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1. GIRIS

Multiple myeloma, kemige metastaz yapan malignansiler, hiperkalsemi,
Paget hastaligi ve osteoporéz tedavisinde bifosfonatlar ile diger antirezorptif,
antianjiojenik ve steroid gibi ilaglarin yaygin olarak kullanimiyla ¢ene kemiklerinde
osteonekroz vakalarinin arttigir goriilmektedir. Cenelerde ilag kullanimina bagh
goriilen osteonekroz vakalari 10 yili askin bir siiredir rapor edilmesine ragmen etki
mekanizmas1 hala tam olarak anlagilamamistir. Klinisyenler ve arastirmacilar
arasinda, olusma mekanizmasi hakkinda farkli goriisler devam etmekte olup, ¢ene
kemiklerinde osteonekroz olusmasiyla ilgili kabul goriilen hipotezler; ¢ene
kemiklerinin remodelling kabiliyetinin degismesi veya artmis kemik rezorbsiyonu,
anjiyogenezisin inhibisyonu, devamli mikrotravmalar, immiin sistemin baskilanmasi,
D vitamini eksiklikleri, inflamasyon, enfeksiyon ve yumusak dokuda bifosfonat

toksisitesi seklindedir (32).

Bu hipotezler degerlendirildiginde igeriginde hiicresel iyon degisimlerine
bagli gelisebilen oksidatif stres iizerinde durulmadigi goriilmiistiir. Hiicrelerin
islevleri hiicresel iyon degisimleri ile tetiklenmekte olup, canlilarda gerceklesen pek
¢ok onemli olayda kalsiyum iyonlar1 belirleyici rol oynamaktadir. Oksidatif stres ise
serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi
dengesizligi gostermektedir ve bu dengesizlik doku hasar1 ve hiicre 6liimii (apoptoz)

ile sonuglanmaktadir (112, 117).

Diger yandan ilaca bagl gelisen ¢enelerin osteonekrozunun etki mekanizmasi
icin, yumusak dokular ve osteoklastlar iizerine etkileri ile ilgili bir¢cok calisma
mevcut iken, osteoblastlar iizerine etkisi ile ilgili yeterince ¢alisma bulunmamaktadir

(42-46).

Bu caligmanin amaci; ¢esitli yollarla g¢enelerde osteonekroz gelismesine
sebebiyet veren zoledronik asit, bevasizumab, deksametazon gibi ilaglarin, kemik
olusumunda 6nemli gorevi olan osteoblast hiicrelerindeki kalsiyum sinyali, apoptoz
ve oksidatif stres iizerine etkilerini arastirmak ve bu olusturulan etkiye karsilik bir
antioksidan olan selenyumun hiicresel diizeyde ne gibi degisiklikler yarattigini in

vitro model tizerinde incelemektir.



2. GENEL BILGI

2.1. Kemik Dokusu

Erigkin iskeletinin ana bileseni olan kemik dokusu, karakteristik hiicreleri ve
kalsifiye ekstraseliiller matriksiyle birlikte bag dokusunun 6zellesmis bir formudur.
Viicuttaki diger dokulardan farkli olarak bir yandan kemik formasyonunun, bir
yandan da rezorbsiyonun oldugu essiz bir rejenerasyon kapasitesine sahip dinamik
bir dokudur (1).

2.1.1. Kemigin Yapisi

2.1.1.1. Kemik Matriksi

Kuru agirhigmin %65’ini olusturan inorganik kisim; kalsiyum, fosfat,
bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyumdan meydana gelmektedir. Ana
icerigi ise hidroksiapatit (HA) kristallerinden olugsmaktadir. Kuru agirliginin %35 ini
olusturan organik kismi esas olarak tip I kollajen olusturmaktadir (1).

2.1.1.2. Kemik Zarlan

Kemigin i¢ ve dis yiizeyleri; kemik yapan hiicreler ve bag dokusundan olusan
periost ve endosteum adi verilen 2 tabakayla Ortiiliidiir. Periost ve endosteumun
temel islevi kemik dokusunun beslenmesi ve devamli olarak yeni osteoblast
saglanarak, kemik biiylime ve onariminin gergeklestirilmesidir(2).

2.1.2. Kemik Hiicreleri

2.1.2.1. Osteoprogenitor Hiicreler

Mezensimal hiicrelerden koken aldiklar1 ve osteoblastlardan baska yag
hiicreleri, kondroblastlar, kas hiicreleri ve fibroblastlara da farklilasma yetenegine
sahip olduklar1 bilinmektedir. Osteoprogenitor hiicreler biiyiime-gelisme doneminde
aktifken, erigkin hayatta ancak kirik iyilesmesinde veya farkli tipteki yaralanma
durumlarinda aktive olurlar (3).

2.1.2.2. Osteoblastlar

Mezengimal kok hiicre kaynakli olan osteoblastlar kemik yapict hiicreler
olup, osteoid dokuyu (kalsifiye olmamis kemik matriksi), kemik matriksini olugturan
tip I kollajeni, glikoproteinleri, proteoglikanlar1 sentezlerler ve sonrasinda da bu
yapinin kalsifiye olmasi i¢in kalsiyum ve fosfat iyonlarinin kemik i¢ine ve disina

saliimlarini diizenlerler. Osteoblastlar; paratirioid hormon (PTH), paratiroid hormon



iliskili protein (PTHrP), prostaglandinler, D vitamini metabolitleri, kemik morfojenik
proteini (BMP), gonadal ve adrenal streoidler, bazi sitokinler, lenfokinler, koloni
stimule edici faktor 1 (CSF-1) i¢in reseptorler igerir. Bu reseptorler sayesinde
diizenleyici faktorler osteoblastlarin aktivasyon, differensiasyon, proliferasyon ya da
apopitozisini  saglarlar.  Biiyiime  faktorlerinin  kemik  metabolizmasinin
diizenlenmesinde O6nemli gorevleri vardir. Osteoblastlardan salgilanan biiylime
faktorlerinin yeni kemik yapimini O6nemli derecede hizlandirdigi bilinmektedir.
Osteoblastlar matriks olusumunu takip eden kalsifikasyon sathasinda kalsifiye
matriks i¢ine gomiilerek osteositlere doniisiirler. Yapimdan ¢ok rezorpsiyonun
istenildigi fizyolojik durumlarda osteoblastlar; lenfokinler ve prostaglandinler
tarafindan osteoklastlarin aktivitesini arttirmak amaciyla uyarilabilirler. Osteoblastlar
bu mediatorlerin yardimi ile osteoklastlarin ve ¢esitli hemopoetik hiicrelerin
degisimini saglarlar (1).

2.1.2.3. Osteositler

Osteositler, osteoblast kaynakli lakiinalar i¢indeki olgun kemik hiicreleridir.
Kemik dokusunda en ¢ok bulunan hiicre tipi olup tiim kemik hiicrelerinin yaklasik
olarak %95’ini olusturur. Kalsiyum homeostazinda gorev alan osteositler kemik
matriksindeki kalsiyum ve diger iyonlarini serbestleyerek osteoblastlara ve kemik
yiizeyini doseyen hiicrelere transfer etmektediler (1,4).

2.1.2.4. Osteoklastlar

Islevleri kemigi rezorbe etmek olan, iri, cok ¢ekirdekli hiicrelerdir.
Osteoklastlarin kemik yapan hiicrelerle iliskisi yoktur, kemik iliginden kdken alan
mononiikleer fagositer hiicrelerin birlesmesiyle ortaya ¢ikarlar. Osteoklastlarin sahip
olduklar1 hiicre yiizey reseptorleri; CSF-1 reseptorii, kalsitonin reseptorii ve niikleer
faktor kappa B (RANK)’dir. Osteoklastlarin differansiasyonu ve diizenlenmesi i¢in
osteoblastlar ii¢ sinyal molekiilii salgilarlar. Bunlardan ilki olan makrofaj koloni
stimule edici faktor (M-CSF), makrofaj iizerindeki reseptdre tutunarak osteoklast
proliferasyonunu baslatir. Osteoblastlarin ikinci sinyal molekiilii olan niikleer faktor
kappa B ligandi (RANKL), aktive olan reseptore yapisarak tek ¢ekirdekli fagositlerin
birleserek ¢ok c¢ekirdekli hale doniismelerini saglarlar. Osteoblastik hiicrelerden
salgilanan iiglincii sinyal molekiilii ise timor nekrotizan faktor reseptor (TNFR)

ailesine ait osteoprotegerindir (OPG). RANKL sinyalinin makrofajlara baglanmasini



inhibe ederek osteoklast differansiasyonunu sinirlandirir.  Ayrica  OPG,
osteoklastlarin  diferansiyasyonunun yani sira rezorbsiyon kapasitelerini de
disiiriirler. Kemik metabolizmasi ve osteoklastik aktivite boylelikle diizenlenmis
olur. Hormonal osteoklastik aktiviteyi kalsitonin, PTH ve 1,25-dehidroksivitamin D3
kontrol etmektedir(1,3).

2.1.3. Kemik Tiirleri

2.1.3.1. Makroskopik Ozellige Gore

Kemik dokusu; korteks admi tasiyan, siki yapida kortikal ( kompakt,
lameller) kemik ile kemik iligi ve yag dokusunu gevreleyen daha pordz yapidaki
kanselloz (trabekiiler, spongioz) kemikten olusur (5).

2.1.3.2. Mikroskopik Ozellige Gore

Kemigin mikroskobik arastirmasi, primer ve sekonder olmak iizere 2 farkl
tip kemik dokusu oldugunu gostermistir. Primer kemik (olgunlagsmamis kemik
dokusu, nonlameller kemik); intrauterin hayatta ve kemik iyilesmesi siirecinde
olusturulan genellikle gecici kemik olusumlaridir. Yasam siiresince yetiskinlerde
primer kemik sekonder kemikle yer degistirir, bu isleme remodeling (yeniden
sekillenme) denmektedir. Sekonder kemige oranla daha az mineral ve daha fazla
osteosit igerir. Sekonder kemik (olgunlasmis kemik, lameller kemik) ise genellikle
yetiskinlerde bulunur. Sekonder kemik dokusu primer kemik dokusundan daha
kalsifiye ve daha gii¢liidiir (1,2).

2.1.4. Kemik Histogenezi

Kemik dokusu, intramembranéz kemiklesme ve endokondral kemiklesme
olmak iizere 2 yolla olusmaktadir. Yass1 kemiklerin tamamu ile oksipital, mandibula,
maksilla ve temporal gibi karmasik yapili kemikler intramembranéz kemiklesme
seklinde gelisir. Kemigin gelisecegi yerde kemiklesme merkezi bulunur. Burada
hiicreler osteoblastlara doniismeye baglar. Yeni kemik matriksi olusur ve
kalsifikasyon ile devam eder. Birka¢ bolgedeki kemiklesme merkezleri ile olusan
adaciklar 1sinsal olarak biiyiir ve kaynasirlar. Kemiklesme merkezleri ¢evresindeki
zar periosta doniigiir. Uzun kemikler ve vertebralar gibi kemikler ise endokondral
kemiklesme ile kemiklesir. Onceden olusacak kemige benzeyen kiiciik bir model

hyalin kikirdaktan yapilir ve kemiklesme bu kikirdak model iginden gelisir (2,3,6).



2.1.5. Kemik Tyilesmesi

Kemik iyilesmesi birbirini izleyen ve birbirleriyle i¢ ice gecmis morfolojik
donemlerden olugsmaktadir (7).

1. Inflamatuar Dénem (1 - 4 giin)

2. Onarim Donemi (2 - 40 giin)

3. Yeniden Sekillenme Dénemi (25 - 100 giin)

2.1.5.1. inflamatuar Dénem

Kemik dokunun iyilesmesi, yara iyilesmesine benzer olarak birbiri i¢ine
geemis sathalardan olugsmaktadir. Yumusak doku iyilesmesinde, yaralanan doku
yerini fibroz skar dokuya birakmaktadir. Ancak kemik doku iyilesmesi, yaralanan
dokunun yerini, yeni kemik dokunun almasi ile skarsiz olarak sonlanmaktadir.
Kemikte meydana gelen travma matrikste hasara, hiicrelerde 6liime, periosteum ve
endosteumda yirtiklara neden olur. Tim doku travmalarinda oldugu gibi kemik
travmalarinda da ilk verilen yamt inflamasyondur. inflamasyon 48 saatte pik
seviyeye ulasir ve travmadan sonraki bir hafta icerisinde tamamen sona erer.
Travmay1 takiben ¢evre yumusak dokular ve periost yirtilarak, damarlar yaralanir.
Kan, lenf ve doku sivilar1 bolgede hematom olusturur (8,9). Hematom igerisindeki
trombositlerden ve zarar gormiis kemik ve yumusak dokulardan salgilanan
inflamatuar ~ mediatorler; kan  damarlarimin  vazodilatasyonuna,  plazma
ekstravasyonuna ve travma bolgesinde 6dem olusumuna neden olurlar. Bolgeye
inflamatuar hiicrelerden polimorfoniikleer 16kositler (PMNL) ve takiben makrofaj ve
lenfositler gé¢ eder. Bu hiicreler anjiogenezden sorumlu sitokinleri salgilarlar.
Inflamatuar cevap azalirken nekrotik doku ve eksiida rezorbe olur. Fibroblast ve
kondrositler bolgede goriilmeye baglar ve yeni matriks yapimiyla kallus olugsmaya
baslar (11,12,13).

2.1.5.2. Onarim Donemi

Onarim dénemi kemik iyilesmesinin en énemli kismudir. Inflamatuar hiicreler
nekrotik dokular1 rezorbe ederken, fibroblastlar bolgeye gelerek tamir donemini
baslatirlar. Ik basamak hematomun organize olmasidir. Tamir déneminde ilk 48 saat
icinde periost, endosteum ve defekte yakin yerlerdeki Havers kanallarinin
tabakalarindan hiicre proliferasyonu baslar; defekt hatti boyunca rezorbsiyon devam

eder. Hiicre proliferasyonu sonucu defekt uglarindaki bosluklar hiicrelerle dolar.



Lokal aracili mekanizmalarla 6ncii hiicreler, yeni damar, fibroblast, hiicreler arasi
madde, destek hiicreleri ve diger hiicreleri olusturmak tlizere farklilasmaya baslarlar.
Tamir i¢in gerekli hiicre ¢ogalmasinin olusumu, muhtemelen travma bdlgesindeki
elektriksel akimla baslamaktadir. Bu akim, kirik sonrasi en yiiksektir ve daha sonraki
2-3 hafta icinde yavas yavas azalir. Onarim evresi, kirik olusumundan sonraki
saatlerde baslasa da yapisal olarak tipik hale gelmesi 7-12 giin siirer. Onarim
olayinda rol oynayan hiicreler mezensimal kokenli, ¢ok yonlii gelisim gliciine sahip
olan, pluripotent hiicrelerdir. Bu hiicreler ¢ogunlukla kirik bolgesindeki graniilasyon
dokusunun i¢inden, ayrica periosteumun osteojenik tabakasindan ve daha az oranda
da endosteumdan koken alirlar. Bu hiicreler farklilasmaya basladiginda, ilk
degisiklige ugrayan hiicreler, kapillerle hematom igine giren fibroblastlardir. Ugiincii
giinde kars1 kirik uclarinda, yogun olarak mezengimal hiicreler bulunur. Bu hiicreler
kirik pargalar1 arasinda yumusak bir graniilasyon dokusu olustururlar. Periosteal ve
endosteal osteojenik hiicrelerle, fibrin matriksteki fibroblastlarin  ¢ogalip
farklilagsmasiyla, bir graniilasyon dokusu gelisir. Fibroblastlar kollajen sentezlerken,
kondroblastlar kollajen ve glikozaminoglikan, osteoblastlar ise osteoidi salgilarlar.
Zamanla her iki kirik parg¢asinin ucunda olusan manset tarzindaki kitle birleserek,
kiriga biitlinliik saglayan dis kallusu meydana getirir. Ayni sekilde ilik boslugunda da
benzer olaylar birbirini takip eder. I¢ kemik zar1 ve iligin kemik yapici hiicresinden
gelisen trabekiillerle, iligin kopriilenmesi olusur ve i¢ kallus meydana gelir. ik 7- 12
giiniin sonrasinda yumusak kallus kitlesi, fibroz doku ve kikirdaktan olusmustur.
Kemik defekti uglari, i¢ ve dis kallus gelisimiyle ¢ok saglam bir yapiya kavusur.
Kallus olusumu, yetiskinlerde ¢ocuktan ve kompakt kemikte trabekiiler kemikten
daha yavas meydana gelir. Yaralanmadan sonra kallus olugmasi ve mineralizasyonu
4-16 hafta arasinda zaman gerektirir. Kallus olusumuyla beraber kaynamanin
olustugu sdylenebilir. Bununla beraber, kaynama heniiz son noktasina ulasmis
degildir. Onarim evresinin ortasinda, kallusun gereksiz ve etkisiz kisimlarinin geri
emilimi ve trabekiiler kemigin stres c¢izgileri boyunca uzanmasi ile yeniden
sekillenme evresi baglar (14,15,16).

2.1.5.3. Yeniden Sekillenme Donemi

Kemigin yeniden sekillenme donemi en uzun evre olup, aylar hatta yillar

stirebilir. Bu evre giiclii ama diizensiz sert kallusun, normal veya normale yakin



giicteki daha diizenli lameller kemige doniisiimiidiir. Onarim evresinin ortasinda
baslayan yeniden sekillenme evresinde 4 olay gergeklesir:

1. Kalsifiye kikirdak, osteoid dokuyla yer degistirir, béylece bir ¢esit birincil
trabekiiler doku olusur.

2. Lameller kemik bu dokunun yerini alir.

3. Kompakt kemik uglarindaki kallus, lameller kemikten yapilmis ikincil
osteonlara degisir. Lameller kemik, kas kuvveti ve mekanik streslere
paralel olarak diizenlenmis osteonlardan olusur.

4. ilik kanali dereceli olarak yeniden sekillenir. Kanal igindeki kallus,
osteoklastlar tarafindan geri emilir ve bosluklar yeniden diizenlenir.

Kemik yiizeyinin eski haline dondiigli yeniden sekillenme evresi 1-2 yil siirer.
Fakat bu siire 6-9 yila kadar uzayabilmektedir (17,18,19).

2.1.6. Dis Cekiminde Yara Iyilesmesi

En yaygin oral yaralardan biri, dis ¢ekimi sonrasindaki c¢ekim soketidir.
Cekim yaralarindaki iyilesme diger yara iyilesmelerinden farkli degildir, fakat daha
cok komplikasyon olusturur. Cekim soketindeki yara iyilesmesi, kemik dokusunu da
iceren, piht1 olusumu, reepitelizasyon, graniilasyon dokusu formasyonu ve kemik
formasyonu evrelerini igerir. Bu da ¢ekim soketi yara iyilesmesinin, hem yumusak
doku iyilesmesini hem de kemik doku iyilesmesini kapsadigini gostermektedir.

Cogu cekim soketi, ¢cekimi takiben 8 hafta sonra kemikle dolar. Kemik
remodelingi 6 ay siireyle kisiye 6zgii varyasyonlar da igerecek sekilde kusursuzca
devam eder (20,21).

2.1.7. Kemik Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Kemik yapimi, yeniden sekillenmesi ve tamiri gibi hiicresel islevlerin uyumlu
bir sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in ¢esitli sistemik ve lokal diizenleyici faktorlere ihtiyag
vardir. Sistemik hormonlar, tiim viicut degerleri iizerine etkili olurken, ayn1 zamanda
hedef hiicrelerden lokal diizenleyici faktorlerin salinimini1 da kontrol ederler. Lokal
diizenleyici faktorler ise sinirli alanlarda 6zellikli islevlerin kontroliinii iistlenirler
(22).

2.1.7.1. Sistemik Faktorler

Kemik metabolizmasinin diizenlenmesinde, sistemik hormonlarin 6nemli

etkileri vardir. PTH, kemik ve bobrekler tizerinde etkili olarak, kanda ve



ekstraseliiler sivida kalsiyum diizeyinin yiiksek tutulmasini, osteoblast reseptorlerini
etkileyerek, yeni kemik yapiminin durdurulmasini ve osteoklast uyarict faktoriin
salgilanmasini saglayarak, kemik matriksinin rezorbe olmasi sayesinde kalsiyumun
serbest kalmasini saglar. Kalsitonin, PTH’ nin antagonistidir. Hem kortikal, hem de
kanselloz kemik yapimini arttirir. Olgunlagsmis osteoklastlar tizerinde, osteoklastik
aktivitelerini engelleyici bir etkisi vardir. Kortikosteroidler, anabolik ve katabolik
etkisi olan PTH ve insiilin benzeri biiyiime faktorii- tip 1 (IGF-1) gibi hormonlarin
etkinligini arttirmaktadirlar. Kortikosteroidlerin aktif osteoblastlar iizerindeki
etkilerinin ¢ogu engelleme yoniindedir. Osteoblastlarin apopitozisine neden olarak,
kemik yapimini engellerler. Ostrojen ise kemik kiitlesinin korunmasinda etkilidir.
Ostrojenlerin TGF-B iiretimini uyararak osteoklast oliimiinde artisa yol actig
diistiniilmektedir (17,23,24).

2.1.7.2. Lokal Diizenleyici Faktorler

Kemik metabolizmasini etkileyen biiylime faktorleri, trombositler,
makrofajlar ve fibroblastlar tarafindan salgilanmaktadir. Kemigin iyilesme siirecinde
damarlanmasini, sertligini, mekanik olarak islev gérmesini saglayan bu proteinler
genel olarak, kemik iyilesmesini hizlandiran proteinler; BMP, IGF, TGF, PDGF ve
fibroblast kaynakli biiylime faktorleri (FGF)’ dir. Bu proteinler monosit ve fibroblast
gibi mezensim kokenli hiicrelerin gé¢ etmesini, ¢ogalmasint ve kemik hiicrelerine
farklilasmasini diizenlerler (25).

2.2. Ilaclara Bagh Gelisen Cenelerin Osteonekrozu

Cenelerde goriilen osteonekroz olgusu, nadir olarak goriilen bir durum olup,
cene kemiklerinin gegici veya daimi olarak kanlanmasiin engellenmesine bagli
olarak kemik hiicrelerinin 6liimiinii tanimlar. Bu hiicreler arasinda hematopoetik kok
hiicreleri, kemik iligi stromal hiicreleri, preosteoblastlar, matur osteoblastlar,
osteositler ve osteoklastlar yer alir. Osteonekroz kemigin beslenmesindeki
bozukluklardan kaynaklandig1 icin, endotelyal hiicreleri de etkiler. Bu nedenle
osteonekroz tek basina bir hastalik olarak tanimlanmaz, kan akiminin bazi faktorler
tarafindan kesilmesinin sonucu olusan bir durum olarak degerlendirilir. Osteonekroz
olusumunda risk faktorii olarak sayilabilecek bir¢ok neden bulunmaktadir. Bunlar
arasinda; alkolizm, yaygin steroid kullanimi, vaskiilit-embolism gibi vaskiiler

problemler ve radyoterapi yer almaktadir (26).



Bisfosfonatlara bagli ¢enelerde goriilen osteonekroz olgulart ise ilk kez 2003
yilinda Marx (27) ve ardindan da 2004 yilinda Ruggiero ve ark. (28) tarafindan
bildirilmistir. Bu olgular intravendz (IV) bisfosfonatlarla tedavi edilen hastalarin
maksillofasiyal bolgelerinde iyilesmeyen, agiga ¢ikmis nekrotik kemik ile karakterize
durumlardir. Bu ilk raporlardan beri olgu serileri bildirilmeye baslanmistir. IV
bisfosfonat pamidronate (Aredia®) ve zoledronik asit (Zometa®) iireticisi Novartis
Firmasi ilag prospektiisiine ilacin ¢genelerde osteonekroza sebep olabilecegi uyarisini
koymustur. Bunu 2005’de; oral preparatlarda dahil olmak tizere biitiin
bisfosfonatlarin komplikasyonlarina yonelik uyarilarin ilag prospektiisiinde yer
almasi izlemistir (29).

Amerikan Oral ve Maksillofasiyal Cerrahi Dernegi (AAOMS), 2009 yilinda
yayinladiklar1 makalede, daha 6nce bas-boyun bélgesinden radyoterapi almamus,
bisfosfonat kullanmis ya da kullanmakta olan hastalarin ¢enelerinde 8 haftadan uzun
siire mukozadan agiga ¢ikan kemik goriintiisiinii ‘‘bisfosfonata bagli ¢ene kemigi
osteonekrozu (BRONJ)*’ olarak tanimlamistir (30). 2009°da yaymlanan makaleye
gore hastaligin evrelert;

Evre-0: Klinik olarak nekrotik kemik yok, nonspesifik klinik bulgular ve
semptomlar var.

Evre-1: Klinik olarak enfeksiyon bulgusu olmadan, asemptomatik hastalarda
ekspoze ve nekrotik kemik var

Evre-2: Piiriilan drenaj olmadan, ekspoze kemik bdlgesinde eritem ve agri
bulgular ile seyreden enfekte ekspoze nekrotik kemik var.

Evre-3: Agri olan hastalarda nekrotik ve agiga ¢ikmis kemik, asagidaki klinik
bulgulardan birinin veya daha fazlasinin varlig;

e Alveolar kemik alaninin disinda ekspoze ve nekrotik kemigin genislemesi
(mandibulanin alt sinir1, ramus, maksillar siniis ve maksillanin zigomatik
¢ikintis1) sonucu patolojik fraktiir olugmasi;

e Ekstra-oral fistiil; oroantral ve/veya oronazal baglanti;

e Mandibulanin alt smir1 veya sinlis tabaninda osteolizis alanmin
genislemesi.

2014 yilinda ise sadece bisfosfonatlarin degil ayni zamanda yeni ¢ikan

kemoterapi ilaglarmin da ayni etkiyi gostermeleri nedeniyle durum giincellemesi



gerekmigtir. AAOMS, BRONJ terimi yerine; ilaca bagli ¢ene kemigi osteonekrozu
(MRONJ) teriminin kullanilmasint Onermistir. Bu degisim; antirezorptif ve
antianjiogenik ila¢ tedavisiyle iligkili maksilla ve mandibulay1 igeren osteonekroz
olgularimin artan sayist ile dogrulanmaktadir (31). 2014 MRONIJ tanimina gore
hastalar su 6zelliklerin hepsine sahipse MRONJ olarak kabul edilebilirler:

e Antirezorptif veya antianjiogenik ajanlarla tedavi gormiis ya da gormekte

olmalari,
e Maksillofasiyal bolgede 8 haftadan fazla siiren intraoral veya ekstraoral
sondalanabilir fistiilii olan kemik veya ekspoze kemik durumu

e (Cenede radyasyon terapi ge¢misi ya da metastatik hastalik olmamasi

Ik MRONIJ olgular1 on yil1 askin siire dnce rapor edilmis olsa da, hastaligin
fizyopatolojisi tamamen agiklanamamistir. MRONJ ’un Ozellikle cenelere 6zgiin
lokalizasyonunu aciklamaya c¢alisan mevcut hipotezler, bozulmus kemik
remodellingini veya kemik rezorpsiyonunun fazla baskilanmasi, anjiogenez
inhibisyonu, siirekli mikrotravma, dogal veya kazanilmis bagisikligin baskilanmasi,
vitamin D eksikligi, yumusak doku bifosfonat toksisitesi, enflamasyon veya
enfeksiyonu igerir (32).

2.2.1. Cenelerde Osteonekroz Olusumunda Risk Faktorii Olan ilaclar

2.2.1.1. Antirezorptif flaclar

2.2.1.1.1. Bifosfonatlar

Son on yili agkin bir siiredir bisfosfonatlar, kemik mineralizasyonunun
fizyolojik bir inhibitorii olmalar1 ve antianjiogenik Ozellikleri nedeniyle kemik
metastazlariyla seyreden meme, prostat, akciger kanserleri, multiple myeloma gibi
malignitelerin ve osteoporoz, osteopeni, Paget hastaligi, osteogenezis imperfekta gibi
sistemik saglik sorunlarinin standart tedavisinde kullanilan pirofosfatlarin stabil
karbon anologlaridir (33). Bisfosfonatlar nitrojen igeriklerine gore alkilbisfosfonatlar
(nitrojen igermeyen) ve aminobisfosfonatlar (nitrojen iceren) olmak iizere baslica iki
gruptan olusmaktadir. Alkilbisfosfonatlar birinci kusak bisfosfonatlar olup etidronat,
tiludronat, klodronat; aminobisfosfonatlar ise ikinci ve tiglincii kusak olup; ikinci
kusak bisfosfonatlar alendronat, pamidronat ve Tlgiincii kusak bisfosfonatlar ise
rizedronat, ibandronat ve zoledronik asit olarak kullanimdadir. Alkilbisfosfonatlar

viicutta ¢ok hizli metabolize olan, giici diisik olan bir grup iken,
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aminobisfosfonatlarin giicti olduk¢a fazladir. Zoledronik asitin etkinlik giicii
etidronata gore 10000 kat fazladir.(32,34).

Bisfosfonatlarin bilinen en 6nemli ve gii¢lii etkileri osteoklastik aktiviteyi
inhibe etmeleridir. Bisfosfonatlar ayni zamanda osteoklastlarin diferansiasyonunu
inhibe eder, ayrica osteoblastik aktiviteyi de engeller (35). Ayrica nitrojen igeren
bifosfonatlarin ekstraseliiler matriksteki timor hiicre tutulumunu, tiimoriin
invazyonunu engelleme ve/veya timor hiicresinin apopitozunu saglayarak
metastazlar1 kontrol etmek gibi antitiimoral etkileri de bulunmaktadir (36,37,38).
Bisfosfonatlar ayn1 zamanda vaskiiler obliterasyona neden olan anjiogenezisi
engelleyecek aktiviteye sahiptir (37,38,39). Kan dolasiminda yarilanma omiirleri 30
dakikayla iki saat arasinda degismekle birlikte, kemikle birlesmis metabolize
olmayan bisfosfonatlar viicutta on yil gibi uzun siireler yiiksek konsantrasyonlarda
varligint siirdiiriir (40). IV bisfosfonatlar oOncelikli olarak malignansiye bagh
hiperkalsemi, multiple myelomaya bagl litik lezyonlarin tedavisi, meme kanseri,
prostat kanseri ve akciger kanseri gibi solid tlimorlerde gelisen kemik
metastazlarinda iskelet sistemi ile iligkili komplikasyonlarin engellenmesi igin
kullanilirlar. Bisfosfonatlarin kansere 0zgii sagkalimi arttirma potansiyelleri
tartismali olmasmma ragmen, bu ilaglarin kemik metastaz1 gelismis kanser
hastalarindada yasam kalitesi iizerinde olumlu etkileri olmustur. Yilda bir defa
infiizyon yapilan zoledronik asit (Reclast®) ve 3 ayda bir uygulanan parenteral form
olan ibandronate (Boniva®)’nin osteoporoz tedavisinde FDA onaylar1 vardir.
Bisfosfonatlar oral yolla siklikla menapoz sonrasi gelisen osteoporéz ve ayni
zamanda osteopeni tedavisinde kullanilmaktadir. Daha az siklikla Paget hastalig1 ve
cocuklukta goriilen osteogenezis imperfektada kullanilmaktadir. En yaygin kullanimi
osteopeni ve osteoporozistir (41).

Bifosfonatlarin hiicresel diizeyde mekanizmasina bakildiginda; bifosfonatlar
kemik iliginden osteoklast farklilasmasini inhibe ederler. Bunun yanisira mekanizma
icerisinde osteoklastlarin kemik ylizeyindeki aktivitesi de dnemli bir yere sahiptir.
Bunun nedeni hiicre iskeletindeki ve dalgali yiizeydeki degisiklikler ve membran
karakteristigindeki bozulmalar Ozetle hiicre morfolojisindeki bozulmalardir.
Osteoklastlardaki bir diger etki ise hiicrenin dmriinii kisaltmasi, sitotoksik etki ile

sayisini azaltmasi ve apoptosisi indiiklemesidir (35,42,43,44). Bifosfonatlar
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osteoklast prekiirsorlerini etkileme yoluyla da kemik rezorpsiyonunu inhibe
etmektedir. Osteoklast prekiirsor hiicrelerinin transformasyonu, maturasyonu ve
flizyonu baz1 kemik matrix faktorlerinin taninmasinin engellenmesi yoluyla inhibe
edilmektedir (35,44). Bifosfonatlarin osteoblastlara olan etkisi osteoklastlara olan
etkisi kadar iyi aciklanamamistir. Bifosfonatlarin osteoblast proliferasyonunda hem
inhibisyon, hem de stimulasyon yarattig1 one siiriilmektedir. Osteoblastlarla birlikte
bircok bag dokusu hiicrelerinin de proliferasyonunda inhibisyon oldugu
gosterilmistir  (45,46).  Aminobifosfonatlar  terapotik  dozlarda  osteoblast
diferansiasyonunu ve kemik depozisyonunu stimule ederler. Yiiksek dozlarda ise
osteoblastlara sitotoksik etki goOstererek apopitozislerine neden olurlar (47).
Osteoblastlarin osteoklast aktivitesi iizerindeki regiilasyon etkisi ile osteoblastlardan
salgilanan "osteoklast stimiile edici faktér”iin azalmasi yada "osteoklast inhibe edici
faktor”iin artmasi nedeniyle bifosfonatlarin osteoblast yoluyla osteoklast
formasyonunu inhibe ettigi de disliniilmektedir (45,48). Bdylece osteoblastlarin
fonksiyonu dogrudan ve dolayli olarak bifosfonatlardan etkilenmis olur.

2.2.1.1.2. RANK Ligand Inhibitérleri (Denosumab)

RANK ligandlarina kars1 tamamen insanlastirilmis antikor olarak var olan bir
antiresorptif ajandir. RANKL osteoklast gelisimi i¢in gerekli oldugu gosterilen ve
kanser hiicreleri tarafindan salgilanan en kritik pro-osteoklastojenik faktordiir.
Denosumab osteoklast aktivitesini ve buna bagli olarak kemik rezorpsiyonunu inhibe
eder. Kemik metastazli meme ve kastrasyona direncli prostat kanseriyle yapilan son
caligmalarda iskelet iliskili olaylar1 onlemede ve geciktirmede zoledronik asitten
biraz daha istiin oldugu oldugu gosterilmistir. Ek olarak, zoledronik asit gibi
metastazla iligkili kemik agrilarmi azalttigt gosterilmistir (49). Denosumab
kullaniminin subkutandz olmasi, renal monitdrizasyon gerektirmemesi ve doz
ayarlamas1 gerektirmemesi agisindan zoledronik asitten daha iistiin oldugu sonucu
cikarilmistir (50). Denosumab iliskili ¢ene kemiklerinde osteonekroz halen tam
olarak anlasilamamistir. Kanser hastalarinda renal komplikasyonu az oranda
gerceklesip iskelet iligkili olaylar1 6nlemede oldukca etkin olsa da ¢ene kemiklerinde
osteonekroz gorilme olasiligi zoledronik asite benzer (zoledronik asit %01,3,
denosumab %1,8) veya istatistiksel olarak anlamli olmasa da goreceli olarak yiiksek

(zoledronik asit %1,denosumab %2) bulunmustur (51). Literatiire gére Denosumab
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iliskili ¢ene kemiklerinde osteonekroz insidanst %0-%4,7 olarak belirtilmektedir
(52,53,54). 52 vakalik Denosumab iliskili ¢ene kemiklerinde osteonekroz serisinde
dis ¢cekimine bagli olusu %59,6 iken, oral enfeksiyonla %50 oraninda iligkili oldugu
belirtilmistir (55). Lancet Onkoloji dergisinde yaymlanan denosumabla ilgili
uluslararasi klinik aragtirma da histolojik olarak dev hiicreli kemik kanseri olan 282
hasta {izerinde c¢alismada; hastalarin %1’inde ¢enede kemiklere kan akisinin
engellenmesi sonucu osteonekroz olustugu, %5’inde ise, kanda kalsiyum miktarinin
azaldigi (hipokalsemi) gozlenmistir (56).

2.2.1.1.3. Antianjiogenik ilaclar

Anjiogenezis inhibitdrleri yeni kan damari olusumuna midahale ederek;
gastrointestinal tiimor, bobrek kanseri, endokrin tiimorler ve digerlerinin tedavisinde
kendilerini gostermislerdir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktori(VEGF) ve
anjiopoietin(ANG) gibi pro-anjijogenik faktorler; endotelyal hiicre biiylimesi,
migrasyon ve damar formasyonunu etkileyerek bircok dokuda oldugu gibi iskelette
de damarsal biiylimenin diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (57,58). Bu faktorler
osteoblastlar1 ve osteositleri i¢ceren kemik hiicreleri tarafindan iiretilebilmektedirler
(59,60). Salmimlart kemik-tiirevi sitokinleri, hipoksiyi ve kemik dokusunun
yaralanmasini i¢eren bir uyaran ile saglanir (60). Ayrica in vitro ¢aligmalarda VEGF
molekiiliiniin osteoblast sag kaliminin etkili bir diizenleyicisi olabilecegi ileri
stiriilmiistiir (58). Bevasizumab; VEGF molekiiliiniin inhibisyonunu hedef alan, niiks
etmis veya metastatik kolorektal kanserli hastalarin tedavisinde kullanimi
onaylanmis monoklonal bir antikordur (61). Tiimériin biiylimesi i¢in gerekli olan
yeni damar olusumunu ve tiimoriin biliylimesini inhibe edebilir. Tiimorlerde
interstisyel basinci diislirdiigii, tiimoriin oksijenlenmesini arttirdigi ve bu sekilde
kemoterapi ajanlarinin tiimére ulasma ve onunla etkilesme siirecine katkida
bulundugu ortaya konmustur. Standart 5-fluorourasil (5-FU) temelli kemoterapi
rejimlerine eklendigi zaman hastalarin genel sag kaliminda artisa neden oldugu
gosterilmistir  (62). Bevasizumab olduk¢a 1iyi tolere edilebilmesine ragmen
hipertansiyon, proteiniiri, tromboembolizm, bozulmus yara iyilesmesi, kanama,
Ozellikle anastomoz hattinda perforasyon, reversible lokoensefalopati sendromu,
dokiintii, infiizyon iliskili hipersensitivite reaksiyonlar1 gibi yan etkilere neden

olabilmektedir (63). Bir anti-anjiogenik ajan olan Bevasizumab da osteonekroz
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riskini artiran bir ilagtir (27,64,65,66). Bevasizumaba bagli ¢enelerde osteonekroz
(ONJ) goriilme insidanst %0.2°dir (67). Bevasizumab kullanimina bagh ilk
osteonekroz vakasi bildirimi 2008 de Estilo tarafindan yapilmistir (68).

Bevasizumabin disinda ilk olarak 2006’da Amerika’da kullanilmaya
baslanmis ve uzun donemdeki yan etkileri tam olarak bilinmeyen antianjiogenik bir
ila¢ olan Sunitinib(69,70) kullanan hastalarda ONJ olgular1 bildirilmemistir. Ancak
ONJ ile iliskili ilaglarla kombinasyon olarak regetelenmesi, ileride ONJ ile iliskisinin
c¢ikabileceginin beklemesi miimkiindiir (31).

2.2.2. MRONUJ i¢in Risk Faktorleri

2.2.2.1. Sistemik Risk Faktorleri

Diizenli/ uzun siireli antirezorptif/antianjijoneik ila¢ kullanimi ve uygulama
yolu, yas, sigara kullanimi, diabetes mellitus, kortikosteroidler, immiinsiipresifler,
kemoteropétikler, pihtilagsma bozuklugu hastaliklari, alkolizmve renal dializ sistemik
risk faktorleri arasinda goriilmektedir. Multipl myelom hastalarinda antineoplastik
ilaglar ve kortikosteroidlerin MRONJ riskini arttirdigi gosterilmistir (71). Diger
sistemik risk faktorleri eritropoetin tedavisi, diyaliz, diabetus mellitustur (71,72).
Hipoparatiroidizmin de MRONJ olusmasiyla alakali oldugu rapor edilmistir (73).
Baz1 yaymlarda da MRONJ hastalarinda en yaygin sistemik hastaliklarin,
hipertansiyon ve kardiak rahatsizliklar oldugu belirtilmektedir (74,75). Yasamda
gecirilen her bir sene MRONIJ riskini artirmaktadir(71). Sigara kullanimi da risk
faktorii olarak kabul edilmektedir (76). Cinsiyet bu durumu etkilememektedir (30).

2.2.2.2. Lokal Risk Faktorleri

MRONIJ olusumu i¢in dis c¢ekimleri/ dental abseler, tiim dentoalveolar
cerrahiler, periodontitis, kotii oral hijyen, protez travmasi, ince oral mukoza ve kemik
ekzostozlari/toruslar1 gibi durumlarin lokal risk faktorleri oldugu bilinmektedir (77).
Kanser hastalarinda yapilan bir ¢alismada; MRONI risk oraninin dis ¢ekimine bagh
olarak 18 kat, protez irritasyonuna bagli olarak ise 2 kat arttig1 rapor edilmistir (78).
Dis ¢ekimi sonrasi piht1 formasyonu yerini graniilasyon dokusuna ve ossedz yapi
olusturmak i¢in final mineralizasyona birakir. Maksilla ve mandibula gibi yiiksek
kemik dongiisii bulunan iskelet bolgelerinde bifosfonatlarin daha fazla birikmesine
bagl olarak, bifosfonat bagli kemik dokular daha yavas rezorbe olur (79). Bakteriler

tarafindan kontamine olmus bu kemik tamamen rezorbe olmaz ve bu iyilesmesi
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gecikmis acik yara bakteriyal invazyon riskini artirmaktadir. Bu durum da kronik
osteomyelit olusmasi i¢in ortam saglamis olur (80). Periodontal hastaliklar da
MRONJ igin potansiyel risklerden biridir (81). Mandibulanin MRONJ insidans1
maksillaya nazaran belirgin oranda yiiksektir ve oral mukozanin ince oldugu
ozellikle ekzostoz, keskin mylohyoid kenar ve mandibular torus gibi alanlarda daha
yaygindir (82).

2.2.3. MRONJ Tedavisi

2009 yilindan giiniimiize gilincelligini koruyan evreye 6zgii MRONJ ig¢in
tedavi gereksinimi AAOMS tarafindan belirlenmistir. Evre 0 ve 1 i¢in konservatif
tedavi, evre 2 i¢in yiizeyel debridman ve evre 3 i¢in debridmani igeren konsept Tablo
1’de gosterilmistir(30).

Genel olarak MRONIJ tedavisi i¢in iki tip tedavi yaklasimi mevcuttur.
Bunlardan ilki konservatif yaklagim iken, digeri ise ciddi olgularda nekrotik ve
ekspoze kemigin ¢ikarilmasindan sonra mikrobiyal kontaminasyonu engellemek igin
sikica dokunun kapatilmasi olan daha agresif bir yaklagimi igerir (83).

Tedavi protokoliinde bu temel yaklasgimin yanisira destekleyici tedavi
amactyla, hiperbarik oksijen, cerrahi kemik greftleme, biiylime faktorii ile kemigin
stimiile edilmesi, doku miihendisligi uygulamalar1 ve diisiik dozlu lazer terapisi
(LLLT) uygulanmaktadir (84).

2.2.4. Kortikosteroid Kullanimi

Kortikosteroidler — uygun  terapdtik  dozlarda  immunsupressif — ve
antiinflamatuar etki gosteren ilaglardir. Kortikosteroid kullanimi sirasinda bir¢ok yan
etki ile karsilasilmaktadir (85). Osteoporoz kemik metabolizmasi {izerine bilinen ve
yaygin goriilen bir yan etkisi iken, avaskiiler nekroz daha nadir bir yan etkisidir (86).
Kortikosteroidlerin risk olugturmasi doza ve alim siiresine baghdir. Toplamda 2000—
4000 mg tzerinde araliksiz steroid aliminin osteonekroz gelisimi i¢in esik deger
oldugu kabul edilmektedir. Ancak diisiik doz kortikosteroid alimlarindan sonra da
femur basinda osteonekroz gelistigi rapor edilmistir (87). Osteoporoz,

kortikosteroidlerin biiyiik oranda 6nlenebilen ve iyi bilinen bir yan etkisidir.

15



Tablo 1. MRONJ tedavi yaklagimlari

Evre | Tamim Tedavi stratejisi
0 Klinik olarak nekrotik kemik bulgusu Agr1 medikasyonu ve antibiyotigi
olmamasina karsin spesifik olmayan klinik iceren sistemik tedavi
bulgular ve semptomlarin varligt
1 Enfeksiyon bulgular1 bulunmayan asemptomatik | Antibakteriyel agiz yikama
hastalarda ekspoze ve nekrotik kemik varligi Klinik takip

Hasta egitimi ve devam eden
bifosfonat tedavisi i¢in doktoru ile

konsiiltasyon
2 Piirulan drenaj goriilen veya goriilmeyen Oral antibiyotikler ile semptomatik
ekspoze kemik bolgesinde eritem veya agri tedavi
bulgulari gibi enfeksiyon belirtileri ile birlikte Oral antibakteriyel ag1z gargarasi
ekspoze ve nekrotik kemik varligi Agr1 kontrolii

Yumusak doku irritasyonunu
azaltmak icin yiizeyel debridman

3 Agr, enfeksiyon ve asagidaki bulgulardan bir Antibakteriyel ag1z gargarasi
veya daha fazlasina sahip hastalarda ekspoze ve | Antibiyotik tedavisi ve agri

nekrotik kemik varligi: kontrolii

Alveolar kemik bolgesini asan ekspoze ve Uzun donem agr1 ve enfeksiyonu
nekrotik kemik varligi, (mandibula alt sinirt ve hafifletmek adina cerrahi
ramusu, Ust ¢enede ise maksiller siniisii ve debridman/ rezeksiyon

zigomay1 igeren) patolojik fraktiirler, ekstraoral
fistiiller, oroantral/oro nazal baglantilar,
mandibula alt sinirin1 veya siniis tavanini agan
osteolizis goriilmesi

Sistemik kortikosteroidler kemik yikimini hem direkt hem de indirekt yoldan
etkiler, biiylime hormonu salimmini baskilarlar, IGF-1 sentezini inhibe ederler.
Biiylime faktorlerinin inhibisyonu sonucunda osteoblastlarin say1 ve aktivitelerinde
azalma olur. Osteoklastlar direkt olarak aktive olur. Diger yandan bagirsak mukoza
hiicrelerinden kalsiyum emilimi azalir. Bobreklerden kalsiyum ve fosfat atilimi artar.
Boylece gelisen hipokalsemi, sekonder hiperparatiroidizme neden olur. Kemigin
yeniden yapilanma hizi artar, ancak osteoblastlar baskilandig1 i¢in yetersiz kemik
yapimi s0z konusudur. Sonugta kemikte rezorbsiyonu ve osteoporoz gelisir. Bu
etkiler doz ve siireye bagimli olup, yiiksek doz ve uzun siireli etki artar (88). Steroid
kullanimina bagli gelisen osteoporozun tedavisinde c¢esitli antirezorptif ilaglar, D
vitamini ve kalsiyum kullanilmaktadir.

Femur bas1 avaskiiler nekrozu (FBAVN) vaskiiler destegin kaybina bagh
bolgesel kemik dokusunun 6limii ya da nekrozu olarak tanimlanmaktadir. FBAVN
olusumuna yol agan birgok hastalik bildirilmis ve cok sayida teori iizerinde
durulmustur. Kortikosteroid kullanimi, alkol, hemoglobinopatiler, disbarizm, depo

hastaliklart FBAVN ’ye yol acarlar. Bunlarin arasinda steroid kullaniminin neden
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oldugu osteonekroz onemli bir grubu olusturur. Kullanilan steroidin dozu ve
kullanim siiresinin avaskiiler nekroz gelisimindeki rolii halen tartisilmaktadir (89).
Uzun siireli kullanilan kortikosteroidler kemikte, 6zellikle femur basinda, radius,
ulna ve vertebralarda aseptik nekrozlara yol acgabilirler. Bu hastalarin ¢ogunda
nekrozlar ilacin kesilmesinden uzun siire sonra bile ortaya c¢ikabilmektedir. Cene
kemiklerinde sadece kortikosteroid kullanimina bagli bu tarz bir nekroz rapor
edilmemistir. Ancak bisfosfonatlarla kombine kullanilan kortikosteroidlerin
osteonekroz riskini arttirdigini belirten ¢alismalar mevcuttur (71).

2.3. Hiicre Haberlesmesi

2.3.1. Kalsiyum Iyonu (Ca*2) ve Apopitoz

Programli hiicre 6liimii olan apopitozisin molekiiler mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, bu mekanizma hiicrelerin genetik olarak belleklerinde var olan
intihar programinin gesitli sinyallerle, patofizyolojik kosullarla ve oksidatif stres gibi
olaylarla aktive olmasiyla baslamaktadir (90). Ayrica apopitozis mekanizmasi,
uyarana ve hiicre tipine gore farkliliklar gdstermektedir. Apopitozisi etkileyen
uyaranlarin bazilar su sekilde siralanabilir (91):

1. Biiyiime faktorlerinin geri ¢ekilmesi,
Hiicre i¢1 kalsiyum miktarindaki artis
DNA hasar1 nedeniyle bir timor supressor gen olan p53'iin aktive olmast
Viral-bakteriyel enfeksiyonlar ve kortikosteroidler
Tiimor nekroz faktor (TNF)

o g ~ wD

Sitokinler

Hayatin ilk basamagi olan fertilizasyondan baglayarak gen transkripsiyonu,
kas kasilmasi, hormon salinimi, hafiza, 6grenme, hiicrelerin farklilagsmasi, gelismesi,
nekroz ve apopitozla tanimlanabilecek hiicre 6liimii gibi bir¢ok olaydan sorumlu olan
bir hiicre i¢i ikincil haberci olan kalsiyumun evrenselligi, bir¢ok hiicresel
reaksiyonda iistlendigi gorevden kaynaklanmaktadir. istirahat halindeki bir hiicrede
hiicre igi Ca*? iyonu konsantrasyonu ([Ca*?]c) yaklasik olarak 100 nM civarindadir.
Depolarizasyon, hormon aktivasyonu vb. olaylar hiicredeki [Ca*?]c artis
mekanizmalarini tetikler ve konsantrasyonu hiicre tipine bagl olarak 10-20 bin misli
artarak 1-3 puM sevilerine yiikselebilir. Bu yiikselmenin tim fizyolojik olaylari

kontrol edebilmesinin sirr1 hizi, genligi, yer ve zamanla (spatio-temporal) ilgili
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modelinden kaynaklanmaktadir. Hiicre i¢i Ca*? sinyali de [Ca*?]c gecici bir sekilde
artisgindan olusur. Ca*? ’un sinyal iiretime ydnelik fonksiyonu sitozolik miktarmin
artmasi ile dogru orantilidir (92-95). Bu artis niikleustan sizma yolu ile olabilecegi
gibi sadece mitokondriden tek basina da olabilir (96). [Ca*?]c es zamanli birgok ters
yonlii etkilesim neticesinde artabilmekte veya azalabilmektedir. Bu olaylar1 artmaya
ya da azaltmaya yonelik olarak agma-kapama seklinde 6zetlemek de miimkiindiir.
[Ca*?]c artis mekanizmalar1 hiicre disindan hiicre igerisine yonelik, hiicre zarina
yerlesik vaziyetteki iyon kanallar ile endoplazmik retikulum (ER) ve sarkoplazmik
retikulum (SR) yiizeyindeki iyon kanallar1 vasitasi ile olmaktadir (97). Buna zit
olarak [Ca*?]c azalis1 da hiicre zarinda ve ER/SR deki istihdam edilen Ca*2
ATPaz’larla, yogunluk farkliligindan kaynaklanan ve enerji harcanmasi ile
neticelenen bir takim degis-tokus mekanizmalari (Na*/Ca*?) tarafindan saglanir.
[Ca*?]c seviyesinin diizenlenmesinde mitokondri 6nemli rol oynar. Mitokondri Ca*?’a
kars1 diisiik afinite gostermesine karsilik, ¢ok fazla oranda depolama kapasitesine
sahiptir. Bu ozelligi sayesinde [Ca*?]c miktarin1 azaltmada dolayist ile de hiicresel
cevap (azaltarak) olusumunda etkin rol oynamaktadir.

Apopitozis, tek bir hiicrede, biiziisme ve c¢evre hiicrelerle olan temasin
kaybolmasi ile karakterizedir (98). Apoptotik uyarim alan hiicre, hacminin yarisina
diiser, cevre ile olan baglantilarin1 keser ve mikrovilluslart kaybolur. Elektron
mikroskobunda gozlenen degisikliklerde, oOncelikle plazma membranmin sekli
bozulur ve kabarciklanmalar olusur; bu yapr "zeiozis" olarak tanimlanir. Zardaki
tomurcuklanma ve parcalara ayrilma olayinda transglutaminaz enzimi etkili
olmaktadir. Hiicre zarinda i¢ ylizeyden disariya fosfatidilserin translokasyonu olur.
Plazma ve g¢ekirdek kondenzasyonunu takiben kromatinin kiimelenmesi sekillenir.
Kromatindeki degisikliklerin baslamasinin  hemen &ncesinde sitozolik Ca*?
diizeyinde Onemli bir artis olmaktadir. Kromatin kondenzasyonu, niikleozomlar
arasindaki baglant1 bolgelerinin ayrilmasi ile karakterizedir. 180-200 baz ¢iftinden
olusan pargalar, elektroforezde ip merdiven (ladder) goriintiisii olusturur (99).
Interniikleozomal DNA pargalanmasinin kalsiyum artisina duyarli endoniikleazlar ile
oldugu ileri siiriilmektedir. Endoniikleazlar timositler gibi bazi hiicrelerde yapisal
olarak bulunur, baz1 hiicrelerde ise apopitozis baslamasindan 6nce transkripsiyon ile

olusturulur. Hiicrenin parcalanmasiyla niikleer materyal igeren =zarla ¢evrili
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"apoptotik cisimcikler" olusur. Iki katli lipit tabakada fosfolipit asimetrisi, hiicre
zarinin bir 6zelligidir. Fosfolipidler, yani i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin (PS) ve
fosfatidiletanolamin (PE) ve dis tabakada bulunan fosfatidilkolin (PC) asimetrik
olarak dagilmislardir. Normal hiicrelerde bu asimetri ATP’ye bagh translokaz ile
aktif olarak korunmaktadir. Apopitozis sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da
diger enzim sisteminin aktivasyonu PS’nin dig ylizey tabakaya yerlesmesi ile
sonuglanir. Bu durum, apoptotik cisimcigin fagositozu i¢in bir uyaridir (100).
Apoptotik  cisimcikler, sitokin salgilanmasint  ve inflamasyon olusumunu
uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler.
Apopitozis 30-60 dakika gibi bir siirede tamamlanir (98). Hiicre iskeleti apopitozda
onemli bir role sahiptir ve stabilizasyonu apopitozisi engellemektedir. Apoptotik
hiicrelerin dokudan uzaklastirilmasi ve yerine yenilerinin konmasi ise giinliik 1x10*!
hiicre olarak tahmin edilmektedir ve bu yetiskin bir bireyin total viicut agirliginin her
18- 24 ayda bir degisimine esittir (101). Reaktif oksijen tiirleri neticesinde olusan i¢
hasarlar hiicrenin i¢indeki 6zel bir sistem ile algilanir. Bu da mitokondrinin
yiizeyinde bulunan B-cell lymphoma 2 (BCL-2) proteininin, BCL2-associated X
(Bax) adl bir bagka protein ile etkilesime girmesine sebep olur. Bunun neticesinde
ise mitokondrinin yiizeyinde delikler olusur. Bu deliklerden ise sitokrom C adlh
molekiiller salinir. Sitokrom C molekiilleri Apoptotik proteaz aktivasyon faktorii-1
(Apaf-1) adli bagka proteinlerle etkilesir ve apopitozom adli 6zel bir molekiil
meydana gelir. Apopitozom gorevi ise Kaspaz-9 adli inaktif molekiilii aktif hale
cevirmektir. Kaspaz-9’un aktif hale ge¢mesi ile zincirleme bir reaksiyon meydana
gelir ve diger baska bazi kaspazlar aktif olur ve hiicrenin 6liimii adim adim
gerceklesir (102).
2.3.1.1. Hiicre Icerisine Ca*2 Giris Kanallar

Hiicre icerisine Ca*? °

un girisi biiyiik bir elektrokimyasal konsantrasyon
farkliliginin olmasi1 durumunda gerceklesir (103). Hiicreler bu dis kaynagi farkli
ozellikteki kanallar vasitasiyla kullanirlar. Hiicreler Ca*? ‘un hiicre igerisine
girmesine neden olabilecek aktivasyon mekanizmalarina gore gruplandirilmis farkl
tipte kanallardan faydalanirlar. Bu kanallar;

1. Voltaja duyarli Ca*? kanallar1 (VOCCs)

2. Reseptore duyarli Ca*? kanallar1 (ROCCs)
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3. Mekanik olarak aktive olan Ca*? kanallari

4. Depolanmis Ca*? miktarina duyarli Ca*? kanallar1 (SOCCs) basliklar

altinda siniflandirilabilirler.

2.3.1.1.1. Voltaja Duyarh Ca*? Kanallar

Kas ve sinir hiicreleri gibi plazma membranimin depolarizasyonu sonucu
aktive olabilen, uyarilabilen hiicre tiplerinde bulunurlar. Sinir uclarinda
norotransmiter saliniminin tetikleyicisi, voltaja duyarli Ca*? kanallar1 araciligiyla
hiicre i¢ine giren kalsiyum iyonudur.

2.3.1.1.2. Reseptore Duyarh Ca*? Kanallar

Bu tip Ca*? kanallar1 yap1 ve fonksiyonu itibariyle farklilik arz eden ve salg
hiicreleri ve sinir sonlarinda sikg¢a rastlanan bir dizi kanaldan olusmuslardir. En iyi
bilinen ROCCs’ler nikotinik asetilkolin ve N-methyl-D-aspartate reseptorlerini
igerirler. ROCCs’ler hiicre ylizeyinde bulunan 6zel alana, agonistin baglanmasi ile
aktive olurlar. Farkli tipteki ROCCs’ler ¢cok genis bir agonist yelpazesi icerisinde
cesitlilik gosterirler (Orn: ATP, Serotonin, glutamat ve asetilkolin).

2.3.1.1.3. Depolanmg Ca*? Miktarina Duyarh Ca*? Kanallar

Hiicre i¢i Ca*? depolarmin bosalmasina cevap olarak aktive olabilecekleri gibi
farmakolojik bir ajan veya fizyolojik olarak Ca*?’u hareketlendirecek haberciler
tarafindan aktive olurlar (104) .

Ca*? depolarmin patlatiimasindan kaynaklanan Ca*? girisi artmasimin birgok
hiicre tipinde goriilmesinden dolayr SOCCs’ler PM’deki en yaygin Ca*? kanal alt tipi
olabilirler (105). Bu kanallarin elektrofizyolojik olarak deneyleri de yapilmis ve
hiicre tipine gore farkliliklar arz ettigi goriilmiistiir. Her bir hiicre tipinin farkli tipte
SOCCs kanalina sahip oldugunu belirtilmistir. Giiniimiizde SOCCs’lerin en 1iyi
ornegi Drosophila tiirlerinde gorev yapan transient reseptor potansiyel (TRP) olarak
adlandirilan homolog yapidaki proteinlerdir (106).

2.3.1.2. Kalsiyum Salimmm

2.3.1.2.1. Hiicre I¢i Depolardan Ca*2 Salinim

Herhangi bir zamanda intraselliiler kalsiyum miktar1 artis mekanizmalari
olarak bilinen ve sitoplazmaya Ca*? girisini temin eden reaksiyonlar; bufferlar,

+2>5

pompalar ve degis-tokuscular ile Ca™’un sitoplazmadan uzaklagsmasina yardimci

olan olaylarin denge halinde olmast sonucu gergeklesir. Hiicre igerisinden kalsiyum
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salmimi bir¢cok c¢esit haberci araciligiyla aktive olan kanallar vasitast ile ve
mitokondriyal gecirgenligin arttig1 durumlarda gerceklesir (107).

2.3.1.2.2. Transient Reseptor Potential (TRP) Ust Ailesi

“Transient Receptor Potential (TRP)” katyon kanallar1 iist ailesi voltaja

+25

duyarli Ca™’a gecirgen katyon kanallariyla genis bir yelpaze olusturmaktadir. 28
adet memeliye ait TRP kanallar1 alt1 alt birime ayrilmigtir. Bunlar; TRP conancial
(TRPC) yedi alt birimden, TRP vanilloid (TRPV) alt1 alt birimden, TRP melastatin
(TRPM) sekiz alt birimden, TRP polycystein (TRPP) ii¢ alt birimden, TRP mucolipin
(TRPML) ti¢ alt birimden ve TRP ankyrin (TRPA) bir alt birimden olugsmaktadir.
Tiim bu TRP katyon kanallar1 heniiz tam olarak karakterize edilememesine ragmen,
bir¢ok hastalik onlarla iliskili olarak ortaya ¢iktigindan bu tip iyon kanallarina olan
ilgi giin gectikce artmaktadir (110).

TRPV1 kanallart vanilloid grubu igerisinde yer almaktadir ve memelilerin
birgok fizyolojik, patolojik ve hastalik durumlarinda rol oynamaktadir. Bununla
beraber, en Onemli roliinlin periferal agrinin olusumunda oldugu goézlenmistir.
Kapsaisin, diisik pH ve 1s1 igeren uyarimlarin bir ¢ofu secici olmayan katyon
kanallarindan (TRPV1) Ca*? hiicre icine girisine sebep olur. TRPV1 zararli bircok
uyarimdan sorumlulukta isaret verici olarak rol alabilir. TRPVI1’in tekrar eden
aktivasyonunda oliimciil hiicre yaralanmalari; oksidatif stress ve sitozoldeki serbest
kalsiyumun artisinin sonucudur (109,110).

2.3.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) {iretilmesiyle biyolojik bir
sistemin reaktif ara iiriinleri kolayca detoksifiye etme (zehirsiz hale getirme) ya da
olusan hasar1 onarma yetenegi arasindaki bir dengesizligi belirtir. Dokularin normal
redoks (yiikseltgenme indirgenme) safhasindaki bozukluklar, peroksitlerin ve serbest
radikallerin tiretilmesiyle toksik etkilere neden olabilir. Bunlar, proteinler, lipitler ve
DNA gibi biitiin hiicre bilesenlerine zarar verir. Bazi reaktif oksidatif tiirler, redoks
sinyali adi verilen bir olgu vasitasiyla haberci gorevi bile gorebilir. Insanlarda
oksidatif stres, orak hiicre anemisi, aterosklerosis (damar sertligi), Parkinson
hastaligi, kalp yetmezligi, miyokard enfarktiisii, Alzheimer hastaligi, sizofreni,
bipolar bozukluk, kirilgan X sendromu, kronik yorgunluk sendromu gibi bir¢ok
hastalikla iligkilidir.
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2.3.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla paylagilmamis
elektron tasiyan, fizyolojik ve patolojik birgok siirecte liretilebilen oldukca aktif
molekiillerdir. Kararsiz bir yapiya sahip olan bu molekiiller, cevrelerindeki
molekiillerle ¢abucak reaksiyona girerler ve son yoriingelerinde bulunan
elektronlarin1 diger molekiillerle paylasirlar. En dis orbitalinde paylasgiimamis
elektron bulunmasi, o serbest radikalin reaktivitesinin ¢ok fazla oldugunu belirtir
(111). insan viicudundaki tiim hiicrelere kolaylikla girebilen ve hiicreler tarafindan
en c¢ok kullanilma &zelligine sahip olan oksijen molekiilii (O2), kimyasal yapisi
geregi radikal olmaya ¢ok uygundur. Bu yiizden serbest radikal denilince aslinda
serbest oksijen radikalleri (ROS) ifade edilmektedir. Genel olarak reaktif oksijen
tiirleri (ROT) olarak bilinen bu molekiiller normal sartlar altinda organizmada siirekli
olarak olusmaktadir (112).

Insan viicudunda serbest radikaller 3 yolla meydana gelir:

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi

2. Normal bir molekiilden bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi

3. Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi yoluyla

Radikal olmayan tiirler, bu tepkimelerden herhangi biri olustugunda, radikal
haline gelir. Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucu,
tepkimeye giren molekiiller sirayla serbest radikallere doniisiir ve hasar zincirini
ilerleterek yayarlar (113). Nitrojen (N2) ve Oksijen (O2) molekiilleri serbest radikal
kaynaklaridir. O2’in kismi indirgenmesinden, ROS olan hidroksil (OH") radikali ve
Oz olugmaktadir.

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagh
olarak olusurlar. Endojen kaynakli etmenler organizmada normal olarak meydana
gelen oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari ile olusur. Oksijen, nitrik oksit, aktive
notrofil, mitokondriyal elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum,
peroksizom ve plazma membrani, arasidonik asit metabolizmasi baslica endojen
kaynaklardir. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda; diyet faktorleri, stres, cevresel
faktorler (hava kirliligi), ilaglar, ksenobiyotikler, zararli 1sinlar (x-ray, U.V. vs.) yer
alir (114-116).

22



Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma
hiz1 bir denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif
denge saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizindaki artis ya da ortadan kaldirilma hizinda ki bir diisiis
dengenin bozulmasina neden olur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum
Ozetle, serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
ciddi dengesizligi gostermektedir (117). Antioksidan savunma mekanizmasi ve
serbest radikaller arasindaki denge oksidanlar lehine bozuldugunda serbest
radikaller; membran lipitleri, protein, karbonhidrat ve DNA gibi biyomolekiiller ile
etkileserek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden olmaktadir. Malignite,
diabetes mellitus, ateroskleroz ve norodejeneratif hastalik gibi bir¢ok patolojik olayla
iligkili olan serbest radikallerin en zararli biyolojik etkisi; hiicre membranm1 yag
asitlerine ve lipoproteinlere saldirmasi ve lipid peroksidasyonu (LPO) olarak bilinen
bir reaksiyon zincirini baslatarak, membran proteinlerine hasar verip yapisal ve
islevsel bozukluklara neden olmasidir (118,119,120).

2.3.2.2. Antioksidanlar

Serbest radikallerin fazla iretimi, doku hasar1 ve hicre olimi ile
sonuclanmaktadir (121). Dolayist ile serbest radikallerin tetikledigi oksidatif hasara
karst1 savunma mekanizmalar1 harekete gecer. Antioksidan siiregte rol oynayan
maddelere ‘antioksidanlar’ denir (122). Enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz
(SOD) , Katalaz (KAT) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimleridir. SOD’in
yapisinda bakir, ¢inko ve manganez, GSH-Px’da ise selenyum maddesi
bulundugundan bu enzimler metalloenzim olarak da adlandirilirlar (121). Hiicre ici
ortamin aksine hiicre dis1 ortamda gergeklesen enzimatik olmayan antioksidan
savunmadan ise E ve C vitaminleri, transferrin, seruloplazmin, albumin, bilirubin, P-
karoten sorumludurlar. SOD, GSH-Px ve KAT enzimlerinden ayr1 olarak E ve C
vitaminleri de hiicre i¢i antioksidan oOzellige sahiptirler. Her ikisi de hiicre
membranlarindaki LPO zincir reaksiyonlarini kiran antioksidanlardir. Hiicre ici
ortamin aksine hiicre dis1 sivilarda enzimatik antioksidan sistemin aktivitesi sinirlidir

(122).
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2.3.2.3. Selenyum (Se)

Selenyum, ilk kez 1817’de kimyaci Berzelius tarafindan kesfedilmistir.
Bir¢ok enzimin kofaktoriidiir ve temel olarak antioksidan fonksiyonuyla bilinen
esansiyel bir eser elementtir. Diyet, selenyumun en biiylik kaynagidir ve alinan
miktar, yiyeceklerdeki konsantrasyona ve tliketilen yiyecek miktarina baghdir.
Baslica karaciger, kas, bobrek ve plazmada bulunmaktadir (123)

Selenyum, dogal olarak organik (selenometiyonin, selenosistein) ve inorganik
(selenit, selenat, selenid) formlarda bulunur (124). Selenit ve selenat in vivo olarak
selenosisteine ¢evrilir (125). Selenometiyonin, bagirsaktan absorbsiyonunda
metiyonin ile yarisir, metiyonin igeren viicut proteinlerine katilir ve depolanir.
Transsiilflirasyon ile selenosisteine c¢evrilebilir (126). Tim bu selenobilesikleri
hidrojen selenide katabolize edilebilir ve dimetil selenid olarak solunum yoluyla
veya trimetilselenonyum iyonu olarak idrarla atilir (124). Selenyum, insan
organizmasinda bir dizi biyolojik fonksiyonda rol oynamaktadir. Biyolojik etkilerini,
yapisinda selenosistein aminoasidi bulunan selenoproteinler yoluyla gostermektedir.
Selenosistein biyolojik pH da anyonik halde bulunur ve bu 6zelligi, elektron
aligverisi  yoluyla biyolojik redoks reaksiyonlarinin gerceklesmesini saglar.
Selenoproteinlerin enzimatik redoks aktiviteleriyle birlikte yapisal ve transport
fonksiyonlar1 da vardir (126).

Selenyum, selenosistein halinde GSH-Px, iyodotironin deiyodinaz ve
tiyoredoksin rediiktaz enzimlerinin yapisinda bulunur. GSH-Px, E vitamini ile
sinerjik calisan antioksidan bir enzimdir. Indirgenmis GSH ile H,O. ve lipit
hidroperoksitlerin yol actig1 oksidatif hasar1 azaltmada ve dnlemede rol oynar. Hiicre
biiylimesinin ve tiimor supresdr protein p53’iin diizenlenmesinde etkilidir (127).
Selenyumun, eser diizeylerde normal biiyiime ve gelisme i¢in gerekli oldugu, 1limh
diizeylerde depolanabilecegi ve homeostatik fonksiyonlarin siirdiiriilmesinde gerekli
oldugu, yiiksek diizeylerde olmasi halinde ise toksik etkilerle sonuglanabilecegi
bildirilmistir (128). Selenyum yetersizligi, selenyum iceren enzimlerin suboptimal
islevleri sonucunda azalmis antioksidan savunma, redoks regiildsyonu ve enerji

tiretimi ile iligkilidir (129).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada yapilan hiicre ekimi ve pasajlanma islemleri ile uygulanan tim
testler; Siileyman Demirel Universitesi, Norolojik Bilimler Arastirma ve Uygulama
Merkezi (NOROBAM) laboratuvarinda ¢alisma izlem asamalarinim adim adim takip
edilmesiyle gergeklestirildi. Calismamiz, Siileyman Demirel Universitesi Ogretim
Uyesi Yetistirme Koordinasyon Birimi Destekleme Protokoliiniin OYP05259-DR-12
proje numarasi ve Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Protokoliiniin

4475-OYP-D2-15 proje numarast ile desteklendi.

3.1. Gereg

Calismamizda Sap Enstitiisii Midiirliigii Hiicre Bankas1 ve Hiicre Kiiltiirii
Koleksiyonu (HUKUK) Laboratuvarinda sivi azot tankinda % 90 serum ve % 10
Dimetil stlfoksit (DMSO) igeren tiipler i¢inde -196 °C donmus halde saklanan
osteoblastik fenotip gosteren insan osteosarkoma hiicre serisi olan Saos-2 hiicreleri
(Pasaj numarasi 13) kullanildi. %10 luk Fetal bovin serum (FBS), Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) soliisyonu ve Penisilin/streptomisin kullanilarak
hiicreler i¢in kiiltiir vasat1 hazirlandi. Calismada hiicrelerin ekilip pasajlanmasinda ve
analizlerinde 25cm?’ lik kiiltiir flasklar1 (CellStar Cell Culture Flask, Greiner -
Avusturya) ve 96 kuyucuklu steril doku kiiltiir kaplar1 (Greiner Bio-one, Almanya)
kullanildi.

Hiicre kiiltlirlerine zoledronik asit (Bonedro 4mg/5ml flakon), bevasizumab
(Altuzan 100mg/4ml flakon), deksametazon (Dexoject 8mg/2ml ampul) ve
selenyum(Sodyum Selenit) preparatlar1 calisma dozlar1 hesaplanip uygulandi

(Resim1).

Hiicrelerin inkiibasyonu i¢in %5 CO2’li inkiibatér (Heal Force, Smart Cell,
Japonya), hiicrelerin morfolojik degerlendirilmesi i¢in ise 151k mikroskobu (Olympus

Stereo Mikroskop SZ61,Japonya) kullanildi (Resim 2).
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Resim 1. Calismada Kullanilan ilaglar

Resim 2. Isik mikroskobu, inkiibator
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Resim 3. Laminar Flow Kabini

Diger kullanilan gerecler ve kimyasal maddeler ise sunlardir:

e Sogutmali santrfiij: Kubota (Japonya)

e LaminarFlow Kabini: Jouan B4l (Fransa) (Resim 3)

e Derin dondurucu: Ugur (Tiirkiye)

e Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (Isvigre)

e Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

e Otomatik pipetler: Eppendorf (Almanya), Gilson (Fransa)

e Hiicre sayim cihazi (CASY Model TT System, Germany)

e Floresan spektrofotometre:(CaryEclipse, Varian Firmasi, Avustralya)
e Platereader: Tecan infinite M 200 Pro (96) (Avusturya)

e Termal Su Banyosu, Termallab (Tiirkiye)

e Ultrasonik Doku Homojenizatorii, Bandelin-Sonopuls, (Almanya)
e G:Box Chemi XRQ Jel Gériintiilleme Cihazi, Syngene(ingiltere)

e Nitrocellulose Membrane 0,2um, Biorad (Almanya)

e  Western Blot Yiiriitme Tanki: Biorad (ABD)

e Amersham TE 90 PWR Semi Dr

e +y Transfer ECL Blotter Unit
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OrbitalShaker: Biosan PSU-101 (Tiirkiye)

DigitalDryBath: Labnet (ABD)

AmmoniumPersulfate, Sigma (ABD)

Western HRP Substrate, Millipore (ABD)

Acrylamide, Sigma (ABD)

Methylenebisacrylamide, Sigma (ABD)

Ponceaus, sigma (ABD)

TrizmaBaze, Sigma (ABD)
N,N,N’,N'Tetramethylethylenediamine(TEMED),Fluka (Almanya)
BromphenolblauSodium Salt, Merck (Almanya)

Tween 20, Sihma (ABD)

Triton X, Sigma (ABD)

Isopropil Alkol, Emir Kimya (Tiirkiye)
SodiumDodecylSulfate (SDS), Fluka (Almanya)

Glycine, Sigma, (ABD)

Glycerol, Sigma, (ABD)

Non-fatdrymilk, Pinar (Tiirkiye)

Methanol, Sigma (ABD)

2-Propanol, Sigma (ABD)

SodiumChloride, Merck (Almanya)

EGTA, Merck (Almanya)

Hidrojen Peroksit, Sigma (Almanya)

Metanol, Merck (Almanya)

HydrochloricAcid, Merck (Almanya)

Colleganase Type44188/47M9961,100mg,Worthington (ABD)
Potassium Tartarat, Merck (Almanya)

SodiumCarbonate (Na2CO3), Merck (Almanya)
Fura—2-AM, Invitrogen (ABD)

DMSO ( Dimethylsulphoxide) Hybri-Max, Sigma (Almanya)
Trypsin 1 X Solutions, Sigma (Almanya)

Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline, Biochrom (Almanya)
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e Dulbecco's Modified Eagle Medium, Biochrom (Almanya)
e Sodyum hidroksit (NaOH), Riedel-de Haen (Almanya)

e Apopercentage Apopitoz Kiti, Biocolor (ingiltere)

e Hidrojen Peroksit (H202), Sigma (Almanya)

e RPMI-1640 Medium (Almanya)

e Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, Sigma (Almanya)

e Apopercentage Release Solution, Biocolor (Ingiltere)

e 10X PBS Buffer Solutions, Sigma (Almanya)

e Dihydrorhodamine 123 (DHR 123), SantaCruz, (ABD)

3.2. Yontemler

(Calisma izlem planina uygun olarak;

e Literatiir taranmasi ve giincellenmesi

e Malzeme temini

e Hiicrelerin ¢oziilmesi ve pasajlanmasi

e Canlilik analizi ile uygun ila¢ dozlariin tespiti

e Analizlerin yapilmast ve sonucglarin degerlendirilmesi asamalari

gergeklestirildi.

3.2.1. Hiicrelerin Coziilmesi

Hiicreler Sap Enstitlisinden ampul seklinde temin edildikten sonra
laboratuvara getirilene kadar kuru buz i¢inde muhafaza edilerek -70 ° C’de kalmasi
saglandi. Laboratuvara hiicreler ulastiginda hiicreleri ¢ézmek i¢in oda 1sisinda
yaklasik 1 dakika, ardindan da ampuliin tamamini suya daldirmadan 37° C’ lik su
banyosunda 1-2 dakika erimesi i¢in bekletildi. Sonrasinda ampulii agmadan % 70 lik
alkol ile silinerek ampul igerigi bir pipet ile 6nceden 37 ° C’ye 1sitilmis 10 ml vasat
igeren steril santrfiij tlipine yavasca aktarildi. 800-1000 rpm(100 g) de 5 dakika
santrfiij edilip, hiicrelerin siipernatantlari atilarak 25 cm? lik kiiltiir flasklaria uygun
miktarda tiretme vasati ile homojenize edilip ekildi ve %5’ lik CO2 ve nemli ortam

iceren 37° C inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
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3.2.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Her giin mikroskop altinda hiicrelerin kiiltiir flasklarindaki ¢ogalmalar1 ve
kontaminasyon durumlar1 kontrol edildi (Resim 4). Hiicrelerin kabin tabanini
tamamen kaplayip tek tabaka olusturduklar1 goriildiigiinde, kiiltiir vasat1 bosaltild1 ve
Tripsin/EDTA soliisyonu( 25 cm? yiizey igin 1 ml) ilave edilerek hiicre tabakasi
yizeyden ayrilincaya kadar (ortalama 5-10 dakika) 37°C’ de inkiibe edildi.
Hiicrelerin yiizeyden kalktig1 makroskobik(hiicre kiiltiir kabinin tabanindan akmaya
baslamasi) ve mikroskobik olarak (hiicreler yuvarlaklasip yiizeyde hareket etmeye
baslamalar1) gézlendi. Sonrasinda toksik olan tripsin ayn1 orandaki vasat ile notralize
edilerek, pipet yardimiyla flaskin i¢indeki soliisyon ve hiicre igerigi santrfiij tiipiine
alinarak, 800-1000 rpm de 5 dakika santrfiij edildi. Siipernatant atilarak hiicreler 5 ml
lik taze vasatla 25 cm?’ lik 3 ayr kiiltiir flaskina béliinerek 37° C, %5’lik CO2’li
inkiibatore alindi, boylece pasajlama islemi gergeklestirilmis oldu. Analizler i¢in
gerekli hiicre sayisina ulagmak i¢in istenen hiicre yogunlugunun ortalama 3 gilinde
elde edildigi hiicre sayim cihazi (CASY Model TT System, Germany)(Resim 5)
kullanilarak tespit edildi ve bu kiiltiir flasklar ii¢ glinde bir degistirilerek hiicrelerin

cogalmasi saglandi.

3.2.3. Calismada kullamilacak ila¢ dozu tespiti

Yapilan literatiir taramas1 sonucu daha 6nceki ¢alismalarda Zoledronik asit,
Bevasizumab, Deksametazon ve Selenyum i¢in kullanilan konsantrasyonlar
degerlendirilerek(130-140), belirli konsantrasyon degerlerinin Saos-2 hiicreleri
lizerine olan sitotoksisiteleri 3,[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) testi ile belirlendi ve ¢ikan sonuglara gore calismada kullanilacak

dozlarin tespiti yapildi. Buna gore;
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Resim 4. Saos-2 hiicrelerinin 151k mikroskobu altindaki gortintiisii

Resim 5. Hiicre sayim cihazi
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Zoledronik asit i¢in 1,5,10 ile 20 pM konsantrasyonlar arasindaki ilag
dozlarmin sitotoksisiteleri 24. saatte spektroskobik olarak yapilan MTT testi ile
belirlendi. Bevazicumab i¢in 0.1, 0.25, 1 ile 2,5 pug/ml arasindaki ila¢ dozlarinin
sitotoksisitelerinin 24. saatte spektroskobik olarak yapilan MTT testi ile belirlendi.
Deksametazon icin 50,100,250 ile 500 nM lik konsantrasyonlar arasindaki ilag
dozlarmin sitotoksisiteleri 24. saatte spektroskobik olarak yapilan MTT testi ile
belirlendi. Selenyum i¢in 100,200,500 ile 1 uM lik konsantrasyonlar arasindaki ilag
dozlarinin sitotoksisiteleri 24. saatte spektroskobik olarak yapilan MTT testi ile
belirlendi.

Doz tespit galigmasinin baglangicinda calisilacak konsantrasyonlardaki ilag
dozlar1 hazirlanarak, hiicre sayimi yapilarak esit miktarlarda Saos-2 hiicre gruplarinin
bulundugu 96 kuyucuklu steril doku kiiltiir kaplarina yerlestirildi. Ilaglarin doz

miktarlarinin hazirlanmasi ise su sekilde yapildi:
Zoledronik asit i¢in elimizde bulunan 3000 uM stoktan;

e Spul almip, i1zotonik NaCl soliisyonu ile 750 ul ye tamamlanip 20 uM
konsantrasyon elde edildi. 20 puM luk c¢ozeltiden ise 10 upl almip
kuyucukta Saos-2 hiicrelerinin yer aldigit medium ile 200 pl’ye

tamamlanip 1 uM luk doz elde edildi.

e 25l alinip, izotonik NaCl soliisyonu ile 750 pl ye tamamlanip 100 pM
konsantrasyon elde edildi. 100 uM Iuk c¢ozeltiden ise 10 pl alinip
kuyucukta Saos-2 hiicrelerinin yer aldigi medium ile 200 ul’ye

tamamlanip 5 uM luk doz elde edildi.

e 50ul alinip, izotonik NaCl soliisyonu ile 750 pl ye tamamlanip 200 uM
konsantrasyon elde edildi. 200 puM luk ¢o6zeltiden ise 10 pl almip
kuyucukta Saos-2 hiicrelerinin yer aldigi medium ile 200 ul’ye

tamamlanip 10 pM luk doz elde edildi.

e 100ul alinip, izotonik NaCl soliisyonu ile 750 pl ye tamamlanip 400 uM
konsantrasyon elde edildi. 400 puM luk ¢o6zeltiden ise 10 pl alinip
kuyucukta Saos-2 hiicrelerinin yer aldigi medium ile 200 ul’ye
tamamlanip 20 uM luk doz elde edildi.
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Deksametazon i¢in 10000 uM stoktan;

Sul almip, izotonik NaCl soliisyonu ile 50 ml ye tamamlanip 1 pM
konsantrasyon elde edildi. 1 uM luk ¢6zeltiden ise 10 pl alinip kuyucukta
Saos-2 hiicrelerinin yer aldigi medium ile 200 pl’ye tamamlanip 50
nM’lik doz elde edildi.

Sul almip, izotonik NaCl soliisyonu ile 25 ml ye tamamlanip 2 uM
konsantrasyon elde edildi. 2 uM luk ¢ozeltiden ise 10 pl alinip kuyucukta
Saos-2 hiicrelerinin yer aldigi medium ile 200 pl’ye tamamlanip 100
nM’lik doz elde edildi.

Sul almip, izotonik NaCl soliisyonu ile 10 ml ye tamamlanip 5 uM
konsantrasyon elde edildi. 5 uM luk ¢6zeltiden ise 10 ul alinip kuyucukta
Saos-2 hiicrelerinin yer aldigit medium ile 200 pl’ye tamamlanip 250
nM’lik doz elde edildi..

S5ul almip, izotonik NaCl soliisyonu ile 5 ml ye tamamlanip 10 uM
konsantrasyon elde edildi. 10 pM luk ¢ozeltiden ise 10 upl alinip
kuyucukta Saos-2 hiicrelerinin yer aldigt medium ile 200 pl’ye
tamamlanip 500 nM’lik doz elde edildi.

Bevazicumab i¢in her 1 ml sinde 25 mg bulunan stoktan;

20 pl(0,5mg) alinip kuyucukta 200 pl lik Saos-2 hiicrelerinin yer aldig
medium ile tamamlanarak(0.5mg/200 pl) 2.5 mg/ml lik doz elde edildi

8 ul(0,2 mg) alinip kuyucukta 200 pl lik Saos-2 hiicrelerinin yer aldigi
medium ile tamamlanarak(0.2mg/200 pl) 1 mg/ml lik doz elde edildi.

2 ul(0,05mg) alinip kuyucukta 200 pl lik Saos-2 hiicrelerinin yer aldig
medium ile tamamlanarak(0.05mg/200 pl) 0.25 mg/ml lik doz elde edildi.

0,8 nl(0,02mg) alinip kuyucukta 200 pl lik Saos-2 hiicrelerinin yer aldigi
medium ile tamamlanarak(0.02mg/200 pl) 0.1 mg/ml lik doz elde edildi.
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Selenyum (sodyum selenit) i¢in 10 milimolar(mM) bulunan stoktan;

e 10 pl almip, 5 ml ye tamamlanip 20 uM luk konsantrasyon elde edildi.
Bu 20 uM luk ¢ozeltiden 10 ul alinip 200 pl lik Saos-2 hiicrelerinin yer

aldig1 medium ile tamamlanarak 1 pM luk doz elde edildi.

e 5 ulalinip, 5 ml ye tamamlanip 10 uM luk konsantrasyon elde edildi. Bu
10 uM luk ¢ozeltiden 10 pl alimp 200 pl lik Saos-2 hiicrelerinin yer
aldig1 medium ile tamamlanarak 500nM lik doz elde edildi.

e 2 ul alinip, 5 ml ye tamamlanip 4 pM luk konsantrasyon elde edildi. Bu
10 uM luk ¢ozeltiden 10 pl almip 200 pl lik Saos-2 hiicrelerinin yer
aldig1 medium ile tamamlanarak 200nM lik doz elde edildi.

e 1 pl alinip, 5 ml ye tamamlanip 2 pM luk konsantrasyon elde edildi. Bu
10 uM luk ¢ozeltiden 10 pl almip 200 pl lik Saos-2 hiicrelerinin yer

aldig1 medium ile tamamlanarak 100nM lik doz elde edildi.

Calismada kullanilacak ila¢ dozlarinin tespiti amaciyla yapilan MTT testleri
sonucunda; zoledronik asit igin 5 pM degeri, deksametazon i¢in 250 nM degeri,
bevazicumab i¢in 1 pg/ml degeri ve Selenyum i¢in 1 uM degeri ¢alisma dozu olarak

tespit edildi.
2.2.4. Calisma Gruplar

a. Kontrol Grubu: Bu gruptaki hiicrelere herhangi bir ila¢ uygulanmadan,

hiicreler 24 saat inkiibasyon islemine tabii tutuldu.

b. Zoledronik asit grubu(ZA): Bu gruptaki hiicrelere 5 uM zoledronik asit

verilerek, hiicreler 24 saat inkiibasyon islemine tabii tutuldu.

c. Bevasizumab grubu(Bev): Bu gruptaki hiicrelere 1 pg/ml bevasizumab

verilerek, hiicreler 24 saat inkiibasyon islemine tabii tutulmustur.

d. Deksametazon grubu(Deks): Bu gruptaki hiicrelere 250 nM

deksametazon verilerek, hiicreler 24 saat inkiibasyon islemine tabii tutuldu.
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e. Selenyum grubu(Se): Bu gruptaki hiicrelere 1 uM selenyum verilerek,

hiicreler 24 saat inkiibasyon islemine tabii tutuldu.

f. Zoledronik asit-Selenyum grubu(ZA+Se): Bu gruptaki hiicrelere 5 uM
zoledronik asit ve 1 uM selenyum verilerek, hiicreler 24 saat inkiibasyon islemine

tabii tutuldu.

g. Bevasizumab-Selenyum grubu(Bev+Se): Bu gruptaki hiicrelere 1 pg/ml
bevasizumab ve 1 uM selenyum verilerek, hiicreler 24 saat inkiibasyon islemine tabii

tutulmustur.

h. Deksametazon-Selenyum grubu(Deks+Se): Bu gruptaki hiicrelere 250
nM deksametazon ve 1 uM selenyum verilerek, hiicreler 24 saat inkiibasyon islemine

tabii tutuldu.

1. Zoledronik asit-Deksametazon grubu(ZA+Deks): Bu gruptaki hiicrelere
5 uM zoledronik asit ve 250 nM deksametazon verilerek, hiicreler 24 saat

inkiibasyon islemine tabii tutuldu.

J. Zoledronik asit-Deksametazon-Selenyum grubu(ZA+Deks+Se): Bu
gruptaki hiicrelere 5 pM zoledronik asit, 250 nM deksametazon ve 1 pM selenyum

verilerek, hiicreler 24 saat inkiibasyon islemine tabii tutuldu.

k. Zoledronik asit-Bevasizumab grubu(ZA+Bev): Bu gruptaki hiicrelere 5
UM zoledronik asit ve 1 pg/ml bevasizumab verilerek, hiicreler 24 saat inkiibasyon

islemine tabii tutuldu.

I.  Zoledronik asit-Bevasizumab-Selenyum grubu(ZA+Bev+Se): Bu
gruptaki hiicrelere 5 uM zoledronik asit, 1 pg/ml bevasizumab ve 1 uM selenyum

verilerek, hiicreler 24 saat inkiibasyon islemine tabii tutuldu.

Bu c¢alisma gruplarinda 5Sml medium igeren 25cm? lik kiiltiir flasklari
kullanilacagindan, gruplara verilecek ilaglarin dozlar1 5 ml’ lik mediumlara gore

hesaplanarak yapildi. Buna gore;
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e Zoledronik asitten 5 uM elde edebilmek i¢in 180 uM lik stoktan her

asamada 145 pl alimarak 5 ml mediuma eklendi.

e Decksametazondan 250 nm elde etmek i¢in 25 uM lik stoktan her asamada

50 pl aliarak 5 ml mediuma aktarildi.

e Bevasizumabtan 1 mg/ml elde etmek i¢in 25mg/ml olan stoktan her

asamada 200 pl alinarak 5Sml mediuma aktarildu.

e Selenyumdan 1 uM elde etmek icin ImM’ lik stoktan her asamada 5 pl

alinarak 5 ml mediuma aktarildi.

3.2.5. Yapilan Analizler
3.2.5.1. Apopitoz Testi

Bu test apopitoz siirecine giden hiicreler tarafindan olusturulacak renk
degisiminin degerlendirilmesi prensibine dayanmaktadir. Apoptotik siirece
baslamamis hiicrelerin hiicre zarindan boya gecemez iken, apoptotik slirecin
basladig1 hiicrelerin zarlarindaki bozulmaya bagli olarak boyalar rahatlikla
gecebilmektedir (Sekil 1). Bu c¢alismaya gegecek olursak; kiiltiir flasklarindan
kaldirilan Saos-2 hiicre gruplart 150 pl 1x fosfat tamponlu salin (PBS) ile
sulandirildi. Sonra her bir ependorfta 50 ser pl olacak sekilde hiicreler 3’e boliindii.
Daha sonra iizerlerine 950 pl 1 x PBS konuldu. Pipetaj yaptiktan sonra iizerine 3-5ul
apopitozis boyasindan(Apopercentage dye 10 ml) ilave edildi ve 30 dk siireyle
calkalama banyosu cihazina konuldu. Calkalama sonras1 3500 rpm de 5 dk santrfiij
edildi ve iistte olusan siipernatant (iistte olusan hiicresiz siv1 kisim) dokiildii. Uzerine
tekrar 1x PBS eklendi ve 200ul Apopercentage Release’den ilave edildi. Pipetaj ve
santrfiij yapildiktan sonra siipernatant alindi ve plate kuyucuklarimiza yerlestirerek

550 nm de Platereader infinite 200 Pro(Avusturya) cihazinda okundu (141).
3.2.5.2. Western-blot Analizleri

Saos-2 hiicre gruplarinda Western Blot deneyi i¢in takip edilen biitiin iglemler
western blot aparatlart kullanilarak standart prosediirlere uygun olarak yapildi
(Resim 5). B-actin, PARP, Caspase-3 and Caspase 9 protein ekspresyonlari igin
ornekler enzim inhibitorleri kullanilarak hazirlanmis lysisbuffer igerisinde mekanik

parcalama ve sonikasyon iglemleri uygulanarak homojenize edildi, -4°C de 16000
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g’de 20 dakika siire ile santrfiij edildi. Santrfiij sonrasi siipernatant alind1 ve Bradford
yontemi ile 595 nm’de protein degerleri okundu. immiinoblotting igin esit miktardaki
protein Ornekleri (herbir 6rnek icin 30 pg) %12°lik sodiumdodecylsulfate-
polyacrylamidejel’deki kuyucuklara yiikleme yapildi. Elektroforez islemi sonrasi
proteinler nitroseliiloz membrana transfer edildi. Islem sonrast membran oda 1sisinda
TrisBufferedSaline-Tween 20 (TBST) (0.1% Tween 20)’li 5 %5’lik siit tozu ile 1
saat siireyle bloklandi. Daha sonra membran primer antikorlar ile (PARP,
RabbitmAb Caspase 3, 1:1000; Mouse mAb Caspase-9, 1:1000; mousemonoclonal
B-actin, 1:1000, Cell SignalingTecnology, USA) aksamdan sabaha kadar (overnight)
inkiibe edilerek ve sabahinda 3 kez 5’er dakikalik TBST Buffer ile yikama islemi
sonras1 sekonder antikorlar ile (Anti-mouse 1gG and Anti-rabbit IgG antibodies
conjugated with horse radish peroxidase, 1:5000, GE Healthcare, Amersham, UK) 1
saat siireyle oda 1sisinda inkiibe edildi. Daha sonra mevcut istenilen proteinlere ait
bantlarin goriintiilenebilmesi i¢in ECL Western HRP Substrate (MilliporeLuminate
Forte, USA) kullanilarak karanlik odada X-ray filmi aracilifiyla proteinlerin
goriintiilenmesi islemi yapildi (GE Healthcare, AmershamHyperfilm ECL, UK).
NOROBAM da mevcut kemiluminesans jel dokiimantasyon sistemi de goriintiileme

amagch kullanildi.
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Hiicre zan dis kasom

CANLIHUCRE

Asimetrik hiicre membram

APOPTOTIK HUCRE

Asimetrik yap: kaybedilmis

! : APOP%b bovama
Fosfotidilkolin ve, Fosfatidil Fosfatidilsérin S

sﬁngomiyelin etanolamin

Sekil 1. Apoptotik bir hiicrenin hiicre zar1 reaksiyon modellemesi.

Resim 6. Western-blot aparatlari
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3.2.5.3. Hiicre ici Serbest Ca*2 Ol¢iilmesi

Hiicre i¢i kalsiyum miktarinin 6l¢limil i¢in Saos-2 hiicre gruplari oda 1sisinda
45 dakika boyunca 4uM fura—2 AM florasan boyasi ile boyandi. Boyanma
isleminden sonra yikamaya tabi tutulan hiicre gruplari manyetik olarak karistirilan,
seffaf kiivetlere hiicre yogunlugu 2x10° olacak sekilde Ca*? Buffer [(mM cinsinden)
NaCl, 140; KCI, 4,7; CaCly, 1,2; MgCl», 1.1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7.4)]
solusyonu igerisinde florasan spektrofotometrede (VarianCaryEclipse, Australia)
haznesine yerlestirildi (Resim 6). Fura—2 AM i¢in eksitasyon dalga boylari 340 nm
ve 380 nm, 505 nm emisyon dalga boylarinda florasan 1s1k ile uyarilarak kayit alindi.
Hiicre i¢i serbest Ca*? iyon diizeyi [Ca*?]i degisimleri bilgisayar ekraninda 340
nm/380 nm dalga boylarindaki uyarimlari ile kaydedilip (141), Grynkiewicz ve ark.
metoduna gore hesaplandi (142). Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun TRPV1
kanalinin uyaricist kapsaisinin(CAP) ilavesi ile 100 sn lik degerlendirmesi
yapilirken, ayrica TRPV1 kanal blokorii olan kapzasepin (CPZ) ile bloke edilmesi de
degerlendirildi.

3.2.5.4. Hiicre Canhihgi (MTT Analizi)

Asir1 diizeyde oksidatif stressin (hidrojen peroksit) hiicreye zarari oldugu
bilinmektedir. Saos-2 hiicreleri i¢in optimum oksidatif stres miktarini
belirleyebilmek i¢in hiicre canlilii esasina gore calisan MTT deneyi uygulandi. Bu
deneyde sart renkte olan 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide maddesi canli hiicreler tarafindan mitokondriyal solunum yolu ile mor
renkli formozan kristaline donistiiriillmektedir. Eger hiicreler canli degilse bu
reaksiyon ger¢eklesmez. Renk olusumu da spektrofotometrik  yontemle
degerlendirildi ve sonuglara gore oksidatif stres i¢in apopitozise gotiirmeyen fakat
Ca*? akisim saglayan en uygun doz miktar1 belirlendi. Saos-2 hiicre gruplar1 150 pl
1xPBS ile sulandirildi. Sonra her bir ependorfta 50 ser ul olacak sekilde hiicreler 3’e
boliindii. Her bir ependorfa 15 pl MTT kimyasali ilave edildi. MTT kimyasali
ilavesinden sonra biitiin ependorflar 5-10 defa yavasga calkalanip, 37 °C de
calkalamali su banyosunda 90 dakika boyunca yavas¢a calkalamaya birakildi.
Calkalama sonrasinda biitlin ependorflar 500 g de 10 dakika boyunca santrfiij edildi.
Santrfiij sonrasi siipernatant atildi. Her bir ependorfa 400’er ul DMSO ilave edildi.
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Pelet DMSO igerisinde resuspense edildi. Sonra her bir kuyucuga 200 pl bu 6rnekten
konuldu. Plate Readerda (Infinite pro200; Tecan Austria GmbH, Groedig, Austria)
490 nm ve 650 nm dalga boylarinda okunup bu iki dalga boyunda okunan degerler
birbirinden ¢ikarildi (Abs490 nm —Abs650 nm: x)(Resim 7) (141).

Resim 7. Florasan spektrofotometre cihazi
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Resim 8. Plate Reader cihazi

3.2.5.5. Hiicre i¢i ROS Uretimi Tayini

Saos-2 hiicrelerinde hiicre i¢ci ROS {iretim tayini mevcut tabak okuyucu olan
Pleatereader (Infinite pro200; Tecan Austria GmbH, Groedig, Austria) ile yapildi.
Rhodamine 123(Rh 123), DHR 123 hiicreye kolayca niifuz edebilen, florasan
olmayan yiiksiiz bir molekiildiir. 2’-DHR-123’tin RH123’e oksidasyonu vasitasiyla
Hidrojen peroksit(H20O2) miktar1 bu yontemle tayin edilmektedir. Bu oksidasyon
sirasinda yaglarin oksidasyonu ile olusmus hiicre igerisinde serbest oksijen
radikalleri miktar1 Ol¢iilebilmektedir. DHR-123’tin RH123’¢ oksidasyonu ¢ok
yiiksek diizeyde florasan yayici bir olaydir. Ne kadar ¢ok florasan yayilirsa o kadar
serbest oksijen radikali varligin1 gostermektedir. Saos-2 hiicre gruplar1 150 ul 1xPBS
ile sulandirildi. Sonrasinda her bir ependorfta 50 ser ul olacak sekilde hiicreler 3’e
boliindii. Daha sonra iizerlerine 950 ul RPMI konuldu. Pipetaj yaptiktan sonra
tizerine 1ul DHR123 ROS boyasindan konuldu ve giizelce pipetaj yapildi.
Ependorflar 30 dk siireyle inkiibatdre konuldu. Siire bitimini takiben 4x100 G

devirde 5 dakika santrfiij edildi. Sonrasinda olusan siipernatant dokiilerek iizerlerine
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300 pl 1xPBS koyup giizelce pipetaj yapildiktan sonra plate kuyucuklarina (infinite
200 marka, Avusturya) her bir kuyucuga 100 pl olacak sekilde hiicreler boliindii.
Plate readerda florasanlar 498 nm emisyon ve 522 nm eksitasyon(uyarim) dalga
boylarinda okundu ve aradaki fark deger olarak belirlenmistir (143,144). Degerler,

‘kontrole kiyasla misli artis’ olarak verildi.
3.2.5.6. Mitokondriyal Membran Depolarizasyon Tayini

Hiicre icersine Ca*? iyon akisi, mitokondride depolarizasyon artis1 yoluyla
ROS iiretimini artirmakta, artan hiicre ici ROS miktari, gerek hiicre i¢i organale
kapilarimi agarak ve gerekse katyon kanallarina zarar vererek sitozolde Ca*? miktarim
artirmaktadir. Mitokondriye daha fazla Ca*? girisi depolarizasyonu artirmakta ya
hiicre c¢alismas1 bozulmakta veya hiicre apopitozise gitmektedir. Bu nedenle,
mitokondriyal zar depolarizasyonu tayininin yapilmasi bu halkadaki zinciri
tamamlayarak molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasima katki saglayacaktir.
Hiicreler 0.001 mM JC-1 ile 37 °C de 15 dakika inkiibe edildi (143,144). JC-1 boyasi
mitokondride depolarizasyon artisina paralel girisi artmaktadir. JC-1 inkiibasyon
sonrast kirmizidan yesile dogru florasan artisi mitokondriyal depolarizasyonu
gostermekte ve bu durum platereader tarafindan degisik dalga boylarinda hemen besi
sira cithaz tarafinda otomatik olarak belirlenebilmektedir. Yesil dalga boylari
eksitasyon 485 nm ve emisyon 535 nm dalga boylarinda belirlenecektir. Kirmizi
dalga boyu degisimleri ise 540 nm (Eksitasyon) ile 590 nm (Emisyon) de
belirlenecektir. Emisyon oranlar1 (590/535) deger olarak alinacaktir. Bu sekilde tim
gruplardaki  Saos-2 hiicrelerine mitokondriyal zar depolarizasyon tayinleri

platereader kullanilarak yapildi.
3.2.5.7. Kaspaz 3 ve 9 Enzim Aktiviteleri Tayini

Kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarimin hazirlanmasi i¢in 2,5 ml kaspaz 3 ve
kaspaz 9 un buffer ham soliisyonlarindan 15 ml lik falkon tiiplerine konuldu. Her 2
tampona da 2,5ul NP-40 (+23 °C) kimyasalindan ilave edildi, sonrasinda vortekste
karistirip floresan kaspaz DTT boyasindan kaspaz 3 ve kaspaz 9 bufferlarinin tizerine
10ul ve 2,5ul konulup giizelce vortekste karistirildi. Saos-2 hiicre gruplart 150 pl
I1xPBS soliisyonuyla sulandirildiktan sonra her bir plate kuyucuguna 15 pl olacak

sekilde 10 kuyucuga esit bir sekilde konuldu. Uzerine de &ncesinde hazirlamis
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oldugumuz kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarindan 50ul konuldu ve sonrasinda agiga
¢ikan enzimler (infinite 200 marka, Avusturya) cihazinda 360 nm uyarilma ve 460
nm emilme dalga boylarinda okunarak kaspaz 3 ve 9 aktiviteleri degerlendirildi

(141). Elde edilen veriler kontrole kiyasla misli artis olarak degerlendirildi.

3.2.6. istatistiksel Analiz

Hiicrelerde c¢alisilan bilimsel degerlerin aritmetik ortalama degerleri
arasindaki farkliliklar, SPSS, Windows 17.0 lisanshi paket bilgisayar programi
kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi. Gruplarda istatistiksel dnem varlig
Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Tiim istatistiki karsilastirmalarda
anlamlilik diizeyi p<0,001, p<0,01 ve p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canlihig1 Testi (MTT) Sonuclar:

1,2 -

06 -

04 A

Hiicre Canhhg
(Kontrole Gore Mili Arts)

Grafik 1. Saos-2 hiicrelerinde ilaglarin MTT (Hiicre canliligi) {izerine etkileri.
2p<0.001 ve Pp <0.01 kontrol grubuna kiyasla, °p<0.001 ZA’ya kiyasla, %p<0.001
Bev’e kiyasla, ®p<0.001 Deks’e kiyasla, p<0.001 ZA+Deks’e kiyasla, 9p<0.001
ZA+Bev’e kiyasla.

MTT analiz sonuglarini i¢eren grafik 1 incelendiginde;

o ZA, Bev, Deks, ZA+Deks ve ZA+Bev gruplarinda hiicre canliliginin

kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldig goriiliirken(p<0.001);

e Selenyum igeren ve icermeyen gruplarin kiyaslanmasinda (ZA ile
ZA+Se, Bev ile Bev+Se, Deks ile Deks+Se, ZA+Deks ile ZA+Deks+Se
ve ZA+Bev ile ZA+Bev+Se); selenyumun hiicre canliliginin azalmasina

anlamli olarak engel oldugu tespit edildi (p<0.001).

e Ayrica Zoledronik asidin Bevasizumab ya da Deksametazon ile kombine
uygulamalarinda (ZA+Deks ya da ZA+Bev) hiicre canliliginda azalmanin
ZA grubundan daha fazla oldugu ve Bevasizumabin -etkisinin de

Deksametazondan daha fazla oldugu goriildii(p<0.001).
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4.2. Hiicre I¢i Serbest Ca*2 Sonuglar
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Grafik 2. Saos-2 hiicrelerinde, ilaglarm hiicre i¢i serbest Ca*? iyonu
konsantrasyonlar1 ([Ca*?]c) iizerine in vitro etkileri. () Hiicre gruplari capsaisin
(CAP)(0.01mM) ile uyarildi. (b) Hiicre gruplari capsazepin (CPZ) (0.0lmM) ile
bloke edildi. (c) laglarin CAP ve CPZ ile birlikte toplam [Ca*?]c iizerine etkileri.
CAP ile uyarilma; 2p<0.001ve ’p <0.05 kontrol grubuna kiyasla, p<0.001 ZA ‘ya
kiyasla, 9p<0.001 Bev ‘e kiyasla, ®p<0.05 Deks’e kiyasla, p<0.001 ZA+Deks’ e
kiyasla, %p<0.001 ZA+Bev’ e kiyasla. CPZ ile bloke; *p<0.001 kontrole kiyasla, °'p
<0.001 ZA‘ya kiyasla, ¢p<0.001 Bev’e kiyasla, ¢p<0.001 Deks’ e kiyasla, ©p<0.001
ZA+Deks ‘e kiyasla, "p<0.001 ZA+Bev’ e kiyasla.

TRPV1 kanallarinin Kapsaisin (CAP) ile stimiile edilmesi ve kapzasepin
(CPZ) ile bloke edilmesi sonucu gruplarin hiicre i¢i Ca*? iyon diizeyleri Grafik 2 de

gosterildi. Bunlar incelendiginde;

e Hiicre i¢i Ca*® miktarlarmin ZA, Bev, Deks, ZA+Bev ve ZA+Deks
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi, Se grubunda

azaldig1 gézlemlendi(p<0.001 ve p<0.05).
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Selenyumu beraberinde igeren gruplarda(ZA-
Se,Bev+Se,Deks+Se,ZA+Deks+Se  ve ZA+Bev+Se) ise olmayan
gruplara(ZA,Bev,Deks,ZA+Deks ve ZA+Bev) gore anlamli olarak hiicre
ici Ca* degerlerinde azalma tespit edildi(p<0.001 ve p<0.05).

Ayrica Zoledronik asidin Bevasizumab ya da Deksametazon ile kombine
uygulamalarinda(ZA-Deks ya da ZA-Bev) hiicre-ici Ca*? degerinde
Zoledronik asid grubuna gore artis oldugu, Bevasizumabin etkisinin ise

Deksametazondan daha fazla oldugu goriildii(p<0.001).

CPZ ‘nin TRPV1 kanallar1 bloke etmesi nedeniyle, hiicre i¢i Ca*?

degerlerinin azaldig: tespit edildi.
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4.3. Programh Hiicre Oliimii (Apopitozis) Sonuclar

Apoptozs
(Kontrole Gare Mili Artis)

. b
16 ab abe
1.4 A a e

1,2 -

08 -
06 -
04 -

0,2

1 -

S -4 - -
1© 43- 'Q;F' # S ® b3 Z 1
< A Y ® S
’13‘ o Q'ﬁ? _1__ 13!- hp&:l& KQF,

.-_3'2.- ”HE.- ;:Fn' “E:' %e:l ‘?Er CJE"

]

Grafik 3. Saos-2 hiicrelerinde ilaglarin Apopitozis lizerine etkileri. *p<0.001 kontrol
grubuna kiyasla, ®p<0.001 ZA’ya kiyasla, °p<0.001 Bev’e kiyasla, 9p<0.001 Deks’e
kiyasla, ®p<0.001 ZA+Deks’ ekiyasla, 'p<0.001 ZA+Bev’ e kiyasla.

Apopitozis analiz sonuglarini igeren grafik 3 incelendiginde;

ZA, Bev, Deks, ZA+Bev ve ZA+Deks’in apopitozisi arttirdign goriildi
(p<0.001).

Selenyum igeren ve icermeyen gruplarin kiyaslanmasinda (ZA ile
ZA+Se, Bev ile Bev+Se,Deks ile Deks+Se,ZA+Deks ile ZA+Deks+Se ve
ZA+Bev ile ZA+Bev+Se) selenyumun apopitozisi azalttigr tespit edildi(
p<0.001).

Zoledronik asidin Bevasizumab ya da Deksametazon ile kombine
uygulamalarinda(ZA+Deks ya da ZA+Bev) hiicre apopitozisindeki artigin
daha fazla oldugu ve Bevasizumabin, deksametazona gore apopitoza daha

fazla neden oldugu goriildii (p<0.001).

Kontole gore sadece Selenyum iceren hiicre grubunda apopitozisin daha

az meydana gelmesi de dikkat ¢ekti( p<0.001).
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4.4. Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Aktivitesi Sonuclari
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Grafik 4. Saos-2 hiicrelerinde ilaglarin Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 aktiviteleri {izerine
etkileri.

Kaspaz 3 icin; ®p<0.001 kontrol grubuna kiyasla, ®p<0.001 ZA’ya kiyasla,’p<0.001
Bev’e kiyasla, 9p<0.001 Deks’e kiyasla, ®p<0.001 ZA+Deks’e kiyasla, p<0.001
ZA+Bev’e kiyasla.

Kaspaz 9 igin; ¥p<0.001 kontrol grubuna kiyasla, ®p<0.001 ZA’ya kiyasla, ¢p<0.001
Bev’e kiyasla, ¥p<0.001 ZA+Deks’e kiyasla, “p<0.001 ZA+Bev’e kiyasla.

Kaspaz 3 aktivitesi sonuglari incelendiginde(Grafik 4);

e Kontrol grubuna kiyasla ZA, Bev, Deks, ZA+Deks ve ZA+Bev
gruplarinda kaspaz 3 aktivitelerinin 6nemli diizeyde arttig1 gozlemlendi.

(p<0.001)

e Selenyum igeren ve igermeyen gruplarin kiyaslanmasinda ZA+Deks ile
ZA+Deks+Se kiyaslamasi haricindekilerde (ZA ile ZA+Se, Bev ile
Bev+Se, Deks ile Deks+Se ve ZA+Bev ile ZA+Bev+Se) selenyumun
kaspaz 3 aktiviteleri azalttig1 tespit edilirken(p<0.001) , ZA+Deks ile
ZA+Deks+Se arasinda anlamli fark bulunmadi(p>0.05).
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e Ayrica Zoledronik asidin Bevasizumab ya da Deksametazon ile kombine
uygulamalarinda(ZA+Deks ya da ZA+Bev) kaspaz 3 aktivitelerindeki
artisin daha fazla oldugu ve bevasizumabin, deksametazona gore

aktiviteyi daha fazla arttirdig1 goriildii(p<0.001).
Kaspaz 9 aktivitesi sonuglari incelendiginde(Grafik 4);

e Kontrol grubuna kiyasla ZA, Bev, Deks, ZA+Deks ve ZA+Bev
gruplarinda kaspaz 9 aktivitelerinin 6nemli diizeyde arttig1 gozlemlendi.

(p<0.001)

e Selenyum igeren ve igermeyen gruplarin kiyaslanmasinda Deks ile
Deks+Se kiyaslamasi haricindekilerde (ZA ile ZA+Se, Bev ile Bev+Se,
ZA+Deks ile ZA+Deks+Se ve ZA+Bev ile ZA+Bev+Se) selenyumun
kaspaz 9 aktiviteleri azalttigi tespit edilirken(p<0.001) , Deks ile

Deks+Se arasinda anlamli1 fark bulunmadi(p>0.05).

e Ayrica Zoledronik asidin Bevasizumab ya da Deksametazon ile kombine
uygulamalarinda (ZA+Deks ya da ZA+Bev) kaspaz 9 aktivitelerindeki
artisin daha fazla oldugu (p<0.001) ve bevasizumabin, deksametazona

gore aktiviteyi daha fazla arttirdig goriildii (p<0.05).
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4.5. Hiicre Ici ROS iiretim ve Mitokondriyal Membran Depolarizasyon

Analiz Sonuglari

35

asyon

25

15

.

o,

ROS iiretimi ve Mitokondrival Membran Depolariz:
(Kontrole Gore Misli Artg)
n o

=)

abe
ab
able o
a.h' T
a3 g } B e
T a B s T [
a b -
= - c d o
c T T
l | I | I I I
.
> N o 3 2 2 & 2 & A @
(\QP A oF 0,} o v,(": 4""’ ‘;‘-a 0‘?\"— &2 ‘;fa “;-F‘
It A of & e AF 0‘,} of

HROS
Ic-1

B ¥

Grafik 5. Saos-2 hiicrelerinde ilaglarin hii¢re i¢i ROS iiretimi tizerine etkileri.

ROS; 2p<0.001 kontrol grubuna kiyasla, °p<0.001 ZA’ya kiyasla,®p<0.001 Bev’e
kiyasla, 9p<0.001 Deks’e kiyasla, ®p<0.001 ZA+Deks’e kiyasla, (p<0.001 ZA+Bev’ e

kiyasla

JC-1; ¥p<0.001 kontrol grubuna kiyasla, ®p<0.001 ZA’ya kiyasla,“p<0.001 Bev’e
kiyasla, ¢p<0.001 Deks’e kiyasla, ¢p<0.001 ZA+Deks’e kiyasla, "p<0.001
ZA+Bev’e kiyasla

Grafik 5 incelendiginde, Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) iiretimi igin;

Kontrol grubuna kiyasla ZA, Bev, Deks, ZA+Deks ve ZA+Bev
gruplarinda ROS diizeyinin 6nemli dl¢iide arttigi gozlemlendi (p<<0.001).

Sadece Selenyumun yer aldigi grubun kontrol grubu ile kiyaslanmasinda

anlaml1 farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Selenyum igeren ve igermeyen gruplarin kiyaslanmasinda (ZA ile
ZA+Se, Bev ile Bev+Se Deks ile Deks+Se,ZA+Deks ile ZA+Deks+Se ve
ZA+Bev ile ZA+Bev+Se) ise selenyumun ROS’u azalttigi tespit
edilmistir (p<0.001).

50



Ayrica Zoledronik asidin 6zellikle Bevasizumab olmak iizere kombine
uygulamalarinda (ZA+Deks ya da ZA+Bev) ROS’un 6nemli diizeyde
artt1g1, bevasizumabin, deksametazona gore iiretimi daha fazla arttirdigi

g6riildii(p<0.001).

Hiicrelerin 0.001 mM JC-1 ile 37 °C de 15 dakika inkiibasyonu sonucu JC-1

boyasinin mitokondride depolarizasyon artisina paralel olarak girisi artmaktadir.

Buna gore;

Kontrol grubuna kiyasla ZA, Bev, Deks, ZA+Deks ve ZA+Bev
gruplarinda Mitokondriyal Membran Depolarizasyon diizeyinin énemli

oOl¢iide yiikseldigi gozlemlenmistir(p<0.001).

Selenyum igeren ve icermeyen gruplarin kiyaslanmasinda (ZA ile
ZA+Se, Bev ile Bev+Se,Deks ile Deks+Se,ZA+Deks ile ZA+Deks+Se ve
ZA+Bev ile ZA+Bev+Se) ise selenyumlu gruplarda Mitokondriyal
Membran Depolarizasyonun diistiigii tespit edilmistir(p<0.001).

Ayrica Zoledronik asidin Bevasizumab ve Deksametazon ile kombine
uygulamalarinda (ZA+Deks ya da ZA+Bev) Mitokondriyal Membran
Depolarizasyonunu Onemli diizeyde yiikselttigi; bevasizumabin da
deksametazona gore Mitokondriyal Membran Depolarizasyon diizeyini

daha fazla yiikselttigi goriildii(p<0.001) (Grafik 5).
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4.6. Western-blot Analiz Sonuclari
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Grafik 6. Saos-2 hiicrelerinde ilaglarin Prokaspaz 3 ve 9 iizerine etkileri.

Prokaspaz 3 igin; p<0.001 ve °p <0.05 kontrole kiyasla, °p<0.001 ZA’ ya kiyasla,
9p<0.001 Bev’ e kiyasla, ®p<0.001 Deks’ e kiyasla, 'p<0.001 ZA+Deks’e kiyasla,
9p<0.001 Zol+Bev’e kiyasla.

Prokazpaz 9 igin; ¥p<0.001 ve ®p <0.05 kontrole kiyasla, “p<0.001 ZA’ ya kiyasla,
¥p<0.01 Bev’e kiyasla, € p<0.001 versus ZA+Deks’e kiyasla.

Apoptotik uyarilim sonucu mitokondriden sitokrom c salinim1 ve prokaspaz 9
ve 3 iin uyarilimi sonucu apoptotik siire¢ olusur. Apoptotik siirecte prokazpazlarin
kaspazlara doniisiimii dolayisiyla prokaspaz 3 ve 9 da azalma meydana gelir. Grafik
6 da apoptoz gostergesi olan prokaspaz 3 ve 9 un yogunlugu analiz sonuglari

gosterildi. Buna gore;

e Prokaspaz 3 ve 9 yogunlugu kontrol grubuna kiyasla ZA, Bev,
Deks,ZA+Deks ve ZA+Bev gruplarinda anlamli olarak azaldigi

gorilmiistiir.

e Se grubunda ise apoptotik siirecin yavaslamasi sonucu Prokaspaz 3 ve 9

yogunlugunda yiikselme izlendi.
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Selenyum igeren ve igermeyen gruplarin kiyaslanmasinda (ZA ile
ZA+Se, Bev ile Bev+Se, Deks ile Deks+Se,ZA+Deks ile ZA+Deks+Se
ve ZA+Beyv ile ZA+Bev+Se) selenyum icermeyen gruplarda Prokaspaz 3
yogunlugunun diistiigii tespit edildi. Benzer sonuglar prokaspaz 9
yogunlugunda da (Deks ile Deks+Se ve ZA+Bev ile ZA+Bev+Se
disindakilerde) goriildii.

Ayrica Zoledronik asidin Bevasizumab ve Deksametazon ile kombine
uygulamalarinda(ZA+Deks ya da ZA+Bev) Prokaspaz 3 ve 9

yogunlugunun 6nemli diizeyde diistiigii goriilmiistiir.
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Grafik 7. Saos-2 hiicrelerinde ilaglarin PARP {izerine etkileri. ®p<0.001 kontrole
kiyasla, °p <0.001 ZA’ya kiyasla, ©p<0.001 Bev’ e kiyasla, %p<0.001 Deks’e kiyasla,
ep<0.001 ZA+Deks’ e kiyasla, 'p<0.001 ZA+Bev’ e kiyasla.

Poli+adp riboz polimeraz 1 (PARP 1) hasar aninda hiicrelerin i¢inde DNA
tamir mekanizmasini uyaran bir enzim olup, DNA zincir kiriklariyla aktive olarak
yogunlugu artmaktadir. Grafik 7 incelendiginde;

e Kontrol grubuna kiyasla ZA, Bev, Deks, ZA+Deks ve ZA+Bev

gruplarinda PARP 1 yogunlugunun ytikseldigi gézlemlenmistir.

e Selenyum igeren ve icermeyen gruplarin kiyaslanmasinda (ZA ile

ZA+Se, Bev ile Bev+Se, Deks ile Deks+Se,ZA+Deks ile ZA+Deks+Se
ve ZA+Bev ile ZA+Bev+Se) ise selenyumun PARP 1 yogunlugunu

azalttig1 tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Bisfosfonata bagli ¢cene osteonekrozu 2003 yilindan beri rapor edilen bir olgu
iken, c¢ene kemiklerinde antirezorptif, antianjiojenik ilaglarin da etken oldugu
osteonekroz vakalarimin artmasi nedeniyle 2014 yilinda AAOMS’ un yayinladigi
bildiri ile birtakim ilaglarin (denosumab, bevasizumab, vb.) da osteonekroza
sebebiyet verebildikleri bildirilmistir (31). Woo ve ark. bisfosfonata bagli olarak
cene kemiklerinde gelisen osteonekroz olgularinin neredeyse tiimiinden (%94)
onkolojik nedenlerle yiliksek dozda wuygulanan intravenéz bisfosfonat (basta
zoledronik asit) tedavisinin sorumlu oldugunu rapor etmislerdir (145). Zoledronik
aside maruz kalmis kanser hastalarinda, MRONJ'un toplam insidans: 0.7%-6.7%
araligindadir (146-148). Yine baska bir ¢alismada zoledronik aside maruz kalan
kanser hastalar1 arasinda MRONJ riski, plasebo ile tedavi edilen kanser hastalarindan
50 ile 100 kat arasinda daha yiiksektir (31). Osteoporotik hastalarda ise 3 yil boyunca
yillik olarak zoledronik asit tedavisi goren hastalarda yapilan ¢aligmalarda; MRONJ
Riski %0.017 (17 olgu her 10.000 olguda) olarak bildirilmistir (149). Bisfosfonat
tedavisi goren hastalarin ¢enelerinde osteonekroz gelisme riskini degerlendiren bir
baska ¢alismada, tedaviyi 12 ay alanlarda %1, 4yil tedavi alanlarda osteonekroz
gelisme sikliginin %11°den fazla oldugu rapor edilmis ve bu calismada zoledronik
asit kullananlarda bu oranin arttigin1 bulmuslardir (150). Bir antianjiogenetik ajan
olan bevasizumaba maruz kalan kanser hastalarinda MRONJ riski %0.2 dir (10 bin
hastada 20 olgu). Hem bevasizumaba hem de zoledronik aside maruz kalan
hastalarda riskin daha da yiiksek oldugu goriilmiistiir (%0.9) (10 bin hastada 90 olgu)
(151). Chiu ve ark. bifosfonatla beraber steroid kullaniminin osteonekrozu daha
erken indiikledigini ve daha siddetli olabilme durumundan bahsetmis ayrica ilacin
kesilmesine ¢ok daha yavas cevap verildigini ve iyilesmenin daha az oldugunu
belirtmislerdir(152). Bu verilere ragmen bu tiir ilaglarin hasta {izerindeki
faydalarindan  otiirii, komplikasyonlarina ragmen kullanimi1 yayginlasarak

artmaktadir.

Bu sebeple osteonekroza yol agan ilaclari kullanan hastalarin dental tedavi
ihtiyaci duyduklar1 zaman dis hekimlerinin olusabilecek komplikasyonlar karsisinda

hazirlikli  olmalarn  gerekmektedir. Bdyle bir duruma karsin, MRONJ
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patofizyolojisinin heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmasindan otiirii, klinikte
hastalara yonelik bir koruma ve tedavi yaklasimi protokolii gelistirilmesi gerekliligi

bir sorun olarak iizerinde ¢alisilan konu olmaya devam etmektedir.

Kemigin yeniden sekillenmesi i¢in osteoklastlar ve osteoblastlar arasindaki
etkilesim esastir. Cenelerde goriilen osteonekroz olgulart osteoklastlarin etkilerini ve
antianjiogenik oOzelliklerini temel alan teorilere dayandirilmakla beraber (28,153),
bifosfonatlar osteoklastlarin  fonksiyonlarin1 etkiledigi gibi benzer sekilde
osteoblastlarin fonksiyonunu da etkilemektedir (154,155). Naidu ve ark. nin zaman
ve doza bagli osteoblastlara bifosfonat uyguladiklari in vitro ¢alismasinda
anjiogenezisin ve hiicre canliliginin etkilendigi rapor edilmistir (47). Osteoblastlarin
farklilagsmasinin nitrojen iceren bifosfonatlar tarafindan stimule edildigi de in vitro
olarak belirtilmistir (130,156-158). Ayrica birtakim bifosfonatin ratlardaki calvarial
osteoblastlarda diisiik konsantrasyonlarda proliferasyona neden oldugu rapor
edilmistir (159). Buna karsin yiiksek konsantrasyonlarda bifosfonatlar osteoblastlarin
proliferasyonunu, adhezyonunu ve migrasyonunu inhibe etmektedir (156,160).
Bifosfonatlarin neden oldugu osteoklastik kemik rezorbisyonunun inhibisyonunda

osteoblastlarin da rolii oldugu gosterilmistir (161).

Bevasizumab bir antianjiogenik ilag olup, osteoblastlar ve osteositleri iceren
kemik hiicrelerinden salinan basta VEGF olmak iizere bir takim molekiillere
baglanarak anjiogenezis basamaklarimi bozmakta ve yeni kan damar1 olusumunu
engellemektedir (162). Ayrica in vitro ¢alismalarda VEGF molekiiliiniin osteoblast
sag kalminin etkili bir diizenleyicisi olabilecegi ileri siirlilmiistiir(58). Yapilan
calismalarda bevasizumabin VEGF molekiiliinii inhibe etmesiyle anjiogenezi
engelledigi bildirilirken (163), osteoblastlarin apopitozuna sebebiyet verip

vermedigine yonelik bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.

Uygun terapotik dozlarda immmunsupressif ve antiinflamatuar etki gosteren
kortikosteroidlerin kullanim1 sirasinda bir¢ok yan etki ile karsilagiimaktadir.
Osteoporoz kemik metabolizmasi iizerine bilinen ve yaygin goriilen bir yan etkisi
iken, avaskiiler nekroz daha nadir bir yan etkisidir. Osteoporoz tedavisinde yaygin
olarak bifosfonatlar ile kortikosteroid ilaglar beraber kullanilmaktadir (152,164).

Sistemik kortikosteroidler kemik yikimini hem direkt hem de indirekt yoldan etkiler,
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bliyime hormonu salimimini baskilarlar, Insiilin Like Growth Faktor I (ILGF 1)
sentezini inhibe ederler. Biiylime faktorlerinin inhibisyonu sonucunda osteoblastlarin
say1 ve aktivitelerinde azalma olur (165). Tiim bu durumlardan 6tiirii osteonekrozun
olus mekanizmasi ve tedavisi i¢in osteoklastlar kadar osteoblastlarin da etkilerinin

arastirilmasi da onemlidir.

Viicudumuzun olmazsa olmaz komponentlerinden birisi olan Ca*? iyonu,
kemik gelisimine katilmasindan ziyade daha mikro diizeyde incelendiginde
hiicrelerdeki yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilebilmesi icin de belli bir denge
denkleminde hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak hiicre zari iizerindeki bir takim iyon
kanallar1 vasitastyla iki yonli hareket halindedir. Hiicre i¢ine kiyasla hiicreler arasi
boslukta yaklasik 20.000 kat daha fazla Ca*? iyonu bulunmaktadir. Cevresel
etmenler, sicaklik, beslenme, ila¢ kullanimi, hastalik (kanser v.s) durumunda
hiicresel hasar meydana gelmekte ve bunun sonucunda hasarli hiicre igerisine
normalden fazla miktarda Ca™ iyonu girmektedir. Bu da ‘Apopitozis’ diye
tanimlanan programli hiicre Oliimiinii tetiklemektedir. Bilindigi gibi mitokondri
protein, karbonhidrat ve yaglarin degerlendirilmesinde Onemli bir hiicre ici

organeldir.

Bu fizyolojik aktiviteler sirasinda artik iirtin olarak ROS olusmaktadir. Kas
hiicrelerinde sarkoplazmik retikulum, sinir hiicreleri gibi diger hiicrelerde
endoplazmik retikulum, katyon kanallar1 aktivasyonu yoluyla sitozole akan Ca*?
iyonlar1 mitokondride porlarin acilarak depolarizasyonuna neden olarak ROS
{iretiminin daha da artmasina neden olmaktadir. Bu artan ROS Ca*? iyon kanallarim
daha fazla acarak hiicre disindan i¢ine Ca*? akisina neden olmaktadir. Bu zincirleme
olaylar ya hiicrelerin ¢alismasin1 zorlastirmakta ya da hiicreleri apopitozise
gotiirmektedir. Biitiin bu patofizyolojik olaylarda oksidatif stres, kaspaz aktiviteleri,
apopitozis, mitokondriyal depolarizasyon oranlarinda bir takim degisiklikler

gozlenmektedir (103, 166).

Selenyum, besin degeri acisindan 6nemli bir besindir ve insanlarda 6nemli
fonksiyonlar1 gergeklestirmektedir. Selenyum DNA onarimi, endokrin ve bagisiklik
sistemi ve diger mekanizmalar tizerinde etki gdsterir; antioksidan Ozellikleri dahil,

hiicre zarin1 korumak ve giiglii serbest radikal siipiiriicii yetenegi sayesinde malign
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transformasyon hiicrelerini dnlemek gibi etkileri vardir. Ayrica, onemli olgiide
reaktif oksijen tiirleri ve mitokondriyal disfonksiyon tarafindan uyarilan apopitozu

inhibe etmektedir (167).

Biz de bu calismayla; ¢esitli yollarla ¢enelerde osteonekroz gelismesine
sebebiyet veren zoledronik asit, bevasizumab, deksametazon gibi ilaglarin, kemik
olusumunda 6nemli gorevi olan osteoblast hiicrelerindeki kalsiyum sinyali, apopitoz
ve oksidatif stres iizerine etkilerini arastirarak ve bu olusturulan etkiye karsilik bir
antioksidan olan selenyumun hiicresel diizeyde ne gibi degisiklikler yarattigini in

vitro model iizerinde incelemeyi amagladik.

AAOMS tarafindan osteonekroz riskine karsin hastalar i¢in multidisipliner bir
yaklagim gerekliligini desteklemektedir. Erken goriintiileme ve uygun dental
tedavilere baslamanin faydasi hayli fazladir. ONJ insidansini diisiirmekle kalmayip
ayrica biitlin hastalarin optimal agiz sagligi saglanmis olur. Antiresorptif ve anti-
anjijogenik tedaviye baslamadan once uygulanan dental goriintileme ve uygun
dental tedavilerin yapilmasmin ONIJ riskini azalttigi gozlenmistir (168-170).
MRONJ’ un tedavisi zordur ve halen optimal tedavi stratejisi belirlenmeye
calisilmaktadir. Bu yiizden osteonekrozun olusmasini énlemek ¢ok dnemlidir. Cogu
aragtirmaci dis ¢ekimi ya da diger invaziv islemlerden 6nce ilag tatilini Gnermektedir.
Osteoporoz tedavisi i¢in antirezorptif ila¢ alan hastalarda ila¢ tatili uygulamasinin
yararinin  olup olmamasina yonelik clirlitecek yeterli bilgi ve kaynak
bulunmamaktadir. Ancak AAOMS komitesi Damm ve Jones tarafindan tanimlanan
ithtiyatli, modifiye ilag tatili yaklasimin risk altindaki hastalar i¢in gz Oniine almis
ve uzun siire (>4 yil ) ilaca maruz kalmis hastalar i¢in faydali olabilecegini uygun
gormiislerdir (171). Kanser hastalarinda cerrahi islemler Oncesi IV bisfosfonat
tedavisinin kesilmesi hakkinda bilgiler yetersizdir. Ancak ONJ gelisirse, onkolog
hastaligin durumuna bagh olarak yumusak doku iyilesmesi tamamlanana kadar ilag
tedavisinin durdurulmasina karar verebilir. MRONJ’u 6nlemek ya da tedavi etmek
amaciyla antianjiogenik ilag tedavisini durdurma konusunda destekleyecek veya

cliriitecek bir bilgi bulunmamakta ve bu konu hakkinda aragtirmalar stirmektedir.

Kesin tanist konulmus MRON]J hastalarinda tedavi hedefleri; agriy1 elimine

etmek, yumusak ve sert dokulardaki enfeksiyonu kontrol altina almak ve ilerleyisi

58



veya meydana gelen kemik nekrozunu minimalize etmektir. MRONJ’lu hastalarda,
elektif dentoalveolar cerrahi prosiidiirlerden kaginilmalidir ¢iinkii sonrasinda bu
cerrahi alanla nekroza maruz kalmis ek alanlara neden olabilir. 2009 ilkeleri
yayinlandigindan beri, MRONJ’un tiim dereceleriyle ilgili operatif ya da non-
operatif tedaviyi takiben yapilan basarili tedavilerin sonuglarini igeren bir¢ok yayin
ortaya ¢ikmistir. AAOMS 0Oncelikli olarak konservatif tedaviyi 6nermesine ragmen,
Ristow O ve ark. calismasinda konservatif tedavi tercih edilen vakalarda basar1 orani
%20 olurken, cerrahi tedaviye karar verilen olgularda ise basarinin %85 in iizerinde
oldugunu rapor etmistir (172). Bu durum gostermektedir ki, {i¢iincii derece olgulari
ya da iyi tanimlanmis sekestrum goriilen olgular bir kenara birakilirsa; non operatif
tedavi basarisizlikla sonuclandiginda daha tedbirli bir yaklasim olan operatif tedavi
diistiniilmelidir. Osteonekroz olgularmin 1. evresindeki semptomsuz vakalarda
konservatif tedavi onerilmektedir. Konservatif tedavi oral hijyeni, periyodik dental
kontrolleri, klorheksidinle yapilan gargaray1 ve antibiyotik tedavisini icermektedir
(31). Caligmalarin biiyiik kisminda konservatif yaklagimin semptomlart iyilestirdigi
ve osteonekrozu stabil hale getirdigi rapor edilmistir (173,174). Ayrica konservatif
yaklasimla beraber ozon terapisi, hiberbarik oksijen (HBO) ve diisiik dozlu lazer 151n
uygulamalarinin basar1 oranini arttirdigi rapor edilmistir (175). Ozon terapisi evre 1
ve 2 deki klinik calismalarda hiicre proliferasyonunu ve yumusak doku iyilesmesini
uyarmakta ve agriy1 azaltmaktadir (176). Hiperbarik oksijen uygulamasi tartigmali
sonuglarla beraber zaman zaman MRONIJ tedavisinde kullanilmaktadir. Birtakim
arastirmact HBO nun yara iyilesmesini sagladigini, 6demi ve sisligi azalttigini, kok
hiicre mobilizasyonunu uyardigimi  ve bifosfonatin sebep oldugu kemik
yenilenmesinin baskilanmasini hafiflettigini rapor etmislerdir (175,177). Diisiik
dozlu lazer terapisinin agriy1 azaltmak, yara iyilesmesini artirmak ve Ssinir
rejenerasyonunu kolaylastirmak gibi etkileri bulunmaktadir. Farkli calismalarda
diisiik dozlu lazer terapisinin MRONJ lezyonlarinda biyostimulan etkisinin temel
aliarak kullanildig1 rapor edilmistir (175,178). Ayrica bunlarin disinda Pentoksifilin
ve a-tokoferol’'un MRONIJ ‘un ilk evrelerindeki antimikrobiyal terapiye yardimci
oldugu belirtilmis ve bunlarin kullanildig1 vakalarda kemigin ekspoze alaninda ve

semptomlarda %74 oraninda azalma bulunmustur (175,179).
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Hastaligin derecesinden bagimsiz olarak, yumusak dokulari siirekli olarak
irrite eden ve gevsek kalintilar halinde bulunan nekrotik kemik bolgeleri; yumusak
doku iyilesmesinin diizene sokulmasi i¢in uzaklastirilmali ya da yeniden
bicimlendirilmelidir. Etkilenmis kemik bolgesindeki semptomatik dislerin ¢ekimi ve
nekrotik kemigin c¢ikarilmasi, nekrotik siireci siddetlendirme ihtimalinin diigiik
olmast sebebiyle disiiniilmelidir. Kronik ekspoze kemik alanlari, yara
tyilesmesindeki eksiklik ve enfeksiyonla karakterize durumlarda cerrahi yaklagim
olarak konservatif debridman ya da radikal olarak segmental rezeksiyon
gerekebilmektedir. Evre II/III de cerrahi olmayan yaklagimlarin basarisiz oldugu
belirtilmistir (180). Kiigiik ¢apli olgu raporlari; trombositten zengin plazma (181),
kok hiicre (182), 1okosit ve trombositten zengin fibrin mesh (183) ile paratiroid
hormonu (184,185) gibi tedavi stratejilerini de belgelemistir. Bu tedavi yontemleri ve
daha fazlasinin, ek arastirma ve kontrollii calismalar vasitasiyla etkilerinin saptanma

ihtiyaci halen devam etmektedir.

Saglikli hiicreler daimi olarak diisiik diizeylerde ROS iiretmekte ve bu iiriinler
birgok farkli sistem ile tamponlanmaktadir. ROS ile tamponlama sistemi arsindaki
dengenin bozulmasi genetik hasar, yaslanma, bircok ¢esit hastalik ve hiicre
Olimiiniin ~ kaynaklarindan  birisi  olarak  bilinen  oksidatif stres olarak
adlandirilmaktadir (186). Oksidatif stres ve ROS {iretiminin artig1 birgok hastaligin
etiyolojisinde rol oynamaktadir (187). Serbest radikallerin tetikledigi oksidatif strese
kars1 savunma mekanizmalar1 harekete geger. Bu savunma siirecinde rol oynayan
maddelere ‘antioksidanlar’ denir. Onemli bir antioksidan olan selenyumun ROS’un
neden oldugu hiicre ici tahribati onlemede 6nemli rolii var oldugu gibi hiicre
bliylimesi, yasaminin idamesi, sitotoksitenin Onlenmesi, genetik faktorlerin ve
enzimlerin  dilizenlenmesi yolaklarinda da onemli rolleri  bulunmaktadir
(186,187,188). Selenyum mitokondride protein thiol gruplarinda degisikliklere neden
olarak sitokrom C serbestlenmesini ve bunun sonucunda da mitokondriyal zar
potansiyelinin kaybolmasina neden olarak serbest radikal iiretimini baskilarlar.
Selenyumun oksidatif stres ve apopitoz {lizerine etkilerini osteoblastik hiicre
ortaminda degerlendiren yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Ren ve ark. farkh
konsantrasyonlardaki(10 nM,100 nM, 1 puM, 5 uM ve 10 uM) selenyumun rat

osteoblastlar1 tiizerindeki ILGF-1 ekspresyonu ve apopitozun regiilasyonundaki
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roliiniin incelendigi calismada Selenyumun 10 ve 100 nM degerlerinde hiicre
canliligint (MTT) arttirdigi, 5 ve 10 pM degerlerinde azalttig bildirilmistir. (131).
Diger hiicreler iizerine olan calismalarina bakildiginda da oksidatif stres sonucu
olusabilecek apoptotik yollar1 baskiladig1 rapor edilmistir. Sakalli Cetin ve ark nin
calismasinda meme kanseri hiicrelerinde selenyumun hiicre ici Ca*? iyon girisini
azaltarak, ROS firetimini baskiladigi ve sonu¢ olarak apopitozun indiiklenmesine

engel olabildigi rapor edilmistir (132).

Ote yandan Selenyumla ilgili osteonekroza yonelik ¢alisma mevcut olmayip,
sinirli sayidaki diger antioksidanlarla ilgili ¢aligmalara bakildiginda; Rodriguez-
Lozano ve ark. melatoninin zoledronik asit uygulanan mezansimal kok hiicreler
tizerindeki sitoprotektif etkilerinin incelendigi in vitro calismasinda melatoninin
hiicre proliferasyonunu arttirdigt ve BRONJ un 6nlenmesinde kullanilabilecegi rapor
edilmistir (189). Magremanne ve Reychler adli aragtirmacilarin zoledronik aside
bagli cenelerde osteonekroz gelisen vakaya pentoksifilin(PENTO) uygulamasina
yonelik vaka raporunda PENTO nun BRONJ tedavisi i¢in etkili bir yontem
olabilecegi bildirilmistir (179). Lei Tian ve ark. tavsanlardaki steroide bagli femur
bas1 nekrozuna yonelik sodyum ferulat(SF) uygulamalarini igeren ¢alismasinda SF

nin kaspaz-3 aktivitesi ve apopitozu azalttigi rapor edilmistir (190).

Insan kemiginden osteoblast hiicrelerinin ilk izolasyonu ve in vitro kiiltiir
ortami1 girisimi Bard ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir (191). Osteoblastik hiicre
serileri; hiicre farklilasmasinin diizenlenmesinin, hormonal diizenlemenin, matriks
proteininin  sentez ve salgilanmasinin, kemik hastaliklarinin  molekiiler
mekanizmasinin ve ilag farmakinetiginin in vitro arastirilmasi igin model olarak
gelistirilmistir. Osteoblastik hiicre biyolojisi ¢aligmalarinda; farkli dokulardan alinan
primer hiicreler, pluripotent kok hiicrelerden indiiklenen osteoblastlar ve malign

hiicre serilerini igeren bir¢ok hiicre kiiltiir modelleri kullanilmaktadir.

Osteosarkom hiicre serilerinin daha gilivenilir tekrarlanabilirlik avantajiyla
beraber izolasyon siirecinin zaman almamasi ve etik onayma ihtiya¢ duyulmadan
simirsiz sayida mevcut olmasit gibi primer hiicre serilerine gore avantajlar
bulunmaktadir. Rodan ve ark. 11 yasindaki kafkas bir kiz cocugundan izole edilen,

insan osteosarkom hucre serisi olan Saos-2 hiicrelerinin osteoblastik 6zelliklerini
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tanimlamiglardir. Bu hiicreler, kemik mineralizasyonunda Onemi olan yiiksek
seviyede alkalen fosfataz(ALP) aktivitesine sahip olgun osteoblast fenotipleridir.
Mineralize matriks formu ve kollajen sentezi agisindan primer insan osteoblast
hiicrelerine benzerligi mevcuttur (192). Ayrica sitokin ve biiyiime faktor salinimi da
primer insan osteoblast hiicrelerine benzerdir (193).ALP aktivitesi yoniinden Saos-2
hiicre serisi diger osteosarkom hiicre serilerinden(MG-63,5a0s-1) daha yiiksek olup

(194), primer osteoblast hiicre serisi ile de benzer aktiviteye sahiptir (195).

Bayram ve ark. zoledronik asit ile inkiibe edilen Saos-2 hiicrelerine diisiik
dozlu lazer uygulamasini igeren ¢alismasinda; hiicre proliferasyonu ve alkalen
fosfataz aktivitesi incelenmis ve zoledronik asidin hiicre proliferasyonu ve ALP
aktivitesini azalttigini, lazerin ise arttirdigini rapor etmislerdir (133). Al Hadi ve ark.
hiperbarik oksijen uygulamasinin Saos-2 hiicreleri iizerine olan etkisinin incelendigi

calismada; HBO nun ALP aktivitesini arttirdigi goriilmiistiir (196).

Bizde c¢alismamizda; osteoblastik friinlerin  degerlendirildigi  deneysel
calismalarda siklikla tercih edilen, hiicre kiiltiirli i¢in mineralize matriks tiretmesi ile
osteoblastik hiicrelerin esas fenotipik karakteristigini gdsteren Saos-2 hiicre serisinin

kullanilmasini tercih ettik.

Calismamizda kullanilacak dozlarin tespiti i¢in 6n ¢alisma yapilmadan dncein
vitro ¢alismalarda zoledronik asit, bevasizumab, deksametazon ve selenyum igin
kullanilan konsantrasyonlar aragtirildi. Zoledronik asidin osteoblastlar iizerindeki in
vitro ¢aligmalarina bakildiginda; Pan ve ark osteoartritisli hastalardan biyopsi ile
aldiklar1 trabekiiler kemik oOrneklerinden elde edilen hiicreler ile olusturduklar
osteoblast kiiltlirlerine ¢esitli konsantrasyonlarda (0.05 uM ,0.5 uM, 5 uM, 10uM, 25
uM) zoledronik asit ilave ederek, ZA nin osteoblast hiicrelerinde olusturdugu
proliferasyonu ve apopitozisi degerlendirmislerdir. Yaptiklar1 bu calismada ZA
konsantrasyonu artttkca doza bagli olarak apopitozun indiiklenmesi ve
proliferasyonun inhibe edilmesi sonucu hiicre sayisinda azalma oldugu ve bu
azalmanin 0.5 pM’ dan biiylik konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli
bulundugu rapor edilmisti (130). Bayram ve ark nin ¢alismasinda Saos-2 hiicrelerine
farkli konsantrasyonlarda (0, 1, 10, 100 uM) zoledronik asit uygulanarak diisiik

dozlu lazer terapisi altinda hiicre canlililig1 degerlendirilmistir. 10 uM lIik dozdan
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itibaren hiicre canliliginda anlamli azalis rapor edilmistir (133). Osteoblast hiicreleri
disinda zoledronik asit kullanilan ¢aligmalara bakildiginda; Moreau ve ark nin in
vitro bir calismasinda 5 farkli bifosfonat (alendronik asit, etidronik asit, risedronik
asit, zoledronik asit, pamidronik asit) farkli konsantrasyonlarda (1-5-10-50-100 uM )
osteoklast onciilii olan makrofaj hiicrelerine uygulanmis ve zoledronik asit a¢isindan
bakildiginda 10 uM dan itibaren anlamli olarak hiicrelerde apopitoz gerceklestigi,
100 uM dan itibaren ortamda hi¢ canli hiicre bulunmadig1 rapor edilmistir (134).
Lang ve ark. calismasinda ECV-304 adli insan endotelyal hiicre serisine uygulanan
cesitli konsantrasyonlardaki ( 0, 15, 50, 150 puM) zoledronik asidin hiicrelerde
yarattigi  proliferatif ve apoptotik etki incelenmis, kontrole gore bu
konsantrasyonlarin apopitozisi arttirdigi bildirilmistir (135). Biz de ¢alismamizda
onceki calismalar1 da dikkate alarak bir 6n calisma gerceklestirdik. Bu amagla
Zoledronik asidi Saos-2 hiicrelerine 1,5,10 ile 20 uM luk konsantrasyonlarda inkiibe
ettik ve sitotoksisitelerini 24. saatte spektroskobik olarak yapilan MTT testi ile

Ol¢erek optimal dozun 5 uM olduguna karar verdik.

Bevasizumabin osteoblastlar iizerine in vitro ¢alismasi bulunmamakta olup
literatiirde retinal ganglion hiicre serisi ve kanser hiicreleri iizerine yapilan caligmalar
mevcuttur. Retinal ganglion hiicre serisi iizerine yapilan ¢alismada 0.1 mg/ml, 1
mg/ml ve 2 mg/ml’ lik dozlar 24 saat boyunca uygulanmis, bu dozlarin toksik
olmadig1 goriilmiistiir. 30 insan kanser hiicre serisi ilizerine yapilan bevasizumab
uygulamasini iceren ¢aligmada ise 0.25 mg/ml’ lik doz uygulanarak VEGF iizerine
etkilerine bakilmistir (136,137). Bevasizumabin glioblastoma hiicre serisi iizerine
etkisinin incelendigi calismada 1 mg/ml’ lik ¢alisma dozu kullanilmistir (138).
Calisgmamizda 6n calisma dozlarmin 1s18inda uygulanacak optimal dozun tespitini
gerceklestirdik. Bu amagla bevasizumabi Saos-2 hiicrelerine 0.1, 0.25, 1 ile 2,5
ug/ml konsantrasyonlar1 saglayacak sekilde inkiibe ettik ve sitotoksisitelerini 24.
saatte spektroskobik olarak yapilan MTT testi ile dlgerek optimal dozun 1 pg/ml
olduguna karar kildik.

Deksametazon igeren in vitro ¢aligmalara bakildiginda Coelho ve Fernandes
in insan kemik iliginden elde edilen primer hiicre kiiltiiriinde osteoblast farklilagmasi
lizerine yaptiklar1 in vitro ¢alismada 10 nM luk deksametazon doz uygulamasinin

ALP aktivitesini arttirdigi rapor edilmistir (139). Shiguang ve ark. fare kafa tasina ait
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MC3T3-E1 osteoblast benzeri hiicreler {izerinde yaptiklar1 deksametazonu igeren
calismalarinda 1 pM luk konsantrasyon calisma dozu olarak kullanilmistir (140).
Calismamizda Sao0s-2 hiicrelerine 50,100,250 ile 500 nM konsantrasyonlarda
deksametazon inkiibasyonu yaptik ve sitotoksisitelerini 24. saatte spektroskobik

olarak yapilan MTT testi ile dlgerek optimal dozun 250 nM olduguna karar kildik.

Selenyumu igeren in vitro ¢alismalara bakildiginda ise; Sakalli Cetin ve ark
meme kanseri hiicreleri iizerindeki oksidatif stresin incelendigi calismalarinda
calisma dozu olarak 200 nM uygulanmistir (132). Gaixian ve ark fare osteoblastlari
tizerindeki ¢aligmalarinda, 10 nM, 100 nM,1 pM, 5 uM ve 10 puM’ luk Selenyum
dozlar1 kullanilmig, 10 nM, 100 nM ve 1 uM degerlerinde hiicre canliliginda artis
rapor edilmistir (131). Biz de 6n ¢alisma olarak Saos-2 hiicrelerine 100,200,500 ile 1
uM konsantrasyonlarda selenyum inkiibasyonu yaptik ve sitotoksisitelerini 24. saatte
spektroskobik olarak yapilan MTT testi ile 6lgerek optimal dozun 1 uM olduguna
karar kildik.

Calismamizda Saos-2 hiicreleri 24 saat siireyle belirlenen dozlarda ve
kombinasyonlarda zoledronik asit, bevasizumab, deksametazon ve selenyum ile
inkiibe edilerek, kalsiyum sinyali, apopitozis, kaspaz-3, kaspaz-9, MTT, hiicre i¢i
ROS tayini, mitokondri membran depolarizasyonu ve western-blot analizleri yapildi.
Saos-2 hiicreleri temin edilip, ¢aligmaya ait analizler yapilincaya kadar gegen siiregte
uygulanan hiicre ekimleri, pasajlama islemleri, proliferasyon durumlarmin takibi
sonucunda yapilan degerlendirmelerde; hiicrelerin ortalama 24-36 saat arasinda
boliinerek cogaldigl, 72 saat i¢inde ise besi yerlerini kaplayacak sekilde yogun bir
hiicre sayisina eristigi goriildii. 72 saatin sonrasinda ise besi yerlerinde hem
kontaminasyon riskinin artmasindan hem de hiicre yogunlugunun fazlaligina bagh
olarak gelisebilecek hiicre oOliimlerinin ¢alismayr etkilememesi amaciyla
calismamizda hiicreler gruplara ayrilip hiicre ekim islemleri yapildiktan sonra 48.
saatte ilaglarla inkiibe edilip 72. saatte ise analizler yapildi. Yapilan diger
caligmalardaki inkiibasyon siirelerine bakildiginda; Bayram ve ark calismasinda
Saos- 2 hiicrelerine yapilan zoledronik asit inkiibasyonu 24, 48, 72 ve 96. saatte
degerlendirilmis, siire artik¢a hiicre canliliginda azalma rapor edilmistir (133). Lang’

m vaskiiler endotelyal hiicrelere farkli konsantrasyonlarda zoledronik asit
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uyguladiklar1 ¢alismada ise apopitoza ait analizler 24. saatin sonunda yapilmigtir

(135).

Ca*? iyon homestazi, hiicrelerin ¢ok o6nemli fonksiyonlarindan birdir.
Hiicrelerin ¢ogalmasi, apopitozise ugramasi, oksidatif stresin indiksiyonu ve
fizyolojik sinyal iletimi gibi cesitli fonksiyonlar Ca*? iyon homestazinin bir
parcasidir. Osteoblastlar iizerinde osteonekroza sebebiyet veren ilaglarin kalsiyum
sinyali lizerine literatiirde ¢aligma mevcut olmamakla beraber, Yu-Guang ve ark.
calismasinda meme kanseri hiicrelerinde zoledronik asid uygulamasiyla hiicre i¢i
Ca*?iyonlarinda artisla beraber proliferasyonun azaldig1 ve apopitozisin indiiklendigi
rapor edilmistir (197). Sakallt Cetin ve ark nin ¢alismasinda selenyumun, MCF-7
meme kanseri hiicrelerinde hiicre i¢i Ca*? iyonunda azalisa sebebiyet verdigi
goriilmiistiir (132). Calismamizda Selenyum disinda uyguladigimiz ilaglarin hiicre i¢i
Ca*? iyonu miktarinda 6nemli derecede artisa sebebiyet verdigi goriildii. Ayrica
ZA+Bev ve ZA+Deks uygulamalarinin ZA nin tek basina uygulanmasina gore hiicre
ici Ca*? iyonunda anlamli olarak artis sagladigi gozlemlendi. Buna karsin bir

antioksidan olan Selenyumun hiicre i¢i Ca*? iyonunu azalttig1 tespit edildi.

MTT yontemi, hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in sik¢a kullanilan pratik bir
yontemdir. Hiicre canlilig1 ve iiremesini 6lgen bu yontemin, diger sitotoksik test
yontemlerine gore daha hassas ve tekrarlanabilir olmasi, uygulamasinin kolay ve
hizl1 olmasi, radyoaktif izotop kullanmaya gerek olmamasi avantaj olarak kabul
edilir (198). Xin Huang ve ark nin osteoblastlara zoledronik asit uyguladiklari in
vitro ¢alismalarinda farkli konsantrasyonlarda zoledronik asit fareye ait
preosteoblastik hiicre serisine (MC3T3-El) uygulanmig ve hiicre canlilifi ile
apopitozu degerlendirilmistir. 10uM nin {izerinde hiicre canliliginda belirgin olarak
azalma ve apopitozisin indiiklendigi goriilmiistiir. 1uM altindaki konsantrasyonlarda
ise hiicre canliligin1 ve apopitozisi etkilemedigi rapor edilmistir (199). Zafar ve
arkadaslarmin primer insan alveolar osteoblastlar iizerinde zoledronik asit
uygulayarak yaptiklar1 bir baska calisma da ise 1- 50 puM arasinda uygulanan
dozlarda 30 ve 50 uM degerlerinde anlamli olarak hiicre canliliginda azalma ve
apopitozisde indiiklenme goriilmiistiir (200). Bayram ve ark Saos-2 hiicrelerini
zoledronik asit ile inkiibe edip, diisiik dozlu lazer uygulamasiyla hiicre canliliginm

degerlendirdikleri calismada zoledronik asidin hiicre canliligini azalttigi lazer
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uygulamasinin hiicre canliligindaki azalmaya engel oldugu rapor edilmistir (133).
Bizim calismamizda ise osteonekroza sebebiyet verici ilaclarin yarattigr oksidatif
stresin neden oldugu apopitozisi 6nlemede ve hiicre canliligini devam ettirmede
selenyumun koruyucu etkileri arastirildi. Basta zoledronik asid olmak {izere
deksametazon ve bevasizumabin apopitozisi indiikleyerek hiicre canliligini azalttigi,
selenyumun ise hiicre canliligindaki azalmaya engel oldugu anlamli olarak tespit
edildi. Ayrica zoledronik asidin bevasizumab ve deksametazon ile uygulamalarinda

apopitozisin daha fazla indiiklendigi goriildii.

Kaspazlar, sitoplazmada normalde inaktif proenzimler olarak bulunur. Fakat
proteolitik parcalanmadan sonra aktif hale gegerler ve bdylece kaspaz aktivasyon
zinciri baglar. Oksidatif stres sonucu membran gecirgenligi bozulmus olan
mitokondrilerden sitokrom c’ler salinarak Apaf 1 ve baslatici kaspazlardan olan
kaspaz 9 ile birleserek apopitozom olusmaktadir. Apopitozom baslangigta inaktif
halde bulunan sonlandirici kaspazlardan olan prokaspaz 3 ile birlestikten sonra
prokaspaz 3, kaspaz 3 formuna doniiserek aktiflesmekte ve sonug olarak apopitoz
gerceklestirilmektedir (201). Osteonekroza sebebiyet veren ilaglarin osteoblastlar
tizerindeki kaspaz aktivitelerini inceleyen bir calisma mevcut olmamakla beraber,
osteoklastlar tlizerine etkilerini inceleyen Benford ve ark. calismasinda; zoledronik
asit, alendronik asit ve clodronik asitin osteoklastlar iizerindeki etkisi incelenmis ve
zoledronik asitin caspaz 3 aktivitesinde en fazla artisa sebebiyet veren bifosfonat
oldugu rapor edilmistir (202). Bizim ¢alismamizda da Selenyum haricindeki ilaglarin
kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktiviteleri arttirdig1 ve sonug olarak apopitozisi indiikledigi
gorildii. Bir antioksidan olan Selenyumun ise koruyucu olarak kaspaz 3 ve kaspaz 9

aktivitesini azalttig1 goriildii.

ROS ile tamponlama sistemi arasindaki dengenin bozulmasi sonucu olusan
oksidatif strese bagli asir1 serbest radikal iiretimi basta voltaja duyarli kalsiyum
kanallar1 olmak {izere birgok kanali uyararak sitozole kalsiyum akisini daha da
uyarmaktadir (203). Bunun sonucunda, mitokondrinin daha fazla depolarize olmasi
sonucu serbest radikallerin iiretimi daha da artmaktadir. Bu olay apopitozise kadar
gitmektedir (204). Selenyum mitokondride protein thiol gruplarinda degisikliklere
neden olarak sitokrom C serbestlenmesini ve bunun sonucunda da mitokondriyal

membran potansiyelinin kaybolmasina neden olarak serbest radikal {iretimini
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baskilarlar. Bu durumu destekleyen c¢alismamizda apopitozisi indiikleyen basta
zoledronik asit olmak iizere bevasizumab ve deksametazonun ROS iiretimini 6nemli
Olclide arttirdigi, selenyumun ise azalttigi goriildi. Daha oOnce belirtildigi gibi
hiicrede oksidatif stresin artmasiyla sitozole Ca*? akis1 artirmakta ve mitokondriyal
membran depolarizasyon artis1 ve mitokondriyal porlarin agilmasi ile serbest
radikaller daha ¢ok iiretilmekte ve apopitozis indiiklenmektedir(205). Calismamizda
da apopitozise sebebiyet veren ilaglarin mitokondriyal membran depolarizasyon
degerlerini 6nemli Olciide yiikselttigi, selenyumun ise mitokondrideki membran

depolarizasyon degerlerini diisiirdiigii tespit edildi.

Yaptigimiz Western blot analizleri incelendiginde; PARP diizeyindeki
degisimin diger analiz sonuglartyla Ortilistiigli goriilmektedir. Bilindigi gibi PARP,
hasar aninda DNA zincirinde meydana gelen kiriklarla aktive olarak ekspresyonu
artmaktadir. Calismamizda Selenyumun PARP aktivitesini azalttigi, osteonekroza
sebebiyet veren ilaglarin ise PARP aktivitesini arttirdigi tespit edildi. Yine bu
analizde apoptotik siiregte kaspazlara doniisen prokaspazlarin incelenmesine
bakildiginda; diger analizlerde apopitozu indiikledigi tespit edilen zoledronik asit,
bevasizumab ve deksametazonun prokaspaz 3 ve 9 un aktivitesini azalttigi,
selenyumun ise prokaspazlarin kaspazlara doniisiimiine engel oldugu goriildii.
Osteoblastlar tizerine osteonekroza sebebiyet veren ilaglar ve antioksidanlarin
etkilerini western blot analizi ile inceleyen ¢alisma mevcut olmayip, Sakalli Cetin ve
ark nin MCF-7 meme kanseri lizerine yaptiklari in vitro bir ¢alismada Selenyumun
western blot analizleri ile etkilerine bakilmig, bizim ¢alismaya benzer olarak
Selenyumun prokaspaz 3 ve 9 aktivitelerini azalttigi, PARP aktivitesi yoniinden ise

anlaml fark gozlemlenmedigi belirtilmistir (132).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢aligmada bir antioksidan olan selenyum ile osteonekroza sebebiyet veren

birtakim ilacglarin (antirezorptif etki gosteren Zoledronik asit, antianjiojenik olan

Bevasizumab, kortikosteroid olan Deksametazon) osteoblastik fenotip gosteren Saos-

2 hiicrelerine uygulanmasi ile hiicresel diizeydeki degisiklikleri incelendi.

1.

ZA, Bev, Deks, ZA+Deks ve ZA+Bev ilag gruplarinin hiicre canliligini
anlamli olarak azalttigi goriildi. Selenyum ise hiicre canliligin

azalmasina anlamli olarak engel olmaktadir.

Kalsiyum kanallarmin TRPV 1 kanali habercileri olan Kapsaisin ile
uyarildigi, Kapzasepin ile de bloke oldugu caligmada goriildiiglinden
dolay1, osteoblastik hiicrelerde TRPV 1 kanalinin varlig: tespit edildi.

Hiicre i¢i Ca*? miktarlarinin ZA, Bev, Deks, ZA+Bev ve ZA+Deks
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi, Se grubunda ise

azaldig gorildii.

ZA, Bev, Deks, ZA+Bev ve ZA+Deks’in apopitozisi arttirdigr goriildi.
Selenyum igeren ve igermeyen gruplarin kiyaslanmasinda selenyum
apopitozisi azaltmaktadir. Ancak kontole gore sadece Selenyum igeren

hiicre grubunda apopitozis daha az meydana gelmektedir.

Apoptozisi indiikleyen kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitelerinin artmasi ZA,
Bev, Deks, ZA+Deks ve ZA+Bev gruplarinda anlamli olarak gozlendi.
Selenyumun kaspaz aktivitesi azaltmasi yoniinden diger ilaglara gore
degerlendirildiginde anlaml etkisi varken, deksametazon tizerindeki etkisi
anlamli bulunmadi. Buna karsin kaspaz onclisii prokaspazlarda ise kaspaz
aktivitelerinin tersi goriilerek Se grubunda apoptotik siirecin yavaglamasi

sonucu Prokaspaz 3 ve 9 yogunlugunda yiikselme izlendi.

ZA, Bev, Deks, ZA+Deks ve ZA+Bev gruplarinda ROS ve Mitokondriyal
Membran Depolarizasyon diizeyinin 6énemli Olc¢iide arttigr gozlemlendi.
Selenyumun ROS iretimini azaltmakta, sadece kontrol grubu ile

kiyaslanmasinda anlamli farklilik bulunmamaktadir.
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7.

10.

DNA tamir mekanizmasint uyaran bir enzim olan PARP 1 ZA, Bev,
Deks, ZA+Deks ve ZA+Bev gruplarinda aktive olarak yogunlugu
artmaktadir. Selenyumun ise PARP 1 yogunlugunu azalttig1 tespit edildi.

Zoledronik asidin hiicreler tizerindeki olumsuz etkisinin bevasizumab ve
tiim analizlerde goriilmekte olup, ayrica kombine uygulamalar(ZA+Deks
ve ZA+Bev), zoledronik asidin hiicre iizerindeki etkisini arttirmaktadir.
Bunun disinda bevasizumabin deksametazona kiyasla hiicreler {izerindeki

olumsuz etkisi daha fazla olmaktadir.

Zoledronik asit, bevasizumab ve deksametazonun kemik iyilesmesinde
onemli bir role sahip olan osteoblast hiicreleri {izerinde sitotoksik etkileri
goriilmekte olup, bir antioksidan olan selenyumun hiicrelerde meydana
gelen apoptotik siirece engel oldugu ve hiicre canliliginin devam etmesine

katki sagladig gortldi(Sekil 2).

Klinik ¢alismalarda MRONJ un medikal ve cerrahi tedavisinin disinda
uygulanabilecek Selenyum gibi bir antioksidan terapisinin olumlu etkisi
hiicresel diizeyde agiklayici nitelikte olmakla beraber, daha kapsamli

deneysel ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.
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Sekil 2. ZA, Bev ve Deks uygulanan osteoblastik hiicre dizisinde (Saos-2) , Se'nin

apoptoz, oksidatif stres ve TRPV1 kanallar1 vasitasiyla kalsiyum birikimi iizerine

olas1t molekiiler yolaklari. TRPV1 kanali ZA, Bev, Deks, oksidatif stres ve kapsaisin
tarafindan aktive edilir, ve kapsazepin tarafindan bloke edilir. Saos-2 hiicrelerindeki

yaralanma, artmis ROS salinimi ile sonug¢lanarak TRPV1 kanallar1 yoluyla Ca+2

alimina neden olabilir. Mitokondrinin hiicre i¢i Ca+2 ylikselmeleri saglayarak Ca+2
biriktirdigi ve bu sekilde mitokondriyal membranlarin depolarizasyonuna ve kaspaz

3 ve kaspaz 9 gibi apoptozu indiikleyen faktorlerin salinmasina yol agtigi
bildirilmisti. Molekiiler yol, sitotoksik bir etkiye bagli olarak kemik dongiisiinde
azalmaya ve ZA, Bev ve Deks ile indiiklenen osteonekroza neden olabilir ve bu

durum mutlaka arastirilmalidir.
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OZET

Osteoblast Benzeri Hiicrelerde Zoledronik Asit, Bevasizumab, Deksametazon
Ve Selenyumun Kalsiyum Sinyali, Apoptoz ve Oksidatif Stres Uzerine
Etkilerinin Arastirilmasi

Osteoblastlar kemik yapimindan sorumlu hiicrelerdir. Ca*? iyonu hiicre igi
ikincil haberci sisteminin 6nemli bir pargasi olup fizyolojik bir¢ok fonksiyonun
yerine getirilmesinde &nemli bir rol iistlenmektedir. [Ca*?]c miktarindaki artis,
apoptozis ve serbest radikal diizeylerini de artirmaktadir. Fakat bu konu; osteonekroz
gelismesine sebebiyet veren zoledronik asit (ZA), bevasizumab (Bev), deksametazon
(Deks) gibi ilaglarin etki ettigi osteoblast hiicrelerinde yeterince bilinmemektedir. Bu
calismada ZA, Bev, Deks gibi ilaclarin, kemik olusumunda 6nemli gorevi olan
osteoblast hiicrelerindeki kalsiyum sinyali, apoptoz ve oksidatif stres lizerine etkileri
arastirilarak ve bu olusturulan etkiye karsilik bir antioksidan olan selenyumun (Se)
hiicresel diizeyde olusturdugu degisiklikler in vitro model {izerinde incelendi.

Bu c¢alismada insan osteoblast benzeri hiicre serisi olan Saos-2 hiicrelerini
kullandik ve hiicreleri pasajlanip g¢ogaltilmalarinin ardindan; Kontrol, ZA, Bev,
Deks, Se, ZA + Se, Bev + Se, Deks + Se, ZA + Deks, ZA + Bev, ZA + Deks + Se,
ZA + Bev+ Se gruplari olmak iizere 12 gruba ayirarak ilaglar ile (ZA, Bev, Deks ve
Se) 24 saat inkiibe ettik. Sonuglara bakildiginda; ZA, Bev, Deks, ZA+Deks ve
ZA+Bev gruplarimmnin [Ca*?]c ’yi anlamli olarak artirdigi gériiliirken, Se
uygulamasinin ise azalttig1 tespit edildi. Benzer sekilde hiicrelerdeki apoptoz, Kaspaz
3 ve Kaspaz 9, PARP-1 ve ROS iiretim degerlerindeki ZA, Bev ve Deks kaynakli
artiglarin Se uygulamasi ile azaltildig: goriildii.

Sonu¢ olarak, Selenyum tedavisi ile Zoledronik asit, bevasizumab ve
deksametazondan etkilenmis hiicrelerde Ca*? girisi, oksidatif stres ve apoptoz artist
azalmaktadir. Bu ylizden Zol, Bev ve Deks kaynakli osteonekrozun etyolojisi ve
tedavisinde Se tedavisinin etkinliginin arastirilmasi gereken bir konu oldugu
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Osteonekroz; Osteoblast; Apoptoz; Oksidatif stres; Selenyum
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SUMMARY

In The Osteoblast-Like Cells, The Investigation of Effects of Zoledronic Acid,
Bevacizumab, Dexamethasone and Selenium on Calcium Signal, Apoptosis and
Oxidative Stres

Osteoblasts are the cells responsible for bone formation. Ca2+ is well known
for its role as crucial second messenger in modulating many cellular physiological
functions, Ca2+ overload is detrimental to cellular function and may present as an
important cause of cellular ROS generation and apoptosis. But this topic is not well
known in the osteoblast cells that have the effect of drugs such as zoledronic
acid(ZA) ,bevacizumab(Bev), dexamethasone(Dex). In this study, effects of drugs
such as zoledronic acid,bevacizumab,dexamethasone in the important task of
osteoblast cells in bone formation on calcium signal , apoptosis and oxidative stres
will be investigated and this corresponds to the effect generated selenium , an
antioxidant formed at the cellular level changes will be examined in vitro models.

In this study, we used the human osteoblast-like cell line as Saos-2 and after
cells were passaged and multiplied, they were divided into 12 groups as Control, ZA,
Bev, Dex, Se, ZA + Se, Bev + Se, Dex+ Se, ZA+ Dex, ZA + Bev, ZA + Bev +Se,
ZA+Dex+ Se which were incubated with drugs(ZA, Bev, Dex and Se) for 24 h.
According to the results; ZA, Bev, Dex, ZA + Dex and ZA + Bev groups
significantly increased [Ca?']c while Se application was found to decrease. .
However, ZA, Bev and Dex-induced increase in apoptosis, caspase 3, caspase 9, poly
(ADP-ribose) Polymerase 1 and intracellular reactive oxygen species production
values in the cells were decreased by Se treatments.

In conclusion, increase of oxidative stress, apoptosis and Ca?* entry in the
ZA, Bev and Dex-induced cells were decreased by Se treatment. Therefore, the
efficacy of Se treatment in ZA, Bev and Dex-induced osteonecrosis etiology and
treatment is thought to be a subject to be investigated.

Keywords: Osteonecrosis; Osteoblast; Apoptosis; Oxidative stress; Selenium.
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