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OZET

Amag: Bifosfonatlar (BP) kemikte anjiogenezis ve neovasku-
larizasyon olaylarinda degisiklilere neden olarak, ilaca bagli
cene kemigi osteonekrozunda (ICKON) bu durumun etkili ol-
dugu dusunulmektedir. Pamidronat ve zoledronat (ZA) teda-
vilerinin kan serumunda vaskuler endotelyal buyume faktoru
(VEGF) seviyelerinde azalmaya sebep oldugu bilinmektedir.
Bu deneysel calismanin amaci BP uygunlanmis sicanlarda
olusturulan osteonekroz modelinde kemikte VEGF ekspres-
yonu seviyesinin immunhistokimyasal yontemler ile incelen-
mesidir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismamizda osteonekroz modeli olus-
turmak amaci ile disi Sprague-Dawley siganlara (n = 14) 8
hafta boyunca ZA enjeksiyonu yapilmistir. Bu strenin sonun-
da sicanlarin sol alt ikinci molarlar ¢ekilmis ve sakrifikasyon
oncesinde 8 hafta daha beklenmistir.. immunhistokimyasal
boyama sonrasinda VEGF ekspresyonu, dagilim ve yogunluk
acisindan degerlendirilmistir. Enflamasyonun degerlendiril-
mesi planlanan dokular da Hematokisilin&Eozin ile boyanmis-
tir.

Bulgular ve Sonug: Kontrol grubu ile deney grubu (ZA) VEGF
ekspresyonu agisindan karsilastinldiklarinda ZA grubunda
dagilim ve yogunluk kontrol grubuna gére anlamli derece-
de yuksektir (49,73 + 1,222/13,27 + 0,279; P < 0.001). Deney
grubunda goézlenen enflamatuvar reaksiyon kontrol grubuna
gore anlamli derecede yuksek bulunmustur (0/2,5 + 0,58;
p=0,003). ZA'nin kemik iyilesmesi ve enflamasyon gibi para-
metrelere etkisini gosteren bircok deneysel ve klinik calisma
mevcuttur; fakat yazarlarin bilgisi dahilinde bu galisma ZA'nin
kemikte VEGF ekspresyonuna etkisinin incelendigi ilk de-
neysel calismadir. ZA sebebi ile kemik dokusunda meydana
gelen asir enflamatuvar reaksiyon sebebi ile kan serumdaki
seviyelerinin aksine kemik dokusunda VEGF ekspresyonunun
arttigi gozlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari ZA'nin kemikte
VEGF ekspresyonunu asiri artirarak kemik iyilesmesi Gzerinde
negatif bir etkisi olabilecegini gostermistir. Bu yolagin anlasi-
labilmesi icin daha detayli molekuler ¢calismalara ihtiyac bu-
lunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: iICKON, immunhistokimya, Osteonekroz,
Vaskuler Endotelyal Buyume Faktord, Zoledronat

SUMMARY

Aim: Bisphosphonates (BPs) root changes in angiogenesis
and neovascularisation on bone and it might be one of the
features triggering medication-related osteonecrosis of the
jaw (MRONJ). It was claimed that pamidronate and zoledro-
nic acid (ZA) therapy decreases vascular endothelial growth
factor (VEGF) levels in serum. The purpose of this experimen-
tal study is to examine VEGF expression levels in the bone of
ZA-affected rats with immunohistochemical techniques.
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Materials and Methods: Female Sprague-Dawley rats (n
= 14) received ZA for 8 weeks to generate an osteonecro-
sis model. The left mandibular second molars were extra-
cted. After extraction, it has been waited for scarification
for 8 weeks. VEGF immunoreactivities incorporated both
intensity and distribution of staining (H Score). Tissues
that were planned to be evaluated for inflammation were
also stained with Hematoxylin & Eosin.

Results and Conclusion: The VEGF expression was sig-
nificantly higher in the bone of ZA group compared to
control (49,73 + 1,222 versus 13,27 + 0,279, respectively;
P < 0.001). The inflammatory reaction observed in the
experimental group was found to be significantly higher
than the control group (0 versus 2,5 + 0,58, respectively;
p=0,003). There are many studies investigating the ef-
fect of ZA on bone formation and inflammation, but this
is the first experimental study presenting VEGF levels in
the BP-affected bone. Due to the excessive inflammatory
reaction in the bone tissue due to ZA, it was observed
that the expression of VEGF in the bone tissue increased
in contrast to the levels in the blood serum. The results
showed ZA may have an over-expressing effect on VEGF
in the bone and this may have a negative effect on bone
healing. More detailed molecular studies are needed to
understand this pathway.

Key Words: Immunhistochemistry, MRONJ, Osteonecro-
sis, Vascular Endothelial Growth Factor, Zoledronate

GiRiS

ilaca bagli cene kemigi osteonekrozu (ICKON), kemik
metastazlarinin ve osteoporozun tedavisinde kullanilan
antirezorptif ve antianjiyojenik tedavilerin bir yan etkisidir
'. Hastalar malign hastaliklarda yuksek doz antirezorptif
kullanirken osteoporoz tedavisinde daha dusuk dozda
antirezorptif kullanarak ICKON igin risk olusturmaktadir2.
Bunlar arasinda, azot iceren bisfosfonatlar (NBP'ler), oste-
oklastlarin alimini ve aktivitesini baskilayarak en guclu et-
kiye sahip olanlardir3. NBP tedavisi ile iligkili ICKON, ilk ola-
rak 2003 yilinda Marx tarafindan bildirilmistir“®. Amerikan
Oral ve Maksillofasiyal Cerrahlar Birligi'ne goére (American
Association of Oral and Maxillofacial Surgeons - AAOMS),
Cenelerin Bifosfonata Bagli Osteonekrozu (CBON) - Bip-
hosphonate Related Osteonecrosis of the Jaw (BRONJ),
daha 6nce BP grubu ilag kullanmis veya hala kullanmakta
olan; bas-boyun bolgesine radyoterapi almamis hasta-
larda, maksillofasiyal bolgede ekspoze kemik alanlarinin
olusmasi ve bu durumun sekiz hafta veya daha fazla sure
ile mevcut olmasi ile karakterize klinik bir tablodur®. Daha
sonraki yillarda bu klinik lezyonlara denosumab ve suni-
tinib gibi antirezorptif; bevacizumab gibi antianjiogenetik
ilaglarin da neden olabilecegi goruldugunden AAOMS
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bu durumu ICKON - Medication Related Osteonecrosis of
the Jaw (MRONJ) adi altinda toplamistir®. AAOMS 2022
yilinda yayinlanan son gorus bildirgesinde ise fuzyon
proteinlerini (aflibercept) , mTOR inhibitorlerini (everoli-
mus), radyofarmasotik ilaglar (radium 223), segici 6stro-
jen reseptori modulatorlerini (raloxifene) ve bazi immun
baskilayici ilaglar da (metotreksat ve kortikosteroidler)
ICKON'a sebep olabilecek ilaglar arasina almistir’.

Kanser hastalarina intraventz olarak uygulanan, tekrarla-
yan yuksek dozda NBP’ler, iICKON ile daha sik iligkilidir’e.
Genel olarak, bu olumsuz etkinin diger anatomik bolge-
lere kiyasla ¢eneleri hedeflemesinin sebebi, yuksek ke-
mik turnoveri nedeniyle NBP'lerin bu bélgede konsantre
olmasi ve 0zellikle BP'lerin osteoklastlar Uzerine inhibe
edici bir takim etkilerinden kaynaklandigi kabul edilse de
BP’lerin ve diger ilaclarin 6zellikle ¢cenelerde osteonekro-
za sebep olmasinin patofizyolojisine dair kesin bir sonuca
ulasilamamigtir®.

Literatur incelendiginde, iCKON'un patofizyolojik meka-
nizmasina dair bazi fikirler ve faktorler ortaya atilmistir.
Bu faktorler arasinda kemik rezorpsiyonunun asir baski-
lanmasi, 6zellikle BP grubu ilaglarin ve antianjiogenetik
ilaglarin anjiogenez Uzerindeki inhibe edici etkisi, agiz or-
taminda ¢cene kemiklerinin sarekli mikrotravmaya maruz
kalmasi sonucu olusan mikro kirik bélgeleri ve disleri cev-
releyen periodonsiyum ve 6zellikle periodontal hastalig
olan bireylerde bu bosluktan direk ¢ene kemiklerine has-
talik yapici bakterilerin invaze olmasi siralanabilmektedir.
Ozellikle bolgede olusan direk ve indirekt enfeksiyon ve
dolayisiyla olusan enflamasyon hastaligin olusmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Bunlarin yani sira dogustan
gelen veya edinilmis bagisikligin baskilanmasi, D vitamini
yetersizligi, 6zellikle BP’lerin yumusak dokularda sebep
oldugu toksisite gibi faktorlerden de bahsedilmektedir™ ™°.
Bahsedildigi Uzere, literatur incelendiginde dolayli olarak
anjiogenezin inhibe olmasinin ICKON’un patofizyolojisi
ile alakall olabileceginin éne saraldagu calismalar mev-
cuttur™'2, BP'lerin ayrica ‘Vaskuler Endotelyal Buyume
Faktort’ (VEGF) tzerinde inhibe edici bir etkisi oldugu da
yapilmis olan deneysel calismalarda ortaya konmustur®
4, Bilinen antirezorptif, immunomodulatér ve dogrudan
antitumor etkilerinin 6tesinde, BP'ler antianjiyojenik ilaclar
olarak da kabul edilmektedir. Ozellikle, ZA'nin metastatik
kemik kanserli hastalarda serum VEGF seviyelerini azaltti-
g1 bildirilmigtir'e,

Bahsedilen calismalarin hepsi BP’lerin VEGF'in kan serum
seviyesine olan etkisinin incelendigi calismalardir. Bu de-
neysel calismanin amaci ise BP uygunlanarak olusturulan
deneysel osteonekroz modelinde kemikte VEGF ekspres-
yonunun immunhistokimyasal yontemler ile incelenmesi
ve bu bulgularin enflamasyon bulgulari ile karsilastiriima-
sidir.



llaca Bagli Cene Kemigi Osteonekrozu Modelinde Vaskuler Endotelyal Buyume Faktoru Ekspresyonunu

GEREC ve YONTEM

Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlar Etik Kurulu’'ndan
28.04.2022 tarihinde alinan 2022-023 etik kurul karar nu-
marasi onayi ile Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Merkezinde (YUDETAM) yuaratalmustar. Calis-
mada 12 hafta yasinda, ortalama 225 gram agiriginda
Spraque-Dawley cinsi disi sicanlar (n = 14) kullaniimistir.
Ornekler rastgele iki gruba ayrlmistir. Tum siganlar, 21 C°
sicaklikta %40 ile %60 nem oraninda, surekli ilik ve temiz
hava olan, 12:12 saat aydinlik/karanlik siklusunda ucerli
veya dorderli olarak kafeslerde barindirildi. Tum deney
boyunca si¢anlarin besin ve icme suyuna ulasimlarinda
herhangi bir kisittama yapilmamistir (ad libitum).

Deney Prosediiri

Grup 1'deki (Kontrol) siganlara, 8 hafta boyunca haftada 3
kez intraperitoneal serum fizyolojik (0,7 mg/ml) verilirken,
Grup 2'deki (Deney) sicanlara 8 hafta boyunca haftada 3
kez serum fizyolojik ile seyreltilerek ZA (0.1 mg/kg) (Zo-
meta® 4mg/5 ml, Novartis, Turkiye) intraperitoneal olarak
uygulanmistir®,

8. haftanin sonunda, sicanlara intramuskuler olarak 80-
100 mg/kg Ketamin hidroklorid (Ketasol® Richterpharma,
Avusturya) ve %2'lik 10 mg/kg Ksilazin hidroklorid (Rom-
pun® Bayer) uygulanmis ve genel anestezi saglanmistir.
Genel anesteziyi takiben, cerrahi isleme hazir hale getiri-
len sicanlarin, sol alt 2. molarlar ¢ekilmistir. Herhangi bir
kanama durdurucu ajan kullanilmadl, steril gaz tampon ile
basi yapilarak kanama kontrolu saglanmistir. Sicanlara uy-
gulanan prosedurlerin detaylar Tablo 1'de gosterilmisgtir.

SF ZA
(0,1 mg/kg, (0,1 mg/kg,
Haftada 3 kere Haftada 3 kere
Hafta IP) IP)
1
2
3
: Kontrol Grubu Deneyzirubu )
6
7
8
9 Mandibular 2. Molar Cekimi
16 Sakrifikasyon

Tablo 1. Kontrol ve deney gruplarindaki sicanlara haftalik olarak uygulanan is-
lemler. Kisaltmalar: SF: Serum Fizyolojik; IP: Intraperitoneal.

Dokularin Elde Edilmesi ve Histolojik Calisma
Dis cekimlerini takiben 8. haftada (calismanin baslangi-
cindan 16 hafta sonra), her iki gruptaki denekler dekapi-

tasyon yontemi ile sakrifiye edilmistir. Sakrifikasyonu taki-
ben dis ¢cekimlerinin gergeklestirildigi sican mandibulalari
diseke edildi ve +4°C'de, %10'luk fosfat tamponlu nétral
formaldehite (pH=7.4) konulmustur. Alinan ornekler fik-
sasyon amaci ile iki hafta kadar notral formaldehitte bek-
letilmistir.

Dekalsifikasyon ve Histolojik Doku Takibi

Orneklerin fiksasyonunu takiben, dekalsifikasyon asa-
masina gegcilmistir. Dekalsifikasyon icin Morse solusyonu
(%10'luk sodyum sitrat ve %22,5'lik formik asit) kullanilmis
ve dokular 4 hafta sure ile dekalsifiye edilmistir. Bu sureci
takiben dekalsifikasyon solusyonundan cikarilan dokular
8 saat boyunca akan ¢esme altinda suyla yikanmistir. Yi-
kama sonrasinda dehidratasyon amaci ile alkol serisinden
(sirasiyla %70, %80, %90, %96 ve %100°luk) gecirilmistar.
Dokular ksilen soltisyonuna aktarilmis ve sivi parafine dal-
dinlmistir. Doku takibinin devaminda, tum dokular sicak
parafine gémulerek, parafin bloklar elde edilmistir. Parafin
bloklar, 10 pm kaliniginda sagittal (bukkalden linguale
dogru dislerin dik eksenine paralel) olarak kesilmistir. Ali-
nan kesitler poly-L-lysin kapli lamlara aktarilmistir.
Histopatolojik olarak incelenecek dokular hematoksilen
eozin ile boyanarak kapatilmistir. Degerlendirme icin ha-
zirlanan dokular 1sik mikroskobunda enflamasyon derece-
leri gruplara kor bir histolog (A.C.) tarafindan degerlendi-
rilmigtir. Degerlendirmede Karakoyun ve ark.'nin skorlama
kriterleri kullanilmistir'” (0 yok; 1 cok az; 2 orta; 3 siddetli).

VEGF ile Boyama

Alinan parafin kesitler, deparafinizasyon icin 67 0 C’lik
etuvde 10 dakika ve ksilende ise 20 dakika bekletilmis-
ti. Daha sonra kesitler, sirasiyla %100, %96, %90, %80
ve %70’lik alkol serilerinde 2 dakika bekletilerek tampon
¢oOzelti solusyonuna PBS (Phosphate Buffer Saline - PBS)
daldinlmigtir. 5 dakika solusyon icinde kalan kesitler, sit-
rat tamponu solusyonuna alinmis ve 750 Watt’lik mikro-
dalgada bir dakika boyunca tutulmustur. Sure bitiminden
sonra kesitler, buz i¢cinde bekletilmis PBS’e aktarilarak 5
dakika bekletilmistir. Sonrasinda %3’luk H202 (Peroksi-
daz) solusyonunda 30 dakika bekletilmis ve tekrar PBS
ile 5 dakika kadar yikanmistir. Bu islemden sonra kesitler,
bloking (Normal Horse Serum %2,5) solusyonunda 30
dakika bekletilmistir ve PBS ile yikanmistir. Kesitlere uy-
gulanacak olan primer antikor (VEGF Receptor 2 (D5B1)
Rabbit mAb (Cell Signaling Technology, Massachusetts,
ABD) 1:500 oraninda (1 ul antikor+499 ul PBS) hazirlanmis
ve doku yuzeyine damlatilarak +4 0C'de bir gece boyun-
ca bekletilmistir. Bekleme suresinden sonra kesitler, PBS
ile yikanmistir. Devaminda kesitlere bu sefer sekonder
antikor (RTU Botinylated Universal Antibody, Anti-Rabbit/
Mouse IgG (H+L) made in horse =mavi renkli) Kaliforniya,
ABD) damlatilmis ve 30 dakika beklenmisitr. Bekleme su-
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resinden sonra kesitlere, PBS uygulanmis, ABC Reagent
damlatilmis ve yine 30 dakika beklenmisitr. Boyama icin
DAB + Subsrat, zit boyama icin Mayer Hematoksilen kul-
lanilmigtir. En son olarak kesitlerin dehidrasyonu saglana-
rak, ksilende seffaflandirilmis ve entellan ile kapatilmistir.

immunohistokimyasal Analiz

VEGF immunohistokimyasal degerlendirmede, spesifik
boyamanin hem yogunlugu hem de dagilimi dikkate ali-
narak H-Skoru denilen puan sistemine gore degerlendiril-
migtir. H-Skor, analizin hesaplanmasinda 0-300 araliginda
bir deger vermektedir. Formulasyondaki 300 dederi, guc-
U bir sekilde boyanmis VEGF pozitif alanlarin %100'Une
esittir (3+): H-skoru = yogunluk kategorisi 1 x 1'de boya-
nan hucrelerin yuzdesi + (yogunluk kategorisi 2 x 2)'de
boyanan hucrelerin yuzdesi + (yogunluk kategorisi 3 x
3'te boyanan hucrelerin yuzdesi)'dir. Preparatlarin immu-
nohistokimyasal analizleri calisma gruplarina kor olan iki
gozlemci tarafindan (A.C. ve G.M.Y.U) 1sik mikroskobunda
(Leica DM6000B mikroskobu, Leica Microsystems, Wetz-
lar, Almanya) yapilmistir?,

istatistiksel Degerlendirme

Veriler IBM SPSS V25 (SPSS V25; IBM® Corporation, Ar-
monk, New York, Amerika Birlesik Devletleri) ile analiz
edilmistir.. Tum gruplar igin her bir parametrenin tanim-
layici (ortalama, medyan, standart sapma, standart hata)
istatistikleri hesaplanmistir. Bagimsiz 6érneklem T testi
kullanitmistir. istatistiksel anlamlilik degeri p<0,05 olarak
alinmistir.

BULGULAR

Histopatolojik Degerlendirme

Kontrol ve deney gruplarinin H&E boyamasi H-Skoru ile
hesaplanarak degerlendirilmistir. Dokular enflamatuvar
reaksiyon acgisindan degerlendirilmistir. Kontrol grubunda
yapilan semikantitatif incelemede enflamatuvar reaksiyon
normal sinirlarda gézlenirken; deney grubunda asiri enfla-
matuvar hacre infiltrasyonu gozlenmistir (Sekil 1).

Sekil 1. Kontrol (K) ve Zoledronik Asit (ZA) gruplarinin enflamasyon agisindan
incelendigi histopatolojik géruntuler. K grubunda herhangi bir enflamatuvar du-
rum %;ozlenmezken ZA grubunda istihabi hucre infiltrasyonu gézlenmistir (Siyah
oklar). Hemaotoksilin&Eozin ile boyanmistir. Skala: 100 pm’dir.

Yapilan degerlendirmede deney grubunda gozlenen enf-
lamatuvar reaksiyon kontrol grubuna goére anlamli dere-
cede yuksek bulunmustur (0 ve 2,5 + 0,58; p=0,003; Sekil

2).
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Sekil 2. Grafiklerde, Kontrol (K) ve Zoledronik Asit (ZA) gruplarindaki VEGF yo-
gunlugunun ve enlamatuvar hucre |nﬁltrasyonu yogunlugunun H-skor degerleri
gorulmektedir (+** p< 0.001; ** p< 0.01)

immunohistokimyasal Degerlendirme

Kontrol ve deney gruplarnin  VEGF boyanmasi H-Skoru
ile hesaplanarak degerlendirilmistir. Kemik dokusundaki
VEGF ekspresyonu, kemik doku icindeki bag doku alan-
larinda damar yapilarinda tespit edildi. Kemik dokusunda-
ki bag doku i¢inde damarlar, ¢cok sayida goézlemlenmistir
(Sekil 3).

o R /" :
Sekil 3. Kemik dokularinin VEGF ile boyanmig yapllarln |mmun0h|stok|myasal
analiz goruntuleri Kontrol (K) ve Zoledronik Asit (ZA) gruplarinda gosterilmistir.
Kemik dokusu bag dokularindaki yeni damarlar siyah ok ucuyla gosterildi. VEGF
immunohistokimyasal olarak boyanmis kesitler, x20 buyutmelerde gosterilmek-
tedir. Skala: 120 pm‘dir.

Deney grubundaki VEGF ekspresyonu, kontrol grubun-
dan anlamli derecede yuksek bulunmustur (49,73 + 4,53
ve 13,27 + 1,40; p <0.001; Sekil 2).

TARTISMA

ZA osteoporoz, Paget hastaligi, multiple myeloma, hiper-
kalsemi ve metastatik kemik lezyonlarinin tedavisinde
iskeletsel komplikasyonlari azaltmak amaci ile kullanilan
potensi yuksek ve uzun etkili bir BP molekuludur. Pa-
tofizyolojisi tam olarak bilinmemesine ragmen, BP’lerin
antianjiojenik 6zelliklerinin oldugu ve apoptozu indukle-
dikleri, kapiller tip olusumunda etkili VEGF'yi baskiladik-
lan bilinmektedir'™3, ICKON hayvan modellerinde; uzun
dénem BP kullaniminin gcekim soketi vaskularizasyonunu
azalttigi gosterilmektedir’™. Klinik olarak, uzun dénem bir
VEGF inhibitéra olan bevakizumab ile tedavi géren has-
talarda ICKON’un izlenebildigi belirtiimektedir. Kisacasi,
ICKON gelisiminin lezyon alanindaki mikrosirkilasyon
bozuklugundan gelistiginin savunan ¢alismalar mevcut-
tur 157 VEGF endotel hucrelerine 6zgul olup, vUcutta
hem fizyolojik (vaskulogenez, anjiogenez veya kemotak-
sis gibi) hemde patolojik olaylarda (kanser, neovaskuler
hastaliklar veya kronik enflamatuvar hastaliklar gibi) rol oy-
nar '°. Ayrica tumor hucreleri, makrofajlar, plateletler, kera-
tinositler ve renal mezenkimal hucreler gibi bircok hucre
tipi tarafindan uretilmektedir. VEGF fonksiyonlari arasinda
vaskuler olaylar, kemik olusumu, hematopoez, yara iyiles-
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mesi gibi bir cok fizyolojik olaylar yer alir?2",

Literattrde kemikte VEGF proteinin ekspresyonunun
incelendigi calismalara bakildiginda bir takim patolojik
durumlarda bu proteinin seviyelerinde degisiklik oldugu
gorulmustar. Wood ve ark. ZA kullanmakta olan kanser
hastalarinda serum VEGF seviyelerinde dusus oldugunu
bildirmiglerdir’s. Bellone ve ark. ise ZA kullanan osteopo-
roz hastalarinda da serum VEGF seviyesinin dustagunu
bildirmiglerdir?2. Ozellikle, ZA'nin metastatik kemik kanser-
li hastalarda VEGF konsantrasyonlarini azalttigi kanitlan-
mistir ve intraven®z BP'lerden sonra serum VEGF seviye-
lerindeki azalma, kanser hastalarinda BRONJ'un olasi bir
erken prediktif belirteci olarak 6nerilmistir'2'3,

Bu gibi ¢calismalardan yola c¢ikarak serumda dusuk VEGF
seviyelerinin ICKON riski ile baglantili olabilecegi bildiril-
mistir?3, Bildigimiz kadariyla, bu calisma, ZA verilen sican-
larda kemik dokudaki VEGF duzeylerinin degerlendirildigi
ilk deneysel calismadir. Bu ¢alismada ¢ene kemiklerinde
ZA'nin osteonekroz etkisinin gosterilebilecegi deneysel
bir model olusturulmus ve bu modelde ZA tarafindan et-
kilenmis ¢cene kemiklerindeki VEGF proteini ekspresyonu
seviyeleri olculerek VEGF'nin olasl patogenezdeki rolu
degerlendirilmistir.

BP’lerin etki mekanizmasi temelde osteoklastik aktivite-
de yaptigi degisikliklere dayanmaktadir. BP’ler ve diger
antirezorptif ilaclar osteoklastlarin fonksiyonlarinda de-
Qisikliklere, osteoklast apoptozunun induklenmesine
sebep olarak kemik rezorpsiyonunu azaltmaktadirlar. Bu
hacreler, tam kemiklerin iyilesmesinde ve remodelingin-
de énemli bir role sahiptirler. Osteoklastlar cok ¢ekirdek-
li birincil gorevi kemigi rezorbe etmek olan hucrelerdir.
Romatoid artrit ve periodontal hastalik gibi enflamatuar
kosullar altinda, osteoklastlarin daha buyuk oldugu ve
normal durumlara kiyasla daha fazla cekirdek icerdikleri
gozlenmigtir?+2s,

Trebec ve ark. buyuk osteoklastlarda (10+ ¢ekirdek), mat-
riksmetalloproteaz-9 (MMP-9) ve katepsin K gibi proteaz-
larin ekspresyonunun; ve RANKL, IL-1RI ve TNF-R1 gibi
aktive edici reseptorlerin ekspresyonunun kucuk oste-
oklastlara gore daha fazla oldugunu bildirmislerdir (26).
Ayrica, buyuk osteoklastlarda IL-1b’'ye cevapta rezorptif
aktivitenin kucuklere oranla artmis oldugu bilinmektedir.
Bu artisinda 6zellikle bluyuk olan osteoklastlarda VEGF-A
faktoranun artigi ile iligkilendirilmistir?s. VEGF-A ekspres-
yonu i¢in en 6énemli faktor hipoksidir.

VEGF anjiogeneziste etkileri bilinen buyume faktorlerin-
dendir. Kemikte osteoblastlar, osteoklastlar, kondrositler
ve endotelyal hucreler tarafindan salinarak normal kemik
gelisiminde ve kemik onarimda etkileri vardir?’2°, Oste-
oklastlardan VEGF-A ve VEGF-C salindigi ve VEGF-R1
ve VEGF-R2 gibi VEGF reseptorlerinin ekspresyonunu
sagladigi gosterilmistir?®3°. Tercihen buyuk osteoklastlar
tarafindan VEGF ekspresyonu gerceklestirilir ve bu eks-

presyonun HIF-1e/nin NF-kB aktivasyonu yoluyla hipoksik
olmayan bir yolla indtklendigi gosterilmektedir (31). HIF-1
hipoksi ile induklenebilir bir faktor olup, enflamatuvar si-
tokinlerden olan TNF-a ve IL-1p gibi diger faktorlerden de
etkilenebilir3z34,

Ayrica, TNF ailesinden olan RANKLIn da NF-kB aktivas-
yonu yoluyla HIF-1a'y1 indukleyebildigi bildirilmistird". inf-
lamatuar kosullar altinda, osteoklastlarin ¢cogunlugunun
buyuk oldugu ve TNF-a ve IL-1p gibi sitokinlerin VEGF-A
salgisini arttirdigi ve bu ytuzden osteoklastik rezorptif ak-
tivitenin ve sagkalimin da giderek arttigi romatoit artritte
gozlenen kisir dongtye neden oldugu belirtilmektedir.
VEGF-A degerinin romatoit artritte yuksekmis olan seviye-
si bu hipotezi desteklemektedir3®-36,

Bu calismada da; ¢zellikle deney grubunda VEGF seviye-
sinin kontrol grubuna goére yuksek olmasi ve buna para-
lel olarak yine deney grubunda asiri enflamatuvar hticre
infiltrasyonunun gozlenmesi, literattrle benzer olarak IC-
KON’un etki mekanizmasinda yer alan enflamatuvar ce-
vap ile iligkilendirilmisgtir.

Bu ¢alismanin bir takim limitasyonlar bulunmaktadir. Bun-
lardan biri VEGF ekspresyonu ile iliskilendirilmeye cabala-
nan enflamatuvar reaksiyonun semikantitatif bir yontem
ile, NF-kB gibi bir enflamatuvar yolak proteinin seviyesine
bakilarak ol¢ulmemis olmasidir. VEGF/NF-kB iligkisinin
daha derinleme anlasilabilmesi acisindan daha detayli
immunhistokimyasal calismalara ihtiyagc bulunmaktadir.
Diger bir limitasyon ise, 6érneklerin sakrifikasyonunun dis
cekiminden 8 hafta sonra gergeklestirilmis olmasidir. Bilin-
digi Uzere yara iyilesmesinin ilk basamagini enflamasyon
sureci ihtiva etmektedir. Ozellikle asirt enflamatuvar reak-
siyonunun VEGF ekspresyonu ile iliskilendigi bir hipotezin
desteklenmesi icin erken donem iyilesmenin de yapilacak
baska calismalarda incelenmesi faydali olacaktir.

SONUC

Tum limitasyonlari ile birlikte, ZA sebebi ile kemik doku-
sunda meydana gelen asiri enflamatuvar reaksiyon sebe-
bi ile kan serumdaki seviyelerinin aksine kemik dokusun-
da VEGF ekspresyonunun arttigi gézlenmistir. ZA'nin ve/
veya diger benzer etkili ilaglarin bu tip etkilerinin anlasila-
bilmesi i¢in daha fazla 6rnekli ve NF-kB/HIF-1a/VEGF yo-
laginin patolojik ve enflamatuvar kemik kaybi, ve iCKON
Uzerindeki etkisinin de incelendigi daha molekuler duzey-
de calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Cikar Catismasi

Bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar ¢atismasi bulunma-
maktadir.
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