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Amag: Bu calismanin amaci deneysel fare femur kaynamama modelinde lokal uygulanan simvastatinin
etkilerini degerlendirmekti.

Calisma plani: Bu calismada 32 Wistar albino fare kullanildi. Fareler rastgele bicimde asagidaki 4
gruptan birine ayrild: iki kontrol grubu (kontrol-4 hafta [K4h] ve kontrol-8 hafta [K8h]) ve iki tedavi
grubu (simvastatin-4 hafta [S4h] ve simvastatin-8 hafta [S8h]). Kontrol gruplarinda cerrahi girisim-
den sonra 1 hafta siireyle dimetilsiilfoksit (10 mg/kg/giin) lokal olarak enjekte edildi. Tedavi grupla-
rinda ameliyat sonrasi birinci giinden itibaren 1 hafta boyunca simvastatinin swilastirilmis formu (10
mg/kg/giin) lokal olarak osteotomi alanina enjekte edildi. K4h ve S4h gruplarindaki hayvanlar lokal
tedavinin sonlanmasindan 4 hafta, K8h ve S8h gruplarindaki hayvanlar ise 8 hafta sonra &ldiiriildii.
Oldiiriilmeden énce biyokimyasal analiz iin intrakardiyak kan rnekleri alindi ve radyografiler cekildi.
Histopatolojik inceleme icin farelerin sag femurlar ¢ikarildi.

Bulgular: Radyolojik olarak incelendiginde kontrol ve tedavi gruplar1 arasinda anlaml farkliliklar
mevcuttu. Tedavi gruplarinda kontrol gruplarina kiyasla anlaml sekilde daha yiiksek kemige spesifik
alkalin fosfataz ve osteokalsin degerleri saptand.

Cikarimlar: Biyokimyasal, radyolojik ve histopatolojik sonuglara gére, fare femur kaynamama mode-

linde simvastatinin lokal uygulanmasi yararli etkiler olusturmaktadir.

Anahtar s6zciikler: Fare; femur; kaynamama; simvastatin.

Kemigin rejenerasyon ve onarim kapasitesi ve tedavi-
lerinde kaydedilen gelismelere kargin kiriklarin yaklagik
%5 ila 10'unda iyilesme siireci sorunludur.) Kaynama-
ma hem hasta hem de klinisyen i¢in zorlu bir kompli-
kasyon olup, siklikla uzun siireli tedavi gerektirir. Kay-
namamanin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte,
hem sistemik hem de lokal faktdrlerin siireci etkiledigi
diisiiniilmektedir.”

Hidroksimetilglutaril-koenzim A'y1r (HMG-CoA)
inhibe eden statinler kolesterol diisiiriicii ajanlar olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir.’) Statinler, ayrica, an-
tioksidan,!¥ anti-enflamatuar!® ve vazodilator® etkilere
sahiptir. Statinlerin hem doku kiiltiirlerinde hem de
sican ve farelerde osteoblast aktivitesini indiikledigi ve
kemik olusumuna yol a¢tig1 da rapor edilmistir. Bunun
akabinde de, statinlerin kemik tizerindeki metabolik et-
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kilerine iliskin in vivo kanitlar birikmeye baglamustir.”®!

Osteoblastik sentezden kéken alan osteokalsin ke-
mikte depolanir veya dolasima salgilanirken, kanda ke-
mik olusumunun histolojik &l¢iitleri ile de korelasyon
gosterir.1% Kemige spesifik alkalin fosfataz (KAF), os-
teoblast membraninda yerlesmistir ve kemik olusumuna
dair en sik bagvurulan belirtegtir.!'!

Bu ¢alismada, serum kemik belirtegleri olan KAF ve
osteokalsinin serum seviyelerindeki degisimini dlcerek
ve radyolojik ve histopatolojik degisiklikleri degerlendi-
rerek deneysel fare femur kaynamama modelinde lokal
olarak uygulanan simvastatinin etkilerini arastirdik.

Gerec ve yontem

Bu ¢alismada ortalama 8 (dagilim: 7-9) haftalik ve
250 (dagihm: 236-275) gram agirhga sahip 32 erkek
Wistar albino fare kullanildi ve rastgele bicimde agagida-
ki 4 gruptan birine ayrildi: iki kontrol grubu (kontrol-4
hafta [K4h] ve kontrol-8 hafta [K8h]) ve iki tedavi grubu
(simvastatin-4 hafta [S4h] ve simvastatin-8 hafta [S8h]).
Fareler 10/14 saat 1gtk-karanlik déngiisiine maruz bira-
kildi, normal oda sicakliginda tutuldu ve standart fare
yemi ve musluk suyu ile beslendi. Calisma protokolii Er-
ciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Komitesi tarafindan
8 Nisan 2009 tarihinde 09/27 sayili yazi ile onaylandu.

Simvastatin ¢ozeltisi Serin-Kilicoglu ve Erdemli'nin®/
tanimladig: sekilde hazirlandi. Simvastatin (Zocor® 20
mg film tablet; Merck Sharp&Dohme, White House
Station, NJ, ABD) hicbir biyolojik etkinlige sahip ol-
mayan 10 ml dimetilsiilfoksit (DMSO; 100 ml %99.5,
D-4540; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, ABD)
icinde homojen bir sekilde seyreltildi. Simvastatin, te-
davi gruplarinda kaynamayan alana lokal olarak 10 mg/
kg/giin seklinde uyguland.

Kaynamama modeli Garcia ve ark.’nin"? tanimladi
sekilde olusturuldu. Tiim farelerin sag femurlar1 genel
anestezi altinda kirildi ve 1.5 mm’lik Kirschner teli kul-
lanilarak geriye dogru sabitlendi. Sabitlenme sonrasin-
da, elektronik kumpasla kontrol edilerek tiim farelerde
1.8 mm bir bosluk olusturuldu. Periostun soyulmasin-
dan sonra, farelerin femurlar1 bir zimba teli kullanilarak

sabitlendi. Onuncu haftanin sonunda femurun kayna-

madig1 radyolojik olarak dogruland.

Kontrol gruplarinda cerrahi girisimden sonra
DMSO (10 mg/kg/giin) 1 hafta siireyle lokal olarak en-
jekte edildi. Tedavi gruplarinda ameliyat sonras1 birinci
giinden itibaren 1 hafta boyunca simvastatinin sivilas-
tirlmis formu (10 mg/kg/giin) lokal olarak osteotomi
alanina enjekte edildi. K4h ve S4h gruplarindaki hay-
vanlar lokal tedavinin sonlanmasindan 4 hafta, K8h ve
S8h gruplarindaki hayvanlar ise lokal tedavisinin son-
lanmasindan 8 hafta sonra éldiriildi. Oldiriilmeden
once femurun anteroposterior ve lateral filmleri ¢ekildi
ve analizler igin 3 ml kan alindi. Oliimden sonra hayvan-
larin sag femurlar1 bir biitiin olarak ¢ikarild: ve her bir
grubun histopatolojik incelemesine dek %10 formalde-
hit ¢dzeltisine yerlestirildi.

Kaynamamus kiriklarin degerlendirilmesinde Gold-
berg skorlama sistemi™ kullanildi. Her bir femur rad-
yografisi iki bagimsiz ortopedi uzmani ve bir radyoloji
uzman tarafindan incelendi. Bu ii¢ skorun ortalamas:
analizler i¢in kullanildi.

Kirik iyilesmesinin histolojik degerlendirmesi i¢in
Huo ve ark." tarafindan gelistirilen 10 puanh &lgek
kullanild.

Farelerden biyokimyasal testler i¢in intrakardiyak
kan 6rnekleri alindi. Plazmanin ayrilmasindan sonra
drnekler -70°C'de analizlere kadar saklandi. Serum to-
tal kolesterol seviyesi oto-analizér (Olympus AU2700;
Olympus Life and Material Science Europa GmbH,
Hamburg, Almanya) kullanilarak analiz edildi. Serum
KAF (IDS, Katalog No: AC-20F1) ve osteokalsin
(IDS, Katalog NO: AC-12F1) ELISA Kkitleri kullani-
larak 8lgiildii.

Veriler SPSS 17.0 for Windows (SPSS Inc., Chi-
cago, IL, ABD) yazilimu kullanilarak analiz edildi. Kol-
mogorov-Smirnov testi ile incelenen siirekli degiskenler
normal dagilima sahipti. Calisma gruplarindan elde edi-
len veriler tek yonlit ANOV A ve Tukey testleriile karsi-
lagtirildi. Korelasyon analizlerinde Spearman testinden
yararlanildi. Kalitatif degiskenlerde sonuglar ‘frekans ve
persentil’ olarak gosterildi. Kalitatif degiskenlerin karsi-

Tablo 1.  Tedavi ve kontrol gruplarinin Goldberg skorlari.

Gruplar 0 puan 1 puan 2 puan Toplam x2 p

n % n % % n %

Kah 7 87.5 0 0.0 1 12.5 8 100

K8h 5 62.5 1 12.5 2 25 8 100

S4h 3 37.5 2 25 3 37.5 8 100 15.051 0.020
S8h 1 12.5 0 0.0 7 87.5 8 100

Toplam 16 50.0 3 37.5 13 40.6 32 100
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lastirmasi igin ki-kare testi kullanildi. P<0.05 diizeyi an-
laml: olarak kabul edildi. Tiim sonuglar standart sapma
ile birlikte ortalama olarak gosterildi.

Bulgular

Kontrol ve tedavi gruplarmin Goldberg skorlar1 an-
laml1 sekilde farkliyd: (p<0.05). Tablo 1 tiim gruplarin
Goldberg skorlarini gostermektedir. K4h, K8h, S4h ve
S8h gruplarinda Goldberg skorlar1 sirasiyla 2, 5, 8 ve

14 idi. K4h grubunda 7 farede (%87.5) kaynamama,
bir farede kaynama saptand: (%12.5). K8h grubunda
5 farede (%62.5) kaynamama, 1 farede (%12.5) olas:
kaynama kanit1 ve 2 farede (%25.0) kaynama gézlendi.
S4h grubunda, 3 kaynamama (%37.5), iki olast kaynama
(%25.0) ve 3 kaynama (%37.5), S8h grubunda 1 kayna-
mama (%12.5) ve 7 kaynama (%87.5) izlendi.

Kaynamama en stk K4h grubunda, kaynama ise en

stk S8h grubunda gézlendi. Bunun 6tesinde, S4h ve

Sekil 1. (a) Ameliyattan 10 hafta sonra 1.8 mm bosluk ve soyulmus periostu ile birlikte K4h grubundan bir sag femurun
radyografisi. Grafide kaynamamanin tipik 6zellikleri gordlebilir; kirik kdprilesmesinin olmamasi, kallus olusumu-
nun yoklugu ve yuvarlak kemik uclari. (b) Kaynamanin tipik 6zellikleri ile birlikte S8h grubundan bir sag femurun
radyografisi.

W a0 i

Sekil 2. Calisma ve kontrol gruplarinda lokal tedavinin sonundaki kirik kallusunun hematoksilen-eozin boyali kesitlerinin
mikrofilmleri (blyttme: x40). (a) K4h grubunda fibréz dokunun (beyaz ok) goérinima. (b) K8h grubunda az
miktarda kikirdak dokusu (beyaz ok) ve fibréz dokunun (mavi ok) gériinimda. (c) S4h grubunda olgunlasmamis
kemik dokusunun (beyaz ok) gortintumd. (d) S8h grubunda olgun kemik dokusu ile birlikte iyilesmenin (beyaz
ok) gorantmu. [Bu sekil, derginin www.aott.org.tr adresindeki cevrimici versiyonunda renkli gérdlebilir]
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Tablo 2.  Biyokimyasal 6lciim sonuclari.
Parametreler K4h (n=8) K8h (n=8) S4h (n=8) S8h (n=8) F p
Ortalama=SS OrtalamaxSS OrtalamaxSS Ortalama=SS
Total kolesterol 112.3+£10.8 112.7+16.1 94.5+9.9 92.2+11.8 6.440 0.002
Kemige spesifik alkalin fosfataz 12.2+0.8 12.4+2.2 19.7+1.6 22.6+1.1 85.478 <0.001
Osteokalsin 38.6+7.9 41.7+£10.3 70.2+8.2 69.0+11.2 25.379 <0.001

S8h gruplar: karsilastirildiginda tedavi siiresi uzadik¢a
femurda kaynama oraninin arttiini belirledik (Sekil 1).

Kontrol ve tedavi gruplarinda histopatolojik skorlar
anlaml sekilde farkliyd: (p<0.05) (Sekil 2). K4h, K8h,
S4h ve S8h gruplarinin histopatolojik skorlar1 sirasiyla
31, 35, 55 ve 66 idi. Tedavi ve kontrol gruplar1 kargilas-
trildiginda, S4h ve S8h gruplar: arasinda ve K4h ve S8h
gruplari arasinda anlamli farkliliklar saptand: (p<0.05).
Sekil 3 tiim gruplarin histopatolojik skorlarini géster-
mektedir. Ayn1 zamanda, S4h ve S8h gruplarinda rad-
yolojik ve histopatolojik skorlar arasinda anlamli pozitif
korelasyonlar saptandi (sirasiyla, r=0.878, p<0.05 ve
r=0.756, p<0.05).

Tablo 2'de gosterildigi iizere total kolesterol (TK),
KAF ve osteokalsin seviyeleri agisindan tedavi ve kont-
rol gruplari arasinda anlamli farklar vardi (p<0.05).
Kontrol gruplarina kiyasla TK seviyeleri tedavi grup-
larinda anlamli sekilde daha diisiikeii (p<0.05). K4h
ve K8h gruplar1 (p=0.876) veya S4h ve S8h gruplari
(p=0.903) arasinda TK seviyeleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktu.

Kontrol gruplarina kiyasla plazma KAF diizeyleri te-
davi gruplarinda anlamli sekilde daha yiiksekti (p<0.05).
KAF diizeyleri agisindan K4h ve K8h gruplar1 arasinda
anlamli fark yokken (p=0.898), S8h grubundaki KAF
diizeyleri S4h grubundaki diizeylerden anlamli sekilde
daha yiiksekti (p<0.05).

Kontrol gruplarina kiyasla plazma osteokalsin dii-
zeylerinin tedavi gruplarinda anlaml sekilde daha yiik-

0 T T T
K4h K8h S4h
Gruplar

S8h

Sekil 3. Histopatolojik degerlendirme sonuclari.

sek oldugu goriildii (p<0.05) (Tablo 2). K4h ve K8h
gruplar1 (p=0.917) veya S4h ve S8h gruplar1 (p=0.895)
arasinda osteokalsin diizeyleri agisindan istatistiksel ola-
rak anlamli bir fark saptanmadi.

Tartisma

Bu deneysel ¢alisma radyolojik, biyokimyasal ve his-
topatolojik bulgular ile ortaya kondugu iizere, deneysel
kosullarda kirik iyilesmesinde simvastatinin olumlu et-
kilerini gostermistir.

Yakin zamanda yapilan ¢alismalar statinlerin kemik
iyilesmesindeki olumlu etkilerine isaret eder. Bir deney-
sel ¢alismada, kobaylara subkutanéz yoldan kirik bél-
gesine enjekte edilen simvastatin kiriktan 2 hafta sonra
kallus alanini artirarak kiridr gii¢lendirmistir.””) Bir bas-
ka ¢alismada, simvastatin faredeki kirik bolgesine direkt
olarak uygulanmis ve simvastatinin kirik iyilesmesinin
biyomekanik parametreleri tizerinde ¢ok nemli olumlu
etkileri saptanmistir.'® Fukui ve ark., diisitk doz sim-
vastatin ile konjuge edilen jelatin hidrojelin lokal olarak
uygulanmasinin klinik kosullarda kirik onarimi igin
umut vaat eden bir tedavi stratejisi olabilecegini belirt-
mislerdir.'”) Calismamizda, lokal uygulama igin 10 mg/
kg/giin dozu secilmistir. In vivo ¢alismamiz simvastatin
uygulanmasinin radyografik kirik onarimini tegvik etti-
gini gdsterirken, histopatolojik ve biyokimyasal skorlar
tizerinde olumlu etkilerinin oldugunu da ortaya koy-
mustur.

Ayukawa ve ark., lokal simvastatin uygulamasinin
kemik morfogenetik protein-2 (KMP-2) mRNA'nin
uyarilmasi yoluyla kobaylarda osteoklastlar1 baskilaya-
rak ve osteoblastlar1 arttirarak kemik onarimini tesvik
ettigini bildirmiglerdir."® Wang ve ark./nin ¢aligma-
sinda, yagh hastalar tarafindan kullanilan statinin kalga
kirig riskini azalttig ifade edilmekeedir.”” Bir bagka
calismada, Edwards ve ark., menopoz sonras: kadinlar-
da statin alimiyla birlikte kemik mineral yogunlugunda
anlamli artis oldugunu gstermislerdir.

Cogu gozlemsel caligma statinlerin kemik kiitlesi
ve kirik riski iizerine olumlu etkilerini gosterirken,*"?
bazi tartismali veriler de mevcuttur.?”) Van Staa ve ark.,
klinik pratikte recete edilen dozlarda kullanilan sta-



Kocer ve ark. Kirik iyilesmesinde statinler

683

tinlerin kirik riskinde azalma ile iligkili olmadigin1 bil-
dirmiglerdir.?* LaCroix ve ark. ise statin kullaniminin
menopoz sonrast kadinlarda kirik riskinde azalma veya
kemik yogunlugunda artisa yol agmadigini ve kiimiilatif
kanitlarin osteoporozu onlemek veya tedavi etmek icin
statin kullanimini énermedigini belirtmislerdir.’ Bir
baska ¢alismada, von Stechow ve ark. statinlerin kemik
olusumu iizerinde asikar in vivo etkilere sahip olmadigi-
n1 rapor etmislerdir.*

Statinler yiiksek dozlarda veya uzun siireli infiiz-
yonlarda kemik olusumunu uyarir. Bu durum, biiyiik
oranda, ilacin oral uygulamasinda karacigerdeki ilk gecis
etkisine baglidir. Cok yiiksek dozlar karaciger ve kaslar
i¢in toksik olabilir.?”) Garrett ve ark.'nin ¢alismasinda,
statinlerin sadece lokal uygulandiklarinda KMP-2 gen
uyarict etkileri oldugu ortaya konmustur.””? Gutierrez
ve ark. oral ve lokal kullanimda lovastatinin kobaylar-
da kemik olusumunu iizerine etkilerini karsilagtirmig
ve statinlerin lokal uygulanmasinin oral uygulamaya ki-
yasla kemik olusumu tizerinde daha fazla yararli etkiye
sahip oldugunu gdstermislerdir.”) Bu nedenle, ¢alisma-
mizda simvastatin kirik alanina yakin bélgedeki dokula-
ra lokal olarak uygulandi.

Pratik ve degerlendirmesi basit olan direkt radyog-
rafi, kirik iyilesmesinde kullanilan invaziv olmayan bir
yéntemdir. Calismamizda, Goldberg ve ark."”) tarafin-
dan 1985 yilinda gelistirilen ve bircok uzman tarafindan
benimsenen radyolojik siniflama sistemi kullanildi. Rad-
yolojik bulgular incelendiginde, tedavi ve kontrol grup-
lar1 arasinda Goldberg skorlari agisindan anlaml bir
fark belirledik. Ayni sekilde, S4h ve S8h gruplari arasin-
da da Goldberg skorlar: agisindan anlamli bir fark mev-
cuttu. Bu fark, biyokimyasal ve histopatolojik inceleme
bulgulari ile dogrulandi. Bu ¢alismada, kirik iyilegmesi-
nin histolojik incelemesi igin Huo ve ark.! tarafindan
gelistirilen bir 6lgek kullanildi. Kontrol grubunda daha
fazla fibroz doku ve daha az miktarda kikirdak dokusu
gozlenirken, simvastatin grubunda olgunlagmamis ve
olgunlagmis kemik dokusu gozlendi. Tedavi ve kontrol
gruplarinin bulgular birlikte degerlendirildiginde, S4h
ve S8h gruplarinda radyolojik ve histopatolojik skorlar

arasinda anlamli ve giiglii pozitif korelasyonlar saptandi.

Lokal uygulanan simvastatinin sistemik etkileri ve
kemik olusumunu uyaric1 etkisini kanitlamak igin esitli
biyokimyasal parametreler ol¢iilmistiir. Wang ve ark.,
tibia kirig1 bulunan kobaylara lokal olarak uygulanan
simvastatinin serum TK diizeylerini diisiirdiigiinii ve
KAF diizeylerini arttirdigini gostermislerdir.' Gutier-
rez ve ark,, transdermal lovastatin kullanim ile kobay-
larda osteokalsin seviyelerinin arttigini bildirmislerdir.
[} Bu galismanin aksine, Rosenson ve ark., statinlerin

kemik olusum belirtecleri osteokalsin ve KAF iizerinde

higbir etkisinin olmadigini rapor etmislerdir.?*!

Calismamizda, simvastatinin sistemik etkinligi se-
rum TK diizeyleri lgiilerek gosterilmis ve TK diizey-
lerinin kontrol grubuna kiyasla tedavi grubunda daha
diisitk oldugu saptanmusti. Kontrol gruplarina kiyasla
plazma KAF ve osteokalsin diizeyleri tedavi gruplarinda
anlamli sekilde daha yiiksekti.

Sonug olarak, radyolojik, histopatolojik ve biyokim-
yasal bulgular bir arada incelendiginde, simvastatinin
kaynamamus kiriklarin iyilesmesine olumlu etki yapt-
&1 sOylenebilir. Giincel deneysel kanitlar simvastatinin
kirtk iyilesmesi iizerinde potansiyel yararli etkilerini
ortaya koymaktadir. Ayrica, simvastatinin giivenilir bir
madde oldugu deneysel ¢aligmalarca da kanitlanmastir.
Simvastatinin gelecekte kirik iyilesmesinde lokal kulla-
nim agisindan potansiyel tagidifina inaniyoruz. Bu yiiz-
den, bu maddenin klinik kosullardaki etkisinin incelen-
digi gelecek ¢aligmalara gereksinim vardir.

Cikar ortiigmesi: Cikar drtiismesi bulunmadig: belirtilmistir.
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