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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI
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Oral and Maxillofacial Surgeons

ALP: Alkalen Fosfataz
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BMP-2: Bone morphogenic protein (Kemik Morfogenetik protein-2)
BRONJ: Bisfosfonata bagli ¢ene osteonekrozu
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Na: Sodyum

ng: Nanogram

nm: Nanometre

OSX: Osterix
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OZET

Koltuk,M . (2021). Melatonin ile Kombine D Vitamini’nin Zoledronik Asit Uygulanmis
Osteoblastlar Uzerine Etkilerinin in Vitro Olarak incelenmesi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ag1z Dis ve Cene Cerrahisi ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Anahtar Kelimeler: D vitamini, MRONJ, Melatonin, Zoledronik asit, Hiicre kiltiirii

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 29266

Bisfosfonat tiirevi ilaglar giiniimiizde osteoporozis, Paget hastaligi, Osteogenezis
Imperfekta ve malignitelerde metastazin 6nlenmesi amaciyla olduk¢a yogun olarak
kullanilmaktadirlar. Bisfosfonatlar ve diger antirezorptif ajanlarin kullanimina bagh
olarak cene kemigi osteonekrozlart giinlimiizde sik olarak klinisyenlerin karsisina
¢tkmaya baslamistir. MRONJ (Medication Related Osteonecrosis of Jaw) (ilag
Kullanimina Bagli Gelisen Cene Osteonekrozu) olarak isimlendirilen bu klinik duruma
bisfosfonatlar disinda diger antirezorptif ilaglar, denosumab ve antianjiojenik ilaglar da
sebep olabilmektedir.

Zoledronik asit, osteoblastlarin  aktivite ve vitalitesini  diislirmekte
proliferasyonunu engellemektedir. Buna kargin D vitamini ve giiglii bir antioksidan olan
melatoninin osteoblastlarin diferansiyasyonu ve proliferasyonunu arttirici etkileri
mevcuttur. Osteoblastlar tizerinde vitamin D reseptorlerinin olmasi, D vitamininin hiicre
tizerinde direkt olarak etki gosterebilmesini saglar. Vitamin D insan ve rat
osteoblastlarinda diferansiyasyon ve mineralizasyonu stimiile eder. Sirkadiyen ritmi
diizenleyen melatoninin, kemik kaybini azalttigi bildirilmistir. Melatoninin kemik
tizerindeki bu etkilerini otokoidler tizerinden ve kemik matriks proteinlerini arttirarak
yaptig1 diisiiniilmektedir.

MRONIJ olusumunun engellenmesi ve tedavisi icin diisiik seviyeli lazer tedavisi
(LLLT, Low-Level Laser Therapy), sekestrektomi, PRF (Plasma Rich Fibrin), antibiyotik
lavaj1 gibi ¢esitli yontemler uygulanmaktadir. Hentiz kesin bir tedavi protokolii olmayan
MRONJ’un tedavisi i¢in bir¢ok methot denenmektedir ve bu ¢alismalar literatiirde onemli
yer tutmaktadir.

Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda farkli konsantrasyonlarda Zoledronik asit (ZA)
ile inkiibe edilen hazir olarak temin edilmis insan osteoblast hiicrelerinin 24 ve 48
saatlerdeki canlilik diizeyleri MTT (Metil Tiazoldifenil Tetrazolyum) testi ile 6l¢iilmiis,
melatonin ve D vitamininin bu hiicreler iizerindeki etkisi arastirilmistir. Farkhi
konstantrasyon, kombinasyon ve zaman dilimlerinde 36 alt grup olusturulmus ve bu
gruplardaki osteoblastlarin gen ekspresyonlari (RUNX-2 (Runt-iligkili transkripsyon
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faktori 2), BMP-2(Kemik morfogenetik protein-2) ve OSX(Osterix)) real-time
PCR(Polymerase Chain Reaction) yontemi ile karsilastirilmistir. Ayni sekilde bu
gruplara ALP, caspase-3 ve IL-8 ELISA testleri uygulanmis Ve sonuglari
karsilastirilmistir.
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ABSTRACT

Koltuk,M . (2020). Evaluation the effects of melatonin combined vitamin d on zoledronic
acid treated osteoblast in vitro. Istanbul University, Institute of Health Science, Oral and
Maxillofacial Surgery. PhD Thesis. Istanbul.

Key Words: Vitamin D, MRONJ, Melatonin, Zoledronic acid, Cell culture

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No: 29266

Bisphosphonates are widely used in osteoporosis, Paget’s disease, Osteogenesis
imperfecta and malign tumor therapies. Clinicians often experience jaw 0steonecrosis
cases due to use of bisphosphonates and other antiresoptive agents. Except
bisphosphonates, denosumab, antiangiogenics and other antiresorptive drugs can cause
this clinic situation called Medication Related Osteonecrosis of Jaw.

Zoledronic acid inhibits osteoblast proliferation and activity, but in contrary
melatonin and vitamin D enhance osteoblast’s differentiation and proliferation.
Additionally, melatonin is a powerful antioxidant. Vitamin D effects directly on bone
tissue because of the vitamin D receptors on osteoblasts. Vitamin D also stimulates
differentiation and mineralization in human and rat’s osteoblasts. Melatonin which
regulates circadian rhythm, is known for reducing bone loss. It is thought that melatonin
makes these effects with upregulation of bone matrix proteins and otocoids.

Low level laser therapy, squestrectomy, plasma rich fibrin and antibiotic drug
lavage are some different therapy methods of MRONJ. There are lots of different options
are trying to treat MRONJ, but there is no certain way yet and these researches take a
wide place in the literature.

In our study, we survey vitality and effect of melatonin and vitamin D’s effects
on different concentrations of zoledronic acid treated human-osteoblasts by MTT (Metil
Tiazoldifenil Tetrazolyum) test method at 24 and 48th hour. We created 36 different
group combination and compared gene expressions (RUNX-2, BMP-2 ve OSX(Osterix))
of the osteoblasts in these each groups with real time PCR (Polymerase Chain Reaction).
And also ELISA tests (ALP, caspase-3 and IL-8) were done in these each group and the
results compared.
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1. GIRIS VE AMAC

Oral ve maksillofasiyal cerrahide ila¢ kullanimina bagli ¢ene osteonekrozlarina
oldukca sik olarak rastlanmaya baslanmistir. Hastalifin evresine gore cesitli tedavi
yontemleri mevcuttur; ancak hastanin hangi amagla bu ilact kullandigi, hangi yol ve
dozdan bu ilaci1 aldig, tedavi sonucunu oldukea etkilemektedir. LLLT (Low-Level Laser
Therapy-Diisiik Seviyeli Lazer Terapisi), sekestrektomi, antibiyotik tedavisi, pentoksiflin
tokoferol tedavisi (PENT-E), teriparatid enjeksiyonu gibi ¢esitli tedavi yoOntemleri

denenmektedir; ancak heniiz tam bir tedavi protokolil olusturulamamastir.

Antirezorptif ajanlarin kullanimi temel olarak ii¢ grupta incelenebilir. Bunlardan
ilki; malign durumlarda iskelet sistemine metastazin 6nlenmesi amaciyla kullanimidir.
Bu durumda hastalar kemoterapi ve radyoterapi tedavisi altinda olabilirler. Bu hastalarda
ortaya cikan cene osteonekrozlarinin tedavisi, diger gruplara kiyasla daha zor olarak
nitelendirilebilir. Bu zorlugun sebebi ise malignite tedavisi goren hastalarda daha efektif
olmasi ag¢isindan intravendz ve yiiksek doz bisfosfonat kullanilmasidir, bu durum da
MRONJ’a daha kolay zemin hazirlayabilir. Ikinci zorluk ise hastanin tedaviye verdigi
yanitta kemoterapi ve radyoterapi gibi tedaviler yiiziinden baskilanma olusabilmesidir.

Dolayisiyla bu grup hastalarda tedaviye yanit daha diigiik olmaktadir.

Ikinci grup olarak, osteoporoz hastalarmin tedavisinde de antirezorptif ajanlar
kullanilabilir. Bu hastalarda osteoporozun derecesine gore oral ve intravendz kullanimlar
mevcut olup eger hastanin ek bir hastaligi yoksa tedavi sonucu ilk grupla

karsilastirildiginda daha tatmin edici olmaktadir.

Son olarak Paget veya Osteogenezis Imperfekta gibi metabolik kemik

rahatsizliklart olan hastalar da bisfosfonat veya diger antirezorptif ajanlar kullanabilirler.

MRONIJ’a sebep olan ilaglar1 temelde bisfosfonattlar, denosumab (insan
monoklonal antikoru) ve diger antirezorptif ajanlar olarak siniflayabiliriz. Pirofosfat
anologlart olan bisfosfonatlar, antirezorptif tedavilerde en ¢ok kullanilan ajanlardir.
Nitrojen igeren ve icermeyen olmak lizere iki gruba ayrilabilir. Zoledronik asit ise

Nitrojen i¢eren grubun en giiclii ajan1 olarak tanimlanabilir (Hu et al., 2016).

Calismamizda D vitamini ve melatoninin, zoledronik asit uygulanmis osteoblast
hiicre kiiltiirii izerindeki etkilerini vitalite, proliferasyon ve diferansiyasyon yoniinden

arastirmay1 amagladik.
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2. GENEL BILGILER

2.1. BISFOSFONATLAR

2.1.1. Bisfosfonatlarin Tarihi
Bisfosfonatlar kemikte hidroksiapatite yiiksek afinite gosteren pirofosfat
analoglaridir. Kemik {izerindeki farmakolojik etkilerine bagli olarak iskeletsel

hastaliklarda dengesiz kemik remodelasyonun oranini degistirecek rol listlenmektedirler

(Drake, Clarke, & Lewiecki, 2015).

Rezorpsiyonu arttirarak kemik metabolizmasini etkileyen hastaliklarda -ki bu
hastaliklar osteoporoz, Paget hastaligi, maligniteye bagli hiperkalsemi, multipl myeloma,
prostat, akciger ve meme kanserlerinin kemik metastazlart gibi hastaliklardir- etkili olan
ilaglardandir (Madrid & Sanz, 2009; Shabestari et al., 2010).

Bisfosfonatlar ilk olarak 19. yiizyilda endistride kullanom amaciyla
iiretilmiglerdir. Ilk sentez 1865°te Almanya’da gerceklestirilmistir. Saglik alaninda
kullanim1 1960’larin sonunda kemik metabolizmasi hastaliklarinin tedavisi amaciyla
baglamistir. Tedavide ilk kullanilan bisfosfonat etidronattir (Bassett et al., 1969).
Bisfosfonatlarin  biyolojik karakterleri ile ilgili bilgimiz ise 30 sene Onceye
dayanmaktadir, ilk rapor 1968’de yayinlanmistir (Fleisch, Russell, Bisaz, Casey, &
Miihlbauer, 1968).

2.1.2. Bisfosfonatlarin Yapisi

Bisfosfonatlar, pirofosfatlarin yapay analoglaridir. Bisfosfonat molekiiliinde
pirofosfattan farkli olarak oksijen molekiilii bir karbon atomu ile yer degistirmektedir
(Khosla et al., 2012). Bisfosfonatlarin genel formiilii sekil 1°de goriilmektedir (Sekil 1).
R2 pozisyonu degisik bisfosfonat molekiillerini olusturan konumdur. R1 pozisyonu ise

her zaman hidroksil grubudur.

Zincir uzunlugunun ¢oziintirligi etkiledigini gozlenmistir. Pamidronat gibi kisa
zincirli bisfosfonatlar (n=2) suda serbest¢e ¢oziiniirken daha uzun zincirli bilesikler suda

ve en yaygin organik ¢oziiciilerde neredeyse ¢oziinmemistir.
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Sekil 1:Soldaki pirofosfat ve sagdaki bisfosfonat molekiilii (Khosla et al., 2012)

2.1.3. Bisfosfonatlarin Tiirleri

Bisfosfonatlar (BF) 1., 2. ve 3. jenerasyon olarak smiflandirilabilirler. 1.
jenerasyon bisfosfonatlar (Etidronat ve Tiludronat) alkali bisfosfonatlar olarak
adlandirilirlar ¢linkii Nitrojen i¢ermezler. Bunlar en az etkiye sahip olan ajanlardir ve

giintimiizde ¢ok az kullanim alanlar1 bulunmaktadir.

Nitrojen icermeyen BF’lar intraselliiler hidrolize olamayan ve salinabilir enerji
icerigi bulunmayan ATP analoglarini biinyesine katarak kemik rezorpsiyonunu baskilar,
bu da osteoklast 6liimiine sebep olur (Frith, Monkkonen, Auriola, Monkkonen, & Rogers,
2001) (Tablo 1).

Tablo 1:Bisfosfonatlarin siniflandirilmasi

Bisfosfonatlarin Simiflandirilmasi

Alkali BF’lar Amino BF'lar (Nitrojen Icerenler)

(Nitrojen icermeyenler)

2.Jenerasyon

1.Jenerasyon 3.Jenerasyon
] Aledronate ]
Etidronat . Risedronat
) Ibandronat
Tiludronat Zoledronat

Pamidronat
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2. ve 3. jenerasyon bisfosfonatlar Nitrojen iceren dolayisi ile aminobisfosfonatlar
olarak isimlendirilen ilaglardir. Nitrojen iceren bisfosfonatlar farnesil disfosfat sentaz
enziminin inhibisyonu ile kolesterol sentezindeki mevalonat yolagini engeller ve kiigiik
GTP’azlarin fenilasyonunu bloklayarak osteoklast fonksiyonunda duraklamaya sebep
olur (Reszka & Rodan, 2004). Ayrica BF’lar kalsiyum iyonlariyla selat yapabilir ve
kemik yiizeylerindeki hidroksiapatitlere baglanabilirler (Rogers, 2003). 2. jenerasyon
BF’lar 1. jenerasyona gore 10 ve 100 kat daha etkilidirler ve yan zincirlerinde Nitrojen
igerirler (Aledronate, Ibandronat, Pamidronat). 3. jenerasyonlar ise 10.000 kat etkilidir ve
heterosiklik gemberlerinde Nitrojen igerirler (Risedronat, Zoledronat) (Tablo 2).

Tablo 2:Nitrojen iceren ve icermeyen bisfosfonatlar (Maruotti, Corrado, Neve, &
Cantatore, 2012)

Nitrojen Iceren Bisfosfonatlar Nitrojen icermeyen Bisfosfonatlar
Aledronat Etidronat

Ibandronat Klodronat

Risedronat

Zoledronat

2.1.4. Bisfosfonatlarin Etki Mekanizmasi

Bisfosfonatlar temel olarak kirik riskini azaltmak ve kemik yogunlugunun
azalmasii engellemek amaciyla kullanilirlar. Bu etkilerini iki yol ilizerinden gosterirler.
[k yol osteoklast apoptozisini uyararak osteoklast sayisin1 azaltmak dolayist ile kemik

rezorpsiyonunu engellemektir (Sekil 2) .

KEMIK
REZORPSIYONU

Sekil 2:Bisfosfonatlarin etki mekanizmalar 1. yol

Diger yol ise kolesterol sentetik yolagi inhibe ederken osteoklast fonksiyonunun

azaltilmasi boylece de kemik rezorpsiyonun engellenmesidir. Ancak sadece 2. ve 3.
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jenerasyon bisfosfonatlar (aledronat, ibandronat, pamidronat, risedronat, zoledronat) bu

ikinci yolak tizerinden etki gosterirler (Sekil 3).

kolesterol osteoklast -
sentetik yolagi fonksiyonunun NS
L REZORPSIYONU
inhibisyonu azalmasi

Sekil 3:Bisfosfonat etki mekanizmasi 2. yol (sadece 2. ve 3. kusak bisfosfonatlar i¢in)
Farmakinetigine bakildiginda oral bisfosfonatlar gastrointestinal yoldan ¢ok az
emilim gosterirler. Biyoverimlilikleri %1 den kiigiiktiir ve yemekle birlikte alindiginda
bu oran daha da azalir. Biyoverimliligi arttirmak amaciyla gece acligindan sonra
kahvaltidan 30 dakika once, acken alinmalidir. Oral bisfosfonatlarin major yan etkileri
0zofajit ve Ozofagal irritasyondur. Gastrointestinal toksisiteyi azaltmak amaciyla
mineralli olmayan bol su ile birlikte alinmali ve kullanimdan en az 30 dakikaya kadar

hastanin dik pozisyonda kalmasi saglanmalidir (Duman AE, 2005).

Bisfosfonatlar’in  %50’sine yakin1 kemikte depolanir. Kalan yiizde elli
degismeden bobreklerden atilir. Bu nedenle bobrek komplikasyonu olan hastalarda

dikkatli kullanilmalidir (Duman AE, 2005).

Yan etkileri incelendiginde en Onemli yan etkisi c¢ene osteonekrozlaridir
(MRONJ). Bu komplikasyon uzun donem yiiksek doz kullamimla daha ¢ok
iliskilendirilmistir. Dis hekimleri ve oral cerrahlar ilgilendiren ve hastanin yasam
kalitesini olduk¢a etkileyen MRONJ’un tedavisi zorlayicidir. Tedavisinden c¢ok
olusumunun engellenmesi esastir, bu nedenle bisfosfonat kullanacak hastalarin 6ncelikle

agiz, dis, cene muayenelerinin yapilmasi dnemli bir noktadir (Duman AE, 2005).

Gastrointestinal sistem yan etkileri; 6zofajit, 6zofagus irritasyonu, karin agrisi,
ishal olarak smiflandirilabilir. Bunlarin disinda 6zellikle Pamidronat kullanimi sonrasi
kas agris1 ve deri reaksiyonlar1 gibi grip benzeri yan etkiler goriilebilmektedir (Duman

AE, 2005).
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2.1.5. Bisfosfonatlarin Endikasyonlari ve Klinik Kullanim Alanlar:

Bisfosfonatlarin kullanim endikasyonlarina bakildiginda temel olarak ii¢ ana
baslik bulunmaktadir. Bunlar 6zellikle meme, prostat ve akciger kanseri hastalarinda
kemik metastazin1 engellemek, metabolik kemik hastaliklarinda (Paget, ankilozan
spondilit, fibroz displazi gibi) durumu yonetmek ve osteoporozda patolojik kiriklari
engellemek seklinde siralanabilir (Hosking et al., 2007; C Walter et al., 2010). Bunlar
disinda Osteogenezis imperfekta’li hastalarda kemik fraktiirlerinin engellenmesinde,
Multipl Myelom’da iskeletsel deformitelerin 6nlenmesinde ve malignitelere bagh
hiperkalseminin tedavisinde kullanimi mevcuttur (Hosking et al., 2007). Kullanim
endikasyonuna ve igeriklerine gore bisfosfonatlar tabloda belirtilmektedir (Tablo 3).

Tablo 3:Bisfosfonat cesitlerinin endikasyon ve alim yontemlerine gore simiflandirilmasi
(Ruggiero et al., 2014)

PRIMER NITROJEN .
. . . DOZzU ALIM SEKLIi
ENDIKASYONU ICERIGI
Alendronat 10 mg/giin
Osteoporoz Evet ORAL
(Fosamax®) 70 mg/hafta
Risedronat 5 mg/giin
Osteoporoz Evet ORAL
(Actonel®) 35 mg/hafta
2.5 mg/gilin ORAL
Ibandronat 150 mg/ay
Osteoporoz Evet
(Boniva®)

3 mg her 3ayda I.V.

Pamidronat ) 90 mg/3

Kemik metastazi Evet LV.
(Aredia®) haftada
Zolendronate ) 4 mg/3 haftada 1.V.

Kemik metastazi
(Zometa®) Evet

Osteoporoz
(Reclast®) 5 mg/yilda L.V.

Hayir
120 mg/4 SUBKUTAN

Denosumab i

Kemik metastazi . haftada
(Xgeva®) Insan

Osteoporoz
(Prolia®) monoklonal

) 60 mg/6 ayda SUBKUTAN
antikoru
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2.2. ZOLEDRONIK ASIT (ZOLEDRONAT)

Zoledronik asit diger adiyla zoledronat 3. jenerasyon Nitrojen igeren
aminobisfosfonatlardandir. Osteoklast proliferasyonunnu inhibe eder (Coxon et al.,
2000) ve apoptotik hiicre 6liimiinii indiikler (Benford, McGowan, Helfrich, Nuttall, &
Rogers, 2001). Ozellikle kemik turnoverinin fazla oldugu alanlarda mineralize kemik
alanlara olan yiiksek baglanma kapasiteleri sayesinde potansiyel sonuglarini gosterirler
(Nancollas et al., 2006). Farnesil difosfat sentezini inhibe eder. Farnesil difosfat
yoklugunda geranjil disfosfat iretilemez, bu da osteoklastlardaki GTP bagimlh
proteinlerin inhibisyonuna sebep olur. Diisiik seviyeli GTP-bagimli proteinler ise sonug

olarak osteoklast aktivitesini engeller ve apoptozunu uyarir (Benford et al., 2001).

Zoledronik asit insanlarda metabolize edilemez, CYP450 enzimlerini inhibe
etmez ve idrarla degismeden atilir. Bisfosfonatlar aminoglikozidlerle, loop ditiretikleri ve
nefrotoksisiteye yol agma potansiyeli bulunan diger ilaglarla birlikte kullanimi1 sirasinda

da dikkatli olunmalidir.

2.2.1. Zoledronik Asit ve Osteoblastlara Etkisi

Zoledronik asidin osteoblast hiicreleri tizerindeki etkilerine bakilacak olursa;
Basso ve ark. (2013) yaptiklari c¢alismada zoledronik asidin doza bagimli olarak
osteoblastlar tizerinde sitotoksik etkisinin oldugunu belirtmislerdir (Fernanda G Basso,
Turrioni, Hebling, & de Souza Costa, 2013).

Benzer sekilde Huang ve ark. (2016) yiiksek doz zoledronik asidin osteoblastlar
tizerinde sitotoksik etkisi oldugunu ve diisiik konsantrasyonlarda ise BMP-2 seviyesini

azaltarak osteoblast diferansiyasyonunu baskiladigint gostermislerdir (Huang et al.,
2016).

2.3.ILAC KULLANIMINA BAGLI GELISEN CENE OSTEONEKROZU
(MEDICATION RELATED OSTEONECROSIS OF JAW) (MRONJ)

2.3.1. MRONJ’un Tamim ve Tarihi / BRONJ-MRONJ-ARONJ

2001 yilina kadar sadece izole BRONIJ (Bisphosphonate Related Osteonecrosis of
Jaw) (Bisfosfonat ile iliskili Cenelerin Osteonekrozu) vakalar tanimlanmakla birlikte ilk
kez 2003 Marx R.E. zoledronat ve pamidronata bagli 36 ¢ene osteonekrozu vakasi
bildirmistir (Marx, 2003).
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2007 yilinda Amerikan Oral ve Maksillofasial Cerrahi Dernegi (American
Association of Oral and Maxillofacial Surgeons) (AAOMSs) bir lezyonun bisfosfonata

bagl ¢cene osteonekrozu olarak siniflandirilmasi i¢in (BRONJ) ;
* devam eden veya daha 6nce bisfosfonat tedavisi ge¢irmis olan,

» 8 haftadan daha uzun siire agiga ¢ikmis maksillofasiyal bolgedeki nekrotik
kemik,

* daha 6nceden radyoterapi tedavisi gormemis olmak,

olarak {i¢ adet sart belirtmistir. Vakalarda agrili cerrahi veya medikal tedaviye cevap
vermeyen maksilla, mandibula veya her iki ¢enede bulunan kemik agikliklar

goriildigiini belirtmiglerdir (Force, 2007).

Sonrasinda 2014°te giincelleme yapilmis, BRONJ, ila¢ kullanimina bagli ¢ene
osteonekrozlart (MRONJ) olarak degismis ve sartlar;

« devam eden antirezorptif veya antianjiojenik tedavi,

8 haftadan daha uzun siire agiga ¢ikmis maksillofasiyal bolgedeki nekrotik

kemik veya intra-ekstraoral fistiilden hissedilen kemik varhgi,

* ¢ene bolgesinden daha once radyoterapi tedavisi gormemis olmak ve herhangi

bir metastaz bulunmamasi olarak giincelenmistir (Ruggiero et al., 2014).

2015 yilinda ise g¢enelerin antirezorptif ilaca bagli osteonekrozu (ARONJ)

seklinde uluslararasi ¢alisma grubu tarafindan tekrar giincellenmistir (A. Khan, 2016).

2.3.2. MRONJ’un Siniflandirilmasi
Amerikan Oral ve Maksillofasial Cerrahi Dernegi’nin 2014 yilinda yaptig
smiflama agagidaki gibidir (Ruggiero et al., 2014) (Tablo 4).

Tablo 4:Amerikan Oral ve Maksillofasial Cerrahi Dernegi’nin 2014 yilinda yaptig
MRONUJ siniflamasi

Riskli  Oral veya intraven6z BF kullanimi var.

Acikta goriilebilecek nekrotik kemik yok.

0.Evre  Nekrotik kemik klinik bulgusu yok.

Nonspesifik klinik bulgular ve semptomlar var.

1.Evre Ekspoze olmus nekrotik kemik veya kemige ulasan fistiil var.

Hasta asemptomatik ve enfeksiyon belirtisi yok.
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2.Evre  Ekspoze olmus nekrotik kemik veya kemige ulasan fistil var.
Ekspoze kemik alaniyla iliskili agr1 ve eritem gibi enfeksiyon bulgular1 var ancak

plriilan direnaj yok.

3.Evre 2. evreye ek olarak asagidakilerden bir veya daha fazlasinin varlig::
e Alveolar kemigin 6tesine uzanan nekroze kemik varligi (mandibulanin
inferior sinir1, maksiller sinus, zigoma gibi)
e Patolojik fraktiir,
o  Ekstraoral fistiil,
e Oroantral-oronazal iliski,

e Maksiller sinus tabanina uzanan osteolizis.

2.3.3. MRONJ’un Klinik Bulgular:

MRONJ un klinik semptomlar1 arasinda dis mobilitesi, kemik rezorpsiyonu, kiint
agri, odontonojen sebebi bulunmayan dis agrisi bulunabilir. Evre 1’e kadar ekspoze
nekroz kemik goriintiisii olmadig1 icin MRONIJ tanis1 atlanabilir, bu donemde hastanin
anamnezinin alinmasi 6zellikle kullandig1 ilaglarin sorgulanmasi olduk¢a dnemlidir. Evre
1’den sonra ekspoze nekroz kemik goriintiisii bulundugu igin tan1 kolaylasir; ancak bu
durumda da osteomyelit, osteoradyonekroz gibi durumlarla ayirici taninin yapilmasinin
onemi artmaktadir (Sekil 4). Tablo 5’te bu hastaliklarin klinik ve radyolojik bulgular
acisindan karsilagtirilmasi yapilmistir (Tablo 5).

Sekil 4:ikinci evre MRONJ klinik tablosu



Tablo 5:Osteoradyonekroz, osteomyelit ve MRONJ’un benzer klinik ve radyolojik
bulgularimin karsilastirnlmasi (Fleisher, Kontio, & Otto, 2016)

Osteoradyonekroz

Osteomyelit

MRONJ

Hipovaskiiler, hiposelliiler,
hipoksik doku

Kemik iligi fibrotik doku
ile yer degistirmis
Limitli inflamatuar hiicre

infiltrasyonu

Periost izlenemez, reaktif

kemik yapimi yok

Neredeyse tiim olgularda

mandibula tutulur.

Lokal enfekte doku veya
kan dolasimi sebebiyle
kemik enfekte hale
gelmisgtir

Artmus inflamatuar hiicre
sayisl

Kemik iligi inflamasyonu
ve tromboz

Periosteal kemik yapimi

goriilebilir.

Cogunlukla mandibulada

goriiliir.

Cene kemiklerinde tutulum

yapan bisfosfonat

Kemik ve yumusak dokuda
toksik etki

Lokal kemik kan

desteginin azalmasi

Periost izlenebilir, reaktif

kemik yapim goriilebilir.

2/3 oranda mandibula

tutulumu goriiliir.
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2.3.4. MRONJ’un Radyolojik Bulgulari

MRONJ’un radyolojik degisiklikleri nonspesifik olmasina ragmen hastaligin
seyri hakkinda degerli bilgiler verebilir (Arce, Assael, Weissman, & Markiewicz, 2009).
Oral ve maksillofasiyal cerrahi i¢in panoramik goriintiileme standart olmasina karsin cone
beam bilgisayarli tomografilerle (CBCT) karsilagtirildiginda MRONIJ lezyonlarinin
gercek sinirlarini daha kiigiik gosterme egiliminde olabilir (Bianchi, Scoletta, Cassione,
Migliaretti, & Mozzati, 2007). Radyolojik bulgular ise:

* osteolizis

* osteosklerozis

* kemik sekestr1

« kortikal kemikte bozulma
* periostal reaksiyon

* kalinlasmis lamina dura

* patolojik kirik
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«dis ¢ekimleri alaninda gecikmis kemik remodelingi veya remodelingin

olmamasi, seklinde siralanabilir (Sekil 5).

Sekil 5:Mandibula sol taraf CBCT’de yaygin osteoskleroz ve osteolizis goriiliiyor
(a).Mandibula 1. molar hizasindaki koronal kesit osteolitik degisim ve lateral ve
medial korteksler arasinda subperiostal kemik formasyonunu gostermektedir (0k)
(Fleisher et al., 2016).

2.3.5. MRONJ Tedavi Yontemleri
MRONJ’un tedavisinde hastaligin evresi, hastanin genel durumu ve ek kronik
rahatsizliklariin degerlendirilmesi olduk¢a Onemlidir. Evreye gore oOnerilen tedavi

yontemleri tabloda belirtilmistir (Tablo 6) (Ruggiero et al., 2014)

Tablo 6:2014’te AAOMS’un yayinladig1 evreye gore onerilen tedavi yontemleri (Ruggiero

et al., 2014)
Evre Tedavi
0 e Antibiyotik ve agr kesici medikasyonu
1 e Antibakteriyel agiz gargarasi,
e Takip,
e Tlag kullaniminin devaminin degerlendirilmesi amaciyla hastanin

doktoru ile konsiiltasyon.

Antibiyotik ve agr1 kesici medikasyonu,

Antibakteriyel ag1z gargarasi,

Takip,

Yiizeysel debridman (yumusak doku tahrisini azaltmak amaciyla).
Antibiyotik ve agr1 kesici medikasyonu,

Antibakteriyel agiz gargarasi,

Cerrahi debridman veya rezeksiyon.
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2.3.5.1. Konservatif Yontemler

Tedavide baslangi¢ olarak konservatif tedaviler 6nerilmektedir. Bu “konservatif
MRONIJ tedavisi” tanmimi; antimikrobiyal agiz gargaralari, etkili bir oral hijyen
saglanmast ve eger klinik olarak endikasyonu bulunuyorsa antibiyotik tedavisini
icermektedir. Konservatif cerrahi girisimler ise yiizeysel kemik ¢ikintilarinin giderilmesi

olarak siniflandirilabilir.

MASCC/ISOO/ASCO’nun (Multinational Association of Supportive Care in
Cancer/International Society of Oral Oncology) 2019°da yayinladig klinik rehbere gore
tedaviler tip, kanit degeri ve Oneri derecesine gore siniflandirilmistir. Konservatif
tedaviler igerisinde olan “yiizeysel kemik c¢ikintilarinin diizeltilmesi” islemi tip olarak
“resmi fikir birligi”, kanit degeri olarak “yetersiz”, oneri degeri olarak da “orta derecede

onerilir” olarak kategorilenmistir (Ruggiero et al., 2014).

2.3.5.2. Agresif-Cerrahi Yontemler

MRON!J baslangic tedavisine cevap vermiyorsa ve semptomlar devam ediyorsa
(inat¢i-refraktor MRONJ) agresif cerrahi girisimler denenebilir. Bu girisimler
mukoperiostal flap elevasyonu, nekrotik kemigin blok rezeksiyonu ve yumusak doku
kapatilmasi olarak siniflandirilabilir. Asemptomatik kemik ekspozesi olan hastalarda
agresif cerrahi girisimler onerilmemektedir. Bu durumlarda mutlidisipliner ekip ile

hastanin risk yarar tartigmasi yapilmasi onerilir (Yarom et al., 2019).

2.3.5.3. Destekleyici Tedaviler

Konservatif ve agresif cerrahi tedaviler gibi temel tedavi yaklagimlarinin disinda
destekleyici tedavi amaciyla biiylime faktorleri ile kemigin stimiile edilmesi (PRF-
Trombositten zengin fibrin kullanimi), disiik doz lazer tedavisi (LLLT-Low level laser
theraphy) ve hiperbarik oksijen tedavisi (HBO) uygulanabilmektedir (Carey & Palomo,
2008). Konservatif tedaviye ek olarak ozon terapisi, LLLT ve HBO’nun basar1 sansini

arttirdig1 belirtilmistir (Vescovi et al., 2014).

Bu tedaviler disinda son yillarda PENT-E (Pentoksifilin ve E vitamini (tokoferol)
kombinasyonu) tedavisi Ozellikle vaka takdimlerinde oldukg¢a tatmin edici sonuglar
ortaya koymustur (Owosho, Estilo, Huryn, & Yom, 2016). Ayrica teriparatid ile de tedavi

edilen vakalar bildirilmis ancak osteosarkom, hiperkalsemi, metastatik kemik rahatsizligi
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olan hastalarda kontrendike olmasi nedeniyle 6zellikle ¢ok dar bir terapdtik araligi oldugu

vurgulanmigtir (Jung et al., 2017).

Destekleyici tedaviler arasinda hastalara besin veya vitamin takviyesi yapmak
bugiine kadar ¢alisilan konular arasindadir. Ozellikle osteoporoz ve kemik metabolizmasi
tizerine etkilerinin detayli olarak incelendigi D vitamini bu konuda olduk¢a popiiler
olmustur. Lorenzo ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢calisma sonucunda D vitamini takviyesinin
her hastada 6l¢iim yapilmasi sarttyla MRONJ’u 6nleyebilecegini bildirmistir (Lorenzo-
Pouso, Pérez-Sayans, Garcia, & Carballo, 2018). Benzer sekilde de melatoninin etkilerini
arastirmak amaciyla Camacho ve ark. (2017) in vitro bir caligma yapmig ve melatoninin
zoledronik aside karsi osteoblastlar {izerinde sitoprotektif etkisinin oldugunu
gozlemlemislerdir (Camacho-Alonso, Urrutia-Rodriguez, Onate-Cabrerizo, Ofiate-
Sanchez, & Rodriguez-Lozano, 2017). Arastirmamiz bu baglamda, D vitamini ve
melatoninin, zoledronik asidin osteoblastlar {izerinde yarattigi toksik etkiye karsi
koruyucu veya enfeksiyon onleyici olarak kullanilabilirligini aragtirmak amaciyla yapilan

ilk in vitro calismadir.

2.4. D VITAMINI

2.4.1. D Vitamininin Tanimi ve Metabolizmasi

D vitamini insanda UVB 1sinlar1 sayesinde deride (iiretilebilen, kemik
metabolizmasinin diizenlenmesinde rol alan en dnemli hormonlardan biridir. Kalsiyum
ve fosforun fizyolojik olarak diizenlenmesini saglar. Besinsel kaynag1 azdir, besinlerle
birlikte disaridan alinmasi gerekir; ancak dokuda iiretilip kan dolagimina gegebilmesi ve
diger dokular iizerinde etki yapabilmesi sebebiyle vitamin degil daha ¢ok steroid bir

hormon olarak isimlendirilir (Erdem & Akbas).

Yapt olarak bakildiginda kolesterole yakindir. Disaridan almman formu
ergokalsirefol yani D2 formudur, deride sentezlenen formu ise kolekalsiferol yani D3
formudur. D2 formu, D3 formuna gore D vitamini baglayici proteine (DVP) daha zayif
baglanir, bu yiizden plazmadaki yarilanma siiresi daha kisadir ve dolasimdan daha ¢abuk

elemine edilir.

Insanda D vitamini sentezi 90-95% oraninda UVB 1smlarn1 yardimiyla

tiretilmektedir ve bu iiretim deride gerceklesmektedir. Bu iiretim sonunda olusacak D3
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miktarinda gelen giines 1s1ninin zirve agist dnemli bir rol oynar. D vitamininin sentezi ve

metabolizmasi incelendiginde birgok asamadan olustugu gézlenmektedir.

Kolesterol sentezi bittikten sonra elde edilen kolesterol molekiilii
7dehidrokolesterole (7DHC) c¢evirilir ve bu islem karacigerde gerceklesir. Elde edilen
7dehidrokolesterol dolagima gecerek derideki malphigi tabakasina gelir, giines temasi
stiresince (7DHC)’daki ¢ift baglarda Ultraviole (U.V.) isinlar1 emilir. Boylece inaktif

provitamin D3, D vitaminine (previtamin kolekalsiferol) ¢evirilir (Erdem & Akbas).

Doniistiiriilen previtamin kolekalsiferol karacigerde, adele dokusunda ve yag
dokuda depolanir. Fazla tiretilen D3, UVB i1sinlarimin da etkisiyle inaktif formlara yani
D1 ve D5’e geri doniistiiriiliir boylece fazla D vitamini tiretimi engellenir ve metabolizma

D vitamini intoksikasyonuna kars1 korunmus olur.

Karacigerde 25  hidroksilasyon  iglemi  sonucunda D  vitamini
25hidroksiVitaminD’ye doniistiiriiliir, bu form kan dolasiminda D vitamininin en sik
bulunan formudur. Bu formun hiicre i¢ine girmesini saglayan D vitamini baglayici
proteinlerdir (DBP). Hiicre i¢inde ise lalfaHidroksilaz(la(OH)az) enzimi sayesinde
250HD 1,25dihiroksiVitaminD’ye doniistriiliir. Bu biyolojik olarak D vitaminin aktif
formudur. Bu form hedef organlardaki etkilerini vitamin D reseptoriine baglanarak
gosterir (VDR). 1,25dihiroksiVitaminD ve VDR kompleksi hiicre ¢ekirdegine baglanir
bu baglanma retinoik asit X reseptdrii (RXR) ile olur. Ugii birlikte, DNA iizerindeki
VDRE’ye baglanir. Bu islemler sonucunda bagirsaklardan emilim saglanmaktadir.
Bobreklerde tiretilen aktif D vitamini; Ca (Kalsiyum), P (Fosfor) ve PTH (Paratiroid
hormon) seviyelerine gore 1a(OH)az enzimi ile diizenlenir. Dolasimdaki vitaminin bir
boliimii karacigerde 25(OH)D3 e veya 25(0OH)D2’ ye doniistiiriiliir. Depolanmayan kisim
25(0H)D3s’e doniistiiriilerek dolasima gecer. Az bir kisim da karaciger hiicrelerinde
glukronize olur, safra ile bagirsaga tasinir, ileumdan tekrar emilir. Buna enterohepatik
dolasim denir. Kanda bulunan 25(OH)D3 ve 25(OH)D2 bobrege gelir, burada proksimal
tiibiiler hiicrelerde 1,25(0H)2Ds veya 1,25(0OH)2D2’ye dondistiiriiliir ve bu doniisiim
hidroksilaz enzimi sayesinde olur. Ve aktif D vitamini metaboliti olusur (Erdem &
Akbas).

2.4.2. D Vitamini Osteoblast ve Kemik Iliskisi
Osteoblastlar kemigin temel hiicreleridir; fibroblastlar, adipositler ve kondrositler

gibi mezenkimal kok hiicrelerden kaynak alirlar. 1,25(OH).Ds insan osteoblast
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diferansiyasyonunda, osteoblastlarin aktivite kontroliinde, kemik formasyonu ve kemik

rezorpsiyonu iizerinde direkt olarak etki gostermektedir (Pols & van Leeuwen, 2004).

Osteoblastlar tizerinde vitamin D reseptorlerinin olmasi, 1a,25dihidroksivitamin
D3 (1a,25D3)’iin hiicre iizerinde direkt olarak etki gosterebilmesini saglar. Fakat bu
etkinin blyilikligi diger pek ¢ok etkene baghdir. Vitamin D osteoblastlarin
diferansiyasyonu ve mineralizasyonu kadar proliferasyonunu da etkiler. Bu etkilesim
siire, dozaj ve osteoblastlarin orjinleri tarafindan degisebilmektedir. Vitamin D insan ve
rat osteoblastlarinda diferansiyasyon ve mineralizasyonu stimule ederken murin

osteoblastlarinda inhibitor etki gosterir (Van Driel & Van Leeuwen, 2014).

Vitamin D reseptorleri osteoblastlardaki gen ekspresyonlarini diizenlerken, Tip 1
kollajen olusumunu baskilar, kemik matriks proteinleri, osteokalsin ve osteopontin
proteinlerinin olusumunu arttirir. D vitamini RANK ligandinin (RANKL) sentezini
arttirir, RANKL paratiroid hormon ile birlikle ¢alisarak osteoklastlarin aktivitesini ve

diferansiyasyonunu arttirir bu sayede kemik rezorpsiyonunu diizenler (Fauci, 2008).

Vitamin D, Calbindin 9K’nin en 6nemli indiikleyicisidir. Calbindin 9K ince
bagirsakta bulunan Ca baglayict bir proteindir ve kalsiyumun eritrositlerden aktif
taginmasinda 6nemli bir rol Gistlendigi disiiniiliir. TRPV5 ve TRPV6 (transient receptor
potential vanilloid) da D vitaminine duyarli olan kalsiyum tasiyicilaridir ve bagirsak
epitelinde bulunurlar. D vitamininin aktif formu bu iki geni ve diger genleri uyararak
intestinal kalsiyum emilimini arttirir. Tiim bunlar goz Oniine alindiginda vitamin D

kalsiyum metabolizmasinda olduk¢a 6nemli bir rol oynar (Fauci, 2008).

Vitamin D reseptorii paratiroid bez iizerinde de bulunmaktadir. Bu bezden
salgilanan parathormon (PTH) kemikteki reseptorlerine baglanarak kandaki kalsiyum
konsantrasyonunu arttirir. Yine benzer sekilde bobrekteki reseptdrlerini de uyararak
kalsiyumun bagirsaktan geri emilimini arturarak kandaki kalsiyum seviyesini ylikseltir

(Fauci, 2008).

D vitamini diizeyi 150 ng/ml’nin {izerine ¢iktiginda D vitamini intoksikasyonu
olusur. Hastalarda hiperfosfatemi, hipertansiyon, istahsizlik, hiperkalsemi, damar
kalsifikasyonu, hiperkalsiiiri, nefrokalsinoz ve bdbrek yetmezligi goriilebilmektedir

(Burtis, Ashwood, & Bruns, 2012).
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2.5. MELATONIN

2.5.1. Melatoninin Tanimi ve Metabolizmasi

N- asetil 5-metoksi triptamin olarak bilinen melatonin hormonu pineal bezden
gece saatlerinde salgilanir ve bioritminin (sirkadiyen ritim) diizenlenmesinde rol oynar
(Claustrat, Brun, & Chazot, 2005). Melatonin, triptorandan sentezlenir ve salgilanmasi
pinealositler tarafindan gerceklestirilir. Bu hiicrelerin melatonin salgilamasi 1s1k ile durur.
Dolayisi ile melatonin hormonu gece 23:00-05:00 zamanlarinda pik yapar ve kan

konstantrasyon diizeyleri normalin 3-10 katina ¢ikar (Akin, 2003).

Dolasimdaki triptofan epifiz bezine gelir ve burada triptofan hidroksilaz enzimi
ile hidroksillenir. Olusan 5-OH triptofandan L-aromatik dekarboksilaz enzimi ile
karboksil grubu ayrilir ve bdylece serotonin meydana gelir. Pinealositler igerisinde
serotonin N-asetil serotonine ve sonrasinda da melatonine doniistiiriiliir (Ozgiiner Fehmi
1995) (Sekil 6).
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(N- asetil S-metoksitriptamin)

Sekil 6:Melatoninin iiretimi
Melatonin iiretiminin %80°1 pineal yani epifiz bezinde gerceklestirilirken
plateletler, retina, lakrimal bezler ve eritrositlerden de melatonin sentezi yapilabildigi

bilidirilmistir (Cardinali DP, 1998).
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Melatonin karacigerde metabolize olur, 6-hidroksimel’e doniistiiriiliir ve bu
sekilde idrarla atilir. Idrarda melatonin 6-hidroksimel tetkiki 6zellikle ¢ocuklarda pineal

bezin islevinin degerlendirilmesi i¢in kullanilir (S M Webb 1995).

Melatoninin MT1, MT2 ve MT3 olmak tizere ii¢ adet reseptorii vardir. Bu
cesitlilik sayesinde farkli dokularda farkli etkiler gdsterebilir. Islevlerine baktirgimizda
sirkadiyen ritm disinda, homeostazisi saglar, linoleik asitin hiicre igerisine girmesini
saglayan reseptorleri azaltarak antikarsinojenik etki gosterir, "OH, "H2 Oz, "O2 , "HOCI,
"NO, ONOO gibi radikalleri temizleyerek direkt antioksidan etki olusturur (Salt, 2017).
Bunun disinda daha fazla birgok etkisinin oldugu diisiiniilmekte ve hala bu etkinlikleri

yogun olarak arastirilmaktadir.

2.5.2. Melatonin Osteoblast ve Kemik Tliskisi

Melatoninin kemik dokusu {iizerindeki etkileri direktir. Melatonin salgisinin
baskilanmasi serum kalsiyum seviyesini diisiiriir, melatonin uygulamasi ise bu seviyeyi
artirtir. Ovariektomi yapilmis sicanlarla yapilan bir hayvan deneyi sonuclarina gore
melatonin uygulamasi bu si¢anlardaki kemik kaybini azaltmistir. Melatoninin kemik
tizerindeki bu etkilerini otokoidler iizerinden ve kemik matrix proteinlerini arttirarak

yaptig1 diistiniilmektedir (Ostrowska et al., 2002).

Osteoblastik bir protein olan osteoprotegerin melatonin ile artmistir. Giiniimiizde
yaygin olarak postmenapozal donemde osteoporoza karsi kullanilan bisfosfonatlara ilave
olarak melatonin uygulamasinin gerek direkt kemik {izerine olumlu etkileri ve gerekse bu
ilaglara bagli yan etkileri azalatarak kemik koruyucu etkiyi gili¢lendirebilecegi
diisiiniilmektedir. Nitekim alendronatin neden oldugu gastrik hasara kars1 melatoninin

koruyucu etkisi gosterilmistir (Sener et al., 2005).

2.6. DENEYDE UYGULANAN TESTLER

2.6.1. Metil Tiazoldifenil Tetrazolyum (MTT) Test Yontemi

MTT testi hiicresel canliligi, proliferasyonu ve sitotoksissiteyi degerlendiren
enzimatik bir test yontemidir (Vellonen, Honkakoski, & Urtti, 2004). Mossman
tarafindan bulunup gelistirilmistir (Kumar, Nagarajan, & Uchil, 2018). Testin
mekanizmasi sar1 renkli tetrazolium tuzlarinin [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphentyltetrazolium bromide] hiicreler tarafindan hiicre igerisine alinmasi ve “siiksinat

dehidrogenaz” isimli bir mitokondriyal enzim tarafindan parcalanmasi esasina dayanir.
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Ortaya ¢ikan tetrazolium formazan (1-[4,5- dimethylthiazol-2-yl]-3,5-diphenylformazan)
mor renkli ve suda ¢éziinmeyen bir yapidir (van de Loosdrecht, Nennie, Ossenkoppele,
Beelen, & Langenhuijsen, 1991). Tetrazolium formazan DMSO gibi organik bir
¢oOziiciide ¢oziildiigiinde gruplarin optik yogunuklar1 bir spektrofotometre ile dlgiilerek

belirli degerler elde edilir (Holst-Hansen, 1998).

“Siiksinat dehidrogenaz” mitokondriyal bir enzim oldugu i¢in mitokondriyal
aktivitesi fazla olan, aktif ve canlilig1 yiiksek olan hiicreler tetrazolium formazan olusumu
ile dogru iliskili sekilde iliskilendirilir.

Bu testteki formazan kristallerinin yogunlugu kiiltiiriin yapisinda ve hiicre
serilerine gore degisiklik gosterebilir. Bu nedenle ozellikle ph ve besiyerinin glikoz

degerleri agisindan titizlikle optimize edilmis olmas1 gerekmektedir.

MTT test sonuclarinin gruplararasi karsilastirilmasinda degerin yiiksek oldugu
grupta hiicre canlilig1 ve proliferasyonun yiiksek, sitotoksisitenin diigiik oldugu varsayilir.
Calismamizda hiicre canlilig1 ve proliferasyonunu degerlendirmek amaciyla MTT test

yontemini kullandik.

2.6.2. ELISA Testleri: ALP, Caspase-3 ve IL-8

Kemik yapimi ve remodeling esnasinda osteoblastlar arasinda bulunan osteoid
yapinin lizerine Ca (Kalsiyum) tuzlari ¢oker, bu sayede kemigin organik matriksi
mineralize olur ve direnci artar. Bu ¢O0kme isleminin Oncesinde osteoblastlar
sitoplazmalarinda ALP (Alkalen Fosfataz) sentezler ve hiicre disina gonderir. Bu
sebeptendir ki Alkalen fosfataz (ALP) kemik minerilizasyonunun ana belirteglerinden
biridir (Fedde, 1992). ALP sadece Ca tuzlarinin ¢okmesi isleminde goérev almaz ayni

zamanda kolajen fibrillerin olusmasinda da yardimci olur.

Kemik yapimimnin 6nemli bir marker1 olan ALP aslinda osteoblastin hiicre
membranindadir ve bu yapim esnasinda kana salinir. Paget hastaligi, osteomalazi ve
rasitizm gibi kemik metabolizmasi bozukluklarinda tedaviye yaniti belirler, travma
durumlarinda iyilesme takibinde izlenilir (Franz-Odendaal, Hall, & Witten, 2006).
Osteoblastlar kemik matriksini depolama esnasinda yiliksek diizeyde ALP salgilarlar
(Delmas et al., 2000).
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Ortamdaki ALP diizeyi ile aktif bir kemik yapimi ve minerilizasyon arasinda
dogru orantili bir iligski oldugu diisiiniiliir. Biz de ¢alismamizda aktif kemik yapimini

goriintiilemek amaciyla ALP testi yapmay1 planladik.

Caspase proteinleri (cysteine aspartate specific proteases) proteaz enzimlerdir. 14
tane izoformu bulunmustur ve 3 ayr1 grupta incelenirler. Bunlar; baslatici, etkileyici ve
inflamatuar caspaselardir. Bu ailedeki Caspase-3 programli hiicre 6liimii yani “apoptoz”
un gostergesidir. Dolayisi ile ortamdaki Caspase-3 diizeyi ile apoptozun dogru iliskili

oldugu diisiiniiliir (Coskun & Ozgiir, 2011).

Apoptoz mekanizmasina bakildiginda caspase proteinleri, bax ve p53’iin 6nemli
rolii bulunmaktadir. Caspase proteinleri temel olarak baslatici ve efektor olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir. Hiicrede sitozolde yer alan caspasselar sistein proteazlar olarak da
isimlendirilirler. Asil gorevleri DNA polimeraz enziminin aktive olmasini engellemek
boylece hiicreyi apopotoza siiriiklemektir. Bir patolojik durum olustugunda caspaselar
aktive olur ve apopotoz aktive edici faktor 1 (apaf-1)’i tetikler, mitokondriden sitokrom
¢ serbestlenir. Olusan apaf-1 ile sitokrom c ve caspase-9 birlesir boylece apoptozomu
olusturur. Apoptozom ise caspase-3’i aktifleyerek hiicreyi apoptoza gotiiriir (Abedin,
Wang, McDonnell, Lehmann, & Kelekar, 2007).

Gorildigi gibi caspase-3 proteini apoptozun son basamagi olup en etkili
gostergelerinden biridir. Bu sebeple ¢alismamizda osteoblastlarin apoptoz etkinligini

incelemek adina caspase-3 tayinini sectik.

Pro inflamatuar ve notrofil kemoatraktani olarak bilinen bir sitokin olan IL-8 in
direkt olarak kemik yapici etkileri baskiladigini belirtilmistir (Bendre et al., 2003), (Rothe
et al., 1998). Dolayisi ile ortamdaki IL-8 konsantrasyonu ile kemik yapiminin ters iligkili

oldugu diisiiniilmektedir.

2.6.3. Tezde Incelenen Gen Expresyonlari: BMP-2, RUNX-2, OSX

Kemik morfogenetik proteinler “transforme edici biiyiime faktori-p (TGF-B)”
ailesinin iiyesidirler. Bu smifta 10 adet protein yer alir. Kemik Morfogenetik protein-2
(BMP-2) osteoblast diferansiyasyonunu stimiile ettigi i¢in kemik yapiminin giiclii
indiikleyicileri arasinda yer alir (Reddi, 1998). BMP-2 nin hedef genleri iskelet
gelisiminde 6nemli role sahip transkripsiyon faktorleri olan RUNX-2 ve Osterix’ tir

(Reddi, 1998).
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BMP-2 sinyal yolagi Osterix ve RUNX-2 gibi temel kemik transkripsyon
genlerinin ¢alismasini indiikler. Cinko azligi gibi BMP-2 sinyalini azaltici durumlarda
kemige spesifik transkripsiyon faktorlerinin (RUNX-2,0SX) ekspresyonlarinin da
azaldig1 goriilmistiir (Cho & Kwun, 2018).

BMP proteinleri osteogenezisste temel rol oynayan biyolojik faktorlerden biridir.
BMP proteinler transforme biiylime faktorleri (TGF- p) ailesinden olup kemik
matriksinin sentezi, hiicre proliferasyonu ve diferansiyasyonunda gorevlidir (Garrison et

al., 2010; Kugimiya et al., 2005).

BMP proteinleri kemik dokusu formasyonunu mezenkimal kok hiicreleri
osteoblastik ve kondroblastik hiicrelere farklilastirarak gerceklestirir (Yilgor, Tuzlakoglu,
Reis, Hasirci, & Hasirci, 2009). Kemik dokunun morfogenezine en etkili proteinler BMP-
2 ve BMP-7 “dir (Bessa, Casal, & Reis, 2008). Diger BMP’ler gibi BMP-2"nin kikirdak
ve kemik doku gelisiminde 6zellikli bir roli bulunmaktadir (Chen, Zhao, & Mundy,
2004). Ayrica BMP-2’nin BMP’ler igerisinde osteoindiiktif 6zelligi en fazla olan protein
oldugu tespit edilmistir (Groeneveld & Burger, 2000).

Suzuki ve ark. (1995) yaptig1 calismada BMP-2"nin bulundugu yerler olarak; ¢ene
kemikleri, diiz ve ¢izgli kaslar, trakeal epitel, gelismekteki dis germini belirtmistir.
Embriyojenik yapida olan hiicrelerin BMP’lere yanit vererek kikirdak ve kemik hiicresine
doniismesi BMP’leri iskelet sisteminin temel elemanlar arasina sokmaktadir (Mishina,
Suzuki, Ueno, & Behringer, 1995).

Osterix kisaltmasiyla OSX, kemik formasyonu ve osteoblast diferensiyasyonu
icin esansiyel bir osteoblast-spesifik transkripsiyon faktoriidiir. Osteoblast merkezli
kemik formasyonunu ve osteoklast iliskili kemik remodelingini kontrol eder. OSX mutant
embriyolarinda, bu genin ekspresyonu i¢in gerekli olan belirli genler bozuldugunda,

kemik olusamadig1 gozlenmistir (Wang, Liao, & Cao, 2016).

OSX preosteoblastlarin osteoblast ve osteositlere doniisme siirecinde gorev alan,
osteoblastlara 6zel bir transkripsiyon faktoriidiir. OSX mutant1 embriyolar kemik doku
olusturamamakta ve osteoblastlara 6zgii genleri eksprese edememektedirler. Dogum
sonras1t OSX inaktivasyonu gerceklestirilen farelerde yeni kemik formasyonu, mineralize
kikirdak rezoprsiyonu, osteosit fonksiyon ve maturasyonu ger¢eklesememektedir (Sinha
& Zhou, 2013).
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Runt-ilisliki transkripsyon faktorii 2 (RUNX-2) diger adiyla “core-binding factor
subunit alpha-1 (CBF-alpha-1)” insanlarda RUNX’ geni ile kodlanmis bir proteindir.
RUNX-2 osteoblast diferansiyasyonu ile iligskilendirilen ana faktérdiir (Komori, 2019).

RUNX-2 erken osteoblast soy hiicrelerini ve osteoblastogenezisin birincil
belirleyicisi olarak ifade edilen bir transkripsiyon faktoriidiir. Kemik dokusunun gelisimi
yetiskinlerde mineral dengesi ve kemik kiitlesi ile birlikte osteoblast hattinda diizenlenen
bir siiregtir. Kemigi forme eden hiicrelerin alt popiilasyonunu ile karakterize olarak bu
asamaya 0zgii fenotipleri elde etmesiyle, olduk¢a diizenlenmis bir farklilagsma programi
yoluyla ilerler (Komori, 2011). Osteoblastlarin farklilasmasi ve olusumunun bir kismi

RUNX-2 geninin ekpresyonu ile gergeklesmektedir (Lian et al., 2006; Long, 2012).

Farelerde bu genin ablasyonunun iskeletsel mineralizasyonunun gerceklesmemesi
ve dis gelisimin tomurcuk asamasinda kalmasi ile karakterize oldugu gosterilmekle
beraber insandaki islevinin bozulmus olmas1 kleidokranyal displazi ile sonu¢lanmaktadir

(Hecht et al., 2007; Otto, Kanegane, & Mundlos, 2002).

RUNX-2 osteoblastogeneziste kompleks bir gen regiilasyon agini kontrol
etmektedir (Vaes et al., 2006). OSX dahil olmak iizere ¢esitli osteoblast soyuna 6zgii
genler olan OSX (Osterix), Ocn (osteokalsin) ve Bsp (kemik sialoprotein)’i arttirtken non
osteoblast genleri de ki bu genlerin bir kismi olan PPAR-y (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma) and MyoD (myogenic differentiation)’t baskilamaktadir
(Gersbach, Byers, Pavlath, & Garcia, 2004; Jeon et al., 2003; Zhang et al., 2012).
Calismalar RUNX-2’nin ¢oklu diizenleyici faktér smiflariyla etkileserek gen
ekspresyonunu kontrol ettigini gostermistir (Schroeder, Jensen, & Westendorf, 2005).

Bu zamana kadar ki ¢alismalarla elde edilen veriler sonucunda meme ve prostat
kanserleri gibi ¢esitli solid tiimorlerin RUNX-2 eksprese ettigini ve RUNX-2
ekspresyonunun kemik metastazi gelisimi ve ardindan osteoliz ile 6nemli dlctide iligkili
oldugunu gostermistir (Akech et al., 2010; Khalid et al., 2008; Sase et al., 2012; Van der
Deen et al., 2010).

Arastirmalar, RUNX-2 proteininin, kemik olusturan hiicrelerin (osteoblastlar)
gelisiminde ve dislerin gelisiminde rol oynayan bir dizi diger geni diizenleyen bir
"anahtar" gérevi gordiigiinii ortaya ¢ikaracak kanitlar sunmaktadir. RUNX-2 geninin bir
segmentinin fazladan bir kopyasi (duplikasyonu), metafizeal displazi, maksiller hipoplazi

ve brakidaktili ad1 verilen bir bozukluga neden olur. Bu durum, uzun kemiklerin uglarina
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yakin anormallikler (metafizler), az gelismis {ist gene kemigi (maksilla) ve kisa parmaklar
(brakidaktili) ile karakterizedir. Bu bozuklukta baska iskelet anormallikleri de ortaya
¢ikabilir (Bruderer, Richards, Alini, & Stoddart, 2014).

Paratroid hormonu RUNX-2’nin ekspresyonunu arttiriken vitamin D de RUNX-
2 hedef hiicrelerini regiile etmektedir (Jensen, Gopalakrishnan, & Westendorf, 2010;
Stein et al., 2004).

Bu bilgiler dogrultusunda ortamda BMP-2, RUNX-2 ve OSX ekspresyonlarinin
artmasi kemik yapimi, osteoblast proliferasyonu ve diferansiyasyonunda artma olarak

iligkilendirilebilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis Cene
Cerrahisi Anabilim Dali ile istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma

Enstitlisii Genetik Boliimii’niin isbirligi ile gergeklestirilmistir.

Bu ¢alismada, melatoninin ve D vitamininin, zoledronik asit (ZA) uygulanmis
osteoblastlarin canlilik, proliferasyon ve toksisite degerleri tizerindeki etkilerinin BMP-
2, RUNX-2, OSX gen ekspresyonlari, ALP, caspase-3 ve IL-8 ile arastirilmasi

amaglanmstir.

Deneyde kullanilan D vitamini, “la,25-Dihydroxyvitamin D3 > 99% (HPLC)”
ozelligindedir ve “Sigma-Aldrich” tarafindan temin edilmistir (Sekil 7).

Deneyde kullanilan melatonin, “Melatonin powder, > 98% (TLC)” 6zelligindedir
ve “Sigma-Aldrich” tarafindan temin edilmistir (Sekil 8).

Deneyde kullanilan zoledronik asit, “Zoledronic acid monohydrate > 98%

(HPLC), > 98% (TLC)” 6zelligindedir ve “Sigma-Aldrich” tarafindan temin edilmistir
(Sekil 9).



D1530- 1006 =
1a,25-Di
299% ,,,?L CD 'hYdm

Sekil 8:Melatonin powder, >98% (TLC)Sigma-Aldrich
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Sekil 9:Zoledronic acid monohydrate >98% (HPLC), >98% Sigma-
Aldrich

Deneyde kullanilan osteoblast hiicre kiiltiirleri insan kaynakli stirekli osteoblast
hiicre kiiltiirleridir (nFOB 1.19) ve American Type Culture Collection (ATCC®),
(Rockville, MD, USA) tarafindan temin edilmistir.

3.1. DENEY GRUPLARI

Deney, 8 ana grup ve bu gruplarin farkli konsantrasyonlarini igeren 18 alt gruptan
olusmaktadir. Her alt grup 24 ve 48.saatlerde in vitro olarak incelenmistir. Boylece 36
grup elde edilmistir. ZA konsantrasyonlar1 10 ve 50uM olacak sekilde iki grup olarak
olusturulmustur. D vitamini de 10 ve 100uM olacak sekilde iki konsantrasyonda

kullanilmigtir, melatonin ise 40 uM konsantrasyonda tek grup olarak calisiimistir.

1. Grup (kontrol grubu)

Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine

herhangi bir ek yapilmamastir.



2. Grup (ZA 10-50uM)

a)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine,

uM Zoledronik Asit eklemesi yapilmistir.

b)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine,

UM Zoledronik Asit eklemesi yapilmistir.

3. Grup (ZA 10-50uM + M + D 10-100 uM)

a)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine,

uM Zoledronik Asit, 40 uM melatonin ve 10 uM D vitamini eklemesi yapilmistir.

b)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine,

uM Zoledronik Asit, 40 uM melatonin ve 100 uM D vitamini eklemesi yapilmustir.

¢)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine,

uM Zoledronik Asit, 40 uM melatonin ve 10 uM D vitamini eklemesi yapilmistir.

d)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine,

uM Zoledronik Asit, 40 uM melatonin ve 100 uM D vitamini eklemesi yapilmustir.

4. Grup (ZA 10-50uM + M)

a)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiirline,

uM Zoledronik Asit, 40 uM melatonin eklemesi yapilmuistir.

b)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine,

uM Zoledronik Asit, 40 uM melatonin eklemesi yapilmistir.

5. Grup (ZA 10-50uM + D 10-100uM)

a)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine,

uM Zoledronik Asit, 10 uM D vitamini eklemesi yapilmistir.

b)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine,

uM Zoledronik Asit, 100 uM D vitamini eklemesi yapilmuistir.
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¢)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine, 50

uM Zoledronik Asit, 10 uM D vitamini eklemesi yapilmistir.

d)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine, 50

uM Zoledronik Asit, 100 uM D vitamini eklemesi yapilmuistir.

6. Grup (M)

a)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine

yalnizca 40 uM melatonin eklemesi yapilmastir.

7. Grup (D10-100uM)

a)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine

yalnizcal0 pM D vitamini eklemesi yapilmistir.

b)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine

yalnizcal 00 uM D vitamini eklemesi yapilmistir.

8. Grup (M+D10-100uM)

a)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine, 40

uM melatonin ve 10 uM D vitamini eklemesi yapilmistir.

b)Bu grubu olusturmak amaciyla ilgili kuyucuktaki osteoblast hiicre kiiltiiriine, 40

uM melatonin ve 100 pM D vitamini eklemesi yapilmistir.

3.2. DENEY ASAMALARI

3.2.1. Deney Medium’unun Hazirlanmasi
e 50 ml Fetal Bovine Serum (Capricorn Scientific), (Ebsdorfergrund,

Germany)

e 500 ml F12 Medium Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Wisent
Bioproducts), (Quebec, Canada)

e 1,5 ml G418 Geneticin (InvivoGen) (Toulouse, France),
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igerikleri iiretici firmanim (American Type Culture Collection (ATCC®), (Rockville, MD,

USA) onerileri dogrultusunda karistirilarak hiicre besiyeri hazirlandi.

Elde edilen kiiltiir vasati, steril filtrasyon sistemi yardimiyla filtre edildi ve ana
stok haline getirildi. Deney igerisinde kolay kullanim saglamak amaciyla falconlara

boliindii ve +4 °C’de sogutucu igerisinde bekletildi.

3.2.2. Hiicre Ekimi ve Pasajlama
Sivi azot tankindan 2 ml’lik tiipler halinde ¢ikartilan insan osteoblast hiicreleri,
¢ozlinebilmesi i¢in +37°C sivi banyosunda (Memmert GmbH + Co., Germany) 2 dakika

stireyle ¢ozdiirtildii.

Hiicreden 1 ml alinarak 9 ml medium iizerine eklendi. Olusan karistm 1500
rpm’de 5 dk santriflij edildi (Sekil 10). Santrifiijden sonra siipernatant atilarak pellet
medium igerisinde ¢dzdiiriildii. Medium icerisinde ¢dzdiiriilen hiicreler 75 cm®’ liik hiicre
flusklarina ekildi. Hazirlanan 4 adet flusk % 5 CO2 ve %95 atmosferik hava i¢eren, 37°C
buhara doymus CO; inkiibatériine (Inkiibatéor Therma Form Direct Heat, USA)
yerlestirildi.

RpoTiInas 38 TR

Sekil 10:Hettich® ROTINA 38/38R santrifiij makinesi (Sigma- Aldrich)
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Hiicreler Pazartesi, Carsamba ve Cuma giinleri olmak iizere pasajlandi. Pasajlama
stirecinde medium ¢ekildikten sonra flusk PBS (phosphate buffered saline) ile yikandi.
Yapisan hiicre tipinde olan hiicrelere Tripsin ile muamele edilerek kaldirildi. Daha sonra
hiicreler falkona alinarak medium ile tripsinin etkisi seyreltildi ve santrifiij edildi.
Stipernatant kismi atilarak pellet taze mediumda ¢ozdiiriildii ve yeni fluska alindi. Bu
stirecte  hiicrelerin mikroskop altinda yogunluklari ve yiizey yapiskanliklart

degerlendirildi ayrica mantar ve bakteri kontaminasyonuna karsi incelendi (Sekil 11).

Sekil 11:Mikroskop altinda kuyucuklarin incelenmesi

Sonrasinda 4 adet flusk igerisindeki medium pipetler ile ¢ekilerek atildi. Geride
kalan mediumun uzaklastirilmas1 amaciyla flusklar 5 ml PBS (Wisent Bioproducts),

(Quebec, Canada) ile yikandi. Yikama yapilan PBS tekrar pipetlerle ¢ekilerek dokiildii.
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Flusk yiizeyine yapisan osteoblastlarin serbest-yiizer hale ge¢mesi i¢in 25 cm®
liik 4 adet fluska her birine 3 ml olacak sekilde Trypsin-EDTA (%0,05 Trypsin, PBS ile
¢ozlinmiis EDTA, Biochrom KG, Seromed, Berlin, Trypsin-EDTA Solution) ve 7 ml
medium eklendi ve inkiibatorde 5 dakika bekletildi. Bekleme sonrasi pipetaj yapilarak

tiim hiicrelerin homojen bir sekilde yiizmesi saglandi.

4 adet 75’lik flusktaki 10’ar ml’lik karisim 40 ml olacak sekilde bir falconda
birlestirildi. Bu karisimin igerisinden 1 ml 6rnek alindi ve hiicre sayimi igin ViCell™ (Vi-
Cell XR, Beckman Coulter, USA) (Sekil 12) cihazina yerlestirildi. Yapilan 6lgiimler
sonucunda hiicre canlilig1 %90,6 1 ml deki hiicre sayis1 da 730.000 olarak hesaplandi.

Sekil 12:Vi-Cell XR™, Beckman Coulter, USA
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Ornegin alindig1 toplama falconu sonrasinda 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilip
hiicrelerin tabana ¢okmesi sagland1 (Sekil 13). Ust tabakada kalan s1v1 dokiildii ve tabana
yapisan osteoblastlarin serbest hale gelmesi i¢in falcona vuruldu ve yeni medium 40 ml
olarak eklendi. Boylece 40 ml’sinde 29.2 milyon osteoblast olacak sekilde ana hiicre

stogu hazirlanmis oldu.

Sekil 13:Santirfiij sonras1 dibe ¢oken ve tabana yapisan osteoblastlar

3.2.3. Deney Diizenegi
Deney diizenegi PCR ve ELISA incelemelerinin yapilacagi 6 well’ler ve MTT nin
yapilacagi 96’11k kuyucuklu deney olmak tizere ikiye ayrildi.

96’11 iki adet plate’e her bir kuyuya 25.000 hiicre gelecek sekilde 0.3 ml ana hiicre
stogundan ekim yapild1 ve herbirinin {izerine 1,7 ml bos medium eklendi. Boylece her
kuyucukta 2 ml’lik s1vi hacmi olusturuldu. Iki platein biri 24.saat biri 48.saat olmak iizere
isaretleme yapildi. 96’11k plateler bu sekilde 24 saat inkiibatorde bekletildi (Sekil 14). 24

saat sonunda asagidaki deney diizenegi seklinde gruplar olusturuldu ve konsantrasyona
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uygun maddeler eklendi (Tablo 7:MTT i¢in hazirlanan 96’lik plate ve deney gruplarinin
kuyucuklara dagitilmast).

Sekil 14:96’lik platelere yapilan hiicre ekimleri

Tablo 7:MTT i¢in hazirlanan 96’lik plate ve deney gruplarimin kuyucuklara dagitilmasi
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

G Mmoo @ >
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Al-A2: 1.Grup (kontrol grubu

A3-A4: 2.1. Grup (ZA 10uM)

A9-A10: 3.2. Grup (ZA 10+ M + D 100 uM)

B3-B4: 4.1. Grup (ZA 10 uM + M)

B9-B10: 5.2. Grup (ZA 10uM + D 100uM)
B11-B12: 5.3. Grup (ZA 50uM + D 10uM)

C1-C2:5.4. Grup (ZA 50uM + D 100uM)

C5-C6: 7.1. Grup (D10uM)

C7-C8: 7.2. Grup (D100unM)
C9-C10: 8.1. Grup (M+D10uM)

PCR ve ELISA degerlendirmeleri i¢in 6 wellere her bir kuyucukta 350.000 hiicre

olacak sekilde ana stoktan 0,5 ml ekim yapildi. Uzerlerine 1,5’ar ml bos mediumlar

eklendi boylece her kuyuda 2 ml hacim saglanmis oldu. 6 weller de her bir saat icin 6
adet olacak sekilde 12 adet hazirlandi ve bu sekilde inkiibatorde 37°C de 24 saat bekletildi
(Sekil 15). Sonrasinda grup isimlerinin igerdigi igerikler eklendi ve bekleme siireleri

baslatildi (Tablo 8).
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Tablo 8:PCR ve ELISA testleri icin hazirlanan 6 well diizenegi ve ait oldugu deney
gruplarinin dagitimi

Sekil 15:6-well’lere yapilan hiicre ekimleri




51

3.2.4. MTT Testi

MTT testi olarak Boster firmasinin MTT Cell Proliferation and Cytotoxicity
Assay Kit’i kullanilmistir. “Assay Buffer” hazirlanmasi igin 100 ml distile su igerisinde
“Hiicre Bazli Assay Buffer Tablet” ¢oziildii. Hazirlanan ¢ozeltiye toz haldeki “MTT
Reagant” eklendi ve karistirildi. Olusan sar1 renkli ¢ozelti deneyde kullanilmak {izere

alikotlandi.

96 kuyucuklu kaplar 24. ve 48. saatte inkiibatorden ¢ikartildi. Her kuyucuktan 100
pl olacak sekilde sivi ¢ekildi ve yine her bir kuyucuga hazirlanan MTT Reagent
soliisyonundan 4 uM olacak sekilde eklendi ve pipetaj yapildi. Daha sonra 96’11k welller
yaklasik 2,5 saat CO; inkiibatoriinde (Inkiibator Therma Form Direct Heat, USA)
birakildi. Bu sirada 1 sise “Crystal Dissolving SDS” ve 1 sise “Crystal Dissolving
(hidroklorid)” birbirlerine iginde ¢oziilerek “Crystal Dissolving” soliisyonu hazirlandi.

24., 48. saatlerin her biri igin ayr1 “Crystal Dissolving” soliisyonlar1 hazirlandi.

2,5 saatlik beklemeden sonra yine her bir kuyucuga 30 uM olacak sekilde DMSO
eklendi. DMSO eklenen 96°1ik weller tekrar CO- inkiibatoriine (Inkiibatér Therma Form
Direct Heat, USA) yerlestirildi ve 15 dakika karanlikta bekletildi. Bu siire sonunda
cikartilan kaplar 570 nm dalga boyunda spektrofotometrede ELISA ( ELX800 Universal
Microplate Reader, BIOTEK Instruments, USA) mikroplate okuyucuda 6l¢iildii.

3.2.5. ELISA Testleri
PCR ve ELISA incelemeleri i¢in 6 weller ile hazirlanan deney diizenekleri
kullanildi. 6 wellerde bulunan supernatant ve platein tabanina yapigsmis osteoblastlar

oncelikle ayrildi.

6 wellerden elde edilen siipernatanlar ELISA deneyleri i¢in toplandi. Hiicreler ise

DNA izolasyonu ve PCR analizleri i¢in kullanildi.

Elde edilen supernatantlar ile ALP, IL-8 ve Caspase-3 testleri yapildi. ELISA
testlerinde caspase-3 i¢in Boster firmasimin PicoKine (Human Caspase-3 PicoKine™
ELISA Kit) kiti, ALP i¢in Fine Test firmasinin ALP (Human ALP (Alkaline Phosphatase)
ELISA Kit) kiti ve IL-8 i¢in ise Human IL-8 ELISA Kit PicoKine™ kiti uygulandi. Her

kitin kendine ait protokolleri uygulanarak dilue edici ajanlar ile standartlar hazirlandu.
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Yikama ve ekleme protokollerinin sonunda 96’lik plateler her bir test i¢in
microplate okuyucuya (ELx800™ Universal Microplate Reader, BIOTEK Instruments,
USA) yerlestirildi ve sonuglar not edildi.

3.2.6. GEN Ekspresyonlar1-RT-PCR
RT-PCR testleri i¢gin 6 wellerden kaziyarak toplanan hiicrelerden (Sekil 16) RNA
izolasyon islemi ZymoResearch firmasinin Direct-zol™ RNA MiniPrep w/TRI-Reagent

kiti kullanilarak gerceklestirildi.

Sekil 16:6-well’lerden elde edilen osteoblast hiicreleri ve gruplara gore RNA izolasyonu i¢in
hazirlanmasi

Sonrasinda elde edilen mRNA’lardan cDNA olusturmak i¢in Bioline firmasinin
“SensiFAST ™ cDNA Synthesis Kit” kiti kullanildi. Elde edilen cDNA’lar ile RT-PCR
deneyi yapildi, OSX, RUNX-2 VE BMP-2 genlerine bakild:.

Elde edilen c-DNA’lara PCR isleminin gergeklestirilmesi i¢in Bioline firmasinin
“SensiFAST ™ SYBR No-ROX Kit” kiti uygulandi ve hazirlanan plate Roche firmasinin
LightCycler® 480’ine yerlestirildi. (Sekil 17). Ayni1 makinenin yaziliminda okumasi
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yapildi ve sonuglar not edildi. PCR incelemelerinde bu hiicrelerdeki RUNX-2, OSX ve
BMP-2 degerleri degerlendirildi.

—

Sekil 17:LightCycler® 480

3.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler icin IBM
SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, New York, ABD) programi kullanildi. Calisma verileri
degerlendirilirken parametrelerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi
ile degerlendirilmis ve parametrelerin normal dagilim gostermedigi saptanmuistir.
Parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farkliliga neden
¢ikan grubun tespitinde Dunns’s testi kullanildi. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde
degerlendirildi.



4.1. MTT TEST SONUCLARI

Tablo 9:24 saatteki gruplarin MTT test sonuclarinin istatistiksel degerlendirilmesi.

4. BULGULAR
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MTT

Ort£SS (medyan)

G1:24h sadece osteoblast
G2:24h ZA 10

G3:24h ZA 50

G4:24h ZA10 + MLT + D10
G5:24h ZA10 + MLT + D100
G6:24h ZA50 + MLT + D10
G7:24h ZA50 + MLT + D100
G8:24h ZA10 + MLT

G9:24h ZA50 + MLT
G10:24h ZA10 + D10
G11:24h ZA10 + D100
G12:24h ZA50 + D10
G13:24h ZA50 + D100
G14:24h MLT

G15:24h D10

G16:24h D100

G17:24h MLT + D10
G18:24h MLT + D100

0,281+0,01 (0,281)
0,326+0,02 (0,326)
0,3070,04 (0,307)
0,2380,04 (0,238)
0,4030,16 (0,403)
0,357+0,07 (0,357)
0,2590,06 (0,259)
0,255+0,03 (0,255)
0,216+0,02 (0,216)
0,167+0 (0,167)
0,237+0,06 (0,237)
0,189:0,06 (0,189)
0,247+0,09 (0,247)
0,2110,02 (0,211)
0,205+0,03 (0,205)
0,236:0,1 (0,236)
0,1730 (0,173)
0,1910,02 (0,191)

Tablo 10:48 saatteki gruplarin MTT test sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi.

G19:48h sadece osteoblast
G20:48h ZA 10

G21:48h ZA 50

G22:48h ZA10 + MLT + D10
G23:48h ZA10 + MLT + D100
G24:48h ZA50 + MLT + D10
G25:48h ZA50 + MLT + D100

0,187+0,01 (0,187)
0,165+0,01 (0,165)
0,144+0,01 (0,144)
0,175+0,01 (0,175)
0,206+0,01 (0,206)
0,121+0 (0,121)

0,122+0 (0,122)
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G26:48h ZA10 + MLT
G27:48h ZA50 + MLT
(G28:48h ZA10 + D10
(G29:48h ZA10 + D100
G30:48h ZA50 + D10
G31:48h ZA50 + D100
G32:48h MLT
G33:48h D10

G34:48h D100
G35:48h MLT + D10
G36:48h MLT + D100

0,175+0,01 (0,175)
0,158+0,02 (0,158)
0,223+0 (0,223)

0,203+0,01 (0,203)
0,166+0,02 (0,166)
0,117+0,01 (0,117)
0,1620 (0,162)

0,175+0,01 (0,175)
0,182:0,01 (0,182)
0,157+0,01 (0,157)
0,14+0,03 (0,14)

4.1.1. MTT Test Sonuclarimin Karsilastirilmasi

Gruplar arasinda MTT diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmaktadir (p:0.005; p<0.05). Anlamliligin hangi gruptan kaynaklandiginin tespiti

icin Dunn’s testi uygulanmaistir.

Zoledronik asit ve osteoblast tizerine etkilerini incelemek i¢in kontrol gruplari, 10

ve 50 uM ZA gruplarinin 24. ve 48. saatleri karsilastirildiginda 24 saat verilerinde

istatistiksel olarak anlamli bir degerlendirme bulunamamustir. 48. saatteki degerler ise 24.

saatteki tiim degerlerden istatistiksel olarak anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bu sonug

zoledronik asidin doz ve siire arttikga (24.sa sonrasinda) hiicre canliligi igin olumsuz

etkileri ortaya ¢ikarmaya basladigi seklinde yorumlanabilir (Sekil 18).
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0,35 0,326

0,307
0,187
0,165

0,3 0,281
0,25
0,2
015 0,144
0,1
0,05
0
1

B G1:24h sadece osteoblast W G2:24h ZA 10

mG3:24h ZA 50 m G19:48h sadece osteoblast
mG20:48h ZA 10 mG21:48h ZA 50

Sekil 18:Zoledronik asidin MTT testi iizerine etkisi

24 ve 48 saat MTT sonuglarinda D vitamini ve melatoninin hiicre canliligina
pozitif etki etmedigi hatta MTT degerlerini diistirdiigli gézlemlenmistir ancak sonuglar

istatistik olarak anlamli bulunmamustir. (Sekil 19, Sekil 20).

03 0,281

0,236

0,25

1

B G1:24h sadece osteoblast W G14:24h MLT ™ G15:24h D10 ™ G16:24h D100

0,2

0,15

0,1

0,05

Sekil 19:D vitamini ve melatoninin osteoblastlar iizerine etkisi MTT 24.saat
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0,19 0,187
0,185 0,182
0,18

0,175

0,175
0,17

0,165

0,162

0,16
0,155

0,15

0,145
1

W G19:48h sadece osteoblast m G32:48h MLT m G33:48h D10 (G34:48h D100

Sekil 20:D vitamini ve melatoninin osteoblastlar iizerine etkisi MTT 48.saat

Gruplar karsilagtirildiginda 50 uM ZA igeren grupta 48. saatteki MTT degeri ayni
grubun 24. saatteki degerinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunmustur
(p<0.05). Bu durum zaman gegtik¢e zoledronik asidin osteoblast tizerindeki sitotoksik
etkisinin arttigin1 desteklemektedir (Sekil 21).

0,35
0,307
03

0,25

0,2
0,144

1

B G3:24hZA50 mG21:48h ZA 50

0,15

0,1

0,05

Sekil 21:50 pM ZA iceren gruplarin 24 ve 48.saat karsilastirmasi
Ayni saat dilimine (24) bakildiginda 10 uM ZA, 10 uM D vitamini ve melatonin

iceren grubun ayni grubun melatoninsiz olanina gére MTT degeri istatistiksel olarak
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anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bu durum melatoninin hiicrelerin

canliligini korumada yardimci etkisinin olacagini destekler yondedir (Sekil 22).

0,25 0,238

0,2
0,167

1

B G4:24h ZA10+ MLT + D10 B G10:24h ZA10 + D10

0,15

0,1

0,05

Sekil 22:24. saatte melatoninin 10 pM ZA, 10 pM D vitamini grubu iizerine etkisinin
karsilastirilmasi

Ayni saat dilimine bakildiginda 50 pM ZA, melatonin ve 10 uM D vitamini igeren
grup ile ayn1 grubunun melatoninsiz olaninin karsilastirilmasi sonucunda ikinci grubun
MTT degeri istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0.05). Bu durum
melatoninin hiicrelerin canlilifini korumada yardimci etkisinin olacagimi destekler

yondedir (Sekil 23).
0,4

0,357

0,35

03

0,25
0,189

1

B G6:24h ZAS0 + MLT + D10 B G12:24h ZA50 + D10

0,2
0,15
0,1

0,05

Sekil 23:24. saatte melatoninin 50 pM ZA ve 10 pM D vitamini iceren gruba
etkisi
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48 saat sonuclarina bakildiginda 10 uM ZA ve 10 uM D vitamini igeren grubun
MTT degerleri sadece 10 uM ZA igeren grubunun degerlerine gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bu durum D vitamininin, zoledronik
asidin yarattig1 sitotoksik etkiye karsi hiicre canliligini korumada yardimci etkisinin

olacagini destekler yondedir (Sekil 24).

0,25

0,223

0,2

0,165

0,15

0,1

0,05

1

W G20:48h ZA 10 m G28:48h ZA10+ D10

Sekil 24:48.saatte D vitamininin 10 pM ZA grubu iizerine etkilerinin
incelenmesi

48 saat sonuglarina bakildiginda 10 uM ZA, melatonin ve 10 uM D vitamini
iceren grubun MTT degerleri S0 uM ZA, melatonin ve 10 uM D vitamini i¢eren grubunki
ile kryaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bu
durum zoledronik asidin konsantrasyonu arttik¢a sitotoksik etkisinin arttigini destekler
yondedir (Sekil 25).
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0,2
0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06
0,04

0,175

0,121

0,02

1

W G22:48h ZA10 + MLT + D10 W G24:48h ZA50 + MLT + D10

Sekil 25:48. saatte ZA konsantrasyonu degismesinin melatonin ve 10 pM D vitamini iceren
gruba etkisinin karsilastirilmasi

4.1.2. MTT Test Sonuclarinin Degerlendirilmesi

MTT sonuglari genel olarak degerlendirildiginde zoledronik asidin osteoblastlarin
proliferasyon ve canliligi iizerindeki olumsuz etkisinin 24.saatten sonra bagladigi,
melatonin ve D vitamininin zoledronik asidin yarattig1 bu etki karsisinda hiicre canliliginm

korumak i¢in osteoblastlara yardimci olabilecegi diistiniilmektedir.

4.2. BMP-2, OSX, RUNX-2 GEN SONUCLARI

4.2.1. BMP-2 Sonuglari
Tablo 11:BMP-2 Sonuglari

BMP-2
G1:24h sadece osteoblast 1,617+0,02 (1,617)
G3:24h ZA 50 1,753+0,03 (1,753)
G4:24h ZA10 + MLT + D10 1,387+0,02 (1,387)
G6:24h ZA50 + MLT + D10 1,695+0 (1,695)
G7:24h ZA50 + MLT + D100 1,606+0,01 (1,606)
G8:24h ZA10 + MLT 1,482+0,07 (1,482)
G9:24h ZA50 + MLT 1,632+0,02 (1,632)
G10:24h ZA10 + D10 1,788+0 (1,788)
G11:24h ZA10 + D100 1,799+0 (1,799)
G12:24h ZA50 + D10 1,923+0,02 (1,923)
G13:24h ZA50 + D100 1,979+0,02 (1,979)

G14:24h MLT 1,839+0,11 (1,839)
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G15:24h D10

G16:24h D100

G17:24h MLT + D10
G18:24h MLT + D100
G19:48h sadece osteoblast
G20:48h ZA 10

G21:48h ZA 50

G22:48h ZA10 + MLT + D10
G23:48h ZA10 + MLT + D100
G24:48h ZA50 + MLT + D10
G25:48h ZA50 + MLT + D100
G26:48h ZA10 + MLT
G27:48h ZA50 + MLT
(G28:48h ZA10 + D10
G29:48h ZA10 + D100
G30:48h ZA50 + D10
G31:48h ZA50 + D100
G32:48h MLT

(G33:48h D10

G34:48h D100

G35:48h MLT + D10
G36:48h MLT + D100

1,726+0,01 (1,726)
1,71+0,01 (1,71)
1,771£0,01 (1,771)
1,607+0,03 (1,607)
1,643+0 (1,643)
1,846+0,02 (1,846)
1,681+0,01 (1,681)
1,859+0 (1,859)
1,938+0,01 (1,938)
1,8860 (1,886)
2,091+0,01 (2,091)
2,014+0 (2,014)
1,953+0,01 (1,953)
1,918+0,03 (1,918)
1,857+0 (1,857)
1,992+0,01 (1,992)
2,013+0,05 (2,013)
1,88620 (1,886)
1,915+0,11 (1,915)
1,746+0,03 (1,746)
1,984:£0,04 (1,984)
1,609+0,02 (1,609)

4.2.2. BMP-2 Sonuclarimin Karsilastirilmasi

Zoledronik asidin BMP-2 diizeyindeki etkisini incelemek i¢in; 50 uM’lik ZA
igceren gruplar1 ayni saatlerdeki kontrol gruplar ile karsilastirdik ve ZA igeren gruplarda
BMP-2 ekspresyonlari daha yiiksek bulunmasina karsin sadece 24. saatteki farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 26). ZA konsantrasyonu arttik¢a ve zaman

gectikce BMP-2 diizeyinde bekledigimizin aksine artis ger¢eklesmistir.
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1,8

1,753

1,75

1,7

1,681

1,643

1

B G1:24h sadece osteoblast mG3:24h ZA 50

1,65

1,617

1,6

1,55

1,5

M G19:48h sadece osteoblast mG21:48h ZA 50

Sekil 26:24 ve 48. saatte zoledronik asidin BMP-2'ye etkisinin kiyaslanmasi

Melatonin ve D vitaminin BMP-2 {izerindeki etkilerine bakacak olursak 24 saatlik
tiim gruplarda (melatonin, 10 ve 100 uM D vitamini gruplar1) kontrol grubuna kiyasla
BMP-2 ekspresyonlar istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Sekil
27). Bu sonug beklenilen iizere melatonin ve D vitamininin BMP-2 ekspresyonunu

destekledigi seklinde yorumlanabilir.

1,9

1,839

1,85
1,8

1,75 1,726

1,71
1,6
1,55
1,5
1

W G1:24h sadece osteoblast wmG14:24h MLT m G15:24h D10 wm G16:24h D100

1,7

1,65

1,617

Sekil 27:24. saatte melatonin ve D vitamininin BMP-2 iizerine etkisinin
karsilastirilmasi
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Ayni karsilastirmayi 48. saat gruplarinda yaptigimizda da paralel bir sonug almis
bulunmaktayiz. 48. saatlik melatonin, 10 ve 100 uM D vitamini gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla BMP-2 ekspresyonlar: istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (Sekil 28).

1,95 1,915
1,886

1,9
1,85

1,8
1,746
1,75

1,7

1,643

1,65
1,6
1,55

1,5
1

B G19:48h sadece osteoblast ™ G32:48h MLT ™ G33:48h D10 (G34:48h D100

Sekil 28:48. saatte melatonin ve D vitamininin BMP-2 iizerine etkisinin
karsilastirilmasi

D vitamini, melatonin ve ikisinin kombinasyonun 50 uM ZA igeren gruplardaki
BMP-2 ekspresyonlart iizerindeki etkilerine baktigimizda 24 saatlik gruplarda sadece D
vitamini takviyesi yapilmasinin ekspresyonu arttirdigi hatta melatonin veya D vitamini
+melatonin kombinasyonlarinin ekspresyonu diistirdiigii gézlemlenmistir. 50 uM ZA +10
ve 100 uM D vitamini gruplarinda BMP-2 ekspresyonu sadece 50 uM ZA igeren gruba
kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur. Bu sonug ilk 24 saat i¢in
zoledronik  asidin  etkilerinin  giderilmesinde  melatonin + D  vitamini
kombinasyonlarindan ¢ok sadece D vitaminin etkili oldugunu destekleyecek niteliktedir

(Sekil 29).
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2,5
1993 1,979
2 r
1,753
' 1,632 1695 4606
1,5
1
0,5
0
1

mG3:24h ZA 50 B G9:24h ZAS0 + MLT
mG12:24h ZA50 + D10 mG13:24h ZAS0 + D100

B G6:24h ZAS0+ MLT + D10 ®G7:24h ZA50 + MLT + D100

Sekil 29:D vitamini, melatonin ve ikisinin kombinasyonunun 50 pM ZA
iceren gruplardaki BMP-2 ekspresyonlari iizerindeki etkileri-
24 saat

Ayni kiyaslamayr 48 saat grubunda yaptigimizda sadece melatonin, sadece D
vitamini ve tiim kombinasyonlarinin 50 uM ZA grubuna kiyasla BMP-2 ekspresyonlari
istatistiksel olarak anlamli dlgiide yiiksek bulunmustur. En yiiksek ekspresyon ise yiiksek
D vitamini (D100) ve melatonin kombinasyonunda elde edilmistir (Sekil 30).

2,5

2,091

2,013

1

B G21:48h ZA 50 B G27:48h ZAS0 + MLT

1,681

2
1,5
1
0,5
0

® G30:48h ZA50 + D10 ™ G31:48h ZA50 + D100
W G24:48h ZA50 + MLT + D10 ®mG25:48h ZAS0 + MLT + D100

Sekil 30:D vitamini, melatonin ve ikisinin kombinasyonunun 50 pM ZA
iceren gruplardaki BMP-2 ekspresyonlari iizerindeki etkileri-
48.saat
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4.2.3. BMP-2 Sonuclarinin Degerlendirilmesi

BMP-2 sonugclar1 genel olarak degerlendirildiginde; melatonin ve D vitamini ayr1
ayr1 uygulandiginda osteoblastlarin BMP-2 ekspresyonunu arttirdig1 gériilmiistiir. Ik 24
saat i¢in ZA igeren gruplarda melatonin + D vitamini kombinasyonlarindan ¢ok sadece
D vitamini takviyesi (6zellikle D100) BMP-2 diizeyi iizerinde istatistiksel olarak anlaml
derecede artisa sebep olmustur. 24 saatten sonra ise melatonin + D vitamininin yliksek
konsantrasyonunun (D100) kombinasyonu etkili olmustur. Bu durum melatonin + D

vitamini (D100) kombinasyonunun 24-48 saat araliginda BMP-2 diizeyini arttirdigi

seklinde yorumlanabilir.

4.2.4. OSX Sonuclar
Tablo 12:0SX sonuclar:

OSX

G1:24h sadece osteoblast
G3:24h ZA 50

G4:24h ZA10 + MLT + D10
G6:24h ZA50 + MLT + D10
G7:24h ZA50 + MLT + D100
G8:24h ZA10 + MLT

G9:24h ZA50 + MLT
G10:24h ZA10 + D10
G11:24h ZA10 + D100
G12:24h ZA50 + D10
G13:24h ZA50 + D100
G14:24h MLT

G15:24h D10

G16:24h D100

G17:24h MLT + D10
G18:24h MLT + D100
G19:48h sadece osteoblast
G20:48h ZA 10

G21:48h ZA 50

G22:48h ZA10 + MLT + D10
G23:48h ZA10 + MLT + D100
G24:48h ZA50 + MLT + D10
G25:48h ZA50 + MLT + D100
G26:48h ZA10 + MLT

1,275+0 (1,275)
1,358+0 (1,358)
1,342+0,02 (1,342)
1,298+0 (1,298)
1,235+0 (1,235)
1,264+0 (1,264)
1,351+0,02 (1,351)
1,423+0 (1,423)
1,409+0,01 (1,409)
1,564+0,01 (1,564)
1,655+0 (1,655)
1,563+0 (1,563)
1,302+0,02 (1,302)
1,554+0,01 (1,554)
1,641+0,01 (1,641)
1,589+0,01 (1,589)
1,632+0,01 (1,632)
1,725+0,02 (1,725)
1,627+0 (1,627)
1,725+0,01 (1,725)
1,702+0,01 (1,702)
1,69620 (1,696)
1,883+0,01 (1,883)
1,8860,04 (1,886)
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G27:48h ZAS0 + MLT
G28:48h ZA10 + D10
(G29:48h ZA10 + D100
G30:48h ZA50 + D10
G31:48h ZA50 + D100
G32:48h MLT
G33:48h D10

G34:48h D100
G35:48h MLT + D10
G36:48h MLT + D100

1,724+0,01 (1,724)
1,694+0,02 (1,694)
1,644+0,01 (1,644)
1,75840 (1,758)
1,798+0,02 (1,798)
1,501+0,02 (1,501)
1,639+0,1 (1,639)
1,37140 (1,371)
1,609+0,02 (1,609)
1,288+0,02 (1,288)

4.2.5. OSX Sonuclarimin Karsilastirilmasi
Zoledronik asidin OSX diizeyindeki etkisine baktigimizda 50 uM’lik ZA igeren

gruplar ayn1 saatlerdeki kontrol gruplar ile karsilastirildiginda OSX ekspresyonlar 24

saatte ylikselirken 48 saatte diisiis gostermistir. Sadece 24 saatteki OSX ekspresyonu

yiikselmesi istatistiksel olarak anlamlidir. Ayn1t BMP-2 ekspresyonunda oldugu gibi

bekledigimizin aksine ZA konsantrasyonu arttik¢a ve zaman gegtikce OSX diizeyinin

arttig1 gézlemlenmistir (Sekil 31).

1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

1,632

1,358
1,275

1

B G1:24h sadece osteoblast mG3:24h ZA 50
W G19:48h sadece osteoblast m G21:48h ZA 50

1,627

Sekil 31:50 pM’lik ZA iceren gruplarin OSX diizeylerinin aym saatlerdeki
kontrol gruplari ile karsilastirilmasi

Melatonin ve D vitaminin OSX tizerindeki etkilerine bakacak olursak 24 saatlik

tiim gruplarda (melatonin, 10 ve 100 uM D vitamini gruplar1) kontrol grubuna kiyasla
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OSX ekspresyonlart istatistiksel olarak anlamli derecede yiliksek bulunmustur. Bu sonug
beklenilen {izere melatonin ve D vitamininin OSX ekspresyonunu destekledigi seklinde
yorumlanabilir (Sekil 32).

1,8

1,563
16 1,554

1,302

1,4 1,275
1,2

[y

0,8
0,6
0,4

0,2

0
1

B G1:24h sadece osteoblast ™ G14:24h MLT ™ G15:24h D10 G16:24h D100

Sekil 32:Melatonin ve D vitaminin OSX iizerindeki etkilerinin
karsilastirilmasi-24.saat

D vitamini, melatonin ve ikisinin kombinasyonunun 50 uM ZA igeren gruplardaki
OSX ekspresyonlari tizerindeki etkilerine baktigimizda 24 saatlik gruplarda sadece D
vitamini takviyesi yapilmasmim ekspresyonu arttirdigi hatta melatonin veya D vit +
melatonin kombinasyonlarinin ekspresyonu diigiirdiigli  gozlemlenmistir. BMP-2
ekspresyonlarinda da benzer sekilde sonuglar elde etmistik. 50 uM ZA +10 ve 100 uM D
vitamini gruplarinda OSX ekspresyonu, sadece 50 uM ZA igeren gruba kiyasla
istatistiksel olarak anlamli Ol¢lide yiiksek bulunmustur. Bu sonug¢ ilk 24 saat icin
zoledronik asidin osteoblastlarin proliferasyonu tiizerindeki olumsuz etkilerinin
giderilmesinde melatonin + D vitamini kombinasyonlarindan ¢ok sadece D vitaminin

etkili oldugunu destekleyecek niteliktedir (Sekil 33).



68

18 1,655

1,564
1,6
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1,2
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B G3:24h ZA 50 m G9:24h ZA50+ MLT
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0,4
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mG12:24h ZA50 + D10 G13:24h ZA50 + D100

B G6:24h ZAS0+ MLT + D10 ®G7:24h ZA50 + MLT + D100

Sekil 33:D vitamini, melatonin ve ikisinin kombinasyonunun 50 uM ZA
iceren gruplardaki OSX ekspresyonlar iizerindeki etkilerinin
karsilastirilmasi-24.saat
Ayni kiyaslamay1 48 saat grubunda yaptigimizda sadece melatonin, sadece D
vitamini ve tiim kombinasyonlarinin 50 pM ZA grubuna kiyasla OSX ekspresyonlari
istatistiksel olarak anlamli 6lgiide yiliksek bulunmustur. BMP-2 ekspresyonlart i¢in de
ayni sonucu elde etmistik. En yiiksek ekspresyon ise melatonin ve en yiiksek D vitamini

(D100) kombinasyonunda elde edilmistir (Sekil 34).

1,95
1,9
185 1,798

1,8 1,758
175 1,724

1,883

1,7
1,65
1,6
1,55
1,5
1,45

1,627

I !
1

B G21:48h ZA 50 B G27:48h ZAS0 + MLT
® G30:48h ZA50 + D10 G31:48h ZA50 + D100
W G24:48h ZA50 + MLT + D10 ®mG25:48h ZAS0 + MLT + D100

Sekil 34:D vitamini, melatonin ve ikisinin kombinasyonunun 50 uM ZA
iceren gruplardaki OSX ekspresyonlari iizerindeki etkilerinin
karsilastirilmasi-48.saat
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4.2.6. OSX Sonuclarinin Degerlendirilmesi

BMP-2 sonuglarinda oldugu gibi OSX sonuglarinda da ayr1 ayr1 melatonin ve D
vitamini uygulamas1 osteoblastlarin OSX ekspresyonunu arttirmaktadir. Ik 24 saat icin
ZA igeren gruplarda melatonin + D vitamini kombinasyonlarindan ¢ok sadece D vitamini
takviyesi (6zellikle D100) OSX diizeyi lizerinde istatistiksel olarak anlamli yiikselmeye
sebep olmustur. 24 saatten sonra ise melatonin + D vitamini kombinasyonu (D100) en
yiiksek OSX ekspresyon seviyesini olusturmustur. Bu durum melatonin + D vitamini

kombinasyonunun ilk 24 saatten sonra OSX diizeyini arttirdig1 seklinde yorumlanabilir.

4.2.7. RUNX-2 Sonuglari
Tablo 13:RUNX-2 sonuglari

RUNX-2

G1:24h sadece osteoblast
G3:24h ZA 50

G4:24h ZA10 + MLT + D10
G6:24h ZA50 + MLT + D10
G7:24h ZA50 + MLT + D100
G8:24h ZA10 + MLT

G9:24h ZA50 + MLT
G10:24h ZA10 + D10
G11:24h ZA10 + D100
G12:24h ZA50 + D10
G13:24h ZA50 + D100
G14:24h MLT

G15:24h D10

G16:24h D100

G17:24h MLT + D10
G18:24h MLT + D100
G19:48h sadece osteoblast
G20:48h ZA 10

G21:48h ZA 50

G22:48h ZA10 + MLT + D10
G23:48h ZA10 + MLT + D100
G24:48h ZA50 + MLT + D10
G25:48h ZA50 + MLT + D100
G26:48h ZA10 + MLT
G27:48h ZA50 + MLT

1,217+0 (1,217)
1,332+0 (1,332)
1,297+0,05 (1,297)
1,359:+0 (1,359)
1,24+0 (1,24)
1,112+0,01 (1,112)
1,273+0 (1,273)
1,3610 (1,361)
1,383+0 (1,383)
1,43620 (1,436)
1,449+0,01 (1,449)
1,395+0 (1,395)
1,415+0 (1,415)
1,317+0,01 (1,317)
1,335+0 (1,335)
1,371£0,01 (1,371)
1,555+0 (1,555)
1,415+0,01 (1,415)
1,471+0,01 (1,471)
1,43+0,02 (1,43)
1,533+0 (1,533)
1,54120 (1,541)
1,631%0,09 (1,631)
1,722+0,03 (1,722)
1,479+0,01 (1,479)
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G28:48h ZA10 + D10 1,41840 (1,418)
G29:48h ZA10 + D100 1,4340,01 (1,43)
G30:48h ZA50 + D10 1,582+0,01 (1,582)
G31:48h ZA50 + D100 1,515+0,01 (1,515)
G32:48h MLT 1,4780 (1,478)
G33:48h D10 1,6590,11 (1,659)
G34:48h D100 1,386+0,02 (1,386)
G35:48h MLT + D10 1,57+0,05 (1,57)
G36:48h MLT + D100 1,31240,01 (1,312)

4.2.8. RUNX-2 Sonuc¢larimin Karsilastirilmasi

Zoledronik asidin RUNX-2 diizeyindeki etkisini inceledigimizde 50 pM’lik ZA
iceren gruplarin ayni saatlerdeki kontrol gruplart ile karsilastirdik ve ilk 24 saatteki
ekspresyonda artma 48. saatteki ekspresyonda ise azalma gozlemledik. Her iki degisim
de istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 35).
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1,555
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B G1:24h sadece osteoblast B G3:24h ZA 50
B G19:48h sadece osteoblast W G21:48h ZA 50

Sekil 35:Zoledronik asidin RUNX-2 diizeyindeki etkisini incelemek icin 50
pM’lik ZA iceren gruplarin ayni saatlerdeki kontrol gruplari ile
karsilastirilmasi
Melatonin ve D vitaminin RUNX-2 {izerindeki etkilerine bakacak olursak 24
saatlik tim gruplarda (melatonin, 10 ve 100 uM D vitamini gruplari) kontrol grubuna
kiyasla RUNX-2 ekspresyonlar: istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek

bulunmustur. Bu sonug¢ beklenilen iizere melatonin ve D vitamininin RUNX-2

ekspresyonunu destekledigi seklinde yorumlanabilir (Sekil 36).



71

1,45

1,415
1,395

1,4
135 1,317
1,3

1,25

1,217

1,2

1,15

1,1
1

B G1:24h sadece osteoblast ™ G14:24h MLT ™ G15:24h D10 G16:24h D100

Sekil 36:Melatonin ve D vitaminin RUNX-2 iizerindeki etkilerinin
karsilastirilmasi-24.saat

D vitamini, melatonin ve ikisinin kombinasyonunun 50 uM ZA igeren gruplardaki
RUNX-2 ekspresyonlari tizerindeki etkilerine baktigimizda 24 saatlik gruplarda sadece
D vitamini takviyesi yapilmasinin ekspresyonu arttirdigi hatta melatonin veya D vitamini
+ melatonin kombinasyonlarinin ekspresyonu diisiirdiigli gozlemlenmistir. Sadece 10
uM’lik D vitamini + melatonin kombinasyonunda istatistiksel olarak anlaml
bulunmayan bir yiikselme gozlenmistir. Bu yiikselme goz ardi edildiginde BMP-2 ve
OSX ekspresyonlarinda da tamamen paralel sekilde sonuclar elde etmistik. 50 uM ZA
+10 ve 100 uM D vitamini gruplarinda OSX ekspresyonu sadece 50 uM ZA igeren gruba
kiyasla istatistiksel olarak anlamli dlgiide yiikksek bulunmustur. Bu sonug ilk 24 saat i¢in
zoledronik asidin osteoblastlarin proliferasyonlar1 iizerindeki olumsuz etkilerinin
giderilmesinde melatonin + D vitamini kombinasyonlarindan ¢ok sadece D vitaminin

etkili oldugunu destekleyecek niteliktedir (Sekil 37).
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1,5
1,45

14
135 1,332

1,436 1,449

1,359
1,24

1

1,3
1,25
1,2
1,15
1,1

1,273

mG3:24h ZA 50 B G9:24h ZAS0 + MLT
mG12:24h ZA50 + D10 G13:24h ZA50 + D100

B G6:24h ZAS0+ MLT + D10 ®G7:24h ZA50 + MLT + D100

Sekil 37:D vitamini, melatonin ve ikisinin kombinasyonunun 50 uM ZA
iceren gruplardaki RUNX-2 ekspresyonlari iizerindeki etkilerinin
karsilastirilmasi-24.saat

Ayni kiyaslamay1 48 saat grubunda yaptigimizda sadece melatonin, sadece D
vitamini ve tim kombinasyonlarinin 50 uM ZA grubuna kiyasla RUNX-2 ekspresyonlari
daha yiiksek bulunmustur. Sadece melatonin ve sadece 100 puM’lik D vitamini
eklenmesindeki yiikselme istatistiksel olarak anlamli degildir ancak diger tiim ekspresyon
artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. BMP-2 ve OSX ekspresyonlari i¢in de
ayni sonucu elde etmistik. En yiiksek ekspresyon ise yine BMP-2 ve OSX
ekspresyonlarinda oldugu gibi melatonin ve en yiksek D vitamini (D100)
kombinasyonunda elde edilmistir (Sekil 38).
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1,65 1,631
1,6 1,582
1,541
1,55 1,515
1}5 1!471 1,479
1,45
14
1,35
1
W G21:48h ZA 50 B G27:48h ZA50 + MLT
® G30:48h ZA50 + D10 G31:48h ZA50 + D100

B G24:48h ZA50 + MLT + D10 ®G25:48h ZAS0 + MLT + D100

Sekil 38:D vitamini, melatonin ve ikisinin kombinasyonunun 50 uM ZA gruplardaki
RUNX-2 ekspresyonlari iizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi-48.saat

4.2.9. RUNX-2 Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Diger iki gen sonuglarinda oldugu gibi RUNX-2 sonuglarinda da ayr1 ayri
melatonin ve D vitamini uygulamasi osteoblastlarin RUNX-2 ekspresyonunu istatistiksel
olarak anlamli derecede arttirdign goriilmektedir. Ik 24 saat icin ZA igeren gruplarda
melatonin + D vitamini kombinasyonlarindan ¢ok sadece D vitamini takviyesi (D100)
RUNX-2 diizeyi tizerinde etkili olmustur. 24 saatten sonra ise melatonin + en yiiksek D
vitamini (D100) kombinasyonu etkili olmustur. Bu durum melatonin + D vitamini
kombinasyonunun ilk 24 saatten sonra RUNX-2 diizeyini arttirdigr seklinde

yorumlanabilir.

4.2.10. Gen Sonuclarmin Genel Degerlendirilmesi

Gen ekspesyonlari incelendiginde 50 uM ZA eklenmesinin 24 saatte her ii¢ genin
de (BMP-2, OSX, RUNX-2) ekspresyonunda artisa sebep oldugu ve bu artigin ti¢iinde de
istatistiksel olarak anlamli olarak gergeklestigi gozlemlenmistir. 48 saat gruplarina
bakildiginda ise 50 uM ZA eklenmesi istatistiksel olarak anlamli degisimler yaratmamis
sadece RUNX-2 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir diisiise sebebiyet

vermistir.

Melatonin ve D vitaminin BMP-2, OSX, RUNX-2 {izerindeki etkilerine bakacak
olursak 24 saatlik tiim gruplarda (melatonin, 10 ve 100 uM D vitamini gruplar1) kontrol
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grubuna kiyasla gen ekspresyonlarinin hepsinde istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek bulunmustur.

D vitamini, melatonin ve ikisinin kombinasyonunun 50 uM ZA igeren gruplardaki
BMP-2, OSX, RUNX-2 ekspresyonlar1 tizerindeki etkilerine baktigimizda 24 saatlik
gruplarda sadece D vitamini takviyesi yapilmasinin (6zellikle D100) ekspresyonu
arttirdigi hatta melatonin veya D vit + melatonin kombinasyonlarinin ekspresyonu
diistirdiigii gézlemlenmistir. Bu durum her ti¢ gen igin de aymidir. Sadece 10 uM’lik D
vitamini + melatonin kombinasyonunda ise istatistiksel olarak anlamli bulunmayan

yiikselme gozlenmistir.

Bu sonug ilk 24 saat i¢in zoledronik asidin BMP-2, OSX ve RUNX-2 genlerinin
ekspresyonlar1  iizerindeki etkilerinin giderilmesinde melatonin + D vitamini
kombinasyonlarindan ¢ok sadece D vitaminin (6zellikle D100) etkili oldugunu

destekleyecek niteliktedir.

Ayni kiyaslamay1 48 saat grubunda yaptigimizda sadece melatonin, sadece D
vitamini ve tiim kombinasyonlarinin gen ekspresyonlari, 50 pM ZA grubuna kiyasla her
i gende de istatistiksel olarak anlamli 6lgiide yiiksek bulunmustur. En yiiksek
ekspresyon ise melatonin ve en yiiksek D vitamini (D100) kombinasyonunda elde

edilmistir. Bu sonug her ii¢ gen degerlendirilmesinde de ayni bulunmustur.

4.3. ALP, Caspase-3,IL-8 ELISA SONUCLARI

4.3.1. ALP Sonuglar
Tablo 14:ALP Sonuclar:

G1:24h sadece osteoblast 0+0 (0)
G2:24h ZA 10 00 (0)
G3:24h ZA 50 0,940 (0,9)
G4:24h ZA10 + MLT + D10 1,57+0 (1,6)
G5:24h ZA10 + MLT + D100 1,26+0 (1,3)
G6:24h ZA50 + MLT + D10 2,52+0 (2,5)
G7:24h ZA50 + MLT + D100 1,570 (1,6)
G8:24h ZA10 + MLT 0+0 (0)
G9:24h ZA50 + MLT 00 (0)

G10:24h ZA10 + D10 1,57+0 (1,6)
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G11:24h ZA10 + D100
G12:24h ZA50 + D10
G13:24h ZA50 + D100
G14:24h MLT

G15:24h D10

G16:24h D100

G17:24h MLT + D10
G18:24h MLT + D100
(G19:48h sadece osteoblast
G20:48h ZA 10

G21:48h ZA 50

G22:48h ZA10 + MLT + D10
G23:48h ZA10 + MLT + D100
G24:48h ZA50 + MLT + D10
G25:48h ZA50 + MLT + D100
G26:48h ZA10 + MLT
G27:48h ZA50 + MLT
G28:48h ZA10 + D10
G29:48h ZA10 + D100
G30:48h ZA50 + D10
G31:48h ZA50 + D100
G32:48h MLT

(G33:48h D10

G34:48h D100

G35:48h MLT + D10
G36:48h MLT + D100

1,26+0 (1,3)
0,940 (0,9)
1,57+0 (1,6)
2,240 (2,2)

2,240 (2,2)

0,630 (0,6)
9,13+0 (9,1)
4,7240 (4,7)
1,89+0 (1,9)
2,8340 (2,8)
2,8340 (2,8)

18,2540 (18.3)

1,26+0 (1,3)
5,030 (5)

1,5740 (1,6)
6,610 (6,6)
1,5740 (1,6)
0,940 (0,9)
0,310 (0,3)
0,630 (0,6)

12,590 (12,6)

0,310 (0,3)
6,29+0 (6,3)
4,410 (4,4)
0,940 (0,9)
0,31+0 (0,3)

4.3.2. ALP Sonug¢larimin Karsilastirilmasi

D vitamini ve melatoninin ALP iizerine etkisini gérmek amaciyla 24 saat

gruplarinda; sadece osteoblast, sadece melatonin ve iki konsantrasyonda sadece D

vitamini gruplar1 (D10 ve D100) ve bunlarin kombinasyonlarmin ALP diizeyleri

karsilagtirilmistir. Bu karsilastirmaya baktigimizda osteoblastlara melatonin veya D

vitamini eklenmesi (her iki dozda da) onlarin ALP diizeyini yiikseltmistir. Melatonin ve
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10 uM’lik D vitamininin ALP yiikselmesi yoniindeki etkileri esitken, D vitamininin
konsantrasyonunun artmast (D100) bu etkiyi yavaslatmistir. Bu bilgi 100 uM’lik D
vitamininin konsantrasyonunun osteoblastlar i¢in ¢ok yiiksek geldigi, 10 uM’in daha
ideal oldugu konusunda bir fikir verebilmektedir. Ek olarak melatonin ve her iki dozdaki
D vitamini kombinasyonlarinin ALP diizeyini tek baglarina olduklarindan daha fazla
yiikselttigini gézlemlemekteyiz. Bu noktada D vitamini ve melatoninin sinerjik etki
ettigini ancak yine 100 yerine 10 uM’lik grupta daha fazla ylikselme oldugunu ve bunun
kontrol  grubuna gore istatistiksel olarak anlamli  oldugunu belirlemis

bulunmaktay1z(p<0.05) (Sekil 39).

10
9
8
7
6
5
4
3 2,2
2
N 0,63
0
1
B G1:24h sadece osteoblast ® G14:24h MLT G15:24h D10
G16:24h D100 W G17:24h MLT + D10 W G18:24h MLT + D100

Sekil 39:D vitamini ve melatoninin ALP iizerine etkisinin karsilastirilmasi-24.saat

Ayni karsilagtirmay1 48.saat i¢in yaptigimizda en yiiksek ALP seviyesini 10
uM’lik D vitamini grubunda gérmekteyiz. Bu gruplar arasinda melatonin iceren tiim
gruplarin ALP seviyesi kontrol grubundan (sadece osteoblast bulunan gruptan) daha
diisiik olarak tespit edilmistir. ALP diizeylerindeki bu degisikliklerde istatistiksel olarak
anlamlh fark goriilmemistir. Bu durumu ilk 24 saatte melatoninin ALP diizeyinde
yiikkselmeye yardimecir oldugu sonrasinda ise diisiise sebebiyet verdigi seklinde

yorumlayabiliriz (Sekil 40).
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1,89
0,94
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0,31

1

B G19:48h sadece osteoblast B G32:48h MLT
m G33:48h D10 G34:48h D100
W G35:48h MLT + D10 W G36:48h MLT + D100

Sekil 40:D vitamini ve melatoninin ALP iizerine etkisinin karsilastirilmasi-48.saat

D vitamini ve melatoninin ZA iizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in 50
uM’lik ZA iceren 24.saat gruplar1 degerlendirildi. En yliksek ALP diizeyi melatonin ve
10 uM’lik D vitamini grubunda goriiliirken, sadece melatonin grubunda ise ALP’de
azalma tespit edildi (Sekil 41). Ancak gruplar arasinda ALP diizeylerinde istatistiksel

olarak anlamli fark bulunamamustir.

2,52
2,5

1,57 1,57
1,5
0,94

0,94

0,5

1

W G3:24h ZA 50 W G9:24h ZA50 + MLT
B G6:24h ZAS0+ MLT + D10 = G7:24h ZA50 + MLT + D100
B G12:24h ZA50 + D10 W G13:24h ZA50 + D100

Sekil 41:D vitamini ve melatoninin ZA iizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi-24.
saat
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4.3.3. ALP Sonuclarini Degerlendirilmesi

ALP sonuglarina baktigimizda ilk 24 saatte melatonin ve her iki dozdaki (D10 ve
D100) D vitamini kombinasyonlarinin osteoblastlardan salinan ALP diizeyini istatistiksel
olarak anlamli derecede arttirdigini, ancak D vitamini konsantrasyonu 100 pM’a
ciktiginda bu artis hizim1 yavaslattigin1 fark ettik (p<0.05). 48 saatlik sonuglarda ise
melatoninin, osteoblastlarin ALP diizeylerinde diisiise sebebiyet verdigini ve 50 uM’lik
ZA uygulanan gruplarda da diger gruplarla benzer sekilde melatoninin ALP diizeyini
diisiirmeye yonelik etki ettigini gozlemledik. Ayrica 48.saat 50 uM’lik ZA uygulanan
gruplarda melatonin ve her iki dozdaki (D10 ve D100) D vitamini kombinasyonlari

osteoblastlardan salinan ALP diizeyini arttirmistir. Ancak bu ii¢ etki de istatistiksel olarak

anlamli diizeyde degildir.

4.3.4. IL-8 Sonuclar
Tablo 15:1L-8 Sonuclar:

G1:24h sadece osteoblast
G2:24h ZA 10

G3:24h ZA 50

G4:24h ZA10 + MLT + D10
G5:24h ZA10 + MLT + D100
G6:24h ZA50 + MLT + D10
G7:24h ZA50 + MLT + D100
G8:24h ZA10 + MLT

G9:24h ZA50 + MLT
G10:24h ZA10 + D10
G11:24h ZA10 + D100
G12:24h ZA50 + D10
G13:24h ZA50 + D100
G14:24h MLT

G15:24h D10

G16:24h D100

G17:24h MLT + D10
G18:24h MLT + D100
(G19:48h sadece osteoblast
G20:48h ZA 10

204,1140 (204,1)
135,48+0 (135,5)
372,140 (372,1)

334,83+0 (334,8)
401,55+0 (401,6)
352,140 (352,1)

332,08+0 (332,1)
239,240 (239,2)

2252340 (225,2)
307,81+0 (307,8)
264,81%0 (264,8)
271,770 (271,8)
448 34+0 (448,3)
284,92+0 (284,9)
269,77+0 (269,8)
163,060 (163,1)
236,38+0 (236,4)
336,48+0 (336,5)
135,480 (135,5)
127,49+0 (127.5)
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G21:48h ZA 50

G22:48h ZA10 + MLT + D10
G23:48h ZA10 + MLT + D100
G24:48h ZA50 + MLT + D10
G25:48h ZA50 + MLT + D100
G26:48h ZA10 + MLT
G27:48h ZA50 + MLT
G28:48h ZA10 + D10
G29:48h ZA10 + D100
G30:48h ZA50 + D10
G31:48h ZA50 + D100
G32:48h MLT

G33:48h D10

G34:48h D100

G35:48h MLT + D10

G36:48h MLT + D100

210,75+0 (210,7)
214,78+0 (214,8)
197,130 (197,1)
114,17+0 (114,2)
200,61+0 (200,6)
220,660 (220,7)
91,54+0 (91,5)
186,87+0 (186,9)
184,34+0 (184,3)
197,130 (197,1)
175,240 (175,2)
60,67+0 (60,7)
34,990 (35)
51,5240 (51,5)
60,67+0 (60,7)
84,1340 (84,1)

4.3.5. IL-8 Sonuclarimin Karsilastirilmasi

D vitamini ve melatoninin IL-8 iizerine etkisini gormek amaciyla 24 saat

gruplarinda; sadece osteoblast, sadece melatonin ve iki konsantrasyonda sadece D

vitamini gruplar1 ve bunlarin kombinasyonlarinin diizeyleri karsilagtirilmistir. En yiiksek

IL-8 degeri melatonin ve 100 uM’lik D vitaminin kombine oldugu grupta goriilmiistiir.

Melatonin ve D vitamini takviyesi sadece 100 uM D vitamini eklenen grup diginda tiim

gruplarda IL-8 diizeyini arttirmistir (Sekil 42). 24. saatteki bu gruplar arasindaki ALP

seviye farkliliklari istatistiksel olarak anlaml diizeyde degildir.



80

400

336,48

350

284,92
300 ’ 269,77

236,38
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1

B G1:24h sadece osteoblast m G14:24h MLT m G15:24h D10

250

204,11

200

150

100

50

G16:24h D100 B G17:24h MLT + D10 B G18:24h MLT + D100

Sekil 42:D vitamini ve melatoninin IL-8 iizerine etkisinin karsilastirilmasi 24.saat

Ayni karsilastirmayi 48. saat gruplarinda yaptigimizda IL-8 degerlerinin olduk¢a
distiigiini gézlemlemekteyiz. 24. saatin tersine bu gruplarda eklenen tiim maddelerin IL-
8 degerini kontrol grubuna gore diisiirdiigiinii gézlemledik. En fazla disiis ise 10 uM’lik
D vitamini grubunda saptanmistir (Sekil 43). Ancak ALP diizeyindeki bu azalma

istatistiksel olarak anlamli degildir.

160
140
120
100
80
60
40
20

135,48

84,13

60,67 60,67

51,52
34,99

1

M G19:48h sadece osteoblast ®G32:48h MLT

mG33:48h D10 G34:48h D100
W G35:48h MLT + D10 W G36:48h MLT + D100

Sekil 43:D vitamini ve melatoninin IL-8 iizerine etkisinin karsilastirilmasi 48.saat

Zoledronik asidin osteoblastlarin IL-8 degerleri {izerine etkilerini anlamak

amaciyla kontrol gruplari ile 10 ve 50 uM’lik ZA gruplari karsilastirilmistir. Hem 24 hem
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de 48 saat i¢in kontrol grubu ile karsilastirildiginda 10 pM’lik grupta azalma 50 pM’lik
grupta ise artma goriilmiistiir. Tim gruplarda 24 saatteki degeri ile karsilastirildiginda ise

azalma gozlenmistir. Ancak bu degerler istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 44).

400 372,1
350
300
250
200
150
100

5

210,75

- = I

1

204,11

135,48

o

B G1:24h sadece osteoblast W G2:24h ZA 10
B G3:24h ZA 50 (G19:48h sadece osteoblast
B G20:48h 7A 10 B G21:48h ZA 50

Sekil 44:Zoledronik asidin osteoblastlarin IL-8 degerleri iizerine etkilerinin
karsilastirilmasi-24.saat

Melatonin ve D vitamininin 24.saatte 10 uM ZA uygulanan osteoblastlar {izerine
etkilerine baktigimizda tiim takviyeler her kombinasyonda IL-8 seviyesini yiikseltmistir.
10 uM lik ZA eklenmesi osteoblastlarin IL-8 seviyesinin 204,11°den 135,48 ¢ diismesine
sebebiyet vermistir. ZA eklendikten sonra yapilan takviyeler bu diislisii kompanse etmis
hatta ilk hali olan 204,11 seviyesinin de {izerine ¢ikartmistir. Melatonin ve D vitamini
kombinasyonlart ise tek tek uygulandiklarindaki etkilerinden daha yiiksek IL-8
seviyelerine ulasmaya yardimci olmustur. Melatonin ve iki konsantrasyondaki D
vitaminin kombinasyonlarinin yarattigi IL-8 yiikselmesi kontrol grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05) (Sekil 45).
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450 401,55

400 334,83
350 307,81
300 2392 264,81
250 204,11
200
150 135,48
100

50

0

B G1:24h sadece osteoblast mG2:24h ZA 10

W G8:24h ZA10+ MLT G10:24h ZA10 + D10

W G11:24h ZA10 + D100 W G4:24h ZA10+ MLT + D10
W G5:24h ZA10+ MLT + D100

Sekil 45:Melatonin ve D vitamininin 24. saatte 10 pM ZA uygulanan osteoblastlar
iizerine etkilerinin karsilastirilmasi

Ayni karsilagtirmay1 48. saat i¢in yaptigimizda da 24. saatle ayn1 sonuglar1 elde
etmis bulunmaktayiz. Ayni 24. saatteki gibi 10 uM’lik ZA eklenmesi osteoblastlarin IL-
8 seviyesinin 135,48’den 127,49’a diismesine sebebiyet vermistir. Yapilan melatonin ve
D vitamini eklemeleri ise bu IL-8 seviyesindeki diisiisii kompanse etmis ve ilk hali olan

135,48’in bile iizerine ¢ikartmistir. Ancak bu yiikselmeler istatistiksel olarak anlamli
degildir (Sekil 46).

250 220,66 214,78

oo 196,87 184,34 197,13
150 13548 137,49
100
5
0

W G19:48h sadece osteoblast mG20:48h ZA 10

o

m G26:48h ZA10 + MLT (G28:48h ZA10 + D10
W G29:48h ZA10 + D100 W (G22:48h ZA10 + MLT + D10
W (G23:48h ZA10 + MLT + D100

Sekil 46:Melatonin ve D vitamininin 24. saatte 10 uM ZA uygulanan osteoblastlar
iizerine etkilerinin karsilastirilmasi-48.saat
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4.3.6. IL-8 Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Ilk 24 saatte eklenen melatonin ve D vitamini (100 pM’lik D vitamini harig)
osteoblastlardan salgilanan IL-8 diizeyini arttirmistir. 48 saate gelindiginde ise melatonin
ve D vitamini kombinasyonlarinin tiimiinde IL-8 diizeyi diisiik bulunmustur ancak bu
artig ve azalmalar istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildir. Bu durum tarafimizdan
iceriklerin 24 saat sonrasinda etki gostermeye basladigini diger bir deyisle melatonin ve
D vitamininin  IL-8 seviyesini diisiirmesinin 24 satten fazla siirdiigii seklinde
yorumlanmistir. 24 ve 48.saat 10 uM’lik ZA uygulanan gruplarda melatonin ve her iki
dozdaki (D10 ve D100) D vitamini kombinasyonlar1 osteoblastlardan salinan IL-8
diizeyini arttirmistir. Ancak bu degerlerden 24.saatteki artis istatistiksel olarak anlamli

diizeydeyken (p<0.05) 48.saatteki artis anlamli degildir.

4.3.7. Caspase-3 Sonuglari
Tablo 16:Caspase-3 Sonuglari

G1:24h sadece osteoblast 1390,47+0 (1390,5)
G2:24h ZA 10 811,48+0 (811,5)
G3:24h ZA 50 1045,48+0 (1045,5)
G4:24h ZA10 + MLT + D10 1232,9+0 (1232,9)
G5:24h ZA10 + MLT + D100 583,37+0 (583.,4)
G6:24h ZA50 + MLT + D10 937,83+0 (937,8)
G7:24h ZA50 + MLT + D100 1245,21+0 (1245,2)
G8:24h ZA10 + MLT 1310,5+0 (1310,5)
G9:24h ZA50 + MLT 995,82+0 (995,8)
G10:24h ZA10 + D10 1276,96+0 (1277)
G11:24h ZA10 + D100 830,41+0 (830,4)
G12:24h ZA50 + D10 1190,96+0 (1191)
G13:24h ZA50 + D100 1174,92+0 (1174,9)

G14:24h MLT

G15:24h D10

G16:24h D100

G17:24h MLT + D10
G18:24h MLT + D100
(G19:48h sadece osteoblast
G20:48h ZA 10

1721,1140 (1721,1)
1293,67+0 (1293,7)
1628,87+0 (1628.9)
908,31+0 (908,3)
859,78+0 (859,8)
2358,02+0 (2358)
2000,9+0 (2000,9)
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G21:48h ZA 50 1787,85+0 (1787.9)
G22:48h ZA10 + MLT + D10 2119,07+0 (2119,1)
G23:48h ZA10 + MLT + D100 2090,54-+0 (2090,5)
G24:48h ZA50 + MLT + D10 1690,62+0 (1690,6)
G25:48h ZA50 + MLT + D100 1669,91+0 (1669,9)
G26:48h ZA10 + MLT 1969,73%0 (1969,7)
G27:48h ZA50 + MLT 1911,52+0 (1911,5)
G28:48h ZA10 + D10 2018,32+0 (2018,3)
G29:48h ZA10 + D100 1769,82+0 (1769,8)
G30:48h ZA50 + D10 1971,4620 (1971,5)
G31:48h ZA50 + D100 2578,07+0 (2578,1)
G32:48h MLT 2699,84:£0 (2699,8)
G33:48h D10 1685,83+0 (1685,8)
G34:48h D100 2989,95+0 (2990)

G35:48h MLT + D10 2048,11+0 (2048,1)
G36:48h MLT + D100 2004,38+0 (2004,4)

4.3.8. Caspase-3 Sonug¢larimin Karsilastirilmasi

D vitamini ve melatoninin caspase-3 iizerine etkisini gérmek amaciyla 24 saat
gruplarinda; sadece osteoblast, sadece melatonin ve iki konsantrasyonda sadece D
vitamini gruplar1 ve bunlarin kombinasyonlarinin diizeyleri karsilastirilmistir. Melatonin
ve 100 uM’lik D vitamini grubunda kontrol grubuna kiyasla yiikselme goriiliirken diger
gruplarda ise caspase-3 seviyesinde diislis gozlenmistir. Ancak bu diistis ve yiikselmeler
istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 47).
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Sekil 47:D vitamini ve melatoninin Caspase-3 iizerine etkisinin karsilagtirilmasi-
24.saat

Melatonin ve D vitamininin 24. saatte 10 uM ZA uygulanan osteoblastlar
tizerindeki etkilerine baktigimizda gruplarda karigik olarak yiikselme ve azalma

gozlenmisse de bu degerler istatistiksel olarak anlamli bulunmamislardir (Sekil 48).
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B G8:24h ZA10 + MLT G10:24h ZA10 + D10
W G11:24h ZA10 + D100 B G4:24h ZA10+ MLT + D10
B G5:24h ZA10+ MLT + D100

Sekil 48:Melatonin ve D vitamininin 24. saatte 10 pM ZA uygulanan osteoblastlar
iizerine etkilerinin karsilastirilmasi-24.saat

Ayni karsilagtirmay1 48. saat 50 uM ZA eklenen gruplarda yaptigimizda da
yiikselme ve azalma gormekteyiz. Yine bu degerlerdeki dalgalanmalar istatistiksel olarak
anlamli degildir (Sekil 49).
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Sekil 49:Melatonin ve D vitamininin 24. saatte 10 pM ZA uygulanan osteoblastlar
iizerine etkilerinin karsilastirnlmasi-48.saat

4.3.9. Caspase-3 Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Caspase-3 sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli fazla data olmasa da 6zellikle
melatonin ve D vitamini kombinasyonlarindaki gruplarin caspase-3 seviyelerinin
digerlerine nazaran daha disiik oldugu yani gruplardaki apoptozun inhibe edildigi
gozlenmektedir. Ancak bu sonuglar degerlendirilirken apoptozu tetikleyen birden ¢ok

unsur oldugu goz 6niinde tutulmalidir.
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5. TARTISMA

MRONJ ve klinik bulgularinin hastanin hayat kalitesi tizerindeki etkileri uzun
stiredir dis hekimligi cerrahisinin ¢alisma konusu haline gelmistir. Kanser tedavisi,
osteoporoz ya da diger sebeplerle bisfosfonat kullanan hastalarin MRONJ tablosu
gelistikten sonra tedavisi oldukca giictiir ve bu durumu diizeltecek yontemler

aranmaktadir.

Calismamizda zoledronik asidin osteoblastlarin canlilik ve proliferasyonu
tizerindeki olumsuz etkilerinin melatonin ve D vitamini takviyesi ile giderilebilecegi fikri
tizerinden yola ¢iktik ve bu amagla hiicre kiiltiirii deneyimizde osteoblastlarin canlilik
(MTT), gen expresyonu, bazi kemik yapimi markerlarmi (ALP,IL-8) ve apoptoz
belirteclerini (caspase-3) inceledik. Once osteoblastlara 10 ve 50 pM zoledronik asit
ekleyip markerlardaki degisimleri gézlemledik, sonrasinda ise bu gruplara D vitamini (10
ve 100 uM olmak iizere) ve melatonin takviyesi yaptik. Bu eklemelerin olusturdugu
degisimleri gdzlemledik. Calismamizda 36 alt gruba ayrilan 6rneklerimizi
degerlendirmek amaciyla osteoblast hiicrelerine canliik (MTT), ELISA testleri

uyguladik ve gen ekspresyonlarini inceledik.

Huang ve ark. (2016) zoledronik asit dozlarinin osteoblastlar tizerindeki etkilerini
arastirdiklari in vitro ¢alismalarinda Say1 ve canlilik degerlendirilmesi i¢gin CCK-8 Cell
Counting Kit (Wuhan Boster Biological Tech) kullanmislardir. 10 uM ve {izerindeki ZA
konsantrasyonlarinda (1-3-5 ve 7.giinde) osteoblastlarin sayr ve canliliginin kontrol

grubuna gore diistiiglinii raporlamiglardir.

Biz ise c¢alismamizda osteoblastlarin canlilik degerlendirilmesi igin Boster
firmasinin  MTT Cell Proliferation and Cytotoxicity Assay Kit’ini kullandik.
Calismamizda yaptigimiz MTT test sonuglarinda 24.saat 10 uM ve 50 uM’lik zoledronik
asit igeren grup ile sadece osteoblast i¢eren kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak 48.saat verilerine baktigimizda Huang ve ark.
(2016) sonuglarina paralel olarak hem 10 uM hem de 50 uM lik ZA grubunda 24.saatteki
degerlerine gore hiicre canliliklart istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
bulunmustur. Diger calismada da aradaki fark 1. giinden sonra agilmaya baslamistir,
dolayis1 ile ZA’nin sitotoksik etkisinin 24.Saatten sonra basladigini bu nedenle ilk 24
saatlik boliimde anlamli bir sonu¢ alinamadigini diisiinmekteyiz. Yine ayn1 ¢alismada

apopotozu degerlendirmek amaciyla aktif ve inaktif caspase-3 analizi yapilmistir
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(Western Blot). Biz ise ¢aligmamizda apoptozu degerlendirmek amaciyla yaptigimiz
caspase-3 analizi i¢in Boster firmasinin Human Caspase-3 PicoKine ELISA Kit’ini
kullandik. Huang ve ark. (2016) gruplardaki zoledronik asit konsantrasyonu artmaya
basladiginda (10 uM ve 100 uM’lik gruplarda) inaktif caspase-3 seviyesinin diistiigiinii
ve aktif caspase-3 seviyesinin arttigini  gozlemlemislerdir. Ayni1  caspase-3
degerlendirilmesinde oldugu gibi BMP-2, ALP ve RUNX-2 degerlendirmelerinde de ZA
konsantrasyonlarinin artmasiyla bu proteinlerinin ekspresyonlarinin istatistiksel olarak

anlamli 6l¢tide distiiklerini belirtmislerdir (Huang et al., 2016).

Benzer sekilde biz de ¢calismamizda 48. saat 50 uM’lik ZA grubunun RUNX-2
gen ekspresyon diizeyini yine ayni saat dilimindeki kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml dl¢iide diisiik bulduk. Paralel olarak 48. saatteki 50 uM’lik ZA grubunun
BMP-2 ekspresyon diizeyinin yine ayni saat dilimindeki 10 uM’lik ZA grubununkine

gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azaldigin1 gézlemledik.

Thibaut ve ark. 2015’te zoledronik asidin osteoblastlar {izerindeki etkilerini
incelemek amaciyla 3 boyutlu hiicre kiiltiirii ¢alismasi1 yapmuslardir. Hiicre kiiltiiriinde
bizim de ¢aligmamizda kullandigimiz hiicre serisini (hFOB 1.19 (hFOB)) kullanmislardir.
0,1 uM ve 10 uM konsantrasyonlarinda ZA ¢ozeltileri hazirlamis ve bu gruplardaki
proliferasyon, morfoloji, asit fosfataz ve caspase-3 degerlerini incelemislerdir. 10 uM ZA
grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede canli hiicre saymin distigiini
gozlemlemislerdir. Thibaut ve ark. (2015) yaptiklart ¢alismada 10 uM ZA kullanmislar
ve osteoblastlar1 3.giin ve 10.giin olarak kontrol etmislerdir (Thibaut et al., 2015).

Biz ise c¢alismamizda osteoblastlarin canlilik ve gen ekspresyonlarini, erken
donem etkileri gozlemlemek amaciyla, 24 ve 48.saat zaman araliklarinda degerlendirmis

bulunmaktay1z.

Basso ve ark. (2013) da benzer sekilde zoledronik asidin osteoblastlar tizerindeki
etkisini incelemek amaciyla degisik konsantrasyonlarda ZA c¢ozeltileri igerisinde
osteoblast diizenekleri hazirlamislar ve hiicrelerin canlilik, total protein sentezi ve ALP
Olgtimlerini yapmislardir. Hiicrelerin canliliginin 6lgiilmesi igin bizim de ¢alismamizda
uyguladigimiz  MTT  test methodunu  kullanmiglardir.  MTT  sonuglarini
degerlendirdiklerinde 1pM ZA konsantrasyonu olan diizenekte 7 ve 14.giinlerde anlamli

bir fark goremezken, SuM ZA konsantrasyonlu grupta 7,14 ve 21.giindeki canlilikta
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istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gbzlemlemislerdir (Fernanda G Basso et al.,
2013).

Biz de ¢alismamizda bu veriye paralel olarak 48.saat grubunda hem 10 uM hem
de 50 uM’lik ZA grubunda hiicre canliligimi 24.saatteki degerlerine gore istatistiksel

olarak anlamli derecede diisiik bulduk.

Chu ve ark. 2017’de yaptigi ¢alismada melatoninin yagli siganlardaki osteoporoza
etkisi incelenmistir. Siganlar1 8 kontrol ve 8 deney grubu olarak ikiye ayirmislar, 12 hafta
boyunca kontrol grubuna intraperitonal salin soliisyonu, deney grubuna ise giinde kg
bagina 50 mg olacak sekilde melatonin enjekte etmislerdir. Gruplar daha sonra micro CT,
ELISA ve RT-PCR testleri ile degerlendirilmistir. Calisma grubu bizim de tezimizde
inceledigimiz gibi osteoblast diferansiyasyon genlerinden RUNX-2"yi degerlendirmistir.
Elde ettikleri sonuglara gére melatonin grubundaki RUNX-2 geni ekspresyonu kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak daha yiliksek bulunmustur. Sonug olarak melatoninin
osteoblast diferansiyasyonunu destekleyici oldugunu belirtmislerdir (Chu et al., 2017).

Bizim c¢aligmamizda RUNX-2 geni i¢in yaptigimiz RT-PCR sonuglar
degerlendirildiginde Chu ve ark. (2017) bulgularina paralel olarak ilk 24 saatte melatonin
iceren grubun sadece osteoblast i¢eren kontrol grubuna gére RUNX-2 ekspresyonu

istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Calismamizda 48.saatteki kontrol grubunun (sadece osteoblast) RUNX-2
ekspresyon degeri 1,555 olarak bulunmustur. 10 pM'lik ZA grubunda ise bu deger
zoledronik asidin osteoblastlar tizerindeki olumsuz etkileri sebebiyle 1,415%¢, 50 uM'lik
ZA grubunda ise 1,471°e diismiistiir, bu degerler istatistiksel olarak anlamlidir.
Calismamizda D vitamini ve melatoninin, zoledronik asidin yarattig1 bu olumsuz etkiler
tizerinde ne gibi degisiklikler yapabilecegini gormeyi amaglamistik. Bu nedenle
olusturdugumuz 10 uM’lik ZA+ melatonin+100 uM'lik D vitamini grubunda RUNX-2
gen ekspresyonu 1,533’e ¢ikmuistir. 50 uM'lik ZA+ melatonin+100pn M’lik D vitamini
grubunda ise bu deger 1,631 olarak hesaplanmistir. Her iki dozda D vitamini ve melatonin
eklenen gruplarin RUNX-2 ekspresyon degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli derecede yiiksektir.

2017’de Alonso ve ark. melatoninin ZA uygulanmis osteoblastlar {izerindeki
etkilerini incelemek amaciyla bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢alismada 1, 5, 10, 50, 100
and 300 uM ZA ve 1, 10, 50, 100 and 200 uM’lik konsantrasyonlarda melatonin igeren
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gruplar olusturmuslar ve bu gruplarin hiicre canliliklarin1 bizim de kullandigimiz MTT
testi ile 24, 48 ve 72.saat olacak sekilde incelemislerdir. Sonuglara gére en diisiik canlilik
oranini 24.saat 300 uM ZA grubunda gormiisler ancak bu degerin istatistiksel olarak

anlamli olmadigim belirtmislerdir (Camacho-Alonso et al., 2017).

Calismamizda ise osteoblastlarin en diisiik canlilik oran1 48.saat 50 uM’lik ZA ve

100 uM’lik D vitamini grubunda gézlendi.

Yine ayn1 ¢alismada 100 ve 200 uM’lik melatoninin diisiik konsantrasyonlu (1 ve
5 uM) ZA gruplarinda koruyucu etkili oldugunu ancak istatistiksel olarak anlamli bir

sonug bulamadiklarini belirtmislerdir (Camacho-Alonso et al., 2017).

2011°de Walter ve ark. bisfosfonatlarin osteoblast, fibroblast ve insan umbilikord
endotelyal hiicreleri ilizerindeki etkilerini incelemek {izere bir calisma yapmuslardir.
Bisfosfonat olarak nitrojen igermeyen klodronat ve nitrojen igeren pamidronat,
ibandronat ve bizim de calismamizda kullandigimiz zoledronat yani zoledronik asit
kullanmiglardir. Kullandiklar1 ZA konsantrasyonlar1 0, 5, 50, 100, 200, 500 uM’diir ve
inkiibasyon siireleri ise 72 saattir. Gruplardaki hiicre canliligini1 6lgmek amaciyla Calcein
canlilik testi ve apopotozu 6lgmek amaciyla Tunnel testini uygulamislardir. Calcein
testinin sonuglarina gore diisiikk konsantrasyonlarda (5—50 uM) zoledronatin osteoblastlar
tizerindeki etkisinin diger bisfosfonatlara gore daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica diger ¢alismalar ve bizim ¢calismamiza benzer sekilde ZA konsantrasyonu arttikca
hiicre canliliginin da azaldigini1 gézlemlemislerdir. Apopotoz sonuglarina bakildiginda ise
bisfosfonatlar arasinda en yiiksek etkiyi zoledronat ve pamidronatin yarattigini

belirtmislerdir (Christian Walter, Pabst, Ziebart, Klein, & Al-Nawas, 2011).

2015’te Lozano ve ark. yaptiklar1 ¢alismada melatoninin ZA uygulanmis
mezenkimal kok hiicreler iizerindeki etkisini hiicre kiiltiirii yontemi ile incelemislerdir.
Calismada 10 yetiskinin 20 yas disi ¢ekimi esnasinda elde edilen periodontal ligament
hiicrelerini ve iliak kretten perkutan olarak elde ettikleri kemik iligi hiicrelerini

kullanmiglardir (Rodriguez-Lozano et al., 2015).

Biz ise ¢alismamizda hazir insan kaynakli siirekli osteoblast hiicre kiiltiirleri
(hFOB 1.19) American Type Culture Collection (ATCC®), (Rockville, MD, USA)

hiicrelerini kullandik.
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Lozano ve ark. (2015) yaptiklari1 deneyde ZA olarak ilag formu olan Zometa (Teva
Pharmaceutical Industries) ve melatonin (Sigma Aldrich) kullanilmistir. Biz de
deneyimizde ayn1 marka melatonin kullanmis olup ZA olarak monohidrati ve aktif formu
olan “Zoledronic acid monohydrate >98% (HPLC), >98% (TLC)” (Sigma Aldrich)’1
kullandik. Calismamizda hiicreleri degerlendirirken MTT testi olarak Boster firmasinin
MTT cell proliferation and cytotoxicity assay kit’ini kullandik, Lozano ve ark. (2015) ise
Chemicon firmasinin MTT cell growth kit’ini kullanmislardir. ZA olarak 1,3,5,10,20 ve
30 uM’lik, melatonin olarak da 300 ve 500 uM’lik konsantrasyonlari incelemislerdir
(Rodriguez-Lozano et al., 2015).

Biz ise deneyimizde 10 ve 50 pM'lik ZA konsantrasyonlari kullandik. Melatonini
ise tek (40 uM) konsantrasyonda calistik.

Elde ettikleri MTT sonuglar1 degerlendirildiginde Lozano ve ark. (2015) kemik
iligi hiicrelerinin zoledronik aside karsi periondontal ligament hiicrelerinden daha
dayanikli oldugunu belirtmislerdir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise 3 ve 5 uM'lik
ZA gruplarinda periodontal ligament hiicrelerinin proliferasyonunu istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik bulmuslardir (p<0.01). Kemik hiicreleri ise bu diististi 10 pM'lik
ZA grubunda gostermislerdir (p<0.001). Daha yiiksek ZA konsantrasyonlarinda (30 pM)
hiicrelerin proliferasyon yiizdelerinde periodontal ligament hiicrelerinde 72.8% kemik
iligi hiicrelerinde ise 44.8%’lik bir diisiis gozlemislerdir. Bu gruplara melatonin
eklendiginde ise degisik hiicre yanitlart meydana gelmistir. Periodontal ligament
hiicrelerinde 100 pM gibi diisiik konsantrasyonlarda melatonin eklenmesi ZA’nin 1 pM
‘lik diistik dozu kullanilsa bile sitotoksik etkilerini engelleyememistir. 5 uM’a kadar ZA
uygulanan gruplarda ancak 300 uM’lik melatonin eklenmesi, periodontal ligament
hiicrelerindeki proliferasyonu arttirabilmistir. Kemik iligi hiicreleri ise zoledronik aside
kars1 daha direngli olduklari i¢cin 100 pM’lik melatonin bile ZA’in etkilerini engellemek
acisindan yeterli oldugunu belirtmislerdir (Rodriguez-Lozano et al., 2015).

Bizim galismamizda ise 24.saatte 10 ve 50 uM’lik ZA uygulamalarinda osteoblast
canlilifinda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir yiikselme gozlemlenmis, 48.saatte ise
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir diisiis gézlemlenmistir. Lozano ve ark. (2015)
yaptiklar1 c¢alisma ile arastirmamizin bulgular arasindaki farka; kullanilan zaman
araliklari, ZA konsantrasyonlar1 ve hiicre tipi farkliliklarinin neden oldugunu

diistinmekteyiz.
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Basso ve ark. 2013’te zoledronik asidin osteoblastlar iizerindeki inhibisyonunu
incelemek amaciyla hiicre kiiltiiri ¢alismas1 yapmislardir (Fernanda Gongalves Basso,
Turrioni, Hebling, & Costa, 2013). Hiicre olarak insan osteoblastlari kullanmislar ve
kullandiklar1 seri ise SaOs-2 ATCC HTB-85tir. 48 saatlik inkiibasyon sonunda 6rneklere
5 uM’lik ZA eklemesi yapmislar ve hiicreleri 7-14 ve 21.giin olarak degerlendirmislerdir.
Degerlendirmeyi ALP diizeyi ve Alizarin Red testleri seklinde gerceklestirmislerdir. ALP
enzim aktivitesini belirlemek amaciyla 590 nm’lik soliisyonu absorbe edisi okuyan
spektrofotometre kullanmiglardir. Alirazin Red boyama igin Sigma Aldrich firmasinin
kitini kullanmiglardir. 7 giinliilk grupta ALP aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla 64%
oraninda azaldigini goézlemlemiglerdir (p=0.001). 14 ve 21.giinlerde ise bu deger
82%’lere ¢cikmistir. Alirazin Red ile mineralize nodiil formasyonuna baktiklarinda ise ZA
uygulanan grupta mineralize nodiill olusumunun azaldigin1i gézlemlemislerdir.
Mineralizasyonda 7.glinde 85%, 14. giinde 83% ve 21.giinde ise 63% azalma tespit
ettiklerini belirtmiglerdir (Fernanda Gongalves Basso et al., 2013).

Biz ise deneyimizde ALP seviyelerini inceledigimizde 24 ve 48.saat degerlerinde
10 ve 50 uM'lik ZA gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir yiikselme
gozlemledik. Biz ¢alismamizda 24 ve 48. saat zaman aralig1 sonuglarini incelerken Basso
ve ark. (2013) 7,14 ve 21 giin gibi bize goére daha uzun donem sonuglarini
degerlendirmislerdir. Deneyimiz ile Basso ve ark. 2013’te yaptiklar1 ¢alisma sonuglari
arasindaki farka deneyde kullanilan hiicre serilerinin ve inkiibasyon siirelerininin farkli
olmasimin neden olacagini diistinmekteyiz. ALP’nin 48.saat sonrasindan 7. giine kadar
onemli bir diisiis gosterebilecegini bu baglamda bizim deneyimizin erken sonuglar

icerdigini gozlemlemekteyiz.

2020’de Yadegari ve ark. yaptiklari hayvan deneyi ¢alismasinda melatoninin
MRONIJ’a kars1 koruyuculugunu incelemislerdir (Yadegari, Aminzadeh, Seyyedkhamesi,
& Aminian, 2020). Deneyde 30 erkek Wistar albino si¢gani kullanilmustir. Bu 30 si¢an biri
kontrol olmak iizere 3 gruba ayrilmistir. Kontrol grubuna 0.1 mg/kg dozunda haftada 3
olmak iizere 4 hafta boyunca intraperitonal salin enjeksiyonu yapilmustir. Ikinci gruba
birinci grupla ayn1 doz ve ritimde intraperitonal ZA (Zolena; Ronak Pharmaceutical,
Saveh, Iran) enjeksiyonu yapilmistir. Son gruba ise ikinci grupla ayni doz ve ritimde ZA
enjeksiyonuna ek olarak 5 mg/kg/giin olacak sekilde melatonin (Melatonin, Nature Made,

CA, USA) 3 hafta boyunca aksam saat 4 ve 5 arasinda oral olarak uygulanmistir. 4 hafta
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bekleme periyodunun sonunda her si¢anin sag 1. maxiller molar disi ¢ekilmis, iyilesme
icin 4 hafta beklendikten sonra sakrifikasyon islemi gerceklesmis ve histopatolojik
inceleme yapilmistir. incelemeyi vaskiilarizasyon ve inflamasyon dereceleri, fibroblast
sayis1, osteoklast sayis1 ve osteonekroz alanlar1 seklinde gergeklestirmislerdir. Yadegari
ve ark. (2020) elde ettigi sonuglara gore ostenekroz alanlarinda 2.grupta kontrol grubuna
gore artma gozlenmis gruba melatonin eklenmesi ise bu alanlart kontrol grubundaki
degere kadar diisiiremese bile osteonekroz alanlarinda azalma saglamistir. Osleoklast
sayilarinda ise siralama; en yiiksek birinci kontrol grubu, sonrasinda melatonin eklenen
grup ve sonuncu olarak da sadece ZA igeren grup olarak belirtilmistir. Sonug olarak
melatoninin, zoledronik asidin sebep oldugu osteonekroz alanlarindaki artma ve
osteoklast sayisindaki azalma gibi durumlar1 engelleyebilecegini ancak antifibrotik

etkisinin yetersiz oldugunu belirtmislerdir (Yadegari et al., 2020).

Deneyimizde Yadegari ve ark. (2020) farkli olarak in vitro bir ¢alisma yapmamiza
ve osteoklast degil osteoblastlar1 kullanmamiza ragmen melatoninin koruyuculugu
konusunda biz de bazi paralel sonuglar elde ettik. 50 uM ZA, melatonin ve 10 uM D
vitamini igeren grup ile 50 uM ZA ve 10 uM D vitamini i¢eren grubun karsilastirilmasi
sonucunda ikinci grubun MTT degeri istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (p<0.05). Bu durum melatoninin hiicrelerin canliligini korumada yardimci

etkisinin olacagini fikrini desteklemektedir.

Farshdousti Hagh ve ark. 2012°de yayinladigi bir caligmada insan kemik iliginden
elde edilen mezenkimal kok hiicreler 5 pM’lik ZA etkisine maruz birakildiktan sonra
osteojenik diferansiyasyon i¢in 3 hafta boyunca inkiibe edilmislerdir (FARSHDOUSTI
etal., 2012). 0,7,14 ve 21. giinlerde DNA ve RNA o&rnekleri alinmis, cDNA elde edilmis
ve RT-PCR teknigi ile OSX gen expresyonu arastirilmistir. Osteoblasta farklilagan
hiicrelerde zoledronik asidin etkisiyle ozellikle 14 ve 21. gilinlerde OSX’in mRNA
expresyonunda artis gozlenmistir (p<0.05), ancak farklilagmayan mezenkimal hiicrelerde
OSX’te degisiklik olmamustir. Farshdousti Hagh ve ark. (2012) sonug¢ olarak OSX in
baslatic1 bolgesinin osteoblastik farklilagma sirasinda zoledronik asitten bagimsiz olarak

hipometilize oldugunu belirtmislerdir (FARSHDOUSTI et al., 2012).

Caligmamizdaki OSX gen expresyon sonuglarina bakacak olursak 24.saat 50 uM
ZA grubunda kontrol grubu ile kiyaslanildiginda artis gozlenirken 48.saat grubunda

azalma oldugunu, ancak sonuglarin istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 saptadik. Bu
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acidan baktigimizda kullanilan hiicre farkliligi, inkiibasyon siiresi ve konsantrasyon
farkliliklari sebebiyle Farshdousti Hagh ve ark. (2012) yaptigi ¢alisma ile paralel olmayan

sonuglar elde ettigimizi diisiinmekteyiz.

Tim bulgular degerlendirildiginde ZA uygulamasi sonras1t MRONJ tablosunun
gelismesini engellemek amaciyla D vitamini ve melatonin verilmesi diisiincesi
calismamizdaki bulgular ile uyum gostermektedir. Calismamizi, osteoblast hiicrelerinin
canliliginin yani sira kemik yapimini etkileyen gen ve markerlar1 da degerlendirecek
sekilde planladik. Sonuglar1 inceledigimizde melatonin ve D vitamini takviyesinin hiicre
canliligi, gen ekspresyonlart ve markerlar agisindan farkli sonuglara yol agtigini
gormekteyiz. MTT verileri degerlendirildiginde, D vitamini ve melatonin uygulamalari
osteoblast hiicrelerinin vitalite ve proliferasyonlari agisindan olumlu sonuglara yol
agmaktadirlar. Ozellikle gen expresyon sonuglarini inceledigimizde ise D vitamini
+melatonin kombinasyonundansa sadece D vitamini uygulamasinin (6zellikle D100) gen
ekspresyonlarini daha fazla arttirdigimi gozlemlemekteyiz. ALP, caspase-3 ve IL-8
sonuclarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamamistir. Calismamizda
kullanilan D vitamini ve melatonin disinda hiicre canliligin1 ve kemik yapim genlerini
uyaran birden fazla etmen oldugu ve inkiibasyon siiresinin de bu degerleri oldukga
etkiledigi unutulmamalidir. D vitamini ve melatoninin ZA uygulanan osteoblastlar
tizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla, farkli konsantrasyon degerlerindeki ZA,
melatonin ve D vitamininin uygulanildigi, uzun donem takibi olan c¢aligmalar

yapilmasinin bu konudaki bilgileri daha da arttiracagina inaniyoruz.
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