ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
ORTOPEDI VE TRAVMATOLOJI ANABILIM DALI

TAVSANDA FEMUR BASI OSTEONEKROZ MODELINDE
TADALAFILIN KORUYUCU ETKISININ INCELENMESI

UZMANLIK TEZIi
DR. EMRE OZMEN

TEZ DANISMANI
DOC. DR. AHMET SALDUZ

ISTANBUL - 2021






ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
ORTOPEDI VE TRAVMATOLOJI ANABILIM DALI

TAVSANDA FEMUR BASI OSTEONEKROZ MODELINDE
TADALAFILIN KORUYUCU ETKISININ INCELENMESI

UZMANLIK TEZIi
DR. EMRE OZMEN

TEZ DANISMANI
DOC. DR. AHMET SALDUZ

ISTANBUL - 2021



BEYAN

Bu tez ¢alismasinin tamami sahsima aittir. Tezin planlanmasindan yazim agamasina kadar biitiin
asamalarda etik dis1 hi¢bir yaklasgimim bulunmamaktadir. Tez yazimi sirasinda c¢ok sayida
kaynaktan yararlanilmis ve yararlanilan tiim kaynaklar “Referanslar” boliimiinde eksiksiz olarak
sahsim tarafindan belirtilmistir. Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje numarasi: 36145). Yazim sirasinda patent

ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin bulunmadigini beyan ederim.

Dr. Emre Ozmen



TESEKKUR

Ortopedi ve Travmatoloji ihtisasina basladigim ilk giinden itibaren ve tiim ihtisasim
stiresince mesleki bilgi ve becerimin gelismesinde emegi olan hocalarima, beni destekleyen, bir
aile ortaminda hissetmemi saglayan asistan arkadaslarima, Anabilim dalimizin tim hemsire,
sekreter, personellerine ve hicbir zaman deste§ini esirgemeyen Anabilim dali baskanimiz,

saygideger hocam Prof. Dr. Hayati DURMAZ’a,

Uzmanlik egitimim igerisinde ¢alisma imkani buldugum, bilgi ve tecriibelerini benimle
paylasan emekli 6gretim {iyeleri saym Prof. Dr. Mehmet CAKMAK, Prof. Dr. Onder
YAZICIOGLU, Prof. Dr. Harzem OZGER, Prof. Dr. Yener TEMELLI, Prof. Dr. irfan OZTURK,
Prof. Dr. Levent ERALP ve Prof. Dr. Ata Can ATALAR’a,

Asistanligim siiresince beraber calistigim, beni yetistiren degerli hocalarim Prof. Dr.
Mehmet ASIK, Prof. Dr. Cengiz SEN, Prof. Dr. Onder KILICOGLU, Dog. Dr. Fuat BILGILI,
Dog. Dr. Turgut AKGUL, Dog. Dr. Halil ibrahim BALCI, Dog. Dr. Ali ERSEN, Dog¢. Dr. Gékhan
POLAT ve Dog. Dr. Omer Naci ERGIN hocalarima tesekkiir ederim.

Beraber calismaya basgladigimiz giinden itibaren egitimim icin her tiirlii destegi veren Op.

Dr. Yavuz SAGLAM,

Egitimime yaptiklar1 tiim katkilar sebebiyle agabeylerim Op. Dr. Omer AYIK, Op. Dr. Taha
KIZILKURT, Op.Dr. Murat KORKMAZ, ve Op. Dr. Serkan BAYRAM’a saygilarimi ve

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismalarimin her asamasinda bilgi, deneyim ve ilgisini hi¢gbir zaman eksik etmeyen,
asistanlik hayatima basladigim ilk gilinden itibaren yardimlarini esirgemeyen, tezimin
hazirlanmasinda yol gosteren, ortopedi ve travmatolojinin tiim konularinda ve 6zellikle tiimor
cerrahisi konusunda deneyimlerini ve bilgisini paylasan degerli agabeyim ve tez hocam Dog. Dr.

Ahmet SALDUZ’a,

Tezimin ilgili kisimlarinda benden vaktini, yardimlarin1 ve c¢ok degerli tecriibelerini
esirgemeyen Prof. Dr. M. Bilge BILGIC ve Prof. Dr. Memduh DURSUN hocalarima ve onlarm

nezdinde Patoloji ve Radyoloji Anabilim dallarinin emegi gegen tiim c¢alisanlarina,

Tezime yapmis oldugu tiim katkilar ve emekleri dolayisiyla Ars. Gor. Sezen ATASOY ’a,



Deneysel asamalarda yardimlarimi ve vakitlerini esirgemeyen Dr. Taha Furkan YAGCI, Dr.

Yasar Samet GOKCEOGLU, ve Dr. Onur KUTLU’ya,

Beni hep destekleyen ve her acidan kendime o6rnek aldifim anne ve babama,
Tanistigimiz giinden itibaren hep yanimda olan hayat arkadasim, biricik esim Dr. Hazal 1zol

OZMEN’e tez siirecindeki yardimlari igin sonsuz tesekkiir ederim.

Dr. Emre Ozmen



ICINDEKILER

BEY AN .. tteeietreeencetteneneereessncessassssessassssesssassssesssssssessassssesssnssssesssssssessanssssssanssssessnssssessansssesses iii
TESEKKUR ...uoveeerenerererenessesessesessessssessssessssessssessasessssessssessssessssssssssssasesssessasessasessasessassssane iv
ICINDEKILER .....uououeereeerererenenenenesesesessessssessssessssessssessssessssesssssssassssasessasessasessasessasessassssane vi
SEKILLER LISTESI «.uucveueeiiteiirerereriesessesessesessssessssessssessssessssessssessssesssessssssssssssessassssesessane vii
RESIMLER LISTEST ....vouiuiiiieenessessteseseseseeseessssssssesssssesesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes viii
TABLOLAR LISTESI ...cvouiuiieeceeeeeesesetssssesesesesessssssssssssssssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssnsses ix
KISALTMALAR LISTESI ....ccuoueierieeeeeereretereneseseeseessssssssssssssssesssssesssesssssssssssssssssssssssssesssens X
OZET ceeeeeeereeessassesesssesessassesssessssssasssssssssssssessssssssssssssesssesessssssesssssesssssesssssesssesssssssessnssssens 1
ABSTRACT ....vevreeeereresesesesesesesssssesssessssssssssssssssesesssessssssssssesssessssssssssssssssssssesssssssssssssssessssseseses 2
Lo GIRISoucieeeieeeieeeieresesesnesessesesesessssessssesssssssssessssesssessessssssesssessesessassssasessesesssessasessasessane 3
2. GENEL BILGILER .......uuoiieeeeeseteteaesesesesesesessssssssssssssssssssssssessssssssssssnssssesssssssesesens 5

2.1  Proksimal femur ve kalca eklem anatomisi......cccceeeciieciiiennnnnecsissccnnnseasssesssssccsssssssssens 5

2.2  Tavsanlarda proksimal femur anatomisi ve radyolojisi ...ccccceeeeerereenieineceieneenenennenens 12

2.3 Femur basl 0StEONEKIOZU ...cuuueeiiiiiiiiieennnecisssccnisssssssssssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssasssssns 18

2.4  Femur basi osteonekrozunda hayvan modelleric....ccccceeeeeiiiiiiiiiiniininnnnennncnenennnnennenens 37

2.5 NO-cGMP sistemi ve fosfodiesteraz inhibitOrleri ........cceeeeereereenencereenenceerenneceeennnnnes 41
3. GEREC VE YONTEMLER.........ccecsveeesrerereresesesesesssssesesesessssssssssssssesesssssssssssesssssnssessssnes 44
4. BULGULAR .....uooveeereeeeereretesesesesssssssssssssesssssssssesssssssesssssesssssssssssssssesssssssssessssssenssessssses 50
5. TARTISMA ....ouevererererenerenesesesesesssssssssssssesssssssssesssesesesssssesssssssssssssssesssssssssssssssenssessssses 54
6. CIKARIMLAR VE ONERILER.......ccceceeteteteeeeersnsssesesssssssesesssssesesssssssssssssssssssssssens 59
T OZGECMIS o oieeeerereeereressesessesessesessesesesessesessessssesessesessessssessssessssessssessssessssessssesessesess 60
8. KAYNAKLAR ....ooveverenererereresesessssssesesesesssssssssesssesesesssssesssssssssssssssesssssssssesssssenssssessses 61

Vi



SEKILLER LISTESI

Sekil 1: Pelvis ve proksimal femurun anteriordan goriiniisii ve 6nemli anatomik yapilar.............. 5

Sekil 2: Proksimal femurun anterior, superior ve posteriordan goriiniisii ve énemli anatomik

D220 1 2 S TP PPP T RURTPPPPPPPPRN 6
Sekil 3: Kalca eklemi etrafindaki ligamentOz yapilar ..........cooovviiiiiiiiiieiiiiniiiiiieceec e, 7
Sekil 4: Femur basinin kanlanmasinin bilgisayarla olusturulmus gorintiisii .........cceeevvvvviivieeennnnn. 8

Sekil 5: Tavsan proksimal femurunun etrafindaki vaskiiler yapilar1 (A) anterior ve (B)
posteriordan gOStETeN AIYAZTAIM . .cceeiviriuuiiiiiieeeeeeeriiirrtee e e e e e e s e e eeeeesssbbraeeeeeeesesssansrsnaeeeeess 14

Sekil 6: Osteonekroza sebep olan farkli ¢cevresel ve genetik faktorlerin muhtemel etki

TNEKANIZIMAST +eeeeiiiriieeieiiiee ettt e e ettt e e st e e e e ettt e e e asb et e e eaabe e e e e s aseneeeanseeeeeanbaeeesannneeesannnreeesann 24
Sekil 7: Steroid iligkili osteonekrozun muhtemel patofizyolojisi .....eeeeeeerereciiiiieieeeeiiiiiiiiieeeee. 27
Sekil 8: Calisma yONTEMININ SEIMAST «..uuvvvvrrreereereeiiiiieiiteeeeeseesiiirrerteeeessesssnesrreeeeesssssssssssseeeees 45
Sekil 9: VEGF eKSPreSyonu analiZi.......cc.uvveieeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeesssiiiieeeeeeesessiiieeeeeeeeessssnnssseseeeeens 53
Sekil 10: Tavsanlarda steroid iliskili osteonekrozun patofizyolojisi ......eeeveeeviiveeeeeeivniiiiiiieeeennn. 58

Vii



RESIMLER LiSTESI

Resim 1: Kadavra disseksiyonu sirasinda sol kalganin posteriordan gorinimii...........cccceeeeennne. 10
Resim 2: Aksiyel BT kesitinde (1) posterior inferior nutrient arter (2) MFCA’nin derin dal1 (3)
femur boynunun anterior NUITIENT ATEETT ...eeevvveuvrrrriereeeeeeriiiiirteeeeeeeeessiiirreeeeeesessssarrrreeeeeessssnnns 11
Resim 3: Tavsan proksimal femurunun anteriordan, medialden ve posteriordan goriiniimii........ 12
Resim 4: Tavsan femurundaki 6nemli anatomik yapilar...........ccccceevveviiiiiiiiereiiinniiiieceeee e 13
Resim 5: Tavsan proksimal femurunun dekalsifikasyon sonrasi midkoronal kesiti..................... 13
Resim 6: Tavsan sag femurunun (A) AP ve (B) lateral grafisi.....ccccoeeeuviviiieeeeiininiiiiiiieieeeeeenas 14
Resim 7: Tavsan kalcasinin (A) koronal, (B) sagittal ve (C) aksiyel MR goriintiileri.................. 15
Resim 8: Normal tavsan Kemik 1111 ....ceeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiiiiieee et e e 15
Resim 9: Normal tavsan Kemik 111Z1.....eeeeeiiriiiiiiiiiiiiiiieiieiiiiiicee et 16
Resim 10: Normal tavsan femur basi Ve DOYNU .......ceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiei e 16
Resim 11: Tavsan femur basi kikirdagi ve subkondral alan..........cc.oooeviiiiiiiieiiinnniiiiiiiieneeeie, 17
Resim 12: Normal trabeKUiler Yapl .....uueeeieiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt e e e 17
Resim 13: Sol kalga ileri evre idiopatik avaskiiler nekroz tanili hastanin kalgca AP grafisi.......... 21
Resim 14: Farkl1 Arlet ve Durroux osteonekroz evrelerinin histolojileri.........ccovvvviuiiiieeeieennnnnnns 23
Resim 15: FBON tanili hastanin sol kalga frog leg grafisi........cccccevevviiiiiiiieieeiiiiniiiiiiceeeee s 29
Resim 16: Intravendz lipopolisakkarit uygulamasi i¢in marjinal kulak veninden damar yolu

Yo 00 V21 44
Resim 17: Kil testere ile femur bas1 midkoronal hattan ikiye ayrildiktan sonra makroskopik
GOTUIIUIIL ..o oo e ettt e e e ettt e e e e et e teeb e e e eeeeeeeeasaa s e eeeeseee s s b seeeeeeeeensnaa e eeeeeeeeennnaannsseeaans 45
Resim 18: Mide lavaji ile tadalafil ¢6zeltisinin VErilmesi ........eeeeeeeiviriiiiiiiiieieeeieiriiiieeeee e 46
Resim 19: Laemmli buffer ile hazirlanan 6rneklerin dikey elektroforezde yiiriitiilmesi .............. 48
Resim 20: G1 ve G2’den farkli Arlet-Durroux evrelerini gosteren goriintiler...........cccceeeeeennnnnes 50
Resim 21: Metafizer ve subkondral alanlarda nekroz gortintiisii............ccuvvveeeeeiininiiiiiieeeeeeninnns 51
Resim 22: Eklem ig¢in efiizyon olmayan (A) ve olan (B) iki tavsanin koronal T2 MR kesiti ....... 52
Resim 23: Ug farkli tavsana ait MR KeSTtIETI.........cveivviiveieiieiieeceeieeeee st see e 52

viii



Tablo 1:
Tablo 2:
Tablo 3:
Tablo 4:
Tablo 5:
Tablo 6:
Tablo 7:

TABLOLAR LISTESI

Osteonekroz igin risk faktorleri.........ccceeeeeiiiii i, 20
Arlet ve Durroux osteonekroz siniflandirmast...........cooocveeeeiiiiiiiiiniiieceee e 23
Farkl1 siniflamalarin literatiirde kullanim S1KI1g1 .......eeeeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 30
Literatiirde farkli tedavilerin kanit dUZeyi ........coeeuviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeceee e, 36
Sadece kortikosteroid ile olusturulmus tavsan FBON modelleri...........cccccvvvvenunnnnnnnnnns 39
LPS veya LPS-KS kombinasyonu ile olugturulmus tavsan FBON modelleri * ............. 41
MR’da saptanan ve histolojik olarak dogrulanan lezyonlarin dagilimi............ccc........... 52



KISALTMALAR LISTESI

ON: Osteonekroz

FBON: Femur Bas1 Osteonekrozu

SION: Steroid Iliskili Osteonekroz

eNOS: Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz

NO: Nitrik Oksit

GS: Guanilil Siklaz

c¢GMP: Siklik Guanozin Monofosfat

ARCO: Association Research Circulation Osseous
VEGF: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
BT: Bilgisayarli Tomografi

PET: Pozitron Emisyon Tomografisi

MP: Metilprednizolon Sodyum Siiksinat
ESWT: Ekstrakorporeal Sok Dalga Tedavisi
MCFA: Medial Sirkumfleks Femoral Arter
LCFA: Lateral Sirkumfleks Femoral Arter

IGA: Inferior Gluteal Arter



OZET

Giris: Cocuk ve geng eriskin hastalarda, yliksek doz steroid tedavisi gerektiren ¢ocukluk cagi
maligniteleri veya romatolojik hastaliklar sonrasi gelisen femur basi osteonekrozu ciddi bir
problem teskil etmektedir. Literatiirde bu hasta grubu i¢in gegerliligi kanitlanmis bir profilaksi
bulunmamaktadir. Fosfodiesteraz inhibitérleri, etki mekanizmalar1 sebebiyle profilaksi ve tedavide
kullanim potansiyeline sahiptirler. Biz, tavsanlarda yliksek doz kortikosteroid ve lipopolisakkarid
kullanarak olusturdugumuz osteonekroz modelinde, profilaktik tadalafil kullaniminin etkilerini

radyolojik, histopatolojik ve molekiiler biyolojik yontemlerle incelemeyi amagladik.

Gerec ve Yontem: 24 adet Yeni Zellanda tavsan Ui gruba ayrildi. 8 tanesi kontrol grubu (GO)
yapilarak herhangi bir islem yapilmadi. Birinci gruptaki (G1) tavsanlara 0.1 mgkg E.coli
lipopolisakkaridi (LPS) intravenoz olarak verildi. Ardindan ayn1 giin baslamak {izere, {i¢ giin iist
iiste 40 mg/kg metilprednizolon sodyum siiksinat (MP) intramiiskiiler (IM) olarak uyguland. Ikinci
gruptaki (G2) tavsanlara 6nce on giin boyunca 5 mg/kg tadalafil oral olarak verildi. Tadalafil
tedavisinin sekizinci giiniinde bu gruptaki tavsanlara da G1’deki tavsanlar gibi 0.1 mg/kg LPS
verildikten sonra ayni giin baglamak iizere ii¢ giin boyunca giinliik 40 mg/kg IM MP uygulamasi
yapildi. Son MP uygulamasindan ii¢ hafta sonra tiim hayvanlar sakrifiye edildi. Manyetik rezonans
goriintileme (MR) yapildiktan sonra femurlar ¢ikartilip, femur baslarinin yarisinda VEGF

ekspresyonu ¢alisildi. Kalan kisimlarda osteonekroz agisindan histopatolojik inceleme yapildi.

Bulgular: G1°de 8 tavsanin 16 kalcasindan 15’inde (%93) nekroz goriildii. Buna karsilik G2’de 6
tavsanin 12 kalgasindan 8’inde (%67) nekroz goriildi (p>0.05). G2 grubunda VEGF protein
ekspresyon seviyelerinin kontrol ve G1 grubuna gore anlamli bir sekilde yiikseldigi goriildi
(sirastyla p<0.05 ve p<0.0004) GO ve G1 arasinda VEGF ekspresyonu agisindan anlamli fark
bulunmadi (p>0.05).

Cikarimlar: Lipopolisakkarid ve kortikosteroid kombinasyonu ile tavsanlarda ¢ok yiiksek oranda
osteonekroz olusturulabilmistir. Profilaktik olarak verilen tadalafil bu modelde osteonekroz oranini
anlaml olarak azaltmamistir. Buna karsilik, tadalafilin, steroid ve lipopolisakkarit etkisinden

bagimsiz olarak femur basinda VEGF ekspresyonunu arttirdigi goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: steroid iliskili osteonekroz, profilaksi, tavsan osteonekroz modeli,

lipopolisakkarid, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, fosfodiesteraz inhibitorleri, tadalafil



ABSTRACT

Introduction: Femoral head osteonecrosis secondary to high dose steroid use for childhood
malignancies or rheumatological diseases in the pediatric and adolescent population is a serious
problem. Currently, there are no evidence-based prophylactic methods in the literature for these
patients. Phosphodiesterase inhibitors have the potential to be used in prophylaxis and treatment
due to their mechanism of action. We aimed to assess the radiological, histopathological, and
molecular biologic effects of prophylactic tadalafil use in a rabbit femoral osteonecrosis model

using high dose corticosteroids and lipopolysaccharide.

Material and method: 24 New Zealand rabbits were divided into three equal groups. 8 were
designated as the control group (GO0) and no further intervention was made. Rabbits in group 1 (G1)
received 0.1 mg/kg E. coli lipopolysaccharide (LPS) intravenously. Then starting on the same day,
40 mg/kg methylprednisolone sodium succinate (MP) was given intramuscularly (IM) for three days
consecutively. Rabbits in group 2 (G2) were given 5 mg/kg tadalafil orally for ten consecutive days.
Starting on the eighth day, 0.1 mg/kg LPS was given followed by three days of 40 mg/kg MP
injections as in rabbits in G1. All animals were sacrificed 3 weeks after the final MP injection.
Magnetic resonance imaging (MRI) was performed and bilateral femora were harvested. Halves of
the femoral heads were saved for VEGF examination with Western blot analysis. The remaining

parts were examined histopathologically for the presence of osteonecrosis.

Results: In G1, 15 out of 16 hips (93%) of 8 rabbits had osteonecrosis compared to 8 out of 12 hips
(67%) of 6 rabbits in G2 (p>0.05). VEGF expression in G2 was significantly higher than GO and
G1 (p<0.05 and p<0.0004, respectively). VEGF expression was not significantly different between
GO and G1.

Conclusions: Lipopolysaccharide and corticosteroid combination achieved a very high rate of
osteonecrosis in the rabbits. Prophylactic tadalafil use did not decrease the occurrence of
osteonecrosis significantly. On the other hand, it increased VEGF expression in the femoral head

significantly, independent from the effects of steroids and lipopolysaccharide.

Keywords: steroid-induced osteonecrosis, prophylaxis, rabbit osteonecrosis model,

lipopolysaccharide, vascular endothelial growth factor, phosphodiesterase inhibitors, tadalafil



1. GIRIS

Femur basi osteonekrozu (FBON), genel ortopedi pratiginde oldukc¢a sik karsilan bir
patolojidir. Farkli etiyolojiler zemininde olusabilen bu patoloji, orta yasl ve yasli hastalarda basta
artroplasti olmak iizere farkli yontemlerle tedavi edilmektedir. Ne var ki, FBON sadece bu yas
grubunda goriilmemektedir. Ozellikle cocuk ve geng eriskin hastalarda gelisen FBON hem
ortopedist hem de hasta i¢in ciddi bir problem teskil etmektedir. Dejeneratif artritin gelistigi
vakalarda siklikla hem tedaviyi tistlenen ortopedist, hem de hasta, agr1 ve sosyal hayatin
kisitlanmasi ile ongoriillen omrii kisalmis ve komplikasyon riski artmis bir total kalca protezi

ameliyat1 arasinda karar vermek zorunda kalmaktadir.

Literatiire ve klinik uygulamalara baktigimizda, cerrahi tedavide son 50 yilda basta
artroplasti olmak {iizere anlamli gelismeler olmakla beraber, konservatif tedavide ve profilakside
ayni basarinin saglanamamis oldugunu gormekteyiz. FBON pek c¢ok etiyoloji zemininde
gelisebilecegi i¢in tiim hasta grubu i¢in tek bir profilaktik yontem aramanin etkin bir yaklasim
olmayacagini diisiindiik. Calismamizin ana fikri, gocukluk ¢agi lenfomasi gegirdikten sonra aldigi
ylksek doz steroid tedavisi sebebiyle bilateral FBON ve denejeratif artrit gelisen geng¢ bir
hastamizin tedavi silirecinde ortaya c¢ikmisti. Dolayisiyla profilaksiye yonelik yapacagimiz bu
calismada kortikosteroid zemininde gelisen osteonekrozu hedef aldik. Yiiksek doz steroid tedavisi
zemininde gelisen steroid-iliskili osteonekrozun (SION), diger etiyolojilere gore birtakim énemli
farkliliklar1 mevcuttur. Bunlardan en 6nemlisi, SION’un, travmatik veya idiopatik ON’nin aksine
ongoriilebilir ve dnlem almabilir olmasidir. Ote yandan baz1 genetik hastaliklar ve diger spesifik
hastaliklar zemininde gelisen FBON’lar dikkate alindiginda insidansi ¢ok daha yiiksektir.
Dolayistyla, bu sorunun ¢oziilmesinde elde edilebilecek bilgilerin hastalarin tedavisine somut

katkilarda bulunabilecegini diisiiniiyoruz.

Hasta grubumuzu yeterince daralttiktan sonra ikinci onemli asama, soruna uygun bir ¢6ziim
gelistirebilmek i¢in hastalifin patogenezine iligkin giincel literatiirii tarayarak detayli bir sekilde
incelemek oldu. Bu asamada SION ile ilgili iki énemli sorunun mevcut oldugunu goriiyoruz.
Bunlardan ilki ve en 6nemlisi, SION’un giivenilir bir hayvan modelinin tanimlanamamis olmasidir.
Baz1 arastirmacilarin sadece steroid vererek tatmin edici ON oranlar1 saptadiklarini bildirmis
olmalarina karsin, ayni yontemle yaptigimiz 6n calismalarda, bu modelin olusturulmaya ¢alisildigi

deney hayvanlarinda benzer sonuglara ulasamadik. Bu konuyu tartisma kisminda daha detayh ele



alacagiz. Bu nedenle literatlirde yine sik¢ca uygulanmis olan bir bagka yontem olan steroid ve
bakteriyel lipopolisakkaridin birlikte kullanildigi bir modeli uyguladik. Bu yontem sadece
kortikosteroid kullanimina gore daha basarili olarak bildirilmistir. Glivenilir ve tekrarlanabilir
hayvan modeli olmamastyla kismen baglantili olarak, SION’un patogenezinin tam olarak
aydinlatilamamis olmasi ikinci 6nemli problemdir. Bugiine kadar denenmis profilaktik ve medikal
yontemlerin yetersizligini géz oniine aldigimizda, ileri siiriilen farkli mekanizmalarin higbirinin,
tek baslarma, SION’un patogenezini tiim boyutlariyla agiklayamadigini diisiinmek mantiksiz

olmayacaktir.

Profilaksi i¢in hangi yontemi kullanacagimiza karar vermek i¢in literatiirii inceledigimizde
varsayillan patogenetik mekanizmayr hedefleyen bazi ilaglarin siklikla denenmis oldugunu
goriiyoruz. Bunlarin ¢ogu, bu mekanizmaya tek bir noktadan miidahale eden girisimlerdir.
Fosfodiesteraz inhibitorlerinin bu noktada diger profilaktik ajanlardan ayrisabilecegini
diisiinliyoruz. Genetik calismalar VEGF ekspresyonunun azalmasinin osteonekroz i¢in risk faktorti
oldugunu gostermektedir (1). Ayn1 zamanda endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesinin az
olmasi da bir risk faktorii olarak tanimlanmistir (2). Fosfodiesteraz inhibitorlerinin hem akut olarak
NO seviyesini arttirarak koruyucu olabilecegini, ayn1 zamanda VEGF ekspresyonu iizerinden
anjiyogenezi destekleyerek tamir mekanizmasinin daha etkin calismasin1 saglayabilecegini
diisiindiik. Tadalafilin oral kullanilabilmesi, kolay ulasilabilmesi ve yan etki profilinin iyi bilinir
ve kabul edilebilir olmasi da, literatiirde profilaksi amaciyla denenmis bazi ilaglara gére ciddi bir

avantajdir.

Ozetle, SION patogenezine ayn1 anda farkli noktalardan miidahale edebilecegini
ongordiigiimiiz ic¢in, fosfodiesteraz inhibitorlerinden tadalafili profilaksi yOntemimiz olarak
kullanmay1 sectik. Bu sayede tavsanlarda yiiksek doz kortikosteroid ve lipopolisakkarit kullanarak
olusturdugumuz osteonekroz modelinde tadalafilin koruyucu olup olmadigimi ve femur basinda
nasil degisikliklere yol agtigini radyolojik, histopatolojik ve molekiiler biyolojik yontemlerle

incelemeyi amagladik.

Calismamizin, Ozellikle ¢ocukluk cagi maligniteleri veya romatolojik hastaliklar icin
ylksek doz kortikosteroid almasi planlanan hastalarda, bu yikici komplikasyonunun 6nlenmesine

yonelik literatiirdeki mevcut eksikligi giderme konusunda katki yapacagini umut ediyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Proksimal femur ve kal¢a eklem anatomisi
Kalga eklemi insan viicudundaki en biiyiik sferoid eklemdir. Femur basi ve asetabulumdan
olusur. Viicut agirliginin pelvisten alt ekstremitelere iletilmesini saglar. Kal¢a ekleminin sferoid
yapisi fleksiyon-ekstansiyon, i¢-dis rotasyon ve abdiiksiyon-addiiksiyon olmak iizere birbirine dik
ii¢ aksta harekete izin verir. Asetabulum gelisimsel olarak ilium, pubis ve iskium kemiklerinin
birlesmesi ile olusur. Pelvis ve proksimal femurdaki onemli anatomik yapilar Sekil 1’de

gosterilmistir (3).
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Spina iliaca anterior superior
Promontorium
Anterior sakral foramenler
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Trokanter major
Femur boynu f(ll::;r:tnor
Intertrokanterik gizgi

Trokanter minoér
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Femur
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Sekil 1: Pelvis ve proksimal femurun anteriordan goriiniisii ve dnemli anatomik yapilar (3)



Proksimal femuru olusturan baglica anatomik yapilar femur basi, boynu, trokanter major ve
trokanter minordiir. Femur basinda  fovea capitis olarak adlandirilan kiiciik bir ¢ukur
bulunmaktadir. Bu ¢ukura ligamentum teres yapisir ve i¢cinden foveal arter geger. Femur basi
kikirdak ile kaplidir ve asetabulum ile eklemlesir. Sekil 2°de proksimal femurun farkli agilardan

Oonemli anatomik yapilar1 gésterilmistir (3).

Femur bas1 ve intertrokanterik alan1 baglayan béliime femur boynu veya collum femoris
denir. Intertrokanterik bolge femurun trokanter majdér ve minérii ile bunlarm arasinda kalan
kismina verilen isimdir. Femur boynu ve saft arasinda iki 6nemli a¢1 bulunmaktadir. Bunlardan biri
koronal planda olan saft-boyun ag¢isidir ve normalde ortalama yaklasik 125-130 derecedir. Aksiyel
planda bakildiginda ise femur boynunun distalde femoral kondillerle yaptig1 aciya anteversiyon
acis1 denir. Yetiskinde anteversiyon agis1 yaklasik 10-15 derecedir. Sagittal eksenden bakildiginda

da 6ne egilme (anterior bowing) mevcuttur.
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Sekil 2: Proksimal femurun anterior, superior ve posteriordan goriiniisii ve 6énemli anatomik
yapilar (3)



Asetabulumun kenarinda yer alan ve halka seklinde bir fibrokartilaj yapida olan labrum,
asetabulumu derinlestirir ve stabiliteye katkida bulunur. Eklem kapsiilii son derece siki ve
saglamdir. Etrafindaki en giicliisii iliofemoral bag olmak iizere gesitli baglar eklem kapsiiliinii

giiclendirir (Sekil 3).

Spina iliaca anterior superior

Spina iliaca anterior inferior

iliofemoral ligaman

Trokanter major
intertrokanterik cizgi
Pubofemoral ligaman
Femur lliopubik eminens

Sekil 3: Kalca eklemi etrafindaki ligamentdz yapilar (3)

Femur baginin kanlanmasi ilk olarak Hunter tarafindan incelenmis olup; Hunter, femur
boynunun bazisindeki damarsal halkay1 ‘circulus articuli vasculosus’ olarak isimlendirmistir (4).
Bu tarihten itibaren hem disseksiyonlarla hem de anjiyografik c¢alismalarla femur basinin

kanlanmasi1 daha detayli olarak ortaya konulmustur.



Femur bas1 ve boynunun kanlanmasinin ii¢ ana komponenti vardir. Literatiire baktigimizda
bu komponentlerin farkli aragtirmacilar tarafindan farkli sekilde isimlendirilmis oldugunu
goriiyoruz. Bu farklilik 6n planda nutrient (besleyici) arterlerin isimlendirmesindeki farkliliktan
kaynaklanmaktadir. Trueta ve ark., femur basini besleyen damarlar1 gelisimsel siirecteki anatomik
boliimlere istinaden epifizer ve metafizer arterler olarak adlandirmistir (5). Bu isimlendirmeye gore

femur basinin kanlanmasi Sheehan ve ark.’dan adapte edilen Sekil 4’te gosterilmistir (6).

I

Inferior metafizer arter

Femoral arter

Medial sirkumfleks femoral
arter

Derin femoral arter

Sekil 4: Femur basinin kanlanmasinin bilgisayarla olusturulmus goriintiisii. Yesil halka asendan
retikiiler dallarin intrakapsiiler oldugu gecis bolgesini, sar1 halka femur bas-boyun bileskesindeki
kiriklarda kanlanmanin etkilenme riskinin yiiksek oldugu hassas bolgeyi gostermektedir.



Crock ve Chung bu damarlan ekstrakapsiiler ve intrakapsiiler damarlar ile ligamentum
teresin arteri olarak isimlendirmistir (7,8). Baz1 yazarlar nutrient damarlar retinakiiler arterler
olarak tanimlamislardir (9). Bu isimlendirme sistemini kullanan literatiir femur basinin
kanlanmasin1 (1) anteriorda lateral sirkumfleks femoral arter (LCFA) ve posteriorda medial
sirkumfleks femoral arterden (MCFA) gelen dallardan olusan extrakapsiiler arteriyel halka, (2)
retinakiiler arterler olarak da bilinen, ekstrakapsiiler halkanin ¢ikan intrakapsiiler servikal dallar
ve (3) obturator arterden koken alan ligamentum teresin arteri olarak gruplamislardir (6,10)
Isimlendirmede bir baska farklilik gosteren nokta MCFA ve inferior gluteal arter (IGA) arasinda
mevcut olan anastomozdur. Bu anastamozu olusturan dala IGA’nin terminal dali (11) veya
piriformis dal1 (9) denmistir. Biz Zlotorowicz ve ark.’nin 6nerdigi sekilde (12), femur basinin
kanlanmasini tarif ederken nutrient arterleri posterior superior, posterior inferior ve anterior olarak,

IGA’nin MCFA ile anastamoz yapan dalini ise piriformis dali olarak isimlendirecegiz.

Femur bas1 esas olarak MFCA tarafindan beslenir. Beslenmeye katkida bulunan diger
arterler ise LFCA, obturator arter, superior gluteal arter ve derin femoral arterin ilk perforan dalidir.
Pek ¢ok yazar femur basimi besleyen damarlan ii¢ ana grupta degerlendirmektedir. Bunlar
MFCA’nin derin dalindan ¢ikan posterior superior nutrient arterler, MFCA’nin ana trunkusundan

c¢ikan posterior inferior nutrient arter ve IGA’ nin piriformis dalidir (7-9,13-16).

MFCA genellikle derin femoral arterden kdken alir. Posteriordan gelerek trokanter minoriin
anteriorunda posterior inferior nutrient (inferior metafizer arter olarak da bilinir) dalin1 verir (Resim
1 ve 2) (17) . Bu dal1 verdikten sonra ana trunkus inen dal ve derin dal olmak iizere ikiye ayrilir
(16). Derin dal proksimale dogru devam ederek quadratus femoris ve obturator eksternus kaslar
arasinda yer alir. Devaminda bu dal IGA’nin piriformis dali ile anastamoz yapar. Daha sonra
kraniyale dogru devam ederek eklem igine girer ve intraartikiiler seyri sirasinda 1-5 adet posterior
superior nutrient artere boliiniir. Posterior superior nutrient arterlerin en 6nemli kan akimi kaynagi
oldugu bildirilmistir; dyle ki, baska herhangi bir damarin katkisi olmaksizin femur basini tek

baslarina besleyebilirler (18).

Femur bas1 kanlanmasindaki en dikkat ¢ekici 6zelliklerden biri, ¢ocuklukta ve yetiskinlikte
farkli olmasidir. Bir ¢alismada 16-29. intrauterin haftalarda fetiislerin yarisindan fazlasinda femur
basini besleyen dominant dalin IGA oldugu bildirilmistir (11). Pediatrik yas grubunda femur basi

kanlanmasinda en 6nemli kaynak obturator arterden kdken alan, ve ligamentum teresle yol alarak



foveadan femur basina giren ligamentum teresin arteridir (19).Yetiskinde ise bu arter 6nemini

yitirir ve yerini 6n planda MFCA alir.

Resim 1: Kadavra disseksiyonu sirasinda sol kalganin posteriordan goriiniimii. I=MFCA’nin derin
dali 2=MFCA’nin desendan dali 3=MFCA’nin bifurkasonu 4=Posterior inferior nutrient arter
5=Obturator externus kasi. B. Sag kal¢anin kadavra disseksiyonu sirasinda posteriordan goriiniimii.
Beyaz ok MFCA’nin terminal dali olan posterior superior nutrient arteri gostermektedir. Resimler
Zlotorowicz ve ark.’dan alinmistir (17)

MCFA’daki kan akimi travma veya baska sebeplerle bozulursa femur basinda iskemi
gelisebilir (20). Sekil 4’te goriilecegi lizere, lateral epifizer damarlar femur bas-boyun bileskesinin
lateral kenarindan girdigi icin, bu alan1 igeren kiriklar kanlanmay1 bozma agisindan ciddi risk

tagimaktadir (21).
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Resim 2: Aksiyel BT kesitinde (1) posterior inferior nutrient arter (2) MFCA’nin derin dali (3)
femur boynunun anterior nutrient arteri. Resim Zlotorowicz ve ark.’dan alinmistir (17).
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2.2 Tavsanlarda proksimal femur anatomisi ve radyolojisi

Tavsanlarda proksimal femur anatomisi insanlarinkine benzer olsa da birtakim 6nemli
farkliliklar bulunmaktadir. Tavsanlarda femur boynu ¢ok daha kisa olup femur boynunda az
miktarda trabekiiler kemik vardir (22). Trokanterik fossalari, insanlarinkine gore nispeten biiyiik
ve derindir. Trokanterik fossaya gemellus minimus, gemellus cranialis, obturator internus,
obturator eksternus kaslar1 yapisir. Trokanterik fossa MR goriintiilemelerde osteonekroz veya kist
gibi kemik lezyonlar ile karisabilir (23). Ayni1 sekilde histopatolojik koronal kesitlerde de kemige
yapisan bag dokular sebebiyle nekroz sahasi ile karisabilir.

Brookes ve ark. yaptiklar1 anatomik disseksiyonlarla tavsanlarda femur basi kanlanmasinin
insanlarinkine olduk¢a benzer oldugunu gostermistir (24) (Sekil 5). Dikkat ¢ekici farklardan biri
tavsanlarda derin femoral arterin olmamasidir. Bunun yerine MFCA, femoral arterin medial

kismindan ¢ikmaktadir (24-26).

Tavsan femurunun anterior, medial ve posteriordan goriiniimii Resim 3’te; Onemli
anatomik yapilar Resim 4’te; dekalsifikasyon sonrasit midkoronal makroskopik kesiti Resim 5’te;

AP ve lateral grafileri Resim 6’da; kal¢a ekleminin aksiyel, sagittal ve koronal MR kesitleri Resim

7’de gosterilmistir.

Resim 3: Tavsan proksimal femurunun anteriordan, medialden ve posteriordan goriiniimii

12



A
_ o
‘ A
4

Uglincii
trokanter
Trokanter minor

Resim 4: Tavsan femurundaki 6nemli anatomik yapilar

Trokanterik fossa

Resim 5: Tavsan proksimal femurunun dekalsifikasyon sonrasi midkoronal kesiti
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Sekil 5: Tavsan proksimal femurunun etrafindaki vaskiiler yapilar1 (A) anterior ve (B) posteriordan
gosteren diyagram. Brookes ve ark.’dan adapte edilmistir. a.a.f=asetabular fossanin arteri,
a.c.a.=anterior servikal arterler, a.t.f=trokanterik fossanin arteri, an.t.t=li¢iincii trokanter
cevresindeki anastomoz, c.a.c.f=circulus arteriosus capitis femoris, f.a.=femoral arter,
g.t.a=trokanter majoriin arterleri, l.c.f=lateral sirkumfleks femoral arter, l.t=ligamentum teres,
m.c.f.a=medial sirkumfleks femoral arter, n=nutrient arter, p.c.a=posterior servikal arterler
p.s.a=posterior subkapital arter, t.an=trokanterik anastomoz t.i.p.a= internal iliak arterin trokanterik

dali

Resim 6: Tavsan sag femurunun (A) AP ve (B) lateral grafisi
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Resim 7: Tavsan kalgasmin (A) koronal, (B) sagittal ve (C) aksiyel MR gériintiileri. Ince ok:

Trokanter major. Cizgili ok: Femur basi. Kalin ok: Trokanterik fossa. *: Asetabulum

Normal tavsan kalgasina ait histolojik kesitler Resim 8-12’de gosterilmistir.

-9t e _:':q?;_m'q_'p»- -
. o.‘.. R .ﬁ.%... L g:-

Resim 8: Normal tavsan kemik iligi (H&E, 4X biiylitme)
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Resim 9: Normal tavsan kemik iligi (H&E, 20X biiyiitme)

Resim 10: Normal tavsan femur basi ve boynu. K= Kikirdak S=Subkondral alan M= Metafiz
(H&E, 1X biiyiitme)
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Resim 11: Tavsan femur bas1 kikirdagi ve subkondral alan. Ac¢ik renkli hat (T) non-mineralize
kikirdak (K) ve mineralize kikirdak (MK) arasindaki ‘tidemark’ ¢izgisi. K= Kikirdak T=Tidemark
MK=Mineralize Kikirdak S=Subkondral alan (H&E, 4X biiyiitme)

Resim 12: Normal trabekiiler yapi1. Lakiinlerin i¢i osteosit ile dolu. (H&E, 20X Biiyiitme)
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2.3 Femur bagsi osteonekrozu

Giris

Osteonekroz (ON) tek bir hastalik olmayip pek cok farkli sebep dolayisiyla kemik 6liimii
ile sonlanan bir durumu tanimlar (27). Steinberg ve ark. osteonekrozu ‘en sik olarak kan akiminin
bozulmasi sebebiyle sinirli bir kemik dokunun hiicresel hasar sonras1 nekroza gitmesi’ olarak ifade
etmistir (28).Literatlirde avaskiiler nekroz, aseptik nekroz veya subkondral avaskiiler nekroz olarak
da ge¢mektedir. Osteonekrozun olusmasinda esas olarak femur basinin mikrosirkiilasyonunun
bozulmasinin etkili oldugu o6ne siiriilmektedir (29). Geleneksel olarak avaskiiler nekroz (AVN)
terimi kullanilsa da, iskeminin kaynagi ‘damar olmamasi’ degil, kan akiminin bozulmasi oldugu
i¢in ‘iskemik osteonekroz’ veya osteonekroz (ON) terimi daha uygundur. Bu sebeple osteonekroz

terimi, giincel olarak avaskiiler nekroza tercih edilmektedir (30).
Tarihce

ON ilk olarak 1738’de Alexander Munro tarafindan tanimlanmistir (31). 1794’te James
Rusell kemik nekrozu iizerine detayl1 bir patolojik inceleme yayinlamistir (32). Daha sonra 1829
ile 1842 arasinda Jean Cruvilhier kan akimindaki bozulmaya sekonder femur basinda olusan

deformasyonu gostermistir (33).

Freund 1936°da bilateral femur bas1 aseptik nekrozu olan bir vakada hastaligin ilk detayli
tanimin1 yapmistir (34). Chandler 1948°de yazdigi bir makale ile hastaligin vaskiiler etiyolojisini
ortaya koymustur (35). 1953’te Trueta ve Harrison yetiskin insan kalgasinin vaskiiler anatomisini
ortaya koymus olup hastaligin patogenezi hakkinda 6nemli katkilar yapmustir (5). 1962’de Mankin
ve Brower 27 vakalik bir seri yayinlamis olup bu tarihten sonra literatiirde osteonekroz ile ilgili

pek cok arastirmaci bulgularini yaymlamistir (36,37).
Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Osteonekroz en sik femur ve humerus baslarini etkiler ancak dizde, ayak, ayak bilegi ve
elin kiiciik kemiklerinde, vertebralarda ve yiiz kemiklerinde goriilebilir (38,39). 1995°te yapilan bir
calismada ABD’de yillik insidansinin 10.000 ile 20.000 arasinda oldugu bildirilmistir (40). SION
tanist alan hastalarin %75°1 30 ile 60’hh yaslardadir. Giincel insidans hakkinda kesin verilen
olmamakla birlikte yillik 20.000’den fazla oldugu ve ABD’de yapilan tiim primer kalca

artroplastilerinin %10’unun ON zemininde yapildig1 diisiiniilmektedir (41). Farkli popiilasyonlarda
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ON siklig1 farkli olup, bunun genetik faktorlerle iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. AVN
zemininde total kalca protezi yapilan hastalarin ortalama yasi 38 olup ameliyat esnasinda hastalarin
sadece %20’s1 50 yasindan daya biiyiiktiir (42). Kalca eklemi 6n planda tutulmakla beraber, diz,
omuz ve dirsek eklemleri de etkilenebilir. ON %60 vakada bilateraldir (28).

FBON kompleks bir hastalik olup etiyolojisinde hem genetik hem de ¢evresel faktorler rol
oynayabilir. En sik sebebi travmadir. Buna karsilik, travma disinda da pek cok risk faktorii
tanimlanmistir (43). Atravmatik ON vakalarinin yarisindan ¢ogu uzun siireli kortikosteroid
tedavisi ve alkol zemininde olmaktadir (44). Literatiirde osteonekroz etiyolojisinde steroidlerin
%3 ila %38 vakada rol oynadigi bildirilmistir (45). Diger iligkili risk faktorleri koagiilasyon
bozukluklari, hiperlipidemiler, eritrosit bozukluklari, disbarizm, HIV enfeksiyonu, sigara i¢iciligi
ve bazi genetik faktorlerdir(44). Vakalarin yaklasik %15’ inde herhangi bir predispozan risk faktorii

saptanamayi1p bunlar ‘idiopatik’ olarak adlandirilir (41). Risk faktorleri Tablo 1°de 6zetlenmistir.

Osteonekrozun etiyolojisinde ilk olarak travmanin rolii dikkat ¢ekmis olsa da, literatiirde
1913te, dalgic ve tiinel ¢alisanlarinda osteonekrotik lezyonlardan bahsedildigini goériiyoruz(46).
Bu durum literatiire daha sonra Caisson hastalig1 (disbarik osteonekroz) olarak gecmistir. Ik defa
Axhausen 1928’de osteonekrozun muhtemel sebeplerinden birinin tromboembolizm olabilecegini
One siirmistiir (47). Orak hiicreli anemi ve diger hemoglobinopati hastalarinda gerceklesen kemik

degisiklikleri 1930’larda detayl1 olarak ortaya konulmustur (48).

Kortikosteroidler c¢esitli ¢ocukluk ve yetiskin hastaliklarini tedavi etmede kullanilan
kuvvetli anti-inflamatuar 6zellikler olan ilaglardir. Amerika’da 30 milyondan fazla insanin akut
veya kronik hastaliklar sebebiyle steroid tedavisi aldigi tahmin edilmektedir. Ozellikle akut
lenfositik 16semi (ALL), sistemik lupus eritematozus (SLE) ve renal transplant gibi belli ¢ocukluk

hastaliklarinda sistemik steroid kullanimi yiiz giildiirticii sonuglar vermistir (49-51).

Buna karsilik, kortikosteroidlerin birtakim yan etkileri mevcuttur. Hiperkortizolizmin
kemik tizerindeki olumsuz etkilerini ilk fark eden 1930’larda Harvey Cushing olmustur. Kemik
tizerindeki etkisi ilk olarak Cushing Hastalig1’nin bir komponenti olarak tanimlanmais, o giinden bu
giine kortikosteroid tedavisi ile osteoporoz, kirik ve osteonekroz arasindaki iliski daha net olarak
ortaya konmustur (52-55). Uzun siireli steroid kullanimina bagli FBON ilk olarak 1957’de
Pietrogrande ve Mastromarino tarafindan bildirilmistir (56). Daha sonra gelen yayinlarla travmatik

olmayan osteonekrozlarin biiyiik béliimiiniin steroid veya alkol ile iliskili oldugu

19



Tablo 1: Osteonekroz i¢in risk faktorleri (46) (adapte edildi)

1. Travmatik risk faktorleri
2. Nontravmatik risk faktorleri

Kortikosteroid kullanimi (0.5 mg/kg’dan fazla)
Alkol bagimlilig1
HIV

IS

& ©

Radyoterapi
Sistemik Lupus Eritematozus
Orak Hiicreli Anemi

Dislipidemi (hipertrigliseridemi)

= @ oo

Caisson Hastalig1

Gaucher Hastalig1

—

Yag embolisi

—.

k. Organ transplantasyonu

1. Endojen hiperkortizolizm

m. Bobrek yetmezligi

n. Pankreatit

o. Kemoterapi

p. Koagiilasyon bozukluklar1 (hiperkoagiilopati)
q. Idiopatik

gosterilmistir (57-59). Bu tarihten itibaren literatiirde pek cok calismada steroid ve osteonekroz
iliskisi bildirilmistir.

Kortikosteroid kullaniminin artmasiyla kas iskelet sistemindeki bu tiir komplikasyonlarin
insidans1 da artmaktadir. Steroid iliskili ON’nin daha hizli ilerledigini gdsteren yayinlar mevcuttur.
Chernetsky ve ark. steroid Oykiisii olan ve olmayan ON hastalarinin kor dekompresyon

spesimenlerinde yaptig1 ¢alismada her iki gruptaki histolojik 6zelliklerin benzer oldugunu, ancak

canli kemik ve patolojik evre agisindan farkliliklar sergiledigini saptamistir. Bu aragtirmacilar
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spesimenlerin patolojik evrelerini Arlet ve Durroux tarafindan tanimlanan ydnteme gore
siifladiklarinda, kortikosteroid alan hastalarda evrelerin genelde daha ileri oldugunu bulmuslardir

(42).

Klinik tan1 konulmus kalca ON olgularinin %80 tedavi edilmezse eklem yiiziinde kollaps
ve takiben artroz gelisir (41) (Resim 13). Bu nedenle FBON tedavisinde 6n planda eklemin
¢Okmesinin engellenmesi ve artroplasti gereksiniminden korunmasi hedeflenmelidir. Ozellikle
pediatrik ve geng erigkin hasta grubunda, artroplasti ihtiyacin1 engelleyecek c¢oziimlere ihtiyag
vardir. Medikal ve cerrahi tedavide kaydedilen ilerlemelere ragmen, ON’nin ideal tedavisi

konusunda halen ihtilaf mevcuttur (60). Etkinligi klinik ¢aligsmalarla kanitlanmis bir profilaksi

yontemi gliniimiiz sartlarinda mevcut degildir.

)

Resim 13: Sol kalga ileri evre idiopatik avaskiiler nekroz tanili hastanin kalga AP grafisi. Sol
femur basinda sferisitede bozulma ve denejeratif degisiklikler dikkat cekmekte.

Patogenez

Osteonekroz, yani kemik hiicrelerinin 6liimii, (1) kemik iligi nekrozu ve osteosit 6liimii, (2)
nekroz alaniin etrafinda reperatif siire¢ ve (3) nekrotik kemigin kollaps1 ve bunu takip eden

dejeneratif artritin gorildiigli bir hastaliktir. Proksimal femurda intraossedz hipertansiyonun
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yarattig1 kompartman sendromu (61), yag embolisine bagli intravaskiiler koagiilasyon (62) ve yag
hiicresi hipertrofisi (63) muhtemel mekanizmalar olarak 6ne stiriilmiistiir. Bunlar patolojiye katki
saglasalar da, hi¢biri tek basina patofizyolojiyi tam olarak aciklayamamaktadir. Direkt hiicre hasari
yaratan radyasyon nekrozu (64) ve kemoterapi alan hastalarda goriilen sitotoksik nekroz (65)
haricinde, farkli etiyolojilere bagli olarak kan akiminin bozulmasi en muhtemel mekanizma olarak
ortaya ¢ikmaktadir (20,40). Vaskiiler hipoteze gore atravmatik osteonekrozda once tromboz
olusmakta, bunu daha sonra kan akiminin engellenmesi, artmis vendz basing, arteriyel akimin

durmasi, hipoksi ve hiicre 6liimii takip etmektedir (66,67).

Etiyolojiler farkli olsa da, hasar sonrasi olaylar hiicresel diizeyde benzer sekilde gerceklesir.
Hastaligin evresine bagl olarak kemik iligi 6demi, yag hiicresi ve osteosit nekrozu, fibrozis,
‘creeping substitution’ ve osteoporoz goriilebilir. Kan akiminin bozulmasiyla saatler i¢cinde hiicre
hasar1 ve oliimii olusur. Kemik iligindeki hiicrelerin iskemiye hassasiyeti birbirinden farklidir.
Hematopoetik hiicreler en hassas olup iskemide genellikle 12 saat i¢inde 6liirler (68). ikinci giinden
itibaren kemik iligindeki yag hiicreleri oliir ve ¢ekirdekleri boyanmamaya baslar (69). Yagl iligin
nekrozu Arlet ve Durroux Tip 2 lezyon olarak adlandirilir ve bu iskeminin ilk mikroskobik
bulgusudur. Bu evrede heniiz kemik iligi hiicreleri ve osteositlerin tamamen 61diigii fokal bir lezyon
goriilmez. Eger iskemi gecicisiyse bu lezyon ilerlemez ve ‘siir nekroz’ (borderline necrosis)
olarak adlandirilir (70). Iskemiden sonra 2-5 giin i¢inde osteositler yok olmaya baslar ve 2-4 hafta
icinde tamamen yok olurlar (68,69). Osteositlerin ¢ogu 6liip sekestrum olustugunda bu Arlet ve
Durroux Tip 3 lezyon olarak adlandirilir. Bir sonraki agsamada sekestrumun etrafinda yabanci cisim
reaksiyonu olusur. Histiosit ve dev hiicreler sekestrumun etrafinda fibroz bir kapsiil olusturur. Buna
Arlet ve Durroux Tip 4 lezyon denir ve ON’nin kesin tanisim1 koydurur (Resim 14D). Arlet ve

Durroux siniflamasi Tablo 2’de 6zetlenmistir (71,72).

Arlet ve Durroux Tip 1 histolojinin ON tanis1 koydurmayacagi akilda tutulmalidir. MR
kullanima girdiginden beri tanida kor biyopsi yapilmadigi i¢in FBON tanis1 koymada giiniimiizde

genellikle histopatolojik yontemlere ihtiyag duyulmamaktadir.
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Tablo 2: Arlet ve Durroux osteonekroz smiflandirmasi

Mikroskopik Bulgular

Tip1 Kemik iligi kaybolur, kemik iligi boslugu biiylik yuvarlak ve ovoid yag hiicreleri ile dolar
Tip2  Yagl iligin nekrozu ve hematopoetik iligin graniiler tipte nekrozu
Tip3 Komplet mediiller ve trabekiiler nekroz

Tip4  Yogun mediiller fibrozisin eslik ettigi komplet nekroz ve 6lii trabekiillerin yaninda yeni kemik

olusumu

-5_4 \\“

Resim 14: Farkli Arlet ve Durroux osteonekroz evrelerinin histolojileri (A) Arlet ve Durroux Tip
1 lezyon. Hematopoietik hiicreler tiikenmis ve kemik iligi yag hiicreleri ile dolmus. Lakiinlerde
osteositler mevcut (B) Arlet ve Durroux Tip 2 lezyon. Kemik iligindeki yag hiicrelerinin nukleusla-

23



r1 boyanmamis ve nekroz var. Lakiinlerin yarisindan fazlasinda osteosit mevcut. (C) Arlet ve
Durroux Tip 3 lezyon. Kemik iliginde nekroz mevcut ve lakiinlerin ¢ogu bos. (D) Arlet ve Durroux
Tip 4 lezyon. Sekestrumun periferinde yabanci cisim reaksiyonu goriiliiyor. Histiosit ve dev
hiicreler biraraya gelerek fibréz bir kapsiil olusturmus. (H&E, 100X biiyiitme) (Resimler ve
aciklamalar Koo ve ark.’dan alinmistir (20))

Bu siire¢ sirasinda yikim siireci tamir stirecinden daha hizl ilerlediginde, femur basinda
zaman i¢inde kollaps gelisir ve eklem kikirdagi ¢oker. Nihai olarak eklemde artroz gelisir. Kim ve

ark. osteonekrozla sonuglanan bu kaskadi su sekilde 6zetlemislerdir (73):

Steroid J[ Alkol J[ Diger J

4 N\
Koagiilasyon iliskili >
faktorler?
\ J e et e .
P S Adiposit bliylimesi
Adipogenez veya > «— Yag embolisi
osteogenez iliskili Hipertrofi ve hiperplazi
. J Tromblsler
4 N\
Osteo-immiinoloji iliskili
faktorler?
\\§ J
Dolasim
bozuklugu
intraosseoz basincin
artmasi
Anjiogenez iliskili —’@‘— Hipoksi-iliskili gen?
faktorler?

OSTEONEKROZ

Sekil 6: Osteonekroza sebep olan farkli gevresel ve genetik faktorlerin muhtemel etki mekanizmasi
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Steroid iliskili Osteonekroz

Yiiksek doz kortikosteroid kullanimi (2-3 ay icinde yaklasik 2 g prednizon kullanimi),
idiopatik osteonekroz igin en sik risk faktoriidiir (74—76). Ne yazik ki SION’un patogenezi tam
olarak aydinlatilamamustir (77). Bunun sebeplerinden bir tanesi, steroid kullanilmasina neden olan
altta yatan hastaliklarin cogu zaman ON i¢in bagimsiz birer risk faktorii olmasidir. Bununla uyumlu

olarak SION insidans: altta yatan hastaliga gére belirgin farklilik gostermektedir (43).

Kortikosteroid tedavisinin yag hiicresi boyutu ve hacminde biiyiimeye sebep oldugu
bilinmektedir (63). Kemik iligindeki artmis yag iceriginin intraossedz basinci arttirip iskemi
yaratabilecegi hipotezi statinlerin SION tedavisi ve profilaksisinde arastirilmasini beraberinde

getirmistir. Ne var ki bunlar rutin klinik kullanima girmemistir.

SION vakalarinda ¢ogu hastanin uzun siire kortikosteroid tedavisi aldig1 bilinmektedir.
Buna karsilik, beraber kisa siireli tedavi alan hastalarda da SION gériilebilmektedir. Hatta, son
derece nadir olmakla beraber, kortikosteroidlerin tek doz intraartikiiler uygulamasi ile dahi FBON
bildirilmistir. Al-Omari ve ark.’nin 2020 yilinda yayinladiklar1 olgu sunumu literatiirdeki besinci

vakadir (78).

Diger taraftan, uzun siireli kortikosteroid tedavisi alan tiim hastalar i¢cinden ancak %8-10"u
ON gelistirir (74). Bu farkliligin altta yatan primer hastalifa bagli olabilecegi gibi genetik
sebeplerden kaynaklanabilecegi de One siiriilmiis olup ¢esitli gen polimorfizmleri arastirilmistir.
One siiriilen sorumlu polimorfizmlerden biri vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

polimorfizmidir.

VEGF, endotele spesifik bir mitojen olup embriyogenez ve iskelet biiyiimesi sirasinda
fizyolojik anjiyogenezde cok kritik bir rol oynamaktadir (79). VEGF ayn1 zamanda vaskiiler
permeabilite faktorii olarak da adlandirilir. Bu gecirgenlik arttirici etkisi inflamasyon ve diger
patolojik durumlardaki 6nemli rollerinden biridir (80). VEGF nin in vitro ¢calismalarda doza bagl
olarak eNOS aracilifiyla vazodilatasyon yaptig1 (81), in vivo ¢aligmalarda ise IV enjeksiyon ile
tagikardi ve hipertansiyon yaptig1 bildirilmistir (82). VEGF, hipoksi ile indiiklenen kuvvetli bir
anjiogenik sitokin olup ayn1 zamanda kemik ve kikirdak yapiminda da rol oynamaktadir. Bir bagka
deyisle VEGF ekspresyonu, kemik tamiri siirecinde anjiyogenez ve osteogenezi iliskilendiren

onemli bir mekanizmadir (83). Bu sebepten kemik olusumunda ¢ok kritiktir (84).
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Yapilan ¢alismalar, VEGF nin osteonekroz ile iligkili olabilecegini ortaya koymustur. Lee
ve ark., VEGF polimorfizminin SION gelisimindeki roliinii arastirdiklar1 klinik ¢alismada az
indiiklenen VEGF haplotiplerinin SION gelisen hastalarda anlamli olarak daha fazla ¢iktigini
bulmuglardir (1). Osteonekrozun klinik seyrini belirleyen faktorlerden biri de tamir siireglerinin
etkinligidir (85). FBON ve Legg-Calve-Perthes hastalarinda femur basinin etrafindaki nekrotik
alanlarda artmig VEGF ekspresyonu gozlenmistir (77,86—88).

Kabata ve ark. tavsanlarda yaptiklar1 SION modelinde kortikosteroid verilen tavsanlarda
VEGF’nin ilk bir hafta i¢inde gegici olarak arttigini, 2 hafta ve sonrasinda ise neredeyse normale
dondiiglinii bulmustur (89). Katsube ve ark. VEGF gen transferi yapilmasinin nekrotik kemigin
revaskiilarizasyonu arttirdigin1 bildirmistir (90). Benzer sekilde Kai ve ark., 2009 yilinda Yeni
Zellanda cinsi tavsanlarda yaptiklari calismada, VEGF geni ile transfeksiyonun lokal anjiyogenezi

ve nekrotik femur basindaki tamiri arttirdigini bulmuslardir (91).

Kortikosteroidlerin VEGF {iretimini baskiladiklar1 bilinmektedir (92-94). Dahas1 hipoksi
kortikosteroidlerin bu etkisini arttirmaktadir (95). Wang ve ark. Yeni Zellanda tavsanlarinda
lipopolisakkarid ve kortikosteroid modeli ile ON yaptiklar1 ¢alismada steroid almis tavsanlarda
VEGF ekspresyonunun anlamli olarak azaldigini ve bunun azalmis kan akimina eslik ettigini
bildirmislerdir (96). Ma ve ark. yaptiklar1 ¢alisma ON tedavisinde ekstrakorporeal sok dalga
tedavisinin (ESWT) pozitif etkilerinin VEGF’ye bagli olabilecegini bildirmislerdir (97).

Literatiirde anti-VEGF tedavisi ile iligskilendirilmis osteonekroz vakalar1 bulunmaktadir (98).

O halde VEGF nin asag1 regiilasyonunu engellemek potansiyel olarak kortikosteroidlerin
bu etkisini engelleyebilir. Wen ve ark., 2008 yilinda Nature dergisinde yayinlanan ¢alismasinda
arastirmacilarin femur basi osteonekrozunda VEGF ile anjiyogenez olusturmay1 denedigini ancak
basarisiz oldugunu belirtmistir (99). Bu basarisizlig1 6n planda ek islem olarak dekompresyon
yapilmamasina baglamis, ayrica VEGF’nin damar permeabilitesini arttirmak suretiyle intraosse6z
basinct ylikseltmis olabilecegini bildirmistir. Buna karsilik, farkli arastirmacilar tarafindan

VEGF’nin potansiyel tedavi edici etkisi olabilecegi iddia edilmistir (100,101).

eNOS geni polimorfizminin de ON i¢in bir risk faktorii oldugu gosterilmistir. NO
iretiminin azalmast anjiogenezi ve kemik yapimini engelleyip trombiis olusumunu
arttirabilmektedir (2). Endotelyal nitrik oksit aym1 zamanda anjiyogenez igin potent bir

stimiilatordiir (102).
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Kerachian ve ark. oldukca kompleks olan bu mekanizmay1 su sekilde 6zetlemislerdir (103):

/

Steroidler

Endojen faktorler: VCAM-1, NO,
endothelin-1, ROS, vVWF, PAI-1,
trombomodulin, kollajen

(ekzojen faktor)

Sekil 7: Steroid iliskili osteonekrozun muhtemel patofizyolojisi. KT=

Diger ekzojen faktorler: ilag,
KT,RT, toksin

.. . Hipoksik —— P )
AnjlogeneZln ’I‘Adipogenez enpdotel Endotel hiicresi apopitozu
inhibisyonu /vag hiicreleri F
hipertrofisi 5
3
&
&
L v v
Nintraosseoz Trombiis Endotel hasari veya
basing formasyonu disfonksiyonu
Osteoblast ve osteoklast -— iskemi
apopitozu & osteoklast Gmriniin (Lkan akimi)
uzamasl
v
Osteosit aginin mekanosensoryal
fonksiyonunun bozulmasi
Femur basi
Bozulmus tamir sireci osteonekrozu
(FBON)

Kemoterapi RT=

Radyoterapi. VCAM-1=Vaskiiler Hiicre Adhezyon Molekiilii-1. ROS= Reaktif Oksijen Uriinleri.
NO: Nitrik oksit. vVWF= von Willebrand faktor. PAI-1: Plasminojen aktivator inhibitrii
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Klinik prezentasyon ve siirec¢

Femur basi osteonekrozunda agr1 genelde kasikta olup bazi vakalarda uyluga, dize ve
posterior kalcaya yansiyabilir. Kontralateral kalganin 2 yil iginde %55 etkilendigi bildirilmistir
(45). Alt ekstremiteyi tutan ON’lerde agr1 ve ylik verememe sikayeti 6n plandadir. Femur basindaki
lezyon kiigiikse ve yilik tasimayan bir bolgedeyse tam veya kismi iyilesme goriilebilir veya
asemptomatik kalabilir. Daha biiylik, 6zellikle yiik alan bolgedeki lezyonlarin prognozu kotiidiir
(28). Zaman i¢inde eklem yiizeyinin altindaki trabekiiler alan zayiflar (hilal bulgusu) ve daha sonra
eklem yiizeyinde diizlesme gerceklesir. Pek cok vakada subkondral kollaps gelisene kadar agri
goriilmeyebilir. Agrinin sebebi olarak ©6n planda artmis kemik iligi basinci ve 6demi

diistiniilmektedir.

SION’un semptomatolojisi 6zellikle erken dénemde sinsi ve belirsiz olabilir. Steroid
kullaniminin sonlandirilmasindan haftalar ile bir yil sonrasina kadar semptom goriilmeyebilir.
Mont ve ark asemptomatik ve tedavi edilmeyen FBON ile ilgili yaptiklar1 sistematik derlemede
664 kalcanin 394’iinlin (%59) takip sirasinda semptomatik hale geldigini veya bu kalgalarda
kollaps gelistigini bildirmistir (104). Medial ve kiiglik lezyonlarin progresyon orani diisiik olmakla
beraber orta-biiyiik lezyonlarda ve lateral lezyonlarda progresyon riskinin daha fazla oldugu ve
eklem koruyucu cerrahi disiiniilebilece§i sonucuna varmislardir. Ayrica orak hiicreli anemi
hastalarinda progresyon oraninin %73 ile en yiiksek oldugunu, buna karsilik SLE hastalarinda bu

oranin %7 oldugunu bildirmislerdir. Steroide bagli ON’de ise bu oran %26°dur.

Ozetle, semptomatik ON’nin gidisatini etkileyen birden fazla faktdr bulunmaktadir. Giincel
kanitlar lezyon boyunun genelde stabil kaldigini1 sdylemekle beraber baz1 durumlarda ise kismen
kiiciilebilecegine isaret etmektedir. Ne var ki, nekrotik lezyonlarin tamamen yok olmasi ¢ok

enderdir (105)
Goriintiileme

Kalga agrisinin radyolojik degerlendirmesinde ilk bagvurulan goriintiilleme yoOntemi
cogunlukla diiz grafilerdir. Ileri FBON’da diiz grafide goriilen klasik bulgu subkondral kollapsa
isaret eden ‘hilal’ (crescent) bulgusudur (Resim 15). Bu genelde Femur basinin superolateral
kisminda olur. Yapilan ¢alismalar MR bulgularinin agridan genellikle daha 6nce ortaya ¢iktigini

gostermektedir (106). Diiz grafiler MR kadar sensitif olmadig1 i¢in 6zellikle erken evre ve heniiz
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subkondral kollaps gelismemis hastalarin tan1 ve takibinde MR vazgecilmezdir. FBON tanisinda
MR ve sintigrafiyi karsilastiran bir calismada MR’1n %100 duyarliligina karsin sintigrafin %81
duyarli oldugu bildirilmistir (107). Goriintiilemede kullanilabilecek diger yontemler BT ve PET

olmakla beraber pratikte bu yontemlere ihtiyag duyulmamaktadir.

Resim 15: FBON tanili hastanin sol kalca frog leg grafisi. Beyaz ok hilal (crescent) bulgusunu
gostermekte (Dr Maulik S Patel’in izniyle, Radiopaedia.org, rID: 17763)

MR ve sintigrafiyi karsilastiran bir calismada MR’1n %100 duyarliligina karsin sintigrafin %81
duyarli oldugu bildirilmistir (107). Goriintiilemede kullanilabilecek diger yontemler BT ve PET

olmakla beraber pratikte bu yontemlere ihtiya¢ duyulmamaktadir.

MR’da STIR, T1 ve T2 deki sinyal degisiklikleri ON tanis1 koymada yol gostericidir. Genel
olarak MR’da karakteristik baz1t ON bulgular1 sunlardir (108):

1) T1’de etrafi sinirli, subkondral ‘bant benzeri’ hipointens lezyonlar patognomoniktir (106).

Bu lezyonlar nekrotik ve reparatif alanlar arasinda yer alan gegis bolgesini gosterir.
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2) T2 veya siviya hassas diger sekanslarda dis kenar1 hipointens, i¢ kenari1 ise hiperintens ¢ift
¢izgi bulgusu goriilebilir.

3) Siviya hassas sekanslarda eklem yiizeyinde ¢okme olup olmamasindan bagimsiz olarak
eklem eflizyonu goriilebilir. Kesin olarak sebebi bilinmese de, eflizyonun ON iliskili

sinovite bagli oldugu diistiniilmektedir (109).
Simiflandirma

Literatiirde osteonekroz icin ¢ok sayida farkli siniflandirma mevcuttur. Mont ve ark.,
yapmis oldugu sistematik derlemede, literatiirdeki caligmalarin %85’inde bu smiflamalardan
tcliniin kullanildigim1 bildirmistir. Bunlar Ficat ve Arlet simiflmasi, UPA sistemi ve ARCO
sistemidir.

Tablo 3: Farkli siniflamalarin literatiirde kullanim sikligi. Mont ve ark.’dan kisaltilarak alinmistir
(112)

Yaymnlanma yih Kullanan Calisma Sayisi

Ficat ve Arlet (110) 1960lar 96
University of Pennsylvania (111) 1984 31
Association Research Circulation

Osseous (ARCO) (112) 1991 '8
Japanese Orthopaedic Association (113) 1987 7

Marcus et al (114) 1973 5

Sugioka (115) 1978 4

Kerboul ve ark. (116) 1974 2
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Ficat ve Arlet Siniflamasi

Ficat ve Arlet sistemi 1960’larda ¢ikmis olup daha sonra modifiye edilmistir (44).
Literatiirde en c¢ok atifta bulunulan 1970 versiyonudur (117). Bu versiyonda MR kullanilmamakta
ve etkilenen alanin biiyiikliigiine dair bir degerlendirme yapilmamaktadir. 5 evre tanimlanmustir.
Bunlardan I ve II basit nekroz, III ve IV ise kollaps ile komplike olmus nekroz olarak ayrica
gruplanir. Bu evrelere ek olarak herhangi bir klinik ve radyolojik bulgunun olmadig1 ‘Evre 0’ da
tanimlanmistir. Evre 1°de heniliz radyografik degisiklikler olusmamistir ancak klinik bulgular
mevcuttur. Evre 2°de femur basinda degisiklikler goriilmeye baslanir. Nekrotik kismin etrafinda
skleroz goriilebilir. Nekroz alaninin i¢inde kiiglik kistler segilebilir. Evre 2 ile Evre 3’iin
ayrilmasinda femur basinin kismen yuvarlakligini kaybetmesine sebep olan subkondral kollaps
gelisimi ve bunun radyolojik sonucu olan ‘hilal’ bulgusu kullanilir. Evre 3’te diiz grafilerde
sekestrum ve kollaps mevcuttur ancak eklem araligi korunmustur. Evre 4 bu kaskaddaki son
asamay1 tarif eder ve deforme olmus femur basina eslik eden dejeneratif artrit bulgularini igeren

evredir.

Ficat smiflamasit 1970’lerde ¢iktiginda, heniiz MR mevcut olmadigi i¢in radyografileri
normal olan hastalarda meduller dolasimi incelemek igin Kemigin Fonksiyonal Incelenmesi
(Functional Exploration of Bone — FEB) yontemi kullanilmistir (110). Bu yontem kemik iligi
basincinin dlgiilmesi, intramediiller venografi ve son olarak kor biyopsiden olugmaktadir. Kor

biyopsi bulgular1 Arlet ve Durroux siniflamasina gore tiplendirilir (72) (Bkz: Patogenez).
University of Pennsylvania Siniflamasi

Bir diger sikca atifta bulunulan smiflama University of Pennsylvania siniflamasidir.
Steinberg ve ark. hem evreyi hem de tutulum boyutunu i¢eren kapsamli bir sistem gelistirmislerdir
(118). Bu sistemde 7 evre mevcuttur. Nekrotik lezyonun boyu ve eklem yiiziiyle iliskisi de
degerlendirilir. Evre 0’da radyografi ve MR normaldir. Evre 1’de radyografiler normaldir ancak
MR’da degisiklikler baglamistir. Evre 2°de radyografilerde ON ile uyumlu degisiklikler goriilmeye
baglamistir. Evre 3 subkondral alanin hemen altinda yer alan radyolusen ‘hilal’ seklinde lezyonla
karakterizedir. ‘Hilal’ bulgusu intakt bir eklem yiizliniin altindaki trabekiiler kemigin ¢6kmesini
gosterir. Femur basinda heniiz diizlesme yoktur. Evre 4’te femur basinda kollaps mevcuttur. Evre

5’te eklem aralig1 daralmasi ve asetabulumda degisiklikler baglamistir. Evre 6 ileri evre koksartroza
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isaret eder. Bu siniflamanin en 6nemli 6zellikleri hem manyetik rezonans goriintiileme bulgularini

hem de lezyon biiyiikliigiinii dahil eden ilk siniflama olmasidir (119).
ARCO Siniflamasi

ARCO siniflamasi 1991 ile 1993 arasinda, tek ve kapsamli bir siniflandirma ihtiyacindan
ortaya ¢cikmistir (112,120). 3. versiyonunda evreler 5’e indirilmis olup lezyon boyu UPA sistemine
gore tanimlanmis, ek olarak Japon sistemine gore medial santral ve lateral olarak da etiketlenmistir.
ARCO simiflamasinda lezyon boyutu kiiciik, orta veya biiyiik olarak ayrilir. Boyut 6lgmede diiz

grafilerden veya MR’da acisal dlgiimlerden faydalanilabilir.

ARCO smiflamasi ilk olarak 6 evre igermekle beraber 1994°te modifiye edilip giinlimiizde
kullanilan formuna ulagmistir (120). Bu versiyonda ARCO evre 0’da histolojik inceleme harig tim
tanisal tetkikler normaldir. ARCO evre 1°de radyografi bulgusu yoktur ancak MR bulgulari ortaya
cikmigtir. ARCO evre 2’de radyografilerde lokal osteopeni, kemik iligi nekrozu ve kemik
infarktlar1 mevcuttur. Buna sinovyal efiizyon da eslik edebilir (106). Subkondral ¢6kme yoktur.
ARCO evre 3’te subkondral kollaps ger¢eklesmistir. ARCO evre 4’te eklem yiizeyi uyumsuzlugu

zemininde ileri dejenerasyon gelisir.

Bu siniflandirmalara ek olarak etkilenen alanin tam olarak 6l¢iilmesi i¢in bazi yontemler
gelistirilmistir. Bunlardan en ¢ok kullanilanm1 1974’te Kerboul ve ark. tarafindan gelistirilen
yontemdir (116). Bu yontemde etkilenen ylizeyin agisal miktar1t AP ve lateral grafilerde dlgiiliir ve
toplanir. MR’in ON’nin boyutunu hesaplamada daha basarili oldugunu bildiren yayinlar
mevcuttur. 1995’ten itibaren Kerboul metodu midkoronal ve midsagittal MR kesitleri ile

hesaplanacak sekilde modifiye edilmistir (121).

Ideal bir siiflandirma sistemi giivenilir ve tekrarlanabilir olmalidir. Giiniimiizde tiim
yazarlarin {izerinde anlastigi kapsamli ve evrensel olarak kabul gérmiis bir siniflandirma
bulunmamaktadir (122). Ficat ve Arlet sistemi ilk ve en ¢ok kullanilan yontem olmaya devam
etmektedir. Yeni c¢ikan smiflandirmalar farkli avantajlar vadetse de, biiylik c¢alismalarla
gecerlilikleri kanitlanmalidir. Bugiin i¢in FBON tanisinda kullanilacak siniflandirma sistemi
arastirmactya ve klinisyene baglidir (123). Mont ve ark. bu siniflamalarda kullanilan kriterleri su

9 madde ile 6zetlemislerdir (124):
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1) Tam icin biyopsi gerekli degildir

2) MRI en spesifik ve sensitif tan1 metodudur

3) Semptomatoloji, hastalik siddetini belirlemede giivenilir degildir ve simiflandirma
sistemlerinin pargast olmamalidir

4) Prognozun en onemli belirleyenlerinden biri femur basinda kollaps olup olmadigidir

5) Lezyon boyutu 6nemlidir ancak lezyon boyutunu en iyi 6l¢gme yontemi heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir

6) Asetabiiler kikirdagin etkilenmesi hastaligin evresini belirlemede 6nemlidir ancak bunun
ameliyat Oncesinde veya ameliyat sirasinda degerlendirilmesi konusu heniiz net degildir

7) Femur basinin ¢okme miktar1 hastaligin progresyonunda major bir prognostik indikatordiir

8) Cokmiis femur basinin miktarini ve ‘hilal’in uzunlugunu 6lgmek tekrarlanabilir olmayabilir

9) Biiyiik lezyonlar s6z konusu oldugunda lezyonun lokasyonu cok onemli olmayabilir.
Lateral lezyonlar genelde biiyiik olur. Medial lezyonlar, oldukc¢a nadir olmalarina karsin

genellikle kiiciiktiir ve en iyi prognoza sahiptirler

Tedavi secenekleri

FBON tanis1 konulduktan sonra hastanin yasi, sikayetleri, lezyonun yeri ve fonksiyonel
beklentisine bagl olarak farkli tedavi yontemleri izlenebilir. Asemptomatik hastalarda yaklasim
tartismal1 olup, bazi yazarlar ‘bekle ve gor’ stratejisini onermektedir (105). Ancak asemptomatik
ON’nin semptomatik olma riskinin yiiksekligi diisliniildiigiinde bu yaklagim ideal olmayabilir
(104). Bu tedaviler kabaca konservatif ve girisimsel tedaviler olarak gruplanabilir. Medikal ve
cerrahi tedavide son 50 yilda kaydedilen ilerlemelere ragmen, ON’nin ideal tedavisi konusunda

halen ihtilaf mevcuttur (60).
Konservatif Tedaviler

FBON tedavisinde farkli konservatif tedavi protokolleri mevcuttur. En ¢ok kullanilan
yontemlerden bir tanesi tek basina veya baska tedavilere ek olarak yiikten kurtarmadir. 819
asemptomatik AVN hastasinin incelendigi bir ¢calismada (125), ortalama 2.8 yillik takip siiresinde
hastalarin %78’inin cerrahi ge¢irdigi bildirilmistir. Tam yiik, parsiyel yiik ve yilikten kurtarma
arasinda bir fark bulunamamistir. Yiikten kurtarmanin hastaliin ilerlemesini engellemekte tek

basina yetersiz olabilecegini 6ne siiriilmiistiir.
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Ozellikle koagiilopati zemininde ON olan hastalarda antikoagiilan kullanimi1 hakkinda
cesitli yayimnlar mevcuttur. Glueck ve ark., yaptiklar1 klinik ¢alismada enoksaparin tedavisinin
trombofili-hipofibrinoliz mevcut olan hastalarda siklikla primer ON’nin progresyonunu
engelleyebilecegini bildirmislerdir (126). Deneysel ¢alismalarda klopidogrel ve varfarinin de ayni

amacla kullanilabilecegi 6ne stiriilmistiir (127,128).

Kemik dokunun yag hiicreleri ile infiltrasyonu ON’nin karakteristik bir 6zelligidir (129).
Kortikosteroid tedavisinin hiperlipidemiye yol agarak yag hiicresi boyutu ve hacminde biiylimeye
neden oldugu bilinmektedir (63). Kemik iligindeki artmis yag i¢eriginin intraossedz basinci arttirip
iskemi yaratabilecegi hipotezi statinlerin ON tedavisi ve profilaksisinde aragtirilmasini beraberinde
getirmistir. Statinlerin hem hayvan calismalarinda, hem de klinik calismalarda steroid zemininde

gelisen ON insidansini azalttig bildirilmistir (130,131).

Osteoklastik aktiviteyi azaltmalar1 sebebiyle bifosfonatlar, osteoporoz hastalarinda kemik
mineral yogunlugunun arttirilmasi i¢in siklikla kullanilmaktadir. ON’de subkondral kollapsa sebep
olan, nekrozun kendisinden ziyade tamir siirecinin bir parcgasi olarak kemik yikiminin yarattigi
mekanik zayiflik oldugu igin, teorik olarak bifosfonat tedavisinin subkondral kollapsi
Onleyebilecegi one siiriilmistiir. Bazi kanitlar erken evrede (prekollaps) bifosfonat kullaniminin
faydali olabilecegini gostermekle beraber, sonuglar ¢eliskili olup tedavi dozu ve siiresi hakkinda

net kilavuzlar yoktur (132—134).

Hiperbarik oksijen tedavisi, vazokonstriksiyon yaparak hiicresel 6demi azaltmakta, ek
olarak intraselliiler oksijeni arttirarak hiicre diizeyinde iskemi ve intraselliiler basinci azaltmakta,

ayrica anjiogenezi ve mikrosirkiilasyonu arttirmaktadir (135).

ON tedavisinde elektrik stimiilasyon ve ultrason kullanimi1 da tek basina ve bagka tedavilere
ek olarak incelenmistir (136). Massari ve ark.’nin Journal of Bone and Joint Surgery’de 2006
yilinda yayinladigr bir ¢alismada FBON tanili 66 hastanin toplam 76 kalgasina pulse
elektromanyetik alan stimulasyonu uygulanmis, kalga ekleminin korunmasinda veya ameliyata
kadar olan siireyi uzatmada etkili olabilecegi sonucuna varilmistir (Kanit diizeyi: IV) (137). Ancak
simirlt sayidaki kanmit diizeyi yiiksek c¢alismada faydalari kanitlanamadigindan, bunlar giinliik

pratige girmemistir (138).
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Girisimsel Tedaviler

Son yillarda osteonekroz tedavisinde mezenkimal kok hiicre (MKH) kullanimi gittikge
artarak arastirllmaktadir. MKH’ler kemik iliginden veya adipoz dokudan elde edilebilir.
MKH’lerin, uygulama alaninda proliferasyon ve farklilasma 6zelliklerinin yan1 sira ON agisindan
faydali olabilecek anjiogenik sitokinler de salgiladigi bildirilmistir (139). Bazi arastirmacilar erken
evre ON tedavisinde basar1 sagladiklarini bildirmislerdir (140,141). Ne var ki, bu konudaki literatiir

heniiz kisithdir. Diger tekniklere gore daha az invaziv olmasi bu yontemi cazip kilmaktadir.

ON’nin cerrahi tedavisinin ana prensibi subkondral ¢okmeyi engellemektir. Kiigiik boyutlu
prekollapslarda sik¢a kullanilan tekniklerden biri kor dekompresyondur (142). Bu prosediiriin
osteonekrozun patogenezinde etkili mekanizmalardan biri oldugu diisiiniilen artmis intraossedz
basinci azaltarak ise yaradigi distliniilmektedir. Intraosse6z basincin azaltilmasinin normal kan
akimini restore ederek femur basinda osteonekrozu engelleyecegi diisiiniilmektedir (143). Uygun
hasta secimi ve cerrahi tekniklerle uygulandiginda kor dekompresyon giivenli ve etkili bir
yontemdir (125,144). Kor dekompresyon tek bir kalin oyucuyla veya cok sayida K-teli ile, kendi

basina veya ek greftleme prosediirleriyle beraber kullanilabilir.

Rotasyonel osteotomi bir baska kalca koruyucu cerrahi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Sugioka tarafindan 1972’de tanimlanan bu teknigin mantigi, rotasyonel osteotomi ile nekrotik alani
ylk alan bolgeden almayan bolgeye tasimaktir. Ne var ki baslangicta bildirilen basarili sonuglar

bat1 iilkelerinde yapilan ¢aligmalarda tekrarlanamamistir (145).

Yiizey artroplastisi, 6zellikle geng hastalarda kullanilan bir segenektir. Uygun teknikle ve
endikasyonla uygulandiginda basarili sonuglar bildirilmistir (146) Total kalga artroplastisi ise ileri
evre FBON ile bagvuran ve orta yasli-yasl hasta grubunda miikemmel bir tedavi secenegidir.
Ozellikle son yillarda gériilen triboloji alanindaki gelismeler ve operatif tekniklerin gelismesi
komplikasyon oranini diisiiriip ameliyatin orta ve uzun dénem basarisini belirgin olarak arttirmistir

(147).

Mont ve ark. 2020 yilinda JBJS’de yayinladiklar1 ‘Femur basinin atravmatik osteonekrozu:
Bugiin neredeyiz? — 5 Yillik Giincelleme’ isimli yazida mevcut tedavi segeneklerini kanit diizeyine
gore derecelendirerek su tablo ile 6zetlemislerdir (122) (Tablo 4). Bu tablonun en dikkat c¢ekici

tarafi konservatif tedavi yontemlerindeki kanit yetersizligidir.
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Tablo 4: Literatiirde farkli tedavilerin kanit diizeyi. Mont ve ark.’dan alinmistir[ 125]

Tedavi Tavsiye Derecesi*

Operatif
Prekollaps

Kor dekompresyon

Coklu kiiciik ¢apli drilleme

Kor dekompresyona ek olarak greftleme
Hiicre bazli tedaviler

Damarsiz kemik grefti ile greftleme
Damarli kemik grefti ile greftleme
Tantalum ¢ubuk

Rotasyonel osteotomi

O W O w w @w > > >

Acisal osteotomi
Post-kollaps

Total Kalga Artroplastisi A
Konservatif

Gozlem

Yiikten kurtarma

Bifosfonatlar

Antikoagiilanlar

Vazodilatorler

Asetilsalisilik asit

Ekstrakorporeal sok dalga terapisi

Pulse elektromanyetik alan

Lo T R R I I e T T |

Hiperbarik oksijen

* Tavsiye dereceleri Wright ve ark. tarafindan tanimlanmis olup (148), A: Girisimi destekleyen veya
girisime kars1 iyi kanit diizeyini, B: Girisimi destekleyen veya girisime kars1 makul kanit diizeyini, C:
Girisimi destekleyen veya girisime kars1 zayif kanit diizeyini belirtir. I ise girisimi desteklemek veya

girisime kars1 ¢gikmak i¢in yetersiz veya geliskili kanit oldugunu belirtir.

Ozetlemek gerekirse konservatif tedaviler yeterli kalmadiginda veya ileri evre FBON ile
bagvuran hastalarda girisimsel tedaviler gerekebilir. Bu tedaviler kalga eklemini koruyan veya

korumayan tedaviler olarak gruplanabilir. Kal¢a eklemini koruyan basglica girisimler kok hiicre
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tedavisi, kor dekompresyon ve bazi osteotomiler olup, korumayan girisimler baslica yiizey

artroplastisi, total kalga artroplastisidir.

2.4 Femur basi osteonekrozunda hayvan modelleri

Femur bas1 osteonekrozunun olusturuldugu bir hayvan modeli patogenez, tan1 ve tedavi
caligmalar1 i¢in ¢ok faydali olma potansiyeli tasimaktadir. Bu amacla ¢esitli hayvan modelleri
onerilmistir. Ne var ki literatiire bakildiginda sadece kortikosteroid ile subkondral kollaps, creeping
substitution ve dejeneratif eklem hastalifi olan ilerleyici ON  hastaliginin gilivenilir ve
tekrarlanabilir olarak yaratilamamis oldugunu goriiyoruz. Hayvan modellerinde en ¢ok fare, rat,
tavsan, domuz ve tavuklarin kullanildigi goriilmektedir. Bunlar disinda koyun, midilli ve bir
devekusu cinsi olan emu ile yapilan calismalar da mevcuttur. Yiik vermedeki farkliliklar
(quadruped-biped), yas, tedavi siiresi, komorbiditeler ve metabolik yolaklardaki farkliliklar
sebebiyle hayvanlarda yapilan ¢alismalarin sonuglarinin insanlara ekstrapole edilip edilemeyecegi
tartismalidir. Biped olmalar1 sebebiyle tavuk ve emu modellerinin insandakine benzer FBON
modelleri i¢in daha uygun oldugunu savunan yazarlar mevcuttur (149).

Literatiirdeki hayvan modellerinde osteonekrozun da farkli sekilde tanimlandig:
goriilmektedir. Ornegin, Bauer ve ark., bos lakiinlerin varlig1 ve niikleer piknozisin kriter olarak
kullanilmasii elestirmektedir. Arastirmacilar, dekalsifiye edilmis ve islem goérmiis dokularda
piknozise sikca rastlanilabildigini belirtmistir. Dahasit iskemik olaylardan sonra osteosit
niikleuslarinin korunabilecegini de bildirmislerdir (150). Ote yandan, diger yapilan ¢alismalarda
osteositlerin kaybolmasinin iskeminin baslangicindan sonra 2 ila 4 hafta siirebilece8i de
gosterilmistir (68).

Tavsanlarda kullanilan baslica osteonekroz modelleri travmatik ve atravmatik olarak ikiye
ayrilabilir. Travmatik osteonekroz modellerinde genellikle ligamentum teresi kesme ve femur
boynunu baglama yontemi kullanilmaktadir (151). Bu travma kriyojenik veya termal olarak da
olusturulabilir. Ornegin 2008 yilinda Li ve ark. ‘mikrodalgada 1sitma’ yontemi ile yeni bir
osteonekroz modeli bildirmislerdir (152). Buna karsilik atravmatik ON modelleri baslica steroide

bagli ON, LPS zemininde ON ve immiin reaksiyona bagli ON’dir.
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Steroid iliskili osteonekroz (SION) modelleri

Steroid iligkili osteonekrozun mekanizmasi tam olarak bilinmese de yiiksek doz steroidlerin
yaptig1 bazi degisiklikler literatiirde sik¢a bildirilmistir. Farkli arasgtirmacilar steroid tedavisi
sonrasi serum kolesterol, trigliserid ve fosfolipidlerinin arttifi hiperlipidemik bir durum tarif
etmiglerdir. Bu duruma femur basindaki osteositlerde yag akiimiilasyonu da eslik edebilmektedir
(153,154). Steroidlerin kan akimina etkisi ile ilgili farkli sonuglar bildirilmistir. Baz1 yazarlar
steroid tedavisi alan hayvanlarda femur basi kan akiminda veya intraosse6z basingta hi¢ degisiklik
olmadigini belirtirken (155,156), Wang ve ark. ise tavsan modellerinde steroidin femur bagi kan
akiminm1 anlamli derecede azalttigini, buna karsilik intraossedz basinci arttirdigini bulmuslardir

(157-159).

Steroidlerin kan akimini tam olarak hangi mekanizma ile etkiledikleri bilinmemektedir.
Drescher ve ark. domuz modeli {izerinde yaptiklar1 ¢alismada uzun siireli kortikosteroidin
endotelin-1 iizerinden femur basi1 kan akimini anlamli olarak azalttigini bildirmislerdir (160). Bazi
arastirmacilar spesifik kortikosteroid reseptorlerinin etkili olabilecegini 6ne slirmiistiir (161).
Tavsanda karotis ve aortik halkada steroidlerin potent bir vazodilatdr prostasiklin iiretimini inhibe
ettigi gosterilmistir (162). Ratlarda steroidlerin eNOS ekspresyonunu baskiladigini bildirilmistir
(163). Genel olarak kabul edilen mekanizma kortikosteroidlerin, lokal kan akimi {izerindeki

etkilerini, damarlarin diger endojen maddelere hassasiyetini ayarlayarak gosterdigidir (164).

Sadece steroid kullanilarak olusturulan hayvan modellerinde ileri evre FBON genellikle
olusturulamamistir (149). Ancak bu calismalarda SION igin yag hiicresi sayisinin artmasi (63),
osteositlerin yagli dejenerasyonu (154), femur basinda subkondral yag embolisi (165) ve
subkondral kemikte fokal osteolitik hiicre oliimii (153,166,167) gozlemlenmistir. Yamamoto ve
ark yiiksek doz kortikosteroid ile multifokal ON olusturduklarin1 bildirmislerdir (168). Sadece
steroid modeli ile yapilan ¢alismalar Tablo 5’de 6zetlenmistir. Yamamoto ve ark 1997’ de yaptiklari
tavsan modelinde, o zamana kadarki literatiirde sadece kortikosteroid ile hayvanlarda histolojik
olarak definitif sekilde ON olusturulamadigini1 bildirmistir (168). Ancak bunun nedenlerinden
birinin ¢alismalarin epifize odaklanmasi ve metafizer ve diyafizer bolgelere dikkatli bakilmamasi
olabilecegini dngdrerek metafiz ve diyafizin de degerlendirildigi bir calisma yayinlamiglardir. Bu
calismada sadece tek sefer 20 mg/kg metilprenizolon enjeksiyonu ile %43 oraninda multifokal ON

yapmay1 basarmislardir.
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Tablo 5: Sadece kortikosteroid ile olusturulmus tavsan FBON modelleri *

Yil Preparat** Doz Siire Sonuclar
1.5-3 Yaygin osteoporoz,
Iko/gii 160 giine )
1972 mg/kg/gun subkondral kemikte
Fisher ve ark.(166) MP kadar .
emboli
Subkondral yag
9 haftaya
Jaffe ve ark.(165) 1972 K 12.5 mg/g embolisi,
kadar
osteonekroz yok
60 giine Subkondral yag
Cruess ve ark. (153) 1975 K 5 mg/kg
kadar embolisi
2.7-12.25 Yag hiicresi
Wang ve ark(63) 1977 MP 8-12 hafta
mg/kg/h boyutunda artma
Osteoporoz, kemik
Gold ve ark.(169) 1978 MP 0.8 mg/g 8 giin nekrozu, yag
embolisi
Osteoporoz,
Warner ve ark. (155) 1987 MP 12.3 mg/h 5-9 hafta
Osteonekroz yok
Yamamoto ve ark. (168) 1997 MP 20 mg/kg 10 hafta ON (%43)
ON, yag
Miyanishi ve ark. (170) 2002 MP 20 mg/kg 2 hafta
hiicrelerinde biiylime
Motomura ve ark. (127) 2004 MP 20 mg/kg 2 hafta ON (%70)
2 haftaya
Ichiseki ve ark. (171) 2004 MP 4 mg/kg cad ON (%70)
adar

*Jones ve Allen’dan uyarlanmistir(172)

**MP= Metilprednizolon, K= Kortizon
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Bazi yazarlar ON’nin patogenezi multifaktoriyel oldugu i¢in hayvan modellerinin de bunu
yansitmasi gerektigini one stirmiislerdir (149). Bir bagka bakis agisiyla insanlar altta yatan bir
patolojiye karsi kortikosteroid tedavisi aldiklar1 i¢in hayvanlarda da bu patolojilerin taklit edilmesi

gerekmektedir. Bu amagla olusturulan iki model bulunmaktadir.
a. Endotoksik (Schwartzman Reaksiyonu)

ON’nin patogenezinde intravaskiiler koagiilasyonun 6nemli bir rolii oldugu bazi
aragtirmacilar tarafindan One siirtilmistiir (173,174). Shwartzman reaksiyonu endotoksin
(lipopolisakkarit — LPS) kaynakli doku hasarmin sistemik veya lokalize olarak yaratildig1 bir
modeldir. LPS’nin lokal ve sistemik inflamasyon, endotoksik sok, hiperlipidemi, yag embolisi gibi

etkileri bilinmektedir (175-177).

Sistemik kullanildiginda, LPS enjeksiyonu sonrasi endotel hiicrelerinin yilizeyinde yaygin
intravaskiiler trombiis olusumu gerceklesmektedir (178). Irisa ve ark. sadece tek doz LPS
uygulamasi ile %77 oraninda ON olusturabildikleri bir model yayimlamiglardir (179).
Kortikosteroidlerin, LPS’nin etkisini arttirdig1 da 6ne siiriilmiistiir. Yamamoto ve ark. 1995 yilinda
yayinladiklar1t makalede kortikosteroidlerin Schwartzman reaksiyonunu gili¢clendirdigini ve buna
bagli olarak ON siddetini arttirdigini bildirmistir (180). Bu ¢alismada kontrol grubu hari¢ 3 grup
mevcuttur. A grubu sadece LPS, B grubu LPS ve kortikosteroid, C grubu ise sadece kortikosteroid
almistir. Calisma sonucunda hem ON insidanst hem de nekrotik alanlarin genisligi en fazla B
grubunda bulunmustur. Guan ve ark. da LPS ve kortikosteroid alan tavsanlarda sadece
kortikosteroid alan tavsanlara gore daha fazla osteonekroz bildirmistir (181). Kortikosteroid ve

LPS ile olusturulmus tavsan modelleri Tablo 6’da 6zetlenmistir.
b. Hipersensitivite modeli (Serum hastalig1 modeli)

At serumu, hayvanlarda hipersensitivite reaksiyonu olusturmak i¢in aragtirmacilar
tarafindan sik¢a kullanilmistir (182—184). Matsui ve ark. kortikosteroidlerin tek basma at
serumunun yaptig1 etkiyi arttirdigin1 bulmustur. Sadece at serumu verilen modelde %33 olan ON
oran1 kortikosteroid ile at serumu verilen modelde %70’e ¢ikmistir (182,184). Bu hayvanlarda
histopatolojik incelemede wvaskiiler dejeneratif lezyonlar ¢ok dikkat g¢ekicidir. ON’nin risk
faktorlerinden birinin vaskiilit olmasi nedeniyle, hayvanlarda bunun taklit edilmesinin mantikli

olacag1 sonucuna varilmistir (185).
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Tablo 6: LPS veya LPS-KS kombinasyonu ile olugturulmus tavsan FBON modelleri *

Yamamoto ve ark. 3*20 mg/kg MP
1995  MP+/-LPS 4 hafta %386 ON
(180) 2%100 pg/kg LPS
' %77 ON, multipl
Irisa ve ark. (179) 2001 LPS 1*10 pg/kg LPS 4 hafta
trombiisler
3%20 mg/kg MP Tiim tavsanlarda
Qin ve ark. (186) 2006 MP+LPS 6 hafta intravaskiiler trombiis,
%
1*10 pg/kg LPS 9493 ON
3%20 mg/kg MP %60 ON, yag hiicre
Sheng ve ark. (187) 2007 MP+LPS 2 hafta  boyutu ve yogunlugunda
%k
1*10 pg/kg LPS artma
3*20 mg/kg MP
Wu ve ark. (188) 2008 MP+LPS 6 hafta %90 ON
2*10 pg/kg LPS
3*20 mg/kg MP
Song ve ark (189) 2017 MP+LPS 6 hafta %383 ON
1*10 pg/kg LPS

*LPS: Lipopolisakkarit, MP: Metilprednizolon, K: Kortizon

2.5 NO-cGMP sistemi ve fosfodiesteraz inhibitorleri

Kan damarlarinin gevseme mekanizmasinda endotel kaynakli nitrik oksitin (NO) etkili

oldugunun 1986’da Furchgott ve Ignarro tarafindan bagimsiz olarak bulunmasi arastirmacilara

Nobel odiilii getirmesinin yaninda tip diinyasi i¢in de pek ¢ok acidan devrim niteliginde olmustur

(190). NO, guanilil siklaz1 (GS) aktive ederek siklik guanozin monofosfat (cGMP) sentezini

arttirmakta, ve bu sayede damarlarin etrafindaki diiz kaslar1 gevsetmektedir. Bunun disinda

kardiyak dokuyu koruma, noronal plastisite, endotelyal gecirgenligin ayarlanmasi ve gen

transkripsiyonu fonksiyonlar1 da vardir. cGMP’nin fosfodiesteraz yoluyla yikilmasi bu etkiyi
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sonlandirmaktadir. Farkli dokularda bu enzimin farkli spesifik alt tipleri bulunmaktadir.
Fosfodiesteraz inhibitorleri selektif ve non-selektif olarak iki grupta incelenebilirler. Teofilin, non-

selektif bir PDE inhibitorii olup yaklasik 80 yildir kullanimdadir (190).

Selektif PDE-5 inhibitorleri ise yakin zamanda gelistirilmislerdir. {1k olarak anjina pektoris
tedavisi i¢in gelistirilen bu ajanlar, faz I klinik caligma sirasinda yan etki olarak penil ereksiyon
goriilmesi lizerine erektil disfonksiyon tedavisinde kullanilabilecekleri ongoriilmiistiir (191).
Sildenafil 1998 yilinda Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi tarafindan erektil disfonksiyon tedavisi i¢in
onaylanan ilk PDE-5 inhibitorii olarak piyasaya siiriilmiistiir. Giiniimiizde oral PDES inhibitorleri
klinik uygulamada en ¢ok erektil disfonksiyon tedavisinde kullanilmaktadir. Bunun disinda
pulmoner hipertansiyon ve benign prostat hiperplazisinde kullanilmaktadir. Ayrica endikasyon dis1

(off-label) olarak Raynaud fenomeni ve alopecia areata gibi farkli kullanim alanlar1 da vardir (192).

Erektil disfonksiyon tedavisinde cGMP’nin vazodilatasyon etkisini devam ettirmesinden
faydalanilir. Normal sartlar altinda NO corpus cavernosumdaki kan damarlarini cGMP birikimi
sayesinde genisletir. PDE-5 enzimi cGMP’yi yikar. PDES inhibitorleri bu yikim1 engeller. Boylece
NO’nun vazodilator etkisinin sona ermesini engeller. En yaygin olarak sildenafil, vardenafil ve
tadalafil kullanilmaktadir. Bu {i¢ ilacin etkinligi ve yan etki profilleri benzerdir. Sildenafil ve
vardenafil molekiiler olarak benzer olup, tadalafilin yapis1 farklidir ve bu nedenle farmakokinetik

ozellikleri diger ikisinden farkhdir.

Tadalafil segmemizin nedenlerinden biri tadalafilin sildenafil kadar potent ve selektif
olmasinin yaninda yarilanma siiresinin ¢ok daha uzun olmasidir. Bu siire sildenafil i¢in 3.7 saat
olup tadalafil icin 17.5 saattir (193). Bu ilaglarin farmakokinetikleri de farklidir. Sildenafilin
yemekle (6zellikle yaglh yemekler) birlikte alindiginda maksimum plazma konsantrasyonunun
%30’a kadar azalabilecegi belirtilmistir (194). Yemeklerin tadalafil iizerinde boyle bir etkisinin

olmadigi bilinmektedir (195).

PDE-5 inhibitorleri, 6zellikle kardiyoloji literatiiriinde sik¢a c¢alisilmistir. Yapilan hayvan
modellerinde, PDE-5"in oksidatif stresle arttig1 ve sol ventrikiil hipertrofisine ve bu yolla kardiyak
yetmezlige yol agabilecegi bildirilmistir (196). Bu sebeple PDE-5 inhibisyonunun kalp
yetmezliginde faydali olabilecegi one siiriilmiistiir. cGMP’nin ayrica plateletler iizerinde anti-
agregan etkisi oldugu da bildirilmistir (197). Dolayisiyla anti-trombotik etkisi oldugundan

bahsetmek de miimkiindiir. PDE-5 inhibitérlerinin kardiyak koruyucu etkileri Hoke ve ark.
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tarafindan calisilmis olup arastirmacilar sildenafil ile 6nkosullandirma (preconditioning) yapilan
kardiyak hiicrelerin iskemi/reperfiizyon hasarina daha dayanikli olduklarini ve bu hiicrelerde
VEGF ekspresyonunun arttigini bildirmistir (198). Vidavalur ve ark., sildenafilin koroner arteriolar

endotel hiicrelerinde VEGF ekspresyonunu arttirdigini géstermislerdir (199).

PDE-5 inhibitorlerinin kan damarlar1 lizerindeki etkileri, ortopedi dahil olmak {izere pek
cok farkli branstaki arastirmacilarin da ilgisini ¢ekmistir (200-203). Plastik cerrahi literatiiriine
baktigimizda PDE-5 inhibitorlerinin 6zellikle flep canliligina katkisi acisindan incelendigini
goriiyoruz. Hart ve ark. sildenafilin ratlarda flep nekrozunu 6zellikle erken donemde azalttigini
(204), Shah ve ark. PDE-5 inhibisyonunun nikotin verilen ratlarda cilt flebi canliligini arttirdigin
(205), Liu ve ark. kronik sildenafil kullaniminin rat penisindeki dokularda VEGF ekspresyonunu
arttirdigin1  bildirmistir (206). Huyut ve ark., tadalafilin ratlarin bobrek dokusunda VEGF
ekspresyonunu arttirdigin1 - gostermislerdir (207). Sahara ve ark. PDE-5 inhibisyonunun

VEGF/HIF-1 yolag {izerinden anjiogenezi arttirdigini bulmustur (208).

PDE-5 inhibit6rlerinin dogrudan kemik tizerine etkileri olabilecegi de gosterilmistir. PDE-
2, 3, 4, ve 5 kemik hiicrelerinde bol miktarda ekprese edilmektedir. VEGF nin de kemik gelisimi,
bliylimesi ve kirik kaynamasi iizerindeki olumlu etkileri bildirilmistir (84,209-212). VEGF nin
anjiyogenez ve kemik formasyonunu iliskilendirdigi (213), bu nedenle kemik metabolizmasinda
onemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir (214,215). Yapilan caligmalar PDE-5 inhibitorlerinin
anjiyogenezi arttirmak suretiyle kemik mineralizasyonunu ve trabekiiler kemik kalinligini
arttirdigimi  gostermistir (216,217). Yaman ve ark. sildenafilin kirik kaynamasina faydali
olabilecegini (218), Subhashis ve ark. sildenafil ve vardenafilin osteopenik farelerde osteoanabolik
etkisi olabilecegini O6ne siirmiistiir (219). Song ve ark. tarafindan 2017 yilinda kortikosteroid ve
LPS kombinasyonu ile yapilan tavsanda ON modelinde (189) de sildenafilin VEGF {izerinden

femur bagi kanlanmasini arttirdig1 goésterilmistir.

Biz c¢alismamizda profilaktik ajan olarak tadalafil kullanarak, hem NO-cGMP-
vazodilatasyon yolaginda hem de tamir i¢in gerekli olan anjiogenez-osteogenez siirecinde,
olusturdugumuz  kortikosteroid ve  lipopolisakkarit ~modelinin  olumsuz  etkilerini

engelleyebilecegimizi diistindiik.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Histopatolojik inceleme

Calisma i¢in etik kurul onay1 alindi. 28 haftalik, saglikli, agirliklart 3.7-4.2 kg arasinda
degisen 24 adet Yeni Zellanda tavsanindan 8 tanesi (4 disi, 4 erkek) kontrol grubu (GO) yapilarak
herhangi bir islem yapilmadi. Kalan 16 adet (8 erkek, 8 disi) tavsan 4 disi ve 4 erkekten olusan 8
tavsanlik iki esit gruba ayrildi. Tiim tavsanlar deney siiresi boyunca ayri kafeslerde ve esit sartlarda,
12 saat giindiiz 12 saat gece sikliisii olacak sekilde tutuldu. Standart laboratuvar diyeti ve su, ad
libitum verildi.

Birinci gruptaki (G1) tavsanlara 0.1 mg/kg fenol ile ekstrakte edilmis E.coli O111:B4
lipopolisakkaridi (Sigma, St. Louis, MO, USA) marjinal kulak veninden intravendz olarak
uyguland1 (Resim 16). Ardindan aymi giin baslamak {iizere, ii¢ giin st iste 40 mg/kg
metilprednizolon sodium siiksinat (MP) intramiiskiiler olarak uygulandi. Bu gruptaki hayvanlar
son MP enjeksiyonundan 3 hafta sonra sakrifiye edildi.

il b

Resim 16: Intravendz lipopolisakkarit uygulamasi icin marjinal kulak veninden damar yolu
acgilmasi
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Baslangig (1. Giin) 8. Gin  10. Gin

Grup 1 I & I
40 mg/kg MP* IM x 3 LPS ’

0.1 mg/kg LPS** IV x 1 I —

I I Goriintiileme

I 3 Hafta Bekleme ve
Grup 2 LpS Sttresi Sakrifikasyon
5 mg/kg tadalafil PO x 10 I %I
40 mg/kg MP IM X 3 I T T T T T T T T 1

0.1 mg/kg LPSIV x 1 4 s s o s o
Tadalafil

* MP: Metilprednizolon
** LPS: Lipopolisakkarit

Sekil 8: Calisma yonteminin semasi

Resim 17: Kil testere ile femur bas1 midkoronal hattan ikiye ayrildiktan sonra makroskopik
gorunim



Ikinci gruptaki tavsanlara 10 giin boyunca 5 mg/kg Tadalafil (Cialis®) mide lavaji yontemi
ile verildi (Resim 18). Tadalafil tedavisinin 8. giiniinde bu gruptaki tavsanlara da G1’deki tavsanlar
gibi 0.1 mg/kg LPS verildikten sonra ayni1 giin baglamak tizere 3 giin boyunca giinliik 40 mg/kg IM
MP uygulamasi yapildi. G2’den iki tavsan son MP enjeksiyonundan 6 ve 9 giin sonra ex oldu ve 2
haftadan kisa siirede ex olmasi sebebiyle ¢alismadan ¢ikarildi. Son MP uygulamasindan 3 hafta
sonra kalan hayvanlar yiiksek doz ketamin ile sakrifiye edildi. Calisma yontemi Sekil 8’de

gosterilmistir.

Resim 18: Mide lavaji ile tadalafil ¢ozeltisinin verilmesi
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Sakrifikasyon sonrasi 1 saat icinde MR goriintiileme yapildi. Daha sonra her iki femur
cikartildi. AP ve lateral grafiler ¢ekildi. Otomatik kil testere ile femur basi koronal planda ikiye
boliindiikten sonra kiiclik parca sivi azota atilarak 3 dk bekletildi. Daha sonra her yarim femur basi
parcasi ayr1 eppendorf tiiplerine yerlestirilerek -80° C’de molekiiler biyolojik inceleme igin
muhafaza edildi. Kalan femurlar trokanter minor seviyesinin yaklasik Smm distalinden kesilerek
proksimal parca %10 tamponlanmis formaldehid soliisyonunda 1 hafta bekletildi. Daha sonra %10
etilenediamintetraasetat ile dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon sonrasi femur baslarinda parafin
bloklara yerlestirildi ve 4 mmlik kesitler alindi. Kesitler hematoksilen eozin ile boyand1 ve 1s1k
mikroskobu ile FBAVN ile uyumlu degisikliklerin varlig1 kidemli kemik yumusak doku patologu

tarafindan incelendi.

Radyolojik inceleme
MR gorintiileri hangi kalgalarda histopatolojik olarak dogrulanmis nekroz oldugunu
bilmeyen kidemli bir kas iskelet radyologu tarafindan, tek kor olarak yorumlandi. MR’da eklemde

eflizyon ve kemikte sinyal degisikline bakildi.

Molekiiler Biyolojik Inceleme

a. Protein izolasyonu

S1v1 azot ile dondurulup -80°C'de saklanan dokulardan protein izolasyonu gerceklestirildi.
Bunun i¢in ilk olarak, dokular kiicilik pargalara boliindii ve yaklasik 300 mg olacak sekilde tartildi.
Tartilan dokular havana alinarak sivi azot yardimiyla ezildi, toz haline getirildi ve 1,5 mL
mikrosantrifiij tliplerine aktarildi. 300 mg dokuya 1 mL RIPA soliisyonu eklendi. Proteinlerin
degrade olmamalar1 i¢in proteaz inhibitorleri ve proteinlerin stabilizasyonu i¢in sodyum
ortovanadat kullanildi. Toz halindeki dokuyu ve soliisyonu iceren tiip vortekslenerek homojenize
edildi. Tiip 5 dk buz tizerinde bekletildi, tekrar vortekslendi ve -80°C’de gece boyu bekletildi.
Ertesi giin 10000 x g'de, 4° C'de, 20 dk boyunca santrifiij edildi, supernatant 6nceden sogutulmus

tiiplere aktarildi. Protein konsantrasyonlar1 bisinkoninik asit (BCA) yontemine gore 6lciildii (220).
b. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protein silispansiyonu, kuyucuk basina 50 pg protein olacak sekilde (%4-20 Mini-PROTEAN®

TGX™ Precast Protein Gels) 2x Laemmli soliisyonu ile 1:1 oraninda karistirildi ve negatif yiikle
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ylklendi. Dikey elektroforez sabit voltajda (120 V), boyaya ait bant jelin alt kenarina 2-3 mm
kalana dek (yaklasik 70 dakika) yiirtitiildii.

Resim 19: Laemmli buffer ile hazirlanan 6rneklerin dikey elektroforezde yiiriitiilmesi

c¢. Blotlama ve Antikor Inkiibasyonu

Elektroforez sonrasi molekiil agirliklarina gore ayrilan proteinler, yar1 kuru transfer sistemi
kullanilarak poliviniliden difloriir (PVDF) membrana (Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini PVDF
Transfer Kit) aktarildi. Blotlama isleminin ardindan membranda saptanmak istenen antijene
baglanacak olan primer antikorlar (Anti-VEGF antibody, Abcam, MA, ABD ve Anti-Beta Aktin
antibody, Cell Signaling) %S5 siit tozu icerisinde 1:1000 oraninda hazirland1 ve membranin {izerine
yayilarak +4°C’de sallanarak gece boyu bekletildi. Ardindan 1XTBST ile 5 dakika boyunca 5 kere

yikanan membranlarin iizerine, %5 siit tozu igerisinde hazirlanan sekonder antikor (Goat Anti-
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Mouse, Abcam) yayildi ve oda sicaklifinda sallanarak 1 saat boyunca bekletildi. Membran
IXTBST ile yikandiktan sonra iizerindeki bantlar kemiliiminesans kit (Clarity Western ECL
Substrate, Biorad, CA, ABD) kullanilarak goriintiileme cihazi ile goriintiilendi ve
derecelendirilmesi ImageJ (Ulusal Saglik Enstitiisii, ABD) programu ile yapildi. Her bir 6rnegin
protein ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in, ilgili 6rnegin beta aktin (house-keeping protein)
ekspresyon diizeyleri ile normalizasyon yapildi ve VEGFA protein ekspresyon seviyelerindeki

degisimler belirlendi.
Istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz degerlendirmelerinde iki grup arasindaki karsilastirmalar igin Student's t
test ve Mann Whitney-U test kullanildi. Analizler % 95 giiven araliginda, GraphPad Prism 9
(GraphPad Software, CA, ABD) programi kullanilarak gergeklestirildi. p<0,05 istatiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

GO0’daki tavsanlarin higbirinin kalgasinda patoloji goriilmedi. G1’de 8 tavsanin 16
kalcasindan 15’inde (%94) nekroz goriildii. Buna karsilik G2’de 6 tavsanin 12 kalgasindan 8’inde
(%67) nekroz gortildii. Ki-kare testi sonucunda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig:

bulundu (p>0.05). G2’de nekroz goriilmeyen 4 spesimen 2 tavsana ait idi. Nekroz goriilen 23

kal¢adan 16 tanesinde nekroz tipi Arlet ve Durroux Tip 2 (%70), 5 tanesinde Arlet ve Durroux Tip
3 (%22), 2 tanesinde Arlet ve Durroux Tip 4 (%9) idi.

Resim 20: G1 ve G2’den farkli Arlet-Durroux evrelerini gosteren goriintiiler. (A) Arlet ve Durroux
Tip 1, (B) Arlet ve Durroux Tip 2, (C) Arlet ve Durroux Tip 3, (D) Arlet ve Durroux Tip 4

Lokasyonlarina gore incelendiginde G1°de 15 ON+ proksimal femurun 13’iinde lezyon
metafizde (%87), 8’inde (%53) ise subkondral alanda (epifiz) idi. G2’de 8 ON+ proksimal femurun
7’sinde lezyon metafizde, (%88), 2’sinde ise subkondral (%25) alanda idi. G2’de, G1’e gore
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subkondral alanda daha az nekroz goriilmesi (%53’e %25) Ki-kare testine gore istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (p>0.05).

Resim 21: Metafizer ve subkondral alanlarda nekroz goriintiisii. (A) Subkondral kollaps
mevcut(Hematoksilen&Eozin. 1X biiyiitme). (B) Ayn1 alanin daha yakindan goriiniimii (H&E, 4X
biiylitme)

Bilateral kalga eklemi eflizyonu 14 tavsanin 13’linde mevcut idi (Resim 22). Gruplar
arasinda efiizyon acisindan anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05). G1’de 1 tavsanda T1 sekansinda
bilateral hipointens epifiz goriildii. T2 de toplam 28 kalganin 17’sinde femur basinda fokal 6dem
goriildii ve lezyon varlig olarak yorumlandi (Resim 23). Histopatolojik olarak sekilde dogrulanan
lezyonlar ve tek kor yapilan radyolojik degerlendirme sonuglari ile pozitif ve negatif prediktif deger
hesaplamak i¢in 2x2'lik bir tablo olusturuldu (Tablo 6). Bu tabloya gére MR’1n pozitif prediktif
degeri %89, negatif prediktif degeri %70 olarak hesaplandi.
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Resim 22: Eklem ig¢in efiizyon olmayan (A) ve olan (B) iki tavsanin koronal T2 MR kesiti

Resim 23: Ug farkli tavsana ait MR kesitleri. (A) ve (B) histolojik olarak kanitlanmis nekrotik
lezyon olmayan iki farkli tavsana ait. (C) ve (D) histolojik olarak kanitlanmig bilateral nekroz
alan1 olan ayni tavsanin sag ve sol kalgasi. Her iki bagin epifizinin ortasinda fokal hipertens odak
bulunmakta.

52



Tablo 7: MR’da saptanan ve histolojik olarak dogrulanan lezyonlarin dagilimi

Histoloji (+)  Histoloji (-)

MR (+) 16 2

MR (-) 3 7

Molekiiler Biyolojik Sonuc¢lar

Yapilan analizlerde G2 grubunda VEGFA protein ekspresyon seviyelerinin kontrol ve G1
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi goriildii (sirasiyla p<0.0398 ve
p<0.0004) (Sekil 9 a). VEGFA protein ekspresyon seviyeleri G2 grubunda kontrol grubuna gore
1,55 kat, G1 grubuna gore 1,85 kat artmis olarak gozlendi (Sekil 9 b). Bununla birlikte G2
grubunun internal kontrolii olan beta aktini ile kiyaslandiginda VEGFA ekspresyonunun
istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 gozlendi (p<0.0009). Kontrol ve G1 gruplar1 arasinda
VEGFA protein ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

a b.
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=)
=
g G2 VEGEA | [ —
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g 00

KONTROL VEGFA G1 VEGFA G2 VEGFA

Sekil 9: VEGF ekspresyonu analizi a) Kontrol, G1 ve G2 gruplarinda VEGFA protein ekspresyon
seviyelerinin istatistiksel olarak analizi b) VEGFA protein ekspresyon seviyelerinin western blot
yontemiyle dansitometrik olarak belirlenmesi (ns: anlamsiz, *p<0.05 ve ***p<0.001)
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5. TARTISMA

Calismamizin hedefledigi hasta grubu, oOzellikle ¢ocukluk ¢agi maligniteleri veya
romatolojik hastaliklar gibi tedavi cercevesinde yiiksek doz kortikosteroid almasi planlanan
hastalardir. Bu hasta grubunda steroid iliskili osteonekroz riski normal popiilasyona gore anlaml

oranda yiiksek olmakla beraber, ne yazik ki bugiin i¢in kanitlanmais bir profilaksi bulunmamaktadir.

Steroid iligkili osteonekroz, heniiz tam anlamiyla patofizyolojisi aydinlatilamamis bir
hastaliktir. Muhtemel patofizyolojik mekanizmalara yonelik, profilaksi amagh farkli ilaglar
denenmis olup basarili sonuglar bildirilse de, klinik kullanima giren bir ajan heniiz mevcut degildir.
Literatiirii inceledigimizde fosfodiesteraz inhibitorlerinin deneysel ostenekroz arastirmalarinda
neredeyse hi¢ kullanilmamis oldugunu goriiyoruz. 2017 yilinda tavsanda osteonekroz modelinde
sildenafilin terapdtik etkisini arastirmis olan Song ve ark., osteonekroz modellerinde PDE-5

inhibisyonunu inceleyen hicbir yayin bulamadiklarini bildirmislerdir (189).

Fosfodiesteraz inhibitorlerinin  osteonekroz modellerinde kullanimini literatiirde
arastirdigimizda maksillofasiyal cerrahi alaninda pentoksifilinin tedavi amaciyla kullaniminin
bildirildigini goriiyoruz (221,222). Profilaktif kullanimmin ise sadece Ulker ve ark. tarafindan
yaymlanan 2017 tarihli ¢alismada incelendigini gordiik (223). 2021 Mart itibariyle Ingilizce
literatiirde ‘avascular necrosis’, ‘osteonecrosis’, ‘sildenafil’, ‘tadalafil’ ve ‘phosphodiesterase
inhibitors’ anahtar kelimeleriyle yaptigimiz taramada Song ve ark. calismasina (189) ek olarak
sadece Pessoa ve ark.’nin ratlar lizerinde travmatik ON modelinde sildenafil kullandig1 ¢calismay1
bulduk (224). Song ve ark. calismasinda kortikosteroid ve LPS uygulandiktan 3 hafta sonra
sildenafil verildigini, Pessoa ve ark. calismasinda ise sildenafilin cerrahi girisimden sonra
verilmeye baglandigimi goriiyoruz. Tadalafil ve osteonekroz ile ilgili herhangi bir calisma
bulamadik. Dolayisiyla, bizim goriisiimiize gore bu c¢alisma, literatiirde hem fosfodiesteraz
inhibitorlerinin osteonekroz modellerinde profilaktik etkisinin incelendigi, hem de tadalafilin

osteonekroz modelinde kullanildigi ilk caligmadir.

Calismamiz oncelikle literatiirde son zamanlarda sik kullanilan bir osteonekroz modeli olan
lipopolisakkarid ve kortikosteroid kombinasyonunun literatiirde bildirilen sekilde uygulanmasiyla
basaril1 ve ongoriilebilir bir sekilde osteonekroz modeli olusturulabilecegini gostermektedir. Ne

var ki, literatiirde bildirilen modellere benzer sekilde, subkondral kollaps sadece iki proksimal
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femurda goriilmistiir. Dolayisiyla bu model mevcut haliyle ileri evre osteonekroz lizerine ¢alismak

i¢cin uygun bir model olmayabilir.

Calismamizin en 6nemli siirlayici 6zelligi bir hayvan modeli olmasidir. Literatiirde pek
cok farkli hayvanda steroid iligkili ON modeli ¢alisilmistir. Bunlarin tavuk ve emu diginda tamami
quadruped hayvanlardir. Dolayisiyla en basta biyomekanik olarak énemli farkliliklar vardir. Bu
nedenle bipedal hayvanlarin kullanilmasi daha uygun olabilir. Conzemius ve ark., emular ile
yaptiklar1 ¢alismada cerrahi islem ile yapilan ON sonrasi insanlarina benzer sekilde ve istikrarl
olarak ilerleyici ON elde edebildiklerini bildirmislerdir (225). Yine literatiirii inceledigimizde
tavsanlarda insanlardaki sekilde subkondral kollaps ve dejeneratif artrozun takip ettigi ilerleyici bir
ON yaratilamamis oldugunu goriiyoruz. Kabata ve ark., insandaki ON’nin aksine, tavsandaki ON
modellerinde lezyonlarin epifizden ziyade metafiz ve diyafizin medial tarafinda gelistigini ve
lezyonlar1 kollapsa sebep olmadigini 6ne siirmiislerdir(89). Matsui ve ark. da, sadece kortikosteroid
ile yapilan pek cok calismada yag embolisi (166), yag hiicrelerinin boyutunda artis (158) ve
osteositlerin yagl dejenerasyonunun (226) goriilmesine ragmen ON olusturulamadigia dikkat
cekmistir (184). Onlarin at serumu ile yaptiklar1t modelde de lezyonlar epifiz yerine metafiz ve
diyafizde goriilmiistiir. Ayrica metafiz ve diyafizde vaskiilite bagli damarsal degisiklik gormelerine
ragmen tavsan epifizlerindeki damarlarda patolojik degisiklik bulamamislardir. Buna tavsanin
femur basindaki arteriollerin, vaskiilitlerin ve kortikosteroid tedavisinin etkiledigi damarlardan
daha kii¢iik kalibrede olmasinin sebep olabilecegini one siirmiiglerdir. Bizim calismamizda 23
ON+ proksimal femurun 10’unda lezyon subkondral alanda yer almaktaydi. Damarlarda

histopatolojik incelemede anlamli degisiklik izlenmedi.

Biz mevcut calismaya baslamadan yaptigimiz 6n c¢alismada toplam 8 tavsan iizerinde
sadece kortikosteroid (4 tavsan 8 kalca), kortikosteroid ve diisiik doz LPS (2 tavsan, 4 kalca), ve
kortikosteroid ve yiiksek doz LPS modelini (2 tavsan, 4 kalca) denedik. Sadece kortikosteroid ile
yaptigimiz 6n ¢alismada ON gézlemlemedik. Kortikosteroid ve diisiik doz LPS (0.01 mg/kg) ve
kortikosteroid ve yliksek doz LPS (0.1 mg/kg) modellerinde ise ON gozlemledik (%50’ye %100).
Toplam tavsan sayimiz genel olarak literatiire gére daha az oldugundan tip 2 hata olasiligini en aza

indirmek i¢in ¢aligsmaya yiiksek doz LPS modeli devam etme karar1 alindi.

Literatiirii inceledigimizde, yiliksek doz LPS kullanmanin en 6nemli dezavantajinin yiiksek

hayvan kaybi orani oldugunu goriiyoruz. Calismamizda hepsi profilaksi grubunda (G2) olmak
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tizere toplam 2 tavsan kaybedildi. Bu oran, kontrol grubu hari¢ birakildiginda, kortikosteroid ve
LPS verilen tavsanlarin %12.5’ine denk gelmektedir (2/16). Yamamoto ve ark.’nin sadece 20
mg/kg IM metilprednizolon asetat verdikleri 30 tavsandan, 2. ve 3. haftalarda toplam 4’ii 6lmiistiir
(%13.3) (168). Qin ve ark.’nin diisiik doz LPS ile yaptiklar1 calismada 14 tavsandan Olen
olmamustir (186). Fisher ve ark.’nin 60 adet tavsana sadece metilprednizolon verdikleri ¢alismada
9’u Slmiistiir (%15) (166). Jaffe ve ark., sadece uzun siireli steroid verdikleri 30 tavsandan 7’sinin
(%23) oldiigiint bildirmistir. Calismamiza yakin doz kullanan Yamamoto ve ark.’nin (180), 0.1
mg/kg dan 24 saat arayla iki kere LPS enjeksiyonu (kiimiilatif doz 0.2 mg/kg) yaptig1 calismada
LPS alan 20 tavsandan 8’1 6lmiistiir (%40). Calismamiza da ilham veren, Song ve ark.’nin 2017
yilinda AOTT’de yayinlanan makalesinde 0.01mg/kg LPS ve 3 kere 20 mg/kg MPS verilen toplam
45 tavsanin 9’1 Olmiistiir (%20). Bu oranlar ile karsilastirildiginda 6liim oranimiz beklenen

araliktadir.

Literatiirde tadalafil kullanilan ¢calismalarda farkli dozlarin kullanildigin1 gériiyoruz. Togral
ve ark. Wister albino sicanlarinda yaptiklar1 ¢alismalarda 1 mg/kg dozunu segerken (227),
metabolik sendromla iligkili prostat degisikliklerini inceleyen Morelli ve ark. 2mg/kg dozunu
kullanmislardir (228). Yeni Zellanda beyaz tavsanlarinda yapilan bir baska ¢alismada ise 6 mg/kg
tadalafil kullanildigin1 gériiyoruz (200). Biz, calismamizda 5 mg/kg dozunu tercih ettik. Tadalafile

bagli olabilecek bir yan etki gézlemlemedik.

Literatiirdeki benzer tavsan ¢aligsmalarini inceledigimizde oral yolla kullanilan bir ilag olan
tadalafilin farkli yollarla verildigini goriiyoruz. Morelli ve ark., igme suyuna karistirma yontemini
se¢mislerdir (228). Biz ¢alismamizda ad libitum diyet modelini kullandigimiz i¢in giinliik dozu
saglikli olarak takip edebilmek adina bu yontemi tercih etmedik ve ilacin uygulamasini kendimiz
yaptik. Narin ve ark., oral besleme sirasinda hayvanlar1 tutucuya koyduklarini bildirmislerdir (200).
20 mg’lik tabletleri uygun doza denk gelecek sekilde parcalayarak vermeye calistifimizda
hayvanlarin daha fazla direng gosterdigini ve bazi hayvanlarin ilaci tiikiirmesi/yutmamasi
sebebiyle etken madde kaybi olabildigini gérdiik. Deneyimli bir veteriner hekim esliginde yapilan
ilag uygulamasi1 sirasinda hayvanlarin tiikiirmese dahi tabletleri agizlarinda tutabildigini ve
kafesine geri koydugunda agzindan ¢ikarabildigini gérdiik. Aym sekilde enjektor ile verildiginde
tikkiirme sebebiyle farkli miktarlarda etken madde zayiati ile karsilastik. Tabletlerin etrafindaki

kaplamay1 bistiiri ile kazidiktan ve ince toz forma getirdigimizde icme suyunda ¢6ziiniirliigiiniin
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yeterli olmasi sayesinde, hesapladigimiz dozu yaklasik 4 cc igme suyu icinde ¢6zdiik. Daha sonra
5 cc’lik bir enjektoriin ucuna taktifimiz lavaj kaniilii ile ilac1 verdigimizde hem etken madde

kaybini en aza indirdik hem de beslemeyi tek arastirmaci ile giivenli bir sekilde yapabildik.

Tartigmali bir diger konu osteonekrozun gelisim siiresi ile baglantili olarak uygun
sakrifikasyon zamanidir. Kabata ve ark (2005) SION modelinde 85 disi Japon Beyaz Tavsani’ni
farkli tarihlerde sakrifiye ederek ON gelisme oranlarini incelemistir (89). Steroid enjeksiyonundan
3 giin sonra kesilen tavsanlarda ON nekroz bulunmazken 1 haftadan sonra kesilen tavsanlarda
goriilmiistiir. 1. haftadan 2. haftaya kadar siklig1 artmis ve 2. haftadan sonra plato ¢izmistir. 1 ile 8
hafta arasinda kesilen tavsanlarda ON sikligi, sayis1 ve alan biiyiikliigii agisindan istatistiksel
farklilik gormemislerdir. Bu bulgular 1s18inda bu tavsan modelinde SION’un yaklasik birinci
haftada olustugu sonucuna varmislardir. Literatiirii inceledigimizde de 3. haftada sakrifikasyonun

uygun bir tarih oldugunu gérmekteyiz (68)

Calismamizda profilaktik tadalafil verilen grupta (G2), tadalafil verilmeyen gruba gore
(G1) nekroz oranm diisiik ¢ikmistir (%66’ya %93). Ne var ki bu veri istatistiksel olarak anlamli
degildir (p>0.05). Bunu 6ncelikle hayvan sayimizin azligina bagliyoruz. Calismamizin en dikkat
cekici sonucu ise tadalafil profilaksisi verilen grupta, kontrol grubuna ve Gl’e gore, VEGF

ekspresyonundaki anlamli artistir (sirasiyla p<0.05 ve p<0.001).

Kabata ve ark. tavsanlarda yaptiklar1 SION modelinde kortikosteroid verilen tavsanlarda
VEGF’nin ilk bir hafta i¢inde gegici olarak arttigini, 2 hafta ve sonrasinda ise neredeyse normale
dondiiglinii bulmustur (229). Bizim modelimizde G1’in VEGF ekspresyonunun kontrol grubuyla
ayn1 ¢ikmasit bu sonuglarla uyumludur. Dolayisiyla G2’deki VEGF ekspresyonu artisinin
steroidlerin yaptig1 hasara yonelik anjiyogenez ve osteogenezin gostergesi olarak degil, tadalafilin

bagimsiz etkisi olarak yorumlamak gerektigini diisiiniiyoruz.

VEGF’ nin osteonekroz patofizyolojisindeki kritik rolii Wang ve ark.’dan adapte edilen
Sekil 10°da 6zetlenmistir (96). Literatiirde anti-VEGF tedavisine bagli bildirilen osteonekroz
vakalar1 bulunmaktadir (100). Ote yandan farkli arastirmacilar tarafindan VEGF nin kendisinin
osteonekrozda potansiyel bir tedavi olabilecegi bildirilmistir (102,103). Bu bulgular dogrultusunda
tadalafilin osteonekroz arastirmalarinda daha fazla sayida tavsanla ve farkli protokollerle

profilaktik ve tedavi edici etkisinin arastirilmasinin umut verici oldugunu diisiiniiyoruz.
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Sekil 10: Tavsanlarda steroid iliskili osteonekrozun patofizyolojisi

Elde ettigimiz sonuclarin, 6zellikle de tadalafilin femur basinda eksprese edilen VEGF
tizerindeki etkisinin, literatlire anlamli bir katki1 yapacagina inaniyoruz. Bir sonraki asama, tedavi
gruplarii da icerecek daha kapsamli ¢alismalarla, tadalafilin VEGF iizerindeki etkisinden, yiiksek
doz steroid almasi beklenen hastalarda profilaksi veya tedavi amaciyla nasil faydalanabilecegini

daha detayli incelemektir.
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6. CIKARIMLAR VE ONERILER

Osteonekroz, tam olarak patofizyolojisi ortaya konamamis bir hastalik olup 6zellikle ileri
evre femur basi osteonekrozunu tekrarlanabilir sekilde olusturacak bir hayvan modeli heniiz
mevcut degildir. Bununla birlikte, literatiirde bildirilen sekilde lipopolisakkarid ve steroid

kombinasyonunu kullanarak %94 basari ile erken evre osteonekroz olusturduk.

Tadalafil profilaksisi yaptigimiz grup ile (G2), yapmadigimiz grup arasinda (G1) nekroz
oranlar1 agisindan goriiniirde bir fark olmasina ragmen (%66’ya %94) bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Bu farkin 6ncelikle spesimen sayimmizin azligindan kaynaklandigini ve

arastirilmaya deger oldugunu diisiiniiyoruz.

Calismamizin en dikkat ¢ekici sonucu ise tadalafilin VEGF tizerindeki etkisidir. Tadalafil
profilaksisi verilen grupta VEGF ekspresyonunun anlamli olarak artmis olmasi iki agidan dikkat
cekicidir. Oncelikle bu artis, G1 ve kontrol grubu arasinda anlamli fark olmamasim goz Sniine
alirsak, lipopolisakkarid ve steroidin yaratti§1 hasardan bagimsizdir. Ote yandan, bu etki son

tadalafil tedavisinin verilmesinden 3 hafta sonra dokuda saptanmaistir.

Giincel ¢alismalar VEGF nin baskilanmasinin osteonekroz patolojisinin bir pargasi, ote
yandan VEGF nin kendisinin de tamir siirecinin 6énemli bir parcasi oldugunu gostermektedir. Biz
bu c¢alismada tadalafilin sadece koruyucu etkisini arastirdik. Bununla birlikte, VEGF’nin
osteogenez ve anjiyogenezdeki rolii dikkate alindiginda, tadalafilin yarattigt VEGF ekspresyonu
artisinin olasi bir tedavi edici etkisinin bulunmasi da miimkiindiir. Dolayisiyla bir sonraki adim, bu
calismanin daha fazla sayida tavsanla, farkli tadalafil dozlariyla ve profilaksi grubuna ek olarak bir
tedavi grubuyla tekrarlanmasidir. Bu, tadalafilin, olas1 profilaktik veya tedavi edici etkisinin ayirt

edilmesine olanak verebilir.
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