T.C.

PAMUKKALE UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
ORTOPEDI VE TRAVMATOLOJIi ANABILIiM DALI

PAI — 1 4G/5G GEN POLIMORFiZMi ILE NON-TRAVMATIK
LUNATUM AVASKULER NEKROZU ARASINDAKI ILiSKi

UZMANLIK TEZi
DR. METIN GONEN

DANISMAN
PROF.DR. FAHIR DEMIRKAN

DENIZLI - 2016



T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
ORTOPEDI VE TRAVMATOLOJi ANABILIM DALI

PAI —1 4G/5G GEN POLIMORFiZMi ILE NON-TRAVMATIK
LUNATUM AVASKULER NEKROZU ARASINDAKI ILiSKI

UZMANLIK TEZi
DR. METIN GONEN

DANISMAN
PROF.DR. FAHIR DEMIRKAN

Bu ¢alisma Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi’nin 27/04/2016tarih ve 2016 TIPF008 nolu karari ile desteklenmistir.

DENIZLIi, MAYIS - 2016



Prof. Dr. Fahir Demirkan daniymanhgmnda Dr. Metin GONEN tarafindan
vapilan “PAI - 1 4g/5g Gen Polimorfizmi ile Non-Travmatik Lunatum
Avaskiiler Nekrozu Arasindaki Iliski” bashkh tez ¢ah$maSI1.9./.«.’/./.4’.’."tarihinde
vapilan tez savunma sinavi sonrasi yapilan degerlendirme sonucu jiirimiz
tarafindan Ortopedi ve Tavmatoloji Anabilim Dali’'nda TIPTA UZMANLIK
TEZI olarak kabul edilmistir.

Prof. Qr. A. Fahir DEMIRKAINv
Universites: Tip Fakultes

Ogretm Uyesi

Ogare e s
Dlplo;n(\ No: VRO
Diplovia Tesel No

Koo~

UYE

Yukaridaki imzalarin adi gegen 6gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

26./00/2916

Py pr.Sahike... Rioor.. AfYyey

Pamukkale Universitesi

Tip Fakiiltesi Dekani Y

III



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim siiresince ve tezimin her agsamasinda bilgi ve Onerileriyle
destegini esirgemeyen, deneyimlerini hosgorii ve anlayis igerisinde paylagan
Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali Baskan1 ve tez danismanim saym Prof. Dr.
Fahir Demirkan’a; tez calismam sirasinda bilgilerini ve yardimlarini esirgemeyen
hocam Yrd. Do¢. Dr. Ali Cagdas Yoriikoglu’ na; asistanligim boyunca bilgi ve
deneyimleri ile mesleki alanda ilerlememi saglayan degerli hocalarim Prof. Dr. Esat
Kiter, Dog. Dr. Murat Oto, Dog. Dr. Semih Akkaya, Yrd. Dog¢. Dr. Alp Akman, Yrd.
Dog. Dr. Harun Resit Giingdr, Yrd. Dog. Dr. Nusret Ok’ e; tez ile ilgili deneysel
asamalarda gerekli olan materyallerin saglanmasinda ve laboratuvar ¢alismalarindaki
katkilarindan dolay1 Tibbi Genetik Anabilim Dalinda hocamiz Dog¢. Dr. Emre Tepeli’
ye; istatistik analizlerde yardimci olan Hande Senol’ a; asistanligim boyunca ayni
ortami paylastigim, birlikte ¢aligmaktan mutluluk duydugum ve her konuda
desteklerinden dolay1 degerli ¢alisma arkadaglarim ve dostlarima; hayatim boyunca
varliklar1 ile bana gilic veren, attiim her adimda bana destek olan annem, kiz
kardeslerim ve bu giinlere gelmemde biiyiik emegi olan rahmetli babama; hayatimi
giizellestiren ve kolaylastiran en biiylik destegim sevgili esime ve varligiyla huzur

veren canim kizim Masal’a tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Sayfa No

ONAY SAYFASI ...ttt ettt s et i
TESEKKUR .......oooviiiiieeceeee ettt s ettt n s s v
ICINDEKILER .........ooviiiiieeeeeeeeeee ettt \Y,
SIMGELER ve KISALTMALAR ..........c.cocoooviiiieieesee e VIl
SEKILLER DIZINT .......coooiiiiiii et XI
TABLOLAR DIZINT .......cooooiiiiiioee e, X
[0 O NPT XI
INGILIZCE OZET ..o, X111
[ 121 1T TP 1
GENEL BILGILER ........ccooooiiiiiiiiiieeeeceteeeee e, 3
ANATOMI ...ttt 3
Lunatum Varyasyonlart .............ccccoooiiiiiiiiiiiiicee i 5

BIYOMEKANTK ....ccviiiiiiiccee e 5

Lunatum HiStolOJiSi .........ccoiiiiiiiie e 6

Lunatum Vaskileritesi ............cccooeeviiiiiiiiiiiiieii 7

Lunatumun’ un internal Vaskiiler A1 ............cccoooveveveviririverennnnn, 8

LUNATUM AVASKULER NEKROZU (KEINBOCK HASTALIGI) .....9
Tanmmm ve Tarihge ... 9

Etiyoloji ve Risk Faktorleri ...................coocooiiniis 10

KIINTK oottt n sttt 11



GOTUNLUICINE. ... 11

UINAr Varyans.........cccoceeiiiiiieiiiesiesee e 12
Radial Inklinasyon...........................cccccoooveeereneeeeeerrnnanns 12
TROAVE . 13
Radial Kisaltma OSteOtOMISI:.......cceevviveiiiie e 13
Kapitatum Kisaltma Osteotomisi:................................cc.... 13
Vaskiiler Kemik FIEPIeri...........cccoooiiiiiiiiiiiiiecen, 14
Proksimal Stra Karpektomisi ..................cccccc..cccoooviiunnnnnn... 14

Total El Bilek Artrodezi ..........ccoooveiiiiiiiiiieiice e 15
FIBRINOLITIK SISTEM .......cooiiiiiiiiiiiceese s 16
Plazminojen Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1)..........cccocoovveveveviennnn, 17
Arteryel ve Venéz Tromboembolizmde PAI-1’ in Rolii .............. 18

Plazminojen Aktivator Inhibitér 1 (PAI-1) Gen Polimorfizmi ....19

SNP (Single Niikleotid Polimorfizm) ..................ccccccceeiviiiiinnnnnnn. 20

HASTALAR VE YONTEM .......ccooooviviiiiieeeeesee ettt 22
HASTALAR e 22
YONTEM.......oooiiiiiiiiiititne st 23

Kan Orneklerinden DNA Izolasyonu ................c.cccoooveveverirennnnn, 23

DNA Orneklerinin Konsantrasyonlarinin ve Saflik Derecelerinin

BelirlenNMESI ... 23

PAI-1 Geni 4G/5G Polimorfizminin Allel Spesifik PCR ile

TDCEICIIMESE ...t e e oo 24

PAI-1 Geni 4G/5G Polimorfizminin Dizi Analizi Yontemi ile

TDCEICIIMIESE ...ttt e e e e e e e 25

Vi



BULGULAR ettt 30

PAI-1 Geni Allel Spesifik PCR Analizi Sonuglari......................... 35
PAI-1 Geni Dizi Analizi Sonuclari.....................ccoooiiiii, 36
TARTISMA . ...ttt 41
SONUGLAR ...t e s 46
KAYNAKLAR L.ttt 47

\l



SIMGELER ve KISALTMALAR

Arg: Arginin

AVN: Avaskiiler Nekroz

DVT: Derin Ven Trombozu

ECM: Ekstraseliiler Matriks
ESWT:Ekstrakorporeal Sok Dalga Tedavisi
kDa: Kilodalton

Met: Metionin

MI: Miyokard Infartiis

MMP: Matriks Metalloproteinaz

OR: Odds Ratio

PAI: Plazminojen Aktivator Inhibitdrii
PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PHT: Pulmoner Hipertansiyon

PTE: Pulmoner Tromboembolizm
SDS:Sodyum Dodesil Siilfat

SNP: Single Niikleotid Polimorfizm

STT: Skafotrapeziotrapezoid

TFKK: Triangiiler Fibrokaltilaj Kompleks

t-PA: Doku Plazminojen Aktivatorii

Vil



SEKILLERDIZINI

SAYFA
Sekil 1Karpal kemikler, volar gOrtiniim, Sag ............cccverrvieiiiieniiieeiiee e 3
Sekil 2 El bileginin volar(A) ve dorsal(B) ligamanlart .............cccoevviiiniiciiincnnn, 4
Sekil 3 Morfolojik varyasyonlar............cccooioiiiiiiiiei e 5
Sekil 4 Lunatumun trabekliler yapisi........cccceiiiiiiiiiiiiic e 6
Sekil 5 El bilegi cevresindeki arteryel damar ag1; volar gorinlim...........cccccoveveeenne 7
Sekil 6 Lunatumun interosseoz vaskiiler varyasyonlart .............ccoccoeeeinininiiniinnnnene 8
Sekil 7 Lunatum vaskiiler agini gosteren spaltheoz preparati...........cccccceevveiineinnene 8
Sekil 8Karpal ylikseklik O1CTUMLI .........cooviiiiiiiiiiiiic e 11
Sekil 9 Lichtman radyolojik evrelemesi, el bilek AP grafileri...........cc.cccoooveviinennn. 12
Sekil 10 Vaskiiler pedikiillii kemik flepleri igin dondr sahalari.............ccccceeevveennen. 14
Sekil 11 Koagiilasyon ve Fibrinolizis Yolagi .......cccccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicceeee s 16
Sekil 12 4G/4G homozigot genotipin osteonekroz mekanizmast ..........ccccvvvvveeeennnnns 19
Sekil 13 PAI-1 4G5G allel spesifik PCR iiriinlerinin %2 agaroz jel goriintiileri....... 35

Sekil 14 PAI-1 geni promotor bdlgesine ait hedef dizi, kullanilan primerler (mavi

alan) ve polimorfik bolge (sart alan) ...........ccccveeiiiiiiiiiiiiii e 36
Sekil 15 PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmini igeren bolgeye ait PCR {iriiniiniin %2 lik

agaroz jeldeki gOTintlisii........coiivriieiiiiiie e 36
Sekil 16 PAI-1 geni 5G5G genotipini gosteren dizi analizi sonucu (forward dizi) ...37
Sekil 17 PAI-1 geni 4G4G genotipini gosteren dizi analizi sonucu (froward dizi) ...37
Sekil 18 PAI-1 geni 4G5G genotipini gosteren dizi analizi sonucu (forward dizi) ...37

Sekil 19 Genotip dagilim grafisi .......ccocvviiiiiiiiiiii 39


file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207697
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207698
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207700
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207702
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207704
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207705
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207706
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207707
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207708
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207709
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207710
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207710
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207711
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207711
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207713
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207714
file:///C:\Users\Metin\Documents\Ortopedi%20�al��ma\MeTiN%20TEZ\1%20TEZ%20Belgeler\Lunat%20Avn%20TEZ%20dosyas�.docx%23_Toc458207715

TABLOLARDIZINi

SAYFA
Tablo 1 Stahl (1947) radyolojik evreleme.........cccoveiiiieiiiie e 9
Tablo 2 Litchman (1977) eVIeleMESI .....ccuvveiiiie e 10
Tablo 3 Ilgili gen bdlgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer ¢iftleri................... 24
Tablo 4 Tek bir 6rnekte 4G alleli i¢in hazirlanan reaksiyon karigim igerigi............. 24
Tablo 5 Tek bir 6rnekte 5G alleli i¢in hazirlanan reaksiyon karigim igerigi............. 25

Tablo 6 Ilgili gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan primer ¢iftleri......25
Tablo 7 Tek bir 6rnek igin hazirlanan polimeraz zincir reaksiyonu karigim igerigi ..26
Tablo 8 Polimeraz zincir reaksiyonu igin Thermal Cycler cihazinda uygulanan

DASAMAKIAL ..o 26
Tablo 9 Dizileme reaksiyonunda kullanilan bilesenler .............cccoviveeiiieeiiineiiinnnnn 27

Tablo 10 Dizileme reaksiyonu i¢in Thermal Cycler cihazinda uygulanan basamaklar

............................................................................................................... 28
Tablo 11 Gruplarin demografik 6zelliKIeri.........ccovvveeiiieeiiiie e 30
Tablo 12 Cerrahi gruplara gore postoperatif klinik sonuglar...........c..ccccvvevineeinnnnn, 31
Tablo 13 Postoperatif kas giiciiniin cerrahi yontemlere gore degisimi..................... 32
Tablo 14 Cerrahiden sonra gegen siire ile Mayo skoru arasindaki iligki................... 32
Tablo 15 Hasta grubu spektrofotometri GIgUmIETi........ccvverveiiieiiiiiie e 33
Tablo 16 Kontrol grubu spektrofotometri GIgUmIeri.......c..ocveivveiiieiiieiiieiieeiieene 34
Tablo 17 Hasta ve kontrol grubunun genotip 6zellikleri..........cocovvveriiiiieiiiennenne, 38
Tablo 18 Olgu ve kontrol gruplarinin genotip dagilimi ...........cccoeoveriiiiiiiiiennenn. 39
Tablo 19 Genotip analizi (4G4G+4G5G ile SG5G arasinda)..........ccceevvveeiieeeninnnn, 40



OZET

PAI — 1 4G/5Ggen polimorfizmi ilenon-travmatik
lunatum avaskiiler nekrozu arasindaki iliski

Dr. Metin GONEN

Lunatum avaskiiler nekrozu (Keinbock Hastaligi), lunat kemikte subkondral nekroz,
karpal kemiklerde ¢okme ve el bilegi ekleminde dejeneratif artrit ile sonuglanan bir
hastaliktir. 1910 yilinda Robert Keinbdck tarafindan tarif edilmesinden bu yana
hastaligin etiyolojisi halen aydinlatilmis degildir.Negatif ulnar varyans gibi
biyomekanik nedenler, bazidamarsal ve travmatik nedenler suglanmakla beraber
genel kani; interosseoz kan akimindaki zayiflama olarak ortaya konmustur. 7.
kromozomda (7921.3-22) bulunan PAI-1 geni; 12,3 kilobazdan olusur ve 9 ekson ve
8 intron bdlgesi icerir. 4G/5G polimorfizmi tek guanin niikleotidinin delesyon veya
insersiyon varyasyonudur. 5. Guaninin insersionu veya delesyonuna gore
polimorfizim genotipi belirlenir. PAI-1 genine ait {i¢ ¢esit genotip bulunmaktadir;
4G4G,4G5G ve 5G5G. Yiiksek PAI-1 aktivitesi herzaman 4G4G genotipte 4G5G ve
5G5G genotipe gore daha fazladwr. PAI-1 koagiilasyonun dilizenlenmesi ve
fibrinolitik sistem i¢in kritik rol oynar. Azalmis plazma fibrin yikimi aktivitesi,
yiksek PAI-1 plazma diizeyleri ile iliskilidir. LiteratiirdePAI-1 4G/5G
polimorfizmi;tekrarlayan gebelik kayiplari, miyokard enfarktiisii, serebrovaskiiler
hastaliklar, femur bas1 avaskiiler nekrozu gibi hastaliklarla iliskilendirilmis ve
sorumlu tutulmustur. Bu calismada, non-travmatik lunatum avaskiiler nekrozuna
PAI-1 4G/5G polimorfizminin etkisini belirlemek hedeflendi. Bu amagcla kirkbes
lunatum avaskiiler nekrozlu hasta ve kontrol grubu olarak benzer demografik
ozelliklere sahip kirkbes saglikli birey dahil edildi.Hasta ve kontrol gruplarinda allel
spesifik PCR ve dizi analizi yontemi ile PAI-1 4G/5G polimorfizminin dagilimimi
belirlemek amaciyla periferik kan 6rneklerinden genomik DNA izole edildi. Hasta
grubunda, sekiz(17,8%)4G4G, yirmialt1(57,8%)4G5G, onbir(24,4%)5G5GPAlI-1
genotip; kontrol grubunda ise bes(11,1%)4G4G, yirmibir(46,7%)4G5G ve
ondokuz(42,2%)5G5GPAI-1 genotip tespit edildi. Hasta ve kontrol gruplari arasinda

polimorfizm dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi
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(p=0,187). Bununla birlikte istatistiksel olarak anlamli olmamasma ragmen 4G
alleline sahip olan kisilerde Keinbock hastaligi goriilme riski 5G alleline sahip olan
kigilere gore 2,26 kat daha fazla oldugu sonucuna varildi (OR=2,259; %95CI [0,917 -
5,562]; p=0,076). Sonug olarak; 4G homozigot genotipi hasta grubunda 1,6 kat daha
yiiksek tespit edildi ancak Keinbdck hastaligi ile PAI-1 4G/5G polimorfizmi arasinda
istatistiksel iligki saptanmadi. Genis gruplar ile yapilacak caligmalar polimorfizm

iligkisi daha net aydimlatilabilir.

Anahtar Kelimeler: PAI-1 4G/5G, Keinbock hastaligi, Polimorfizm, Lunatum,
Osteonekroz
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SUMMARY
Association between PAI-1 4G/5G polymorphisms and
non-travmatik avascular necrosis of lunatum

Dr. Metin GONEN

Osteonecrosis of the lunat bone (Keinbdck’ s Disaese) is an ischemic injury that
results in necrosis of the subchondral bone, collapse of the carpal bones, and
degeneration of the wrist. Since described by Robert Keinbock in 1910, the etiology
of Kienbock’s disease is still unknown. Some biomechanical problems such as
negative ulnar variance, vasculer and traumatic causes hold responsible although
common opinion is reduced blood supply. The PAI-1 gene, located on 7g21.3-22,
spans 12.3 kb and contains nine exons and eight introns. The 4G/5G polymorphism
is characterized by a single guanosine nucleotide insertion/deletion variation. The
fifth guanine (G base) is inserted or deleted in the 4 G sequence in the — 675th base
of the transcription initial point upstream. The PAI-1 gene has three genotypes:
4G4G, 4G5G, and 5G5G. Higher plasma PAI-1 activity is always associated with
4GAG carriers than with 4G5G and 5G5G carriers. PAI-1 is acritical factor that
regulates coagulation and fibrinolytic systems.Reduced plasma fibrinolytic activity,
relatedwith increasedlevels of PAI-1.PAI-1 4G/5G polymorphism related and
responsible for recurrent miscarriage, myocardial infarction, cerebrovascular diseases
and femoral head avascular necrosis in literature. In this study, we aimed to detect
the role of PAI-1 4G/5G polymorfism in non-traumatic avascular necrosis oflunatum.
For this purpose include forty-five lunatum avasvular necrosis patients and forty-five
healty controls with similarities. Genomic DNA was extracted from peripheral blood
samples to determine the distributions of PAI-1 4G/5G polymorphism by allele
spesific pcr and sequencing in patient and control groups.We identified
eight(17,8%)4G4G, twentysix(57,8%)4G5G, eleven(24,4%)5G5GPAI-1 genotype
carriers in  patients and  five(11,1%)4G4G,  twentyone(46,7%)4G5G
andnineteen(42,2%)5G5GPAI-1 genotype carriers in healthy subjects. There is no

statistically significant difference for distributions of the gene polymorphism
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between petirnts and control groups(p=0,187). Furthermore, 4G allele increased risk
2.26 fold than 5G allele inKeinbock’” s disease with no statistical
differences(OR=2,259; %95CI [0,917 - 5,562]; p=0,076). As a conclusion; it has
been identified increased 1,6 fold 4G homozygot genotype in patient group.
Although no statistical associationswere documented for PAI-1 4G/5G
polymorphism in Keinbock’ s disease, large-scale studies should be designed to

clearly identify these associations in our population.

Keywords: PAI-1 4G/5G, Keinbock’ s disease, Polymorphism, Lunatum,

Osteonecrosis
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GIRIS

Lunatum avaskiiler nekrozu (Keinbdck Hastalign); ilk olarak 1843 yilinda Petse
tarafindan kadavralarda gosterilmis olup, 1910 yilinda Robert Keinbock tarafindan
radyolojik Ozellikleri ile tanimlanan, lunat kemikte subkondral iskemik hasar ve
kemigin kollabe olmasi sonucu el bileginde dejenerasyonla sonuglanan bir durumdur.
Yiz yildan uzun bir stiredir varligi bilinmesine karsin olus sebebi tam olarak
aydinlatilmis degildir(1). Bununla birlikte tanimlanmis gesitli tedavi yontemlerine
ragmen, yeterli uzun donem karsilastirmali ¢aligmalar olmamasi nedeniyle tani ve
tedavi siirecinde hem hasta hem de hekim agisindan ciddi zorluklarla
karsilagiimaktadir(2).

Lunat AVN etiyolojisinde mekanik, vaskiiler ve travmatik nedenler
suclanmakla beraber genel kani; interosseoz kan akimindaki zayiflama olarak ortaya
konmustur. Travma dis1 etiyolojik nedenlere bakildiginda, bolgesel vaskiiler ve
anatomik nedenler 6n planda diisiiniilmiistiir. Kemik i¢i bolgesel kan dolasiminda
meydana gelen aksamanin, lunatum gibi vaskiileritesi zayif kemiklerde osteonekroz
ile sonuclanmasi ihtimalinin diger kemiklere goére daha yiiksek oldugu
gosterilmistir(3, 4). Lunatumun besleyici damarlar1 eklem olmayan kemik
yiizlerinden gergeklesir. Yapilan c¢alismalarda 9%7-23 arasi lunatumda tek volar
arteryel besleyici damar varhigi tanimlanmistir. Tek bir besleyici arter ve kisith
damar agi varhiginda akut ya da kronik travma etkisiyle osteonekroza yatkinlik
olusabilecegi diistiniilmektedir.

Travma dis1 nedenlerle meydana gelen mikrovaskiiler tikanikliga yol agan
cesitli pihtilasma bozukluklar1 ve bu faktorlerle iliski gen polimorfizmleri otaya
konulmus ve bu polimorfizimlerin neden olmasi muhtemelnutrisyonel aksamanin
kemikte osteonekroza neden oldugunu destekleyen ¢alismalar mevcut(5).

Polimorfizm DNA diziliminde populasyonda %]1’den daha fazla oranda
bulunan baz degisimleri olarak tanimlanir. Tek niikleotid polimorfizimleri SNP
(Single nucleotide polymorphism) olarak adlandirilir. SNP’lerin bazi hastaliklarla
birlikteligi bu hastaliga olan egilimi géstermesi agisindan dnem tagimaktadir.

Kalga ekleminde artroz ile sonuglanan femur basi avaskiiler nekrozunun
etiyolojisine yonelik yapilan ¢alismalar arasinda; koagiilasyon basamaklarinda rol

alan pek c¢ok farkli enzim gen diizeyinde incelenmis ve kimi hastalarda s6z konusu



enzimlerin bazilarinda polimorfizme rastlanmistir. Yapilan c¢esitli caligmalarda
Plazminojen Aktivatdr Inhibitorii 1 (PAI-1) 4G/5G gen polimorfizminin femur basi
avaskiiler nekrozu agisindan risk unsuru oldugu gosterilmis (6).

PAI-1; fibirinolizisde gorevli esas enzim olan plazmin’ in, prekiirsorii olan
plazminojen’ den doniisiimiinii inhibe eden enzimdir. Plazminojenin plazmine
donisimii t-PA ile katalize edilir ve PAI-1 ile inhibe edilir. PAI-1 enziminin hatali
veya eksik ¢alismasi sonucu pihtiy1 eritmekle gorevli plazmin iiretilemez ve damar
ici pihtilagsma sorunlar1 ile karsilasma olasiligi artar. 4G homozigotlugu sonucu
enzim konsantrasyonunun artmasma bagli olarak fibrinolitik aktivite bozulur ve
trombotik olaylara yatkinlik artar.

PAI-1 enzimi, daha dnce tekrarlayan gebelik kayiplari, miyokard enfarktiisi,
serebrovaskiiler hastaliklar, femur bas1 avaskiiler nekrozu gibi hastaliklarin etiyolojik
arastirmalarma konu olmustur.

Ancak giiniimiize kadar tilkemizde ve diinyada lunatum avaskiiler nekrozu
etiyolojisinde yonelik gen diizeyinde yapilan herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu arastirma ile non-travmatik lunatum avaskiiler nekrozu olan hastalarda;
PAI-14G/5G  genindeki polimorfizmin etiyolojideki rolii  aydinlatilmaya
calisilacaktir.



GENEL BiLGILER
ANATOMI

Elin proksimal kismi1 olan el bilegi, el ve 6nkol bileskesini olusturur. Pronator
quadratus kasmin proksimalinden karpometakarpal ekleme kadar olan kisim, elbilegi
ekleminin sinirlaridir. El bilegi iskeleti, proksimalde ve distalde dorder adet olmak
iizere, iki sira lizerine dizilmis sekiz adet karpal kemikten olusur. Proksimal sirada
anatomik pozisyonda distan ige dogru 0s scaphoideum,os lunatum, os triquetrum
veos pisiforme bulunur.Distal sirada ise os trapezium, os trapezoideum, oscapitatum
ve os hamatum bulunur. Os pisiformehari¢, hepsinin genellikle alt1 ylizii vardur.
Volar ve dorsalyiizlerine baglar tutundugu i¢in piirtiikliidiir. Osscaphoideum ve os
lunatum digindakilerinin dorsalyiizleri volar yiizlerine oranla daha genistir.
Proksimalve distal ylizleri komsu kemiklerle eklem yaptigi i¢cinburalarda eklem yiizii

bulunur. Genellikle proksimalyiizleri konveks, distal yiizleri ise konkavdir(7).

Sekil 1: Karpal kemikler, volar goriiniim, sag
Os Lunatum; el bilegi kemileri arasinda proksimal siranin ortasinda bulunan
yarimay seklinde bir kemiktir. Lunatumun ossifikasyonu 2 - 4 yasarasinda baglar ve
ortalama 12 yas civarinda tamamlanir.
Lunatum’ un dort eklem yiizii bulunur:Proksimalde radiusun medial kismi
(lunat fossa) ve triangiiler fibrokaltilaj kompleks (TFKK), lateralde skafoidin
proksimal ucu, medialde ise trikuetrum ile eklem yapar.Distal yiiziiniin biiyiik bir

kismi lateralde kapitatum ile kiiclik bir alan ise medialde hamatumun apeksi ile



eklem yapar.Lunatumun anterior (volar) ve posterior (dorsal) yiizlerinde eklem
kikirdag1 bulunmaz. Interosseoz kan akismnin saglandigi damarlarin giris ¢ikislar: ve
ligamanlarin yapigma bolgeleri kemigin bu iki yiiziindedir.

El bilegi eklemi, ellipsoid tip, sinoviyal bir eklemdir.l¢ yiizii
sinoviyalmembranla doseli olan eklem kapsiilii,yukarida radius ve ulna’nin distal
ucuna, asagidaise os pisiforme hari¢ proksimal sira karpal kemikleretutunur. Eklemi
saranbaglar kapsiille kaynasmisdurumdadir. Bu yiizden kapsiili diger yapilardan
izoleetmek giictiir. Ozellikle dorsal ve palmar yiizde uzananradiokarpal
baglarkapsiilii kuvvetlendirir. Beslenmesi anteriorinterosseal arter, radial ve ulnar
arterlerin anterior veposterior karpal dallari, palmar ve dorsal metakarpalarterler,
derin palmar arktan ayrilan rekiiren dal tarafindansaglanir. Anterior ve posterior
interosseal sinirtarafindan innerve edilir.

Skafolunat Ligaman:Lunatum ile skafoid arasinda volar, dorsal ve interosseoz
kisimlarindan olusan giiglii bir bagdir. Volar komponenti 1mm kalindiginda oblik
uzanimli kollajen fiberlerden olusur ve rotasyonel stablizasyon saglar. Dorsal
komponenti ise yaklasik 3mm kalmliginda olup transvers uzanimlidir. Fonksiyonel
onemi, el bilegi hareketlerinde onemli olan skafoid fleksiyonu ve ekstansiyonunu

kolaylastiran bir mentesegorevi géren gergin dorsal liflerden kaynaklanir.

Sekil 2: El bileginin volar(A) ve dorsal(B) ligamanlar



Lunotriquetral  Ligaman:Lunatum ile triquetrum arasinda uzanan
lunotriquetral bag dorsal interosseal ve volar komponentlerden olusur. Kisa ve
saglam yapidadir. Ulnolunat ve kisa radiolunat bag ile birlikte lunatum
stablizasyonunu saglar.

Lunatum Varyasyonlan

1966 yilinda Zapico tarafindan tig tip lunatum morfolojisi tanimlanmistir. Tip 1
lunatum morfolojisinde lunatumun skafoid ve radial eklem yiizleri arasda 135’
den biiylik bir ag1 bulunur. Bu tip morfoloji daha c¢ok negatif ulnar varyans ile
iligkilendirilmistir. Tip 2 lunatum daha ¢ok dikdortgen seklindedir ve genellikle
notral ulnar varyansl kisilerde bulunmaktadir. Tip 3 morfoloji ise iki proksimal
eklem yiizi olan besgen seklindedir. Tipik olarak pozitif ulnar varyansh kisilerle

iliskilendirilmistir(8).

Tip | Tip Il Tip I

Sekil 3: Morfolojik varyasyonlar

Biyomekanik

El bilegi ekleminin hareket fonksiyonu disinda bir de yik tasima
fonksiyonumevcuttur. Radius ve TFKK’inin toplam eklem yiizeyi ortalama 342
mm?’dir. Bunun yaklasik%46’s1 lunat faset, %43l skafoid faset ve %11’ini TFKK
olusturur (9). Onkoldan karpal kemiklere yiik aktarimiyla ilgili yapilan biyomekanik
caligmalarda yiikiin biiylik bir kismi skafoid tarafindan (%55) tasinmaktadir.
Lunatum; el bileginden aktarilan yiikiin ortalama %35’ ine maruz kalir. Geri kalan

%10’ luk kisim TFKK aracilig1 ile aktarilmakatadir.

Radiokarpal ve midkarpal eklem hareketleri ile el bilegine ekstensiyon,

fleksiyon, ulnar ve radial deviasyon yapilabilmektedir. On kolun supinasyon ve



pronasyon hareketi ise proksimal ve distal radioulnar eklemler araciligi ile meydana
getirilir. Ayrica el bilegininhareketleri kinematik olarak incelendiginde, proksimal ve
distal karpal siralarmin birbirinden bagimsiz ancak biitiinlesmissekilde hareket
ettikleri saptanmistir.Fleksiyon-ekstansiyon sirasindaortalama 120° hareket agikligi
olup, proksimal ve distal karpal seri ayni1 eksende senkronize hareket eder. Ancak
radial deviasyonda proksimal sira ulnaya dogru, distal sira ise radiusa dogru hareket
eder(10). El bilegi hareket dereceleri Olglimii sirasinda humerusun rotasyon
hareketini ekarte etmek i¢in dirsek ekleminin 90° fleksiyonda olmas1 gerekmektedir.
Normal el bileginin ortalama hareket agikligi “notral sifir metodu” kullanilarak

tanimlanmistir(11). Buna gore:

Ekstansiyon (dorsal fleksiyon): 50°- 80°
Fleksiyon (palmar fleksiyon): 60°- 85°
Ulnar deviasyon (adduksiyon): 30°- 45°
Radial deviasyon (abduksiyon): 15°- 30°
Pronasyon: 80°- 90°

Supinasyon: 80°- 90°’ dir.

Lunatum Histoloji

Owers ve ark.” m 2010 yilinda 29 kadavra {izerinde yapmis oldugu histolojik
calismada; lunatumun trabekiiler yapisinin proksimal ve distal eklem yiizlerine
neredeyse dik uzandigmi, subkondral kemik ve trabekiiller arasinda 72-102 ac1

bulundugunu ortaya koymustur(12).

Sekil 4:Lunatumun trabekiiler yapisi



Lunatum Vaskiileritesi

El bilegi ve el dolasimimi radial arter ve ulnar arter saglar.Radial arter dnkol
volarde m. brakioradialis ve m. fleksor karpi radialis tendonlar1 arasinda el bilegine
girer.El bileginin dorsaline donerken m.abductor pollicis longus tendonu ve m.
extensor pollicis brevis tendonlarinin derinindengeger.Radial arter daha sonra birinci
dorsal interossedz kasin baglar1 arasindan gegerek elin palmar ylizeyine ilerler.
Interkarpal eklemler seviyesinde ekstensor tendonlarmn derininden ulnar tarafa dogru
transver bir dal vererek ulnar arterden gelen transver dal ile birlesip dorsal ark’ 1
olusturur. Dorsal radiokarpal arktan ¢ikan dal, os lunatumun dorsal beslenmesinin
biiyiikk bir kismindan sorumludur. Ulnar artervolerde ulnar sinirin medialinde,m.
flexor digitorum superficialis ile m. flexor carpiulnaris kaslar1 arasinda, fleksor
retinakulumun yiizeyinde ilerler. Radiokarpal ve interkapal eklem seviyelerinde
dallanarak radial arterden gelen dalla birlesip derin ve yiizeyel palmar arklar
olusturur.Os lunatum volar beslenmesi;a. radialis, a. ulnaris, a. interosseus

anteriorvolar dali ve derin palmar arkin rekiirren dali tarafindan saglanir(3).

radial arter

» ulnar arter

radial arter
palmar karpal dal

—» ulnar arter
palmar karpal dal

derin palmar ark <—

yuzeyel palmar ark «

Sekil 5: El bilegi ¢cevresindeki arteryel damar ag1; volar goriiniim

S6zii gecen bu arklardan ayrilan arterioller volarden radiolunat, radioskafolunat

ligaman (testut bagi) ve dorsalden dorsal radiokarpal ligaman {izerinden ilerler. Os



lunatum etrafinda volar ve dorsal kapsiiler pleksus olusturarak lunatumun palmar ve

dorsal boynuzlarindan kemigi penetre ederek girerler.
Lunatumun’un InternalVaskiiler Ag1

Gelberman ve ark.” in 1980 yilinda lunatum’ un interosseoz damar yapisina
yonelik yapmis oldugu ¢alismada 35 kadavradan alinan lunatumlar degerlendirilmis

ve “Y”, “I”, “X” paterni olam iizere ii¢ temel damar yapis1 saptanmis(3).

Y (59%) 1(31%) X (10%)

Sekil 6: Lunatumun interosseoz vaskiiler varyasyonlari

Yapilan calismada en sik saptanan Y paterninde os lunatuma volarden veya
dorsalden iki adet, karsi lunat kutbundan bir adet damar girisi bulunmus ve %59
oraninda saptanmis. %31“l paterni”, %10 oraninda “X paterni” oldugu

belirlenmis(3).

Distal Lateral

Daorsal Palmar

Palmar Dorsal

« ..“ 4 “.:;’7 P

Proximal Medial

Sekil 7: Lunatum vaskiiler agin1 gdsteren spaltheoz preparati



LUNATUM AVASKULER NEKROZU (KEINBOCK HASTALIGI)
Tanmim ve Tarihce

Kienbock hastaligi (Lunatomalazi) lunatumun avaskiilernekrozu ile seyreden,
elbilek ekleminde ilerleyici agrive fonksiyon kaybina neden olan osteonekroz
tablosudur.

[k olarak Peste (1843) tarafindan kadavra diseksiyonlarinda yiikseklik kaybi
olan lunatumlar tanimlanmis. 1910 yilinda Avustralyali radyolog Robert Kienbock
lunat kemikteki bu rahatsizligi lunatomalazi olarak tanimlamis ve radyolojik
ozellikleri ile ortaya koymus ve lunatum avaskiiler nekrozu kendi adiyla
anilagelmistir(13). Hulten (1928)23 Kienbock hastasinda yaptigi c¢alismada
%78oraninda negatif ulnar varyans saptamig ve bunugenel niifusla karsilastirdiginda
sadece %23 oranindagdzlendigini tespit etmistir. Bu bulgudan yola ¢ikarakdistal
radio-ulnar eklemde ulnanin kisa olmasindandolayi, radio-lunat eklem {izerinden
daha fazla vyiikaktarildigini, lunatumun kapitatum ve radius arasmdaolmasi
gerekenden daha fazla yiike maruz kaldigini,sonugta tekrarlayan mikrokirik

gelisimine baglh olarakKienbdck hastaligi olugma riskinin arttigini bildirmistir(14).

Keinbdck hastaligi olduke¢a nadir goriilen bir rahatsizliktir. Cesitli prevalans ve

insidans ¢aligmalarinda toplumda %0,05 — 0,1 oraninda goriiliir(15).

Hastalig1 evrelendirmek, prognozunu belirlemek ve tedavi seceneklerini
diizenlemek ic¢in cesitli kalsifikasyonlar gelistirlmis. Stahl (1947) ilk kezhastaligin
evrelendirlmesi (Tablo 1), Decoulx (1953) ilk klasifikasyon, Lichtman (1977) ise

tedaviye yonelik evrelendirmesini belirtmistir (Tablo 2)(16).

Tablo 1: Stahl (1947) radyolojik evreleme

Evre | Normal Radyografi

Evrell Lunatumda Artmis Radyodensisite Ve Yiikseklik Kayb1

Evre llla | Lunatumda Cokme, Sakfoid Rotasyonu Yok

Evre I1lIb | Lunatumda Cokme, Sakfoid Rotasyonu Var

Evre IV Perilunat Dejenerasyon




Tablo 2: Litchman (1977) evrelemesi

Tam Tedavi
Xray Normal, MR Immobilizasyon, NSAI
cvrel Bulgular1 Pozitif
Lunat Skleroz Ulnar Negatif Hastalarda Radial Kisaltma
Osteotmisi, Ulnar Nétral Hastalarda Radial Kama
svre ! Osteotomi Veya STT Fiizyon, Distal Radius Kor
Dekompresyon, Revaskiilarizasyon Prosediirleri
ST Lunat Cokme, Skafoid | Evre Il ile Ayni
Rotasyonu Yok
Lunat Cokme, Skafoid | Proksimal Sira Karpektomisi veya STT Fiizyon
svre H1iS Rotasyonu Var
Interkarpal Eklem El Bilek Artrodezi, Prodkismal Sira Karpektomisi,
mvre v Dejenerasyonu Smirli Interkarpal Fiizyon

Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Keinbock hastaliginin etiyolojisine yonelik yapilan pek cok arastirmaya
ragmen gilinlimiizde halen kesinlik kazanmamis pek cok ayrmti mevcut. Hastaligin
oryata ¢ikmasini kolaylastiran bazi nedenler 6ne siiriilmiis ancak higbiri kesinlik
kazanmamustir. Zapico (1966)’nun tanimladigi lunatum morfolojileri ve distal radius
anatomisinin lunatum ile olan iligskisi gibi nedenler etiyolojide suglanmustir(17).
Interossedz vaskiiler anastomozlarin yetersiz olmasi (%7) Keinbdck hastaligi igin
kolaylastirict bir faktor olarak kabul edilmistir(3). Bununla birlikte etiyolojik
nedenler arasinda en ¢ok suglanan etmen negatif ulnar varyanstir. Ulna minus
varliginda radiustan lunatuma aktarilan yiik miktarindaki belirgin artisin, lunatumda
basing artigina yol agmasi ve kemik i¢i beslenmenin zaman igerisinde bozulmasi
teorisine dayanan bir goriis mevcuttur(18, 19). El bileginin anatomik varyasyonlari
disinda mekanik faktorler de lunatum avaskiiler nekrozu etiyolojisinde
suglanmaktadir. Tekrarlayan mikrotravmalar ve perilunat kirikli ¢ikiklar gibi
makrotravmalar sonucu lunatumda avaskiiler nekroz gelisebilecegine yonelik ortak

bir gériis mevcuttur.
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Klinik

Lunatum avaskiiler nekrozuelbilek agrisi, sislik,hareket agikliginda azalma ve
giinliik aktivitelerigerceklestirmedegiicliik yakinmasi ile klinige bagvururlar. En sik
gorildiigl yas grubu 20 - 40 yas arasidir. Cesitli insidans ¢aligmalarinda erkek/kadin
oran1 2-3/1°dir. Genellikle tek taraflidir ve travma Oykiisii yoktur. Daha ¢ok agir is
is¢ilerinde tekrarlayan mikrotravmalarin bir etkisi olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilse de
etiyolojik anlamda tam olarak ortaya konmamustir. Bilateral goriilme siklig1 %2’den
azdwr. Siklikla erigkin donemin bir hastalig1 olarak karsimiza ¢iksa da ¢ocukluk ve

ergen caginda da ortaya ¢ikabilir ve genellikle daha iyi prognozlu seyreder.

Agrigenellikle el bilegi dorsalinde, baslangicta aralikli olarak ortaya cikar.
Giderek artan agr1 siklig1 6zellikle el bilegi ekstensiyonunu kisitlayict bir nitelik
kazanir. Zamanla elin kavrama giiciinde de kayip ortaya ¢ikar.ilerleyen evrelerde
fragmente olan lunatuma ait parcalar dorsal veya volar kapsiilden disar1 ¢ikarak bir
veya birkac fleksor veya ekstensor tendonun riiptiire olmasina neden olabilir. Bu

durum genellikle Litchman evre I1Ib veya IV’de ortaya ¢ikar(20).
Goriintiileme

Hastaligin tanisinda direkt grafi ve manyetik
rezonans goriintiilemesinden faydalanilir. Erken
evrede radyoloji tamamen normaldir ancak ¢ekilen

el bilek MR’inda T1 agirlikli kesitlerde lunatumda

sinyal kaybi, T2’ de ise hiperintens goriiniim elde
edilir. Direkt grafilerde, lunatumdaki skleroz ve
¢okme gibi degisikliklerden baska; radial
inklinasyon agis1, ulnar varyans, karpal yiikseklik

ve interkarpal artroz da degerlendirilebilir. Karpal

yiikseklik Ol¢limii; lunatum prokismal kenarindan ) o
Sekil 8: Karpal yiikseklik 6l¢timii

kapitatum distal kenarmna kadar olan karpal

mesafenin 3. metakarp uzunluguna orani olarak hesaplanir ve bize lunatumdaki

cokme varligi hakkinda objektif veriler sunar. Bu oranmm normal degeri

0,54+0,03"dir.
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Lichtman’in radyolojik bulgulara gore tanimlamisoldugu siniflandirma yaygin

olarak kullanilmaktadir(Tablo b).Birinci evrede direkt grafiler
3 - i) 3

Evrel Evre IT Evre IITA . EvrelllIB Evre IV

Sekil 9: Lichtman radyolojik evrelemesi, el bilek AP grafileri

normaldirfakatMRG’dedifiiz  sinyal intensite degisiklikleri bulunur. ikinci
evrededirekt grafilerde lunatumda difiiz skleroz mevcuttur.Ugiincii evre ikiye ayrilir:
Evre IIIA’da lunatumda ¢Okmevardir (genellikle hastaliin ilk tanimlandigi
donemdir).Evre IIIB’de lunatumdaki ¢6kmeye kapitatumunproksimale yer
degistirmesi ve sakafolunat a¢inin60°’nin {iizerinegikmasi ile karpal yiikseklik
azalmasieslik eder. Evre 1V’de lunatumdaki ¢okmeyeradiokarpalve midkarpal artroz

eslik eder.

Ulnar Varyans:Direkt grafi ile elde edilecek bir diger bulgu ulnar varyanstir.
Yapilan baz1 c¢aligmalarda negatif ulnar varyans ile Keinbdck hasligi arasinda
korelasyon bulunmustur(19, 21). Ulnar varyans Ol¢iimii 6nkol ndtral rotasyonda
¢ekilen PA grafi ile degerlendirilir. Bunun i¢in omuz 90%bduksiyonda dirsek
900ﬂeksiyonda avug ici kasete bakacak sekilde pozisyon verilerek alinan goriintii
degerlendirilir. Onkolda rotasyon agisi 0%lmalidir. Ciinkii supinasyonda ulnar
varyans azalir, pronasyonda ise artar(22). Cekilen grafide distal radius lunat fossa
tabanindan ¢ekilen transvers cizgi ile ulnar bastan g¢ekilen ikinci transvers ¢izgi
arasindaki mesafe Olgiilerek ulnar varyans hesaplanir. Ulnanin radiusa gore daha
distalde oldugu ol¢iimlerde pozitif, daha proksimalde kaldigi ol¢iimlerde negatif

varyanstan s6z edilir(18). Normal degeri ortalama 0,9mm’dir.

Radial Inklinasyon: Radial stiloid tipinden, radius distal eklem yiizii ulnar
koseyi birlestiren ¢izgi ile radiusun uzun aksma dik gecen ¢izgi arasinda kalan ag1
Olgiilerek hesaplanir. Ortalama 24°(19°%- 29%°dir. Radial inklinasyon agisinin

azalmasi, lunatuma binen yiiki artirir(23).
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Tedavi

Keinbock hastaliginin tedavisinde konservatif tedaviden el bilek artrodezine
uzanan c¢ok sayida tedavi yontemi tanimlanmistir. Tedavinin planlanmasinda
hastaligin evresi, hastanin yasi ve beklentisi 6nemlidir. Erken evrelerde konservatif
tedavi ile hastalagin gerileyebilecegi, ileri evrelerde ise el bileginde artroz ile
sonuglanabilecek sekilde ilerleyebilegi bilinmektedir. Ekstrakorporeal sok dalga
tedavisi (ESWT)’ nin Keinbock hastalarinin el bilegindeki agr1 ve fonksiyona pozitif

etkisi bulundugu ve cerrahi tedaviyi geciktirebilecegi diistiniilmektedir(24).

Cerrahi tedaviler arasinda lunatuma aktarilan yiki azaltmaya yonelik
uygulanan onkol veya kapitatum osteotomileri ile revaskiilerizasyona yonelik ¢esitli
vaskiiler kemik flebi uygulamalar1 tanimlanmistir. Kismi karpal kemik artrodezleri
veya el bilek artrodezi ve proksimal sira karpektomisi, izole lunatum eksizyonu ve
interpozisyon artroplastisi gibi cerrahi yontemler de lunatum avaskiiler nekrozu
tedavisinde uygulanabilecek yontemler arasindadir. Postoperatif siirecte agrinin
oniine gecmek ve rehabilitasyonu kolaylastirmak amaciyla secilen cerrahi
prosediirleri uygularken beraberinde posterior interosse6z sinir dorsal dalmna

noroktemi uygulanarak el bilek denervasyonu gergeklestirilebilir.

Radial Kisaltma Osteotomisi: Negatif ulnar varyansli hastalarda mekanik
olarak lunatum {izerindeki yiikiin azaltilmasina yonelik uygulanan bir yontemdir.
Eklem seviyesinin esitlenmesi hedeflenir. Evre II, IIIA ve I1IB’de uygulanabilecek
bir yontemdir. Yapilan calismalarda 4mm’den daha fazla yapilan kisaltmalarin ulnar
taraf el bilek agrisna yol agabilecegi bildirilmistir(25). Lunatuma aktarilan yiikiin
azaltilmas1 amaciyla uygulanan bir bagka osteotomi yontemi radial kapali kama
osteotomisidir. Radial inklinasyon agis1 azaltilarak lunatum {izerindeki tepe
basmcinin diigiiriilmesi hedeflenir. Iwasaki ve ark. (2002)’m evre IIIB ve IV olan
yirmi Keinbock hastast ile yaptig1 caligmada radial kisaltma osteotomisi ile radius
kapali kama osteotomisi sonuglar1 karsilastirilmis, her iki grupta da hem radyolojik

hem klinik anlamda birbirine benzer; iyi ve miikemmel sonuglar elde edilmistir(26).
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Kapitatum Kisaltma Osteotomisi: Ulnar varyansin notral ya da pozitif oldugu
durumlarda vaskiiler kemik flebiyle birlikte veya tek basma uygulanabilen bir
yontem olup lunatuma binen yiikii belirgin olarak azalttig1 biyomekanik ¢aligmalarla

ortaya konmustur(27).

Vaskiiler Kemik Flepleri: Amag lunatumun tekrar
kanlanmasinmsaglanmasidir.Bununi¢in uygulanan ¢esitli yontemler tanimlanmustir.
Vaskiiler pisiform kemik transferi, iliyakkanattan serbest vaskiiler kemik
transferleri,pronatorquadratus vaskiiler pedikiilli kemik fleplerive metakarpal
arterlerin direkt implantasyonu vedistal radiustan 4+5 ekstansdrkompartmantal

arterpedikiillic kemik flepleri sayilabilir. Bu yontemler tek baslarma ya da

Sekil 10: Vaskiiler pedikiillii kemik flebleri
icin donor sahalart

skafotrapeziotrapezoid (STT),skafokapitat (SC) artrodez gibi tekniklerle beraber
uygulanabilir. Vaskiiler kemiktransferleri ile birlikte evre IIIA ve IIIB’de
eksternalfiksatér uygulamalar1 iyilesme sirasinda lunatumiizerindeki mekanikstresi

azaltarak iyilesme siirecinde yardimci olabilir.

Proksimal Swa Karpektomisi:Erken evrelerde hastaligin ilerleyici dogasim
durdurmak ya da yavaglatmak amaciyla pek c¢ok cerrahi metod tarif edilse de,
ilerlemis kollapslarda asil amag agrinin kontroliidiir. ileri evre Keinbdck hastalarinda
uygulanabilecek bir alternatif olarak1944 yilinda Stamm tarafindan tanimlanan bu
yontemde normal skafoid ve trikuetrum hastalikli lunatum ile beraber ¢ikarilarak,

kapitatum ve radiusun lunat ¢ukuru arasinda yeni bir eklem olusturulmaktadir(28).
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Eklem araligindaki kisalma sonucu gelisen tendon laksisitesi sonucu postoperatif
donemde kavrama giiciinde kayip olsa da zaman igerisinde eski giiciine
kavugmaktadir. Uzun donem takiplerinde radiokapitat artroz gelisimi ve elin

kavrama giiclinde azalma gibi sorunlar bildirilmistir(29).

Proksimal swra karpektomisinin uzun dénem sonuglarmma yonelik yapilan
retrospektif bir ¢aligmada; 1967 ve 1992 yillar1 arasinda cerrahi uygulanan 61 hasta
degerlendirilimis. Operasyondan degerlendirilmeye kadar gegen ortalama takip
stiresi 19.8 yil olarak kaydedilmis. Calismaya dahil olan hastalarin %74’ {iniin agr1
ve eski igsine donememe sebepleriyle sonuglardan memnun olmadigi, 12 hastanin ise
bu siire zarfinda el bilek artrodez cerrahisi gecirdigi kaydedilmis. Ancak uzun donem
takiplerde elin kavrama giicii ve el bilegi hareket agikligimin stabil kaldig1 gozlenmis.
Bununla birlikte; cerrahi sirasinda posterior interossedz sinir eksizyonu uygulanmig
hastalarin postoperatif uzun dénem sonuglarininda daha yiiksek memnuniyet elde
edildigi sonucuna varilmig(30). Benzer calismalarda da elin kavrama giiciiniin

hastanin eski isine geri donebilecek kadar korundugu gézlenmis.

Total El Bilek Artrodezi:ileri evre hastalarda total el bilek artrodezi 6zellikle

agir islerde ¢alisan hastalar icin secilebilecek bir yontem.

Kienbock hastaligmin etiyoloji ve patofizyolojisi ve hastalifin siirecini
modifiye etme yetenegimiz hala tartigmalidir. Hastaligin ne zaman ve nasil
duracagin1 bilmemekteyiz. Dogal hikaye her zaman progresif kollaps ve artrit
olmamaktadir. Tedavi edilsin ya da edilmesin, hastalik ¢ogu zaman diisiik Lichtman
evrelerinden birinde durabilmektedir. Bununla birliktehi¢ bir aktif tedavinin

Kienbock hastaliginin tedavisinde birbirine tistiinliigii olmadigi diisiiniilmektedir(31).
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FiBRINOLITIK SISTEM

Fibrinoliz, pihtilasma sonucu olusan fibrinin enzimatik olarakpar¢calanmasini
saglayan bir proteoliz olayidir. Damar ¢eperindeki fibrinolitiksistemsiirekli olarak
yine damar endotelinde etkinlik gosteren pihtilasmamekanizmasinin tersine ¢aligir ve
hemeostaz1 dengeler. Kanfibrinolitiksistemi; inaktif bir enzim olan plazminojenin

plazmine doniisiimii vefibrining6dziinebilir fibrin pargalanma iiriinlerine doniisiimiinii

Intrinsik Yol Ekstrinsik Yol
Doku Hasar:
(Doku Faktori
Salinimy)
XII *» XIIa
Faktor ‘ Faktor Faktor Faktor
N > Xia Vil > Viia Fibrinolizis Inhibisyonu

Faktor ‘ Faktor PAIL1
IX Ca2+ IXa =y

Faktor VIII,

Fosfolipidler o
Plazminojen Plazminojen
Faktor > Faktsr Xa (fibrin yiizey) (s1v1)
X Caz+ Faktor Va
Caxx
Fosfolipidler +PA / u-PA o
Protrombinaz
Kompleksi
Faktor II ‘ Faktor I1a r
(protrombin) Ca2~ (trombin) Plazmin

(fibrin yizey)

Faktor
XIII > XIlla

}

Fibrinojen Fibrin (soluble) ———- . Fibrin (insoluble) —— 3 Fibrin vikim triinleri
C F

ibrinopeptid A/B
Koagiilasyon Fibrinolizis

Sekil 11: Koagiilasyon ve Fibrinolizis Yolagi

saglayan aktifbir sistemdir. Fibrin; 6nce kisa zincirli fibrinopeptidlere, sonra dakiigiik
peptidlere ve aminoasitlere kadar yikilir. Bu olaydan asil sorumlu enzim,
damarendotelinden salinan plazmin (fibrinolizin) enzimidir. Plazmin, normal
durumdaplazmada  plazminojen (profibrinolizin) olarak bulunur. Viicutta
plazminojenin aktithale doniistiiriilmesini saglayan iki endojen plazminojen
aktivatorli vardir; bunlar dokuplazminojen aktivatorii (tissue plasminogen activator,

t-PA) ve iirokinaz’dir.Plazmada ve dokudaki t-PA’nin plazminojen iizerindeki etkisi,
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02- plazmin veplazminojen aktivatdr inhibitorleri (PAI-1 ve PAI-2) tarafindan

kontrol edilmektedir(32).

En oOnemliplazminojen aktiflestirici ajan t-PA’dir. t-PA  vaskiiler
endotelhiicreleri tarafindan sentezlenipkan dolasima salmir ve fibrinolizisin
baslamasindadnemli rol almaktadir. Plazmin; fibrin,fibrinojen, faktor V ve faktor
VIII’ 1 pargalar. Doku plazminojen aktivatorii iizerindekibdlgeler fibrine
baglanmada, fibrine 0zgii plazminojenin aktiflestirilmesinde rol oynar.
Fibrinvarliginda t-PA’ nin plazminojen etkinlestirici 6zelligi belirgin bir sekilde

artar. Dolasimdakit-PA PAI-1 tarafindan inhibe edilmektedir(33).

Dolagimda doku plazminojen aktivatorii (t-PA) *niin biiyiik bir kism1 plazmada
PAI-1, antiplazmin ve Cl-inhibitér gibiinhibitorlerle komplekshalindedir.PAI-1
plazminojenden plazmin olusumunu inhibe ederek koagiilasyon ve fibrinolitik sistem
dengesinde 6nemli rol oynar. Fibrinolitik sistemde PAI-1 inaktivasyonu artmis
plazmin olusumuna ve kanama egilimine, yiiksek PAI-1 diizeyleri ise tromboz
riskineneden olur. Artmis plazmin fibrinolitik etki ile birlikte doku
matriksmetalloproteinaz (MMP) aktivasyonuna yol acar. Aktif MMP de ekstraseliiler
matriks (ECM) yikimmna neden olur.En az dort tane PA inhibitorii bulunmaktadir.
Her ne kadar in vitro olarak pek ¢okPA inhibitorii gosterilmisse de en Onemli

intravaskiiler PA inhibitori PAI-1dir(34).
Plazminojen Aktivatér Inhibitor 1 (PAI-1)

PAI-1 ilk olarak 1983 yilinda, trombosit ve endotel hiicrelerinden sentezlenen,
u-PA  ve t-PA lizerinden inhibitér etki  gOsterenbir  glikoprotein
olaraktanimlanmistir.PAI-1 fibrinolizisin gliglii bir inhibitoriidiir.Serin proteinaz
inhibitdr  (serpin)ailesindendir ve diger proteaz inhibitorleri gibi kanda
bulunmaktadir. PAI-1 diger serpin inhibitdrlerigibi hedef proteaza geri doniisiimsiiz
baglanarak intihar inhibitorii gibi davranir ve sodyum dodesilsiilfat (SDS) bolgesi ile
kararli bag olusturur. PAI-1 plazmada ortalama 20 ng/mL (0.5nM) gibi ¢ok
diistikkonsantrasyonlarda bulunmaktadir ve yar1 dmrii yaklagik 6-7 dakikadir(35). 7.
kromozomda (7921.3-q22) kodlanmis olup 12,2 kb yerkaplayan 9 ekson, 8 intron

icermektedir. 379 aminoasitten olusan tek zincirli  globiilerglikoprotein
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yapisindadir(36). Molekiiler agirligi 45-kDa’dir ve reaktif peptit zinciri Arg345 —
Met 346 bolgesinde lokalizedir. Bu bolge PAI-1"in asil fizyolojik bolgesidir.

PAI-1’in asil kaynagi trombositler ve endotel hiicreleri olsa da monosit,
makrofaj, plazma, fibrosarkomhiicreleri ve hepatositlerden de sentezlendigi
gosterilmistir. PAI-1 trombositlerdedepolanirlar.Sentezden sonra hizlica salinir ve
salindiktan kisa bir siiresonra inhibitor aktivitesini kaybederler. PAI-1’e baglanan
plazma ve periseliilermatriks kompanenti olan vitronektin;PAl-1’in aktif durumunu
korumasini saglar.PAI-1 plazma diizeyi degiskenlik gostermekle birlikte yasla
beraber artmakta vediurnal ritimdesalinmaktadir.Sabah en fazla ve aksam en diisiik

diizeydesaptanir. t-PA ile ters diurnal ritim gosterir.

Onceki bdliimde anlatildigi gibi PAI-1; fibrinolitik sistemdeki denge iizerine
etki eden ana diizenleyici faktor olarak gorev almaktadir. Bu nedenle bu protein ve

sentezinden sorumlu gen {izerine pek ¢ok farkli alanda cesitli calismalar yapilmistir.

Cesitli caligmalarda artnms plazma  PAl-ldiizeyleri tromboembolik
hastaliklarda,  obezitede,  sepsisde, koroner kalp  hastaliklarinda  ve
miyokardinfarktiisiinde iligkili bulunmustur. PAI-1 ateroskleroz veinflamasyonda
onemli rol oynamaktadir. Adiposit hiicre kiiltiirii caligmalarinda artmisinflamatuar

belirteglerin PAI-1 mRNA sentezini uyardiklar1 gosterilmistir(37).
Arteryel ve Venoz Tromboembolizmde PAI-1’ in Rolii

Yapilan ¢aligmalarda DVT ve PTE’ li hastalarda PAI-1 aktivitesini yiiksek
saptamislardir(38). DVT’ li hastalarin tigte birinden fazlas1 artmis PAI-1 seviyelerine
sahiptir. Kalca artroplastisi sonras1t DVT gelisen hastalarda yapilan ¢alismada PAI-1
seviyeleri, gelismeyenlere gore belirgin  yiiksek  bulunmustur(39).Kronik
tromboembolikpulmoner hipertansiyon (PHT)’ luhastalarda fibrinolitik sistem
defektiftir. Normalkosullarda pulmoner arter duvarinda PAI-1 mevcuttur ancak
santral pulmoner arterdenalinan trombiisteve trombiis altinda uzanan
endotelyaltabakada artmug PAI-1 diizeylerine rastlanilmistir(40). Bu gozlemlere
dayanarak akut trombiis olusumu ve siirekliliginin PAI-1" in lokal etkisine bagl
olarak gerceklestigi soylenebilir. Teorik olarak PAI-1" e direngli fibrinolitik ajanlarin

kullanilmas1 PTE’ de trombolitik tedavinin etkinliginin artmasina katkida bulunur.
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Artmis plazma PAI-1 seviyeleri unstabil anjina, myokard infaktiisi(MI) ve
reenfarktiis gibi akut koronersendromlarm sikliginin  artmasiyla  iliskili
bulunmustur(41, 42). Plazma PAI-1 seviyelerinin pik yaptigi sabahsaatleri, akutMI
ve nonokliizifiskemik koroner olaylarindasikliklagoriildiigii bir zamandir(43).Anvari
ve arkadaglar1 4G/5G alleli, artmis plazma PAI-1 seviyeleri ile siddetli koroner arter

hastalig1 ve ani kardiyak 6liim gelisimi arasinda pozitif iliski bulmustur(44).
Plazminojen Aktivator Inhibitor 1 (PAI-1) Gen Polimorfizmi

PAI-1 gen polimorfizmi ile plazma PAI-1 diizeyi arasinda yakin iligki vardir.
4G/5G gen polimorfizmi PAI-1 geninin promoter bolgesindeki -675. bazgiftindeki
tek bir niikleotiddeki insersiyon/delesyon sonucunda ortaya ¢ikan sik goriilen
birpolimorfizmdir(45). 4 ya da 5 guanin niikleotidi olusumu polimorfizme neden
olmaktadir.Hem 4G hem de 5G bdlgesi transkripsiyon aktivasyonu icin baglayici
bolgeye sahiptir. 5Galleli ayrica reseptor i¢cin baglayici bir bolgeye sahiptir. 5G alleli
PAI-1’in daha aztranskripsiyonu ve daha az PAI-1 aktivitesine neden olmaktadir. 4G
alleli i¢in homozigot olankisilerde plazma PAI-1 diizeyinin 5G i¢in homozigot olan
bireylere gore % 25oraninda daha fazla oldugu gosterilmistir (Sekil 12). Yapilan
klinik ¢aligmalarda 4G/4G genotipininmyokard infaktiisii (MI) i¢in % 20 oraninda
bir risk artisina neden olabilecegi gosterilmistir(46, 47).

Cevresel Etkenler ————

J
y

——— PAI-1 Aktivitesi ] —

Lunatum Osteonekrozu

Sekil 12: 4G/4G homozigot genotipin osteonekroz mekanizmasi

PAI-1 4G/4G
Homozigot Genotip
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Asono ve ark.tarafindanPAl-1 plazma antijen diizeylerinin 4G/5G genotipi ile
iligkisini gdsteren bir ¢alismada; 5G/5G genotipinde plazma PAI-1 antijen diizeyi
ortalama 18 ng/mL iken, bu deger; 4G/5G genotipi hastalarda ortalama 24
ng/mL,4G/AG genotipinde ise ortalama 38.5 ng/mL tespit edilmis ve sonugcta
genotipte 4G allellinin artan plazma PAI-1 seviyeleri ile anlamli iligkisi

saptanmustir(48).

PAI-1 4G/5G polimorfizminin femur basi avaskiiler nekrozu etiyolojisindeki
roliinii belirlemek i¢in yapilan ¢alismalardan derlenen bir meta-analizde 419 hasta ve
969 kontrol grubu dahil edilmis. Yapilan analizlere gore 4G/4G polimorfizmli
bireylerin femur bas1 avaskiiler nekrozu agisindan risk altinda olabilecegi

gosterilmistir(6).

SNP (Single Niikleotid Polimorfizm)

Insan genomunda, viicudun her hiicresinde 3 milyar baz ¢ifti bulunmaktadir ve
genom her hangi iki insan arasinda %99.5 oraninda benzerlik gostermektedir.
Genellikle hastaliklara yol acan, niikleotid sekansindaki nadir degisiklikler
(varyantlar) mutasyon olarak tanimlanmaktadir. Mutasyonlar aileden kalitilabilir
(germline mutasyonlar) ya da kanserlerde oldugu gibi bireyin hayati boyunca
sonradan kazanilabilir (somatik mutasyonlar). Polimorfizm ise populasyonda %1
veya daha siklikla gozlenen DNA varyasyonlar1 ya da yaygm varyantlar olarak
tamimlanmaktadir(49). SNP’ler (tek niikleotid polimorfizmleri), genom dizisi
icerisinde bazlardan (Adenin: A, Timin: T, Guanin: G, Sitozin: C) birisinin
degismesiyle meydana gelen DNA dizi farkliliklaridir(50)ve yaklasik her 1000 baz
ciftinde bir goriilmektedir. Polimorfizmler, mutasyonlardan toplumda daha yiiksek
siklikta varyant allel olarak bulunmalar1 nedeniyle ayrilirlar ve hastalik nedeni degil
hastaliga yatkmlik nedeni olabilirler(51). insan DNA varyasyonlarmm %90’ indan
sorumludur ve insan evrimi, ila¢ yanitinda degisiklik ve hastalik duyarliliginda
onemli rol oynamakta olup hastaliklara yatkmlik arastirmalarinda genetik belirteg
olarak kullanilmaktadir.

SNP’ler kodlayan bolge, intergenik bolgeler ve kodlamayan bdlgelerde
goriilebilir. Genomun ¢ok kiiglik bir kismi gen kodladig1 i¢cin, SNP’lerin biiyiik bir
kismi gen kodlamayan bolgelerde bulunur(52). SNP’ler genellikle protein kodlayan
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genlerin komsu bolgelerinde bulunmakta olup promoter aktivitesini, premRNA
stabilitesini, proteinin substrati ya da inhibitériine baglanma kapasitesini de
degistirebilmektedir(53). Kodlayan bdlgede bulunanlara fonksiyonel SNP’ler denir.
Fonksiyonel SNP’ler ya aminoasit dizisinde ya da diizenleyici dizilerin
fonksiyonlarinda degisiklige yol agarak gen fonksiyonlarmi etkileyebilmektedir(52).
SNP taramalar1 yapilarak hastaliga neden olma ihtimali olan varyant alleller tespit
edilip daha sonra bireylerin DNA 6rneklerinde spesifik alleller incelenerek hastaliga

yatkinliklar1 belirlenebilmektedir(52).
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HASTALAR VE YONTEM
HASTALAR

Bu calismaya, Ocak 2012 ile Haziran 2016 arasinda Pamukkale Universitesi
Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji klinigine bagvuran lunatum avaskiiler nekrozu
hastalar1 ve hasta grubuna uygun demografik 6zelliklere sahip kontrol grubu dahil
edildi. Calismaya katilan hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerden yazih

aydimlatilmis onam alindi(Etik Kurul Dosya No:60116787-020/65235).

Hastane kayit sisteminin 1 Ocak 2012—-1 Haziran 2016 tarihileri arasitaranmasi
ile klinigimizde Keinbock hastaligi tanisi ile opere edilmishastalar listelendi. Direkt
grafi ve MR goriintiilemede lunatumda avaskiiler nekrozu bulunan hastalar ¢calismaya
dahil edildi. Ozgeg¢misindeperilunat kirikl1 ¢ikik gibi el bilek travma dykiisii bulunan
hastalar ¢alismadan dislandi. Dijital kayit sistemi iizerindenhasta bilgilerine
ulasilarak iletisime ge¢ildi. Hastaneye c¢agirilan hastalara, yapilacak c¢alisma ve
genetik analiz konusunda detayl bilgilendirme yapildi. Hasta grubundaki bireylerin
yas aralifinda olan el bilek yakinmasi olmayan ve el bilek grafilerinde Keinbock
hastaligina dair bulgu bulunmayan hastalar kontrol grubuna dahil edildi. Hasta grubu
icin Keinbock hastaligi tanist almis, yaslar1 18-49 arasi1 27 erkek, 18 kadmn toplam 45
hasta; kontrol grubu i¢in ise herhangi el bilek sikayeti olmayan yaslar1 19-49 arasi
degisen 22 erkek, 23 kadin toplam 45 birey ¢alismaya dahil edildi. Hem hasta hem
de kontrol grubundaki hastalardan aydinlatilmis onam almarak 1 adet K3 EDTA’l1
tiipe (VACUETTE®) toplam 2ml periferik kan 6rnegi alindi. Kan 6rnekleri hasta ve
kontrol gruplari i¢in ayr1 ayr1 kodlanarak DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’
de saklandi.

Caligmaya dahil edilen hasta grubundaki bireyler kontrole geldiklerinde Mayo
el bilek skorlamas: ile postoperatif kas giicii, agr1 ve el bilegi hareket araligi

degerlendirmesi yapilarak sonuclar kaydedildi.
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YONTEM
Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Periferik kan 6rneklerinden genomik DNA izolasyonlar ticari kit (Quickgene
DNA Whole Blood Kit S, Fujifilm) kullanilarak otomatize niikleik asit izolasyon
cihazinda (Fujifilm Nucleic Acid Isolation System, Quickgene-810, Fujifilm)
gerceklestirildi. DNA izolasyonu i¢in agsagidaki basamaklar sirayla uygulandi.

1. EDTA’l tiiplere alinan periferik kan 6rneklerinden 200 pl periferik kan

ornegi almarak 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine aktarildi.

2. 200 pl kan 6rneklerine, 250 pl lizis tamponu (Lyzis Buffer; LDB) ve 30 ul
Proteaz (EDB) eklenerek, maksimum hizda 10-15 sn vortekslendi (pulse-vorteks).
Ornekler 56 °C’de 2 dk inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasi drneklere 250 pl >%99 etanol eklenerek maksimum

hizda 10-15 sn vortekslendi (pulse vorteks). Kisa bir santrifiij islemi yapildi.

4. Otomatize genomik materyal izolasyon cihazinin kartusuna filtreli tiipler
yerlestirilerek lizatlar bu tiiplere aktarildi ve “DNA WHOLE BLOOD” modu

secilerek stizme islemi yapild1.

5. Filtreli tiiplere 750 ul kitle saglanan Wash Buffer ilave edildi ve tekrar

stizme islemi yapildi. Bu islem 2 kez daha tekrarland:.

6. Kartus, DNA izolasyonunda kullanilmak iizere cihaza dnceden yerlestirilen

ependorflarin lizerine aktarild.

7. Filtreli tiiplere 200 pl eliisyon buffer1 eklenerek siizme islemi baslatildi.

Boylece filtrede bulunan DNA"larin ependorflara aktarilmasi saglandi.
8. Filtreli tiipler atilip, DNA iceren siiziintii ependorf tiipii iginde sakland:.

DNA Orneklerinin Konsantrasyonlarmin ve Safik Derecelerinin
Belirlenmesi
Hasta ve kontrol gruplarindan alman periferik kanlardan izole edilen

DNAGreklerinin -~ konsantrasyonlart  ve  saflik  degerleri  spektrofotometrik

23



yontemle(Nanodrop 2000c, Thermo Scientific) belirlenerek Tablo 15 ve 16°da
gosterildi. Olgiimii yapilan DNA o6rnekleri calisma yapilincaya kadar + 4°C’de

buzdolabinda saklandu.
PAI-1 Geni 4G/5G Polimorfizminin Allel Spesifik PCR ile Incelenmesi

PAI-1 geni 4G/5G baz ciftini (bg) iceren gen bolgesi Tablo 3’de gdosterilen

primerler kullanilarak PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile ¢ogaltildi.

Tablo 3: Tlgili gen bdlgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primer ¢iftleri

Insersiyon 5G Alleli I¢in

Kullanilan Primer GTC TGG ACA CGT GGG GG

Delesyon 4G Alleli igin

Kullanilan Primer GTC TGG ACA CGT GGG GA

Upstream Primer AAG CTT TTACCATGG TAACCCCTG GT

Downstream Primer TGC AGC CAG CCACGT GATTGT CTAG

Hasta ve kontrol gruplarindaki her bireyde hedef bdlgeyi cogaltmak amaciyla
toplam hacim 50 pl olacak sekilde hem 4G hem de 5G alleli i¢in reaksiyon karigimi
hazirlandi. PCR i¢in kullanilan reaksiyon karisimi 4G ve 5G igin sirasiyla Tablo 4 ve
Tablo5’de gosterilmistir. Bu karisimdaki icerikler drnek sayisi ile ¢arpilarak PCR

icin gerekli miktar hazirlanda.

Tablo 4: Tek bir 6rnekte 4G alleli i¢in hazirlanan reaksiyon karigim igerigi

Bilesen Adi Miktari
Mastermiks 25 ul
Upstream Primer 3ul
Downstream Primer 3ul
Delesyon 4G Allel Primer 3ul
Su 11 pl
DNA 5ul
Toplam 50 pnl
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Tablo 5: Tek bir érnekte 5G alleli i¢in hazirlanan reaksiyon karigim igerigi

Bilesen Ad1 Miktarn
Mastermiks 25 ul
Upstream Primer 3ul
Downstream Primer 3ul
Insersiyon 5G Allel Primer 3ul
Su 11l
DNA 5l
Toplam 50 pnl

Reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra 6rnekler Thermal Cycler cihazina
yerlestirilerek 94° C‘de 60 saniye, 54° C’de 30 saniye ve 72° C’de 40 saniye 35
dongii seklinde reaksiyon kosullar1 uygulandi. Elde edilen PCR firtinleri %3,5’1uk
agoroz jel elektroforezinde degerlendirildi. Buna gore PCR sonucu 4G primeri ile
139 bg bant verip 5G primeri ile 139 b¢ bant vermeyen Ornekler homozigot 4G
genotipli, 5G primeri ile PCR sonucu 139 bg¢ bant verip 4G primeri ile PCR sonucu
139 bg bant vermeyen 6rnekler homozigot SG genotipli, her ikisinde de 139 bg bant

verenler ise heterozigot 4G5G genotipli olarak belirlendi.
PAI-1 Geni 4G/5G Polimorfizminin Dizi Analizi Yontemi ile Incelenmesi

Calismamiza dahil olan 45 hasta ve 45 kontrolde allel spesifik PCR ile
belirledigimiz genotipler dizi analizi yontemi ile dogrulandi ve PCR reaksiyonu

gergeklestirildi. PCR’de kullanilan primerler Tablo 6’da gosterilmektedir.

Tablo 6: lgili gen bélgesinin PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan primer ciftleri

Forward Primer AAG CTT TTACCATGG TAACCCCTG GT

Reverse Primer TGC AGC CAG CCACGT GAT TGT CTAG

PAI-1 geninin ¢ogaltilacak boliimii i¢in toplam hacim 50 pl olacak sekilde

PCR reaksiyon karigimi hazirlandi. Tek bir 6rnek i¢in hazirlanan reaksiyon karigim
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icerigi Tablo 7’de gosterilmektedir. Bu karisimdaki igerikler ornek sayisi ile

carpilarak PCR i¢in gerekli miktar hazirlanmistir.

Tablo 7: Tek bir 6rnek i¢in hazirlanan polimeraz zincir reaksiyonu karisim igerigi

Bilesen Adi Miktar
Mastermiks 25 ul
Forward Primer 3ul
Reverse Primer 3ul
Su 14 ul
DNA 5l
Toplam 50 pnl

PCR reaksiyon karisimi hazirlandiktan sonra drnekler Thermal Cycler cihazina

yerlestirilerek Tablo 8’de gdsterilen basamaklar izlendi.

Tablo 8: Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in Thermal Cycler cihazinda uygulanan basamaklar

Islem Is1 Siire Déngii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 10dk 1
DNA Denatiirasyon 95°C 15sn 35
Primer Baglanma 60°C 45sn 35
Primer Uzatma 72°C 45sn 35
Son Uzatma 72°C 10dk 1

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edilen spesifik iirtinler %?2’lik
agaroz jel elektroforeziyle kontrol edildikten sonra, bir sonraki asamada yapilacak
olan dizileme reaksiyonunu inhibe edebilecek PCR artiklarinin uzaklastirilmasi
amaciyla ticari kit (Cycle Pure Kit, Omega Biotek) kullanilarak PCR iiriinii

saflastirildi. Bu protokolde sirasiyla asagidaki basamaklar uygulanmigtr:
1. PCR iiriinii iizerine 500 ul CP Buffer eklenerek vortekslendi.

2. Homojenizasyon saglandiktan sonra 6rnekler HiBind DNA mini kolonlara
aktarilip >13.000 xg’de 1 dakika santriftij edildi.
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3. Toplama tiiplerindeki sivi atildiktan sonra kolonlara 700 ul DNA Wash
Buffer eklenip >13.000 xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu basamak 2 defa
uygulandu.

4. Toplama tiiplerindeki sivi atildiktan sonra, rezidiiel etanolii uzaklastirmak

icin kolonlar bir kez >13.000 xg’de 2 dakika bos olarak santrifiij edildi.

5. Temiz mikrosantrifiij tliplerine aktarilan kolonlara 50 pl Eliisyon Buffer
eklendi ve oda sicakliginda 2 dk bekletilip >13.000 xg’de 1 dakika santrifiij

uygulandiktan sonra kolonlar atilarak saflastirma iglemi tamamlanda.

PCR iiriinlerinin saflagtirma iglemleri tamamlandiktan ve tirtinler %2’lik agaroz
jelde yiiriitiildiikten sonra hedeflenen bdlgenin dizilenmesi amaciyla dizi analizi
reaksiyonu kuruldu. Hedef dizi 256 baz ¢ifti uzunlugunda olan &rneklerden hem
reverse (geri) hem de forward (ileri) primerler ile iki ayr1 sekans reaksiyonu kuruldu.
Dizileme reaksiyonunda iiriin basma kullanilan bilesenler ve reaksiyon kosullari

Tablo 9 ve 10°da gosterilmektedir.

Tablo 9: Dizileme reaksiyonunda kullanilan bilesenler

Bilesen Adi Miktari
DTCS Quick Start Master Miks 8 ul
Primer (Forward/ Reverse) 2 ul
Su 8 ul
Saflagtirilmig PCR {iriinii Sul
Toplam 20 1

Yukaridaki tabloya gore Ornek sayisi kadar reaksiyon karigimi
hazirlandi.Dizileme reaksiyon karisimi saflastirilmig PCR {iriinlerine eklenmeden
once, PCR iiriinlerine 96°C’de 1 dakika predenatiirasyon uygulandi ve daha sonra

tiiplere 15°er pl karisim eklenip reaksiyona sokuldu.
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Tablo 10: Dizileme reaksiyonu i¢in Thermal Cycler cihazinda uygulanan basamaklar

Islem Is1 Siire Déngii Sayisi
Baslangi¢ Denatiirasyonu 96°C 2dk 1
DNA Denatiirasyon 96°C 30sn 25
Primer Baglanma 50°C 15sn 25
Primer Uzatma 60°C 4dk 25

Dizileme reaksiyonundan sonra 6rneklere 5’er pl stop soliisyonu (2 pl Sodyum
Asetat + 2 pul Sodyum EDTA + 1 pl Glikojen) eklendi, pipetaj sonrasi etanol
coktiirme islemine gecildi. Etanol ¢Oktiirme islemi asagida belirtilen basamaklar

sirastyla uygulandi:

1. Ornekler iizerine, -20°C’de bekleyen %96’lik etanol soliisyonundan 70 pl
eklenip pipetaj ve vorteksleme yapildiktan sonra, 30 dk -20°C’de bekletildi ve
14.000 rpm’de, 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi.

2. Santriflij isleminden sonra dipteki ¢cokelti hareket ettirilmeyecek sekilde {istte
kalan etanol dikkatlice almnip atildi ve -20°C’de bekleyen %70’lik etanol
soliisyonundan 170 pl eklenip 14.000 rpm’de, 6°C’de 7 dakika santrifiij edildi.

3. Dipteki cokeltiyi hareket ettirmeyecek sekilde iistte kalan etanol dikkatlice
almip atild1 ve ornekler 6nceden 40°C’ye ayarlanmis dry block’ta 40 dakika

kurumaya birakild.

Etanol ¢oktiirme isleminden sonra kurutulan 6rneklere 40 pl 6rnek yiikleme
soliisyonu (formamid) eklenip, yogun pipetaj yapildiktan sonra Srnekler Sample
Plate’e yiiklendi ve {izerlerine buharlagmalarini engellemek amaciyla mineral yagi
eklendi. Buffer Plate’e tampon soliisyonu eklendikten sonra iirlin biiyiikliigiine gore
uygun okuma programu seg¢ilip dizi analizi islemi gerceklestirildi (Beckman Coulter

CEQ 8000 Genetics Analiysis System).
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istatistiksel Analiz

Veriler SPSS paket programiyla analiz edildi. Siirekli degiskenler ortalama +
standart sapma, medyan (en kii¢ilk — en biiylik degerler) ve kategorik degiskenler
say1 ve yiizde olarak gosterildi. Parametrik test varsayimlari saglandiginda bagimsiz
grup farkliliklarin karsilastirilmasinda Iki Ortalama Arasindaki Farkin Onemlilik
Testi; parametrik test varsayimlari saglanmadiginda ise bagimsiz grup farkliliklarin
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullamildi. Kategorik degiskenlerin
karsilastirilmasinda Ki-kare analizi kullanildi ve allellerin risk durumu incelemesi
icin lojistik regresyon analizi yontemi kullanildi. Tiim analizlerde p<0,05 istatiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya Keinbock hastaligi bulunan 45 hasta ve kontrol grubu olarak
Lunatum avaskiiler nekrozu lehine klinik ve radyolojik bulgusuolmayan45bireydahil

edilmistir.
Hasta ve Kontrol Gruplarinin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Gruplarin demografik 6zellikleri asagidaki Tablo 11’ de 6zetlenmistir.

Tablo 11: Gruplarin demografik 6zellikleri

Hasta Kontrol p degeri
Yas
Ortalama +Std. Sapma 31,64+7,9 33,35+7,4 0.293
Medyan (min - maks) 31 (18 - 49) 34 (19-49)
Cinsiyet
Erkek (%) 27 (%60) 22 (48,9) 0.290
Kadin (%) 18 (%40) 23 (51,1)

Tablo 10°’daki veriler degerlendirildiginde hasta grubunun yaslari, en kiigtigii
18, en bliyiigii 49, ortalamasi ise 31,64 + 7,9; kontrol grubunun yaslari, en kii¢tigii 19,
en blyligi 49, ortalamasi ise 33,35 + 7,4 idi. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yas
farki agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0.293).Hasta grubu
27 erkek (%60), 18 kadindan (%40); kontrol grubu 22 erkek (%48,9), 23 kadindan
(%51,1) olusmaktaydi. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda cinsiyet dagilimi agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0.290).

Klinigimizde Lunatum avaskiiler nekrozuna yonelik cerrahi uygulanmis yaslari
18 ile 50 arasindaki 27’ si erkek 18’ i kadin, 45 hastadan; 35’ ine proksimal sira
karpektomisi(PSK), 10’ una vaskiiler kemik flebi(VKF) uygulandi. Hastalar en az 8
en fazla 48 ay, ortalama 32 ay postoperatif takip edildi. 31 hastanin sag el bilegi 14

hastanin sol el bilegi opere edildi.
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Hastalar

postoperatif  kontrollerinde

degerlendirildi. (Tablo12)

Mayo

el bilek

Tablo 12: Cerrahi gruplara gore postoperatif klinik sonuglar

skorlamas1 ile

Mayo Cerrahi Ortalama Medyan
Skorlamasi Turtd + std sapma (min - maks) P
PSK 20,86 + 3,32 20 (15 - 25)
Agri 0,819
VKF 20,5 + 3,69 20 (15 - 25)
PSK 22,57 +2,81 25 (15 - 25)
Memnuniyet 0,904
VKF 22,5 +£2,64 22,5 (20 - 25)
Eklem Hareket PSK 17 £ 4,06 15 (15 - 25) 0,638
Agikhigi VKF 16 + 3,16 15 (15 - 25) '
PSK 22,14 £ 4,58 25 (15 - 25)
Kas Giicii 0,946
VKF 22 +4.83 25 (15 - 25)
PSK 82,57 +9,1 80 (70 - 100)
Toplam Skor 0,657
VKF 819737 77,5 (70 - 100)
PSK 30,66 + 12,13 30 (8 - 48)
Siire (ay) 0,492
VKF 33,5+9,36 30,5 (18 - 48)

Hastalarn klinik degerlendirmesinde agri ve memnuniyet acisindan her iki

grupta da benzer sonuglar elde edilmis olup istatistiksel olarak fark bulunmadi.

Gruplar aras1 degerlendirmede agr1 i¢in p degeri 0,819 iken, memnuniyet i¢in p

degeri 0,904 olarak saptandi. Cerrahi uygulanan tarafta eklem hareket agikligi(EHA)

degerlendirmesinde 25 puan iizerinden ortalama 16,7 puan alarak; hastalarin

postoperatif donemde normal el bilegi eklem hareket agikligmm %66,8” 1 kadar

hareket araligina sahip oldugu belirlendi. EHA degerlendirmesine ayri ayri

bakildiginda uygulanan cerrahi yontemler arasinda belirgin bir fark izlenmedi

(p=0638). Benzer sekilde her iki cerrahinin postoperatif kisa ve orta donem kas giicii

sonuglar1 agisindan birbirlerine {istiinligli saptanmadi (p=0,946). (Tablo 13)
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Tablo 13: Postoperatif kas giicliniin cerrahi yontemlere gore degisimi

Skor PSK VKF Toplam p
10 3 13
15
28,6% 30,0% 28,9%
Kas Giicii
25 7 32 0,946
25
71,4% 70,0% 71,1%
Toplam 35 10 45

El bilek skoru PSK uygulanan hastalarda ortalama 82,57(+ 9,1) iken VKF
uygulananlarda bu deger 81(+ 9,37) olarak belirlendi. Uygulanan farkl
cerrahiyontemlerinpostoperatif klinik sonuglar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmadi (p=0,657).

Cerrahiden sonra gegen siire ile Mayo skorundaki degisim Tablo 14’ de
Ozetlendi. Agri, memnuniyet, kas giicii ve toplam skor ile cerrahi sonrasi gecgen siire
arasinda istatistiksel acidan anlamli sonuclara ulasilamadi. Fakathastalarin el bilek
hareket arkinin; postoperatif siiregte zamanla daha iyiye gittigi konusunda

istatistiksel agidan anlamlidegerler elde edildi (p< 0,05).

Tablo 14: Cerrahiden sonra gegen siire ile Mayo skoru arasindaki iligki

- . . .. Toplam Siire
Agr1 Memnuniyet Hareket Arki Kas Giicii Skor (ay)
r 1,00 0,57 -0,03 0,11 0,53 -0,22
Agr1

p 0,00 0,86 0,47 0,00 0,14
) r 1,00 0,21 0,03 0,59 0,04

Memnuniyet
p 0,18 0,87 0,00 0,81
Hareket r 0,30 0,60 0,31
Arki p 0,05 0,00 0,04
r 0,72 0,24

Kas Giicii
p 0,00 0,11
Toplam T 0,20
Skor p 0,19
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Tablo 15: Hasta grubu spektrofotometri 6l¢timleri

ngita Konsantrasyon(ng/nl) 263280 Hﬁ?a Konsantrasyon(ng/ul) 26(')6/\;80
H1 16,2 2,04 | H24 20,3 1,92
H2 17,4 2,09 | H25 28,5 1,91
H3 24,3 1,88 | H26 17,8 1,89
H4 18,9 2,06 | H27 15,6 1,93
H5 26,6 1,98 | H28 22,0 2,11
H6 449 1,97 | H29 21,1 1,82
H7 34,1 2,04 | H30 21,0 1,85
H8 27,5 2,03 | H31 23,9 1,82
H9 25,1 2,00 | H32 26,4 2,00
H10 27,9 1,99 | H33 30,1 1,97
H1l 11,7 1,94 | H34 27,4 1,87
H12 31,5 1,88 | H35 75,0 2,00
H13 36,8 1,81 | H36 30,2 1,98
H14 27,1 1,8 H37 13,3 2,01
H15 21,1 1,87 | H38 14,3 1,99
H16 32,6 1,84 | H39 16,4 2,02
H17 23,0 1,84 | H40 22,4 2,00
H18 21,0 1,88 | H4l 32,6 1,84
H19 26,7 1,83 | H42 23,0 1,84
H20 14,5 1,81 | H43 20,1 1,83
H21 13,4 1,96 | H44 30,2 1,98
H22 15,6 1,82 | H45 16,8 2,08
H23 15,2 1,82
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Tablo 16: Kontrol grubu spektrofotometri él¢timleri

Kontrol Konsantrasyon A°260/2| Kontrol Konsantrasyon A°260/2
No (ng/nl) 80 No (ng/nl) 80
K1l 20,1 2,08 K24 27,8 2,1
K2 28,0 1,98 K25 20,9 1,96
K3 22,8 2,02 K26 15,7 2,08
K4 22,2 1,98 K27 14,9 1,95
K5 21,3 1,89 K28 27,3 2,03
K6 35,2 1,97 K29 25,8 2,08
K7 20,5 1,88 K30 13,2 2,00
K8 16,4 2,03 K31 315 1,86
K9 25,6 2,02 K32 21,1 2,01
K10 30,3 2,00 K33 14,1 2,08
K11 15,5 1,98 K34 22,9 1,92
K12 31,7 1,88 K35 34,5 2,00
K13 25,4 1,91 K36 29,4 1,98
K14 18,8 1,99 K37 13,9 2,08
K15 21,9 2,06 K38 154 1,93
K16 36,2 1,90 K39 58,4 1,94
K17 23,9 1,88 K40 22,8 1,91
K18 37,7 1,87 K41 35,4 2,02
K19 27,4 1,93 K42 23,8 1,89
K20 15,2 2,03 K43 27,1 1,94
K21 12,8 1,96 K44 36,2 1,97
K22 22,5 2,02 K45 214 2,01
K23 12,6 2,09
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PAI-1 Geni Allel Spesifik PCR Analizi Sonuglar

Hem hasta hem kontrol grubundaki olgularda uygulanan allel spesifik PCR
sonucunda; 5G primeri ile 139 bg¢ bant verip 4G primeri ile 139 bg bant vermeyen
ornekler SG5G homozigot genotipli, 4G primeri ile PCR sonucu 139 bg bant verip
5G primeri ile PCR sonucu 139 b¢ bant vermeyen Ornekler 4G4G homozigot
genotipli, her ikisinde de 139 bg bant verenler ise 4G5G heterozigot genotipli olarak
degerlendirildi.

Buna gore Sekil 13 te gosterildigi gibi olgu 1, 2, 3° te 5G5G homozigot
genotipi, olgu 4, 5, 6° da 4G4G homozigot genotipi, olgu 7, 8, 9 ve 10’ da ise 4G5G

heterozigot genotipi belirlenmistir.

Olgul Olgu?2 Olgu3 Olgu 4 Olgu5 Olgué Olgu7 Olgu8 Olgu9 Olgu10
4G 5G' 114G 5Gl 4G 5G114G 5GI 114G 5GI 14G 5G| l4G ;J 4G 5G| 4G 5G| 14G 5G

O e e e e S S e e

5G5G Homozigot 4G4G Homozigot 4GS5G Heterozigot

Sekil 13: PAI-1 4G5G allel spesifik PCR iiriinlerinin %2 agaroz jel goriintiileri
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PAI-1 Geni Dizi Analizi Sonuclar

PAI-1 geni 4G/5G polimorfizminin yer aldig1 bdlgeye 0Ozgiin primerler
kullanilarak hedef dizi ¢ogaltilmis olup yapilan PCR sonucunda 256 baz cifti
biiyiikliigiinde spesifik reaksiyon iiriinii elde edilmistir. (Sekill4, 15)

TGAATTGACACTCTGTTTCTATCCCTTTTCCCCTTGTGTCTGTGTCTGGAGGAAGAGGAT
AAAGGACAAGCTGCCCCAAGTCCTAGCGGGCAGCTCGAAGAAGTGAARCTTACACGTTGG
TCTCCTGTTTCCTTACCAAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGTCCCGTTCAGCCACCACC
ACCCCACCCAGCACACCTCCAACCTCAGCCAGACAAGGTTGTTGACACAAGAGAGCCCTC
AGGGGCACAGAGAGAGTCTGGACACGTGGGGAGTCAGCCGTGTATCATCGGAGGCGGCCG
GGCACATGGCAGGGATGAGGGARAGACCAAGAGTCCTCTGTTGGGCCCAAGTCCTAGACA
GACAAAACCTAGACAATCACGTGGCTGGCTGCATGCCCTGTGGCTGTTGGGCTGGGCCCA
GGAGGAGGGAGGGGCGCTCTTTCCTGGAGGTGGTCCAGAGCACCGGGTGGACAGCCCTGG
GGGAAAACTTCCACGTTTTGATGGAGGTTATCTTTGATAACTCCACAGTGACCTGGTTCG

Sekil 14:PAI-1 geni promotor bdlgesine ait hedef dizi, kullanilan primerler (mavi alan) ve
polimorfik bdlge (sar1 alan)

Sekil 15: PAI-1 geni 4G/5G polimorfizmini igeren bolgeye ait PCR
iirlinliniin %2°lik agaroz jeldeki goriintiisii
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PCR firiinlerine saflagtrma protokolii uygulandiktan sonra okuma programi
secilerek dizi analizi islemi gerceklestirilmistir. Dizi analizi sonucuna gore 5G5G
genotipi saptanan bir hastanin sonucu Sekil 16°da, 4G4G genotipi saptanan hastanin
sonucu Sekil 17°da ve 4G5G genotipi saptanan hastanin sonucu Sekil 18’de

gosterilmistir.

404035 Analyzed Data

20+

Fluorescence
s B
'

2 &
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I I I I I I I I I I I I I |

@ 100 ] 1100 115 20 0 10 19
SGSGHom(mgotTJ Ddta Points

Sekil 16: PAI-1 geni 5G5G genotipini gosteren dizi analizi sonucu (forward dizi)

(1) wm ™ Lol

Analyzed Data
40 £50 & W
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Sekil 17: PAI-1 geni 4G4G genotipini gosteren dizi analizi sonucu (froward dizi)

(R Analyzed Data
1] 0 0 0 100
G 6 6 6 #)A T TA & C €C €C T 6 @ T T TAT T C 6 A A 6 G C
:
‘
J
g \ I
© 1
I /A
) v v
| T O T T o ey 1
T I T I I T
1300 1400 -1l 1600 m | 1800 80 20 210 20 240 20
4G5G Heterozigot Dda Roinls

Sekil 18: PAI-1 geni 4G5G genotipini gdsteren dizi analizi sonucu (forward dizi)
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Tablo 17: Hasta ve kontrol grubunun genotip 6zellikleri

Hasta Genotip Hasta Genotip | Kontrol Genotip Kontrol Genotip
H1 4G4AG H24 4G5G K1 5G5G K24 4G5G
H2 5G5G H25 4GAG K2 5G5G K25 5G5G
H3 4G5G H26 4G5G K3 4G5G K26 4G5G
H4 4G4AG H27 4G5G K4 4G4G K27 5G5G
HS5 4G5G H28 4G4AG K5 5G5G K28 4G5G
H6 5G5G H29 4G5G K6 5G5G K29 4G5G
H7 5G5G H30 4G5G K7 5G5G K30 4G5G
H8 4G5G H31 4G5G K8 4G5G K31 4G5G
H9 4G4AG H32 4G4G K9 4G5G K32 5G5G

H10 4G5G H33 4G5G K10 4GAG K33 4G5G
H11 4G5G H34 4G5G K11 4G5G K34 5G5G
H12 4G5G H35 5G5G K12 4G5G K35 5G5G
H13 4G4AG H36 4G5G K13 4G5G K36 4G5G
H14 5G5G H37 4G5G K14 5G5G K37 4G4AG
H15 4G5G H38 4G5G K15 5G5G K38 4G5G
H16 4G5G H39 5G5G K16 4G5G K39 5G5G
H17 5G5G H40 4G5G K17 5G5G K40 4G5G
H18 4G5G H41 4G4AG K18 4G5G K41 5G5G
H19 4G5G H42 5G5G K19 4G5G K42 5G5G
H20 4G5G H43 4G5G K20 4G4G K43 4G5G
H21 4G5G H44 5G5G K21 4G5G K44 5G5G
H22 5G5G H45 4G5G K22 5G5G K45 4G4G
H23 5G5G K23 5G5G
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Hasta ve kontrol gruplar1 PAI-1 4G/5G polimorfizmi sonuglar1 Tablo17’ de
gosterildi ve gruplar arasi genotip dagilimi: Tablo 18ve Sekil 13° de 6zetlendi.
Hastalarin 17,8%’ 14G4G, 57,8%’ 1 4G5G, 24,4%’ i ise 5G5G genotipe sahipti.
Kontrol grubunda bu oranlar sirasi ile 4G4G, 4G5G, 5G5Gi¢in; 11,1%, 46,7%,
42,2% olarak belirlendi. Calisma grubuna genel olarak bakildiginda 4G5G

heterozigot genotipin tiim bireylerin %52,2” sini olusturdugu goriildii.

Yapilan analizde;genotip dagilimi ile lunat osteonekrozu arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir iliski saptanmadi(p=0,187).Ancak kontrol grubunda, hasta
grubuna oranla 1,7 kat daha yiiksek 5G5G genotipi tespit edildi. Ayrica 4G
homozigot genotip hasta grubunda 1,6 kat daha yiiksekti.

Tablo 18: Olgu ve kontrol gruplarmin genotip dagilimi

Genotip Hasta Kontrol Total p

4G4G 8(17,8%)  5(11,1%) 13(14,4%)
4G5G 26(57,8%) 21(46,7%) 47(52,2%) 0,187

5G5G 11(24,4%)  19(42,2%) 30(33,3%)

Total 45 45 90(100%)

30
28
26
24
22
20
18
16
14
12
10

-

KONTROL HASTA

onN O

B4G4G O4G5G B5G5G

Sekil 19: Genotip dagilim grafisi
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Genotip dagilimi1 ayni1 zamanda allel bazinda da incelendi. istatistiksel olarak
anlamli olmamasina ragmen 4G alleline sahip olan kisilerde (4G4G /
AG5G)Keinbock hastaligr goriilme riski 5G alleline sahip olan kisilere (4G5G /
5G5G6) gore 2,26 kat daha fazla oldugu sonucuna varildi (OR=2,259; %95C1[0,917 -
5,562]; p=0,076).

Hasta ve kontrol grubu genotip dagilimi bakimindan ayrica 4G4G+4G5G ile
5G5G arasinda degerlendirildi (Tablo 19). Istatistiksel agidan anlamli bir sonug elde
edilmedi (p=0,074).

Tablo 19: Genotip analizi (4G4G+4G5G ile 5G5G arasinda)

Polimorfizm Hasta Kontrol Toplam p

34 26 60
4GA4G + 4G5G
75,6% 57,8% 66,7%

0,074
11 19 30
5G5G
24,4% 42,2% 33,3%
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TARTISMA

Lunatum avaskiiler nekrozu ilerleyici bir durum olup el bileginde zaman i¢inde
dejeneratif artrite yol acarak is giici kaybi ile sonuglanan bir rahatsizliktir.
Gecmisten giiniimiize hastaliga yonelik bir¢ok etiyolojik ¢alisma yapilmis ve gesitli
medikal ve cerrahi tedaviler tanimlanmustir. Cerrahi tedavinin amaci erken evrelerde
hastaligin ilerleyici dogasimi durdurmak veya yavaslatmak, ileri evrelerde el bilegi
artritinin neden oldugu azalmis eklem hareket agikligini tekrar saglamak ve mevcut
agrilar1 gecirerek ekstremiteye tekrar fonksiyon kazandirmaktir. Bunu saglamak i¢in
uygun hastalara kisaltma osteotomileri, vaskiilerize kemik flebi uygulama, proksimal

sira karpektomisi, total el bilegi artrodezi gibi teknikler uygulanabilir.

Mekanik olarak lunatumun tlizerindeki yiikiin azaltilmasi, ¢okme ve hastaligin
ilerlemesinin engellenmesi amaciyla eklem yiizeylerini dengeleyici yontemler tercih
edilebilir. Eklem yiizeylerinin dengelenmesi i¢in nétral ya da +1 mm ulnar varyans
olusturulmaya c¢alisilir. Negatif ulnar varyansin diizeltilmesi islemi ulnanin
uzatilmast ya da radiusun kisaltilmasi yoluyla yapilir. Eklem ylizeylerinin
dengelenmesi i¢in en sik uygulanan yontem radial kisaltmadir veLitchman evre I,
IITA ve IIIB’de kullanilabilir. Bu teknigin avantajlar1 eklem disi, uygulanmasi kolay
ve etkili bir yontem olmasidir.Nakamura ve ark.(54) vyaptiklar1 g¢alismalarda
Kienbock  hastaligmin  tiim  asamalarinda  radial  kisaltmaydnteminin
kullanilabilecegini ancak 4 mm {izerindeki kisaltmalarda ulnar taraf el bilek
agrilarmin ortaya c¢ikabilecegini bildirmislerdir. Trumble ve ark.(55) yaptiklari
calismada 2 mm radial kisaltma yapildiginda biiyilk oranda lunatum {izerindeki
yiikiin azaldigmi 4 mm {zerindeki kisaltmalarin ise dekompresyon etkisinin
kalmadigint bildirmislerdir. Evre IIIB’de radial kisaltma tekniginin uygulanimi
tartigmalidir. Condit ve ark.(56) ¢alismalarinda bir grup hastada sonuglarin tatminkar
olmadigini bildirmislerse de, diger bir¢ok ¢alismada bu evrede de iyi sonuglar elde
edilmistir(26, 57, 58).

Proksimal sira karpektomisi genellikle Litchmanevre IIIB ve IV’de tercih
edilen bir yontemdir. En onemli dezavantaji tendonlarm uzamasma bagl olarak
gelisen kavrama giicli kaybidir ancak yapilan ¢alismalarda uzun donem takiplerde

kavrama giiciiniin zamanla arttig1 gosterilmistir. Tiim bu belirtilen sorunlara ragmen,
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ameliyat sonrasi el bilek hareket genisliginde artma ve yeterli kavrama giicii saglayan
sonuglar1 ile yiliz gildiiriicii bir yontemdir. Bulug ve ark.(59) Litchman evre IlI
Keinbock tanisiyla PSK uygulanan ve 18 aydan uzun siire takibi olan 24 hastanin
postoperatif klinik degerlendirmesinde Mayo skorunu ortalama 67,3 olarak
belirlemis. Baska bir ¢alismada Mir H. Ali ve ark.(30) PSK uygulanan 61 hastanin
ortalama 19,8 yillik takip ile degerlendirmeye alarak Mayo el bilek skorunu ortalama
61,8 olarak kaydetmis. Bizim ¢alismamizda PSK ve VKF uygulanmis, postoperatif
ortalama 2,6 yil takipli 45 Keinbock hastasmin klinik degerlendirmesinde Mayo
skoru ortalama 82,2 olarak bulundu ve uygulanan iki cerrahi yontem arasinda
istatistiksel agidan anlamli farklilik saptanmadi. Postoperatif memnuniyetteki bu
artisin; degerlendirme siiresinin  kisaligi ve postoperatif etkin el bilegi

rehabilitasyonuyla iliskili olabilecegi diisiiniildi.

Avaskiiler nekroz etiyolojisine yonelik yapilan bazi ¢aligmalarda femur basi
osteonekrozu olan hastalar sigara kullanim1 agisindan degerlendirilmis ve aktif sigara
icicilerinde femur basi osteonekrozu i¢in artmis risk saptanmig(60, 61). Ancak biz
calismamizda lunatum osteonekrozu icin sigara kullanimmin riski artrirmadigi

sonucuna ulastik (p=0,389).

Giintimiize kadar PAI-1 4G/5G polimorfizmi gesitli hastaliklarin etiyolojisinde
tartisilmis ve bazilarinda sorumlu tutulmus olmasina ragmen Keinbdck hastaligi
acisindan daha Once arastrilmamistir. Literatiirdeki pek cok calisma Keinbock
hastaliginin multifaktéryel bir hastalik oldugunu One siirmekte ve tekrarlayan
mikrotravmalar, perilunat kirikli ¢ikiklar, negatif ulnar varyans, pihtilagsma
bozukluklari,azalmis arteryel akim, artmis vendz basing gibi risk farktérlerinin neden
oldugu diisiiniilmektedir. Tiim bu faktdrler sonucunda artmis kemik i¢i basincin
neden oldugu ilerleyci osteonekroz gelismektedir. Bununla birlikte intravaskiiler
koagiilasyon nedeniyle kemik kan desteginin kesintiye ugramasi avaskiiler nekroz
patogenezinde One siiriilen bir diger etmen olarak kabul gérmektedir.Caligsmamizda
literatiirde ilk kez lunat kemik avaskiiler nekrozlu olgularda PAI-1 4G/5G
polimorfizmi degerlendirilmistir ve lunat kemik avaskiiler nekrozun etiyolojik
riskine yonelik yaptigimiz bu ¢aligmanin literatiirde 6rnegi olmamasi tartigmayi

kisitlamaktadir. Ancak femur basi osteonekrozu ile benzer patolojik temeller
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gostermesi nedeniyle ¢alismamizda elde ettigimiz bulgular femur basi osteonekroz

caligmalari ile karsilastirilmistir.

Femur basi avaskiiler nekrozuna yonelik yapilan caligmalarda hastalarda
yiiksek prevalansta koagiilasyon bozukluklar1 rapor edilmis ve PAI-1 4G/5G
polimorfizmi ile iligkilendirilmistir(62, 63).Glueck ve ark. 2001 yilinda; 95 femur
bas1 osteonekrozlu hasta, 234 saglikli kontrol ile yaptigi calismada PAI-1 4G
homozigot genotipini femur basi avaskiiler nekrozlu hastalarda kontrol grubuna gore
anlamli oranda yliksek bulmustur. Olgu grubunda 95 hastanin 36’ s1 4G4G, 44’
4G5G, 15’1 1se 5G5G genotipinde iken 234 kisilik sagliklt kontrol grubunda bu
dagilim 4G4G i¢in 47, 4G5G i¢in 103, 5G5G i¢in ise 84 olarak belirlenmistir
(p=0,001). Bu c¢alismada hasta ve kontrol grubundaki bu genotip dagiliminin
istatistiksel incelemesinde PAI-1 geninin femur basi avaskiiler nekrozlu hastalarda
4G homozigot yoniine kaydigi sonucuna ulagilmistir(62). Benzer sekilde Ferrari ve
ark.(64) kortikosterioid tedavisi uygulanan 26 renal transplantli femoral osteonekroz
hastas1 ve 326 saglikli birey ile yaptigi ¢alismada kontrol grubunda; 67(%20.6)
4GA4G, 166(%50.9) 4G5G ve 93(%28.5) 5G5G olarak kaydetmis. Hasta grubunda ise
bu oranlar1 16(%24.5) 4G4G, 8(%51.1) 4G5G ve2(%24.4) 5G5G olarak tespit etmis
ve karsilagtirmali analizinde kontrol grubunda hasta grubuna oranla daha az 4G alleli
oldugunu tespit etmis (p<0,001). Her iki ¢alismada da bizim ¢alismamizda oldugu
gibi; calismaya dahil edilen bireylerin yas, cinsiyet ve beden kitle indeksi (BKI)
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir risk tespit edilmemistir. Bizim ¢alismamizda
genotip dagilimi ile lunat osteonekrozu arasinda istatistiksel agidan anlaml bir iliski
saptanmamistir (p=0,187).Kontrol grubunda, hasta grubuna oranla 1,7 kat daha
yiksek 5G5G genotipi tespit edilmistir. Ayrica 4G homozigot genotip hasta
grubunda 1,6 kat daha yiiksektir. Bu nedenle her ne kadar istatistiksel anlamli
sonuglar elde edilemese de;PAI-1 4G4G polimorfizminin Keinbock hastaligi
acisindan genetik risk olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Toplum genelinde bu
polimorfizmlerin dagilimini belirlemek amaciyla farkli bolgelerde ve daha genis olgu

gruplart ile yapilacak ¢ok merkezli ¢calismalar yararl olacaktir.

Femur bag1 avaskiiler nekrozu ile PAI-1 4G/5G polimirfizmi arasindaki iliskiyi

aydinlatmak iizere yapilan calismalardan derlenen bir meta-analizde bes farkl
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merkezden alinan sonuglar derlenmis ve analiz edilmis. Calismaya,femur basi
osteonekrozlu 419 hasta ve 969 saglikli kontroldahil edilmis ve sonuglar
kagrilastirilmig. Hasta grubunda 4G4G (%41,2)+4G5G (%42,9)genotipli hastalarin
5G5G (%15,7) genotipli hastalardan anlamli oranda fazla oldugu gézlenmis ve 4G
alleli tastyan bireylerin 5G homozigot bireylere gore femur basi osteonekrozu
acisidan daha fazla risk tasidigi sonucuna ulasilmis (p=0,001). Ancak allel bazinda
yapilan 4G - 5G analizinde (p=0,109) anlamli istiinlik saptanamamig(6).Bizim
calismamizda; 4G alleline ve 5G alleline sahip bireyler karsilastirildiginda
istatistiksel bir anlam elde edilmemesine ragmen 4G alleline sahip (homozigot veya
heterozigot) bireylerin 5G homozigot bireylere gore; Lunatum avaskiiler nekrozu
acisindan2,26 kat daha yiiksek riske sahip oldugu tespit edildi (OR=2,259; %95CI
[0,917 - 5,562]; p=0,076).Bununla birlikte yapilan 4G4G+4G5G / 5G5G

karsilastirma analizinde istatistiksel agidan anlamli bir sonug¢ bulunmadi (p=0,074)

PAI-1 proteini; doku tipi plazminojen aktivatoriinii (t-PA) baglayarak etkisini
inhibe eden ve bu yolla fibrin yikimmi azaltan etkili bir inhibitérdiir. Bu protein
insan genomunun -675. bazg¢ifti lokusunda PAI-1 gen bolgesinden sentezlenir ve bu
bolgedeki 4G/5G polimorfizmine bagli olarak fibrinolitik sistem {izerine degisik
oranlarda etki eder. Gendeki bu polimorfizm; derin ven trombozu, koroner arter
hastaliklar1, astim, tekrarlayan gebelik kayiplari, preeklampsi gibi rahatsizliklara yol
acabildigi gibi Ilunatum, femur bas1 gibi damar destegi kisith kemiklerde
osteonekroza da neden olabilir(65-67). Fakat fibrinolitik sistem {izerine etki ederek
koagiilasyona neden olan tek faktér PAl degildir. Faktor V Leiden mutasyonu,
homosisteinemi, metilentetrahidrofolat rediiktaz eksikligi, Faktor C - S eksikligi veya
antikardiyolipin antikor yiiksekligi gibi durumlar da benzer mekanizmalarla bu tiir
hastaliklara neden olabilmektedir. Giiniimiizdeki bilgiler 1s1¢inda  uygun
antikoagiilasyon tedavileri ile bu tiir hastaliklarin ilerlemesi yavaslatabilmekte veya
engelllenebilmektedir(68, 69). Bu nedenle osteonekroz etiyolojisini ve patognomisini
aydinlatmaya yonelik yapilacak benzer c¢aligmalarin, avaskiiler nekroz tedavi

protokollerine anlamli katkilar1 olabilecegi diistiniilmektedir.

Buvaka — kontrol ¢aligmasina; Denizli ili ve g¢everesindeki hasta ve saglikli

bireyler dahil edildi. Keinbock hastaliginin genel insidansinin diisik olmasi ve
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caligmaya genel popiilasyonun dahil edilememesi;¢calismay1 kisitlayan nedenler

arasmdadur.

Calisma sonucglarimiza gore PAI-1 4G/5G polimorfizmi ile lunatum avaskiiler
nekrozu arasnida istatistiksel acidan anlamli bir iligki tespit edilmemesine ragmen,;
5G homozigot genotipin saglikli grubunda, 4G homozigot bireylerin ise
hastagrubunda yogunlasmis oldugu, 4G5G genotipi ise her iki grupta en fazla
genotip sekli oldugu gorildi. Hasta sayisindaki kisithlik ¢alismayi sinirlayan bir
nedendir. Bu sebeple olgu ve kontrol grubunun genis tutuldugugok merkezli yeni

caligmalardagruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik ortaya ¢ikabilir.
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SONUCLAR

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yas ve cinsiyet agisindan istatistiksel
acidan anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0,293; p=0,290).

45 non-travmatik Keinbock hastasina uygulanan PSK ve VKF
cerrahilerinin postoperatif kisa dénem (ortalama 32 ay) klinik sonuglari
Mayo el bilek skorlamasi ile degerlendirildi ve sonug¢ skoru PSK ig¢in
ortalama 82,5; VKF icin ortalama 81 olarak belirlendi. Her iki cerrahi
acisindan postoperatif klinik degerlendirmede istatistikel fark saptanmadi
(p=0,657).

Genotip dagilimi ile lunat osteonekrozu arasinda istatistiksel agidan anlamli
bir iliski saptanmadi (p=0,187). Ancak kontrol grubunda, hasta grubuna
oranla 1,7 kat daha yiiksek 5G5G genotipi tespit edildi. Ayrica 4G
homozigot genotip hasta grubunda 1,6 kat daha yiiksekti. Bu farklilik PAI-
1 ile yapilan diger arastirmalarla berabar diisiiniildiigiinde; PAI-1 4G/5G
polimorfizminin Keinbock hastaligi ile iligkili olabilecegi konusunda halen
akilda soru isaretleri birakmaktadir.

PAI-1 4G/5G polimorfizminin  Lunatum osteonekrozuna etkisini
arastirdiZimiz analizlerde hasta ve kontrol gruplari1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli sonuglar elde edilmese de 4G alleline sahip bireylerin 2,26
kat daha yiiksek riske sahip oldugu tespit edildi [OR=2,259; %95CI (0,917
- 5,562); p=0,076].

Tiim veriler g6z Oniine alindiginda ve litaratiirdeki iliskili diger arastirmalar
incelendiginde PAIl-1 4G/5G polimorfizmi ile osteonekrozlar arasinda
anlaml1 bir iligki oldugunu diisiindiirmektedir.

Gelecekte; daha genis arastrma gruplart ile yapilacak c¢ok merkezli
caligmalarla, bu polimorfizmin toplum bazindaki dagilimi ve Keinbock

hastalig1 arasindaki iligkisi konusunda daha fazla fikir sahibi olabiliriz.
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