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DENEYSEL RAT FEMUR KAYNAMAMA MODELINDE LOKAL
UYGULANAN SIMVASTATININ ETKILERI

OZET

Amag: Bu calismanim amaci, rat femurunda deneysel olarak olusturulan kaynamama

iizerine lokal olarak uygulanan simvastatinin etkilerini degerlendirmektir.

Materyal ve metod: Otuziki adet erkek Wistar-albino tiirii rat bu ¢alismaya dahil
edildi. Ratlar esit olarak 4 gruba ayrildi: Grup K4, Grup Ks (kontrol gruplari), Grup
S4 ve Grup Sg (¢alisma gruplart). Anestezi uygulandiktan sonra ratlari sag femurlari
osteotomize edildi. Osteotomi hatt1 elektronik kumpas yardimiyla 1,8 mm gap
kalacak sekilde intramediiller Kirschner (Kr) teli ve staple ¢ivisi ile tespit edildi. On
haftalik bekleme siiresi sonunda, tiim deneklerdeki kaynamama radyolojik olarak
dogrulandi. Kontrol grubuna 1 mL/giin serum fizyolojik (SF), ¢alisma grubuna ise 10
mg/kg/glin simvastatin kaynamama sahasina lokal olarak bir hafta siireyle uygulandi.
K4 ve Sy gruplar tedavi bitiminden 4 hafta sonra sakrifiye edildi. Kg ve Sg gruplar1
tedavi bitiminden 8 hafta sonra sakrifiye edildi. Sakrifikasyon dncesi biyokimyasal
calismalar i¢in intrakardiak kan Ornekleri alindi ve radyografileri c¢ekildi.

Sakrifikasyon sonrasi histopatolojik degerlendirme i¢in ratlarin sag femurlar1 ayrildi.

Bulgular: Iyilesme radyolojik olarak degerlendirildiginde, kontrol ve ¢alisma grubu
arasinda anlamli fark oldugu goriildii. Simvastatinin sistemik etkinligi serum total
kolesterol seviyesi Olciilerek gosterildi. Kemik spesifik alkalen fosfataz (BAP) ve
osteokalsin degerleri, calisma grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek bulundu. Histopatolojik degerlendirmede, ¢alisma grubunda kontrol grubuna

gore anlamli derecede iyilesme goriildii.

Sonug¢: Bu bulgulara gore, rat femur kaynamama modelinde, lokal olarak uygulanan
simvastatinin, biyokimyasal, radyolojik ve histopatolojik olarak iyilesme iizerine

olumlu etki gosterdigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: femur, kaynamama, rat, simvastatin.
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THE EFFECTS OF LOCALLY APPLIED SIMVASTATIN ON THE
EXPERIMENTAL RAT FEMUR NON-UNION MODEL

ABSTRACT

Purpose: The aim of this study was to assess the effects of locally applied

simvastatin on non-union that was performed experimentally on rat femur.

Materials and Methods: Thirtytwo male Wistar-Albino rats were included in this
study. Rats were randomly divided into four equal groups as follows: Group Ka,
Group Kg (control groups), Group S4 and Group Sg (study groups). Right femurs of
rats were osteotomized after anaesthesia was given. Osteotomized femurs of rats
were fixed by Kirschner (Kr) wires and staple nail after 1,8 mm gap was performed
for each rat by checking with electronical compass. At the end of 10th week, non-
union of each femur was confirmed radiographically. One mL/day of physiological
serum was locally applied to the non-union area of control groups and 10 mg/kg/day
of simvastatin was locally applied to the non-union area of study groups for a week.
K4 and S4 groups were sacrified four week after the end of the local treatment. Kg
and Sg groups were sacrified eight week after the end of the local treatment. Before
the sacrification, intracardiac blood samples were taken for biochemical analysis, and
radiography were taken. After the sacrification, right femurs of rats were taken for

histopahological evaluation.

Results: There were significant differences between the control and study groups
when evaluated radiologically. Systemic efficiency of simvastatin was shown by
measuring serum total cholesterol levels. Significantly higher level of bone specific
alkaline phosphathase (BAP) and osteocalcine values were found in study groups
than those of controls. There was significant healing in study groups when compared

with the controls histopathologically.

Conclusion: These results show that local application of simvastatin produces
beneficial effects biochemical, radiological and histopathologically on rat femur non-

union model.

Keywords: femur, non-union, rat, simvastatin



1. GIRIS VE AMAC

Kazalarla olusan yaralanmalar, Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) 1-34 yas
arast Olimlerin en sik sebebidir ve 34 yas lstii Olimlerin en sik on nedeni
arasindadir. ABD’ de her yil 33 milyon insanda kas iskelet sistemi yaralanmasi

goriilmekte ve bu yaralanmalarin 6.2 milyonunda kirik izlenmektedir (1).

Ortopedik girisimler ve tibbi teknolojideki hizli ilerlemeye ragmen bazi kiriklarin
iyilesmesi istenildigi gibi olmamaktadir. lyilesme zamaninda uzama veya

kaynamama durumlar1 goriilebilmektedir (1).

Degisik zamanlarda yapilan c¢alismalarda, arastirmacilar kirik iyilesmesini
hizlandirmak, kaynama gecikmesini ve kaynamama durumlarmi ortadan kaldirmak
icin ¢ok cesitli calismalar ortaya koymuslardir (1). Bunlardan biri de statin grubu

ilaglarin kemik doku iizerinde kullanilmasidir.

Statin grubu ilaglar (simvastatin, lovastatin, atorvastatin, vb.) kolesterol sentezinin
hiz kisitlayict basamagi olan 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA)
rediiktaz enzimini inhibe ederek kolesterol seviyesini diisiirmek amaciyla siklikla
kullanilmaktadir. Ateroskleroz sonucu olusan iskemik kalp hastaliklarinda kolesterol
seviyesinin yiiksek olusu kolesterol diisiiriicii ilaglarmm bu alanda kullanimini

artirmaktadir (2).



Lokal olarak kemik dokuya uygulanan statin grubu ilaglarm hayvan modellerinde
biyolojik etki olusturdugu ve oOzellikle trabekiiler kemik voliimiinde ve kemik

formasyonunda artiga neden oldugu otdrler tarafindan belirtilmistir (3).

Yapilan bagka caligmalarda, statin grubu ilaglarin osteoklastlar1 baskiladigi ve
osteoblastlar1 uyardigi bu mekanizma tlizerinden de kemik tamirini indiikledigi
gosterilmistir. Ayrica statinlerin kemik mineral dansitesini artirdigi, osteoporoz ve

kirik riskini azalttig1 da bildirilmistir (4).

Yapilan literatlir taramasinda kaynamama durumundan sonra lokal olarak
simvastatin uygulanan baska bir calisma yoktur. Bu c¢alisma ile non-union sahasina

uygulanan simvastatinin olusturdugu lokal etkilerin incelenmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. KIRIK IYILESMESI

Kirik iyilesmesi pek cok faktorden etkilenir. Ozellikle de kan akimi, kirik
lyilesmesinin her asamasinda etkili en Onemli faktordiir. Travma sonrasi kirik
bdlgesini besleyen damarlar hasar goriir ve kan akimi azalir. Kan akiminda saatler ve
giinler i¢inde artis meydana gelir ve bu artis 2. haftada en yiiksek diizeye ulasir. Kan
akimi kirik sonrasi 3-5. aylarda normale doner. Bunun diginda kirik iyilesmesini

etkileyen lokal ve sistemik olmak {izere pek ¢ok faktor mevcuttur (5,6).
a) Lokal faktorler:

1. Kemigin tipi

2. Kemigin denerve olmasi

3. Enfekiyon varligi

4. Timoral doku varligi

5. Radyasyon nekrozu

6. Kirigm tipi

7. Vaskiiler hasar

8. Kirigm lokalizasyonu

9. Tespitin tipi ve sekli

10. Kirik pargalar: arasindaki temas



b) Sistemik faktorler:
1. Hastanin yas1
2. Aktivite seviyesi
3. Beslenme durumu

4. Hormonal faktdler (Biiyiime hormonu, steroid, tiroid-paratroid hormonu,

kalsitonin, dstrojen, androjen)
5. Vitamin eksikligi
6. Diabetes mellitus
7. Anemi
8. Nikotin, alkol kullanim
9. Merkezi sinir sistemi travmast
10. Hiperoksi

11. Cesitli ilaclar (Non-steroidal antiinflamatuarlar, kalsiyum kanal blokerleri,

tetrasiklin, antikoagiilanlar, fenitoin)

Kirik iyilesmesi primer ve sekonder olmak iizere 2 ana grupta incelenir. Primer
kemik iyilesmesi kirik uglar1 anatomik olarak karsi karsiya gelip kortikal
devamliligin saglandigi ve internal siki tespitin yapildigi durumlarda meydana
gelirken, sekonder iyilesmede periost ve ¢evre yumusak doku tarafindan olusturulan
kallus dokusu 6n plandadir. Radyolojik olarak primer kemik iyilesmesinde kallus

goriilmezken, sekonder kemik iyilesmede kallus formasyonu goriiliir (7-9).

Kirik iyilesmesi birbirinden keskin sinirlarla ayrilmamakla beraber 3 ana donemde

incelenir (7-9).

* Inflamasyon dénemi

=  Tamir donemi

*  Yeniden sekillenme (remodeling) donemi
2.1.1. inflamasyon dénemi

Ik 2 giin icerisinde kirik uglarindan, yaralanan periost ve ¢evre yumusak dokulardan

kanama sonucu kirik hematomu olusur. Bu silire¢ yaklasik olarak 5. giine kadar

4



devam eder. Kirik hematomu, biiyiime faktorleri salgilayabilen hematopoetik
hiicreler igerir. Kirik uclar1 arasinda 2-5. gilinlerde fibrin iceren graniilasyon dokusu
(organize hematom) olusur. Organize hematom fazla miktarda inflamatuar hiicre

icerir (Sekil 1).
2.1.2. Tamir donemi

Bu devrede organize hematoma cevresindeki damarlardan fibroblast infiltrasyonu
geliserek ostoblastlara farklilagir. Osteoblastlar 7 giin icinde immatiir vaskiilarize
kallus dokusunu olusturur. Bu doneme “fibréz kallus donemi” denir. Olusan fibroz
doku kikirdak ve gen¢ kemik fibrillerinden olusur. Ortamda yeterli oksijen varsa
kemik iyilesmesi gerceklesir. Zamanla kikirdak doku belirginlesir ve bu doneme
“kikirdak kallus (kartilajindz kallus) donemi” denir. Yaklasik 40 giin sonra kalsiyum
hidroksiapatit kristallerinin katilimiyla sert kemik doku olusur (Sekil 2).

Kirik uclart devamliligini kaybetmis ise koprii kallusu enkondral ossifikasyon ile

olusurken, sert kallus intramembrandz ossifikasyon ile olusur.

Enkondral kemiklesme: Kikirdak modeli iizerinden kemik gelisimi olarak bilinir.
Mezenkimal hiicreler kikirdak matriksini sentezleyerek kondrositlere doniisiir.
Matriksin mineralizasyonu ve anjiogenezisi takiben kemik onciil hiicreler goriilmeye
baslar. Bu onciil hiicreler sonradan osteoblastlara dontistir. Bu donemde osteoklastik

ve osteoblastik aktivite devam etmektedir.

intramembranéz kemiklesme: Kirik uglarindan uzakta olur. Sert kallus olusumuna
yol agar. Bu tip kemiklesmede kikirdak olusum donemi yoktur. Kiriktan bir hafta
sonra kallusta ve periost altinda intramembrandz kemiklesme goriilebilir. ikinci hafta
icinde kirik bolgesinde goriilen kikirdak doku zamanla kalsifiye olur. Yumusak ve
sert formda goriilen kallusun kalsifikasyonu i¢in matriks proteolitik enzimlerle
parcalanmalidir. ikinci haftanin sonunda alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi en {ist
diizeye c¢ikar. Sonug olarak kikirdak kalsifiye olur ve olusan kan damarlar1 kallus
icerisine dogru biiylir. Kirik sonrasi, intramembrandz kemiklesmeye ait olan
proliferatif donem 2. haftanin sonunda azalwken, kikirdak olusumunun 6n planda

oldugu enkondral iyilesme donemi baglar (1,9,10).



2.1.3. Yeniden sekillenme (remodeling) donemi

Bu siire¢ tamir donemi ortalarinda baslar ve kirik klinik olarak iyilestikten sonra
yillarca siirebilir. Kirik iyilesmesinin en son ve en uzun donemidir. Ayni anda
osteoblastik ve osteoklastik aktivite ile hem yeni kemik olusur hem de olusan bu yeni

kemigin kendine has trabekiiler yapisi sekillenir (Sekil 3).

Sekil 1. inflamasyon dénemi Sekil 2. Tamir donemi

Sekil 3. Yeniden sekillenme donemi
2.2. NON-UNION VE PSODOARTROZ TANIMI

Cave’ nin 1960 yilinda tanimladigi non-union, kaynama durmasi olarak tarif

edilmektedir (11). Kaynamamig kemixgin tanisi, klinik veya radyolojik olarak



kanitlanmas1 gerekir. Bir kemik i¢in non-uniondan bahsetmek, iyilesmenin
durdugunu veya kaynamanin biiyiik olasilikla olmayacagini ifade etmektir. 1986’ da
United States Food and Drug Administration (FDA) panelinde “yaralanmadan sonra
minimum 9 ay ge¢mesi ve bu siiregte kirigin 3 ay boyunca herhangi goriilebilir
kaynama belirtisi gostermemesi durumu’® kaynamamis kirik olarak tarif
edilmektedir. Fakat bu kriter her kirikta uygulanamaz. Ornek olarak uzun bir kemigin
diafiz kirig1 6 ay boyunca kaynamamis kabul edilmemelidir. Buna karsin femur
boyun kiriklar1 3 ay sonrasinda kaynamamis olarak kabul edilebilir. Kaynanmamis
bir kirigin en son durumu psddoartroz olusumu olarak gézlenir. Psodoartrozda kirik

uclarmin skleroze oldugu ve yalanci bir eklem olustugu goriiliir (6).

Kaynamama durumlarmin gergek sebepleri bilinmemekle birlikte, hem sistemik hem

de lokal faktorlerin etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Sistemik faktorler arasinda hastanin metabolik ve nutrisyonel durumu, genel saglk
ve aktivite diizeyi sayilabilir. Sistemik etkiye sahip sigara ve alkoliin, kirik 1yilesmesi

iizerine olumsuz etkisi kanitlanmistir (6).

Lokal faktorler arasinda, kirigin, acik, segmental, enfekte ve ciddi bir travma sonucu
olusu, yetersiz tespit edilmesi, yetersiz siire immobilize edilmesi, kotii bir agik
rediiksiyonla tedavisi, plak ve vida kullanilmasi veya traksiyon uygulanarak

fragmanlarin distrakte edilmesi, radyasyon uygulanmasi gibi durumlar sayilabilir (6).
2.2.1. Non-union siniflamasi

Kaynamamig kiriklar, kirik uglarindaki yasamsal faaliyete gore 2 tipte

smiflandirilirlar (12,13).

I. Hipervaskiiler (hipertrofik) kaynamamis kiriklar: Biyolojik olarak aktif yasamsal

faaliyet gosteren kiriklardir.

Ug farkli tipte incelenir (Sekil 4):
e Fil ayagi tipinde kaynamamis kiriklar
e At ayagi tipinde kaynamamis kiriklar
e Oligotrofik kaynamamis kiriklar

II. Avaskiiler (atrofik) kaynamamis kiriklar: Biyolojik reaksiyonlara yanit vermeyen

kiriklardir.



Dort farklr tipte incelenir (Sekil 5):
e Torsiyonel kama parg¢a igeren kaynamamus kiriklar
e Parcalanmis kaynamamis kiriklar
o Defektli kaynamamis kiriklar

o Atrofik kaynamamis kiriklar

Sekil 4. Hipervaskiiler (hipertrofik) kaynamamis kiriklar: A. Fil ayagi tipinde
kaynamamuis kiriklar, B. At ayagi tipinde kaynamamuis kiriklar, C. Oligotrofik
kaynamamis kiriklar (13).

Sekil 5. Avaskiiler (atrofik) kaynamamis kiriklar: A. Torsiyonel kama parga igeren
kaynamamuis kiriklar, B. Par¢alanmig kaynamamis kiriklar, C. Defektli kaynamamis
kiriklar, D. Atrofik kaynamamig kiriklar (13).
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2.2.2. Non-union tedavisi

Non-union tedavisi ile ilgili olarak tarihte 1855° te ilk defa yiikk verme cihazi
onerilmistir. Yine ilk defa 1878 de osteomyelit defekti icin kemik grefti
kullanmistir. Vertebral flizyon icin 1911° de otojen kemik grefti kullanmustir.
Kaynama yoklugunda 1930-1940 arasinda kirik uclarmnin tazelendirilmesi, kemik
grefti ve rijid internal osteosentez prensipleri gelistirilmistir. Kompresif internal
fiksasyon 1940-1950° de onerilmistir. Kirik bolgesine 1979’ da elektrik akimi
vermek amaciyla katod yerlestirildiginde osteogenesisin indiiklendigi tespit edimistir

(14-17).
Yillar igerisinde klasik non-union tedavisi;
o Kirik uglarinin tazelendirilmesi (freshing)
o Kemik grefti uygulanmasi
o Rijid internal fiksasyon
o Eksternal fiksatorler ile kompresyon-distraksiyon

. Kompresif osteosenteze izin veren internal ve intramediiller tespit

yontemleri olarak sekillenmistir (6,14).

2.3. STATINLER

Pek ¢ok farkli siniftan ilaglar serum lipitlerini diizenlemektedir. Safra asidi baglayici
recineler (kolestiramin, kolestipol vb.), HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri
(simvastatin, fluvastatin vb.), nikotinik asit (niasin), fibratlar (fenofibrat, klofibrat,
gemfibrozil vb.) ve daha yakin zamanda gelistirilen kolesterol absorbsiyon
inhibitorleri (ezetimib vb.) bu ilaglardandir. Serum kolesterol seviyesini diisiirmek
amaciyla kullanilan ilaglarin basinda, simvastatin gibt HMG-CoA rediiktaz inhibitorii
ilaglar gelmektedir. insanda kullanimi uygun gériilen ilk statin grubu ilag Aspergillus
terreus’dan izole edilen lovastatindir. Lovastatinin FDA tarafindan kabul edilmesinin
ardindan bu giine kadar 7 statin daha gelistirilmistir. Bunlardan lovastatin,
simvastatin ve pravastatin fungal kaynakli iken, atorvastatin, fluvastatin, cerivastatin,

pitvastatin ve rosuvastatin tamamen sentetik bilesiklerdir (18,19).
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Sekil 6. Statinlerin kimyasal yapisi
2.3.1. Statinlerin kimyasi ve fonksiyonel ozellikleri
Statinlerin kimyasal yapisi;
1. Hedef enzimin substrat1 olan HMG-CoA analogu kisim,

2. Substrat analogu olan kisma kovalent bagli olan ve statini enzime baglama islevini

goren kompleks bir hidrofobik halka yapisi,

3. Ilaglarm ¢dziinme 6zelliklerini, dolayistyla pek ¢ok farmakokinetik &zelliklerini

belirleyen halka yapilarina bagl yan gruplar olarak ii¢ kisima ayrilabilir(Sekil 6).
2.3.2. Statinlerin etki mekanizmalan

Statinlerin hipolipidemik etkisi, kolesterol biyosentezinin baskilanmasina baghdir.
Statinler, kolesterol sentezinde rol alan HMG-CoA rediiktaz enzimini kompetetif
olarak inhibe eder ve bu nedenle karacigerde kolesterol sentezini azaltirlar. Ayrica
karacigerde diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) reseptor aktivitesini artirarak LDL’
nin karacigerden direkt alimimni uyarrr ve serumda LDL kolesterol seviyesinin
azalmasina yol acar. Statinlerin bir diger etkisi, LDL Onciillerinin (¢ok diisiik
dansiteli lipoprotein (VLDL) ) karaciger tarafindan alimini artirarak LDL diizeyini
azaltmaktir. Statinlerin trigliserid diizeyi iizerine olan etkisi, VLDL’ nin karacigerde

uretiminin azalmasi ve VLDL kalintilarmmin katabolizmasinin artmasi sonucunda
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olmaktadir. Sonu¢ olarak kan trigliserid diizeyini de disiiriirler. 250 mg/dI’nin
iizerindeki trigliserid seviyeleri statinler tarafindan basarili sekilde diistiriilir ve

diisme oran1 LDL kolesterolde saglanan diisme yiizdesine benzerdir (20-22).

Statinler, total kolesterolii ve LDL-kolesterolii doza bagmmli bir sekilde
disiirmektedirler. Plazma kolesterol diizeylerinde meydana gelen maksimum etki 7-
10 giin i¢cinde ortaya ¢ikmaktadir. Giinlik 5 mg atorvastatin, 10 mg simvastatin, 20
mg pravastatin ve 40 mg fluvastatin total kolesterolde ortalama % 22 oraninda ve
LDL-kolesterolde % 27 oraninda azalma saglar. Statin dozunun 2 katina ¢ikarilmasi,
total kolesterolde % 5 ve LDL-kolesterolde % 7 ek azalmaya neden olur. Statinler,
hipertrigliseridemisi olmayan hastalarda yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL)
kolesterol diizeylerini % 5-10 oraninda artirir ve trigliserid diizeylerini % 10-25
oraninda azaltr, ama yanitlar degiskendir. Statinlerin aterojenik lipoproteinleri
azaltmalariyla iligkili ikincil mekanizmalar ise karacigerde apolipoprotein B-100
sentezini baskilamalar1 ve trigliseritten zengin lipoproteinlerin sentez ve salmimlarmi

azaltmalaridir (23,24).
2.3.3. Statinlerin pleiotropik etkileri

Bir ilacin amaglanan etkisi disinda diger sistemler iizerine olan farkli etkilerine
pleiotropik etki adi verilir. Bu etki, ilacin primer ilag metabolizmas1 ile ilgili
olabilecegi gibi, tamamen bagimsiz da olabilir. Statinlerin pleiotropik etkileri asagida

ifade edilmistir.
2.3.3.1. Antioksidan etkisi

Bazi1 LDL alt gruplar1 insan viicuduna zararl olan oksidasyona yatkindirlar. Yapilan
calismalarda, lovastatin ve simvastatinin, LDL oksidasyonunu ve LDL’ nin
makrofajlar tarafindan alinimini inhibe ettikleri gosterilmistir. Genel olarak veriler,
statinlerin plazmadaki antioksidan kapasiteyi artirdiklar1 yoniindedir. Buna ek olarak
simvastatin tedavisi alan hiperkolesterolemili hastalarda, saglikli insanlara kiyasla

antioksidan 6zelligi olan alfa tokoferoliin arttig1 saptanmustir (25,26) .
2.3.3.2. Antiinflamatuvar etKisi

Aterosklerozun erken basamaklarindan biri, endotel fonksiyonlarmin bozulmasi
sonucu monositlerin endotele yapismasi ve subendoteliyal bosluga ilerlemesidir.

Monositler daha sonra makrofajlara doniismekte ve cesitli proteolitik enzimler ile
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bliylime faktorleri salgilamaktadirlar. Deneysel modellerde ve insanlarda yapilan
calismalarda, ateroskleroz olusan damarlarin neointimasinda, monosit birikintilerinin
varlig1 gosterilmistir. Bunlarin baslicalar1 olan monosit kemoatraktan protein-1
(MCP-1) ve niikleer faktor kappa-B (NF-xB)’ nin zedelenmis damar endotelinde
aktive oldugu saptanmistir. Yapilan c¢alismalarda atorvastatinin bu faktorlerin
aktivasyonunu inhibe ettigi ve monosit infiltrasyonunu engelledigi gosterilmistir.
Yine yapilan g¢alismalarda lovastatin ve simvastatinin, hiperkolesterolemisi olan
kisilerde monositlerin endotel hiicrelerine yapigmalarmi engelledigi gosterilmistir

(27).
2.3.3.3.Plak stabilitesi tizerine etkisi

Aterosklerozda damar endotelinde olusan plagin igerdigi kolesterol esterlerinin
miktar,, plak stabilitesini etkileyen en oOnemli faktorlerden biridir. Statinler,
serumdaki LDL kolesterolii azaltarak plak i¢cine giren LDL kolesteroliin azalmasia
sebep olurlar. Statinlerin, 0©zellikle plakta kolesterol esterlerinin azalmasi ve
birikiminin 6nlenmesinde etkili olduklar1 bulunmustur. LDL oksidasyonunun inhibe
olmasi da endotel i¢ine kolesterol girisini azaltmaktadir. Sonug olarak plagin kollajen

sentezi ve icerigi artmakta ve stabil hale gelmesi saglanmaktadir (25).
2.3.3.4. Endotel iizerine direkt etkisi

Endotel fonksiyonunun en 6nemli mediatorii nitrik oksittir (NO). Bu mediatoriin
saliniminda azalma oldugu zaman, trombosit adezyonu artar ve vazokonstriksiyon
olusur. Ayrica ylizey gerilimi ile 16kosit adezyonu artar ve bunlarm sonucunda da
tromboz olusumu kolaylasir. Hiperkolesterolemide, endotel disfonksiyonunun
nedeni, artmis oksidatif strestir. Bir diger neden ise hiperkolesterolemi durumunda
artan endotel aracilikli siiperoksit radikallerinin NO’ 1 par¢alamasidir. Yapilan bir
calismada, statin tedavisi alan hiperkolesterolemili hastalarin alt1 ay sonra yapilan
kontrollerinde aterosklerotik damarlarda baslangigta mevcut olan vazokonstriktor
yanitin tedavi ile kayboldugu gozlenmistir. Sonu¢ olarak statinlerin endotel
iizerindeki etkileri vazokonstriksiyonu azaltmalari ve NO’ in par¢alanmasini

engellemeleri olarak ifade edilebilir (28-30).
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2.3.3.5. Diiz kas hiicre cogalmasi ve gocii iizerine etkisi

Ateroskleroz olusumunun en énemli basamagi, lipid depolanmasi ile birlikte diiz kas
hiicre ¢cogalmas1 ve go¢ etmesidir. Yapilan deneylerde statinlerin, hiicre migrasyonu
ve proliferasyonunu % 70-80 oraninda inhibe ettikleri ve bu etkiyi hiicre i¢i sterol

sentezini inhibe ederek yaptiklar1 gosterilmistir (25).
2.3.3.6. Antiaritmik etkisi

Hangi mekanizma iizerinden etkili oldugu net olarak anlasilamasa da, yapilmis
bircok calisma, statinlerin, paroksismal atrial fibrilasyonu ve iskemik
kardiyomiyopati zemininde gelismis ventrikiiler tasiaritmilerin tedavisinde etkili

olabilecegini gosterilmistir (25).
2.3.3.7. Kemik doku iizerine etkisi

Yapilan bir¢ok caligsma ile statin grubu ilaglarin kemik mineral dansitesini artirdigi,
osteoporotik kirik riskini azalttigi ve kirik iyilesmesine katkida bulundugu
gosterilmistir (2,31). Oral olarak alindiginda ilk gecis etkisine maruz kalan ve bu
nedenle kemik iizerine etkisini gdsteremeyen statin grubu ilaclar, kirik bdlgesine
lokal uygulandiginda bone morfogenetik protein-2 (BMP-2) {izerinden osteoblastlar1
artrrarak kirik tyilesmesini ve kemik formasyonunu artirdigi bulunmustur (4,32).
Ayrica yapilan hiicre kiiltiir deneyleri ile HMG-CoA rediiktaz aktivitesi ve

osteoklastik aktivite inhibisyonu arasinda ters orantinin oldugu gdosterilmistir (33).
2.3.4. Statinlerin yan etkileri

Statinler genellikle 1yi tolere edilebilen ilaglardir. Hepatik transaminazlarda artis
genellikle vakalarin % 0.5-2.0° sinde ortaya ¢ikar ve doza bagimlidir (34). Statinin
yan etkileriyle ilgili caligmalarda klinik olarak Onemli transaminaz yiiksekligi
plasebo grubuyla benzerlik gosterir. Statin kullanimiyla ortaya ¢ikan transaminaz
yiiksekligi dozun azaltilmast veya ayni dozun devami ile normale doner.
Transaminaz diizeylerinde normal siirin 3 kat1 veya daha fazla artisin devam etmesi
durumunda ise tedavinin kesilmesi Onerilir. Statin kullanimi i¢in kolestaz ve aktif
karaciger hastalig1 kontrendikasyon olarak belirlenmistir. Nadir olmakla beraber

statin kullanimiyla olusan ciddi karaciger patolojisi de bildirilmistir (35).

Statinler miyopatiye de neden olabilmektedirler ve bu en 6nemli yan etkileridir.

Biitiin statinler miyopati ve rabdomiyolizle iligkili olup, kreatin kinaz (CK)
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yilikselmesi statine bagli miyopatinin en iyi gostergesidir. Nonspesifik kas veya
eklem agrilar1 genellikle CK artis1 ile birlikte degildir. Ancak statin grubu ilag
kullanan hastalarda bazen nonspesifik kas agrisi, hassasiyeti veya giicsiizliigii ile
seyreden ve CK diizeylerinde 10 kattan fazla ylikselme ile karakterize miyopati
gelisebilmektedir. Bu nedenle statin kullanan hastalarda klinik semptomlarin hafif
seyrettigi durumlarda da CK degerine rutin bakilmalidir. Siddetli kas agrisi,
glicsiizligli veya kahverengi idrar yapma sikayetleri olan hastalara CK ol¢limii
yapilmalt ve miyopati saptanirsa statin tedavisi hemen kesilmelidir. Nitekim
miyopatinin gozden kagirilmasi ve ila¢ tedavisinin kesilmemesi rabdomiyoliz,
miyoglobiniiri ve akut tubuler nekroza neden olabilir. Miyopati en sik olarak farkl
medikal problemleri olan veya fazla miktarda ila¢ alan hastalarda ortaya ¢ikmaktadir.
Miyopati riskini artiran ek bir ila¢ kullanilmayan hastalarda, miyopati riski diistiktiir
(<% 0.1). Yine yash hastalar miyopatiye daha yatkindirlar. Statinlerin, fibratlar veya
niasin ile birlikte uygulanmasi durumunda, muhtemelen iskelet kasinda sterol
sentezinin asir1 baskilanmasi sebebiyle miyopati gelisme ihtimali artmaktadir. Ayrica
siklosporin, makrolid grubu antibiyotikler ve antifungal ilaglarla kombine
kullanildiginda da miyopati riski artmaktadir. Clinkii statinlerle bu ilaglar arasinda

farmakokinetik etkilesim mevcuttur (21,36).

2.4. OSTEOKALSIN TANIMI

Osteokalsin, 5800 kDa molekiil agirliginda nonkollajen kii¢iik bir proteindir.
Osteoblast ve odontoblastlarin bir iirtiniidiir. Toplam 49 aminoasitten olusmustur ve
1. kromozomda lokalizedir. Kemikte kollajen olmayan proteinin c¢ogunlugunu
olusturur. Osteokalsinin ¢ogu, hidroksiapatite baglanarak kemik matriksinin icine
girer. Kiicik bir fragman ise dolasima salinir. Genglerde osteokalsinin % 90’ 1,

eriskinlerde ise % 70’ 1 matrikse bagli durumdadir (37).

Kemik dongiisiiniin arttig1 durumlarda osteokalsinin serum diizeyi artar. Ayrica
puberte, primer hiperparatiroidi, hipertiroidi, renal osteodistrofi, tedavi edilmemis
osteomalazi, metastatik kemik hastaliklarinda ve renal yetmezlikte serum osteokalsin
diizeyi artar. Hipoparatiroidi, hipotiroidi, cushing sendromu, multiple myelom ve
malign hiperkalsemi gibi glukokortikoidlerle tedavi edilen hastaliklarda ve Ostrojen

kullaniminda osteokalsin diizeyi diiser (37).
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Osteokalsin ve ALP osteoblastlarin iiriinii olmasma ragmen konsantrasyonlar1 her
zaman birbirine paralel degildir. Bunun nedeni, her iki parametrenin

osteoblastlardaki degisik metabolizmalara sahip olmalar1 olabilir (37-39).

Osteokalsinin dolasimdaki yar1 6mrii 5 dakikadir. Serumda osteokalsin diizeyleri
diiirnal degisiklik gosterir ve osteokalsin fragmanlar1 da tesbit edilebilir. Osteokalsin

diizeyleri gece ylikselme, sabahlar1 ise diisme egilimindedir (40).

Osteokalsin osteoblastlar tarafindan sentezlenir. Olusumu icin gerekli olan vy-
karboksile glutamik asit (Gla) kalintis1 i¢cin Vitamin K’ ya ve {iretimin uyarilmasi
icin de vitamin D3’e gereksinim duyar. Yeni sentezlenen osteokalsin dolasima

sekrete edilir ve geri kalan1 kemik makriksinde tutulur (41,42).

Intact osteocalcin
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Sekil 7. Osteokalsinin tipleri

Intakt osteokalsinin serum ve plazmada rutin laboratuar kosullar1 altinda smirli
stabiliteye sahip oldugu bilinmektedir. Dolasimda intakt osteokalsin, N-terminal
midfragment ve karboksi terminal olmak tiizere 3 tip osteokalsin bulunmaktadir
(Sekil 7). Serum osteokalsin diizeyleri kalsitriol ve K vitaminine bagimlidir.
Osteokalsin, osteoporotik tedavinin izlenmesi ve kemik yapim belirteci olarak

siklikla kullanilmaktadir (40).



2.5. KEMIK SPESIFiK ALKALEN FOSFATAZ (BAP) TANIMI

ALP, kemikte osteoblastlarda, karacigerde, barsakta, bobrekte ve plasentada bulunan
bir izoenzim ailesidir. Karaciger fonksiyonlar1 normal olan yetiskinlerde total ALP’
nin yaklasik % 50’ si karacigerden, kalan % 50’ si ise kemikten kaynaklanir. Kemik
dis1 hastaliklarda 6zellikle karaciger ve safra bozukluklarinda total ALP aktivitesi
yiikselir (39,43).

ALP aktivitesi cesitli nedenlerle artabilir. Menopozdan hemen sonraki dénemde
kemik dongiisiindeki genel artis nedeni ile serum ALP diizeyi normalin iki katina
kadar yiikselebilir. Aktivitede benzer artiglar; hiperparatiroidi, tirotoksikoz gibi
sekonder osteoporoza yol acan hastaliklarda da goriilebilir. ALP aktivitesinde artigin
bir nedeni de kemik kiriklarina bagl olarak kemik metabolizmasinda meydana gelen
lokal artiglardir. Bir hafta icinde yiikselip birka¢ aya kadar yiiksek kalan ve daha
sonra diisen ALP degerleri osteomalazi yoniinden uyarici olmalidir. Osteoporotik

hastalarda serum ALP diizeyi nadiren iist smirlarin iki katini asar.

ALP’ nin yar1 omriiniin uzun olmasi nedeniyle ¢ok az dilirnal degisimi vardir.
Yemekten sonra barsak kokenli ALP aktivitesi arttigindan, a¢ karnmna alinan

orneklerde 6l¢iim yapilmalidir (44).

BAP da ALP izoenzim ailesindendir. BAP aktivitesi en sik kullanilan kemik yapim
belirtecidir. Bu enzim osteoblastlarin membraninda lokalizedir ve osteoblastlardan
salgilanarak dolagima katilir. Serumda BAP aktivitesi kemik mineralizasyonunu ve
kemik formasyonunu yansitmaktadirr. Kemik demineralizasyonunda BAP
konsantrasyonunun arttigi bilinmektedir. Ayrica Paget hastaliginda primer
hiperparatiroidizmde, osteomalazide metastatik karsinomalarda BAP konsantrasyonu

artarken, hipotiroidizmde azaldig1 gosterilmistir (44).

2.6. KOLESTEROL TANIMI

Kolesterol, dort halkali steroid niikleusu ve bir hidroksil grubu olan 27 karbonlu
steroldiir (Sekil 8). Siklopentan ve perhidrofenantren halkalarindan olusan kolesterol,
hiicre membranlarinin ve plazma lipoproteinlerinin 6nemli bir bilesenidir. Karaciger,
barsak, adrenal korteks, yumurtaliklar, testisler ve plasentayr kapsayan iireme
dokular1 viicudun kolesterol havuzuna en biyiik katkiyr yapmalarna karsim,

kolesterol insanlarda hemen hemen tiim dokular tarafindan sentez edilir. Kolesterol,
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safra tuzlari, steroid hormonlar1 ve D vitamininin 6nciil maddesidir. Karaciger
viicudun kolesterol dengesinin diizenlenmesinde merkezi role sahiptir. Diyetle alman
kolesterol, ekstra hepatik dokularda sentezlenen kolesterol ve karacigerde de-nova

sentezlenen kolesterol, karacigerin kolesterol havuzunu olusturur (45,46).

Kolesterol uzun zincirli yag asitleri gibi asetil CoA’ dan sentezlenir. Fakat her 2 yol

birbirinden farkhidir. Kolesterol sentezi 4 asamada gergeklesir (46,47).

1- Uc asetat biriminin kondensasyonu ile 6 karbonlu bir ara bilesik olan

mevalonatin olusumu,
2- Mevalonatin aktive olmus izopren bilesigine doniisiimii,

3- Bes karbonlu 6 tane izopren birimlerinin polimerizasyonu sonucu 30 karbonlu

lineer bir yap1 olan squalenin olusumu,

4- Son olarak 4 tane squalen yapmin halkalasmasi yani steroid niikleusun
olugsmas1 ve diger degisikliklerin olusarak son iiriin olan kolesterol olusumu.

I1k ii¢ satha hiicrenin sitozoliinde, son safha ise mikrozomlarda gergeklesir.

Diyet durumu veya genetik defektler kolesterol metabolizmasini etkiler ve
ateroskleroz ve kalp hastaliklarina yol agar. Bu durumda ¢esitli ilaglar ile kolesterol

seviyesi diistiriiliir (47).

Kolesteroliin steroid niikleusu insan viicudunda yikilamaz. Bu nedenle kolesterol

safra icine salgilanarak veya safra asitlerine doniiserek feges ile atilir (45-47).
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Sekil 8. Kolesteroliin kimyasal yapis1
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Arastirmalar Merkezi, Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali, Patoloji Anabilim
Dali, Radyodiagnostik Anabilim Dali, Farmakoloji Anabilim Dali ve Biyokimya
Anabilim Dali imkanlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Calisma, Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 08.04.2009 tarih, 09/27 no’lu karar1 ile
yapilmistir.

3.1. DENEY HAYVANLARI VE CALISMA GRUPLARI

Bu calismada, Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik
Arastirmalar Merkezinden temin edilen, 8 haftalik ve ortalama agirlig1 250 gr (236-
275 gr) olan 32 adet Wistar-albino cinsi erkek rat kullanildi. Deney siiresince
aydmlik/karanlik 151k dongiisiinde normal oda sicakli§i ve neminde tutulan ratlar,
standart pellet yem ve musluk suyu ile beslendi. Ratlar, her grupta 8 denek olacak

sekilde 4 gruba ayrildi.
GRUPLAR:

GRUP K: Kontrol Grubu: Bu gruptaki 16 rat kontrol grubunu olusturacak sekilde
diizenlendi. Kontrol grubu 2’ ye ayrildi.
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Grup K4: Bu gruptaki 8 rat ameliyat edildikten sonra non-union gelismesi i¢in 10
hafta beklendi. Radyografi ile non-union olustugu dogrulandi. Non-union sahasma
bir hafta siireyle lokal olarak 1 mL/giin serum fizyolojik (SF) uygulandi. Bu gruptaki

ratlar SF uygulamasindan 4 hafta sonra sakrifiye edildi.

Grup K8: Bu gruptaki 8 rat ameliyat edildikten sonra non-union gelismesi i¢in 10
hafta beklendi. Radyografi ile non-union olustugu dogrulandi. Non-union sahasina
bir hafta siireyle lokal olarak 1 mL/giin SF uygulandi. Bu gruptaki ratlar SF

uygulamasindan 8 hafta sonra sakrifiye edildi.

GRUP S: Simvastatin Grubu: Bu gruptaki 16 rat calisma grubunu olusturacak
sekilde diizenlendi. Calisma grubu 2’ ye ayrild.

Grup S4: Bu gruptaki 8 rat ameliyat edildikten sonra non-union gelismesi i¢in 10
hafta beklendi. Radyografi ile non-union olustugu dogrulandi. Non-union sahasina
bir hafta siireyle lokal olarak 10 mg/kg/giin dozunda simvastatin uygulandi. Bu

gruptaki ratlar simvastatin uygulamasindan 4 hafta sonra sakrifiye edildi.

Grup S8: Bu gruptaki 8 rat ameliyat edildikten sonra non-union gelismesi i¢in 10
hafta beklendi. Radyografi ile non-union olustugu dogrulandi. Non-union sahasina
bir hafta siireyle lokal olarak 10 mg/kg/giin dozunda simvastatin uygulandi. Bu

gruptaki ratlar simvastatin uygulamasindan 8 hafta sonra sakrifiye edildi.

3.2. HAZIRLIK VE AMELIYAT

Denekleri anestezi altina almak i¢in 3 mg/kg ksilazin hidroklorid (Rompun©, Bayer,
Tirkiye) ve 90 mg/kg ketamin hidroklorid (Ketalar©, Eczacibasi, Tiirkiye)
intraperitoneal olarak uygulandi. Deneklerin sag alt ekstremiteleri kasiga kadar tras
edildi ve ameliyat masasina alindi (Sekil 9,10). Operasyon sahasi polivinil pirolidon-
iyot (Batticon©, Adeka, Samsun, Tirkiye) ile dezenfekte edildi ve operasyon sahasi
acikta kalacak sekilde steril kompreslerle ortiildii (Sekil 11). Tiim ratlarda sag uyluk
lateral insizyonu kullanildi (Sekil 12). Cilt-cilt alt1 doku gecildikten sonra sag femur
1/3 orta-distal kisimlar1 ortaya konuldu. Periost soyularak mini elektrikli testere
(Medtronic, Triton, Microsagittal saw, USA) yardimiyla sag femurlar middiafizer
bolgeden osteotomize edildi. Osteotomi sonrast ratlarin  femurlar1 matkap
kullanilarak diz ekleminden retrograd olarak 1,5 mm’ lik Kirschner (Kr) telleri ile

tespit edildi (Sekil 13). Tespit sonras1 Kr tellerinin proksimal ve distalden femur
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icerisinde kalmasina Ozen gosterildi. Kr telleri ile tespit isleminden sonra
kaynamama durumu olusturmak i¢in Garcia ve ark. (48)°’ nm tarifledigi gibi
osteotomi hattinda 1,8 mm gap kalacak sekilde elektronik kumpas ile dlgiildii ve
staple civisiyle tespit yapildi (Sekil 14,15). Tespit sonrasi osteotomi hatti ve insizyon
sahas1t SF ile yikandi. Yikama sonrasi kas doku ve cilt 3/0 keskin igneli vicryl
(Johnson & Johnson©, Briiksel, Belmddfvvc ¢ika) ile usuliine uygun olarak kapatildi
(Sekil 16). Ratlar anestezi sonrasi derlenme siiresi boyunca ayri ortamlarda tutuldu

ve derlenme sonrasinda ameliyat 6ncesi yerlerine konuldu.

Sekil 9. Dencklerin tras edilmesi.

Sekil 10. Deneklerin ameliyat masasina alinisi.
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Sekil 11. Deneklerin boyanmasi ve steril ortiilmesi.

Sekil 12. Cilt insizyonu.
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Sekil 14. Gap araliginin elektronik kumpas ile dlgiimii.
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Sekil 16. Kasin dikilmesi.
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3.3. SIMVASTATININ HAZIRLANISI VE UYGULANMASI

Simvastatinin s1v1 formu olmadigi i¢in lokal kullanim amaciyla Kiligoglu ve ark. (2)
nin tarif ettigi sekilde sivi forma doniistiiriildii. Simvastatin 20 mg tablet (Zocor © 20
mg film tablet, Merck Sharp & Dohme, USA) farmakoloji laboratuarinda, biyolojik
etkinligi olmayan 10 mL Dimethylsulfoxide (DMSO, 100 mL, % 99,5, D-4540,
Sigma, USA) icinde homojen sekilde ¢6ziildii. Calisma gruplarinda osteotomi hattma
bir hafta siireyle 10 mg/kg/giin dozunda simvastatin lokal olarak enjektorle

uygulandu.
3.4. DENEY HAYVANLARININ SAKRIFiYE EDIiLMESI

Deneklere ketamin-ksilazin anestezisi uygulandiktan sonra radyolojik degerlendirme
icin sag femur On-arka grafileri ¢ekildi. Biyokimyasal ¢calisma i¢in intrakardiak 3 mL
kan alindiktan sonra intrakardiak potasyum kloriir enjeksiyonu (% 75 KCI®, Galen
A.S. Tiirkiye) ile tiim ratlar sakrifiye edildi. Sakrifikasyon sonrasi tiim deneklerin sag

femurlar1 % 10 formalin i¢inde histopatolojik ¢alisma i¢in ayrildi.

3.5. RADYOLOJIiK DEGERLENDIRME

Tim deneklerde ameliyat sonras1 10 hafta beklendi. Non-union gelisimini gostermek
amaciyla ketamin-ksilazin anestezisi altinda Erciyes Universitesi Radyodiagnostik
Anabilim Dali’nda Siemens© Multix C (Japonya) marka rontgen cihazi ile sag femur
on-arka radyografileri ¢ekildi. Yine tiim ratlara sakrifikasyon dncesi anestezi altinda
non-union iyilesmesini degerlendirmek amaciyla sag femur on-arka radyografileri

cekildi (Sekil 17).
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Sekil 17. Deneklere rontgen ¢ekilmesi

Daha sonra ¢alisma ve kontrol gruplari hakkinda bilgisi olmayan iki ortopedi ve
travmatoloji uzmani tarafindan farkli zamanlarda birbirinden bagimsiz olarak ikiser

kez degerlendirildi. Degerlendirmede Goldberg siniflamasi kullanildi (49) (Tablo 1).

Tablo 1. Goldberg Siniflamast

Derece 0 Radyolojik kaynamama
Derece 1 Muhtemel kaynama
Derece 2 Radyolojik kaynama

3.6. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Histopatolojik inceleme i¢in osteotomi sahasini iceren kemik doku 6rnekleri % 10’
luk tamponlanmigs noétral formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Kemik doku
ornekleri daha sonra asetik asit ve formik asit iceren asit soliisyonunda dekalsifiye
edildi. Dekalsifikasyon sonrasinda osteotomi sahasini ortalayacak sekilde kemik
pargas1 kesilerek ayrildi. Daha sonra bu kemik pargasi sagittal diizlemde 2’ ye
ayrildi. Elde edilen parcalar giderek artan derecelerde etil alkol serilerinden

gecirilerek dehidrate edildi. Ksilolde seffaflastirilan dokular son olarak parafin igine
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gomiilerek bloklandi. Parafin bloklardan alman 4-6 pm kalinhiginda kesitler
hemotoksilen eozin (HE) ile boyandiktan sonra Nikon© Optiphot-2 marka 151k
mikroskobunda Huo ve ark. (50)° nm tarif ettigi histolojik skorlama sistemi
kullanilarak degerlendirildi (Tablo 2). Degerlendirme ¢aligma ve kontrol gruplari

hakkinda bilgisi olmayan patoloji uzmani tarafindan yapildi.

Tablo 2. Histolojik skorlama sistemi

Skor Histolojik Bulgular

Fibroz doku

Agirlikli fibr6z doku ve az miktarda kikirdak doku

Esit miktarda fibroz ve kikirdak doku

Agirlikli kikirdak ve az miktarda fibroz doku

Kikirdak doku

Agirlikli kikirdak ve az miktarda immatiir kemik doku

Esit miktarda kikirdak ve immatiir kemik doku

Agirlikli immatiir kemik ve az miktarda kikirdak doku

o R Q| | | K| W N -

Immatiir kemik ile iyilesme

ok
=

Matiir kemik ile iyilesme

3.7. BIYOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Deneklerden elde edilen numuneler 5000 devirde 5 dakika santrifiij edilerek
plazmalar1 ayrildi. Plazmalar derin dondurucuda -70 °C’ de saklandi (SANYO©
MDF-U73V Osaka, Japonya). Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Merkez Biyokimya
Laboratuvar1’ nda ¢alisma ve kontrol gruplar1 hakkinda bilgisi olmayan biyokimya

uzmani tarafindan total kolesterol, osteokalsin ve BAP analizleri yapild1.
3.7.1. Total kolesterol analizi

Total kolesterol 6l¢iimii, otoanalizorde (Olympus AU-2700, Germany) kolesterol

esteraz-oksidaz bilesik enzim yontemi ile yapildi.

Prensip: Kolesterol esteraz hidrolizi ile olusan serbest kolesterol, kolesterol oksidaz
enzimi ile kolesten-3-on’ a ylkseltgenir. Bu reaksiyon sirasinda, kolesterol

konsantrasyonu ile orantili olarak olusan Hidrojen Peroksit (H,0,)’ in aminoantipirin
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varliginda peroksidaz reaksiyonu ile olusturdugu renkli kinonemin bilesiklerinin

absorbans1 520 nm’ de Slgiilerek total kolesterol analizi yapilir (Sekil 18).

Kolesterol esteraz
Kolesterol esteri » Kolesterol + Yag asidi
Kolesterol + O, Oksidaz » Kolesten-3-on + H,0,
Peroksidaz

2H,0, + 4-aminoantipirin + fenol ———— Kinonemin+ 4 H,0

Sekil 18. Total kolesterol analizi
3.7.2. Osteokalsin analizi

Osteokalsin diizeyleri, IDS marka (Katalog No: AC-12 F1) ELISA kiti ile ol¢iildi
(Tablo 3).

Prensip:

Metodun prensibi, eszamanli olmayan, kompetitif immiinokimyasal 6l¢iim esasina
dayanir. Plate kuyucuklarina konulan antikor {izerine, Once isaretsiz antijen
(numune), daha sonra isaretli antijen ardisik olarak eklenir. Isaretli ve isaretsiz
antijen, antikorun baglanma bdlgesi i¢in yarisirlar. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon
ortamma eklenen enzim, antikor-isaretli antijen kompleksine baglanwr. Enzim

substratinin da ilavesiyle olusan rengin siddeti 450 nm’ de okunur.
Realktifler:

e Primer Antibody: Liyofilize antikor, calisma tamponu ile ¢oziilerek
hazirland1.

e Osteokalsin Standardi: Liyofilize standart, distile su ile c¢oziilerek, stok
standart hazirland1.

¢ Biotinylated Peptide: Liyofilize isaretli antijen, ¢alisma tamponu ile ¢oziilerek
hazirland1.

e Streptavidin-Horseradish Peroxidase (SA-HRP)

e Substrat Solusyonu: 3,35,5 -Tetrametil Benzidin Dihidroklorid (TMB) ve
H,0, igerir.

e Stop Solusyonu: 0.18 M Siilfirik Asit (H2SO4).

27



Tablo 3. Osteokalsin analizi

Kor Numune

Biotinylated peptide - 100 uL

Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, her bir kuyucuk 300
uL ¢alisma tamponu ile 5 kere yikandu.

Primer antibody - 150 pLL

Oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1, her bir kuyucuk 300
uL ¢alisma tamponu ile 5 kere yikandu.

Sterptavidin-HRP - 100 uL

Oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, her bir kuyucuk 300
uL ¢alisma tamponu ile 5 kere yikandu.

TMB solusyonu 100 pL 100 pL
Oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.
2N HCl solusyonu 100 pL 100 pL

Absorbanslar, 450 nm’ de 2 saat i¢inde okundu.
Standart Grafigi:

Stok osteokalsin ¢ozeltisi, distile su ile uygun oranlarda diliie edilerek, 0; 76,9; 155;
316,9; 563,8; 965,1 ng/mL konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi. Standartlar

numune gibi ¢aligildi.

Osteaokalsin {ng/mL)
1200

¥ = S13Ln(x) + 259, 22

1000 A R®=10,9817

200 H

§00 4

400 4

=]
*

0D

Sekil 19. Osteokalsin standart grafigi

Standart konsantrasyonlarma karsilik gelen absorbans degerleri kullanilarak,

osteokalsin standart grafigi ¢izildi ve hiperbolik bir egri elde edildi (Sekil 19).
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Osteokalsin konsantrasyonlarinin logaritmik degerleri kullanilarak, grafik dogrusal

hale getirildi.
Hesaplama:

Osteokalsin standart grafigi yardimiyla, numunelerin vermis oldugu absorbanslarin
konsantrasyonu, bilgisayarda hesaplandi. Osteokalsin seviyeleri, ng/mL olarak

verildi.
3.7.3. Kemik spesifik alkalen fosfataz analizi

Kemik spesifik alkalen fosfataz diizeyleri, IDS marka (Katalog No: AC-20F1)
ELISA kiti ile 6l¢tildi (Tablo 4).

Prensip:

Metodun prensibi, immiinoenzimatik 6l¢lim esasina dayanir. Plate kuyucuklarina
konulan antikor iizerine, dnce isaretsiz antijen (numune), daha sonra isaretli antijen
ardisik olarak eklenir. Isaretli ve isaretsiz antijen, antikorun baglanma bdlgesi i¢in
yarsirlar. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon ortamina eklenen enzim, antikor-isaretli
antijen kompleksine baglanir. Enzim substratinin da ilavesiyle olusan rengin siddeti
405 nm’ de okunur. Renk siddeti, numunede bulunan BAP konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

Realktifler:
e Konjugat: Anti-BAP monoklonal Immiinglobulin G

e BAP Standardi
e Substrat Solusyonu: P-nitrofenilfosfat icerir

e Stop Solusyonu: 1N NaOH
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Tablo 4. BAP analizi

Kor Numune
Numune - 50 uL
Konjugat - 100 pL

Oda sicakliginda, rotator iizerinde 60 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, her

bir kuyucuk 300 pL ¢aligma tamponu ile 3 kere yikand:.

Substrat solusyonu - 150 uL
Oda sicakliginda, rotator iizerinde 15 dakika inkiibe edildi.
IN NaOH 100 puL 100 puL

Absorbanslar, 405 nm’ de 600-650 nm referans kore karsi 1 saat i¢inde okundu.
Standart Grafigi:
0, 7, 15, 30, 60 ve 90 ug/L konsantrasyonlarinda BAP igeren standart seri numune

gibi ¢alisildi.

BAPF { pgiL)

100 - v o= &1,823% - 8,238

Sekil 20. BAP standart grafigi

Standart konsantrasyonlarma karsilik gelen absorbans degerleri kullanilarak, BAP

standart grafigi ¢izildi (Sekil 20).
Hesaplama:

BAP standart grafigi yardimiyla, numunelerin vermis oldugu absorbanslarin

konsantrasyonu, bilgisayarda hesaplandi. BAP seviyeleri pg/L olarak verildi.
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3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler SPSS (Statical Package for Social Science) istatistik paket programi (SPSS®
for Windows® 17.0) ile degerlendirildi. Nicel wverilerin normal dagilima
uygunluguna Kolmogorov-Smirnov Testi ile bakildi. Normal dagilima uyan verilerin
istatistikleri x + standart sapma (ss) olarak tanimlandi. Gruplar arasinda anlamli bir
farkin olup olmadigma Tek Yonlii Varyans Analizi ile bakildi. Varyans analizi
sonucu fark c¢ikan gruplarin coklu karsilastirmalarinda Tukey Testi’ nden
yararlanildi. Radyolojik, histopatolojik ve biyokimyasal bulgular arasindaki uyum

Spearman Korrelasyon Analizi ile degerlendirildi.

Nitel degiskenler igin frekans ve yilizde degerler verildi. Nitel degiskenlerin
karsilastirilmasinda ki kare (y* ) testinin exact yontemi kullanildi. p< 0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. RADYOLOJI SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI

Radyoloji sonuglar1 karsilastirildiginda kontrol gruplar ile ¢alisma gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05) (Tablo 5). Tiim gruplarin kaynama
durumlarmma goére almis oldugu puanlar (Tablo 1) toplandi. Kontrol grubundan K4
grubu 2 puan, Kg grubu 5 puan alirken, S4 grubu 8 puan ve son olarak Sg grubunun da
14 puan aldig1 gorildii. K4 grubunda 7 ratta (% 87,5) non-union ve 1 ratta (% 12,5)
kaynama goriildii. Kg grubunda 5 ratta (% 62,5) non-union, bir ratta (% 12,5)
muhtemel kaynama bulgular1 ve 2 ratta (% 25) kaynama goriildii. S4 grubunda 3 ratta
(% 37,5) non-union, 2 ratta (% 25) muhtemel kaynama bulgular1 ve 3 ratta (% 37,5)
tam kaynama goriildii. Sg grubunda 1 ratta (% 12,5) non-union ve 7 ratta (% 87,5)

tam kaynama gortldi.

Sonug olarak radyolojik non-unionun en fazla goriildiigii grup K4 grubu iken, Sg
grubu da en fazla kaynamanm goriildiigii grup oldu (Sekil 21,22). Ayrica Sy ile Sg
gruplar1 karsilastirildiginda yeterli siire bekleme ile daha iy1 kaynama oldugu

goriildil.
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Tablo 5. Radyoloji istatistik sonuglar1

0 puan 1 puan 2 puan Total

X-RAY | N % n|l % n % n %

K4 71 8L5 [0 00 |1 12,5 & | 100

Ks 51625 |1 125 |2 25 & | 100

S4 31 375 |2 25 3 37,5 8 | 100 | 15,051 | 0,020

Ss 1| 12,5 (0| 0,0 | 7 87,5 & | 100

Toplam | 16 | 50,0 |3 |9,375 |13 | 40,625 | 32| 100

Sekil 21. K4 grubundan bir radyografi.
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Sekil 22. Sg grubundan bir radyografi.

4.2. HISTOPATOLOJi SONUCLARININ KARSILASTIRILMASI

Histopatolojik inceleme sonuglar1 degerlendirildiginde kontrol (K4, Kg) ve ¢alisma

(S4,Sg) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05) (Tablo 6).

Tablo 6. Histopatoloji istatistik sonuglar1

n: 8§ K4 (x £ s8) K8 (x £ s8) S4 (x £ s5) S8 (x % ss) P

Puan 2,871,125 | 2,75+ 1,28% 8,12+1,12*° | 8,87 +0,83*° < 0,002

a: 4 haftalik kontrole gore farkli olan grubu gdsterir
b: 8 haftalik kontrole gore farkli olan grubu gosterir
c: 4 haftalik simvastatin grubuna gore farkli olan grubu gésterir
d: 8 haftalik simvastatin grubuna gore farkli olan grubu gdsterir
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Yapilan mikroskobide K4 grubundaki 2 ratta genis alanda fibroz doku, 2 ratta esit
miktarda fibroz ve kikirdak doku, 3 ratta agirlikli olarak kikirdak doku ve az
miktarda fibroz doku ve 1 ratta immatiir kemik iyilesmesi goriildi (Sekil 23).

Kontrol grubundan Ky’ in yapilan mikroskobik degerlendirilmesinde 1 ratta
osteotomi hattinda fibréz doku, 2 ratta agirlikli olarak kikirdak doku ve az miktarda
fibroz doku, 4 ratta immatiir kemik iyilesmesi ve 1 ratta matiir kemik iyilesmesi

gortldi (Sekil 24).

Simvastatin grubundan S, {in yapilan mikroskobik degerlendirilmesinde 2 ratta
osteotomi sahasinda fibroz doku, 1 ratta esit miktarda fibroz ve kikirdak doku, 3 ratta
agirlikli olarak kikirdak doku ve az miktarda fibroz doku ve 2 ratta immatiir kemik

tyilesmesi goriildii (Sekil 25).

Simvastatin grubundan Sg’ in yapilan mikroskobik degerlendirilmesinde 1 ratta
osteotomi sahasinda fibroz doku, 5 ratta immatiir kemik ile iyilesme ve 2 ratta matiir

kemik ile iyilesme goriildi (Sekil 26).

Sekil 23. K4 grubundan alinan preparatta mikroskobik olarak fibroz dokunun
goriiniimii (ok)(H&E x40).
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Sekil 24. K¢ grubundan alinan preparatta az miktarda kikirdak doku (beyaz ok) ve
fibréz doku (mavi ok) goriiniimii(H&E x40).

Sekil 25. S4 grubunda alman preparatta immatiir kemik doku goriiniimii (ok) (H&E
x40).
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Sekil 26. Sg grubundan alinan preparatta matiir kemik doku ile iyilesme goriilmekte

(ok) (H&E x40).

Calisma ve kontrol gruplarmnin bulgular1 birlikte degerlendirildiginde, S4 ve S8
gruplarinda radyolojik ve histopatolojik bulgular arasinda istatistiksel olarak anlamli,
giiclii ve pozitif korrelasyon oldugu goriildii (S4 grubu icin r = 0,878, p<0,05 ve S8
grubu icin r = 0,756, p<0,05).

4.3. BIYOKIMYASAL PARAMETRELERIN KARSILASTIRILMASI
4.3.1. Total kolesterol degerlerinin karsilastirilmasi

Plazma total kolesterol degerleri karsilastirildiginda kontrol ve g¢alisma gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05). Total kolesterol degerleri
Ky (112,37+£10,86) ve Kg (112,75+16,01) gruplart ile Ss (94,50+£9,91) ve Sg
(92,25+11,88) gruplar1 arasinda karsilastirildiginda calisma grubunda istatistiksel
olarak anlamli azalma oldugu goriildii. Kontrol ve ¢aligma gruplarinin kendi i¢lerinde

total kolesterol degerlerinde anlaml1 fark olmadig1 goriildi (Tablo 7).
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4.3.2. BAP degerlerinin karsilastirilmasi

Plazma BAP degerleri karsilastirildiginda kontrol ve calisma gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05). Plazma BAP degerleri, K4
(12,27+0,88) ve Kg (12,42+2,29) gruplar1 ile S; (19,74+1,69) ve Sg (22,60+1,14)
gruplar1 arasinda karsilastirildiginda ¢alisma grubunda istatistiksel olarak anlamli
artis oldugu goriildii. Ayrica K4 ve Kg gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkin olmadig: tespit edilirken, Sg grubunda S4 grubuna gére BAP degerinin anlamli

olarak arttig1 tespit edildi (Tablo 7).
4.3.3. Osteokalsin degerlerinin karsilastirilmasi

Plazma osteokalsin degerleri karsilastirildiginda kontrol ve ¢alisma gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05). Plazma osteokalsin degerlerinin K4
(38,69+7,98) ve Ks (41,77+10,34) gruplarinda S4 (70,22+8,26) ve Sg (69,07+11,26)
gruplarma gore distik degerlerde kaldigi yani plazma osteokalsin degerlerinin
calisma gruplarinda istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundugu goriildii. K4 ile Kg
ve Sy ile Sg gruplari arasinda istatistiksel olarak fark olmadig: tespit edildi (Tablo 7).

Tablo 7. Biyokimya istatistik sonuglari

n: 8 K4 (x + s8) K8 (x £ s8) S4(x£ss) | S8(x=xss) | F P

Total

kolesterol | 15 37410.86%% | 11275516015 | 94.50£9.91° | 92.25:11,88% | 6440 | 0,002

BAP

<0,001
12,27+0,88%4 12,4242,29%4 19,74+1,69*™¢ | 22,60+1,14*"¢ | 85,478 ’

Osteokalsin

38,69+7,98%¢ 41,77+10,34%¢ | 70,22+8,26*° | 69,07+11,26*" | 25,379 | <0,001

a: 4 haftalik kontrole gore farkli olan grubu gdsterir
b: 8 haftalik kontrole gore farkli olan grubu gosterir
c: 4 haftalik simvastatin grubuna gore farkli olan grubu gosterir
d: 8 haftalik simvastatin grubuna gore farkli olan grubu gdsterir
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5. TARTISMA

Klasik non-union tedavisi, kirik uglarmin tazelendirilmesi (freshing), kemik grefti
uygulanmasi, rijid internal fiksasyon, eksternal fiksatorler ile kompresyon-
distraksiyon ve kompresif osteosenteze izin veren internal ve intramediiller tespit
yontemleri olarak zaman icerisinde sekillenmistir (6,14). Non-union tedavisinde, bu
tedavi prensiplerine uyuldugu takdirde yiiksek oranda tedavi basarisi saglanabilir.
Hipertrofik non-unionda uygun tedavi ile kaynama saglanirken, atrofik non-unionun

tedavisi olduk¢a zordur ve bu konuda belirgin bir fikir birligi yoktur (48, 51, 52).

Bir¢ok hayvan modeli non-union arastirmalar1 i¢cin kullanilmistir. Ancak ratlarin
ozellikle travma arastirmalarinda kullaniminin artmasi, arastirmacilarin ratlarla olan
daha 6nceki ¢aligmalardan deneyimli olmasi ve son olarak ratlarda kirik olusturma ve
statin uygulama arastirmalarinin 1yi tarif edilmis olmasi gibi nedenlerden dolay1 bu

calismada da rat kullanilmasina karar verilmistir (32).
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Non-union tedavisinin basarili sekilde yapilabilmesi i¢in dncelikle non-union modeli
olusturmak gerekir. Bu amagla bir¢ok arastirmaci tarafindan sadece non-union

olusturmak icin ¢alismalar yapilmstir.

Oetgen ve ark. (53)’ nin 48 farede yapilan calismasinda, 24 farede kapali standart
femur kirig1 olusturulmus (kontrol grubu) ve geriye kalan 24 fareye de agik
osteotomi (¢alisma grubu) uygulanmistir. Calisma grubunda osteotomi hattinin 2 mm
distaline ve proksimaline koter uygulayarak periost ortadan kaldirilmistir. Yapilan
histopatolojik degerlendirmede kontrol grubu normal kirik iyilesme bulgular
gosterirken, ¢alisma grubunda gecikmis iyilesme gozlendigi veya higbir iyilesme
bulgusunun olmadig: tespit edilmistir. Harrison ve ark.(54)’ nin ratlarla yaptiklari
calismada, mid-diafiziel femoral osteotomi olusturduktan sonra mini eksternal
fiksator ile bir grupta 0,5 mm ve diger grupta 3 mm gap kalacak sekilde femoral
tespit yapilmistir. Bes hafta sonra yapilan radyolojik degerlendirmede 0,5 mm gap
birakilan grupta kaynama goriiliirken, 3 mm gap birakilan grupta non-union olustugu
ifade edilmistir. Dual enerji x-ray absorpsiyometri (DEXA) ile yapilan
degerlendirmede 0,5 mm gap birakilan grupta verilerde artig goriiliirken, 3 mm gap
birakilan grupta ilk haftalarda artis sonraki haftalarda azalma oldugu goriilmiistiir.
Histolojik caligmada ise 0.5 mm gap birakilan grupta 5 hafta sonra kaynama
bulgular1 izlenirken, 3 mm gap birakilan grupta non-union bulgularinin izlendigi
rapor edilmistir. Garcia ve ark. (48)’ nin yaptiklar1 ¢alismada, fare femurunda kirik
olusturulmus ve kirik hattinda gap araligi 0,8 mm ve 1,8 mm olacak sekilde
intramediiller ¢ivi ve staple civisi ile tespit yapilmistir. Kirik hatti tespit edildikten
sonra 10 hafta beklenmis ve radyolojik olarak non-union gelisimi degerlendirilmistir.
Radyolojik olarak 0,8 mm ve 1,8 mm gap birakilan ve periosta zarar verilmeyen
grupta non-union gelisimi sirasiyla % 33,3 ve % 50 iken, kirik hattinda 1,8 mm gap
birakilan ve periostu ¢ikarilan grupta non-union gelisiminin % 100 oldugu tespit
edilmistir.

Bu calismada Garcia ve ark. (48)’ nin tarifledigi non-union modeli kullanild1

Ratlarm sag femurlarina osteotomi uygulandiktan sonra proksimalden ve distalden
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periost siyrildi. Kirik hattt 1,8 mm gap kalacak sekilde tespit edilerek 10 hafta

beklendi ve radyolojik olarak kontrol edilerek kaynamama dogrulandu.

Gilintimiizde yapilan c¢alismalara bakildiginda, arastirmacilarin kirik iyilesmesini
etkileyen pek cok faktor iizerinde durdugu goriilmektedir (5,6). Zaman igerisinde
cesitli ilaglar ve cerrahi teknikler ile kirik iyilesmesinin hizlandirilmasi
amaglanmistir. Bunlardan biri de BMP-2 kullanilarak kirik iyilesmesini artirmak ve
non-unionda kemik iyilesmesini saglamaktir. BMP ilk kez 1965’ de Dr Marshall
Urist (55) tarafindan tanimlanmis olup transforming biliylime faktor beta (TGF-b)
ailesinden oldugu bulunmustur (56). Giinimiizde 40 farkli tipi oldugu tespit
edilmistir (57). Bunlardan kemik iizerine etkisi olan BMP-2’ dir (58). Ilk baslarda
rekombinant teknolojiyle iiretilen BMP-2 kirik iyilesmesi ilizerine yapilan cesitli
calismalarda kullanilmistir (59,60). Szpalski ve ark. (59)’ nin insanlarda yapilan
calismasinda, rekombinant teknolojiyle tiretilen BMP-2’ nin, akut agik tibia kiriklar1
ve spinal flizyon hastalarinda otojen kemik grefti yerine kullanilabilecegi rapor
edilmistir. Govenders ve ark. (60)’ nin 450 hastada yapilan ¢aligmasinda, olusan agik
tibia kiriklarmm rekombinant BMP-2 ile tedavisi sonucunda kirik iyilesmesinin
arttig1 ifade edilmistir. Sellers ve ark. (61)’ nin tavsanlarda yapilan ¢alismasinda,
rekombinant teknolojiyle iiretilen BMP-2’nin kartilaj {izerine olumlu etkilerinin

oldugu rapor edilmistir.

Ancak rekombinant BMP-2 ideal tedavi yontemi degildir. Ciinkii tiretimi ¢ok pahali
ve ayristirilmasinda ¢ok sayida problem mevcuttur. Sonug olarak statinler gibi BMP-

2’ yi artran alternatif tedavi yontemlerine bagvurulmustur (32,62,63).

Mundy ve ark. (4)’ nin ratlarla yapilan calismasinda, serum kolesteroliinii diisiiren
statin grubu ilagclarmn BMP-2 genini aktive ederek yeni kemik olusumunu, osteoblast
aktivitesini ve farklilasmasmi artirdigir gosterilmistir. Ayukawa ve ark. (64)’ nin
ratlarla yapilan ¢alismasinda, simvastatin lokal olarak kemik defektinde kullanilmig
ve kontrol grubuna goére daha iyi iyilesmeden bahsedilmistir. Bu etkiyi BMP-2’ ye ait
olan mesajc1 ribontikleik asit (mRNA)’ 1 uyararak yaptigi rapor edilmistir. Hatano ve
ark. (65)’ nin ratlarin femoral kondillerinden elde edilen kartilaj iizerinde mevastatin

ile yapilan caligmasinda, statin grubu ilaglarin, BMP-2’ ye bagli mRNA’ y1 uyararak
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kirik iyilesmesi ve kartilaj tamirinde etkili olduklar: ileri stiriilmiistiir. Ayrica ayni
calismada kondrositlerde tip 2 kollajenin ve proteoglikan sentezinin arttigi da
belirtilmistir. Meier ve ark. (66)’ nin 50 yas ve istii statin grubu ilag kullanan
insanlarla yaptiklar1 calismada, HMG-CoA rediiktaz enzim inhibit6rlerinin genel
olarak hayvanlarda denendigini insanlarda da bu c¢alismanin yapilabilecegi
gosterilmis olup, bu otorlerin ¢alismasinda, statin grubu ilaglar1 kullanan 50 yas ve
istii insanlarda kirik riskinin kullanmayanlara oranla daha diisiik oldugu rapor
edilmistir. Wang ve ark. (67)’ nin insanlar lizerinde yapilan ¢alismasinda, statin
kullanan yagh insanlarin kal¢a kirig1 olusma riskinin kullanmayanlara goére daha
diisiik oldugu ileri siirtilmiistiir. Edwards ve ark. (68)’ nin postmenopozal kadinlarda
yapilan arastirmasinda, statin grubu ilaclarin kemik dansitesini artirdig1 ifade
edilmistir.

Statinin kirik riskini azaltma ve kirik iyilesmesi {lizerine olumlu etkisinin oldugunu
ileri siiren ¢ok sayida arastirmaci varken (69,70), etkisinin olmadigini1 rapor eden

arastirmacilar da mevcuttur (71).

Van staa ve ark. (72) ise, statin grubu ilaglarin polikliniklerde regete edilen dozlarda
kirik riskini azaltmasmin miimkiin olmadigmi ifade etmislerdir. Lacroix ve ark. (73)’
nin yapmis olduklar1 ¢alismada, postmenopozal kadmlarda olusan kiriklarda statin
kullanan ile kullanmayan kadinlar arasinda iyilesme hizi agisindan herhangi bir
farkin bulunmadig ileri siirtilmiistiir. Ayrica kemik dansite Ol¢imlerinin de farkl
olmadig: ifade edilmistir. Yine karsit goriis belirten bagka bir ¢alisma Von Stechow
ve ark. (74)’ nin ratlarla yapmis oldugu ¢alismadir. Bu otorler, simvastatinin kemik

formasyonu {izerine net bir etkisinin olmadigini iler1 stirmiislerdir.

Bu caligmada statin grubu bir ilag olan simvastatinin non-union sahasinda kirik

lyilesmesi iizerine etkili oldugu gosterilmistir.

Statin grubu ilaclar, oral yoldan kullanildiginda karacigerde ilk ge¢is etkisine maruz
kaldig1 i¢in kemige olan etkisini ancak yiiksek dozlarda veya siirekli inflizyon ile
gosterebilmektedir. Yiiksek dozda karacigere ve kas dokuya toksik etki gosterdigi
icin insanlarda yiiksek doz kabul edilemez. Bu sebepten dolayr insanlarda kemik

dokuya etki etmesi i¢in lokal olarak uygulanmasi daha dogru olacaktir (32).
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Aspenberg ve ark. (75)’ nin farelerle yapilan ¢alismasinda, yiiksek doz veya siirekli
infiizyon ile simvastatinin kirik iyilesmesini artirdigi gosterilmistir. Garrett ve ark.
(32)’ nin rat ile yapilmis calismasinda, statin grubu ilaglarmn BMP-2 genini stimule
ettigi bildirilmistir. Bu etkisini oral yoldan kullanildiginda ilk ge¢is etkisinden dolay1
gosteremezken, lokal uygulandiginda bu etkiyi gosterebildigi ifade edilmistir. Bu
otorlerin calismasinda, farkli dozlarda hazirlanan lovastatin ratta olusturulan kirik
hattina ameliyattan hemen sonra lokal olarak uygulanmistir. Sonug¢ olarak
lovastatinin 20-50 ng/giin dozunda lokal uygulandiginda en yiiksek kemik yapiminin
gergeklestigi ileri stirlilmiistiir. Gutierrez ve ark. (3)° nm ratlarla yapilan
calismasinda, oral ve lokal olarak uygulanan lovastatinin kemik yapimi iizerine
etkileri karsilagtirmis ve lovastatinin lokal uygulandiginda kemik yapimi {izerine
daha etkili oldugu bulunmustur. Oral yoldan kullanilan lovastatinin lokal uygulanan
lovastatin ile ayni1 etkiyi gosterebilmesi i¢in yaklagik 1000 kat1 kadar daha fazla doz

uygulanmasi gerektigi ileri siirtilmiistiir.

Bu c¢alismada da ilk gecis etkisi goz Oniine alinarak simvastatin lokal olarak

uygulanmistir.

Direkt grafi, uygulamasi ve degerlendirilmesi kolay olan noninvaziv, basit bir
yontemdir. Kemigin kaynamasi veya kirik iyilesmesinin degerlendirilmesinde belirli
bir standart olusturmak icin otorler tarafindan skorlama sistemleri gelistirilmistir.
Bunlardan biri de Goldberg radyolojik skorlama sistemidir (Tablo 1). Goldberg ve
ark. (49)’ nm 1985 de kemik grefti uygulamasi ve immiinite iizerinde yapmis
olduklar1 caligmada, kaynama ile ilgili olarak radyolojik skorlama sistemi tarif
edilmistir. Garcia ve ark. (48)’ nin non-union modeli olusturmak amaciyla farelerde
yapilan calismasinda, radyolojik olarak kirik hatti degerlendirilmis ve bu
degerlendirmede Goldberg ve ark. (49)’ nin tarif ettigi skorlama sistemini
kullanilmistir. Wang ve ark. (31)’ nin ¢alismasinda, tibia kirig1 olusturulan ratlara
lokal olarak simvastatin uygulanmis ve radyolojik olarak ¢alisma grubunda daha

fazla kemik yapiminin oldugu ifade edilmistir.

Bu calismada bir¢ok otdr tarafindan kabul goren ve kullanilan Goldberg radyolojik

skorlama sistemi kullanildi. Radyoloji sonuglar1 degerlendirildiginde kontrol gruplar1
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ile calisma gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu, ayrica S4 ve Sg

gruplar1 arasinda da anlaml farkin oldugu goriildii.

Yapilan bircok calismada arastirmacilar saglam delillere dayanan histopatolojiyi tek

basma kullanmay: yeterli gormiistiir.

Wang ve ark. (31)’ nin ratlarla yapilan ¢alismasinda, tibia kirig1 olusturulan ratlara
lokal olarak simvastatin uygulanmistir. Histopatolojik degerlendirmede ¢alisma
grubunda daha 1yi kemik yapimimim oldugu ifade edilmistir. Kiligoglu ve ark. (2)’ nin
ratlarla yapmis olduklar1 calismada, kapal tibia kirig1 olusturmus ve lokal olarak 2
farkli dozda (1 mg/giin, 2 mg/giin) toplam 5 giin siireyle simvastatin uygulanmstir.
Postop 7, 14 ve 21. glinlerde kontrol grubu ve simvastatin grubu histopatolojik olarak
degerlendirilmis ve ¢aligma grubunda tiim agamalarda daha 1yi kaynama bulgularinin
oldugu ifade edilmistir. Ancak dozlar arasinda anlamli fark olmadig: rapor edilmistir.
Ayukawa ve ark. (64)’ nin ratlarda simvastatinle yapmis olduklar1 histopatolojik
calismada, simvastatinin, osteoklast supresyonu ve osteoblast proliferasyonu yaptigi
ileri siiriilmiistiir. Ameliyat sonrasi lokal olarak 3 giin simvastatin uygulandiktan
sonra 5. gilinde degerlendirilmis ve yeni kemik olusumunun arttiindan
bahsedilmistir. Huo ve ark. (50)’ nin 1991° de ratlar ile yapmis olduklar1 caligmada,
kirik olusturulduktan sonra oral olarak ibuprofen verilmistir. Bu otorler tarafindan
ibuprofenin kirik sahasindaki etkileri mikroskobik olarak incelenerek histopatolojik
derecelendirme sistemi olusturulmustur. Oetgen ve ark. (53)’ nin farede femoral non-
union gelistirilmesiyle ilgili histopatolojik calismasinda, Huo skorlama sistemi

kullanilarak kaynamama modeli olusturulmustur.

Bu calismada Huo ve ark. (50)’ nin olusturdugu histopatolojik derecelendirme
sistemi tercih edildi. Kontrol gruplarinda 151k mikroskobuyla daha c¢ok fibr6z doku az
miktarda kartilaj goriiliirken, simvastatin gruplarinda immatiir ve matiir kemik
dokular fazla miktarda goriildii. Boylece subjektif olan radyolojik calisma daha
objektif olan histopatolojik calismayla desteklendi. Calisma ve kontrol gruplarmin
bulgular1 birlikte degerlendirildiginde, S4 ve S8 gruplarinda radyolojik ve
histopatolojik bulgular arasinda istatistiksel olarak anlaml, giicli ve pozitif

korrelasyon oldugu goriildi.
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Biyokimyasal parametreler, statin grubu ilaglarin kemik dokuya lokal olarak
uygulandiginda sistemik etki olusturup olusturmadigini degerlendirmek amaciyla ve
kemik doku {izerine etkisini gOstermek amaciyla bircok otdr tarafindan
kullanilmistir.  Wang ve ark. (31)° nin calismasinda, ratlarda tibia kirigi
olusturulduktan sonra kirik hattina lokal olarak simvastatin uygulanmistir. Lokal
uygulanan simvastatinin sistemik etkisini olup olmadigin1 gostermek amaciyla serum
total kolesterol seviyesine bakilmis ve lokal uygulanan simvastatinin serum total
kolesterol seviyesini diisiirdiigli bildirilmistir. Yine bu otdrlerin ¢alismasinda kemik
yapim belirteci olan ALP degerlerinin calisma grubunda anlamhi sekilde yiiksek
oldugu bildirilmistir. Kemik yapimini gosteren biyokimyasal parametrelerden birisi
de osteokalsindir. Gutierrez ve ark. (3)’ nin ratlarda yapmis olduklar1 ¢alismada

transdermal lovastatin uygulanmis ve osteokalsinin arttig1 isaret edilmistir.

Rosenson ve ark. (76)’ nin insan iizerinde yapmis olduklar1 yiiksek doz simvastatin
uygulamasinda, biyokimyasal parametrelerden kemik yapimimi gdsteren BAP ve

osteokalsin diizeylerinin artmadigi ifade ederek karsit goriis bildirilmistir.

Bu calismada da simvastatinin sistemik etki olusturdugunu gérmek amaciyla serum
total kolesterol seviyesine bakildi ve c¢alisma grubunda diisiik bulundu. Diger
biyokimyasal parametreler olan BAP ve osteokalsin verileri degerlendirildiginde

calisma gruplarmda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli ytlikseklik tespit edildi.

Hayvan modelinden elde edilen sonuglarin insanlara uyarlanabilmesi ¢ok énemlidir.
Insanlarda kirik iyilesmesinin erken donemleri incelendiginde, diyafiz kiriklarinda
goriilen onarim hizi ile deneysel kirigin onarim hizi benzerlikler gostermektedir. Bu
nedenle deneysel kirik modelinden elde edilen sonuglarin insanlara uyarlanabilecegi

disiiniilmektedir (77).

Yapilan literatiir taramasinda ratlarda, farelerde ve tavsanlarda ¢ok sayida non-union
modeli tarif edilmis ve yine ¢ok sayida kirik iylesmesinde statin grubu ilaglarin
etkilerinin incelendigi gorilmiistiir. Bu ¢alismada oldugu gibi kaynamama durumu

olusturulan ve lokal olarak simvastatin uygulanan bagka bir ¢alisma yoktur.
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Simvastatin kullanilarak yapilan bu c¢alisma sonucunda, radyoloji, histopatoloji ve
biyokimya sonuclarina bakildiginda istatistiksel acidan simvastatinin kaynamama

tedavisinde olumlu etki olusturdugu goriildii.

Ilerleyen zamanlarda statin grubu ilaglarin osteoporoz, travmaya bagh kiriklar,

gecikmis kaynama ve kaynamama tedavisinde kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

Deneysel rat femur non-union modelinde simvastatinin kaynama iizerine etkisi
histopatolojik, radyolojik ve biyokimyasal parametreler kullanilarak incelendi ve

asagidaki sonuclar elde edildi.

1. Lokal olarak uygulanan simvastatinin, non-union sahasindaki iyilesme iizerine
olumlu etkisi tespit edildi.

2. Simvastatinin lokal uygulandiginda sistemik etki olusturdugu total kolesterol
Ol¢timii ile degerlendirildi. Total serum kolesteroliinti diigiirdiigii goriildii.

3. Simvastatinin BAP ve osteokalsini artirdig1 ve dolayisiyla kemik yapimi iizerine
olumlu etki yaptig1 tespit edildi.

4. Radyolojik degerlendirme skorlar1 karsilastirildiginda simvastatin  verilen
gruplarda kontrol gruplarina gore daha iyi kaynama oldugu goriildii.

5. Subjektif olan radyolojik degerlendirme daha objektif olan histopatolojik
calismayla desteklendi. Histopatoloji sonuglar1 karsilastirildiginda kontrol ve ¢alisma
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi. Ayrica S4 ve S8
gruplarinda radyolojik ve histopatolojik bulgular arasinda istatistiksel olarak anlamli,

giiclii ve pozitif korelasyon oldugu gorildii.
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6. Sonu¢ olarak bu caligma ile simvastatinin non-union tedavisinde etkili oldugu
goriildii. Radyolojik ve histopatolojik olarak simvastatin kullanimindan 8 hafta sonra

tyilesmenin daha iyi oldugu rapor edildi.
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