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OZET

Kemigin uzunlamasina buyumesi fizis hattinda endokondral kemiklegsme
ile gergeklesir. Bu sure¢ bir ¢ok sistemik ve lokal faktdrden etkilenmektedir.
Rutinde kolesterol duslricu olarak kullanilan statinlerin sistemik verildiginde
kemik olugsumunu stimule ettigi bildirilmistir. Benzeri literatirde bulunmayan bu
calismada deneysel modelde lokal olarak intraosse6z uygulanan atorvastatinin
kemigin uzunlamasina buyumesi Uzerindeki etkisini arastiriimaktadir.

Calismanin materyali 45 adet 30 gunluk erkek Wistar albino cinsi
sigandi. Denekler sham (n=13), kontrol (n=12), 5mg atorvastatin verilen (n=10)
ve 10 mg atorvastatin verilen (n=10) gruplarina ayrildi. Calisma gruplarinda
sicanlarin sag femur distal metafizlerine intraossedz atorvastatin ¢ozelti
enjeksiyonu yapildi. Kontrol grubunda egit hacimde serum fizyolojik enjekte
edildi. Calismanin 12, 24 ve 36. glnlerde her gruptan rastgele secilen siganlar
yuksek doz anestezi altinda kardiak kan aspirasyonu yapilarak sakrifiye edildi.
Biyokimyasal olarak atorvastatinin sistemik etkinliginin gostergeleri (serum
kolesterol, trigliserit, ylksek dansiteli lipoprotein) ve osteoblastik aktivite
gostergeleri (serum alkalen fosfataz ve osteokalsin) calisildi. Morfometrik olarak
siganlarin her iki femur ve tibialari disseke edilerek ¢ikarildi ve boylari él¢uldu.
Mikroskopik calisma icin femurlarin distal ve tibialarin proksimal buyume
plaklarindan kesitler hazirlanarak, buyime plagi kalinhdinin mikrometrik olgimu
ve her iki blyime plaginin proliferatif bolge kondrosit sayimi yapildi. Serum
biyokimyasal parametreleri yonunden gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmadi. Olglilen femur ve tibialarin makroskopik uzunluklari,
bayume plag! kalinhgi ve proliferatif bolge kondrosit sayisi agisindan gruplar
arasinda ve her grubun sag ve sol taraflari arasinda fark saptanmadi.

Sonug olarak lokal yapilan tek intraossedz atorvastatin uygulamasinin
kemigin uzunlamasina buyumesi Uzerinde etkisi bulunduguna dair bir kanita

variimamigtir.

Anahtar Kelimeler: Atorvastatin, kemigin uzunlamasina buyumesi, lokal

ilag etkisi.



The Effect of Local Application of Atorvastatin on Longitudinal
Bone Growth

Longitudinal bone growth occurs on the physis layer through
endochondral ossification. Endochondral ossification is affected by a wide range
of systemic and local factors. To our knowledge, there is no study in the
literature about the effect of locally applied statins on bone formation. In this
study we aimed to investigate the local effects of intraosseous injected
atorvastatin on longitudinal bone growth.

The material of this study was 45 Wistar albino male rats with 30 days of
age. Animals were devided into four groups, sham (n=13), control (n= 12), five
milligram atorvastatin applied (n=10) and 10 mg atorvastatin applied (n= 10)
groups. Atorvastatin was injected intraosseously to the right distal femoral
metaphysis of the rats in the study groups. In control group, same volume of
saline was injected. At 12th, 24th and 36th of study randomly selected rats of
each group were sacrified by cardiac blood aspiration under deep anesthesia.
Biochemically, serum cholestrol, triglyceride and high-density lipoprotein were
studied to demonstrate systemic anti-lipidemic effectivity of atorvastatin.
Alkaline phosphatase and osteocalcin were studied to demonstrate the changes
in osteoblastic activity. The lengths of both femora and tibias of the euthenized
rats were measured macroscopically after dissection of the bones from soft
tissue. Histologically, the thickness of the growth plates of the distal femora and
proximal tibias were measured micrometrically. Prolifrerative zone of these
growth plates were assesed microscopically to count the number of
chondocytes as a indicator of growth stimulation.

Biochemical parameters showed no statistical significance among
groups. Also, there were no statistical significant results regarding the
macroscopic lengths of femora and tibias, thickness of the growth plates and
chondrocyte number of the proliferative zones among the groups or between
the right and left extremities of the experiments.

Consequently, this study showed no evidence that single intraosseous
application of atorvastatin could effect on longitudinal growth of bones in a rat

model.

Key Words: Atorvastatin, local drug application, longitudinal bone growth



GIRIS ve AMAC

Uzun kemiklerde konjenital, travmatik veya postoperatif olarak ortaya
cikan kisalik ya da deformite ortopedi disiplininin temel ugras alanlarindandir.
Bu deformiteler en ¢ok c¢ocukluk ¢caginda kemiklerin uzunlamasina blyume
surecini etkileyerek belirginlesirler. Fonksiyonel ve sosyal yonden onemli
sorunlar olusturan bu deformiteler, gunimuzde duzeltici ve uzatma
osteotomileri gibi invazif, agrih ve mekanik temelli ameliyatlarla tedavi edilirler.
Olgunluga ulasmamis kemigin bluyime potansiyelini lokal ve selektif etkenlerle
etkilemek ve deformitelerin 6nlenmesi veya duzeltiimesi i¢cin daha az invazif
¢ozumler bulmak igin halen deneysel bazdaki calismalar devam etmektedir.
Burada sunulan ¢alisma da bu g¢abalarin gergevesi igerisinde yer almaktadir.
Literatur bilgisi temelinde kemigin selektif buyimesine etki yapabilecek ancak
daha dnce denenmemis olan atorvastatinin kemik dokusundaki lokal etkinligi bu
¢alismanin ana sorusunu olusturmaktadir.

Kemiklerin uzunlamasina buylmesi birgok faktorun etkiledigi son derece
karmasik bir suregtir. Kemik yapinin olusumu, bluyumesi ve Kirik iyilesmesinin
temelinde iki ana kemiklesme sureci yer almaktadir. Bunlardan birincisi
osteoprogenitor hucrelerin  direkt olarak osteoblastlara donusmesiyle
gerceklesen intramembran6z kemiklesmedir. Endokondral kemiklesmede kemik
olacak bdlgede once bir hiyalin kikirdak model olusup daha sonra kemik yapiya
donusur. Kemiklerin uzunlamasina blyumesi, epifizlerdeki endokondral

kemiklesme ile olur'®'24

. Uzunlamasina buyume surecinin endojen ya da
ekzojen, lokal ya da sistemik ve kimyasal ya da fiziksel olmak Uzere bir ¢ok
etkene yanit verdigine dair calismalar ve kanitlar bulunmaktadir. Uzerinde en
¢ok durulan etkenler, embriyonel dénemde sifrelenen transkripsiyon faktorleri,
cocukluk caginda meydana gelen kiriklar, anabolik hormonlar ve buylume
faktorleridir'®®. Kikirdak ve kemik doku matriksinde bulunan kemik bilylime
fakrorleri otokrin ve parakrin etkilidir. Kemik morfogenik protein (Bone
Morphogenetic Protein; BMP), degistirici buylime faktdri-beta (Transforming
Growth Factor-p; TGF-B), insulin benzeri buylime faktérl (Insdlin-Like Growth
Factor; IGF), damar endotel kdkenli blyume faktéri (Vascular Endothelial
Growth Factor; VEGF), trombosit kdkenli bluyime faktéru (Platelet-Derived
Growth Factor; PDGF) bu faktérlerden bazilaridir’?*®. Kemik biiylimesi

uzerinde etkili sistemik hormonlar arasinda blyume, tiroit ve paratiroit



hormonlari ile dstrojen ve D vitaminini saymak olasidir®?. Biiyliime faktorleri
hicresel aktivitenin bolgesel duzenleyicisi olarak iglev gorurler. Bu etki
kondrosit, osteoblast ve osteoklastlarin ¢ogalmalari ve olgunlagmalari ile
makromolekll sentezi, kalsiyum dengesi ve matriks mineralizasyonu gibi
biyosentetik aktivitelerini kapsar''*%*,

Statinler temelde spesifik Hidroksimetil Glutaril KoenzimA Reduktaz
(HMG-CoA) enzim inhibitorleri olduklarindan kolesterol duguruci olarak rutin

kullanimdadirlar®'-%.

Statinler kolesterol sentez yolunda izoproneidlerin
olusumunu engelleyerek bir ¢gok ek etkiye yol acarlar. Kemik metabolizmasini
induklemek, immun sistemi suprese etmek, vasodilatasyon, aterosklerozu ve
trombiis olusumunu azaltmak bu etkilerden bazilaridir®2.

Statinler, osteoblastlar Uzerinden kemik olusumuna anabolik etki
yaparlar®'. Bu etki ilk olarak Mundy ve ark.®® tarafindan tanimlanmistir. in vitro
yapilan calismalarla o6zellikle lipofilik statinlerin (atorvastatin, simvastatin ve
cerivastatin) oseoblastik hucre gruplarinda kemik morfogenik protein-2 (BMP-2)
ile VEGF olusumunu indukledigi ve osteoklastlarin sayilarini azaltip
apopitozlarini indiikledigi gdsterilmistir®'52%

Literatirde benzerine rastlamadigimiz bu calismanin amaci statin
ailesinden atorvastatin’in buyuyen kemikteki lokal selektif etkisini aragtirmaktir.
Bunun i¢in buyime ¢agindaki siganlarda femur distal metafiz bolgesine iki ayri
doz ve esit hacimde atorvastatin’in intraossedz enjeksiyonunu planladik.
Atorvastatin uyguladigimiz c¢alisma gruplarini sham ve kontrol gruplari ile
kemiklerdeki makroskopik ve mikroskopik degisiklikler ve serumdaki lipid ve
osteoblastik aktivite gostergeleri acisindan kiyaslayarak sonuca gitmeyi uygun

bulduk.



GENEL BILGILER

iskelet Sisteminin Olugsumu ve Geligimi

Kemik olusumu ve iskelet buyumesi molekuler, biyokimyasal ve hicresel
olaylari iceren karmasik bir suregctir ve embriyonik evrede programlanarak
baslanir'. Temel olarak iskelet sistemi noéral krest ile paraaksiyal ve lateral
mezodermden geligir2’3. Notokord ve noral tlup gelisirken, intraembriyonik
mezoderm longitudinal iki paraksiyal mezodermi meydana getirir. Embriyonik
gelismenin 4. haftasinda ventrolateral vicut duvarinda kabartilar seklinde
ekstremite tomurcuklari belirir. Bu ekstremite tomurcuklari ektoderm tabakasi ile
cevrili mezensim kitlesi igerir. Ektoderm tabakasi daha sonra kalinlasarak apikal
ektodermal kabartiy1 (AER) olusturur. Apikal ektodermal kabarti ekstremitelerin
gelismesini ve buylimesini baslatan ekstremite mezensiminde induksiyon etkisi
yapar. Apikal ektodermal kabartiya komsu olan mezensim hizl ¢ogalan fakat
henltz farklilasmamis hicre gruplari halini alir. Daha uzaktaki mezensim
kikirdak kemik modellere ve kan damarlarina farklilasmaya baslar®*°.

Ekstremite tomurcuklarinin olusumu ve apikal ektodermal kabartinin
fonksiyonu molekuler dizeyde arastiriimigtir. Civciv embriyolarinda yapilan
calismada ektopik ekstremite tomurcuklar olusumunu Fibroblast Buylume
Faktorleri (FGF-1, FGF-2 ve FGF-4) ile BMP'nin tetikledigi gdsterilmistir’. iskelet
morfogenezisinde rol alan genler Homeobox (HOX) ve Paired box (PAX) genleri
olup ilk olarak Drosophila’larda tanimlanmislardir’. Homeobox genleri,
segmentasyon ve vicut eksen olusumunu dizenlerler ve insanda HOXA,
HOXB, HOXC, ve HOXD olmak uzere dort kopya halinde bulunurlar. Bu genler
her {ic germ tabakasinin kraniyokaudal ydénde bigimlenmesini saglarlar’#®.
Paired box genleri néral tip ve sklerotomda sentezlenirler ve somitler ile santral
sinir sistemine ait farkli bolgelerin 6zellesmesinde rol oynarlar®”’.

iskelet gelisiminde sirasiyla epitelyal etkilesimler, mezensimal hiicre
yogunlagsmasi ve hicre farklilasmasi asamalari gergekle§ir8. Bu asamalarin en
onemlisi 4. haftada meydana gelen mezensimal hiicrelerin yogunlasmasidir>>®.
iskeletin olusmaya baslamasi hem kondrojenik hem de osteojenik
yogunlagsmaya baglidir. Kondrojenik yogunlagmanin ileride iskeleti olusturacak
olan kikirdak taslaga gecis, proksimalden distale ve anteriordan posteriora
dogru gergeklesir. Bu gegisi taslagin bifurkasyonu ve segmentasyonu takip

eder’.



Kemiklesme

Kemiklesme; intramembran6z ve endokondral olmak uUzere iki ana
sekilde gergeklesir. Her iki yolla olusan kemik matriks temel olarak benzer
dzelliklere sahiptir. ilk olarak ortaya cikan kemik dokusu, trabekiiler yapiya
sahip birincil veya olgunlasmamis kemik dokusudur. Buna birincil trabekuler
kemik adi verilir. Bu tip kemik dokusunda kollajen lifler duzensiz dizilimli
oldugundan lameller yapi belirgin degildir. Bu kemik dokusu gegicidir ve daha
sonra yerini lamelli kemik dokusuna birakir"1°,
intramembran6z Kemiklesme

Kemiklerin periostal yuzeylerindeki primitif mezensimal hicrelerin
dogrudan osteoblastlara donusmesiyle olusan kemiklesmeye intramembrandz
kemiklesme denir'. Mezensim hiicreleri kemigin olusacagi bolgelerde bir araya
gelerek hidcre gruplari olustururlar. Bu hicre yogunlagsmalari membrana
benzedigi icin bu kemiklesme tiirline intramembrandéz adi verilmistir®'™.
Kemiklesmenin olacagi bolgede ilk gerceklesen olay mezengim dokusunun kan
damarlari agisindan zenginle§mesidir10'”. Primitif mezengimal hicreler olusan
bu kan damarlari gevresinde yogunlasarak osteoprogenitor hicrelere donusur.
Daha sonra osteoprogenitor hucrelerin sitoplazmalari yapisal degisiklikler
ugrayarak bazofilik gériunum kazanirlar ve bdylece osteoblastlara farklilagmis
olurlar. Osteoblastlar kemik matriksini  sentezleyip, Kkalsifikasyonunu
saglarlar®'?. Kemiklesmenin basladigi bu bélgelere birincil kemiklesme merkezi
denir. Osteoblastlar olusan kemik adaciklari ve trabekullerin ylzeylerinde bir
sira halinde dizilirler. Trabekullerdeki kollajen lifler gelisiguzel dizilmislerdir.
Kemik olusumunun baslangi¢ safhasindan sonra kemik ylzeyinde bulunan
osteoblastlar hcreler arasi madde ve kollajen liflerinin Gretimini artirarak
osteositlere donusup kendilerini laktnalara haps ederler. Bu sureg ile kemigin
kalinligi giderek artar. YUzeyde osteoblast sayisinin yeterliligi osteoblastlarin
mitoz ile bolunmeleri ve ¢evre bad dokusunda bulunan mezensimal hucrelerin
farklilasmasi ile saglanir®'®'?. Kapillerler cevresinde olusmaya baslayan kemik
trabekulleri giderek buyur ve birbirleriyle birleserek ag seklindeki spongiy6z
kemik dokusunu yapar. Bu yapi ¢evreye dogru i1sinsal tarzda yayilirken, kemik
trabekdlleri arasindaki bosluklari dolduran primitif mezensimal hlcreler kemik
iligi hdcrelerini meydana getirir. Spongiy6z kemik yeterli buyuklige ulasinca,

icinde kemiklesmenin olustugu mezensim membranin periferik  kismi
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periosteuma donusur. Periosteumdaki osteoprogenitor hucreler spongiy6z
kemik etrafinda dizilir ve osteoblastlara donusurler. Bunlar huacreler arasi
maddeyi salgilayip osteositlere donustikce, yerleri periosteumun bag dokusu
hicrelerinden farklilasan yenileri ile doldurulur. Sonunda spongiydz kemik kitlesi
periostun olusturdugu kompakt kemik dokusu tarafindan tabakalar seklinde
cevrelenmis olur™”.

intramembranéz kemiklesme genel olarak kisa kemiklerin gelismesinde
ve uzun kemiklerin kalinlagsmasinda rol alir. Kafatasi kemiklerinden frontal ve
paryetal kemiklerin tamami, oksipital ve temporal kemiklerin bir kismi, yuz
kemiklerinden ise mandibula ve maksillanin bir kismi intramembran6z
kemiklesme ile geligir®'®'"12,
Endokondral Kemiklegsme

Vucuttaki kemiklerin cogu endokondral kemiklesme ile olusur ve uzar. Bu
kemiklesme slreci gebeligin 12. haftasindan baslayarak buyimenin durdugu
olgunlasma dénemine kadar devam eder'®'. Siirec temel olarak mezensimal
hicrelerin kimelesmesi ve fibroblastik hlcrelerden olusan ince bir tabaka
(perikondriyum) tarafindan sariimasi ile baslar'™. Primitif mezensimal hiicreler
kondroblastlara farkllasarak yetiskin kemigin kabaca seklini belirleyen hiyalin

kikirdak taslagini olustururlar'®*?,

Hiyalin kikirdak taslagin kalinlagmasi
appozisyonel buylime ile saglanir. Appozisyonel buyume, taslagl ¢evreleyen
farkllasmamis mezensimal hucrelerin  kondroblastlara dénismesi ile
gercgeklesir. Hyalin kikirdak modelin uzunlamasina buyumesi ise interstisyel
bayume ile olur. Bu buyume kondrositlerin mitotik ¢cogalmasi ve en sik tip 2
olmak Uzere tip 9, 10, 11 ve 13 kollajen ile proteoglikanlardan olusan hicreler
aras| maddenin Uretilmesi ile saglanir'®',

Kikirdak taslak yapilanirken dis kismindaki kondrositler nonhipertrofik, ic
kismindakiler hipertrofik kondrositlere farkhlasirlar. Kikirdak taslagin olusumu ve
bdyUmesinde aktif roli olan hucreler nonhipertrofik olanlardir. Bu hucreler
dinlenip gerektiginde aktivite kazanan, ¢ogalan, kollajen ve proteoglikanlar gibi
matriks bilesenlerini sentezleyen ve hipertrofik kondrosit sayisini ayarlayan
hicrelerdir. Nonhipertrofik kondrositler Runt ailesi transkripsiyon faktorlerinin
(Runx2 ve Runx3) etkisiyle aktivitelerini ve bolinme yeteneklerini kaybederler
ve genisleyerek hipertrofik kondrositlere  dontsiirler'*'®".  Hipertrofik

goérunumun nedeni sitoplazmada glikojen ve lipit birikiminin artmasi ve hucre
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cekirdeginin sismesidir. Bu evrede hicre i¢i alkalen fosfataz enzim aktivitesi
artmis bulunmaktadir'’. Hipertrofik kondrositlerin  sitoplazmalari zamanla
vakuollesir, c¢ekirdekleri piknotik gorinum kazanir ve cgevrelerindeki kikirdak
matriks azalir. Bu asamada alkalen fosfataz enzimi hicre disina c¢ikarak
kikirdak matrikse kalsiyum fosfat kristallerinin cokmesine neden olur. Hipertrofik
kondrositlerde geriletici degisikliklerin baslamasi ve kikirdak matriksin kalsifiye
olmasi sonucu besin maddelerinin difuzyonu azalir ve giderek kondrositlerin

élimiine yol agar®'®

. Kondrositlerde olusan tim bu degisikliklerle birlikte,
kikirdak taslagi ¢cevreleyen perikondriyumun altindaki osteoprogenitor hicreler,
diafiz orta bolgesinde osteoblastlara donusiir®'®'®. Osteoblastlar bu bélgede
intramembrandz kemiklesme yoluyla kemik halkasi veya kemiksel yaka denen
bir tabaka olustururlar. Kemiksel yaka diafiz boyunca her iki yone dogru
uzamaya ve kalinlasmaya bagslayarak diafizin kalinh@ini arttirir. Yeni olusan
kemik dokuyu saran perikondriyum da artik periosteum adini alir'®. Yeni olusan
kemiksel yaka besin maddelerinin difizyonuna engel oldugundan bu boélgedeki
hipertrofik kondrositler dejenere olmaya baslar. Dejenere kondrositlerin kikirdak
matriks devamliligini saglama yetenekleri azalir ve kalsiyum fosfat ¢okmesi ile
kikirdak matriks kalsifiye olur®'2.

Kemiksel yaka, kikirdak taslakta sonradan meydana gelecek olan
vaskller invazyon igin baslama bodlgesidir. Kikirdak taslagin merkezindeki
kondrositlerden damarlanmayir uyaran VEGF ve damarlanmayi kismen
dizenleyen, kondrosit yasami igin gerekli olan hipoksiyi indikleyen faktorlerin

16,1819 Periosteumdan

sentezlenmesi periosteumdan angiogenezisi baslatir
kaynaklanan osteojenik tomurcugun kan damarlari, osteoklastlar tarafindan
kemiksel yakada agilan deliklerden gecgerek, hipertrofik kondrositleri ¢cevreleyen
kalsifiye kikirdak matriks icine vyayilir. Proteaz enzimlerinden matriks
metalloproteinaz-9 (MMP-9) salinmasi ile kikirdak matriks parcalanir. Hipertrofik
kondrosit kaynakli VEGF, kondroklast, damar endotel hucreleri ve osteoblastlar
lizerindeki reseptorlerine baglanarak damar invazyonunu kolaylastirir'®.
Kondroklastlar MMP-9 sentezleyen hiicreler olup kemik iligi kdkenlidir®®. Olusan
kan damarlari, ileride olusacak kemigin merkezine dogru ilerler ve bu bdlgeye
osteoprogenitor hucreler ile kan oncul hadcrelerinin - gelmesini  saglar.
Osteoprogenitdr hicreler osteoblastlari olusturur. Osteoblastlar, kalsifiye

kikirdagin duzensiz yuzeyi Uzerinde toplanarak kemik matriksini sentezlerler.
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Bdylece birincil kemik sentezi kalsifiye olmus kikirdak artiklari Uzerinde
baslar®'2"®, Diafiz merkezindeki bu kemik birikimine birincil kemiklesme merkezi
adi verilir. Bu olay kemigin her iki ucuna dogru ilerler. Kikirdagin kalsifikasyonu,
buna eslik eden hicresel degisikliklerle birlikte birincil kemik iligi bosluklarinin
olusumu ile sonuglanir. Bunlar daha sonra birleserek diafiz igerisinde ikincil
kemik iligi boslugu olarak adlandirilan tek biiyiik boslugu meydana getirirler'.
ikincil Kemiklegsme Merkezleri

Endokondral gelisimin bir diger pargasi, bircok kemikte bulunan ikincil
kemiklesme merkezlerinin olusumudur. ikincil kemiklesme merkezi, kemik
uclarinda epifizlerin dizgun sferikal sekilli olmalarini saglar. Epifizdeki sekil ve
bayukluk, kemikler arasindaki baglantida 6nemli rol alip, fonksiyonel iskelet
olusumu igin gereklidir21. ikincil kemiklesme merkezlerinin olusumu farkli
zamanlarda tamamlanir. Olusumlari insan uzun kemiklerinde dogumdan sonra
baslar. Epifizlerin hyalin kikirdad1 iginde, diafizlerin birincil kemiklesme
merkezlerinin olugsmasi sirasinda gorulen ayni olaylar zinciri sonucunda 6nce
ust epifizde, sonra alt epifizde ikincil kemiklesme merkezi meydana gelir. Ancak
ikincil kemiklesme merkezinin olusmasi sirasinda birincil kemiklesme merkezi
olusumundan farkli olarak kemiksel yaka meydana gelmez'". ikincil kemiklesme
merkezinin olusumu sirasinda, epifizin periferinden merkeze dogru damarlarin
ilerledigi gozlenir. Merkezden perifere dogru, kalsifiye kikirdak doku ortadan
kaldirihr. Kikirdak artiklarinin ortadan kaldirilmasina paralel olarak osteoblastlar
tarafindan kemik dokusu olusumu ile bu bélge 1sinsal olarak genisler®.
Uzun Kemiklerde Uzunlamasina Bliyume

Kemigdin uzunlamasina buyumesi, buyume (fizis) plagindan gerceklesir.
Fizis plaginin kondrositleri gogalip kemik olusumu iglemine katilirlar. Cogalma
epifizyal tarafta olurken, endokondral kikirdak dokunun kemik dokusu ile yer
degistirmesi diyafizyal tarafta olur®. Kikirdak cogalmasi ve kemige déniisme
hemen hemen ayni hizla meydana geldiginden epifiz kalinhdi sabit kalir.
Blyume durdugunda kikirdak ¢ogalmasi olmaz ve fizis plagi kemiklesir. Sonug
olarak epifiz ve diafiz birlesir. Bu kisimdaki kemik olduk¢a dens olup, epifizyal
Gizgi adini alir. Bundan sonra uzunlamasina biiyiime olmaz'®'2.
Bluyume Plagi

Blyumesini tamamlamamis kemiklerin bayime plaklarinda endokondral

kemik olugsumu gergeklesir. Uzunlamasina buyumenin regulasyonu, buyume
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plagina etki eden sistemik hormonlar ve lokal etkili peptit bliylime faktorleri
araciligiyla olur. Bu molekuller, kondrosit buyukligu, matriks komponentleri,
enzim sekresyonu, buyume faktorleri ve reseptor ekspresyonu Uzerinde etki
yapar?*,

Buytume Plagi Morfolojisi

Blyume plagi igerdigi kondrositlerin morfolojik ve biyokimyasal statistne
gore istirahat, proliferatif ve hipertrofik olmak Gzere U¢ ana zona ayrilir (Sekil
1)1,24_

istirahat zonu ikincil kemiklesme merkezine yakin taraftaki kisim olup
gorevi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte aktivite kazanacak kondrositler i¢in
kaynak gorevi gordugu dugunulmektedir. Ekstraselliler matriksten zengin hicre
sayisi azdir. Huacreler iyi gelismis endoplazmik retikulumlari nedeniyle aktif
protein sentezi yaparlar. Hiicresel cogalma seyrektir'. Ekstraselliiler matriks
icerigini asil olarak kollagenler, proteoglikanlar ve diger kollagen olmayan
proteinler olugturur. Matriks mineralizasyon iglemine katilmayan c¢ok sayida
matriks vezikUli bulundurur. Matriksteki proteoglikanlarin kimeler seklinde
(decorin ve biglycan) olmasi mineralizasyonu engeller. Matriks dizensiz dizilim
gosteren basta tip 2 olmak Uzere tip 9 ve 11 kollagenler icermektedir’**. Bu
katman uzunlamasina kemik buUyumesinin suregleri olan hlcre ¢ogalmasi,
matriks sentezi ve kalsifikasyona aktif olarak katiimaz'.

Cogalma zonu histolojik olarak longitudinal kolonlar olusturan mitotik
aktivitesi fazla htcrelerden olusur. Bu zondaki hizli ¢odalan kondrositlerin
sitoplazmasinda yaygin endoplazmik retikulum ve glikojen depolari vardir. Bu
tabakadaki hucrelerin protein sentez kapasiteleri diger 3 zona goére yuksektir.
Hucre ici kalsiyum orani istirahat zonu hicreleri ile aynidir. Matriksdeki iyonize
kalsiyum orani yuksek olmasina ragmen aktif olarak mineralizasyon olmaz.
Kollagen fibril ve matriks vezikulleri duzenli degillerdir. Bu zonun fonksiyonu
matriks sentezi ve hucresel farklilagsmayi saglayarak uzunlamasina biyimeye
katkidir™?,

Hipertrofi veya olgunlasma zonu ¢ok genislemis kondrositler igerir.
Sitoplazmalarinda yogun olarak glikojen bulundurur ve en yuksek glikolitik

11924 Kondrositler son farklilagma

enzim aktivitesine sahip olan kisimdir
asamasina ulasmis ve yuksek alkalen fosfataz aktivitesi igerirler. Bu katmanda

tip 10 kollagen sentez ve sekresyonu, notral proteaz sekresyonu ve
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mineralizasyon gerceklesir’?*. Matriks vezikiilleri kondrositlerin plazma
membraninda tomurcuk seklinde bulunur ve ekstraselliler matriks etrafinda

mineralizasyon igin bir nidus olusturur.

istirahat zonu

sodalma zonu

Hipertrofik zon

tip 10 kollagen
alkalen fosfataz
matriks vezikiilii
apopitoz

apopitoz
vaskiiler kanallar
{stromal ve Ed
endotelial
hiicreler ve
osteoblastlar)

kondroklast

osteoid
{primer kemikh .7
olugumuy}

Sekil 1; Insan biyime plaginin histolojik gériinimdi.

Matriks Sentezi ve Huicre Proliferasyonun Duzenlenmesi

Matriks komponentlerini kondrositler sentezler ve hicreler arasi bogluga
salgilar. Bu sentez ve sekresyon Uzerinde birgok faktor etkilidir. Ekstraselltler
matriksi tip 2, 9, 10 ve 11 kollagenler, proteoglikanlar (decorin ve bglycan) ve
diger kollagen olmayan proteinler (cartilage oligomeric protein; COMP)
olusturur. Kondrositlerdeki transkripsiyon faktori olan Sox 9, matriks
proteinlerinin sentezinde rol oynar®*2°.
Son calismalarla bluyime plagindaki kondrosit gogalmasini lokal feed-

back araciligiyla 3 molekulun duzenledigi saptanmigtir. Bu molekduller; paratiroid
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hormonla iligkili protein (PTHrP), Indian hedgehog (lhh), ve degistirici blyume
faktori-beta (TGF-p)"'*24.

Periartiktler bolgedeki hucreler PTHrP sentezlerler. Paratiroid hormonla
iligkili protein reseptorleri primer olarak prehipertrofik ve alt proliferatif
hicrelerde bulunur. Kondrositlerdeki hipertrofik degisim sirasinda Ihh salinir.
Indian hedgehog periartikiler ve perikondriumdaki hucreleri uyararak PTHrP
salinimini arttinir. Indian hedgehog ayrica perikondriyal boélgeden TGF-
salinimini da arttirir. Bu blylime faktéri PTHrP sentez ve salinimini arttirir.
Sentezi artan PTHrP kondrositlerde meydana gelecek hipertrofiyi direkt olarak

142627 | vitro galigmalarda TGF-B’nin, maturasyon inhibisyonu,

inhibe eder
hicre hipertrofisi, tip 10 kollagen ekspresyonu ve alkalen fosfataz aktivitesinin
giclii inhibisyonunda rol aldigi gdsterilmistir®2°. Yapilan calismalarda Smad 3
geni sorunu olan farelerde dogumda tamamen normal bir iskelete sahip
olmalarina karsin 3. haftada kikirdak anormallikleri sonucu biylime plaginda
erken kondrosit hipertrofisi, hicre organizayonunda bozulma ve sonug olarak
uzunlamasina bilylimede azalma gdzlenmistir®°.

Kondrosit Maturasyon ve Hipertrofisi

Kondrositlerin yasami istirahat, cogalma ve mineralizasyon ile programli
hiacre olumuandn gergeklestigi hipertrofi asamalarindan olusur®'. Kondrosit
hipertrofisi uzunlamasina kemik buylimesinde énemli rol oynar. Uzunlamasina
bdylimenin %44-59'unu kondrosit hipertrofisi, kalan kismini matriks sentezi ve
kondrosit cogalmasi olusturur. Ayrica bluyumesi farkli olan kemiklerde hipertrofik
kondrosit oranlarinin farkli oldugu gésterilmistir. Ornegin biylumesi hizli olan
femurda bu oranin radiusdan daha fazla oldugu gosterilmistir**33,

Hipertrofik kondrositlerin en énemli goérevi ekstraselliler matriksi icin
kalsifikasyon hazirlamaktir. Bu hucreler tip 10 kollagen ve ylksek dizeyde
alkalen fosfataz sentezlerler®. Alkalen fosfataz matriks kalsifikasyonu igin
gereklidir ve matriks vezikullerinde yuksek konsantrasyonda bulunur. Alkalen
fosfataz ylksek fosfat konsantrasyonunu saglar. Alkalen fosfataz eksikliginde
hipofosfatazya, mineralizasyonda azalma, blyume plaginda genisleme ve

defektif mineralizasyon goriltr®.
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Kondrosit farklilagsmasi ve hipertrofisi uzunlamasina blylimedeki esas
basamaktir. Bunun Gzerine yapilan yogun arastirmalar sonucunda su sonugclara
variimistir’®3’;

endokondral kemiklesme yolunda kondrositler hipertrofi ve maturasyona

ugramaldir,

farklilagsmadaki negatif regulasyon ve hipertrofi kritik oneme sahiptir,

kontrol mekanizmasi embriyonel donemde planlanir ve etkinligi

olgunlagsma sonuclanincaya kadar devam eder.

izole kondrosit kultirlerinde BMP varliginda hipertrofi, tip 10 kollagen
sentezi ve alkalen fosfataz enzim aktivitesinin arttigi goriimustir®®. Kemik
morfogenik protein sinyali engellendiginde kondrosit maturasyonu inhibe olur. in
vivo calismalar BMP antagonisti olan noggin ve chordin’in gelisen civcivlerde
kondrosit hipertrofisi ve maturasyon igin gerekli gen ekspresyonunu engelledigi
gostermistir®®.

Transkripsiyon faktor core binding faktor-1 (CBFA-1) kondrogeneziste
Sox 9 ile benzer role sahiptir. Bu faktor kondrositlerin terminal farklilagmasini
tetikler. Bu faktorin geninden yoksun olan hayvanlarda hipertrofik kondrositler
gorilmez*®®. Son cgalismalar tip 10 kollagen sentezlenmesini saglayan gen
bélgesini de CBFA-1 tarafindan tetiklendigini gdstermistir®’.

Matriks Mineralizasyonu

Matriksin fonksiyonu kalsifikasyonu saglamak ve osteoblastlar tarafindan
kemik olusturulmasi igin gerekli taslagi meydana getirmektir. Mineralizasyon
hipertrofik kondrosit kolonlari arasinda meydana gelir ancak ayni kolondaki
kondrositler arasinda olmaz*?. Matriks vezikiilleri 10 nm capinda membranla
cevrelenmis tomorcuklar halinde kondrosit, osteoblast ve odontoblastlardan
salinir®. Bu vezikiller esas olarak bliyiime plaginin hipertrofik bélgesinden
salinirlar ve kalsifikasyon igin kritik rol oynarlar®®. Matriks vezikiilleri kalsiyum
bagimh kalsiyum kanal molekulleri olan annexinler araciligiyla kalsiyumu
biriktirirler. Annexin 2, 5 ve 6 matriks vezikullerinin lipid bariyerleri iginde

bulunurlar*3#4

. Matriks vezikllleri enzim olarak alkalen fosfataz ve matriks
metalloproteinaz igerirler. Alkalen fosfatazin mineralizasyondaki rolt tam olarak
aciklanmamistir. Bu enzimin pirofosfatin iki molekul ortofosfata dontusmesinde

rol oynadigi bilinmektedir. Pirofosfat hidroksiapatit kristallerinin olusumunu
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inhibe eder. Pirofosfatin alkalen fosfataz tarafindan hidrolizi matriks
vezikiillerinin mineralizasyonunu stimiile eder®,

Matriksin katabolize olup normal kalsifikasyonun gerceklesmesi, kemik
olusumu ve angiogenesiste vitamin-D, alkalen fosfataz ve MMP’lari rol oynar.
Vitamin-D alkalen fosfataz ve MMP aktivitesini arttirir®®. Vitamin-D eksikliginin
defektif mineralizasyona ve buyume plagi genislemesine yol actigi
bilinmektedir*>. Bu enzim matriks katabolizmasindan ve dénisimiinden
sorumludur. Matriks metalloproteinaz 13 hipertrofik kondrositlerde yapilir ve
matriks vezikllleri icinde depolanir. Matriks mineralizasyonu MMP’ler tarafindan
tip 2 kollagen yuzeyinde mineralizasyon icin Kklivaj acgildiktan sonra
gerceklesir’®*’. Matriks vezikillerinin icerdigi inaktif TGF-B, MMP-13 tarafindan
aktif formuna donistirilir*®. Matriks metalloproteinazlarin angiogenesis
lizerinde de etkisi vardir®.

Kondrosit Apopitozu

Buyuyen ve gelisen tum organizmalarda hacrelerin  ¢ogalmasi,
farkhlasmasi ve apopitozu (programlanmis oluma) vardir. Apopitoz blyume
plaklarinda terminal farklilasmaya ugramis kondrositlerde olur*®. Apopitoza
ugrayan ve ortadan kaldiran kondrositlerin yeri yeni kan damarlari ve kemik iligi
hiicreleri tarafindan doldurulur®®®'. Apopitozu baslatan kaspas enzimleridir. Bu
enzimler sistein proteaz olup spesifik hedef proteinlerinde klivaj acarlar®.
Damarlanma

Blyume pladi esas olarak avaskulerdir ve oksijen ile besin gereksinimini
komsu metafizer alandan saglar®®. Vaskiler endoteliyal biyiime faktori
damarlanma igin gereklidir. Bu faktor 44-kd agirliginda bir protein olup vaskuler
endotelyal hucreleri hedef alip, bu hicrelerin gogalmasi, migrasyonu ve yeni
kan damarlari yapmasini aktive eder. Hipertrofik kondrositlerden sentezlenirken,
istirahat ve proliferatif kondrositlerden salinmaz®>°°. Kalsifiye kikirdak vaskiler
invazyonu engelledigi icin dncelikle bunlarin osteoklast ve/veya kondroklastlar
tarafindan rezorbe edilmesi gerekir®’.

Fizis Kapanmasi

iskelet sistemi matiriteye vyaklastikca uzunlamasina bilyime hizi
yavaglar ve blylume plagindaki kondrositlerin ¢odalma hizi azalir. Hipertrofik
hicre kolon sayisi ve buyuklugu azalir. Puberte sonrasinda epifiz ile metafiz

fiizyonu gerceklesir ve bliylime bilyiik oranda tamamlanir®®. Son calismalar fizis
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kapanmasinin her iki seks grubunda da O&strojenin kontroli altinda
gerceklestigini gdstermistir™®.
Kemik Buyumesine Etkili Faktorler

Kemik blyumesini arttiran faktorler; hormonlar, biylime faktorleri, kirik
ve osteotomilerdir’ %6162,

insiilin benzeri bilylime faktérleri, (IGF) dlizenleyici sistem-2 ligand (IGF-
1,IGF-2), bu ligandlarin reseptorleri (IGF-1R,IGF-2R), asit degigsken subunit
(acid labile subunit-ALS) ve 6 tane yuksek affiniteli insulin benzeri buyume
faktorli baglayici proteini icerir®. Bu komponentler hep birlikte hiicresel
farklanma, buylime ¢ogalma, migrasyon ve hicrenin apoptozise kargli yasamsal
etkilerini iceren énemli biyolojik sonuglari kontrol eder®. insiilin benzeri bilylime
faktori-1 ve IGF-2 hemen tum hucrelerde gereksinim durumunda sentezlenirler
ancak depo edilmezler. Hedef hlcrelerdeki etkilerini her ikisi de IGF-1R araciligi
ile yapar®. insiilin benzeri bilyiime faktérleri kemik dokunun gelismesinde ve
onariminda onemli rol oynamakla birlikte bu mekanizmalar gunimuzde tam
olarak anlasilamamistir. Bu faktorler iskelet sistemi tarafindan sentezlenen en
yaygin bilyime faktorleri arasindadir®®. insiilin benzeri bliyime faktorii-1 ve
IGF-1R, kondrositler, osteoblastlar ve osteoklastlar tarafindan
sentezlenmektedir**®’. Bu faktorler az farklilasmis hiicrelerde mitojenik etk
yaratirlar. Osteoblastlarda osteokalsin Uretimi, alkalen fosfataz aktivitesi ve tip 1
kollajen sentezini arttirirlar®.

Fibroblast blyime faktorleri 23 Uyelik bir protein ailesi olup, endokondral
ve intramembrandz kemiklesmede etkilidirler. Fibroblast buyume faktoru-1 ve
FGF-2 prototip olup en sik arastirilanlardir®. Tirozin kinaz superfamilyasina ait
4 ayri FGF reseptort tanimlanmigtir. Bu reseptorler hucre disi ligand baglayici
kisim, transmembran kisim ve hucre igi tirozin kinaz bdlgesi olmak Uzere 3
komponentten olusur®. Yapilan galismalarla FGF’lerin embriyonik ve postnatal
dénemde kemik olusumunda etkili oldugu gosterilmistir’®. Ozellikle kdk hiicre ve
farkhlasmis hicrelerde etkili olan bu faktorler, hicre migrasyonu, ¢ogalmasi,
farkhlasmasi ve morfolojik ile fonksiyonel agidan degisiminde etkilidir. Ayrica bu
faktorlerin mezensimal hucrelerin kondrosit ve osteoblasta farklilasmasini da
etkiledigi, kondrosit c¢ogalmasi ve kondrositlerin terminal farklilagmasini
diizenledigi gdsterilmistir’®. Moncilla ve ark.”" biiyliyen sicanlarda sistemik FGF-

2 uygulamasinin bifazik etkili oldugunu gostermislerdir. Bu faktériin disik
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dozda verilmesi ile sicanlarda buyume plagi kondrositlerinde hlcre ¢gogalmasi
ve uzunlamasina kemik buyumesinin arttigi gozlenirken, yuksek dozda verilen
FGF-2'nin ters yonde etki olusturdugu saptanmistir. Baron ve ark.”? biyiime
plaginin metafizyal sinirna FGF-2 infuzyonu yaparak bu bdlgede vaskuler
invazyonun ve kemiklesmenin arttigini géstermislerdir. Ayni zamanda bu faktor
birincil ve ikincil kemiklesmenin erken donemlerinde, angiogenezis icin gerekli
oldugu ileri strGimistiir’.

Degistirici buyume faktoru-beta memeli turlerinde U¢ izoformu olup
morfogenetik islev géren bir proteindir. Ug tip reseptéri tanimlanmistir. Hiicre
membraninda tip 1 ve 2 reseptorleri bulunur. Tip 2 reseptor, tip 1 reseptorunin
uyarilmasini saglayarak, hucre igi uyari kaskadini baglatan SMAD reseptorinin
transfosforilasyonunu saglar. Bu sureg ile proteinin hicre gekirdegine tasinmasi
ve gen transkripsiyonu diizenlenir’®. Bu biyime faktérii bircok hiicrede;
cogalma, farkhlasma, migrasyon, apoptozis ve ekstrasellller matriks Uretiminin
dizenlenmasinde rol oynar. Ayrica organogeneziste de etkili oldugunu ileri
sliren calismalar vardir’*. Kondrosit kiiltiirlerinde TGF-p’'nin ekstraselluler
matriks sentezinde rol aldigi, proteoglikanlarin sentezlenmesini, bunlarin
biyikliklerini ve silfatlanmasini artirdi§i saptanmistir’®. Kemik morfogenetik
proteinler, TGF-B superfamilyasindan olup kemik hucreleri Uzerinde
multifonksiyonel (blylime, farklilasma, apopitoz) etkileri vardir. iskelet
dokusunda ozellikle BMP-2, 4, 6 ve 7 dnemli rol oynarlar ve gunumuzde kirik
kaynamasi icin kullanilirlar””.

Blyume hormonu (GH), hipofiz bezinden salinan peptid yapida bir
hormon olup, temel olarak kondrosit ¢ogalmasini arttirir’.  Somatomedinler
araciigi ile etki yapan GH, lokal olarak blyume plagina uygulandiginda
uzunlamasina biylimeyi arttirdigi gorilmistir’®.

Glukokortikoidler, adrenal korteksten salinan steroid yapida hormonlar
olup, kondroprogenitér hicre ¢ogalmasini baskilarlar. Bu hormonlar ylksek
dozda verildiginde kondrositlerin mitotik ve sentetik aktivitesini ve sonucta
uzunlamasina bilylimeyi azaltirlar™®.

Tiroid hormonu, normal iskelet gelisimi ve maturasyonu icin gereklidir.
Hipotiroidizim uzunlamasina kemik blylimesi ve endokondral kemiklesmeyi

azaltirken, hipertiroidizm her iki siireci aktive eder’®.
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Ostrojen, puberte 6ncesinde iskelet maturasyonunu aktive eder ve
epifizyal fiizyonu saglar’®. Ostrojen normal gelisim igin gereklidir. Aromataz
enzim eksikligi olan hastalarda puberteye kadar normal biyume goralur fakat
puberte ddneminde olmasi gereken epifizyal fiizyon olmaz®.

Statinler

Statinler esas olarak kolesterol sentezini spesifik olarak bloke eden
farmakolojik ajanlardir. Hidroksi-metil glutaril koenzim A (HMG-KoA) reduktazin
inhibitorleri statinler olarak isimlendirilir. Statinler, HMG-KoA’nin mevalonata
donlstimiine engel olurlar®’. ilk defa antifungal ajan olarak (retilen statinler
gunumuzde birgok klinik durumun tedavisinde kullanilirlar. Dogal ve sentetik
olmak Uzere iki tip statin Uretilmistir. Statinler temelde karacigerde kolesterol
sentezini bloke ederek lipoprotein sentezini azaltirlar. Ayni zamanda
hepatositlerde LDL reseptdr ekspresyonunu arttirir ve kandan kolesterolin daha

fazla alinip safra ile atilimini saglarlar® (Sekil 2).
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Sekil 2; Statinlerin kolesterol metabolizmasina etkisi.

Dogal statinler; mevastatin, lovastatin, simvastatin, pravastatin, sentetik
olanlar; atorvastatin, fluvastatin, rosuvastatin, pitavastatin ve cerivastatindir.
Statinler lipofilik (simvastatin, cerivastatin, fluvastatin ve atorvastatin) ve
hidrofilik (pravastatin ve rosuvastatin) olmak tzere ikiye ayrilir. Lipofilik statinler
kolaylikla hicre membranini gegerken hidrofilik statinler hicre membranini
gecmek icin 6zel tasiyiciya ihtiyag duyarlar. Statinlerin yapisi, yarilanma émru
ve gigleri farkhidir?"#4(Sekil 3).
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Sekil 3; Statinlerin ve HMG-CoA’nin kimyasal yapilari. Mevastatin, lovastatin,
simvastatin ve pravastatin dogal fermentasyon urinu statinlerdir. Atorvastatin,

fluvastatin, rosuvastatin, pitavastatin ve cerivastatin ise sentetik statinlerdir.

Yapilan klinik insan ¢alismalarinda statinlerin serum kolesterolini %15-
40, LDL kolesterolu %20-60, trigliseridi %10-30 azalttigi ve HDL kolesterolt %5-
15 arttirdi§ gosterilmistir®.

Statinler kolesterol sentez yolundaki izoproneidlerin sentezini de etkiler.
izoproneidler; kiiciik G proteinleri, Ras ve Ras benzeri proteinlerin (Rho, Rap,
Rab, ve Ral) translasyon sonrasi modifikasyonlarinda rol alir ve dolayisiyla
birgok hiicrenin fonksiyonlarini etkiler®'#283,

Statinler kolesterol dusurtct etkinin diginda birgok sistemik etkiye

sahipler®®. Bu etkiler;
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koroner arter hastaligini azaltmak,

aterosklerozisi azaltmak,

trombosit birikmesini ve trombUs olusumunu azaltmak,
angiogenezisi arttirmak,

beta-amiloid peptit birikimini azaltmak,

inflamasyonu azaltmak,

hicre ¢ogalmasini azaltmak,

T-lenfosit aktivasyonunu azaltmak,

ve kemik olusumunu arttirmak seklinde siralanabilir.

Statinlerin endotel bagiml nitrik oksit (eNO) sentezini arttirdiklari 6ne
surulmustdr. Nitrik oksit, kan akimi dizenlenmesinde ve vaskuler homeostaz
icin temel mediatordir. Nitrik oksit sentezinin azalmasi ile vazokonstriksiyona
egilim artar ve trombosit ile I6kosit kimelenmeleri sonucu adezyon
gerceklesir®®.

inflamatuar siireg, atoeroskleroz ve koroner arter hastaliginin baglamasi
ve ilerlemesinde kritik 6neme sahiptir. Endotel hasari durumunda hasar
bdlgesine |0kosit ve makrofaj migrasyonu olur. Bu hucrelerin salgiladigi
proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve adezyon molekulleri aterosklerotik
lezyonun olusmasina yol agar®®. Statinler, aterosklerotik plakta toplanan hiicre
sayisi, P-selectin gibi adezyon molekullerinin sentezi, IL 1 ve IL 6 gibi
proinflamatuar sitokin salinimi ve C-reaktif protein (CRP) olusumunu azaltarak
inflamasyonu baskilarlar®’. Statinler; monosit/makrofaj infiltrasyonunu, diiz kas
hiacre proliferasyon ve migrasyonunu ve MMP sekresyonunu baskiliyarak
aterosklerotik plagin ilerlemesi ve yirtiimasini azaltirlar®.

Statinler glnUmuzde osteoporoz tedavisinde kullanilan anabolik
ajanlardir. Osteoporoz 6zellikle menapoz sonrasinda gorulen, vertebra, kalga ve
el bileginde kiriklara yol agan yaygin bir problemdir. Temelinde kemik kitlesinde
azalma ve trabekuler kemik yapisinda bozulma vardir. Osteoporozda kullanilan
rezorpsiyonu Onleyici ilaglar bifosfonatlar, 6strojen, selektif ostrojen reseptor

828385  Trapekiler kemik

analogu, kalsitonin ve D vitamini analoglaridir
yapisindaki degisimi duzeltmek ve kemik kitlesini artirmak igin anabolik ajanlar
diger tedavi secenegidir. Anabolik ajan olarak paratiroid hormon, florid,
stronyum ve biyiime hormonlari kullanilir®®. Statinlerin kemikteki biyolojik

etkilerini ilk defa 1999'da Mundy ve ark.®®, in vitro ortamda osteogenezisi
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stimille ettigini gdstererek, bildirmislerdir®2. in vitro calismalarla, simvastatin’in
alkalen fosfataz aktivitesi ve mineralizasyonunu arttirdigi gosterilmistir. Statinler
osteoblast fonksiyonunu gosteren kemik sialoprotein, osteokalsin ve tip 1
kollagen sentezini arttirirlar. Matriks metaloproteinaz 1 ve 13 genlerinde ise

81,89

ekspresyonun azalmasina yol acarlar” . Statinler Uzerine yapilan birgok

calismada statinlerin BMP-2 nin aktivitesini arttirdigi gésterilmistir®’®°. Bilindigi
gibi BMP’lerin kemik metabolizmasi (izerinde anabolik etkisi vardir'?*%.
Kolesterol sentez yolunda olusan izoprenoidler geranilgeranil pirofosfat (GGPP)
ve farnesil pirofosfattir (FPP). Bu izoprotenoidler heterotrimeric G proteinleri,
kiguk G proteinleri ve Rho, Rap, Rab veya Ral gibi Ras benzeri proteinlerin
translasyon sonrasi modifikasyonunda rol alirlar. Statinler bu izoprotenoidlerin
olusumlarini bloke eder. izoproneidlerin statinler tarafindan bloke edilmesiyle

BMP-2 aktivitesinde artis olur®"®?(Sekil 4).
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Sekil 4; Statinlerin izoproneidlerin olusumunu azaltmak suretiyle ortaya g¢ikan
biyolojik etkileri. Ras, Rho ve Rac gibi isoprenilasyon sinyal molekullerinin
azalmasi cesitli sinyal vyollarini etkiler. Statinlerin kemik olusumuna etki
mekanizmasi da gosterilmistir (ALP; alkalen fosfataz, OCN; osteokalsin, BSP ;
kemik sialoprotein , Col-1 ; tip 1 kollagen , MMP-1 ; matriks metalloproteinaz-1,

MMP-13 ; matriks metalloproteinaz-13).

Sugiyama ve ark.”" lipofilik statinler ile yaptiklari c¢alismada insan
osteosarkom  hucrelerinde  BMP-2 mRNA  ekspresyonunun  arttigini
goOstermiglerdir. Fakat hidrofilik statinlerde BMP-2 mRNA artisi olmamistir.
Pluripotent embriyonik hucreler in vitro ortamda adiposit veya osteoblastlara

diferansiye olabilir. Phillips ve ark.®® statinlerin BMP-2 ekspresyonunu stimule
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ederek osteoblastik diferansiasyonu arttirdigini goéstermislerdir. Bu artis, BMP-2
MRNA ekspresyonunun primer insan osteoblast hucrelerindeki artig aracihigiyla
gerceklesir. Bu stimulator etki ortama verilen GGPP ile engellenmigtir.
Statinlerin kemik metabolizmasi Gzerinde anabolik etkileri, BMP-2 aktivite
artisindan baska yollarla da olusur®*®°. Simvastatin ve atorvastatin gibi lipofilik
statinler proteinlerin prenilasyonunu azaltarak kolesterol sentez yolundaki
fosfatidilinozitol-3 kinaz (PI3K) yolu araciligiyla eNOS'u aktive ederek VEGF

ekspresyonunu  arttirirlar®'82°,

VEGF’nin epifizlerde blyumeyi arttirdigdi
bilinmektedir®®>®® Osteoblast kiiltiirlerinde ortama verilen lipofilik statinlerin
VEGF-mRNA ekspresyonunu arttirmak suretiyle osteoblastik aktivite artis
gostergeleri olan tip 1 kollagen ve ALP artigina yol acgtigi tespit edilmistir®”.
Damar hicresi kdkenli buyume faktord, kemik Gzerinde otokrin ve/veya parakrin
etki ile angiogenezis, kemiklesme ve kemik déngiisiinii arttirir®®°. Dolayisiyla
VEGF statin bagimli kemik olusumunda énemli rol alir®?.

Statinler aminobifosfonatlar gibi osteoklast fonksiyonlarini da baskilarlar.
Bu etkiyi, HMG-KoA reduktaz enzimini bloke ederek, mevalonat sentezini ve
dolayisiyla GGPP olusumunu engellemek yoluyla osteoklast apopitozunu
arttirarak olustururlar®®90:92:%

Puliripotent mezensimal hucrelerin osteoblast, adipozit, kondrosit ve
miyozit gibi farkli hicrelere donusum kapasiteleri vardir. Bu farklilagmayi esas
olarak bazi transkripsiyon faktorleri kontrol eder. Runt-related transkripsiyon
faktor-2/core-binding factor-a-1 (Runx2/Cbfa-1) osteoblastik farklilasmada ya da
osteogeneziste, peroksizom proliferator-aktive edici reseptor (PPAR)-gama2 ise
adipozit hucresi farklilagsmasinda ve yag dokusu olusumunda kritik rol oynayan
transkripsiyon faktérleridir®’. Osteoblast ve adipozit hiicreleri ortak mezensimal
hiicrelerden kdken alir. in vitro yapilan c¢alismalar statinlerin adipojenik
farklilasmay! inhibe edip osteoblastik farklilasmayi indiikledigi gériimistir®.
Statinler pluripotent mezensimal hucrelerde PPAR-gama2’yi  baskilayip
Runx2/Cbfat’yi ise aktive ettigi gorulmuastir. Boylece fare kemik iligi

hiicrelerinde osteoblastik farklilasmanin arttigi gosterilmistir®®.
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GEREG ve YONTEMLER

Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurul onayi alindiktan sonra
calismaya baslandi. Arastirmanin tim asamalari, Turk Veteriner Hekimligi
Medikal Deontoloji Kanunu ve hayvan haklari ile ilgili Helsinki deklarasyonuna
bagll kalinarak gerceklestirildi. Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Deney
Hayvanlari Uretim Birimin’de Uretilen 30 gunliik 45 adet erkek Wistar albino
cinsi sigan segcildi. Denekler, sicakhgi 20-22°C, nem orani %45-65 ve 12ser
saat gece ve gunduz kosullari saglanan laboratuvar ortaminda, 35x45x25 cm
boyutlarindaki plastik kafeslerde barindirildi. Denekler hazir pellet yem ve
¢cesme suyu ile beslendi. Deneye baslandigi sirada siganlarin ortalama
agirliklari 54.2 (44-80) gram idi.

Calismamizda 4 grup (Tablo 1) olusturuldu bunlar;

1) Sham grubu; 13 denekten olusan bu gruba higbir mudahale
yapilmayip her iki femur ve tibianin dogal buyume suregleri izlendi.

2) Kontrol grubu; 12 denekten olusan bu grubun sag femur distal
metafizine 0.2 ml distile su intraosse6z olarak enjekte edildi.

3) Atorvastatin-1 grubu; 10 denekten olusan bu grubun sag femur distal
metafizine 0.2 ml distile su icinde ¢dzllmus 5 mg saf atorvastatin intraossedz
olarak enjekte edildi.

4) Atorvastatin-2 grubu; 10 denekten olugan bu grubun sag femur distal
metafizine 0.2 ml distile su iginde ¢ozulmus 10 mg saf atorvastatin intraosse6z

olarak enjekte edildi.
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Tablo 1;Deney gruplarinin siniflandiriimasi

Grup adi Denek Yapilan girisim Sakrifikasyon
sayisl zamanlamasi
Sham 13 Hicbir mudahale | 0. gun (4 denek)

yapilmadi, her iki femur | 12. giin (3 denek
ve tibianin dogal | 24. gun (3 denek

buyume sureci izlendi. 36. guin (3 denek

n (4 denek
4 denek

Kontrol 12 Femur distal metafize | 12.
sadece 0.2 ml distile su | 24. gun
intraosseoz uygulandi. 36. gun

Atorvastatin-1 | 10 0.2 ml distile su+5 mg | 12. gun (2 denek

uygulandi. 36. gun (3 denek

3 denek
3 denek
4 denek

Atorvastatin-2 | 10 0.2 ml distile su+10 mg | 12.
atorvastatin intraosse0z | 24.

)
)
)
gin ( )
gun ( )
gln (4 denek)
gin ( )
atorvastatin intraossedz | 24. gun (3 denek)
gin ( )
gun ( )
gin ( )
-gun ( )

n
in
n

uygulandi. 36

Deneklerimizde intraosse6z verilebilecek maksimum sivi  hacminin
belirlenmesi ve bu hacimde ¢ozllebilen maksimum atorvastatin miktari literattr
ISI§1 altinda ve yapilan 6n deneylerle belirlendi. On deney (yiiksek doz anestezi
altinda tek sigcanda calisildi) ile 30 glnlik sicanin femur distal metafiz bolgesine
digari tagsirmadan maksimum 0.2 cc’lik sivi hacminin enjekte edilebilecegini
saptadik. Bu hacim sivida (distile su) ¢okelti olusmamak kaydiyla maksimum 10
mg atorvastatinin ¢ozullebildigini saptadik. Statinler ginimuzde hipolipidemik
ajan olarak 10 mg/gun insan dozunda kullaniimaktadir. Bu maddelerin kemik
yapidaki etkileri ile ilgili deneysel dozlari literatirde sadece U¢ calismada
saptandi. Oxlund ve arkadaslari, siganlarda statinlerin kemik Uzerindeki
etkilerini arastirmak igin 10mg/kg/giin simvastatin oral doz vermislerdir'®. Leem
ve ark. lipofilik bir statin olan lovastatini sicanlarda 5mg/kg/gin dozunda

102

intraperitonel uygulamiglardir *“. Wong ve arkadaslari taganlarda olusturduklari

kafa tasi kemik defektine lokal statin olarak 0.2 ml hacimde ¢6zulmus 10 mg

101

simvastatin tek doz seklinde uygulamiglardir Biz bu c¢alismamizda
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atorvastatini benzer hacimde (0.2 cc distile su), ancak iki ayri dozda (5 mg ve
10 mg) uygulamayi uygun gorduk.

Sham grubu harig tim ratlarda intraperitoneal 50 mg/kg thiopentone
sodyum ile anestezi saglandiktan sonra sag uyluk distaline lateral orta hat
longitudinal insizyon yapildi ve cilt ciltalti dokusu gecilerek femur distal metafizi
ortaya kondu. Tum c¢alisma gruplarinda insulin enjektor ignesi standart bir
sekilde lateral korteksten gegcilerek intraosse6z yerlestirildi. Kontrol grubunda
sag femur distal metafizine 0.2 ml distile su intraossedz enjekte edildi ve
dokular kapatildi. Calisma gruplarinda ise 0.2 ml distile su iginde ¢o6zulmus 2
ayri dozda atorvastatin (Atorvastatin-1 grubunda 5 mg, Atorvastatin-2 grubunda
10 mg) ayni teknik ile sag femur distal metafizine intraossedz olarak enjekte
edildi ve dokular kapatildi.

Enjeksiyon sirasinda Atorvastatin-1 grubundan 2 sigan oldu.

Sham grubundan 0. ginde 4 ve 12, 24 ve 36. gunlerde 3er denek
sakrifiye edildi.

Kontrol grubundan c¢alismanin 12, 24 ve 36. gunlerinde 4er denek
sakrifiye edildi.

Atorvastatin-1 grubundan galismanin 12, 24 ve 36. gunlerinde sirasiyla
2, 3, ve 3 denek sakrifiye edildi.

Atorvastatin-2 grubundan 12 ve 24. glunlerde 3er, 36. ginde 4 denek
sakrifiye edildi

Gunluk izlemlerde deneklerin genel saglik durumu, yiarime problemleri,
lokal inflamasyon veya infeksiyon durumlari kaydedildi. Sakrifikasyon
zamanlarina gore her gruptan rastgele alinan siganlar intraperitoneal yuksek
doz anestezi ile uyutularak, vicut agirliklari élgulip, kaydedildi. Gogus kafesleri
acilarak, instlin enjektort ile kalp kani alindi. Sakrifikasyon agrisiz ve insancil
bir sekilde sonuglandirildi. Kan ornekleri biyokimya ekibine teslim edildi. Daha
sonra her iki femur ve tibianin disseksiyonu yapildi. Femur ve tibia yumusak
dokulardan arindirildr.

Makroskopik Olgiim

Disseke edilen kemiklerin uzunlugu milimetrik kumpas kullanilarak

Olguldu. Femur uzunlugu, basin en Ust noktasiyla medial kondilin en alt kenari,

tibia ise eminensiyanin en Ust noktasiyla medial malleolin en alt noktasi
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referans alinarak Ol¢uldli. Kemiklerdeki makroskopik bulgular kaydedilerek,
histoloji ekibine teslim edildi.

Resim 1; Femur distal metafizinin ortaya konmasi

31



Resim 2; Femur distal metafizine insulin enjektort ile 0.2 cc distile suda

¢Ozulmus atorvastatinin intraosse6z verilmesi

Resim 3; Yumusak dokularindan arindiriimis femur ve tibianin

makroskobik dlgima.
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Resim 4; Femurun olculmesi

Resim 5; Tibianin Olgtlmesi

33



Biyokimyasal islemler

Elde edilen kalp kani bekletilerek, pihti olusumu saglandi. Daha sonra
3.000 devirde 5 dk santrifuj edilerek, serum elde edildi. Serum o6rnekleri
isimlendirilerek, ilgili c¢alismalar yapilana kadar -20 derecede saklandi.
Biyokimyasal tetkik yapilacagi sirada serumlar oda isisinda bekletilerek, eritildi
ve tum Orneklerde osteoblastik aktivite goOstergeleri olarak osteokalsin ve
alkalen fosfataz, ve lipid profil gOstergeleri (total kolestrol, trigliserid, HDL
kolesterol) duzeylerine  bakilarak  kaydedildi.  Osteokalsin  duzeyleri
kemiliminesans yontemiyle sandvi¢ prensibine dayanarak olgulmustar. Alkalen
fosfataz, enzimatik kolorimetrik yéntem ile o&lguldl. Trigliserid o6lgimunde,
Gliserol fosfat oksidaz ve 4-aminofenozon ile olan enzimatik kolorimetrik
metodu kullanidi. Kolesterol o6lgimunde, enzimatik, kolorimetrik metod
(CHOD/PAP) kullanildi. HDL-Kolesterol élgcimunde 6rnek 6n hazirligina gerek
kalmadan yapilan enzimatik, kolorimetrik yéontem (CHOD/PAP) kullanildi.

Histolojik islemler

Her denedin sag ve sol femur distali ve tibianin proksimalini igerecek
sekilde diz eklemleri alindi ve %10’luk tamponlanmis formalin (pH:7.4) iginde 48
saat tespit edildil. Daha sonra yumusak doku kisimlari uzaklastirildi ve
dekalsifikasyon islemi i¢in 0.1 M Tris-HCI tamponunda hazirlanmis %10 EDTA
(pH:7.4) solusyonuna alindi. Dekalsifikasyon sollisyonu gunlik olarak
degistirildi.  Dekalsifikasyonun tamamlandigi  kalsiyum okzalat testiyle
anlasildiktan sonra dokular 2 saat akarsuda yikandi ve rutin olarak uygulanan
doku takip yontemi ile takip edildi.

Diz eklemi femur ve tibia olarak ayristirildi. Femurlarin distal ve tibianin
proksimal buyume plag! kalinliklarinin mikroskobik olgcumu yapildi. Ayrica,
femurlarin distal buyame plagiyla tibialarin proksimal bluyime plagi proliferatif
bdlgesinin hicre sayimlari yapildi. Kemiklerin bluyime plagi kalinliklarinin
mikroskobik olgumu icin her kemikten egit araliklarla 10’ar kesit alindi. Her
kesitte x200 buyutmede okuler mikrometreyle esit aralikli 5’er dlgim yapildi ve
ortalamalari alindi. Femurlarin distal ve tibialarin proksimal buyume plagi
proliferatif bolgesinin hlcre sayimlari i¢in, her femurdan ve tibiadan esit
araliklarla alinan Gg¢ ayri kesitte Gger alanin (toplam 9 alan) x200’lik buyUtmede

mikroskobik goruntisu elde edildi ve dijital fotografi cekildi. Bu fotograflar
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uzerinde dijital ortamda hucreler isaretlenerek sayildi ve ortalamalari
hesaplandi.
istatiksel Analizler

istatistiksel calismada, olgu ve giin gruplarinin  biyokimyasal
parametreleri, femur ve tibialarin kesitlerinden alinan uzunluk, fizis kalinhgi ve
hicre sayisi Olgumleri faktoriyel varyans analizi testi ile karsilagtirildi. Grup igi
sag ve sol ekstremitelere ait degerlerin kargilastiriimasi igin es yapma t- testi
kullanild. istatistiksel analiz igin SPSS 11.5.1 for Windows ve STATISTICA 7.0
paket programlari kullanildi. Calismada 1. tip hata miktarni (a =0,05) olarak
belirlendi.
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BULGULAR

Deney sirasinda anestezi etkisiyle Atorvastatin-1 grubundan olen iki
sican calisma disi birakildi. intraosse6z ila¢ enjeksiyonu sirasinda kontrol
grubundan da bir siganin sagd femurunda kirik olustugu icin calisma digi
birakildi. Takiplerde deneklerde yurume problemi ve insizyon bolgesinde
inflamasyon veya infeksiyon bulgusuna rastlanmadi.
Makroskobik Bulgular

Sakrifiye edilen deneklerin her iki femur ve tibialari yumugsak dokulardan
arindirilarak milimetrik kumpas ile makroskopik uzunluklari olgtldi. Grup ici
olasi degisimin olculmesi icin sag ve sol ekstremitelere ait degerler ve farkli
gunlerin degerleri birbiriyle karsilastirildi. Bu karsilastirmalardan hi¢ birinde
anlaml istatistiksel fark saptanmadi.

Gruplar arasi deg@erlerin karsilastiriimasi gunler bazinda yapildi. Gruplar
arasinda anlamli istatistiksel fark bulunmadi.

Grublarin her iki taraf femur ve tibia kemiklerinin dlgim sonuglarinin

gunlere gore ortalamalari Tablo 2'de verilmistir.
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Tablo 2; Gruplarin sag ve sol femur — tibia dlgimlerinin glnlere goére cm

cinsinden Olgumlerinin ortalama degerleri

Sag Femur | Sag Tibia Sol Femur | Sol Tibia
Sham
12.gln (n=3) 2.03 2.73 2.16 2.73
24 .gun (n=3) 2.46 2.96 2.26 3.1
36.gun (n=3) 2.46 2.86 2.46 2.93
Kontrol
12.gun (n=4) 2.35 3 2.22 2.87
24 .gln (n=4) 2.47 3.15 2.35 3.02
36.gun (n=4) 2.57 2.92 2.52 2.9
Atorvastatin-1
12.gun (n=2) 2.55 3 2.5 2.8
24.gun (n=3) 2.43 3.13 2.43 3.16
36.gun (n=3) 2.66 3.26 2.7 3.23
Atorvastatin-2
12.gln (n=3) 2.2 2.83 2.2 2.73
24 .gln (n=3) 2 3.16 2.4 3.1
36.glin (n=4) 2.7 3.17 2.77 3.25

Biyokimyasal Bulgular

Sakrifiye edilen deneklerin kalp kanindan elde edilen serumlarda

atorvastatinin sistemik lipid dasurtcu etkisini monitorize etmek Gzere kolesterol,

trigliserit ve HDL; osteoblastik aktivitedeki degisimi monitorize etmek igin

alkalen fosfataz ve osteokalsin c¢alisildi. Gruplarin ortalama biyokimyasal

degerleri Tablo 3’te verilmistir.

istatistiksel olarak gruplar arasinda biyokimyasal gdstergeler agisindan

anlamli fark tespit edilmedi.
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Tablo 3; Gruplarin serum biyokimyasal degerlerinin glinlere gére ortalamalari

Kolestrol Trigliserid | HDL ALP Osteokalsin
(mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (Ulitre) (ng/ml)
Sham
12.gin(n=3) 70.33 106.45 0.23 384.26 62.96
24 .gun(n=3) 65.39 22.44 9.37 191.64 48.08
36.gun(n=3) 67.64 89.35 4.95 300.86 39.37
Kontrol
12.gln(n=4) 69.33 112.88 0.74 342.90 57.37
24 .gun(n=4) 67.11 47.3 713 246.74 38.68
36.gun(n=4) 61.65 79.87 1.65 306.32 38.62
Atorvastatin-1
12.gln(n=2) 67.88 61.22 52.57 298.27 42.4
24.gin(n=3) 83.21 31.06 9.1 267.17 50.6
36.gun(n=3) 54.43 81.46 8.43 253.93 32.35
Atorvastatin-2
12.gin(n=3) 65.06 72.68 45.2 301 62.09
24.gin(n=3) 47.48 41.22 3.35 223.72 41.66
36.g0n(n=4) 56.48 121.75 8.05 287.3 32.98

Histolojik Bulgular

Blyume plagi kalinh@i agisindan gruplar arasinda, her gruptaki gunler
arasinda ve sag-sol degerlerin karsilastiriimalarinda anlamli istatistiksel fark
bulunamadi. Blyume plagi kalnligi &lgimlerinin ortalamalari Tablo 4’te

verilmistir.
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Tablo 4; Femur distal ve tibia proksimal buyume plagi kalinhginin mikroskobik

yontemle oOlgulen ortalamalari

Sag Femur

(mikrometre)

Sol Femur

(mikrometre)

Tibia

(mikrometre)

Sag

Sol

Tibia

(mikrometre)

Sham

12.gin(n=3) 51.1 56.7 55.76 56.7
24 .gun(n=3) 21 26.8 23.1 20.56
36.gun(n=3) 40.86 34.8 37.95 32.4
Kontrol

12.guin(n=4) 48.27 45.8 50.45 49.97
24 .gun(n=4) 36.45 36.1 41.05 38.02
36.gun(n=4) 40.35 38.8 35.42 35.67
Atorvastatin-1

12.gin(n=2) 48.95 51.3 45.45 50

24 .gun(n=3) 38.76 38.8 44 .23 38.23
36.gun(n=3) 33.9 28.5 28.95 30.73
Atorvastatin-2

12.gin(n=3) 46.76 46.9 43.2 38.53
24 .gun(n=3) 21.3 19.9 25.26 26.26
36.gun(n=4) 39.87 34.2 38.55 40.92

Femur distal ve tibia proksimal bliyume plaklarin proliferatif bolge hucre

sayisi agisindan gruplar arasinda, her gruptaki glnler arasinda ve sag-sol

karsilastiriimalari agisindan anlamli istatistiksel fark bulunamadi. Olgiim sonucu

elde edilen bu degerlerin ortalamalari Tablo 5’te verilmektedir. Her gruptan birer

denegin femur distal ve tibia proksimal buyume plaklarinin mikroskopik

gorunumleri Resim 6 — 13’te verilmektedir.
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Tablo 5; Femur distal ve tibia proksimal buylime plagi proliferatif bélgesinin

x200 buyutmede mikroskobik alan bagsina dusen

hacre sayimlarinin

ortalamasinin gruplar arasi dagilimi (hicre sayisi/mikroskobik alan)

Sag Femur | Sol Femur | Sag Tibia | Sol Tibia
Sham
12.gin(n=3) 415.96 344.53 559.3 592
24 .gun(n=3) 181.83 237.43 356.2 290.63
36.gun(n=3) 295.2 340.4 419.15 456.95
Kontrol
12.gun(n=4) 338 368.37 480.7 433.8
24.gun(n=4) 320.52 276.9 419.6 411.7
36.gun(n=4) 318.2 325.72 425.47 436.72
Atorvastatin-1
12.gin(n=2) 365.8 309.65 457.65 612.15
24 .gun(n=3) 363.3 400.96 513.73 479.43
36.gun(n=3) 268.4 304.73 374.7 381.06
Atorvastatin-2
12.gun (n=3) 273.1 388.96 451.2 445.06
24 .gln (n=3) 200.4 212.63 318.63 256
36.gun (n=4) 290.9 252.72 385.8 346.5
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denegdin sag femur(A) ve sol femur(B) distal buyuime

Resim 6; Grup 1 deki

plaginin mikroskobik gérinimu ( toluidin mavisi, x200 )

T ...\u w.\h‘ !

L

Resim 7; Grup 1 deki denegin sag tibia(A) ve sol tibia(B) proksimal bliyuime

plaginin mikroskobik gérinimu ( toluidin mavisi, x200 )
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Resim 8; Grup 2 deki denegin sag femur(A) ve sol femur(B) distal blyume

plaginin mikroskobik gérinumu ( toluidin mavisi, x200)

Resim 9; Grup 2 deki denegin sag tibia(A) ve sol tibia(B) proksimal bluyume

plaginin mikroskobik gorinimu ( toluidin mavisi, x200 )
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g femur(A) ve sol femur(B) distal bliylime

gin sa

v

dene

Grup 3 deki

Resim 10;

kroskobik goranumda ( toluidin mavisi, x200)

ginin mi

pla

g tibia(A) ve sol tibia(B) proksimal bluyume

Grup 3 deki denegdin sa
plaginin mikroskobik gérinumu ( toluidin mavisi, x200)

b

Resim 11;
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Resim 12; Grup 4 deki denedin sag femur(A) ve sol femur(B) distal blyime

plaginin mikroskobik gérinumu ( toluidin mavisi, x200)

Resim 13; Grup 4 deki denegin sag tibia(A) ve sol tibia(B) proksimal bluyume

plaginin mikroskobik gérinimu ( toluidin mavisi, x200 )
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TARTISMA
Kemiklerin uzunlamasina blyumesi olduk¢ga karmasik ve henlz tam
olarak aydinlatilamamis bir dizi olaylar zinciri sonrasinda meydana gelir. ikincil
kemiklesme merkezinin olusmasiyla birlikte, buyime plagi, uzun kemiklerin
kikirdak yapidaki uglarinda sekillenir. Uzunlamasina kemik buyumesi, ikincil
kemiklesme merkezinde meydana gelen endokondral kemiklesme araciligi ile

olur™*1°,

Blyume plaginda meydana gelen hasarlar sonucu, kemigin
uzunlamasina buyumesinde durma, dengesiz buyume veya yavaglama ortaya
cikar. Buyume plagindaki bu hasar kalitsal, dogumsal, travmatik, infeksiydz gibi
nedenlerle olusur. Buyume plagindaki hasar sonrasi, etkilenen ekstremitelerde
acisal deformiteler ve uzunluk farkhliklari ortaya g¢ikar. Bu problemler ortopedi
disiplininin énemli ugras alanlarindandir’. Hastalarin sosyal ve psikolojik
durumlarini etkileyen ekstremitelerdeki bu deformiteler ve uzunluk farklihklarini
tedavi etmeye yoOnelik birgok girisim yapilmaktadir. Bu girigsimler genellikle
osteotomi ve distraksiyon osteogenezi gibi major invazif girigimler olup
morbiditeleri yuksektir. Ginumuzde tip alanindaki bilgi ve teknolojinin gelismesi
ile hastaya ve vicudunun etkilenmeyen kisimlarina mumkin oldugunca az
zarar vererek invazif olmayan tedavi tekniklerine yénelim s6z konusudur. Bu
gelismelerin  bir kismi hucresel ve molekuler duzeydeki girisimleri
kapsamaktadir. Deneysel ¢alismamizda, buyUmesini tamamlamamis si¢anlarda
sadece femur distal metafizine atorvastatin adli farmakolojik ajan verilerek
kemigin uzunlamasina buyumesine etki olusturmak amaglandi. Varsayimimiz
intraosse0z uygulanan atorvastatin’in molekuler ve hucresel dizeyde araci
faktorler Gzerinden, etki olugturmasiydi.

Kikirdak yapidaki blyime plagi, kondrositlerin morfolojik durumu ve
biyokimyasal olaylara gore temel olarak istirahat, proliferatif ve hipertrofik olmak
lizere 3 histolojik bdlgeye ayrilir’*® Kemiklerin uzunlamasina biiyiimesi bu
histolojik zonlarin koordineli bir sekilde galismasi ile olur. Bluyume plagi zonlari
ve dolayisiyla kondrositler birgok sistemik ya da lokal faktérin etkisi altindadir.
Kondrositler kendileri de salgiladiklari peptidler araciligiyla otokrin ve parakrin
etkiyle uzunlamasina bilylmeyi ayarlarlar™. Kemiklerin uzunlamasina
bdyUmesini arttiran faktorlerin; kiriklar, osteotomiler, anabolik hormonlar ve
bilylime faktérleri olduklari bildirilmektedir’°®®"%2 Kiriklar ve osteotomiler, lokal

60,61

faktorler araciliiyla uzunlamasina buyumeyi arttirirlar Statin grubu
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hipolipidemik ilaglarin kemik metabolizmasi Uzerindeki etkilerini arastiran pek

cok sayida calisma bulunmasina ragmen®°

, sistemik yolla verildiklerinde
kemik dokudaki etkileri hakkinda net bir kani olusmamis, lokal etkileri agisindan
bir galismaya rastlanmamaktadir.

Literatlrde statinler Uzerinde daha ¢ok molekuler ve in vitro ¢caligmalar
yapiimistir. Statinler, kemikteki anabolik etkilerini birden fazla yol ile meydana
getirirler. Bu etkilerin temelinde BMP-2 ve VEGF ekspresyonunun artigi ve
osteoklast fonksiyonu ile sayisinin baskilanmasinin yer aldigi yonunde kanitlar

°5.56.8283  gtatinlerin  kemik metabolizmasi lizerindeki biyolojik

bulunmustur
etkisini ilk defa 1999'da Mundy ve ark.%® bildirmislerdir. Bu galismaya goére
statinler in vitro ve in vivo ortamda kemik olusumunu stimiile eder®. Statinlerin
BMP-2'nin  aktivitesini arttirdi§gi  birgok ¢alismayla g('jsterilmi§tir81'85’88'90.
Sugiyama ve ark.?" lipofilik statinler ile yaptiklari galismada, insan osteosarkom
hdcrelerinde BMP-2 mRNA ekspresyonunun arttigini, BMP-4 Uzerinde herhangi
bir etkinin olmadig gosterilmigtir. Fakat hidrofilik statinlerde BMP-2 mRNA artigi
olmamistir. Phillips ve ark.” statinlerin BMP-2 ekspresyonunu stimiile ederek
osteoblastik diferansiyasyonu arttirdigini  gostermiglerdir. Simvastatin ve
atorvastatin gibi lipofilik statinler VEGF ekspresyonunu da arttirirlar®’2°,
Lipofilik statinler, MC3T3-E1 osteoblast kulturlerinde VEGF mRNA ekspresyonu
ve osteoblastik aktiviteyi arttirirlar. Bu etkinin kaniti kultar ortamindaki tip 1
kollagen ve ALP seviyelerindeki artis olarak sunulmustur®’. Osteoblast
kiiltirlerinde ortama verilen statinler ayrica, VEGF ekspresyonunu arttirirlar®’.
Bu faktor kemik Uzerinde otokrin ve/veya parakrin etki ile angiogenezisi,
kemiklesmeyi ve kemik déngiisiini arttirir®* . Maeda ve ark. da simvastatin ve
atorvastatinin in vitro ortamda (MC3T3-E1 hucre kulturlerinde) VEGF, BMP-2,
ALP, tip 1 kollagen ve osteokalsin gibi osteoblastik farklilasma gostergelerini
arttirdiklarini  gostermiglerdir.  Osteoblastik  hdcrelerdeki mineralizasyon
esnasinda VEGF-mRNA ekspresyonunun artmis oldugu gosterilmistir®®.
Literatirde, oOzellikle lipofilik statinlerin, in vitro ortamda molekller dizeyde
gosterdikleri anabolik etki hakkinda yer alan bilgiler galismamizi planlamamiza
yol agti. Daha Once literaturde kargilagsmadigimiz igin statinlerin lokal in vivo
etkinligini arastirmak istedik. Statinlerin lokal buyume faktorleri Uzerinden etki
yaparak, selektif tek kemikte uzunlamasina buyumeyi arttirabileceklerini

diistindik.
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Calismamizda, statinlerin kemik Uzerindeki molekiler dizeyde anabolik
etkisini gosterebilmek igin buylmesi tamamlamamis kemige uygulanmasini
uygun bulduk. Denek olarak 30 gunlik siganlar segildi. Siganlarin hayat
doénemleri; ilk dort hafta hizli blylime, dérdunci-yedinci haftalar cinsel olgunluk
kazanma ve 12. haftadan sonra tam erigkinlik ddénemlerine ayrilir'®. Bu
kemirgenin buyume sureci, cinsel olgunlukla buyume plaginin kapanmamasi
disinda, insaninkine benzemektedir. ilk dort hafta olan hizli bliylime dénemi
calismamiz igin daha uygun olmasina ragmen, bu donemdeki deneklerin
anestezi ve cerrahi girisimi tolere edememelerini disltnerek 30 gunlik siganlari
tercih ettik.

Atorvastatin, temelde lipid dugurtcu etkisinden faydalanmak amaci ile
kardiyovaskuler hastaliklarda kullanilan bir ilagtir. Atorvastatin lipofilik ve
sentetik statinler grubundandir. Lipofilik statinler kolaylikla hicre membranini
gecerken hidrofilik statinler hicre membranini gegmek igin 6zel tasiyiciya
ihtiyag duyarlar81. Lipofilik statinlerin BMP-2 mRNA ekspresyonunu arttirarak
osteogenez etki yaptiklari yéniinde kanitiar bulunmaktadir®®. Hidrofilik statinlerin
ise bu etkisi gosterilememistir’’. Atorvastatin aktif forma doniismek igin
metabolize olmaya gereksinim duymayan direk etkin ilag formundadir.
Atorvastatinin kemikteki direk etkinligi Maeda ve ark. tarafindan in vitro galisma
ile gosterilmistir®®. Bu yazarlar hiicre kiiltirlinde atorvastatinin osteoblastik
farklilasmay! arttirdigini gdstermislerdir®®. Biz, bu bilgiler 1si§inda, atorvastatinin
saf formunun intraossetz etkin olabilecegini disunerek iki ayri dozda
uygulamayi uygun gorduk. Olasi sonuglarin degerlendirilebilmesi igin sham ve
esit hacim distile su enjeksiyonu yapilan kontrol gruplari olusturduk.

Calismamizda atorvastatin’in olasi sistemik etkisini gdstermek igin
deneklerin serumlarinda lipid dizeylerine bakmayi planladik. Statinler kolesterol
sentez yolunda yer alan hidroksi-metil glutaril-koenzim-A (HMG-KoA)
rediiktazin inhibitérleridir®"®. Klinik olarak statinler, serum total kolesterolii, LDL
ve trigliserid seviyelerinde azalmaya yol acarlar. Biz farkli gruplarimiz arasinda
atorvastatin’in bu sistemik etkisi acgisindan bir farklilik saptamadik. Bu yonuyle
tek doz uygulamanin yeterli sistemik etkinlik olusturmayabilecegi, ya da
intraossedz atorvastatin, uzun surede etki yapmasina ragmen, dozun yetersiz

kalmis olabilecegini disinduk.
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Literatirde molekuler duzeyde yapilan c¢aligmalarda statinlerin
osteoblastik aktivite gOstergeleri olan ALP ve osteokalsin duzeylerini arttirdigi
bildirilmistir®®'%®. Biz bu etkinin sistemik gostergeleri olmasi icin denek
serumlarinda osteokalsin ve alkalen fosfataz seviyelerini galistik. Sonuglarimiza
gore bu gostergeler agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi. Bu
sonug histolojik bulgularimizla korele idi.

Statinler Uzerinde in vivo ortamda yapilan ¢alisma nadirdir. Oxlund ve
ark. sicanlar Uzerinde yaptiklari ¢alismada oral olarak verilen lipofilik gruptaki
Simvastatin sonrasinda vicut agirhgi, femur kemik uzunlugu, kanselléz kemik
volumu ve Kortikal kemik volumunu olgmuslerdir. Bu yazarlar, vucut agirhigi,
femur kemik uzunlugu ve kortikal kemik volumu agisindan anlaml bir degisim
bulamamislardir. Kansell6z kemik volumi yapisinda ise plasebo grubu ile
kargilastinldiginda %23’luk bir artis, kemigin kompresif kuvvetlere direnci
acisindan ise %24’lik bir artis bildirmektedirler'®. Wong ve ark. tavsanlarda
olusturduklari  kafatasi  defektlerinde statinlerin  osteoinduktif etkisini
arastirmiglardir. Kollagen matriks tasiyiciya statin ekledikleri grupta sadece
kollagen matriks yerlestirilen gruba gore kemik defektinde %308 daha fazla yeni

kemik olusumu saptamislardir™’

. Daha once calismamiza benzer sekilde
intraosse0z uygulamalar yapilmigtir. Lokal olarak buyume plagi i¢cine uygulanan
GH’nun uzunlamasina kemik buUyUmesini arttirdigi gbrijlmijstijrm. Baron ve
ark.” blyiime plaginin metafizyal sinirina FGF-2 inflizyonu yaparak bu bélgede
vaskuler invazyonun ve kemiklesmenin arttigini gostermislerdir. Biz
calismamizda Baron ve ark. teknigine benzer olarak femur distal fizisine komsu
metafize intraossedz atorvastatin uyguladik. Olasi kemiksel degisimleri
arastirmak icin hem femur hem de tibia kemiklerini ¢calismaya dahil ettik. Bu
yontem ile, ve ayrica kargl ekstremite kemikleri ile karsilagtirarak, olasi lokal
selektif degisimin daha iyi gosterilebilecegini dusunduk.

Literatirde statinlerin kondrosit sayisini arttirdiklari  bildiriimektedir.
Statinler in vitro ortamda BMP-2 ve VEGF'’yi arttirarak bu etkiye yol agtiklari
kanitlanmistir® %% Bu kani, Leem ve arkaslarinin sicanlar iizerinde yaptiklari

calisma ile kuvvetlendirilmistir'®?

. Bu vyazarlar, U¢ haftalik siganlara 6 gun
sureyle 5 mg/kg/gun intraperitonel lovastatin uygulayarak, tibia proksimal
fizisinde BMP-2 diizeyi ve kondrosit sayisinda artis saptamislardir'®.  Biz

benzer ancak lokal bir etki olusturmak ig¢in uyguladigimiz yontem sonrasi
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biyime plaginda kalinhk artisi ve proliferasyon katmani kondrosit sayisini
degerlendirdik. Her iki taraf femur ve tibia buyume plaklarinin degerlendirildigi
calismamizin sonuglarina gore c¢alisma gruplari ile kontrol ve sham gruplari
arasinda blyume plagi kalinligi ve hlcre sayisi agisindan anlamli bir fark
saptamadik. Bu farkin olusmamasinin olasi nedenleri arasinda atorvastatinin
lokal etki olusturmamasi, etki olusturabilirse verdigimiz her iki dozun yetersiz
oluslari, atorvastatinin kemik icinden hizli emilerek uzun sureli etki
olusturmamasi veya istatistiksel fark olusmasi icin olgu sayisinin azligi
sayilabilir.

Bu c¢alismanin ana kisithliklari denek sayisinin istatistiksel ¢alisma igin
azhgi, mikroskopik calismaya alinan buyume plagi bolgesinin standardize
edilememesi ve atorvastatin doz ayarlama sorunlaridir. Standardize edilemeyen
bayume plagi bolgeleri birbirinden farkli dlgimler ve hiicre sayimlarina yol acgar.
Biz bu kisithligi randomize ¢oklu kesit almakla agsmaya c¢alistik. Literatirde in
vitro ortamda yapilan c¢alismalarda lipofilik statinlerin etkisinin doz bagimh
oldugu saptanmistir®”. Calismamiza benzer bir uygulama bulunmadigi icin biz
atorvastatini iki ayri dozda uyguladik. Doz ayarlamasini yaparken, kg basina
etkin dozun c¢ok Ustiinde olmasina dikkat ettik. Diger taraftan olgunlasmamis
sicanin kemik igi enjeksiyona izin veren hacmi (maksimum 0.2 cc) ve bu
hacimde c¢ozulebilen atorvastatin miktari da doz kararimizda g6z ondnde
bulundurmamiz gereken etkenlerdi. Enjekte edilebilen hacim ve bu hacimde
¢ozulebilen atorvastatin miktarini 6n c¢alismalarla belirleyerek bu konudaki
kisithhdr minimuma getirmeye calistik. Buna ragmen etkin, tek lokal doza
ulasmamis olabiliriz. Sonuglarimizin anlamli olmamasinda etkin olabilecek diger
bir husus uyguladigimiz dozun yeterli sureklilikte etkin olmamasi durumudur.

Kemigin selektif uzunlamasina blyumesini etkilemek kas-iskelet
sorunlari agisindan onemli ufuklar acan bir gelisme olacaktir. Bu yonde

molekiler, hicresel, mekanik®

ve bunlarin karmasindan olusan yodntemler
Uzerinde yogun galismalar yapilmaktadir. Calismamiz bu gergeve igerisinde ele
alinabilen deneysel bir arayistir. Bu ¢alismadan edindigimiz deneyimlerle ve
kemigin uzunlamasina buyumesinin zamansal olarak uzun sureli bir sure¢
olmasindan dolay! ileride planlanacak g¢alismalarin uzun sureli uyaran
saglayacak sekilde planlanmasi gerektigi kanisindayiz. Calismamizdaki gibi

molekuler dizeyde bir ajanin etkinligi arastirilacaksa etkin doz ve yavas salinim
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olanaklari saglanmalidir. Ornegdin biz bu calismada kullandigimiz atorvastatini,
lokal ilag salinimi yapan bir sisteme yukleyerek lokal etkinligini aragtirabiliriz.
Kuskusuz bdyle bir ¢calismanin temel sarti in vivo’dan dnce in vitro deneylerle
lineer ve vyeterli ilag salinimini bulmaktir. Calismamizda vyapildigi gibi
kullanilacak olan ajanlarin lokal etkilerinin yani sira sistemik etkilerinin

gostergelerini de goz 6nunde bulundurarak plan yapilmalidir.
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SONUG ve ONERILER

Literatirde benzeri bulunmayan in vivo galigmamizda atorvastatinin lokal
uygulamasi ile kemigin uzunlamasina buyumesi Uzerindeki etkileri arastirildi.
Sonuglarimiza goére tek lokal intraossedz saf atorvastatin doz uygulamasi ile;

— Denek serumlarinda sistemik hipolidemik etkinin gostergeleri olan
kolesterol ve trigliserit degerlerinde anlamli degisiklik saptanmamistir,

— Serumda osteoblastik aktivite gostergeleri olan alkalen fosfataz ve
osteokalsin degerlerinde anlamli degisiklik saptanmamisgtir,

— Makroskopik olarak dlgllen kemiklerin uzunluklarinda anlaml
degisiklik saptanmamistir,

— Histolojik c¢alismada degerlendirilen buyume plagr kalinhgr ve
proliferatif bdlge kondrosit sayisinda anlamli degisiklik saptanmamistir.

Calisma gruplari arasinda anlamli istatistiksel farklihigin bulunmamasi;
atorvastatin doz yetersizligi, etkinin surekliliginin saglanamamasi ve yetersiz
denek sayisina baglh olabilecegi dusunulda.

Sonu¢ olarak tek intraossedz atorvastatin uygulamasinin, kemigin
uzunlamasina buyumesinde etki yaptigi ydonunde bir kanit elde edilememistir.

Olgunluga ulasmamis kemigin uzunlamasina buyumesine lokal selektif
etki olusturabilmek igin deneysel ¢alismalar devam etmektedir. Burada sunulan
calisma bu cergeve igerisinde yer almaktadir. Bu deneyimlerin sonuglari,
ekstremitelerin acgisal deformiteleri ve uzunluk farklarinin tedavisi gibi klinik

sorunlara yonelik gelecekteki caligmalara isik tutar.
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