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Amag: Bu ¢alismanin amaci koenzim Q,; (CoQ, )nun siganlarda steroide bagli femur basi osteonek-
rozu (FBON) iizerindeki 6nleyici etkilerini incelemekti.

Calisma plani: Osteonekrozu indiiklemek icin, 20 Sprague-Dawley cinsi sicanin sa§ gluteus medius
kas1 icerisine bir kez 20 mg/kg metilprednizolon asetat enjekte edildi. Hayvanlar iki esit gruba ayrildi:
10 sicandan olusan Grup 1'e (kontrol grubu) profilaksi uygulanmazken, 10 sicandan olusan Grup 2'ye
CoQ),, verildi. Steroid enjeksiyonu yapilmadan hemen 6nce (0. Hafta) ve steroid enjeksiyonundan
4 hafta sonra hematolojik incelemeler yapildi. Osteonekrozu degerlendirmek amaciyla femur baslar:
histolojik olarak incelendi.

Bulgular: Kandaki glutatyon (GSH) ve malondialdehit (MDA) konsantrasyonlarina dair degisik-
likler CoQ, ; grubunda daha az belirgin idi. CoQ, grubunda erken osteonekroz ile uyumlu histolojik

degisikliklerin goriilme siklig1 (10 sicandan 2'si; %20) kontrol grubuna (10 sicandan 7’si; %70) kiyasla
daha diigiiktii.

Cikarimlar: Koenzim Q, steroide bagli FBON'yi 6nleyici bir ajan olarak yararli olabilir. Oksidatif

stresin inhibe edilmesi bu etkiyi aciklayabilecek olas1 bir mekanizmadir.

Anahtar sozciikler: Glutatyon; koenzim Q, ; malondialdehit; steroide bagli osteonekroz.

Femur basi osteonekrozu (FBON), trabekiiler ke-
migin ve kemik iliginin ciddi morbiditeye ve kalga ekle-
minde hareket kisithiligina neden olan harabiyeti olarak
tanimlanmaktadir. Femur basi osteonekrozu, kortikos-
teroidlerin geng erigkinlerde total kal¢a protezine neden
olan, en sik rastlanan ortopedik komplikasyonudur.!!
Kortikosteroid verilmesinden sonra FBON'nin 8nlen-
mesi tedaviden daha ideal bir strateji olacaktir. Bu amag
icin anti-koagiilan ajanlar, anti-lipid ajanlar ve antioksi-
dan ajanlarla farkli tedaviler de dnerilmistir.>* Steroide

bagli osteonekrozun kemikteki iskemi nedeniyle gelisti-
ginin ileri siiriilmesine kargin, kortikosteroid kullanimi-
nin osteonekrozun gelisimindeki ayrintili mekanizmasi
belirsizdir.”) Son zamanlardaki galismalarda, in vivo ok-
sidatif stresin de steroide bagli osteonekrozun patogene-
zinde rol oynadig: bildirilmektedir.[*”)

Koenzim Q,, (CoQ), ) yagda ¢6ziinen, vitamin ben-
zeri bir maddedir ve membran stabilizasyonunda rol
oynayan giiglii bir antioksidandir. Kalp hastaliklari,
infertilite, kanser ve sinir sitemi hastaliklar gibi cesitli
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hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir.®) CoQ,, néronal
hiicrelerde oksidatif strese bagli apoptozun 6nlenme-
sinde de rol oynar.” Bildigimiz kadariyla, CoQ, nun
FBON/de kullanimina iliskin her hangi bir yayin bulun-

mamaktadir.

Bu ¢aligmada biz, CoQ, 'nun steroide bagh FBON'ye
kars1 onleyici etkisini aragtirmayr amagladik. Calisma-
mizin hipotezi, CoQ), nun steroide bagli FBON'ye kars:
koruyucu bir etkiye sahip olabilecegi idi.

Gerec ve yontem

Bu calisma Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulu ta-
rafindan gozden gecirildi ve onaylandi. Hayvan deney-
lerinin hepsi ABD Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan
yayinlanan (1985'de gdzden gegirilen) Laboratuvar Hay-
vanlarinin Bakimi ve Kullanimi Kilavuzu'na (Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals) uygun olarak
yiriitiildii. Calismada agirliklar: 250 ile 300 g arasinda
degisen, 20 erkek Sprague-Dawley cinsi sigan kullanil-
di. Deney boyunca biitiin sicanlar 12 saatlik aydinlik/
karanlik dongiisii kullanilarak standart laboratuvar ko-
sullar1 altinda, kontrollii sicaklik (22+1°C) ve nisbi nem
sartlarinda, her biri ayr1 ayr1 kafeslerde tutuldu. Biitiin
sicanlarin polikarbonat iinitelerdeki gida ve suya 6zgiirce
ulagimina izin verildi. Siganlar altta yatan bir bagka has-
talik olasiligini diglamak icin hayvan bakimi laboratuva-
rinda 7 giin siireyle gozlendi.

Calismanin basinda gii¢ analizleri yapildi ve %80'lik
bir gii¢le (=0.05 ve $=0.20) her bir grup i¢in 10 hayva-
nin gerektigini belitledik.

Yamamoto ve ark.!” tarafindan tanimlanan korti-
kosteroide bagli osteonekroz modeli uygulandi. Beslen-
me ve gruplara ayirmanin baslangicindan 7 giin sonra 20
sicana osteonekrozu indiiklemek amaciyla sag gluteus
medius kasi icerisine 20 mg/kg tek yiiksek doz metilp-
rednizolon asetat (MPSL) enjeksiyonu yapilds.

Hayvanlar iki esit gruba ayrildi: Grup 1 (Kontrol
grubu) 4 hafta siiresince 5 giinde bir steril %0.9 tuzlu su
soliisyonu ve 10 mg/kg dozda soya fasulyesi yaginin int-
raperitoneal olarak verildigi 10 sicandan; Grup 2 (CoQ),,
grubu) ise 4 hafta siiresince 5 giinde bir 10 mg/kg dozda
soya fasulyesi yaginda ¢6ziinmiis CoQ, ‘un (Sigma Che-
mical Co., St. Louis, MO, ABD) intraperitoneal olarak

verildigi 10 sigandan olugtu !

Kan ornekleri ¢alismanin baglangicinda MPLS ve-
rilmeden 6nce (0. Hafta) ve ayrica MPLS verildikten 4
hafta sonra (4. Hafta) kuyruk toplardamarindan alin-
di. Ornekler santrifiije edildi ve analiz edilinceye kadar
-80°C'de saklandi; serum malondialdehit (MDA) ve
glutatyon (GSH) diizeyleri l¢iildii.

Malondialdehidin plazma diizeyi bir UV-Visible
spektrofotometresi (Hitachi High-technologies, Tokyo,
Japonya) kullanilarak spektrofotometrik olarak dl¢iildii.
Yéntemin prensibi tiyobarbitiirik aside karsi reaksiyon
esnasinda 532 nmde olusan rengin spektrofotometrik
dl¢ciimiine dayaniyordu.!'

Glutatyonun plazma diizeyi de bir UV-Visible
spektrofotometresi kullanilarak spektrofotometrik ola-
rak 6l¢iildii. Bu ydntemin de prensibi 5,5"-ditiyobis-(2-
nitrobenzoik asid)e karsi reaksiyon esnasinda 412 nmde

olusan rengin spektrofotometrik Sl¢iimiine dayaniyor-
du.®

Metilprednizolon asetat verilmesinden 4 hafta sonra
biitiin siganlara yiiksek dozda sodyum pentotal verilerek
anestezi uygulandi. Hayvanlar sakrifiye edildi ve sag fe-
mutlari alindi. Femur baslar1 %10 tamponlanmis forma-
lin igerisinde sabitlendi ve kemik érnekleri daha sonra
%10 formik asit ile dekalsifiye edildi. Ornekler parafin
icerisine gomiildii, 4 pm'lik kesitler alind1 ve hematoksi-
len-eozin (HE) ile boyand..

Osteositlerin apoptozunu belirlemek i¢in deparafini-
ze ve rehidrate edilmis doku parcalar: iizerinde Kaspaz
3 (CPP32) antikoru kullanilarak (Thermo Scientific,
1:100, tavsan) immiinohistokimya uygulandi. X200 bii-
yiitme alanindaki apoptotik hiicrelerin sayisi: (Kaspaz 3
reaksiyona karsi pozitif) Nikon NIS-Elements 3.1 go-
riintil analiz programina girildi.

Osteonekroz tanist kemik trabekiiliinde bos lakiinle-
rin veya osteositlerde piknotik niikleuslarin bol miktar-
da goriilmesi ve ¢evresindeki kemik iligi hiicrelerindeki
(KIH) nekrozun buna eslik etmesi ile konuldu. Yalnizca
hi¢bir kemik trabekiiliiniin olaya dahil olmadigi, hem
hematopoetik hem de yag hiicrelerinde gériilen KIH
nekrozu kortikosteroide bagli osteonekroz olarak de-
gerlendirildi. Normal kemik trabekiilii icerisinde birkag
bos lakiinden olusan lezyonlara ve/veya tek bagina yag
hiicresi nekrozlarina kortikosteroide bagli osteonekroz
tanis1 konulmad.t”!

Biitiin drnekler hangi sicanlarin tedavi edildigi ko-
nusunda bir 6n bilgisi olmayan ayni patolog tarafindan

degerlendirildi.

Veriler “SPSS for Windows v.19.0” (SPSS Inc., Chi-
cago, IL, ABD) kullanilarak analiz edildi. Siirekli veri-
lerin normalligi Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlen-
di. Veriler ortalama+standart sapma (SS) olarak ifade
edildi. Gruplar arasindaki farkliliklar icin Student t-testi
ve Mann-Whitney U-testi kullanildi. Osteonekroz,
Fisher'in kesin ki-kare olasilik testi kullanilarak analiz
edildi. Boylamsal sayisal veriler ve hematolojik veriler
(0. ve 4. hafta) Wilcoxon isaretli sira testi kullanilarak
analiz edildi. Hematolojik verilerin sonuglar1 arasindaki
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Tablo 1.

Koenzim Q,,'nun steroide bagl osteonekroz tizerindeki etkileri.

Glutatyon uM (0. Hafta)
Glutatyon uM (4. Hafta)
Malondialdehit nmol/ml (0. Hafta)
Malondialdehit nmol/ml (4. Hafta)
Osteosit sayisi (ortalama)

Kaspaz-3 apoptoz sayisi (ortalama)
Osteonekroz (%)

Grup 1 Grup 2
(Osteonekroz modeli) (Koenzim Q, )
3.2+0.2 3.3+0.3
1.8+0.5 2.7+0.5
2.9+0.2 2.9+0.1
4.2+0.9 2.9+0.5
7.90 13.10
14.40 6.60
70 20

fark Student t-testi kullanilarak incelendi. Biitiin kargi-
lagtirmalar i¢in p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli

seklinde degerlendirildi.

Bulgular

Bu deneysel calismaya 20 erkek Sprague-Dawley
cinsi sigan dahil edildi. Deneyler siiresince yasanan kilo

kaybi iki grup arasinda farklilik gdstermedi.

Glutatyon ve MDA diizeyleri ¢alismanin baglama-
sindan énce Grup 1 ve Grup 2 igin benzerdi (GSH igin,
strastyla, 3.2+0.2 pM ve 3.3+0.3 pM; MDA ig¢in, sira-
styla, p=0.325; 2.940.2 nmol/ml ve 2.940.1 nmol/ml).
Dérdiincii haftada GSH diizeyleri Grup 1 i¢in 1.8+0.5%
(p=0.005) ve Grup 2 i¢in 2.7+0.5% diistii (p=0.028)
(Tablo 1, Sekil 1). Diisiis diizeylerindeki farklilik
Grup le kiyasla Grup 2de anlamli derecede daha azd:
(p=0.029). Dérdiincii haftada MDA diizeyleri Grup
1de 4.2+0.9 yiikselirken (p=0.013), Grup 2de degis-
medi (p=0.959). Artis diizeylerindeki farklihk Grup
2'ye kiyasla Grup 1de anlamli derecede daha fazlayd:
(p=0.009) (Tablo 1, Sekil 1).

Osteonekroz histolojik olarak gozlemlendi. Grup
1deki 7 sicanda (%70) ve Grup 2deki 2 sicanda (%20)
osteonekroz gelisti (Sekil 2a ve b). CoQ,, grubundaki
osteonekroz goriilme sikligi kontrol grubundakinden
anlamli derecede daha diisiiktii (p=0.021). Osteosit sa-
yist kontrol grubunda daha azds, ancak bu farklilik ista-
tistiksel olarak anlamli degildi (p=0.05) (Tablo 1).

Apoptozu saptamak i¢in Kaspaz 3 (CPP32) antikor-
lar1 kullanilarak yapilan immiinohistokimya incelemeleri
apoptozun CoQ,, grubunda daha az belirgin oldugunu
ortaya ¢ikardi (Grup 1 ve Grup 2 i¢in, sirastyla, 14.40 ve
6.60) (p=0.002) (Tablo 1, Sekil 2¢ ve d).

Tartisma

Femur basi osteonekrozu agir bir engellilik haline ve
morbiditeye neden olabilen ciddi bir sorundur. Ciddi bir
sorun olmasina karsin, bu hastalig1 nleyecek veya teda-
vi edecek etkili bir tedavi bulunmamaktadir. Daha 6nce
yapilan caligmalar, sicanlarda steroid enjeksiyonu yapil-
diktan 4 hafta sonra osteonekroz oranlarinin en yiiksek
noktaya ulastigini ve oksidatif stresin osteoblastlarin
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Sekil 1. Calismanin baslangicinda (0. Hafta) ve dérdiinct haftada kontrol ve CoQ,, gruplarinda GSH ve MDA dizeyleri.
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Sekil 2. (a) Lameller kemigin laktinlerinde normal osteositler ve kemik iligi htcreleri (H-E x 200). (b) Osteonekrozu ve kemik iligi hicrelerinin koa-
gulasyon nekrozunu gosteren bos laktnler (H-E x 400). (c) Anti-Kaspaz 3 (-) apoptotik olmayan osteositler (IHC x 1000). (d) Anti-Kaspaz 3
(+) apoptotik osteositler (IHC x 1000). [Bu sekil, derginin www.aott.org.tr adresindeki cevrimici versiyonunda renkli gérilebilir]

¢ogalmasini baskiladigini ve apoptozu indiikledigini
gostermistir.*l Apoptoz, ayrica, steroide bagli osteo-
nekrozun altinda yatan mekanizmalardan biri olarak su-
nulmustur.'” CoQ, 'un oksijen radikalleri ile reaksiyona
girdigi, biyomolekiillerin dogrudan hasar gérmesini ve
ayn1 zamanda lipid peroksidasyonunu onledigi belirtil-
mistir."®! Bu nedenle, kardiyak, ndrolojik ve immiinolo-
jik hastaliklarda bu enzim incelenmis ve farkl: tiirdeki
doku iskemi/reperfiizyon hasarlarina ve omurilik trav-
malarina karst koruyucu oldugu gosterilmistir.[519-2!)

Malondialdehit lipid peroksidasyonunun bir irii-
niidiir ve GSH de organizmadaki en 6nemli antioksi-
danlardan birisidir. Azalmig GSH diizeyleriyle birlikte
yitkselmis MDA diizeyleri oksidatif hasarin 6nemli gos-
tergeleridir.””) Bu nedenle, oksidatif stresi degerlendit-
mek i¢cin MDA ve GSH diizeylerini aragtirdik ve CoQ),
ile tedavi edilen grupta GSH diizeylerindeki azalmanin
ve MDA diizeylerindeki artigin daha az belirgin oldu-

gunu saptadik. Bu, antioksidanlar iizerine daha 6nce
yapilan galismalarda elde edilen oksidatif stresin CoQ),,
ile inhibe edildigi gériisiinii destekleyen bir veridir.4%]
CoQ,,nun deneysel modellerde iskemik hasara kargt
koruyucu bir etkisi oldugu bildirilmistir.'>*) Erol ve
ark., testikiiler iskemi/reperfiizyon hasari modelinde
CoQ,, grubunda MDA diizeylerinin anlamli derecede
daha diisiik oldugunu géstermisler ve bunun lipid pe-
roksidasyonunu azaltmak suretiyle bir antioksidan etki
gosteren CoQ), a baglanabilecegi sonucuna varmuglardr.
(191 Ostrowski, Con’nun gii¢lii bir antioksidan olarak
serebral iskemi modeli iizerindeki noroprotektif etkisini
gostermistir.”! Bundan bagka, Yenilmez ve ark., CoQ,
tedavisinin sigan bobreklerinde okratoksin A (OTA) ile
olusturulan oksidatif hasari iyilestirdigini gostermis-
lerdir.3) Bu bulgular, Con'nun oksidatif hasara karst
gii¢lii bir koruyucu etkisi oldugunu, ancak steroide bagl
osteonekrozdaki koruyucu etkisinin hala ¢ok bilinen bir
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konu olmadigini diisiindiirmektedir.

Pek ¢ok hayvan ve insan calismasi anti-koagiilan
ajanlar, anti-lipid ajanlar ve antioksidan ajanlar1 iceren
farmakolojik yaklagimlarin steroide bagli osteonekro-
zu Snleyebilecegini one siirmiistiir.** Biz FBON'deki
en Snemli etiyolojik faktdriin oksidasyon siireci oldu-
gunu diisiindiigiimiiz icin, giiclii bir antioksidan olan
CoQ,,/nun steroide bagli osteonekrozun gelisimini 6n-
lemede kullanilabilecegi kanaatine vardik.

Calismamizda, CoQ,, ile tedavi edilen siganlardaki
FBON insidanst CoQ), ile tedavi edilmeyen sianlar-
dakinden anlamli derecede daha diisiiktii. Her ne kadar
CoQ,, FBON'yi énlemek igin verilmis olsa da, sigan-
larin %20’sinde yine de osteonekroz gelismisti. Bunun
nedeni, osteonekroz gelisiminin yalnizca oksidasyon sii-
reglerine degil, ayni zamanda ¢ok bilesenli etkilere bagl:
olmasidir.>”)

Bildigimiz kadariyla, literatiirde FBON'in 6nlenmesi
icin CoQ),, verilmesinin etkileri tizerine yapilmis deney-
sel bir ¢calisma bulunmamaktadir. Biz bu ajanin kullani-
minin giivenilir olduguna ve insanlarda osteonekrozun
onlenmesi tizerine etkilerinin klinik ¢aligmalarda kolay-
likla test edilebilecegine inaniyoruz. Bu ¢alismanin en
onemli kisitliligy, steroid tedavisi siiresinin bir osteonek-
roz tanisint dogrulayabilmek i¢in kisa olmasidir. Daha
once yapilan caligmalar, histopatolojik degisikliklerin
steroid verilmesinden sonra 2 ila 20. haftalarda ortaya
ciktigint belirtmekeedir.”1%%% Bu ¢aligmada, biz his-
tolojik degisiklikleri her hangi bir ¢6kme olmadan énce
dérdiincii haftada inceledik. Bu nedenle, sonuglarimizin
osteonekrozdaki erken degisiklikleri yansittigini varsay1-
yoruz.

Sonug olarak, CoQ,, steroide bagli FBON'de énle-
yici bir ajan olarak yararl olabilir. Bu etki i¢in olasi me-
kanizma oksidatif stresin inhibe edilmesidir. Kesin me-
kanizmanin belirlenmesi i¢in gelecek in vivo ve in vitro
calismalara ihtiyag vardir.

Cikar ortiigmesi: Cikar drtiismesi bulunmadig: belirtilmistir.
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