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OZET

In Vivo Staphylococcus Aureus Kaynakl Osteomiyelit Modelinde
Hesperidin’in Biyoetkinliginin Arastirilmasi

Osteomiyelit, tedavisi gii¢c ve ciddi sosyoekonomik problemlere neden olan kemik
sagligini ilgilendiren 6nemli bir hastaliktir. Caligsmada, in vivo Staphylococcus aureus iligkili
osteomiyelit modelinde hesperidinin biyo-etkinliginin ortaya konulmasi amaglandi.

Calismada 28 adet Erkek Wistar Albino ratlar, rastgele 4 esit gruba ayrildi (n=7).
Gruplar, Grup 1: Kontrol grubu, Grup 2: Sham grubu, Grup 3: Osteomiyelit grubu, Grup 4:
Tedavi grubu (Hesperidin+Osteomiyelit) olarak belirlendi. Calismada tibial osteomiyelit,
tibial krestten acilan bir delikten arasidonik asit ve 1x10°CFU™ bakteri siispansiyonu
verilerek olusturuldu. Tedavi grubundaki ratlara 28 giin boyunca giinde 1 kez hesperidin oral
gavaj yolla igirildi. Uygulama sonunda tedavinin etkinligi radyografik, biyokimyasal ve
histopatolojik olarak degerlendirildi.

Histopatolojik olarak intraossedz akut inflamasyon, intraossedz kronik inflamasyon,
periosteal elevasyon ve kemik nekrozunun ortalama skorlar1 alinarak degerlendirildi.
Kontrol grubunda skor 0, sham grubunda 0-2, osteomiyelit grubunda 9-14, tedavi grubunda
ise 2-6 arasindaydi. Biyokimyasal olarak, osteomiyelit deneme modelinde oksidatif stres
anlamli diizeyde arttmis bununla birlikte tedavi amaciyla kullanilan hesperidin uygulanan
grupta oksidatif stres anlamli diizeyde azaldi. Nrf-2 translasyon diizeyleri sham grubunda
kontrol grubuna gore % 0,2 oraninda artarken, OM grubunda % 26 oraninda azaldi, bununla
birlikte bu deger, tedavi grubunda osteomiyelit grubuna gore % 42 oraninda artti. NF-xB
translasyon diizeyleri sham ve OM gruplarinda kontrol grubuna gore sirasiyla % 6 ve % 21
oraninda artti. Bununla birlikte bu deger tedavi grubunda osteomiyelit grubuna gore % 9
oraninda azaldi. Radyografik olarak, OM grubu, sham ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda
bilesik skor artti.

Sonug olarak; Hesperidinin inflamatuar yolaklarda rol alan NF-kB’yi baskilayarak
antinflamatuar, Nrf-2’yi arttirarak ise antioksidan etkinlik gosterdi. Ayni zamanda
histomorfolojik bulgularda hesperidinin antiinflamatuvar etkinlik gosterdigi de gortildii. Tim
bu bulgularin 1s181nda hesperidinin osteomiyelit tedavisinde potansiyel bir tedavi edici veya
hali hazirda tedaviye katki saglayabilecek bir ajan olarak kullanilabilecegi soylenebilir.
Ancak konunun tam aydinlatilabilmesi i¢in daha ileri yontemlerle arastirmaya ihtiyag
bulunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Hesperidin, Nrf-2,NF-kB, Osteomiyelit, Rat



ABSTRACT

Investigation Of The Bioactivity Of Hesperidin in An In Vivo
Staphylococcus Aureus-Induced Osteomyelitis Model

Osteomyelitis is an important disease related to bone health, which is difficult to treat
and causes serious socioeconomic problems. In this study, it was aimed to reveal the
bioactivity of hesperidin in an in vivo Staphylococcus aureus-associated osteomyelitis
model.

In the study, 28 male Wistar Albino rats were randomly divided into 4 equal groups
(n=7). Groups were determined as Group 1: Control group, Group 2: Sham group, Group 3:
Osteomyelitis group, Group 4: Treatment group (Hesperidin+Osteomyelitis). In the study,
tibial osteomyelitis was created by administering arachidonic acid and 1x10°CFU bacterial
suspension through a hole drilled from the tibial crest. The rats in the treatment group were
given hesperidin once a day by oral gavage for 28 days. At the end of the application, the
effectiveness of the treatment was evaluated radiographically, biochemically and
histopathologically.

The mean scores of intraosseous acute inflammation, intraosseous chronic inflammation,
periosteal elevation and bone necrosis were evaluated histopathologically. The score was 0
in the control group, 0-2 in the sham group, 9-14 in the osteomyelitis group, and 2-6 in the
treatment group. Biochemically, oxidative stress increased significantly in the osteomyelitis
trial model, however, oxidative stress was significantly reduced in the hesperidin group used
for treatment. Nrf-2 translation levels increased by 0.2% in the sham group compared to the
control group and decreased by 26% in the OM group, however, this value increased by 42%
in the treatment group compared to the osteomyelitis group. NF-«B translation levels
increased by 6% and 21% in the sham and OM groups compared to the control group,
respectively. However, this value decreased by 9% in the treatment group compared to the
osteomyelitis group. Radiographically, the composite score increased in the OM group
compared with the sham and control groups.

As a result; Hesperidin showed anti-inflammatory activity by suppressing NF-xB, which
plays a role in inflammatory pathways, and antioxidant activity by increasing Nrf-2. At the
same time, it was seen that hesperidin showed anti-inflammatory activity in
histomorphological findings. In the light of all these findings, it can be said that hesperidin
can be used as a potential therapeutic agent in the treatment of osteomyelitis or as an agent
that can contribute to the treatment at present. However, further research is needed to fully
elucidate the issue.

Keywords: Hesperidin, Nrf-2,NF-kB, Osteomyelitis, Rat
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1. GIRIS

Osteomiyelit (OM), 1844 yilinda Nelaton tarafindan tanimlanmistir ve literatiirde rapor
edilen en eski hastaliklardan biri olarak kabul edilmektedir (Lima ve ark. 2014).
Osteomiyelit, kronik olarak seyredebilen, kalici asamaya kadar ilerleyebilen, inflamatuar
yikim, nekroz ve kemik deformasyonu ile sonuglanan progresif bir enfeksiyondur.
Hastaligin olusumunda, basta piyojen mikroorganizmalar olmak tlizere mikobakterilerin ve
mantarlarin da etkili oldugu bildirilmistir (Mustafa ve ark. 2014). Gram pozitif bir bakteri
olan Staphylococcus aureus (S. aureus), osteomiyelit enfeksiyonlari iginde en yaygin izole
edilen bakteridir (Zhang ve ark. 2021). S. aureus kaynakli osteomiyelit, niiks oranlarinin
yiiksekligi ve tedavi basarisizligi nedeniyle tiim diinyada énemli bir saglik sorunu olmaya
devam etmektedir. Sadece hastalik boyutunda kalmayip, etkilenen ekstremitenin ampiite
edildigi, hatta 6liimle bile sonuclanabilecegi de belirtilmistir (Alt ve Giannoudis 2019).
Hastaligin tedavisinde antibiyotik kullanimima ragmen kemik enfeksiyonlarinin ¢ok zor
iyilesmesi veya hi¢ iyilesmemesi, operatif tedaviden ise istenilen neticenin bir tiirlii
alinamamasi sosyoekonomik problemleri beraberinde getirmektedir (Efstathopoulos ve ark.
2008).

Osteomiyelitin tedavisinde en akilci stratejinin  belirlenmesi i¢in hastaligin
patofizyolojisinde rol oynayan faktorlerin ortaya konulmasi ve onlarin eleminasyonu
oldukca onemlidir (Birt ve ark. 2017). Bunun i¢in birkag¢ siiflandirma semasi onerilmistir,
ancak bunlardan en ¢ok kabul gdéreni Waldvogelet ve arkadaslarinin siniflandirmasidir
(Waldvogelet ve ark. 1970, Mustafa ve ark. 2014). Bu smiflandirmanin ilki bakterilerin
hematojen olarak yayilmasi ikincisi ise enfeksiyonun kontakt oldugu seklindedir. Buna gore
kontaminasyon agik kiriklardan veya ortopedik replasman cerrahisi sonucu bir bolgeden
yayilmaktadir. Ugiinciisii ise vaskiiler veya ndrolojik yetmezlikle iliskili osteomiyelittir ve
bu durum genellikle kan kaynaginin zayif olmasindan, diyabetik yaralardan, his
kayiplarindan ve bagisiklik sistemindeki degisikliklerden kaynaklanmaktadir (Lew ve
Waldvogel 2004, Mustafa ve ark. 2014, Birt ve ark. 2017).

Osteomiyeliti olan insanlarda ve hayvanlarda, yamusak doku sisligi, ciddi topallik, lokal

agr1 ve kemik lezyonlar1 dikkat ¢eker. Genellikle ortopedik cerrahi veya 1sirik yarasi gibi



bagka bir kemik travmasi dykiisii vardir. Olgularda lokal lenfadenopati, ates, depresyon ve
istahsizlik goriilebilir (May 2002).

Her osteomiyelitin farkli klinik ve operatif tedavi protokolleri vardir. En sik goriilen
kemik enfeksiyonlari sekonder osteomiyelittir ve travma sonrasi veya ameliyata bagli
kontaminasyon sonucu sekillenir. Bunu damarlagsmanin yetersizligine bagli osteomiyelit ve
kan dolasimindan kaynaklanan enfeksiyonlar izler (Lew ve Waldvogel 2004, Mustafa ve
ark. 2014). Son on yilda ise bakterinin dogrudan inokiile oldugu kemik enfeksiyonlar
artmigtir. Bunun olast nedenleri arasinda trafik kazalari ile ortopedik protezlerin
kullanimindaki artislar yer almaktadir (Schmidt ve Swiontkpwski 2000, Mustafa ve ark.
2014). Normal kemik dokusu, enfeksiyonlara karst olduk¢a direnglidir. Deneysel
modellerde, osteomiyeliti indiiklemek ic¢in genellikle biiyiik bir bakteri inokiilasyonu
gerekir. Bakteriler, osteomiyelitin gelismesine ve kroniklesmesine katki saglayan, kemige
tutunmay1 kolaylastiran adhezin adi verilen proteinlere ve bakterileri antimikrobiyal
ajanlardan koruyan ve biofilm adi verilen ¢esitli viriilans faktorlerine sahiptirler (Lew ve
Waldvogel 2004, Fritz ve McDonald 2008). Bununla birlikte, konagin enfeksiyona karsi
immun yaniti kemige zarar verebilir. Bazi sitokinler, osteolitik ozelliklere sahiptir ve
fagositler, konakg¢i hiicrelere zarar verebilecek toksik oksijen radikalleri ve proteolitik
enzimleri tiretir. Olusan inflamatuar yanit, kan akisini bozar ve intraossedz basinci artirir.
Bu da iskemik nekroza yol agar. Sekestrum olarak bilinen bu 6lii kemik doku, biyofilm
baglanmasi i¢in canli olmayan bir yiizey gorevi gorebilir ve bakterilerin tutunmasina olanak
saglar. Boyle bir durumda antimikrobiyal ajanlarin ve konak¢i bagisiklik hiicrelerinin

bakterilere erismesi zor hale gelir (Fritz ve McDonald 2008).

Notrofiller, bircok bakteriyel enfeksiyona karsi konak¢i immiin savunmasinda ilk
asamadir ve OM'in patogenezinde ¢ok Onemli bir rol oynarlar. OM sekillendiginde
dolagimdaki nétrofil sayisi artar ve bakterilerle birlikte kemik enfeksiyonunun sekillendigi
alanda birikirler. Bu hastalarda inflamatuar sitokinlerin seviyeleri yiikselmistir. Interlokin 1
(IL-1) ve tiimor nekroz faktorii (TNF-a) gibi pro-inflamatuar sitokinler, nitrik oksit sentazin
(INOS veya iINOS-2) indiiklenebilir izoformunun aktivasyonuna neden olur ve kemik kaybi
bu yoldan tiiretilen nitrik oksit (NO)’i uyarir. Ayrica bakteri varliginda, daha fazla endotelyal
nitrik oksit sentaz (eNOS veya eNOS-3) aktivitesi nedeniyle NO {iretimi artar. NO, oksidatif
strese yol agan lipidlere ve proteinlere zarar veren reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasina

neden olur. Indiiklenebilir ve endotelyal NO, kemik rezorpsiyonunu artirarak kemik kaybina



neden olur ve OM'in bir 6zelligi olan osteolizden sorumlu olabilir (Ralston ve ark. 1995,
Van’t Hof ve ark. 2001, Asensi ve ark. 2007, Jyoti ve ark. 2015). Osteomiyelit olusturulan
ratlardan elde edilen homojenatlarda erken donemde (1.giin) interlokin 1-beta (IL 1-B),
makrofaj inflamatuvar protein-2 (MIP-2) ve interlokin-10 (IL-10)’un yiikseldigi
bilinmektedir (Sethi ve ark. 2015, Lovati ve ark. 2016, Birt ve ark. 2017). Niikleer faktor
kappa B (NF-kB) dogustan gelen bagisiklik tepkisindeki rolii ile iyi bilinen, tim hiicrelerde
bulunan bir transkripsiyon faktoriidiir. NF-xB, inflamatuar sitokinler gibi aracilarin bir
transkripsiyonel aktivatoriidiir (Nennig ve Schank 2017). Niikleer eritroid iliskili faktor 2
(Nrf2) aktivasyonu Ozellikle kronik inflamasyonda, oksidatif/nitrozatif stres iyelerinin

detoksifiye edilmesi i¢in antioksidan enzimlerin seviyelerini artirir (Nabavi ve ark. 2016).

Flavonoidler bitkisel bilesiklerdir ve hidroksil, superoksit, alkoksil, peroksil ve nitrik
oksit radikallerini temizlerler. Lipooksijenaz, siklooksijenaz ve fosfolipaz-A enzimlerini
inhibe ederek antiinflamatuvar etkinlik gosterirler. Ayrica glutatyon rediiktaz, NADH-
oksidaz (nikotinamit adenin diniikleotit), protein kinaz ve ksantin oksidaz gibi birtakim
enzimleri inhibe ettikleri de bildirilmistir (Cimen 1999). Hesperidin (HSP), ilk olarak 1828
yilinda Fransiz bir kimyaci olan Lebreton tarafindan narenciye kabugunun beyaz ig
katmanindan izole edilmistir (Lebreton 1828). Hesperidin diger flavonoidler ile
karsilastirildiginda antioksidan 6zelligi ile 6ne ¢ikmaktadir (Kuntic ve ark. 2014). Birer
narenciye tiirii olan limon ve tatli portakalda bol miktarda bulunur (Carballo-Villalobos ve
ark. 2016). Plazmada, i¢irildikten 2 saat sonra pik diizeye ulasir (Cimen 1999). Farmakolojik
olarak; antikarsinojenik, antihipertansif (Polat ve ark. 2016), immiinmodiilatér (Rezaeyan
ve ark. 2016), antiinflamatuvar, giiglii antioksidan (Banji ve ark. 2014, Carballo-Villalobos
ve ark. 2016, Yurtal ve ark. 2020), antiallerjenik, noroprotektif, antimikrobiyal,
hipolipidemik, vazodilatatdr, antihiperkolesterolemik (Subramanian ve ark. 2015),
ultraviole ve radyasyondan koruma (Kuntic ve ark. 2014), hepatoprotektif (Banji ve ark.
2014), ostrojenik (Cimen 1999), analjezik ve sedatif gibi ozellikleri vardir (Carballo-
Villalobos ve ark. 2016). Tiim bu bilgilerin 1s181inda olusturulan deneysel modelde tedavi ve
hastaligin 6nlenmesi amaciyla yiiksek antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelligi bilinen

hesperidin kullanilda.

Mevcut calismada, ratlarda deneysel olarak olusturulan stafilokokla iligkili
osteomiyelitlerde yiiksek antioksidatif ve antiinflamatuvar Ozelliklere sahip olan

hesperidinin terapotik etkisi arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Osteomiyelit, kemik ve kemik iliginin enfeksiyonudur. Hematojen osteomiyelit,
vertebral osteomiyelit, posttravmatik osteomiyelit ve diyabetik ayak enfeksiyonu dahil
olmak tizere bir¢ok ¢esidi vardir. Osteomiyelit, yiiz milyonlarca yil 6nce hayvan fosillerinde
rastlanmis olan bir hastaliktir. Insan osteomiyelit tanis1 ise Hipokrat zamanina kadar uzanir
(MO 460-370). Akut hematojen osteomiyelit, 1773'de Broomfield tarafindan “medullada
apse” olarak tanimlanmigtir (Schmitt 2017). “Osteomiyelit” terimi ise ilk olarak 1844 yilinda
Nelaton tarafindan kullanilmistir (Bryant 1885). Preantibiyotik c¢agda, osteomiyelitin
tedavisi cerrahi debridman ve sekonder iyilesmeye ile oluyordu. 1940'larda penisilinin
bulunmasiyla, stafilokokal osteomiyelite bagli mortalite % 30'dan % 10'a diistii (Lew ve
Waldvogel 2004, Schmitt 2017).

2.2. Kemigin Fizyo-Anatomisi

Iskeletin hareketi ve hayati organlarin muhafazasi basta olmak iizere hareket yetenegi
saglamak, kan hiicrelerini liretmek ve tekrar kana verilmesini saglamak, organ hasari
durumlarinda tampon madde saglamak, kalsiyum, fosfor, biiyliime faktorleri ve sitokinlerin
depo edilmesini saglar (Bayliss ve ark. 2012, Insal ve Piskin 2017). Taze bir kemikte
ortalama % 25 su, % 30 organik madde ve % 45 inorganik madde bulunur. Organik matriks
kemigi su bazli soliisyonlarla kaynatilinca jelatine doniisebilen Tip I Kollajen olusur.
Kollajen olmayan organik maddeler ise glikozaminoglikanlar, glikoproteinler, sitokinler ile
dontistiiriici biiylime faktor B ailesi (TGF-B), koloni uyarict faktorler, trombosit kaynakl
biiyiime faktdrii ve diger bilyiime faktorleridir (Insal ve Piskin 2017). Kemigin kuru
agirh@inin % 65’ini inorganik matrikstir. Kemigin mineral igeriginin 6nemli bir ksimi
hidroksiapatit kristalleridir (Clarke 2008, Buckwalter ve ark. 1995, insal ve Piskin 2017).
Kemik, destek hiicreleri olan osteoblast ve osteositten ve kemigin yeniden sekillenmesinden
sorumlu olan osteoklasttan olusur (Kini ve Nandeesh 2012, Insal ve Piskin 2017). Kemigin
en temel birimi ise osteondur. Kemigin uzunlamasina uzanan kanallara “Havers kanallar1”
denir. Bu kanallarin etrafinda dairesel olarak yerlesmis lameller bulunmaktadir. Lameller

iizerinde ise lakuna denilen bosluklar vardir ve bu bosluklara osteositler yerlesmektedir. Iste



bu {li¢ yapidan olusan sisteme “osteon” veya “Havers sistemi” denmektedir. Havers
kanallarin i¢inde, kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirler bulunmaktadir. Kemigin uzun
eksenine dik uzanan damarlar ise Wolkman kanallar1 denilen bosluklarda yer almaktadir
(Insal ve Piskin 2017). Anatomik olarak bakildiginda kemikler; periosteum, korteks ve
medulladan olugsmaktadir. Periosteum, eklem kikirdag:i hari¢ kemiklerin dis yiizeylerini
cevrelemektedir. Korteks, periostun altinda yer almaktadir ve uzun kemiklerin daha fazla
yiik tagiyan yiizeylerinde yani diyafizinde daha kalindir. Medulla, kemiklerin i¢ tabakasidir
ve burada kan damarlari, sinirler ve kemik iligi vardir. Periosteum, iki farkli katmandan
olusmaktadir. Dista lifli katman, icte ise hiicresel katman vardir. Dis katman, fibroblastlar,
kollajen, elastin lifleri ile sinir ve damar agindan olusur. Igteki hiicresel katman ise
mikrodamarlar ve sempatik sinirlerle birlikte osteoprogenitor hiicreler, fibroblastlar ve

osteoblastlardan olusur (Tzelepi ve ark. 2009).

Tibia, ratlarda 6n bacagin yarigapina esittir ve arka bacagin ikinci boliimiiniin agirlik
tagiyan bir bilesenidir. Siganlarda, fibula, alt kisminda tibia ile kaynasmistir. Tibianin
proksimal ucundaki eklem yiizeyi medial ve lateral kondillerin iist yiizeyleri olmak iizere iki
icbiikey alan igerir ve bunlarin arasinda da interkondiler oluk vardir. Meniskiis, oluktaki
tibial ylizeye anterior ve posterior olarak sabitlenir. Tibia, lateral ve medial yiizeylerini
ayiran bir tepeye sahiptir. Tibianin proksimal 6n yiizeyi belirgindir ve patellar ligamentin
bagli oldugu tibial tiiberositiyi olusturur. Fibulamin proksimal ucu, lateral tibial kondilin

¢ikintisinin altindaki bir fasette tibia ile eklemlenir (Maynard ve Downes 2019).
2.3. Osteomiyelit

Osteomiyelit, tedavisi en zor bulasici hastaliklardan biri olarak kabul edilir (Sia ve
Berbari 2006). Osteomiyelit, enfeksiydoz bir mikroorganizma tarafindan olusturulan ve
kemik yikimi ve sekestra olusumunun da eslik ettigi inflamatuar bir siiregtir (Lew ve
Waldvogel 2004, Sia ve Berbari 2006). Enfeksiyon, kemigin sadece bir kisminda lokalize
olabildigi gibi kemik iligi, korteks, periosteum ve kemigi ¢evreleyen yumusak dokular1 da
igerebilir. Lokal osteomiyelit, genellikle travma, kemik cerrahisi veya eklem replasmani
sonucu ortaya ¢ikar. Her yasta goriilebilir ve herhangi bir kemigi tutabilir. Vaskiiler
yetmezlige bagli sekillenen sekonder osteomiyelit, agirlikli olarak diyabet hastaligi olan
vakalarda goriliir. Bu vakalarda predispoze faktorler, kemik ve yumusak doku iskemisi ile

periferik motor, duyusal ve otonom ndropatisidir. Hematojen osteomiyelit cogunlukla geng



ve yash hastalarda goriiliir ve kanda bulunan bakteriler tarafindan olusturulur (Lew ve
Waldvogel 2004). Eriskinlerde genellikle spesifik olmayan agri ve diisiik dereceli ates
vardir. Ates, titreme, lokal sislik ve bazen de ilgili kemik iizerinde kizariklik goriiliir.
Bakteriyeminin kaynagi, 6nemsiz bir deri enfeksiyonu veya daha ciddi bir enfeksiyon olan
bakteriyel endokardit olabilir. Osteomiyelit varliginin dogrulanmasi icin genellikle
radyolojik, mikrobiyolojik ve histopatolojik testler gereklidir (Sia ve Berbari 2006).

2.4. Hastahigin mekanizmasi

Uzun kemiklerin hematojen osteomiyelitinde genellikle metafiz etkilenir. Epifiz
plaklaria yakin metafizdeki kan akisinin yavaslamasi, mikrobik ajanlarin birikmesine ve
enfeksiyon olusumuna yol acar. Mediiller kemikte artan basinca yol acan bir inflamatuar
yanit ortaya ¢ikar. Bu basing, enfeksiyonun kortekse ve kontrol edilmezse nihayetinde
periosttan gegmesine neden olur (Schmitt 2017). Inflamatuvar faktorler ve 16kositler doku
nekrozunun sekillenmesine, kemik trabekiillerinin ve kemik matriksinin yikimlanmasina
katkida bulunur. Vaskiiler kanallarin inflamatuvar ajanlar tarafindan tikanmasi iskemiye
neden olur ve bdylece kemik nekrozu sekillenir (Lew ve Waldvogel 2004). Kan destegi
olmayan kemik segmentleri yerinden ayrilabilir ve sekestrum olusur (Schmitt 2017). Olusan
bu sekestrum antibiyotik tedavisine ragmen bakteri barindirmaya devam edebilir.
Antibiyotikler ve inflamatuar hiicreler bu avaskiiler alana ulasamaz, bu nedenle
osteomiyelitin tibbi tedavisi basarisiz olur. Enfarktiisiin kenarinda, artan osteoklastik aktivite
ile iliskili reaktif hiperemi vardir. Osteoklastik aktivite ile, kemik kaybi ve lokalize
osteoporoz sekillenir. Bazi durumlarda ise periosteal aktivite ve yeni kemik olusumu
goriilebilir. Biiyiime faktorlerinin, sitokinlerin, hormonlarin ve ilaglarin; osteoblastlarin ve
osteoklastlarin proliferasyonunu ve aktivitesini diizenledigi bilinmektedir ve enfeksiyon

sirasinda lokal konsantrasyonlari degismektedir (Lew ve Waldvogel 2004).
2.5. Patogenez

Osteomiyelit, hematojen yayilim, mikroorganizmalarin kemige dogrudan inokulasyonu
veya cevre dokulardaki bir enfeksiyon odagindan kaynaklanabilmekte ve hatta 6nemsiz bir
deri enfeksiyonu bile bakteriyemi kaynagi olabilmektedir. Mikroorganizmalarin dokuya
direkt inokulasyonu ise genellikle cerrahi girisim esnasinda veya penetran travmalar ile
iliskilendirilmektedir (Calhoun ve ark. 2009). Osteomiyelit, klinik gériiniimii ve hastaligin

yonetimi agisindan heterojen bir hastaliktir (Lew ve Waldvogel 2004). Osteomiyelit gelisimi



mikrobiyal etkenler ve konakei1 faktorlerle iliskilidir (Lew ve Waldvogel 2004). Daha ¢ok
monobakteriyel etkenler sorumlu tutulur ve patojenik mikroorganizmalar arasinda, agik ara
en yaygin olan1 Staphylococcus aureus (S. aureus) (Calhoun ve ark. 2009) olmakla beraber
koagiilaz negatif stafilokoklar, aerobik gram negatif bakteriler ve Peptostreptococcus spp de
siklikla izole edilir (Lew ve Waldvogel 2004). S. Aureus 'un viriilansina katkida bulunan bir
dizi hiicre dis1 ve hiicre ile iliskili faktor vardir. Birincisi, bakteriyel adezinler olarak
adlandirilan hiicre dis1 matris proteinlerine baglanmay1 destekleyen faktorlerdir (Lew ve
Waldvogel 2004). Bu adezinler sayesinde S. aureus yapisma yetenegini kazanir ve konakg1
dokulara kolonize olmasina sebep olur (Schmitt 2017). Ikinci faktér grubu, protein A, bazi
toksinler, kapsiiler polisakkaritler sayesinde konak savunmasindan kagmasini saglar.
Ugiincii grubu ise, spesifik olarak eksotoksinleri ile konaker hiicrelere saldirarak veya gesitli
hidrolazlar ile hiicre dis1 matrisin bilesenlerini pargalayarak istilayr veya doku
penetrasyonunu saglar (Lew ve Waldvogel 2004). S. aureus, kiiltiire edilmis osteoblast
hiicreleri i¢inde hayatta kalabilir ve antimikrobiyallere kars1 direng gelistirir (Schmitt 2017).
Bu da kemik enfeksiyonlarinin neden kaliciligini siirdiirebildigini agiklayabilir. S. aureus
biyofilmler olusturabilir ve bunun antimikrobiyal ajanlarla tedavisi zordur. Biyofilm bir
mikrobiyal topluluktur. Bakteriler, biyofilmlerde kiigiik kanallar araciligiyla birbirleriyle
iletisim kurarlar. Hiicreden hiicreye olan bu sinyallesme sistemine ¢ekirdek algilama denir.
Biyofilmler, antimikrobiyal ajanlarin ve besinlerin penetrasyonunu yavaslatmak igin bir

diftizyon bariyeri olusturabilir (Lew ve Waldvogel 2004).
2.6. Hastahi@in simiflandirilmasi

Osteomiyelitte yaygin olarak kullanilan Lew-Waldvogel ve Cierny-Mader
siniflandirmasi olmak tizere iki smiflandirma sistemi vardir. Lee ve Waldvogel,
osteomiyeliti hastaligin siiresine (akut ve kronik) ve enfeksiyon mekanizmasina gore
simiflandirmistir. Bu siniflandirma etiyolojiye dayalidir ve spesifik tedavilerin se¢iminde
kullanilmaz. Cierny ve Mader osteomiyeliti ilgili kemigin parc¢asina, konak¢imnin fizyolojik
durumuna ve yerel ¢evreye gore siniflandirmistir (Cizelge 2.1). Bu sistem osteomiyelit
tedavisi icin bir kilavuz olarak kullamilabilir. 1. asama antibiyotiklerle yeterince tedavi
edilebilirken, 2. ila 4. asamalar genellikle debridman veya ortopedik rekonstriiksiyon gibi
daha agresif tedavi gerektirmektedir (Gunawan ve Setiyohadi 2010).



Cizelge 2.1. Osteomiyelitin Cierny ve Mader simiflandirmasi (Gunawan ve Setiyohadi 2010).

Osteomiyelitin Cierny ve Mader siiflandirmasi

Anatomik Tip

Evre 1: Mediiller osteomiyelit

Enfeksiyon sadece kemigin intramediiller yiizeyini igerir, Orn.

hematojen enfeksiyon ve kemik iligi enfeksiyonunda.

Evre 2: Siiperfisyal osteomiyelit

Hasarli yumusak doku altinda nekrotik kemik yiizeyinin maruz
kalmasindan sonra dogrudan asilama veya bitisik enfeksiyon odaginin

neden oldugu gergek osteomiyelit.

Evre 3: Lokalize osteomiyelit

Kemik korteksinde kalin sekestra varhigi ile isaretlenmis; bu, kemik

stabilitesini bozmadan cerrahi olarak ¢ikarilabilir.

Evre 4: Diffuz osteomiyelit

Bu agsamada, enfeksiyonu durdurmak i¢in genellikle kemik rezeksiyonu

gerekir; kemik debridmandan 6nce veya sonra stabilitesini kaybedebilir.

Konak fizyolojik durumu

Smif A: Normal konakgilar

Smif B: Sistemik ve lokal durumlara sahip konakg¢ilar

Smif C: Tedavinin hastaligin kendisinden daha fazla morbiditeye neden olacagi konakgilar

Bagisiklik, metabolizma ve lokal vaskiilarizasyonu etkileyen faktorler

Sistemik faktorler

-Malnutrisyon

-Diabetes mellitus
-Kronik hipoksi

-immun hastalik

Lokal faktorler

-Kronik lenfodem

-Bobrek ve karaciger yetmezligi -Vendz stazis

-Biiyiik kan damarlarinin hastalig
-Arteritis

-Kii¢iik kan damarlarinin hastaligi

-Malignensi -Asir skar doku
-ileri Yaslilik -Radyasyon iliskili fibrozis
-immun yetmezlik veya immunsupresif tedavi -Noropati

2.6.1. Hastahi@in siiresine gore siniflandirilmasi

2.6.1.1. Akut osteomiyelit

Akut osteomiyelit, birka¢ giin veya hafta i¢inde gelisir (Lew ve Waldvogel 2004). Akut

osteomiyelitte 6dem, damar tikaniklig1 ve kiigiik damar trombozunun eslik ettigi siipiiratif

bir enfeksiyon tablosu vardir. Erken donemde, cevredeki yumusak dokuya yayilan

enfeksiyon nedeniyle kemigin vaskiiler beslenmesi azalir. Mediiller ve periosteal kanlanma

tehlikeye girdiginde ise genis 6lii kemik alanlar1 yani sekestralar olusabilir (Emslie ve ark.




1983, Calhoun ve ark. 2009). Akut osteomiyelit, antibiyotik ve cerrahi girisim ile hizli ve
agresif bir sekilde tedavi edilirse, sekestra olusumu engellenebilir. Kalic1 enfeksiyonlarda,
graniilasyon dokusu ve sekestra g¢evresinde fibréz doku ve kronik inflamatuar hiicreler
birikmeye baslar. Enfeksiyon kontrol altina alindiktan sonra vaskiiler beslemede bir azalma
olur bunun sonucunda da inflamatuar yanit engellenir (Calhoun ve ark. 2009). Akut
osteomiyelitte implant kaynakli bir durum s6z konusuysa cerrahi planlanabilir, ¢ilinkii erken
tan1 ve etkili debridman tedavide en etkili yoldur. Postoperatif donemde cerrahi bolgede agri,
lokal hiperemi, inflamasyon, seroz eksudat ve hematom siiphesi oldugunda debridman ve
kiiltiir i¢cin harekete gegilmelidir (Trebse ve ark. 2005, Lima ve ark. 2014). Akut
enfeksiyonda, cerrahi drenaj ve olusan boslugun bolca yikanmasi, bolgedeki bakteri yiikiinii
onemli Olgiide azaltir. Yikamada, toplamda 3-9 litre salin soliisyonu kullanilabilir ve
kullanilan salin soliisyonunun miktari ile bakteri yiikiinlin azalmas1 arasinda dogrudan bir
iligki vardir. Cansiz dokularin ¢ikarilmasindan sonra 6lii bir bosluk oldugu durumlarda, lokal
salinim i¢in antibiyotik emdirilmis polimetilmetakrilat ¢imento kullanimi iyi bir se¢enektir

(Tetsworth ve Cierny 1999, Svoboda ve ark. 2006, Lima ve ark. 2014).
2.6.1.2. Kronik osteomiyelit

Kronik osteomiyelit, enfekte, cansiz dokularin ve etkisiz konak yanitinin bir arada
bulunmasinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar (Ciampolini ve Harding 2000, Calhoun ve ark.
2009). Kronik osteomiyelit genellikle kronik agr1 ve drenaj ile kendini gosterir. Ates varsa,
tipik olarak diisiik dereceli olarak ifade edilir (Sia ve Berbari 2006). Bakteriler, osteomiyelit
vakalarinda kemik ve prostetik cihazlara yapigik halde bulunmaktadir. Biyofilmler tipik
olarak osteomiyelit gibi kronik enfeksiyonlarin direngli olmasi ile iligkilidir (Calhoun ve ark.
2009). Kronik osteomiyelitin patolojik Ozellikleri arasinda, nekrotik kemik varligi, yeni
kemik olusumu ve ¢ok sayida lenfosit, histiyosit ve bazen plazma hiicrelerinin birlestigi
polimorfoniikleer 16kositlerin ekstidasyonu vardir (Ciampolini ve Harding 2000, Calhoun ve
ark. 2009). Kronik osteomiyelit tedavisinde mikrobiyolojik tani konulmasinin yaninda
hastanin bagisikliginin 1iyilestirilmesi, altta yatan hastaliklarin stabilizasyonu, kemik
tutulumunun dogru anatomik lokalizasyonu, yeterli antimikrobiyal tedavi, tim cansiz
dokularin cerrahi debridmani, yumusak dokularin onarimi ve kemik rekonstriiksiyonunun
yapilmasi gerekmektedir. Yapilacak ilk is ise tim cansiz dokularin ¢ikartilmasidir (Norden
ve ark. 1994, Lima ve ark. 2014). Enfekte bolgede canliligini siirdiiren periosteum ve

endosteum pargalarindan yeni kemik olusur ve sekestranin etrafini saran bu canli kemikten



olusan kilifa involukrum denir. Involukrum diizensizdir ve genellikle piiriilan gevredeki
yumusak dokulara dogru ilerleyebilir. involukrumun, yeni bir kemik olusturmak amaciyla
yogunlugu ve kalinligi kademeli olarak artabilir. Yeni kemigin miktar1 ve yogunlugu,
kemigin boyutuna ve enfeksiyonun siddetine ve siiresine gore degisiklik gosterir (haftalar
veya aylar siirebilir). Endosteal olarak yeni olusan kemik mediiller kanali tikayabilir.
Sekestrumun ameliyatla veya konak savunmasi araciligiyla ¢ikarilmasindan sonra kalan
bosluk, 6zellikle genglerde yeni kemik iiremesiyle dolabilir. Ancak eriskinlerde kavite kalici
olabilir veya bosluk, siniis yolu araciligiyla deri yiizeyi ile baglant1 kurabilir (Ciampolini ve
Harding 2000, Calhoun ve ark. 2009).

2.7. Laboratuvar

Osteomiyelit vakalarinda beyaz kan hiicresi sayisi (WBC) giivenilir bir gosterge degildir
clinkii enfeksiyon varken bile 6zellikle kronik vakalarda normal olabilmektedir (Lew ve
Waldvogel 2004, Sia ve Berbari 2006). Eritrosit sedimantasyon hizi ve herhangi bir
enfeksiyona yanit olarak karaciger tarafindan sentezlenen C-reaktif protein (CRP)
konsantrasyonu c¢ogu osteomiyelit vakasinda enfeksiyondan saatler sonra artar ve ¢ogu
vakada tedavi basladiktan sonraki bir hafta i¢inde normale doner (Sia ve Berbari 2006, Lima
ve ark. 2014). CRP, tedaviye yanitin takibi i¢in daha gilivenilirdir (Lima ve ark. 2014).
Metastatik veya bazi metabolik kemik hastaliklarinda kalsiyum, fosfat ve alkalin fosfataz
konsantrasyonlar1 yiiksektir ancak osteomiyelitte normaldir (Lew ve Waldvogel 2004).
Eklem protezi ile iliskili kemik enfeksiyonlarinin tani araci olarak serum interlokin-6 (1L-6)

seviyesi incelenir (Lima ve ark. 2014).
2.8. Mikrobiyoloji ve Histopatoloji

Osteomiyelitte ilk agama, uygun antimikrobiyal tedavinin segilebilmesi i¢in mikrobiyal
ajanlar1 izole etmektir (Lew ve Waldvogel 2004, Sia ve Berbari 2006, Lima ve ark. 2014).
Osteomiyelit tanisin1 dogrulamak i¢in kemik, yumusak doku ve kemik sekestrasi drnekleri
biyopsi veya cerrahi debridman ile alinarak histolojik analiz i¢in gonderilmektedir (Lima ve
ark. 2014). Bu materyaller eger miimkiinse antimikrobiyal bir ajan baglanmadan alinmalidir
(Sia ve Berbari 2006). Kemik biyopsisi lokal veya genel anestezi altinda yapilmalidir. Kemik
biyopsileri yapildiginda, numuneler hem aerobik hem de anaerobik olarak g¢alisilmalidir
(Lew ve Waldvogel 2004). Akut osteomiyelitte polimorfoniikleer l6kositler, kronik

formlarda ise lenfositler, osteoblastlar ve osteoklastlar baskindir (Lima ve ark. 2014). Kemik
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biyopsisi kiiltiirii, vakalarin % 94'tinde mikrobiyolojik olarak tan1 koydurur (Zuluaga ve ark.
2006, Sia ve Berbari 2006). Ancak drenaj yaralarindan veya siniis yollarindan alinan siirtinti
kiiltiirleri, osteomiyelite neden olan organizmalari 6ngormede giivenilir degildir. Ama yine
de enfeksiyonu kontrol altina almak igin alinan 6nlemlere rehberlik edebilir (Mackowiak ve
ark. 1978, Perry ve ark. 1991, Sia ve Berbari 2006). Sayet yaygin olarak kiiltiire edilen
mikroorganizmalar yoksa ve Kklinik bulgular ile uyumluysa mikobakteri ve mantar
enfeksiyonlar1 agisindan da numuneler almmali ve c¢alisiimalidir. Implantla iliskili
enfeksiyonlarda, maksimum tani verimi i¢in, implant ¢evresinden numuneler alinmalidir.
Cerrahi sirasinda frozen kesit olarak alinan doku oOrneklerinde ¢ok miktarda ndtrofil
goriilmesi enfeksiyon gostergesi olarak kabul edilir. Graniilatomatoz lezyonlarin pozitif
Ziehl-Neelsen boyamasi ile goriintiilenmesi, mikobakteriyel enfeksiyon agisindan erken
teshis konulmasini saglar. Cogu osteomiyelit tipinde en sik izole edilen mikroorganizma S.

aureus’dur (Lew ve Waldvogel 2004).
2.9. Radyolojik Bulgular

Kemik enfeksiyonlarinda teshis koyabilmek i¢in ¢esitli goriintiilleme yontemleri gerektir.
Direkt grafiler ile, yumusak doku siskinligi, eklem bosluklarmin daralmasi veya
genislemesi, kemik yikimi ve periost reaksiyonu tanis1 konabilir (Lew ve Waldvogel 2004).
Bununla birlikte, enfeksiyondan sonraki ilk 10-21 giin sonrasina kadar direkt grafilerde
kemik yikimi belirgin degildir, ancak enfeksiyonun baglamasindan 10-14 giin sonra
radyografik anormallikler goriilmeye baslar (Lew ve Waldvogel 2004, Sia ve Berbari 2006).
Ultrasonografi, akut osteomiyelitte erken tani i¢in veya yumusak dokuda piiriilan yapida
olan koleksiyonun saptanmasi i¢in faydali olabilir (Lew ve Waldvogel 2004). Hem
Bilgisayarli Tomografi (BT) hem de Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG) miitkemmel
¢oOziiniirliik giicline sahiptir ve geleneksel radyografiler normal olsa bile medulla yikiminin
yant sira periosteal reaksiyon, kortikal yikim, eklem hasar1 ve yumusak doku tutulumunu
ortaya ¢ikarabilir (Lew ve Waldvogel 2004, Sia ve Berbari 2006). BT de, kemik veya metal
varhiginda artefaktlar nedeniyle goriintii bozulabilir, ancak yine de igne biyopsisini
yonlendirmek i¢in yararlidir. Ayrica BT, kortikal kemigin tanimin1 ve ¢evredeki yumusak
dokularin degerlendirmesini igin ¢ok &nemlidir. Ozellikle sekestralarin tanimlanmasinda
cok faydalidir. Bununla birlikte, MRG yumusak doku degerlendirmesi i¢in BT'den daha
faydalidir. MRG ile kemik 6deme erken tan1 konulabilir ve bu nedenle enfeksiyonun erken

tespiti icin en yararlidir. MRG ¢ok duyarli olmasina ragmen, kemik iligi 6deminin aylarca
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devam etmesi nedeniyle tedaviye yaniti degerlendirmede fayda saglamaz (Lew ve
Waldvogel 2004). Niikleer kemik taramalar1 osteomiyelitin tanisin1 koymada hassatir ancak
pahali bir yontemdir (Sia ve Berbari 2006). Metilen difosfonat, artmis kemik metabolik
aktivitesi bolgelerine baglanir ve akut osteomiyelitin erken tespitinde oldukga hassastir.
Radyoaktif olarak isaretlenmis kan hiicreleri (67galyum sitrat, indiyum-111 veya
teknesyum-99m ile isaretlenmis 16kositler) veya spesifik antikorlar ile 16kosit taramasi
enfeksiyonun goriintiilenmesi igin kullanilabilmektedir (Lew ve Waldvogel 2004, Sia ve
Berbari 2006, Yiiksel 2021). Osteomiyelit tanis1 i¢in pozitron emisyon tomografisi (PET)

taramasit ile ilgili deneyimler ise sinirlidir (Sia ve Berbari 2006).
2.10. Tedavi

Osteomiyelit tedavisinde, yeterli drenaj, kapsamli debridman, 6li boslugun ortadan
kaldirilmasi, yara bakimi ve kiiltiire yonelik antibiyotik tedavisinin yapilmasi gerekir.
Bununla beraber bagisikligi baskilanmig bir hasta ise bagisikligi aktif hale getirilmeli ve
diyet yeniden gozden gegirilmelidir (Calhoun ve ark. 2009). Enfeksiyonun basarili bir
sekilde tedavi edilmesi icin cerrahi debridmanin ve spesifik antimikrobiyal tedavinin bir
arada uygulanmasi gerekir. Debridman sonrasi olusan 6lii bosluklarin doldurulmasi igin
vaskiilarize ve siingerimsi kemik grefleri kullanilabilir. Iskelet stabilitesini saglamak icin ise
plak, vida ve/veya eksternal ya da internal fiksasyon gereklidir. Debridman sirasinda veya
kemik biyopsisi agsamasinda miimkiinse antimikrobiyaller verilmemelidir. Kiiltiir sonucu
c¢ikana kadar genis spektrumlu parenteral bir antimikrobiyal ila¢ baglanir ve kiiltiir sonucuna
gore de tedavi yeniden sekillendirilir (Sia ve Berbari 2006). Osteomiyelitte antimikrobiyal
tedavinin ne kadar siirmesi gerektigi tam anlamiyla bilinmemektedir. Ancak, 4-6 haftalik bir
parenteral tedavi gerektigi ongoriilmektedir (Lew ve Waldvogel 1997, Lew ve Waldvogel
2004, Sia ve Berbari 2006). Bununla beraber debride edilen kemigin vaskiilarize yumusak
doku ile kaplanmasi 6 hafta kadar stirmektedir. Hastalarin ¢ogunda uzun siireli intraven6z
antibiyotikler ile devam edilir. Yine oral olarak florokinolonlar, klindamisin, ko-
trimoksazol, metronidazol, flukonazol ve linezolid de kullanilabilir (Sia ve Berbari 2006).
Diger bir tedavi sekli hiperbarik oksijen tedavisi (HBO)’dir. Hiperbarik oksijen tedavisi,
diinya capinda altmis yil1 agkin siiredir kullanilan bir adjuvan tedavi seklidir (Calzia ve ark.
2006, Lima ve ark. 2014). Enfeksiydz, inflamatuar, immiinolojik ve iskemik doku
degisiklikleri olan hastalarda kullanilir. Tedavi, hiperbarik kosullar altinda, yani hasta

basinca dayanikli bir hiperbarik odaya yerlestirilerek, deniz seviyesindeki atmosferik
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basincin {izerine yapay olarak yiikseltilmis basinglar altinda % 100 oksijen solunmasinda
ibarettir. Bu ortamda, basing altinda biiyiik miktarlarda oksijen kana niifuz eder, plazmada
¢Oziiliir ve dokulara ulasir. Doku hiperoksijenasyonu, 16kositler tarafindan bakteri lizizinin
uyarilmasi, fibroblast ve kollajen proliferasyonunda artis ve iskemik veya isinlanmis
dokularin neovaskiilarizasyonu dahil olmak {izere spesifik terapotik etkilere neden olur.
HBO'nun immiinomodiilasyon, proinflamatuar mediatorlerde azalma ve iskemik dokularda
iskemi-reperflizyon etkilerinde azalma gibi etkileri, enfeksiyonlarin tedavisinde son derece

faydalidir (Lima ve ark. 2014).
2.11. Staphylococcus aureus

Stafilokoklar1 ilk defa 1878 yilinda Robert Koch tanimlanmistir. 1881 yilinda da
Alexander Ogston, bu etkenin farelerde hastaliga neden oldugunu bildirmistir (Yiksekdag
ve Baltac1 2013). Staphylococcus’un 50'den fazla tiirti bulunmaktadir. Bu bakteriler, sagliklt
insan ve birgok hayvan tiirtiniin deri ve mukozalarinda bulunurlar ve enfeksiyona neden
olmazlar (Grace ve Fetsch 2018, Taylor ve Unakal 2021). Ancak S. aureus dokularin igine
veya kan dolagimina girerse, ciddi enfeksiyonlara neden olabilir. Enfeksiyonlar genelde
direkt temas ile olusmaktadir (Taylor ve Unakal 2021). Staphylococcus aureus, insan ve
hayvanlar i¢in 6nemli bir patojendir. S. aureus popiilasyonun yaklasik % 20'sinin burun
deliklerinde bulunur (Foster ve Geoghegan 2015). Staphylococcus aureus, gram pozitif bir
bakteridir. Bu patojenin neden oldugu enfeksiyonlar hem toplumda hem de hastane
ortaminda yaygindir (Taylor ve Unakal 2021). S. aureus biyofilm {iretebilir, osteoblastlari
istila edebilir ve kiiciik koloni varyant1 olarak bilinen hiicre i¢i duruma doniigserek hiicre
icinde hayatta kalabilir (de Araujo ve ark. 2021). Katalaz ve koagulaz pozitiftir. Katalaz
sayesinde konak savunma mekanizmasi olan hidrojen peroksidi parcalar ve bdylece hiicre
icinde yasama sansi bulur. Koagulaz sayesinde ise pihtilagsmada rol alan fibrinojeni fibrine
cevirir (Ondusko ve Nolt 2018). Staphylococcus aureus’lar ortam sartlarina ¢ok
dayamkhidirlar. Ozellikle biyofilm tabaka olusturma dzelligi ile kombine oldugunda hastalik
yapici etkisi oldukga yiikselmektedir (Cucarella ve ark. 2001, Yiiksekdag ve Baltaci1 2013).
Biyofilm, bakteri tarafindan tretilen organik bir ekzopolisakkarid matriks ile canli veya
cansiz bir yiizeye geri doniislimsiiz olarak yapigsmis héalde yasayan mikroorganizmalar
tarafindan olusturulan bir yapidir (Nostro ve ark. 2014, Yiiksekdag ve Baltac1 2013). Olusan
bu biyofilm tabakasi sayesinde bakteriler antimikrobiyal ajanlardan korunabilmektedirler ve

tedavileri de daha zor ve daha uzun siirede olmaktadir (Yiiksekdag ve Baltac1 2013).
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2.12. NF-xB

Niikleer faktor-kB (NF-xB), immiin ve inflamatuar yanitlarin farkl siire¢lerinde yer alan
genis bir gen dizisini diizenleyen, uyarilabilir transkripsiyon faktorleri ailesindendir. Bu aile,
NF-kB1 (aym1 zamanda p50 olarak da adlandirilir), NF-xB2 (p52 olarak da adlandirilir),
RelA (p65 olarak da adlandirilir), RelB ve gesitli hetero- veya homo-dimerler dahil olmak
tizere yapisal olarak iliskili bes iiyeden olusur. NF-kB proteinleri normalde sitoplazmada,
IxB ailesi liyeleri ve ankirin tekrarlarinin varlhig ile karakterize edilen ilgili proteinler dahil
olmak tizere bir inhibitdr protein ailesi tarafindan inaktif halde tutulur. Bugiine kadar, en iyi
calisilmis ve en 6nemli IkB ailesi liyesi IkBa'dir. Ek olarak, NF-kB1 ve NF-kB2, p105 ve
pl100'iin 6ncii proteinleri, C-terminal iksirleri IkB'nin yapisina benzediginden ve NF-xB
inhibe edici fonksiyonlara sahip oldugundan, IkB benzeri proteinler olarak hizmet eder.
Inflamasyon; vazodilatasyonun, bagisiklik hiicrelerinin ve plazma proteinlerinin enfeksiyon
veya doku hasar1 bolgesine go¢ etmesi dahil bir dizi reaksiyonun gercgeklestigi, konak¢inin
enfeksiyonlara ve doku hasarlarina kars1 koruyucu bir tepkisidir. Normalde, inflamasyon
konake1 i¢in faydalhidir. Bununla birlikte, diizensiz inflamatuar yanitlar, akut veya kronik
inflamatuar hastaliklarin gelisimine katki saglayarak asir1 veya uzun siireli doku hasarlarina
neden olabilir. NF-xB, proinflamatuar gen indiiksiyonunun merkezi bir aracisidir ve hem
dogustan gelen hem de adaptif bagisiklik hiicrelerinde islev goriir (Liu ve ark. 2017). NF-
kB, M1 makrofajlarinin 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir ve TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-
12p40 ve siklooksijenaz-2'yi (COX-2) kodlayanlar genler dahil olmak {izere ¢ok sayida
inflamatuar genin indiiklenmesi i¢in gereklidir (Wang ve ark. 2014, Liu ve ark. 2017). NF-
kB, inflamatuar siire¢lerde ana transkripsiyon faktdrlerinin proinflamatuar ailesinin bir tiyesi
olarak kabul edilir ve gesitli uyarilar tarafindan indiiklenen M1 makrofaj polarizasyonuna
katilir (Wang ve ark. 2020).

2.13. Nrf-2

Niikleer eritroid iligkili faktor 2 (Nrf-2), hiicresel antioksidan tepkilerin birincil
diizenleyicisi olarak hizmet eden bir transkripsiyon faktoriidiir. Devam eden oksidatif stresin
yoklugunda normal kosullar altinda, Nrf2, Kelch benzeri ECH ile iligkili protein 1 (Keap1)
tarafindan inaktif bir durumda sitoplazmada muhafaza edilir. Bununla birlikte, oksidatif stres

meydana geldiginde, Nrf2 Keapl'den ayrisir ve aktive olarak g¢ekirdege yer degistirir.
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Burada hiicreleri stresin zararli etkilerinden korumak igin antioksidanla iligkili gen

ekspresyonunu diizenler (Song ve ark. 2021).
2.14. TAS/TOS (Total Antioksidan Seviye/Total Oksidan Seviye)

Reaktif oksijen metabolitleri (ROM) veya diger bir ifadeyle serbest radikaller (SR),
antioksidatif yanitta bir eksiklik varliginda veya Reaktif oksijen tiirleri (ROS) seviyesi
yiikseldiginde lipid peroksidasyonu, DNA hasar1 ve enzim inaktivasyonu ile dokularda ve
hiicrelerde hasara sebep olabilmektedir (Bulut ve ark. 2013). ROS, metabolik ve fizyolojik
progeslerin sonucunda tiretilir ve organizmada zararl oksidatif reaksiyonlar ortaya ¢ikabilir.
Boyle durumlarda, oksitleyicilerdeki artis ve antioksidanlardaki azalmanin 6niine gecilemez
ise oksidatif/antioksidatif denge oksidatif tarafa dogru kayar ve oksidatif stres ortaya ¢ikar.
Oksidan molekiiller, organizmalarda hem endojen olarak {iretilebilir hem de dis ortamdan
almabilirler. Elektron tasima zinciri ve ksantin oksidaz ile glikolat ve monoamin oksidazlar

gibi bir dizi oksidaz enzimi, ROS kaynaklarini olustururlar (Erel 2005).
2.15. Hesperidin

Flavonoidler bitkisel bilesik yapilaridir ve superoksit, hidroksil, peroksil, alkoksi ve
nitrik oksit radikallerini temizlemektedirler. Antiinflamatuvar etkinliklerini, lipooksijenaz,
siklooksijenaz ve fosfolipaz-A enzimlerini inhibe ederek gosterirler. Bununla beraber
glutatyon rediiktaz, NADH-oksidaz (nikotinamit adenin diniikleotit), ksantin oksidaz ve
protein kinaz gibi bazi enzimleri inhibe ettikleri de bilinmektedir (Cimen 1999). Hesperidin,
tarihte ilk olarak 1828 yilinda Lebreton isimli Fransiz bir kimyaci tarafindan narenciye
kabugunda bulunan beyaz i¢ katmandan izole edilmistir (Lebreton 1828). Hesperidin,
antioksidan 6zelligi ile 6ne ¢ikan bir flavonoidtir (Kuntic ve ark. 2014). Limon ve tath
portakalda bol miktarda hesperidin bulunmaktadir (Carballo-Villalobos ve ark. 2016).
I¢irildikten 2 saat sonra plazmada pik yapar (Cimen 1999). Farmakolojik olarak ise; gii¢lii
antioksidan (Banji ve ark. 2014, Carballo-Villalobos ve ark. 2016, Yurtal ve ark. 2020),
analjezik (Carballo-Villalobos ve ark. 2016), antiinflamatuvar, antimikrobiyal (Subramanian
ve ark. 2015), antikarsinojenik, antihipertansif (Polat ve ark. 2016), immiinmodiilator
(Rezaeyan ve ark. 2016), antiallerjenik, noroprotektif, hipolipidemik, vazodilatator,
antihiperkolesterolemik (Subramanian ve ark. 2015), UV ve radyasyondan koruma (Kuntic
ve ark. 2014), hepatoprotektif (Banji ve ark. 2014), dstrojenik (Cimen 1999) ve sedatif
ozellikleri vardir (Carballo-Villalobos ve ark. 2016).
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Mevcut calismada, ratlarda deneysel olarak olusturulacak stafilokokla iliskili
osteomiyelitlerde yiiksek antioksidatif ve antiinflamatuvar &zelliklere sahip olan

hesperidinin terapdtik etkisinin arastirilmasi amaglandi.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada 250-300 gram agirliginda Wistar Albino irki erkek ratlar kullanildi. Ratlar 22
+ 2 °C oda 1sisinda, 12 saat gece 12 saat gilindiiz kosullarinda barindirildi. Deneylere
baslamadan once 1 hafta slireyle hayvanlarin ortama uyumu saglandi, yeme ve suya erisim
serbestti. Daha sonra denekler rastgele 4 gruba ayrildi (n=7). Gruplar, Grup 1: Kontrol
grubu; Grup 2: Sham grubu; Grup 3: Osteomiyelit grubu (OM); Grup 4: Tedavi Grubu;
Hesperidin (Hesperidin, Sigma-Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri) (200 mg/kg, oral, 4
hafta, giinde 1 kez) (Yurtal ve ark. 2020) + Osteomiyelit grubu (HSP+OM) seklinde idi.
Hayvanlar1 ayni strese maruz birakmak i¢in grup 1,2 ve 3 teki ratlara, grup 4’teki ratlar ile

ayni oranda (1 ml) serum fizyolojik ig¢irildi.
3.1. Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Bir S. aureus kolonisi, besleyici agara inokiile edildi ve 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi.
Daha sonra, 37° C'de 18 saat siireyle besi yerinde bir alt kiiltiir yapildi. Bu kiiltiir daha sonra
1 x 10° koloni/5 mikrolitre elde etmek icin seyreltildi.

3.2. Enfeksiyon Olusturma Prosediirii

Deneklere intraperitoneal (ip) yolla ksilazin (Rompun %2®, Bayer, Tiirkiye) (5 mg/kg)
ve ketamin (Keta-Control®, Doga Ilag, Tiirkiye) (50 mg/kg) kombinasyonu uygulanip
anestezi saglandiktan sonra sag arka bacaklar tirag edildi ve enjeksiyon bolgesi batikon ile
temizlendi. Daha sonra 18 gauge igne ile tibia’nin metafizinin lateral kismindan mediiller
bosluga perkiitan olarak girildi (Grup 2, 3 ve 4). Grup 2 de mediiller kanala 5 mikrolitre
serum fizyolojik enjekte edildi. Enfeksiyon oranini yiikseltmek i¢in sklerozan ajan olarak
aragidonik asit (Cayman Chemical Company, Amerika Birlesik Devletleri) kullanildi
(Rissing ve ark. 1985). Medullar kanala oncelikle 5 mikrolitre arasidonik asit, ardindan 5
mikrolitre ¢ 1x10°) bakteriyel siispansiyon (Staphylococcus aureus) ve son olarak 5
mikrolitre steril serum fizyolojik Hamilton (Hamilton, Amerika Birlesik Devletleri)
enjektorii ile enjekte edildi (Grup 3 ve 4) (Sekil 3.1). Bu sayede kemik iligine sklerozan
ajanin ve bakterilerin tamamimin girmesi saglanmis oldu (Norden ve Kennedy 1970). Igne

daha sonra ¢ikarildi ve igne deligi kemik mumu (Bonewax-Cliniwax, Yiicel Medikal Ltd.Sti,
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Tiirkiye) ile kapatildi. Osteomiyelit; radyografik, biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler

ile degerlendirildi.

Sekil 3.1. Enfeksiyon olusturma presediirii a. 18 gauge igne ucu ile medullar kanala girilmesi b-c. Hamilton
enjektori ile medullar kanala inokulasyon uygulanmasi.

3.3. Radyografik Degerlendirme

Calisma toplamda 4 hafta siirdii. 4. haftanin sonunda ratlar derin anestezi altinda
intrakardiyak kanlar1 alinarak sakrifiye edildi. Sakrifikasyondan hemen sonra ratlarin sag
tibialarmin AP pozisyonda 45 kilovolt (kV) ile 1.3 miliamper saniye (mAS) degerlerinde

radyografileri (Browiner Beatle-05v, Shanzhen Brownier Technology, Cin) alindu.

Radyografik degerlendirme inokiilasyon yapildiktan sonraki 4.haftada degerlendirildi.
Her tibia icin periostal elevasyon, yapisal deformasyon, kemik saftinin genislemesi,
yumusak doku deformasyonu ve yeni kemik olusumu varligi belirlendi. Osteomiyelitin
radyografik bulgular1 0-4 arasinda kor olarak (0-Bulgu yok, 1-Hafif, 2-Orta, 3-Siddetli, 4-
Cok siddetli) skorlandi (Cizelge 3.1). Her grupta tek bir bilesik skor elde etmek igin her

parametrenin puanlarinin ortalamasi alindi (Gillaspy ve ark. 1995).
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Cizelge 3.1. Radyografik degerlendirme

Skorlama 0-Yok 1-Hafif 2-Orta 3-Siddetli 4-Cok
Kriterleri ve siddetli

Skorlar

Periostal

Elevasyon

Yapisal
Deformasyon
Kemik Saftinin

Geniglemesi

Yumusak Doku
Deformasyonu
Yeni Kemik

Olusumu

3.4. Histopatolojik Degerlendirme

Deney hayvanlarindan elde edilen kemikler % 10’luk tamponlu formalin soliisyonu
icerisinde 24 saat fikse edildikten sonra dekalsifiye islemi i¢in 4N formik asit (% 10 )
soliisyonu i¢ine alindi. Dekalsifiye olana kadar giinliik kontrol edildi ve ardindan akan suda
yikanarak, uygun kesitler (proksimal tibiadan bir transvers kesit ve geri kalan tibiadan
longitudinal bir kesit) alinip rutin takip islemleri yapildi. Rutin takip sonrasi parafine
gomiilen doku orneklerinden 4-5 pm kalinliginda kesitler alinarak hematoksilen-eozin
boyama teknigi ile boyandi. Boyanan kesitler kor olarak binokiiler 151k mikroskobu ile
incelendi ve onceden belirlenen kriterlere gore osteomiyelit semikantitatif olarak skorlandi
(Cizelge 3.2) (Smeltzer ve ark. 1997).

Cizelge 3.2. Histolojik parametreler ve skorlama sistemi (Smeltzer ve ark. 1997)

Skor Patoloji

Intraosseéz akut inflamasyon

Mevcut degil

Intramediiller apse olmaksizin minimum ila hafif inflamasyon

Intramediiller apse olmaksizin orta ila siddetli inflamasyon

Intramediiller apse ile minimum ila hafif inflamasyon

B W N | O

Intramediiller apse ile orta ila siddetli inflamasyon

Intraosseoz kronik inflamasyon
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0 Mevcut degil

1 Onemli intramediiller fibroz olmaksizin minimal ila hafif kronik inflamasyon

2 Belirgin intramediiller fibroz olmaksizin orta ila siddetli kronik inflamasyon

3 Onemli intramediiller fibroz ile minimum ila hafif kronik inflamasyon

4 Onemli intramediiller fibroz ile orta ila siddetli kronik inflamasyon
Periosteal inflamasyon

0 Mevcut degil

1 Subperiostal apse olusumu olmadan minimum ila hafif inflamasyon

2 Subperiostal apse olusumu olmaksizin orta ila siddetli inflamasyon

3 Subperiostal apse olusumu ile minimum ila hafif inflamasyon

4 Subperiostal apse olusumu ile orta ila siddetli inflamasyon
Kemik nekrozu

0 Nekroz bulgusu yok

1 Sekestrumun tek odak noktas1

2 Multiple sekestra odaklari

3 Sekestrum olmaksizin tek nekroz odag:

4 Sekestrasiz ¢oklu nekroz odaklari

3.5. Biyokimyasal Degerlendirme
3.5.1. Dokulardan Lizat ve Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Deneme siirelerinden sonra cerrahi yontemle alinan doku ornekleri, buz olan kiivete
konuldu ve santrifiijden sonra tiiplerdeki siipernatantlar atildiktan sonra pelet ii¢ kez buz
soguklugunda PBS (1,3 M NacCl, 0.027 M KCI, 0.1 M Na2HPO4 ve 0.018 M KH2PO4,
pH7.4) ile yikand1. Daha sonra igerisinde 1/200 oraninda proteaz inhibitor kokteyli (AEBSF,
Aprotinin, Bestatin, E-64, Leupeptin, Pepstain A) eknenen lizis buffer (20 mM Tris HCI,
pH7,5) herbir kuyucuga 500 ul hacimde verilerek doku protein ornekleri elde edildi.
Hazirlanan Orneklerden TAS (Rel Assay Diagnostics, Tiirkiye) ve TOS (Rel Assay
Diagnostics, Tiirkiye) analizleri spektrofotometrik, NF-xB ve Nrf-2 translasyon diizeyleri

ise ELISA metoduyla arastirild1.
3.5.2. Protein Diizeylerinin Arastirilmasi

Elde edilen homojenat 6rneklerinden, NF-«kB (FineTest, Cin) ve Nrf-2 (FineTest, Cin)
protein translasyon diizeyi hazir olarak iiretilmis ticari kitin temini ile ELISA ydntemiyle

arastirildi.
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3.5.3. Oksidatif Stres Indeksinin Arastirllmasi

Bu amagla elde edilen lizat Ornekleri kullanilarak oksidatif stres indeksi
(OSI=TOS/TAS), spektrofotometrik olarak arastirildi.

3.6. istatistiksel Analizler

Onemlilik testlerine gecilmeden &nce degiskenlere parametrik test varsayimlarindan
normallik i¢cin Shapiro Wilk testi, varyanslarin homojenligi i¢in Levene testi uygulandi.
Histopatolojik skorlar “Medyan (minimum-maksimum)” olarak, radyografik skorlar ise
“Ortalama, standart hata, medyan, minimum ve maksimum” olarak ifade edildi. Ayrica,
biyokimyasal degiskenler “Ortalama + standart hata” seklinde grafiksel olarak gosterildi.
Shapiro-Wilk testi ile histopatolojik ve radyografi skorlarinin normal dagilmadigi saptandigi
icin nonparametrik testler kullanildi. Gruplar arasindaki histopatolojik ve radyografi skorlari
farkliliklar1 Kruskal-Wallis testi ve ardindan ¢oklu karsilastirmalar icin Bonferroni
diizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. Calismadaki biyokimyasal degiskenlerin
gruplar arasindaki farkliliklar1 tek yonlii varyans analiz yontemiyle ortaya konuldu.
Istatistiksel olarak anlamli bulunan degiskenler igin ileri asama (post hoc) testi olarak
Duncan testi kullanildi. p<0.05 ve bunun altindaki sonuglar 6nemli olarak degerlendirildi.

Tiim istatistiksel analizler IBM SPSS 22.0 istatistik programi kullanilarak gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

Mevcut caligmada, histopatolojik olarak intraossedz akut inflamasyon, intraossedz

kronik inflamasyon, periosteal inflamasyon ve kemik nekrozu degerlendirildi.

Kontrol grubunda intraosse6z akut inflamasyon, intraosse6z kronik inflamasyon,
periosteal inflamasyon veya kemik nekrozu—izlenmedi (Sekil 4.1). Sham grubunda
intraossedz akut inflamasyon (IAI) ve kemik nekrozu (KN) hi¢ goriilmedi, intraossesz
kronik inflamasyon (iK1) ve periosteal inflamasyon (Pl) en fazla skor 1 diizeyindeydi. Bu
bulgular bize Sham grubunda olusan inflamasyonun ihmal edilebilir diizeyde hafif oldugunu
ve osteomiyelit olusmadigini gostermektedir (Sekil 4.2). OM grubunda AT skor 3-4, IKi
skor 2-3, PI skor 3-4, KN skor 1-3 diizeyindeydi, sonug olarak toplam skor 9-14 arasinda
degismekteydi (Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Tedavi grubunda IAI skor 1-2, IKI skor 0-
2, PI skor 0-2, KN skor 0-1 diizeyindeydi, sonug¢ olarak toplam skor 2-6 arasinda
degismekteydi (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).
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Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait kesitte olagan morfolojide kas dokusu (M), periost (ok isareti), kemik
dokusu (yildiz isareti), kemik iligi mesafesi (BM) izlenmektedir. Inflamasyon veya nekroz bulunmamaktadir.

H&EX100.
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Sekil 4.2. Sham grubuna ait kesitte olagan morfolojide kas dokusu (M), periost (ok isareti), kemik dokusu
(yildiz isareti), kemik iligi mesafesi (BM) izlenmektedir. Inflamasyon veya nekroz bulunmamaktadir.
H&EX100.
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Sekil 4.3. Osteomiyelit grubuna ait kesitte kortikal apse olusumlari (ok isaretleri) ve sekestre kemik (yildiz
isareti) goriinmektedir. H&Ex100.
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Sekil 4.4. Osteomiyelit grubuna ait kesitte intramediiller alanda yaygin aktif kronik inflamasyon ve apse
olusumlari (yildiz isaretleri) izlenmektedir. H&Ex100.
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Sekil 4.5. Osteomiyelit grubuna ait kesitte ekstraperiosteal yumusak dokuda yogun aktif kronik inflmasyon
ve fistiil olusumu (uzun ok isaretleri) goriilmektedir. (Kisa ok: periost, yildiz: kemik, BM: kemik iligi
mesafesi). H&EX40.
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Sekil 4.6. Tedavi grubuna ait kesitlerde apse formasyonu olmaksizin orta/siddetli diizeyde aktif kronik
inflamasyon (ok isaretleri) izlenmektedir. Apse formasyonu veya kemik nekrozu goriillmemektedir. (Yildiz:
kemik dokusu), BM: kemik iligi mesafesi). H&Ex100.
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Sekil 4.7. Tedavi grubuna ait baska bir denege ait kesitlerde ise dokular olagan morfolojiye ¢ok yakin
goriinmekte olup sadece hafif diizeyde subperiosteal inflamasyon (uzun ok isareti) ve ¢evre kas dokusunda
hafif diizeyde inflamasyon (kisa ok isareti) izlenmektedir. Apse formasyonu veya kemik nekrozu
goriilmemektedir. (Yildiz: kemik, BM: kemik iligi mesafesi). H&Ex100.

Cizelge 4.1. Histopatolojik bulgularin istatiksel verileri (Medyan (minimum-maksimum))

Grup Al IKi Pi KN Toplam skor
Kontrol 0(0-0)° 0(0-0)° 0(0-0)° 0(0-0)® 0 (0-0) 9
Sham 0(0-0)¢ 0(0-1)° 0,5(0-1) ¢ 0 (0-0)® 1(0-2) ¢
oM 3(3-4)° 3(2-3)2 3(3-4)2 2 (0-3)2 11 (9-14) @
Tedavi 2(1-2)" 2(1-2)" 2(0-2) 0(0-1)" 6 (2-6) b

“a,b,c: Aym siitundaki farkl harfler istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade eder (p<0,05).

Gruplar arasinda IAl, IKi, PI, KN ve toplam histopatolojik skor anlamli farklilik
gostermekteydi (tiim parametreler igin p<0.001, Kruskal Wallis test). Histopatolojik
degerlendirmede kontrol grubunda IAI, IKi, PI, KN goriilmedi. Sham grubunda ise IAI ve
KN hig goriilmedi, IKi ve PI ise sadece hafif diizeydeydi. OM grubunda ise tiim deneklerde
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intramediiller apse olusumu ile minimumdan siddetliye kadar degisen akut inflamasyon,
hafiften siddetliye degisen oranlarda kronik inflamasyon, degisen oranlarda periosteal
inflamasyon ve kemik nekrozu izlendi. OM grubunda sadece bir denekte kemik nekrozu
goriilmedi. OM grubunun toplam histopatolojik skor ortancasi, Kontrol ve Sham gruplarinin
toplam skor ortancalari ile anlamli fark (her iki p degeri <0.001) gostermekteydi. Bu bulgular
bize osteomiyelit modelinin olusturuldugunu kanitladi. Tedavi grubunda IAI ve IKi tim
deneklerde devam etmekle birlikte siddeti OM grubuna gore daha hafif diizeydeydi. Tedavi
grubunda 1 denekte hafif digerlerinde orta ila siddetli IAl inflamasyon; 3 denekte minimal
ila hafif K1, 5 denekte ise orta ila siddetli IKI izlendi , ancak intramediiller apse formasyonu
veya belirgin fibrozis hi¢birinde goriilmedi; kemik nekrozu ise sadece 2 denekte mevcuttu.
Tedavi grubunun IAI, iKi, PI, KN ve toplam histopatolojik skoru ortanca degerleri OM
grubunun histopatolojik skorlarinin ortanca degerlerine kiyasla anlamli derecede diisiiktii
(sirastyla p<0.001, p=0.005, p=0.001, p=0.006 ve p=0.001; Mann-WhitneyU test) (Cizelge
4.1). Bu bulgular bize hesperidinin inflamasyonu baskilayarak osteomiyelitin tedavisine

katkida bulunabilecegini gostermektektedir.
4.2. Biyokimyasal Bulgular
4.2.1. Oksidatif Stres indeksi (OSI=TOS/TAS)

Elde edilen verilere gore sham grubunda ve OM grubunda kontrol grubuna gore sirasiyla
% 22 ve % 54 oranlarinda artis goriilmistiir. Osteomiyelit olusturulduktan sonra hesperidin
uygulanan grupta bu degerin yalnizca osteomiyelit grubuna gére % 58 oraninda iyilestirildigi

bulunmustur.
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Sekil 4.8. Denemeler sonrast OSI degerleri.

OSi(umolH, O, Eq/L/umoltroloxEq/L)

Bu veriler degerlendirildiginde olusturulan osteomiyelit deneme modelinde oksidatif
stresin anlamli diizeyde arttigi bununla birlikte tedavi amaciyla kullanilan hesperidinin
oksidatif stresi anlamli diizeyde azaltarak giiclii antioksidan etki gosterdigi ortaya

konulmustur (Sekil 4.8).
4.2.2. Nrf-2

Elde edilen verilere gore Nrf-2 translasyon diizeyleri sham (20.944+4.20-p>0.5) grubunda
kontrol grubuna gore % 0,2 oraninda artarken, OM grubunda (15.38+ 1.4-p<0.05) % 26
oraninda azaldigi goriilmiistiir. Bununla birlikte bu degerin tedavi grubunda (22.5+2.4,
p<0.05) bu degerin osteomiyelit grubuna gore % 42 oraninda arttirdigi bulunmustur (Sekil
4.9).

Bu degerler 1s181inda osteomiyelit modelinde antioksidan sistemin transkriptor faktori
olan azalan Nrf-2 diizeylerinin hesperidin tedavisiyle anlamli derecede uyarildigi ortaya

konulmustur.
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Sekil 4.9. Nrf-2 translasyon diizeyleri

Nrf-2 protein diizeyleri(pg/ml)

4.2.3. NF-xB

Elde edilen verilere gére NF-kB translasyon diizeyleri sham (3.00+0.53) ve OM (3.45+
0.4) gruplarinda kontrol (2.8340.15) grubuna gore sirasiyla % 6 (p>0.05) ve % 21 (p<0.05)
oraninda arttigi goriilmistiir. Bununla birlikte bu degerin tedavi grubunda (3.14+0.4)

osteomiyelit grubuna gore % 9 (p<0.05) oraninda azaldig1 bulunmustur (Sekil 4.10).

4,0000

3,5000

3,0000
2,5000
2,0000
1,5000
1,0000
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Sekil 4.10. NF-«B protein diizeyleri.

NFkB protein diizeyleri (ng/ml)

Elde edilen verilen degerlendirildiginde osteomiyelit olusturulan ratlarda yangi baslatict

sitokinlerin tiretilmesinde sorumlu transkriptor faktér NF-kB’nin translasyon seviyelerinin
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anlamli derecede arttig1 bununla birlikte osteomiyelit olusturulan ratlara tedavi amaciyla
uygulana hesperidinin ise bu proteinin translasyon seviyelerini anlamli derecede azalttigi

kanitlanmustir.

Arastirmada elde edilen bulgular sonucunda deneysel olusturulan osteomiyelit
modelinde hesperidinin gerek giiglii antioksidan gerekse de etkin antiinflamatuar etkinlik

gostererek tedavide anlamli bir alternatif olabilecegi kanisina varildi.
4.3. Radyografik Bulgular

Radyografik olarak periostal elevasyon, yapisal deformasyon, kemik saftinin
genislemesi, yumusak doku deformasyonu ve yeni kemik olusumu degerlendirildi (Sekil
4.11). Osteomiyelitin radyografik bulgular1 0-4 arasinda kor olarak (0-Bulgu yok, 1-Hafif,
2-Orta, 3-Siddetli, 4-Cok siddetli) skorlandi ve istatistiki verileri Cizelge 4.2’de sunuldu. Bu
bulgulardan yola ¢ikarak, sham grubunda sadece serum fizyolojik uygulamasi yapildigi i¢in
istatistiki olarak kontrol grubu ile benzer sonuglar ¢ikti. OM grubu, sham ve kontrol grubu
ile kiyaslandiginda istatistiki olarak anlamli diizeyde bilesik skorda bir artis oldu (p<0.05).
OM grubu ile tedavi grubu karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli olmamakla birlikte

hesperidin, klinik acidan 6nemli olabilecek seviyede bir iyilesme saglamistir.

Cizelge 4.2. Deney gruplarinda yer alan ratlarin radyografik skorlamasi

Degisken Grup Arit. Ort. | Std. Hata | Medyan| Minimum | Maksimum p Harf
Kontrol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 c
Toplam Sham 2,29 0,42 3,00 0,00 3,00 bc
<0,001
Skor oM 9,57 0,78 9,00 7,00 12,00 a
Tedavi 6,29 0,78 7,00 3,00 8,00 ab

“a,b,c: Ayni siitundaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamlilig: ifade eder (p<0,05).
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Sekil 4.11. Radyografik bulgular A: Kontrol grubuna ait radyografik goriintiilerde herhangi bir patolojik
goriintiiye rastlanmadi. B: Sham grubuna ait radyografik goriintiilerde proksimal tibiada hafif inflamatuvar
degisiklikler g6ze g¢arpmaktadir. C: OM grubunda proksimal tibiada ciddi kemik deformasyonlari ve
sekestrumlar gériinmektedir. D: Tedavi grubunda radyografik bulgularin OM grubuna gore daha ilimli oldugu
ve kemik deformasyonlarinin daha az oldugu dikkat ¢ekmektedir.
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5. TARTISMA

Kas-iskelet sistemi enfeksiyonlarindan olan osteomiyelit tedavisi, hem hekime hem de
saglik sistemine Onemli bir yiik olusturmaktadir (Birt ve ark. 2017). Osteomiyelit
tedavisinde, drenaj, kapsamli debridman, 6lii boslugun obliterasyonu, yaranin bakimu,
kemigin stabilizasyonu (gerekirse) ve kiiltiire yonelik antibiyotik kullanimi gerekir (Carek
ve ark. 2001, Calhoun ve ark. 2009). Bununla beraber osteomiyelit, enfeksiyon bolgesine
antibiyotik penetrasyonunun diisiik olmasi nedeniyle de kalic1 ve geleneksel antibiyotik
tedavisine direngli oldugu bilinen bir hastaliktir (Kadry ve ark. 2004). Bu ¢alismanin amaci,
kronik stafilokokal osteomiyelitin rat modelinde yiiksek antioksidan, antiinflamatuvar ve
antimikrobiyal 6zelligi ispatlanmis olan hesperidin kullanilarak yeni bir destek tedavi rejimi

gelistirmektir.

Hematojen osteomiyelitlerde hemen hemen her zaman kemikten tek bir patojen izole
edilir. Yetigkinlerde, en yaygin izole edilen organizma Staphylococcus aureus’tur (Carek ve
ark. 2001, Lew ve Waldvogel 2009, Calhoun ve ark. 2009) ve hastaligin goriilme insidansi
erkeklerde disilerden daha yiiksektir (Roesgen ve ark. 1989, Massaccesi ve ark. 2022). Bu
nedenle mevcut ¢alismada erkek ratlarda osteomiyelit modeli olusturmak igin S. aureus

kullanildi.

Rat tibial osteomiyelit modeli, Rissing ve ark. (1985) tarafindan iyi bir sekilde tarif
edilmistir. Progresif osteomiyelit modeli olusturmak ve bakteri tutulumunu artirmak
amactyla Sodyum morhuat veya Arasidonik asit gibi sklerozan ajanlar kullanilmigtir
(Rissing ve ark. 1985, Mendel ve ark. 2005). Bu model ilerleyici bir osteomiyelit
olusturmakta ve histopatolojik olarak insan kronik osteomiyelitini andirmaktadir.
Gelistirildiginden beri de yaygin olarak kullanilmaktadir (Rissing ve ark. 1985, Gratz ve ark.
2001, Mendel ve ark. 2004, An ve ark. 2006). Mevcut ¢alismada da sklerozan ajan olarak
Aragidonik asit kullanildi.

Kosti¢ ve ark. (2020) yapmis olduklari bir in vitro S. aureus ¢aligmasinda, kafeik asit,
klorojenik asit, ferulik asit, morin, quersetin, isoquersitrin, rutin ve hesperidin gibi fenolik
bilesikleri denemislerdir. Klinik izolatlarda fenolik bilesiklerin hepsi % 60’1in iizerinde

bakteri tutulumunu inhibe etmislerdir. Calismada kullanilan antibitotikler de dahil olmak
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tizere i¢lerinden sadece hesperidin, standart sus olarak tanimlanan, S.aures ATCC 11632
susunun tutulumunu % 60’1in {izerinde inhibe ederek giiclii bir antimikrobiyal etki
gostermistir (Kosti¢ ve ark. 2020). Mevcut ¢alismada hesperidinin in vivo olarak canli

hayvan tizerindeki antimikrobiyal etkinligi aragtirildi.

Aragtirmada hesperidinin osteomiyelit grubuna gore antiinflamatuar 6zeligini NF-xB
protein diizeylerini azaltarak ve antioksidan etkilerini ise NrF-2 protein diizeylerini arttirarak
gostermistir. Bir niikleer transkripsiyon faktorii olan NF-xB'nin inflamatuar, bagisiklik ve
stres tepkilerinde yer alir. NF-kxB hem dogustan gelen hem de adaptif immiiniteye
proinflamatuar sitokinlerin iiretimi diizenleyerek katkida bulunur (Li ve Verma 2002).
Hiicrelerde NF-kB'nin aktivasyonu, IL-1, IL-6, interlokin 8 (IL-8) ve TNF gibi
proinflamatuar medyatdrlerin liretiminde artis ile sonuglanir. Birka¢ hayvan modelinde NF-
kB aktivitesinin siirekli olarak inhibisyonunun, inflamatuar hastaliklarin kontroliinde etkili
oldugu kanitlanmistir. Ornegin, romatoid sinovyumda NF-kB aktivitesi blokajmin hem

inflamasyonu hem de doku hasar1 6nledigi gosterilmistir ( Bondeson ve ark. 1999).

Fare modelleri kullanilarak NF-xB sinyal iletimi ile hesperidinin etkilerine iliskin
raporlar bulunmaktadir. Xiao ve ark., (2018) hesperidinin antinflamatuar etkinliginin altinda
yatan sebebin NF-kB yolagini bloke ederek gosterdigini rapor etmislerdir. Diyabetik fare
modelinde, hesperidin NF-xB seviyesini azalttigi gosterilmistir (Iskender ve ark. 2017).
Pinho Ribeiro ve ark. (2015), agr1 fare modelinde ise hesperidin NF-kB'nin aktivitesini
baskiladig1 ve antiinflamatuar etkinlik gosterdigini rapor etmislerdir (Pinho Ribeiro ve ark.,
2015). Guazelli ve ark. (2021), deneysel iilseratif kolitte hesperidin metil kalkonun TNF-
alfa, IL-1B, NF-kB aktivasyonunu inhibe ederek antiinflamatuar etkinlik gdsterdigini rapor

etmislerdir.

En yaygin flavonoidlerden biri olan polifenoller bitkilerde yaygin olarak bulunur.
Hesperidin bir flavanon glikozittir ve turunggillerde bol miktarda bulunur. HSP antioksidan,
anti-inflamatuar, anti-kanserojen, antialerjik ve ndrofarmakolojik 6zellikler gibi bir¢ok
yararli tibbi etkilere sahiptir (Li ve Schluesener 2017). Birgok rodent modelinde sitokin
salmmmin1 ve oksidatif stresi baskilayarak ve NF-kB aktivasyonunun azaltarak
antiinflamatuar etkinlik gosterdigi rapor edilmistir (Pinho-Ribeiro ve ark. 2015). Son
yillarda yapilan ¢aligmalar, hesperidin ve hesperetin peroksinitrit ve hidrojen peroksit gibi

cesitli oksidanlarin meydana getirdigi oksidatif strese ve hasara neden olan diger bazi
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kimyasallar ile toksinlere karsi etkilerinden dolayi, dokular1 koruyucu etkinlinlikleri 6n
plana ¢ikmaktadir (Kalpana ve ark. 2009, Kamaraj ve ark. 2010, Shrivastava ve ark. 2013,
Kawaguchi ve ark. 2004, Kim ve ark. 2004). Kalpana ve ark. (2009) Kirmizi kan
hiicrelerinde H2O7 kaynakli zar hasar1 hesperidinin antioksidan ve koruyucu etkilerinin farkli
yonleri incelemistir. Elde etikleri bulgulara goére H20: gibi oksidan molekiillerin
toplanmasin1  saglayarak hiicre membranlarinin ve oksidatif stres uyarimli DNA

kiriklarindan korudugunu gostermislerdir.

Bir dizi calismada HSP'nin siiperoksit anyonlari, hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen
tiirlerini (ROS) ve Peroksinitrit, nitrik oksit radikalleri gibi reaktif nitrojen tiirlerini (RNS)
notralize ettigini gosterilmistir. (Garg ve ark. 2001, Kim ve ark. 2004, Wilmsen ve ark.
2005). Guazelli ve ark. (2021) hesperidinin miyeloperoksidaz aktivasyonunu baskilayarak
ve glutatyon miktarini arttirarak antioksidan etkinlik gosterdigini tespit etmislerdir. Kang ve
ark. (2011) LPS uyarimli RAW hiicre inflamasyonu modelinde igerisinde hesperidinde
bulunan Flavonoid karisiminin (nobiletin, Naringin ve Hsd), iNOS ve COX-2 mesajc1
riboniikleik asit (MRNA) seviyelerini anlamli diizeyde azaltarak ve 6zellikle NF-kB ve
mitojenle aktive edilmis protein kinazlar (MAPK) sinyal yolaklarinin baskilayarak anti
inflamatuar etkinligini ortaya koymuslardir. Nrf2 aktivasyonu, oksidatif strese karsi
savunmada 6nemli bir mekanizmadir. Nrf2 elektrofilik ajanlarin ve reaktif oksidanlarin
detoksikasyonu ve eliminasyonunda yer alan antioksidan ve sitodefansif proteinler olan

genlerin ekspresyonunu aktive eder (Nguyen ve ark. 2009).

Xin ve ark. (2020) hipobarik hipoksi modelinde hesperidinin Nrf-2’nin mRNA ve
protein seviyelerini hipoksi grubuna gore anlamli diizeyde arttirdigini tespit etmislerdir.
Bununla birlilkte arastiricilar hesperidinin yararl etkisini Nrf-2/HO1 antioksidan sinyal
yolagin1 uyararak gosterdigini de rapor etmislerdir. Yine Aly ve ark. (2017)
diethylnitrosamine/carbon tetrachloride uyarimli renal hasarda hesperidinin Nrf-2/HO1
antioksidan sinyal yolagindaki genlerin ekspresyon seviyelerini arttirarak hiicreleri
korudugunu gostermislerdir. Elavarasan ve ark. (2012) yaslilik oksidatif stres iligkili
modelde, hesperidinin 6zellikle kalp dokusunda Nrf-2 protein diizeyinde artisina bagl
olarak katalaz ve siiperoksit dismutaz enzim aktvitelerini arttirarak antioksidan kapasite
uyarimi ile hiicreleri korudugunu rapor etmislerdir. Jain ve Parmar (2011) rat hava kesesi
yangist modelinde hesperidinin lipid peroksidasyonunu baskilarken, siiperoksit dismutaz ve

katalaz aktivitesini arttirdigini, bununla birlikte indirgenmis glutatyon ve nitrik oksiti
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dokuda oOnemli diizeyde azalttigin1 gostermislerdir. Bu c¢alismada hesperidin, tedavi
grubunda OSI degerini diistirerek ve Nrf-2 degerini artirarak antioksidan aktivite

gostermistir.

Literatiirdeki ¢ogu calismada tibia longitudinal eksende 6rneklenmistir (Smeltzer ve ark.
1997, Fukisima ve ark. 2005, Giizel ve ark. 2016). Chadha ve ark. (1999) yapmis olduklar1
bir tibia osteomiyelit modelinde, tibianin biiyiime plagina yakin lokasyonlarin enfekte
oldugunu ve proksimal tibiadan kesitler alindigimi ifade etmislerdir. Bu nedenle
caligmamizda proksimal tibiayi iki eksende degerlendirebilmek i¢in 6nce proksimal tibiadan
transvers bir kesit aldiktan sonra tibia longutudinal olarak orneklendi. Osteomiyelitin
histopatolojik tanisinda intramediiller akut inflamasyon, intramediiller apse formasyonlari,
intraossedz kronik inflamasyon, fibrozis, periost reaksiyonu, kemik nekrozu, sekestre
kemikler gibi bir ¢ok parametre degerlendirilmektedir (Sybenga ve ark. 2019). Bu ¢alismada
bu parametreleri birarada degerlendiren ve skorlamayi objektif kriterlerle birlikte sunan
Smeltzer ve ark. (1997) yaptiklart histopatolojik skorlama kullanildi. Buna gére her bir
denek icin intraossedz akut inflamasyon, intramediiller apse formasyonlari, intraossedz
kronik inflamasyon, fibrozis, periosteal inflamasyon veya kemik nekrozunu degerlendirildi
ve skorlandi. Histopatolojik degerlendirmede kontrol grubunda IAl, IKi, PI, KN
goriilmezken Sham grubunda ise inflamasyon ihmal edilebilir diizeyde hafifti. OM grubunda
ise tim deneklerde intramediiller apse olusumu ile minimumdan siddetliye kadar degisen
akut inflamasyon, hafiften siddetliye degisen oranlarda kronik inflamasyon, degisen
oranlarda periosteal inflamasyon ve kemik nekrozu izlendi. OM grubunda bir denek hari¢
tim deneklerde degisen oranda kemik nekrozu goriildii. OM grubunun toplam histopatolojik
skoru, Kontrol ve Sham grublarinin toplam skorlar1 ile anlamli fark goéstermesi bize
osteomiyelit modelinin olusturuldugunu kamitladi. Tedavi grubunda IAI ve IKI tiim
deneklerde devam etmekle birlikte siddeti OM grubuna gore daha hafif diizeydeydi. Tedavi
grubunda 1 denekte hafif digerlerinde orta ila siddetli IAI inflamasyon; 3 denekte minimal
ila hafif IK1, 5 denekte ise orta ila siddetli iK1 izlendi, ancak intramediiller apse formasyonu
veya belirgin fibrozis hi¢birinde goriilmedi; kemik nekrozu ise sadece 2 denekte mevcuttu.
Tedavi grubunun IAI, IKi, PI, KN ve toplam histopatolojik skorlart OM grubunun skorlarina
kiyasla istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik olmasi1 bize hesperidinin inflamasyonu

baskilayarak osteomiyelit tedavisine katkida bulunabilecegini gostermektektedir.
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Hesperidinin antiiflamatuvar, gii¢lii antioksidan ve antimikrobiyal etkinligi oldugu
bilinmektedir (Yurtal ve ark. 2020). Osteomiyelitin belirtileri biyokimyasal, histopatolojik
ve radyografik degisiklikler ile agikca ortaya kondu. Osteomiyelitte hesperidin kullanimu ile
ilgili in vitro ¢alisma (Kosti¢ ve ark. 2020) yapilmis olmasina ragmen, in vivo ¢alismaya
rastlanmamustir. Bu ¢alisma simdiye kadarki literatiirde hesperidinin osteomiyelit {izerinde

tedavi edici etkisini arastiran ilk in vivo ¢alismadir.

39



6. SONUC

Sonug olarak, hesperidin histopatolojik olarak tedavi grubunda IAI, iKI, PI ve KN’nu
ostemiyelit grubuna gore anlamli oranda azaltmistir. Biyokimyasal olarak tedavi grubunda
inflamatuar yolaklarda rol alan NF-xB’yi baskilayip, Nrf-2’yi arttirarak goriiniir seviyede
antiinflamatuvar etkinlik gostermistir. Radyolojik olarak tedavi grubunda ostemiyelit
grubuna gore istatistiki olarak anlamli olmasa da klinik anlamda 6nemli sayilabilecek
diizeyde iyilesme gostermistir. Bu veriler 1s1g1inda osteomiyelitin kronik seyrini tedavi etmek
ve hastaligin geleneksel tedaviye olan direncini kirabilmek i¢in standart tedavi protokoliine
eklenebilecegi diistintilmektedir. Bu c¢alisma simdiye kadar literatiirde hesperidinin
osteomiyelit {izerinde tedavi edici etkisini arastiran ilk in vivo ¢alisma olup bulgularimizin
osteomiyelit tedavisi ile ilgili ileride planlanabilecek deneysel ve klinik ¢aligmalara yol

gosterebilecegi kanaatindeyiz.
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