Femur bast dokusunda hiicresel (DNA) oksidatif hasarin incelenmesi icin
immunohistokimyasal yontemler kullanildi ve 8-OHdG immiinoreaktivitesi incelendi

(Tablo 4.3, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). LPS/MPS grubunda damarlar, adipositler, kemik
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iligi ve trabekiillerdeki 8-OHdG diizeylerinin diger gruplara kiyasla anlamli derecede
arttig1 (P < 0,001) buna karsin LPS/MPS+TQ grubunda 6zellikle damarlar, adipositler
ve kemik iliginde normal diizeylere geriledigi tespit edildi (Sekil 4.9). Kontrol grubu
ile TQ ve LPS/MPS+TQ gruplar1 arasinda anlamli bir farka rastlanmadi (Tablo 4.3).

Lipid peroksidasyon diizeylerinin incelenmesi i¢in MDA immiinoreaktivitesi
incelendi (Tablo 4.3, Sekil 4.8 ve Sekil 9) ve LPS/MPS grubunun damarlarinda ve
adipositlerinde MDA diizeylerinin diger gruplara kiyasla anlamli derecede arttig1 (P <
0,001 ve <0,01) fakat kemik iliginde degismedigi goriildii. Damarlardaki MDA diizeyi
ortalamas1 LPS/MPS+TQ grubunda LPS/MPS grubuna kiyasla anlamli olarak
gerilemesine ragmen kontrol grubuna aralarinda 10 kat bir artis tespit edildi (P < 0,05).
LPS/MPS+TQ grubunda adipositlerdeki MDA diizeylerinde ciddi diistisler izlenirken
kemik iliginin diizeylerinde 6nemli bir degisiklige rastlanmadi (Sekil 4.9).

Tablo 4.3 Femur bas1 osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinde oksidatif hasarin
ve lipid peroksidasyonun immunohistokimyasal seviyeleri ve gruplar arasinda

istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Kontrol TQ LPS/MPS LPS/MPS+TQ P degeri

Parametreler X+SS

8-OHdG
Damarlar 112,5+25,0 87,5+250 225,0+28,92 100,0 + 40,8 0,0004
Adipositler  75,0+28,9 62,5+250 175,0+28,9" 100,0 + 40,8 0,0029
Kemik iligi 137,5+25,0 112,5+25,0 300,0 £ 0? 187,5+ 62,9 0,0003
Trabekiiller 0+0 6,25+12,5 212,5+25,0° 58,75+ 63,0  <0,0001

MDA
Damarlar 12,5+250 37,5+47,9 250,0+70,7%¢  125,0 28,9 0,0004
Adipositler  62,5+25,0 75,0+289 150,0+57,7"9 25,0 £289 0,0051
Kemik iligi 137,5+ 62,9 200,0+40,8 225,0 + 86,6 112,5+ 854 0,131

X += S8S: Ortalama =+ Standart Sapma, 8-OHdAG: 8-hidroksi-20-deoksiguanosine, MDA:
Malondialdehide,

aP<0,01;bP<0,05 cP<0,001vs diger gruplar

d P < 0,01 vs kontrol ve TQ gruplar

e P <0,05;gP<0,01 vs LPS/MPS+TQ grubu

f P < 0,05 vs kontrol grubu
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LPS/MPS +TQ

s > S “ : ii R AL
Sekil 4.8 Femur basi osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin 8-OHdG (8-
hidroksi-20-deoksiguanosine) ve MDA (Malondialdehide) immunohistokimya

analizlerinin 151k mikroskobik goriintiileri. 200x.
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Sekil 4.9 Femur basi osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin 8-OHdG (8-
hidroksi-20-deoksiguanosine) ve MDA (Malondialdehide) immunoreaktivitelerinin

degerlendirilmesi ve gruplara gore istatistiksel olarak karsilastirilmasi

aP<001;bP<0,05 cP<0,001vs diger gruplar
d P < 0,01 vs kontrol ve TQ gruplart

e P <0,05;gP<0,01 vs LPS/MPS+TQ grubu

f P < 0,05 vs kontrol grubu

Femur bagi dokusunda apoptoz yolaklariin belirlenmesi igin anti-apoptotik
protein olan Bcl-2 immunoreaktiviteleri incelendi (Tablo 4.4, Sekil 4.10 ve Sekil
4.11). LPS/MPS grubunda adipositlerde Bcl-2 immunoreaktivitesine rastlanmazken
diger gruplar arasinda anlamli bir fark gortilmedi (P < 0,01). LPS/MPS grubu kemik
iliginde Bcl-2 diizeyi oldukea diisiik saptandi ve diger gruplarla istatistiksel olarak
anlamli bir fark gosterdi (P <0,01). Ancak LPS/MPS+TQ grubunda kemik iliginde
Bcl-2 diizeyi LPS/MPS grubuna kiyasla yiiksek bulunmasina ragmen kontrol grubuna
kiyasla anlamhi diizeyde diisiikti (P <0,05). Trabekiillerde Bcl-2 diizeyleri
incelendiginde deney gruplarinin tiimiinde kontrol grubuna kiyasla anlamli miktarda

diisiik diizeylere rastlandi (P <0,05) (Sekil 4.11).
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Proapoptotik protein olan caspase-3 immunoreaktiviteleri incelendiginde
adipositlerde gruplar arasinda istatistiksel agidan farka rastlanmadi (Tablo 4.4, Sekil
4.10 ve Sekil 4.11) fakat LPS/MPS grubunun kemik iligi ve trabekiillerinde diger
gruplara kiyasla anlamli diizeyde artmis Caspase-3 diizeyleri tespit edildi (P <0,01).
LPS/MPS+TQ grubunda ise bu diizeylerin kontrol seviyelerine geriledigi bulundu.
Ancak bu grubun kemik iligi caspase-3 diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla 10 kat
arttig izlendi (P <0,05).

Tablo 4.4 Femur basi osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinde apoptozun

immunohistokimyasal diizeyleri ve gruplar arasinda istatistiksel karsilagtirilmasi

Kontrol TQ LPS/MPS LPS/MPS+TQ P degeri

Parametreler X+S8S
Bcl-2

Adipositler  25,0+289  56,3+31,5 0+02 68,8 + 27,5 0,0041

Kemik iligi  212,5+25,0 137,5+47,9 7,5 £9,62 112,5 +47,9° 0,0003

Trabekiil 2375+94,6 75,0+ 28,9 8,5+ 9,60 105,0+£61,4°  0,0018
Caspase-3

Adipositler 0+0 50,0 £ 40,8 87,5 +47.9 75,0 £28.9 0,056

Kemik iligi 12,5+ 14,4 125,0 £86,6° 250,0 +40,8°¢¢  125,0 + 28,9 0,0006
Trabekiil 250+28,9 18,75+23,9 212,5+47,9? 81,25+37,5 0,0001

X £ 88S: Ortalama + Standart Sapma

a P < 0,01 vs diger gruplar

b P < 0,05 vs kontrol grubu

cP <0,01 vs LPS/MPS+TQ grubu
d P <0,05vs TQ grubu
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Sekil 4.10 Femur basi osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin Bcl-2 ve

Caspase-3 immunohistokimya analizlerinin 151k mikroskobik goriintiileri. 200x

77



H-SCORE

300 b,(.’,d

hikiadld
i I ii | [Y

Adipositler  Kemik iligi Trabekiil Adipositler  Kemik iligi Trabekiil

[

Bel-2 Caspase-3
mKontrol mTQ w®mLPS/MPS wmLPS/MPS+TQ

Sekil 4.11 Femur basi osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin Bcl-2 ve
caspase-3 immunoreaktivitelerinin degerlendirilmesi ve gruplara gore istatistiksel

olarak karsilastirilmasi

a P <0,01 vs diger gruplar

b P < 0,05 vs kontrol grubu

¢ P <0,01 vs LPS/IMPS+TQ grubu
dP <0,05vs TQ grubu

Femur bag1 dokusunda vaskiiler hasarin belirlenmesi igin PECAM / CD31 ve
VEGF immunoreaktiviteleri sadece damarlarda incelendi (Tablo 4.5, Sekil 4.12 ve
Sekil 4.13). PECAM/CD31 diizeyi ortalamalarinin LPS/MPS grubunda diistiigii ancak
gruplar arasinda istatistiksel bir fark olmadig: tespit edildi (P = 0,068). LPS/MPS
grubunda VEGF diizeyi ortalamalar1 diger gruplara kiyasla anlamli sekilde diiserken
(P = 0,0012), LPS/MPS+TQ grubunda neredeyse normal diizeylerine ulastig
belirlendi (Tablo 4.5, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).
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Tablo 4.5 Femur basi osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinde apoptozun

immunohistokimyasal diizeyleri ve gruplar arasinda istatistiksel karsilagtirilmasi

Kontrol TQ LPS/MPS  LPS/MPS+TQ P degeri
Parametreler X+SS
PECAM/CD31
Damar 237,5+75,0 262,5+479 175,0+28,9 250,0 +£40,8 0,068
VEGF
Damar 250,0£40,8 2750+50,0 112,5+75,0%  200,0 +40,8 0,0012

X £ SS: Ortalama + Standart Sapma, PECAM/CD31: Platelet/endotelyal hiicre adezyon molekiilii 1, VEGF:
Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

a P < 0,01 vs kontrol ve TQ gruplar

b P < 0,05 vs LPS/MPS+TQ grubu
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Sekil 4.12 Femur basi osteonekroz modelinde femur basi kesitlerinin PECAM/CD31
ve VEGF immunoreaktivitelerinin degerlendirilmesi ve gruplara gore istatistiksel

olarak karsilastirilmasi

a P < 0,01 vs kontrol ve TQ gruplart
b P < 0,05 vs LPS/MPS+TQ grubu
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LPS/MPS

LPS/MPS + TQ

Sekil 4.13 Femur bas1 osteonekroz modelinde femur bas1 kesitlerinin PECAM/CD31
(Platelet/endotelyal hiicre adezyon molekiili 1) ve VEGF (Vaskiiler endotelyal

bliylime faktorii) immunohistokimya analizlerinin 151k mikroskobik goriintiileri. 200x
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4.5. BiIYOKIMYASAL BULGULAR

Femur bas1 osteonekroz modelinde sistemik oksidatif stresi belirlemek ve buna
kars1 olusturulan antioksidan mekanizmay1 inceleyebilmek i¢in sican serumlarinda
MDA ve GSH diizeyleri ELISA yontemiyle incelendi (Tablo 4.6, Sekil 4.14).
LPS/MPS grubunda MDA diizeylerinin tiim gruplara kiyasla anlamli derecede
yiikseldigi belirlendi (P<0,001). TQ uygulanan her iki grupta her ne kadar MDA
diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla artislar gozlense de TQ tedavisinin, 6zellikle
LPS/MPS+TQ grubundaki MDA diizeylerini LPS/MPS grubunun serum diizeylerine
kiyasla anlamli derecede (P< 0,01) diisiirebildigi tespit edildi (Tablo 4.6, Sekil 4.14).

LPS/MPS grubunda GSH diizeylerinin tiim gruplara kiyasla anlamli derecede
distiigii belirlendi (P<0,001). TQ uygulanan her iki grupta her ne kadar GSH
diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla diisiisler gozlense de TQ tedavisinin, ozellikle
LPS/MPS+TQ grubundaki diizeyleri, LPS/MPS grubuna kiyasla anlamli derecede
yiikseltebildigi tespit edildi (P < 0,01) (Tablo 4.6, Sekil 4.14).

Tablo 4.6 Femur basi osteonekroz modelinde serum malondialdehit (MDA) ve

glutatyon (GSH) diizeyleri ve gruplara gore karsilastiriimasi

Kontrol TQ LPS/MPS LPS/MPS+TQ P degeri
Parametreler X+SS
MDA (nmol/mL) 3.74+0.24 5,22 + 0,26%¢ 7.17 0,775 545+0,582¢  <0,0001
GSH (mmol/L) 10920 £ 10,18 7833 +£5,65% 4683 +21,37% 76,83 +4,622¢  <0,0001

X = 8S: Ortalama + Standart Sapma
aP <0,01, b P <0,001 vs kontrol grubu
¢ P <0,001,dP <0,01 vs LPS/MPS grubu
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Sekil 4.14 Femur basi osteonekroz modelinde serum malondialdehit (MDA) ve
glutatyon (GSH) diizeylerinin degerlendirilmesi ve gruplara gore istatistiksel olarak

karsilastirilmast

aP <0,01,bP <0,001 vs kontrol grubu
c P <0,001,d P < 0,01 vs LPS/MPS grubu
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Femur basi osteonekroz modelinde TQ’nun osteoprotektif etkilerini belirlemek
icin sican serumlarinda BALP, CTX ve OPG diizeyleri ELISA yontemiyle incelendi
(Tablo 4.7, Sekil 4.15). LPS/MPS grubunda serum CTX seviyesi ortalamasi hem
kontrol ve TQ hem de LPS/MPS+TQ grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek
bulunurken (sirastyla P <0,05, <0,05 ve <0,01), LPS/MPS+TQ grubunda bu ortalama
kontrol seviyesine gerilemistir. LPS/MPS grubunda her ne kadar serum BALP
seviyesinin yiikseldigi goriilse de gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark
tespit edilemedi (P = 0,0922). Yine LPS/MPS grubunda serum OPG seviyesi
ortalamasi diisiik bulunmasima ve tedavi uygulandiginda bu ortalamada artig tespit
edilmesine ragmen gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark goriilemedi (P

= 0,0942).

Tablo 4.7 Femur bas1 osteonekroz modelinde serum kemik alkalin fosfataz (BALP),
karboksi-terminal tip 1 kollajen ¢apraz bag (CTX-1), osteoprotegerin (OPG) diizeyleri

ve gruplara gore karsilagtiriimasi

Kontrol TQ LPS/MPS  LPS/MPS+TQ P degeri

Parametreler X+8S

BALP (ng/ml) 5433+3,56 5233+5,61 63,00=13,51 61,00+5,14 0,0922

CTX-1(ng/ml) 27,00+6,51 24,83+325 37.80+7.22% 27,50+ 4,04° 0,0036

OPG (ng/ml) 297+£0,77  2,62+0,59 2,06 + 0,44 2,40 £ 0,40 0,0942

X =£S88S: Ortalama + Standart Sapma
a P < 0,05 vs kontrol grubu; b P < 0,05, c P < 0,01 vs LPS/MPS grubu
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Sekil 4.15 Femur bas1 osteonekroz modelinde serum karboksi-terminal tip 1 kollajen
capraz bag (CTX-1) diizeyinin degerlendirilmesi ve gruplara gore istatistiksel olarak

karsilastirilmasi

a P < 0,05 vs kontrol grubu; b P < 0,05, ¢ P < 0,01 vs LPS/MPS grubu

Femur basi osteonekroz modelinde TQ’nun serum lipid profili iizerine
etkilerini belirlemek i¢in si¢an serumlarinda TG, TC, HDL kolesterol, LDL kolesterol
diizeyleri ELISA yontemi ile 6l¢iildii (Tablo 4.8). LPS/MPS grubunda serum TG,
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede artarken tedavi uygulanan grupta da benzer
bir artis izlendi (P <0,001). Sadece TQ uygulanan gruptaki artis kontrol grubuna
kiyasla yiiksek olmasina ragmen (P <0,001), LPS/MPS grubuna kiyasla anlamli
derecede diisiiktii (sirasiyla P <0,001 ve P <0,05). Total kolesterol serum diizeyleri
karsilastirildiginda LPS/MPS ve LPS/MPS+TQ gruplarinda diger gruplara nazaran
hafif artislar gériilmesine ragmen gruplar arasinda istatistiksel bir farka rastlanmadi (P

=0,0718).

Serum HDL diizeyi ortalamalart LPS/MPS ve LPS/MPS+TQ gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla anlaml1 derecede diistiigii (sirastyla P <0,01 ve P <0,05), buna
karsin sadece TQ grubunda ise AVN olusturulan siganlara kiyasla anlamli derecede

yiikseldigi bulundu (sirasiyla P <0,001 ve P <0,05). Aksine LDL diizeyi ortalamasi
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LPS/MPS ve LPS/MPS+TQ gruplarinda kontrol grubuna kiyasla oldukga anlamli
derecede yiikselirken (P <0,001), sadece TQ uygulanan sicanlarda ortalamanin
LPS/MPS grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (P <0,01)
(Tablo 4.8).

Tablo 4.8 Femur basi osteonekroz modelinde serum trigliserid (TG), total kolesterol

(TC), HDL kolesterol, LDL kolesterol diizeyleri ve gruplara gore karsilastirilmasi

Kontrol TQ LPS/MPS LPS/MPS+TQ P degeri

Parametreler X+SS

TG (mmol/L) 2,58 £ 0,38 4,30 + 0,438bc 5,62 +£0,632 5,08 + 0,422 <0,0001

TC (nmol/L) 19,00 + 2,24 20,17 +1,60 23,83+ 4,26 21,83+2,86 0,0718

HDL (umol/L) 163,33 34,16 178,00 +9,08>¢ 99,00+ 15,779 117,50 +34,75¢  0,0002

LDL (mmol/L)  4,06+0,36 4,73 +0,22f 5,70 + 0,562 5,30+ 0,45  <0,0001

X =£S88S: Ortalama + Standart Sapma

aP <0,001,dP <0,01, e P <0,05 vs kontrol grubu
b P <0,001; f P <0,01 vs LPS/MPS grubu

¢ P < 0,05 vs LPS/MPS+TQ grubu
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5. TARTISMA

Osteonekroz (ON), agirliklt olarak femur bagini bozan ve yavas yavas
subkondral kemigin kirilmasina, femur basi yiizeyinin ¢okmesine ve kalca ekleminin
tahribatina dogru ilerleyen patolojik bir siirectir. Diinyada her yil binlerce insanda
FBON gelismekte ve bu hastalarin sayisi, Ozellikle steroid tedavisi ile tedavi
edilenlerin sayis1 yillar iginde artmaktadir.** Hastaligin erken yasta baslamas,
hastalarin geng yaslar1 boyunca kalga artroplasti ameliyatina alinmasina ve bunun
getirdigi sonuglara katlanmalarina neden olmaktadir. ON etiyolojisi bir dizi faktore
atfedilse de glukokortikoid (steroid) uygulamalari, en sik ON gelisimiyle iligkili
predispozan nedensel faktorlerdir.®” Cok gesitli farmakolojik miidahalelerin AVN’e
bagl kemik kaybim ve FBON’u azalttig1 gosterilmistir. Onerilen tedaviler arasinda
vazodilatorler, statinler, bisfosfonatlar ve antikoagiilanlar femur basini revaskiilarize
etmek icin yer almustir.}*?71% Farmakolojik tedavi icin mevcut gesitli segeneklere
ragmen, su anda bu ajanlardan herhangi birinin digerine karst etkinligi konusunda
giiclii bir fikir birligi yoktur. Son yillarda cesitli alternatif terapotik yaklasimlar dikkate
almmustir.**® Calismamizda siganlarda steroid ile indiiklenmis FBON modelinde, NS
bitkisinin 6nemli bir aktif kimyasal bileseni olan TQ tedavisinin antioksidan,
antiosteoklastik,  osteoblastik ve hipolipidemik etkilerinden faydalanarak
osteonektotik alanlarda etkinligini ve sistemik etkilerini degerlendirmek amaciyla
radyolojik, histopatolojik, histomorfometrik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal

analizler gerceklestirdik.

Nigella sativa (NS) ile gesitli arastirma gruplari tarafindan kapsamli galismalar
yapilmistir ~ ve  farmakolojik  etkilerinin  antidiyabetik®*’,  antikanser,
immiinomodiilator*®, analjezik, antimikrobiyal, anti-enflamatuar, spazmolitik,
bronkodilator, hepatoprotektif, renal protektif, gastroprotektif, antioksidan 6zellikler
icerdigi'®® belirlenmistir. Bu bitkinin terapotik 6zelliklerinin ¢ogu, esans yaginin
onemli bir aktif kimyasal bileseni olan TQ varligina baglidir.?*® NS'nin bir biitiin
olarak etkisini veya sadece ana bileseni olan TQ'un etkisini incelemek i¢in gesitli
deneysel ¢alismalar yapilmistir. NS ve / veya TQ'nun osteoporoz ve kemik iyilesmesi

lizerinde yararli etkileri oldugunu bildirmistir.1®®*0152 Bunun yani sira, NS'nin

osteoporoz ve kemik iyilesmesi tizerindeki etkisini arastiran bazi az sayida makale de
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bulunmaktadir.?®3*>* NS uygulama siireleri 5 giin ile 10 hafta arasinda degismektedir.
NS ve TQ dozu 2.5, 5 ve 10 mg / kg / glin arasinda ve ¢ogu calismada oral olarak
uygulanmustir.**® NS ile tedavi edilen si¢anlarda, kortikal kalinlikta hafif bir azalma
ile kemigin yeniden modellenmesi gosterilmis ve histolojik kesitlerde neredeyse
normal osteoblastlar izlenmistir. Ayrica Osteositlerin gogunun normal oldugu ancak
birkag hiicreyle birlikte birkag kiigiik osteoporotik bosluk ve kemik onarimini gésteren
baz1 sement ¢izgileri de tespit edilmistir.’>® Biz de avaskiiler nekroz modelinde ON
varligin1 kemik trabekiillerinde bos lakiinlerin veya piknotik nukleuslu osteositlerin
varlig1 ve difiiz dagilimina eslik eden ve ek olarak kemik iliginde nekroz varligiyla
tamimladik. LPS/MPS uygulanan siganlarin femur baslarinda belirgin nekrotik
alanlarla birlikte kemik trabekiillerinin yer yer inceldigini, diizensiz ve aralikli hale
geldigini saptadik. Trabekiillerde seyrek osteositler ve ¢cok sayida piknotik hiicreler ve
bos lakiinlere rastladik. Bu gruptaki hayvanlarin yarisinda graniilasyon dokusu ve
birinde fibrozis izlenirken ve apozisyona hicbir hayvanda rastlamadik. LPS/MPS ile
indiiklenen ve orogastrik gavaj yolu ile 10 mg/kg/giin dozda TQ ile tedavi edilen
sicanlarda ise femur basinda ON anomalilerin azaldigini, kemik trabekiillerin
biitiinliigliniin ve diizenli yapisinin korundugunu, bosluklarin ve araliklarin yok
oldugunu gosterdik. Trabekiillerde osteosit sayisinin normale dondiigiinii ve piknotik
hiicrelerin ve bos lakiinlerin sayisinin ve trombuslu damar oranlarinin azaldigini tespit
ettik. Ancak graniilasyon dokusuna ve fibrozise de rastladik. Bu veriler TQ’ nun
LPS/MPS ile indiiklenen FBON hasarin1 doku diizeyinde diizeltmede basarili

oldugunu gostermektedir.

Klinik olarak FBON, femur basina bozulmus kan akis ile iliskilidir ve bu da
kemik nekrozu ve hasarina neden olur. FBON kemiginin biyofiziksel ve ultrastriiktiirel
analizleri, artan karbonat- fosfat oran1 ve azalan fosfat- amid oraniyla ortaya ¢ikan
nekrotik bolgelerde trabekiiler hasar, osteosit kaybi, kalsifiye kemik iliginin varligi ve
osteoblastlarda artmis osteokalsin ekspresyonunu gostermistir. Bunlar da kemik
yeniden modellenmesinin artisina ve kemik mineral yogunlugununun diisiisiine yol
agmaktadir.’® Calismamizda FBON ile iliskili degisiklikler radyolojik, histopatolojik
ve histomorfometrik olarak karakterize edilmis ve TQ ile yeni bir terapdtik stratejinin
gelistirilmesine yardimci olmak amaglanmistir. Giintimiizde FBON’u saptamak igin

kullanilan noninvaziv tanisal testler arasinda diiz radyografi, MRI, BT, iskelet
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sintigrafisi ve tek foton emisyonlu bilgisayarli tomografi (SPECT) bulunmaktadir. X-
1si1 temelli radyografik tespit, FBON’u baslangicinda (asama 0 ve 1) algilayacak
kadar hassas degildir, erken evre FBON igin genel duyarlilig1 ise sadece %41'dir.*>®
FBON’da trabekiiler mimarideki degisimler morfometrik olarak mikro-BT ile
kolaylikla hesaplanabilmektedir.®®"*® Huang ve ark. steroidle ile iliskili FBON
modelinde bir bitkisel ekstraktin major aktif bileseninin etkilerini arastirdiklari
calismada mikro-BT ile kemik morfolojik degisimlerini incelemisler ve BMD’ nin
FBON grubunda diger gruplara kiyasla anlamli diizeyde diistiiglinii fakat diger
trabekiiler parametrelerden BV/TV, BS/TV, Tb. N, Tb. Th ve Tb. Sp parametrelerinin
gruplar arasinda benzer oldugunu rapor etmislerdir.’®® Zheng ve ark. LPS ve MPS
enjeksiyonlariyla siganlarda meydana getirdikleri ON’li femur baslarindaki
perflizyonu, dekalsifikasyonu, vaskiiler yapilari ve trabekiiler mimariyi incelemek i¢in
mikro-BT kullanmiglar ve FBON grubunda BMD, BV/TV, Tb. N degerlerinin kontrol
grubuna kiyasla anlamli diizeyde diistiigiinii ve Tb.Sp ortalamasinin arttigini
kaydetmislerdir. Ancak Tb.Th degerinde degisim izlememislerdir.'®® Biz de
calismamizda radyolojik goriintiileme olarak mikro-BT yontemini secerek femur
basinda trabekiiler degisiklikleri {i¢ boyutlu (3D) olarak izledik. Morfometrik 6lgtimler
sonucunda literatiirdeki bir¢ok ¢alismaya benzer sekilde BMD verilerinin
ortalamasinin LPS/MPS ile indiiklenen FBON’ da anlaml1 derecede diistiigli fakat TQ
ile tedavi edilen sicanlarda yiikselerek kontrol seviyelerine yaklastigi tespit edildi.
Ayrica porozite, Tr. Sp ve Tr. Sep verilerinin ortalamasinin LPS/MPS grubunda
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttigi fakat TQ ile tedavi edilen grupta
diiserek kontrol seviyelerine yaklastigi belirlendi. Diger morfometrik bulgulardan
BV/TV ve BS/BV oranlari LPS/MPS grubunda diger gruplara kiyasla diisiis
gostermesine ragmen gruplar arasinda istatistiksel acgidan anlamli bir farka
rastlanmadi. Benzer sekilde Tb. Th, Tb. N ve Tb.Pf ortalamalar1 da gruplar arasinda
onemli bir degisiklik gostermedi. Isik mikroskobunda iki boyutlu olarak yaptigimiz
histomorfometrik 6l¢iimler sonucunda BV/TV yiizdesi LPS/MPS+TQ grubunda
anlaml1 diizeyde yiiksek bulundu, bunun disinda ki bulgular mikro-BT bulgularimizi
destekler niteliktedir.

Osteonekrozda vaskiiler endotelyum yaralanmasinin lokal hiperkoagiilasyon

kapasitesi ve intravaskiiler trombus olusumuna 6nemli bir baslangi¢ katkisi oldugu
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yaygin olarak kabul edilmistir.?%? Siirekli kan akisina ve risk faktdrlerine maruz kalan
vaskiiler endotel hiicreleri oksidatif stres nedeniyle yaralanmaya duyarlidir.’®® Buna
bagli olarak hematopoetik hiicre hasarinin steroid kaynakli ON'un erken evresinde de
ortaya ¢iktig1 gosterilmistir.®® Bu ¢alismamizda FBON olusturulan siganlarda kemik
iliginin normal morfolojisini kaybettigi, hematopoetik hiicrelerin sayisinin azaldigi
goriildi. Bunlara nekroz ve hemorajinin eslik ettigi tespit edilirken bazilarinda
trombus belirlendi. TQ ile tedavi grubunun birgok hayvaninda kemik iliginin normal
morfolojisini korudugu, hematopoetik hiicre sayisinin arttigi goriildii. Ancak bu
grubun iki hayvaninda hematopoetik nekroz da belirlendi. Bulgularimiz TQ’nun,
kemik iligindeki vaskiiler yapiya ve hematopoetik hiicrelere oksidatif hasart 6nleyerek
ON gelisimini Onlemede belirgin derecede faydali etkilere sahip oldugunu

gostermistir.

Steroid uygulamasina bagl oksidatif streste bir artig immiinohistolojik olarak
tespit edilebilir. Hem in vitro hem de in vivo veriler steroidle iliskili oksidatif hasarin
ON gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini gostermistir ve birkag antioksidanin steroid
kaynakli ON gelisimini etkili bir sekilde baskiladig1 bildirilmistir.}"1641% Steroid
uygulamasindan kisa bir siire sonra, koruyucu antioksidatif mekanizmalarin zayiflar
ve bu da kemik dokularinda doku peroksidasyonuna ve protein degisikliklerine yol
acar.%® Bircok arastirmaci FBON bélgelerinde oksidatif stres saptamis veya bir
antioksidan ajan tarafindan osteonekrozun baskilandigimi gostermistir.581°6.167 Nozaki
ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada Pravastatin’ in femur basinda steroid ile indiiklenen
osteonekroza etkilerini inceledikleri c¢alismada oksidatif stres degisikliklerini
immiinohistolojik olarak gdstermistir.X®” Ichiseki ve ark. FBON’un tavsanlarda ve
sicanlarda oksidatif stresin kontrol altina alinmasiyla baskilanabildigini’®!%® ve
Kuribayashi ve ark. lipit metabolizmasi {izerinde etkisi olmayan bir dozda E
vitamininin  antioksidan etkisi ile tavsanlarda FBON’un o6nlenebildigini
gdstermislerdir.® Komiircii ve ark. membran stabilizasyonunda rol oynayan giiclii bir
antioksidan olan koenzim Q10’un steroide bagli FBON’ye karsi onleyici etkisini
arastirdiklari calismalarinda MDA ve GSH diizeylerini incelemis ve streoid uygulanan
siganlarda 4. Haftada GSH diizeylerinde azalma ve MDA diizeylerinde artis oldugunu
CoQ10 ile tedavi edilen siganlarda bu degisimlerin daha az belirgin oldugunu

saptamislardir.’®® Biz de ¢alismamizda LPS uygulamasinin ardindan bir steroid olan
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MPS ile indiikledigimiz sicanlarda FBON modeli olusturduk ve Nigella Sativa
tohumlarinin major biyoaktif bilesigi olan TQ antioksidan etkisini arastirdik. Bu
amacla DNA oksidatif hasarin1 gosteren 8-OHdG immiinoreaktivitesini femur basi
dokusunun damarlari, adipositleri kemik iligi ve trabekiillerinde inceledigimizde
FBON modelinde hasarin arttigin1 ve TQ’nun bu hasar1 dokunun tiim béliimlerinde
neredeyse tamamen iyilestirdigini tespit ettik. Doku lipit peroksidasyonundan
kaynaklanan ve oksidatif stresin bir biyobelirte¢ olarak yaygin olarak kullanilan
aldehitin ana sekli olan MDA diizeylerini hem immunohistokimyasal hem de
biyokimyasal yontemlerle inceledigimizde FBON sicanlarinin damarlarinda ve
adipositlerinde MDA diizeylerinin diger gruplara kiyasla anlamli derecede arttig1 ve
vaskiiler ve adipositlerdeki MDA diizeylerinin TQ uygulamasiyla anlamli olarak
geriledigi fakat kontrol grubu diizeylerine ulasamadig tespit edildi. Sistemik oksidatif
stresi belirlemek i¢in serum MDA diizeylerini inceledigimizde FBON modelinde
MDA diizeylerinin tiim gruplara kiyasla anlamli derecede yiikseldigi ve TQ
tedavisinin, 6zellikle tedavi uygulanmayan FBON grubu siganlarina gére serum MDA

diizeylerini anlamli derecede diisiirebildigi tespit edildi.

Hayvanlardaki redoks durumunu degerlendirmek i¢in  antioksidan
mekanizmanin 6nemli biyokimyasal markeri olan GSH seviyeleri Ol¢iilmektedir.
GSH, ana hiicre i¢i antioksidan savunmay1 olusturur ve ROS’lar da dahil olmak tizere
cok cesitli reaktif tiirlerin temizleyicisi oldugu gosterilmistir.'®® Azalmis GSH
diizeyleriyle birlikte yiikselmis MDA diizeyleri oksidatif hasarin O6nemli
gostergeleridir.'’® Li ve ark. osteonekroz modeli olusturduklar tavsanlarda steroid
uygulamasindan kisa bir siire sonra GSH diizeylerinde 6nemli bir azalma tespit
etmislerdir. Ek olarak, GSH diisiisiiniin serbest radikal temizleyicisi olan edaravon
uygulamasi ile &nemli &lgiide azaltilabilecegini de gostermislerdir.’* Biz de
calismamizda LPS ve MPS kaynakli oksidatif strese karsi olusturulan antioksidan
mekanizmanin fonksiyonunun gostergesi olan GSH’ 1n serum diizeylerinin FBON
modelinde anlamli derecede diistiigii ve TQ tedavisiyle bu diizeylerin anlamli derecede
arttigini belirledik. Bu veriler TQ nun femur basinda LPS ve steroid kaynakli ON
tizerinde tedavi etkisinin, lipid peroksidasyonunu ve buna bagli oksidatif stresi

engelleyerek antioksidan mekanizmay: indiikklemesine bagli olabilecegini diisiindiirdi.

90



TQ’ nun daha 6nce oksidasyonla iligkili gesitli hastaliklarda oksidatif hasar1 dnledigi

gosterildigi i¢in®125126.128.148 1y, peklenen bir sonugtur.

Mezenkimal kok hiicreler osteogenez ig¢in indiiklenerek osteoblastlara
diferansiye olurlar. ALP igerikleri bu diferansiyasyonun onemli bir gostergesidir ve
hiicrelerdeki ALP diizeyini 6lgmek osteoblastlarin varligini ve farklilasma derecesini
belirlemede kullanilmaktadir. ALP organofosfati hidroliz edebilmekte ve fosfatin
lokal yogunlugunu arttirarak kalsifikasyonu baslatmaktadir.}’>  Osteoblastik
farklilasmanin bir gostergesi olan ALP aktivitesinin sicanlarda steroid ile indiiklenen
FBON modelinde 4. hafta sonunda serumda anlamli derecede arttigini goésteren
calismalarin yani sira’”® 12. haftaya kadar kemik dokusunda anlamli derecede down-
regiile oldugunu ve serum diizeylerinin de diistiigiinii belirleyen c¢alismalar da
mevcuttur.’®® Osteonekrozun avaskiiler olaylarin1 diizenleyen proteinlerden ikisi
kemik olusum gostergesi olan OPG ve kemik rezorpsiyon gostergesi olan CTXdir.1"
OPG, osteoblastlar tarafindan farklilagmaya bagli bir sekilde salgilanan bir
glikoproteindir ve RANK-L' yi diizenleyen osteoklast fonksiyonlarini ve Omriinii
diizenleyen bir "tuzak reseptorii" (antagonist olarak ¢oziiniir bir reseptor) gorevi
goriir.1™ Steroid uygulamasinin femur basinda kemik modellemesinin bir gostergesi
olarak CTX diizeylerini arttirirken OPG diizeylerini diisiirdiigii gosterilmistir.!”
Calismamizda FBON modelinde TQ’ nun kemik modellemesinde osteoprotektif
etkilerini belirlemek igin sigan serumlarinda BALP’ i yan1 sira CTX ve OPG
diizeyleri inceledigimizde ON’ li sigcanlarda her ne kadar serum BALP seviyesinin
yiikseldigi goriilse de gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark tespit
edilememistir. Bu sicanlarin serum OPG seviyeleri diisiik bulunmasina ve tedavi
uygulandiginda bu seviyelerde artis tespit edilmesine ragmen gruplar arasinda anlamli
bir fark yine gortiilmemistir. Ancak LPS/MPS sicanlarin serum CTX seviyesi diger
gruplara kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunurken TQ ve LPS/MPS+TQ

gruplarinda anlamli derecede kontrol grubunun seviyesine gerilemistir.

ON'un geleneksel etiyolojik arka planini azalan vaskiilarite ve kemik iskemisi
temsil eder. Daha sonra azalan vaskiilariteyle birlikte osteoblast ve osteosit
apoptozunun indiiklenen ON' un birincil etiyolojisi oldugu anlasilmistir.>”1"> Son

zamanlarda kortikosteroid kullanimina bagl olusan osteonekrozun patogenezinde
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mekanizma olarak osteosit apoptozisi diisiiniilmektedir.®>% Bekler ve ark,
osteonekrozu femur basinda nekrotik hiicre 6liimiine neden olan vaskiiler olmayan
olaylara baglamaktadir.'® Bu avaskiiler olaym tetikleyicileri, glukokortikoid
uygulanan osteoblastlarda TNF-o, RANK ligandi ve OPG dengesi ile iliskili
goriinmektedir, bu da osteoklastlarin farklilagmasini etkileyerek apoptotik olaylar
tetikleyebilir.}’” Kabata ve ark. steroidle indiiklenen ON' da apoptozun roliinii ve erken
evrelerinde meydana gelen hematopoetik hiicre apoptozunun roliinii bildirmislerdir.®
Chen ve ark. sicanlarda glukokortikoid ile indiikledikleri osteonekroza, eritropoietinin
etkilerini inceledikleri ¢alismada, bizim ¢alismamiza benzer sekilde diisiik dozda LPS
ve yliksek dozda MPS kullanmislardir. Glukokortikoid uygulamasinin osteoblast ve
osteositlerin apoptotik indekslerini arttirdigi ve ayni1 zamanda proapoptotik protein
olan caspase-3 immunoreaktivitesini de arttirdigini, buna karsin eritropietinin bu
etkileri diizelttigini tespit etmislerdir.>’ Kortikosteroide bagli FBON nedeniyle TKA
yapilan hastalarda femur baslarinin patolojik incelemesinde apoptotik osteositler
saptanmistir. Bu bulgular travma ya da alkole bagli FBON’ da gériillmemistir.” Bu
apoptotik hiicrelerin birikerek osteosit-lakunar-kanalikular sistemin ve damarsal
bosluklarin bozulmasina ve femur basiin ¢okmesine yol agtig1 diistiniilmektedir. Biz
de caligmamizda femur bagi dokusunda apoptoz yolaklarinin belirlenmesi i¢in anti-
apoptotik protein olan Bcl-2 immunoreaktiviteleri inceledigimizde LPS/MPS
uygulanan siganlarin adipositlerinde, kemik iliginde ve trabekiillerinde Bcl-2 diizeyi
olduk¢a diistik saptadik. Buna karsin TQ tedavisinin Ozellikle adiposit ve kemik
iliginde Bcl-2 diizeylerini arttirdigini belirledik. LPS/MPS grubunun kemik iliginde
ve trabekiillerinde proapoptotik protein olan caspase-3 immunoreaktivitelerinin
anlaml diizeyde arttigin1 ve TQ tedavisi uygulanan grupta ise bu diizeylerin neredeyse
kontrol seviyelerine geriledigini gosterdik. Yukaridaki hususlara dayanarak, TQ
tedavisi ile osteoblast ve osteositlerin apoptozunun baskilanmasi femur basinda
LPS/MPS ile indiiklenen ON' u oOnlemede etkili bir yaklasim olabilecegini

diisiiniiyoruz.

Literatiirde bazi raporlar, sicanlarin damarlarinda oksidatif stres kaynakli
endotel disfonksiyonu ve iskemik degisiklikten bahsetmistir.1’®1"® Ancak hangisinin,
adipositlerde veya damarlarda oksidatif strese kaynakli FBON’u indiiklemede daha

bliyiik bir etkiye sahip oldugu hala acik degildir. Lokal intravaskiiler tromboza ve
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dolasim bozukluklarma yol agan vaskiiler endotelyal disfonksiyon®®, ON' da oksidatif
yaralanma ile birlikte ortaya cikar.}” Vaskiiler endotel hasarma ek olarak, steroid
uygulamasma bagli oksidatif hasar1 siirdiiren hematopoetik hiicreler de steroid
kaynakli ON gelisimine katkida bulunur. Li ve ark. c¢alismalarinda, edaravone
uygulamasinin, bir tavsan modelinde steroidle indiiklenen ON insidansini, sadece
steroid ile tedavi edilen gruptaki ile karsilastinldiginda %73’den %20'ye
diisiirebildigini rapor etmislerdir. Steroid uygulamasini takiben edaravone tedavisi ile,
hem kiiciik boyutlu perfiize damarlarda azalma hem de intravaskiiler trombiis
olusumundaki artis Onemli Olglide iyilestirildi. Bu yararli etkiyi iki sekilde
aciklamiglardir; birincisi intraossedz vaskiiler sisteminin yapi iglevinin korunmasi ve
ikincisi hematopoetik hiicrelerin steroid tedavisi ile oksidatif yaralanmalardan
korunmas1.'™* Vaskiiler sistemi besleyen anjiyogenezin, kemik olusumunun ve
onariminin dnemli bir diizenleyici olan VEGF ekspresyonu, osteoblast ve osteosit
apoptozunun artmasi ile birlikte azalir.'®® Ayrica, azalan VEGF ekspresyonunun,
femur basmin nekrotik bolgelerinde kemik yenilenmesini hasarladigi bulunmustur. '8!
Calismamizda FBON modeli siganlarinda vaskiiler sistemi incelemek igin Once
histopatolojik analizler daha sonra immunohistokimyasal analizler yaptik. Femur bas1
dokularinda vaskiiler trombus oranlar1 artarken TQ ile tedavi edilen sicanlarda bu
oranlarin diistiigli ve hatta kontrol grubuna benzer oldugunu bulduk. PECAM/CD31
diizeyi ortalamalarmin LPS/MPS grubunda distiigii, LPS/MPS+TQ grubunda
yiikseldigi goriildii ancak gruplar arasinda istatistiksel bir fark olmadig tespit edildi.
Ayrica femur basi dokusunda vaskiiler hasarin belirlenmesi i¢in inceledigimiz VEGF
immunoreaktivitelerinin  LPS/MPS grubunda diiserken LPS/MPS+TQ grubunda
neredeyse normal diizeylerine ulastigini belirledik. Bu bulgular TQ’ nun steriod ile
indiiklenmis ON’ da femur basinda vaskiiler hasari iyilestirmede basarili oldugunu ve

lokal arter kaynagi iizerindeki terapotik etkisini gostermektedir.

Steroid kaynakli FBON’ un patogenezi, oksidatif stresin artmasi, lipit
metabolizmasi bozuklugu ve steroid hormonlarina bagli pihtilasma-fibrinoliz sistemi
bozukluklarini igerir.?®1% Dolasim bozuklugu, lipit metabolizmasinda bozulma ve
artmis oksidatif stresin steroid kaynakli FBON etiyolojisinde rol oynadig: ileri
stiriilmiistiir. Baz1 ¢alismalar, lipit metabolizmasinin diizensizliginin FBON’ a 6nemli

katkida bulunanlardan biri olabilecegini gostermistir.’821® Femur basi nekrozu
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modelinde cinsiyet hormonlariyla ilgili deneysel bir calismada, gozlemlenen ilk
degisikligin artmis kan yag seviyeleri oldugu ve ikinci degisikligin kemikte meydana
geldigi bulunmustur. Bazi arastirmacilar FBON insidansinin hiperlipidemili hastalarda
femur boynu kirigimin azalmasindan sonra normal bir gruba gore anlamli derecede
yiiksek oldugunu bulmustur. EK olarak hem TC hem de LDL' nin FBON i¢in bagimsiz
risk faktdrleri oldugunu gostermistir.83184 Lipit metabolizmasinin diizensizliginin
neden oldugu FBON’ un patojenik mekanizmasi ile ilgili olarak, hiperlipideminin pro-
trombotik kosullar olusturmak igin vaskiiler endotelyal hiicrelere zarar verdigi ve bu
hiicrelerin NO sentezleme yeteneginin azalarak kemik mikrosirkiilasyonunu etkileyen
vaskiiler ~ kontraksiyon = ve gevseme  disfonksiyonu ile  sonuc¢landigi
gosterilmistir.}821818  (te yandan hiperlipidemi, periferik kanda yag emboli
olusumuna yol acgar, kemik mikrovaskiiler tikanikliklarina neden olur, intraossedz
basinct arttirir ve kemik mikrosirkiilasyonunun islev bozuklugunu daha da
kotiilestirir.!8” Hiperlipidemiyi inhibe etmek igin bircok ilag, hayvanlarda ve
insanlarda test edilmistir. Bu ilaglardan arasinda yer alan statinler ve E vitamini,
warfarin, diisiik molekiiler agirlikli heparin uygulamalari, FBON’un ilerlemesinin
onlenmesi veya baskilanmasiyla sonuglanmigtir, 16143144188 Bir deneysel calismada
lipid diistiriicii ajanlar olan Simvastatin ve Pravastatin, tavsanlarda steroid kaynakli
osteonekroz insidansim1 &nemli dlgiide azalttigr goriildii.%® Biz de olusturdugumuz
avaskiiler nekroz modelinde TQ’ nun lipid profili {izerine etkilerini belirlemek i¢in
sican serumlarinda TG, TC, HDL kolesterol, LDL kolesterol diizeyleri inceledik.
FBON olusturulan grupta serum TG ve TC diizeylerinin anlamli derecede arttig1 ancak
TQ tedavisinin bu diizeyleri diistiremedigini tespit ettik. Buna karsin TQ tedavisinin
LPS/MPS ile indiiklenen HDL kolesterol diisiisii ve LDL kolesterol yiikselisini
diizelterek normal seviyelere yaklastirdigini belirledik. Literatiirde steroid ile
indiiklenen FBON modellerinde LDL/HDL kolesterol oraninin ON gelisimi i¢in risk
faktorii olabilecegi ve bu orandaki artisin1 kemik iligi yag hiicrelerinin biiyiikliiklerini
de arttirabilecegi rapor edilmistir.®® Bu da bulgularimizla ortaya c¢ikan FBON
modelinde HDL kolesterol diisiisii ve LDL kolesterol yiikseligini agiklamaktadir.
Ayrica TQ’ nun bu degisimleri tersine ¢evirmesi lipid metabolizmasinda kolesterol

diizeylerini etkileyerek FBON’ u tedavi edebilecegini diisiindiirmektedir.
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Calismamizin baz1 simirlamalar: vardir. 11k olarak, FBON modelinde siganlari
kullanan az sayida calisma vardir. Steroid kaynakli FBON’ un deneysel modelleri
olarak tavsanlar, kopekler, kuslar ve koyunlar dahil olmak {izere ¢esitli hayvan tiirleri
kullanilmistir.**® Ornegin spontan hipertansif inme egilimli (SHRSP) sigan kullanarak
yapilan aragtirmalarda bu modeldeki FBON patolojisinin insanlardaki FBON
patolojisine, tavsanlara kiyasla daha yakindan benzedigi goriilmiistiir.!® Diger
siirlamalarimiz daha az sayida hayvan kullanma ve sadece tek sefer kan alimi ile
analiz yapmamizdir. Hayvanlar iizerinde yapilan bilimsel ¢alismalarda kabul edilen
3R kuralina uymak i¢in daha az sayida hayvan ve uygun kosullar i¢in daha az
stimiilasyon yapildi. Calismamizin ilk haftasinda yapilan intraperitoneal,
intramuskuler enjeksiyonlar ve ¢alisma boyunca oral gavaj uygulamasi si¢anlarda
yeterince stres yaratmistir. Bu nedenle biyokimyasal inceleme ¢alismanin en sonunda
yapilabilmistir. Calismamizin diger sinirlamasi ¢alismamizda TQ igin tek bir dozaj
uygulanmasidir.  Steroid ile indiikklenen ON insidansini azaltmada optimal dozu
belirlemek i¢cin dozlama etkisinin daha fazla arastirilmas: gerekir. Ayrica,
calismamizda tasarlanan 4 haftalik gozlem siiresi, TQ tedavisinin kisa donem

etkinligini belirlemek icin kisaltilabilir.
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6. SONUCLAR

Bildigimiz kadariyla, literaturde FBON’ un onlenmesi i¢in TQ tedavisinin
etkileri lizerine yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bulgularimiz oksidatif stresin
LPS ve steroid kaynakli ON gelisiminde yakindan rol oynadigimi diistindiirmektedir.
Tiim verilerimiz siganlarda olusturulan FBON modelinde LPS ve steroid kaynakl
DNA oksidatif ve lipit peroksidatif hasarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan vaskiiler ve
hematopoetik hiicre hasarlarmin  TQ uygulamasiyla basarili  bir sekilde
azaltilabilecegini gostermis ve bu da oksidasyonla iligkili diger hastaliklarda TQ’ nun
in vivo olarak arastirilmasina uygun olabilecegini diisiindiirmiistiir. Hatta giivenligi
kanitlandig1 taktirde insanlarda osteonekrozun Onlenmesi tizerine etkilerinin klinik

calismalarda kolaylikla test edilebilecegine inaniyoruz.

Timokinonun genis klinik kullanimi ve olumlu bulgularimiz goz Oniine
alindiginda, TQ uygulamasi FBON’ un dnlenmesi i¢in etkili ve giivenli bir strateji
olabilir. Bununla birlikte, FBON nedeni ¢ok faktorliidiir ve lipid metabolizmasi
bozukluklari, anjiyogenezin inhibisyonu ve koagiilasyon ve fibrinolitik sistemdeki
anormallikler dahil ON' un gelisiminde yer alan diger mekanizmalar i¢in daha fazla

arastirmaya ihtiyag vardir.

Sonu¢ olarak, bu c¢aligmanin bulgular1 oksidatif stresin FBON gelisimine
onemli bir katkida bulundugunu, giiclii bir antioksidan olan TQ’ nun trabekiillerde ve
kemik iliginde ROS ve lipid peroksidatif tiriinlerin birikimini azaltarak ve vaskiiler
endotelyal ve hematopoetik hiicrelerde oksidatif DNA hasarimi baskilayarak ON
hasarin1 onemli Olgiide azaltabilecegini gostermektedir. TQ tedavisi gibi invaziv
olmayan bir tedavi yonteminin dogru zamanda uygulanmasiin ON hastalarinin hayat

kalitesini arttirmak i¢in faydali olabilecegini diisiiniiyoruz.
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