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Amag: Bu calismamizda sistemik kortikosteroid uygulamasinin iz vivo eklem kikirdag: kondrositleri
tizerindeki apoptotik etkilerini ve zoledronik asidin kortikosteroide bagli apoptoz tizerindeki olasi et-
kileri olup olmadigini degerlendirmeyi amagladik.

Calisma planz: Yirmi dort adet Wistar sicani rastgele 3 gruba ayrildi. Kontrol grubunda, intramuskiiler
izotonik tuz ¢ozeltisi haftalik olarak enjekte edildi. Ikinci grupta ise, kas i¢ine 10 mg/kg dozunda korti-
kosteroid (metilprednizolon) enjeksiyonu 8 hafta boyunca haftada bir uygulandi. Uglincii grupta, 10
mg/kg intramuskiiler kortikosteroid (metilprednizolon) enjeksiyonu 8 hafta boyunca haftada bir doz uy-
gulanirken, ek olarak 0.1 mg/kg zoledronik asit 0, 21 ve 42. giinde deri altina enjekte edildi. Tedavinin
sonunda her gruptan femur bagi 6rnekleri alindi ve apoptotik kondrositleri saptamak i¢cin TUNEL yo6n-
temi kullanildi. Kargilagurmali analizler icin ANOVA yontemi ve Tukey testinden yararlamildi.

Bulgular: Kortikosteroid grupla diger iki grup (kontrol grubu i¢in p=0.005 ve kortikosteroid + zoled-
ronik asit grubu i¢in p=0.047) arasinda anlamli bir fark vardi. Zoledronik asit tedavisi eklem kikirda-
ginda kortikosteroide bagl gelisen apoptotik kondrosit sayisini1 anlamli olarak azaltt1 (p<0.05).

Cikarimlar: Zoledronik asit, kondrositlerde kortikosteroide bagli gelisen apoptoz nedeniyle olusabi-
lecek eklem kikirdagi bozulmasini 6nleyici bir potansiyele sahip olabilir.

Anahtar sozciikler: Apoptoz; kikirdak; kondrosit; kortikosteroid; zoledronik asit.

Eklem i¢i uygulamadan sonra kortikosteroidlerin ek-
lem kikirdag: tizerindeki etkileri daha 6nce calisilmis ol-
masina ragmen, eklem kikirdagi tizerinde sistemik korti-
kosteroid kullaniminin etkileri ile ilgili az sayida ¢aligma
vardir. Bu hayvan deneylerinde, eklem kikirdaginin yapi-
sal degisiklikleri, sistemik kortikosteroid uygulamasindan
sonra arastirilmig ve doza bagiml bir sekilde matriks sen-
tezinin bozuldugu, protein ve proteoglikan sentezinin

azaldig1 ve kikirdak yiizeyinde bozulma meydana geldigi
bildirilmistir. Bu ¢aligmalarin bazilarinda kortikosteroid-
lerin artan hiicre 6liimiine neden olabilecegi bildirilmis
ancak apoptozu ortaya koyacak 6zel yontemler uygulan-
mamugtir."”

Apoptoz, programlanmus hiicre 6limii anlamina gelir

ve cesitli etkiler nedeniyle hiicre 6limi ile sonuclanan
bir siireci aciklar. Apoptozu tammlamak icin 6zel bir
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yontem, TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase
biotin-dUTP nick end labeling) yontemidir. Bu yontemle,
DNA sarmal zincirindeki kirilmalar enzimatik etiketle-
me ile saptanir."*" Kortikosteroid tedavisinin neden ol-
dugu kondrosit apoptozunu aragtiran sinurlt sayidaki ¢a-
ligmada tedavi, eklem igi uygulama"” ya da hiicre kiiltii-
rii modelleri"™"” {izerinde incelenmis, bir calismada da
sicanlardaki bobrek yetmezligi modelinde kortikostero-
idlerin biiyiime plag1 iizerindeki etkileri aragtirilmugtir.™
Yukarida belirtilen ¢aligmalarin tiimiinde kortikosteroid
tedavisinin neden oldugu kondrosit apoptozu ve kikirdak
hiicreleri tizerinde zararlt etkiler bildirilmesine ragmen,
bildigimiz kadartyla eklem kikirdag: tizerinde sistemik
kortikosteroid tedavisinin apoptotik etkilerini aragtiran
in vivo bir ¢alisma yoktur.

Kortikosteroidler yaygin olarak cesitli hastaliklarin
oldugu kadar kafa travmasi veya organ nakli sonrasinda-
ki belirtileri tedavi ya da kontrol etmek i¢in de kullanila-
gelmistir. Eklem kikirdaginin gelecegi ile ilgili yeterli bi-
limsel veri olmadig i¢in, sistemik kortikosteroid tedavi-
sinin eklem kikirdagini ne derece etkiledigi ve kortikos-
teroid tedavisi alanlar i¢in kortikosteroidlerin eklem ki-
kirdag: tizerindeki zararh etkilerini 6nleyici bir énlemin
olup olmadig1 konusunda bilgi sahibi degiliz.

Bifosfonatlarin antioksidan 6zelliklere sahip oldugu
ve bu yolla kondrosit lipid peroksidasyonunu 6nledigi ve
romatoid artritte tedavi edici potansiyele sahip oldugu
belirtilmistir."” Buna ek olarak, kondrosit kiiltiirlerinde
eklem kondrositlerinde kortikosteroide bagh apoptoz
iizerinde bifosfonatlarin koruyucu etkisi gdzlenmistir.””

Bu caligmanin amaci, sistemik kortikosteroid uygula-
masinin apoptotik etkilerini i vivo sorgulamak ve korti-
kosteroide bagli apoptoz tizerine bifosfonatlarin herhan-
gi bir etkisinin olup olmadigini aragtirmakti.

Gere¢ ve yontem

Bu ¢alismada, her birinin agirligr 200-250 g olan 24
erigkin disi Wistar sican kullanildi. Siganlar her birinde 8
adet olacak sekilde rastgele 3 gruba ayrildi. Hayvanlarin
standart sican laboratuvar diyeti ve musluk suyuna ser-
best olarak ulagmalarina izin verildi. Kontrol grubundaki
hayvanlara 8 hafta boyunca izotonik tuz soliisyonu hafta-
da bir kez kas icine enjekte edildi. Kortikosteroid gru-
bunda hayvanlara 8 hafta boyunca metilprednizolon
(Prednol-L ampul, Mustafa Nevzat, Istanbul, Tiirkiye)
haftada bir kez 10 mg/kg dozunda kas ici enjekte edildi.
Yiiksek doz kortikosteroid enjeksiyonlar: kikirdak ve ke-
mik hiicrelerinde apoptoz gelisimine neden olabilir-
ken,"” diisiik doz metilprednizolon uygulamasinin sigan-
larda kalsiyum dengesi ve kemik yapisi tizerinde herhan-
gi 6nemli bir etkisi yoktur.”" Bu nedenle biz, pilot ¢alis-

mamuza bagli olarak kondrosit apoptozuna neden olabi-
lecek bir doz ve uygulamak i¢in pratik bir yol sectik.

Kortikosteroid + zoledronik asit grubunda, 8 haftalik
bir siire boyunca haftada bir kez 10 mg/kg kas ici metil-
prednizolon enjekte edildi ve ayrica 0, 21 ve 42. giinler-
de 0.1 mg/kg deri alt zoledronik asit (Zometa®; Novar-
tis Pharma AG, Basel, Isvicre) uygulandi. Cerrahi sonra-
st 1. ve 4. haftalarda uygulanan 0.1 mg/kg zoledronik asit
enjeksiyonunun si¢anlarda cerrahiye bagli femur baginda
olusturulan osteonekroz sonrasi femur bagt mimarisini
korudugu gosterilmistir.”? Ayrica, Zometa® klinik kulla-
mimda 3 ila 4 haftada bir uygulanmaktadir,””’ bu nedenle
0.1 mg/kg deri alt zoledronik asit enjeksiyonunu 0, 21 ve
42. giinlerde uygulamayn tercih ettik.

Bu deneysel protokol, kurumumuzun Hayvan Bakim
ve Kullanim Kurulu tarafindan onaylanmigtir ve ayni za-
manda Helsinki Bildirgesi ve Uluslararast Agr1 Calisma-
lar1 Birligi’nin yonergeleri ile uyumludur.

Sekiz haftalik donemin sonunda, fareler yiiksek doz-
da anestezi ile 6ldiiriildii ve femur baglar1 ¢ikarildi. Do-
kular immiinohistokimyasal incelemelerde kullanilmak
tizere parafine gomme islemi i¢in islendi. Femur bagt 6r-
nekleri 1 hafta boyunca %10 formalin icinde tespit edil-
di. Daha sonra, dokular 24 saat boyunca musluk suyu ile
yikandi, 3 giin boyunca %25 formik asit (Merck KGaA,
Darmstadt, Almanya) i¢inde dekalsifiye edildi, tekrar 24
saat musluk suyu ile yikand: ve 0.35 M sodyum siilfat
(Lachema, Brno, Cek Cumbhuriyeti) ¢ozeltisi icinde 3
giin boyunca nétralize edildi. Takiben, dokular 24 saat
boyunca musluk suyu ile bir kez daha yikandiktan sonra,
kademeli bir dizi etanol serisinden gegirilerek kurutuldu
ve parafin balmumu i¢ine gomiildi. Ttm numunelerden
5 pm kalinliginda seri kesitler alind: ve hematoksilen-eo-
zin (HE) boyama sonrasi rutin histolojik inceleme i¢in
veya immiinohistokimyasal etiketleme i¢in boyandi.

Eklem dokusundaki apoptoz DNA zincirindeki kirl-
malarin enzimatik etiketlenmesi ile TUNEL yontemi
kullanilarak saptandi. Femur bagindan alinan 5 pm kalin-
higindaki parafin kesitler kesildi ve poli-L-lisin kaph
slaytlar tzerine yerlestirildi; kurutmadan sonra slaytlar
inkiibatorde 45°C’de bir gece ve 60°C’de 1 saat boyunca
birakildi. Deparafinizasyon ve rehidrasyondan sonra
slaytlar iki kez fosfat tamponlu tuz icinde 5 dakika boyun-
ca yikand1. Sekiz dakika boyunca 4°C’de gegirgenlik ¢6-
zeltisi (%0.1 sodyum sitrat icinde %0.1 Triton X-100) ile
inkiibasyondan ve fosfat tamponlu tuzlu su ile iki kez 5
dakika boyunca yikamadan sonra her bir 6rnek i¢in 50 pLL
TUNEL reakdfi kullanilarak etiketleme reaksiyonu uy-
gulandi. Negatif kontrolde ise, enzim olmadan bu reaktif
ilave edildi ve 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Fos-
fat tamponlu tuzlu su ile yikama sonrasinda slaytlar 30
dakika boyunca 37°C’de donistiirticii reakdtifi ile inkiibe



432

Acta Orthop Traumatol Turc

edildi. Yikamadan sonra, isaretli DNA sarmal kirilmala-
rini igeren hiicrelerin lokalizasyonu i¢in, slaytlarin 10 da-
kika boyunca Fast Red substrat ¢ozeltisi ile inkiibe edil-
mesiyle renklendirme islemi gerceklestirildi. TUNEL ile
isaretleme, bir Hiicre Oliimii Tespit Kiti (Roche, Mann-
heim, Almanya) ile ve tireticinin talimatlarina uygun ola-
rak yapildi.

TUNEL isaretli hiicreler hem kontrol hem de deney
gruplarinda 6zel bir mercek 6lgegi olan Axioplan mikros-
kop (Zeiss, Oberkochen, Almanya) kullanilarak deger-
lendirildi. Her gruptan birer adet olacak sekilde rastgele
secilen ti¢ slayttan, x80 biiytitmede bes farkli alanda TU-
NEL pozitif hiicreler analiz edildi. Deney gruplarmna kor
iki gozlemei, TUNEL pozitif hiicre sayimini yapt ve or-
talama puanlar kullamld:.

TUNEL pozitif hiicre sayimi verileri tek yonli
ANOVA testi ile analiz edildi. Gruplar arasinda anlamli-
lik post-hoc Tukey testi ile degerlendirildi. Degerler or-
talama=SS olarak sunuldu. Istatistiksel hesaplamalar Sig-
maStat for Windows v.3.0 (Jandel Scientific Corp., San
Rafael, CA, ABD) kullanilarak yapildi. Istatistiksel an-
lamlilik diizeyi p<0.05 olarak belirlendi.

Bulgular

Deney ve kontrol gruplarindan elde edilen apoptotik
hiicre degerleri (ortalama=SS) Tablo 1’de sunulmustur.

Apoptotik kondrosit degerleri kortikosteroid gru-
bunda, kontrol ve kortikosteroid + zoledronik asit grup-
lar1 ile kargilagtirildiginda, anlamli bir artig gosterdi (sira-
styla p=0.005 ve p=0.047). Kontrol ve kortikosteroid +
zoledronik asit grubu arasinda istatistiksel olarak anlam-
I1 bir fark yoktu. TUNEL boyamada gruplar arasindaki
farkliliklar Sekil 1’de acik bir sekilde goriilmektedir.
Kortikosteroid tedavi grubunda yogun apoptoz yiizeysel
bolgeye yakin alanlarda daha ¢ok gorildii.

Tartisma

Kortikosteroidler ¢ok cesitli hastaliklarin belirtilerini
kontrol veya tedavi etmek icin, ya da kafa travmasi son-
ras1 ve organ nakilleri sonrasinda sik kullanilirlar. Bu gi-
bi klinik durumlarda eklem kikirdaginin uzun vadedeki
akibeti belirsizdir. Organ nakli sonrasinda kortikostero-

Tablo 1. Sican eklem kikirdagindaki apoptotik kondrosit sayilari
(ortalama=SS).

Kontrol  Kortikosteroid Kortikosteroid +
Zoledronik
asit
TUNEL pozitif 18+14 77+40* 36x21

kondrositler

*p<0.05

id tedavisi temel immiinstipresif tedavi ile birlikte stan-
dart bir protokoldiir. Bu tedavi protokoliiniin kikirdak
tizerine zararsiz oldugu kabul edilmekle birlikte, trans-
plant hastalarinda avaskiiler nekroza (AVIN) bagli oste-
oartrit (OA) diginda, ana eklemlerde ilerleyici kikirdak

. 24] v .
sorunlari ise ortaya konmamigtir.” Karaciger nakli son-

TUNEL boyamalari

()

A

Kontrol
grubu

i

Kortikosteroid
grubu

Kortikosteroid +
zoledronik asid grubu

Sekil 1. Gruplarin TUNEL boyamalari. (a) Kontrol grubunda, TUNEL po-
zitif hicrelerin normal dagilimi goriilmekte. Oklar kikirdak orta
bolgesindeki pozitif hiicreleri gosteriyor. (b) Kortikosteroid gru-
bunda, kikirdagin ytzeysel bolgesinde TUNEL pozitif hiicrelerin
onemli 6lctide sayisi ve yogunlugu artmistir. Oklar isaretlenmis
pozitif hticreleri gosteriyor. (c) Kortikosteroid + zoledronik asit
grubunda, TUNEL pozitif hticrelerin sayisi ve yogunlugu korti-
kosteroid grubuna gore azalmistir. Oklar pozitif hiicreleri goste-
riyor (HE, x80). [Bu sekil, derginin www.aott.org.tr adresinde-
ki cevrimici versiyonunda renkli gorulebilir. ]
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rasinda AVN olmaksizin hizli multifokal kondroliz bildi-
rilen toplamda 5 olgunun incelendigi ve yakin zamanda
yayinlanan iki ¢alismada, kortikosteroid immiinstipresif
tedaviye yardimer olarak kullanilmig ve hicbir kemikte
mikrokirik saptanmamstir.”” Her iki yayinda da, kikir-
dak bozulmasma yol agabilecek birden fazla potansiyel
faktor olmasina ragmen kondrolizin muhtemel nedeni
olarak cok faktorlii etkilesim 6ne siiriilmiistiir. Bizim ¢a-
lismamuz ise kortikosteroid tedavisi sonrasi artmig kon-
drosit apoptozuna bagl kikirdak yikiminin olast neden-
lerinden birinin kortikosteroidler oldugunu gostermis-
tir. Bu yiizden, organ nakli sonrast kikirdak bozulmasini
aragtiran gelecekteki caligmalarda kortikosteroidler dik-
kate alinmalidur.

Kortikosteroidlerin eklem kikirdagi kondrositleri
tizerindeki apoptotik etkilerini inceleyen caligmalar lite-
ratiirde yer almaktadir.”™ Bu ¢alismalarda, sistemik
kortikosteroid tedavisinin terminal hipertrofik kondro-
sitlerdeki apoptozu tetikleyerek ve kondrosit cogalmasi-
n1 baskilayarak biiytime kikirdagi kalinliginda azalmaya
neden oldugu bildirilmis,"” Bcl-2’nin azaltilmast ve Bax
saliniminin arttirilmast yoluyla da cogalan ve hipertrofik
kondrositlerdeki apoptozu arttirdigt ifade edilmistir."™'"
Bizim ¢alismamizda, sistemik kortikosteroidlerin eklem
kikirdagr kondrositleri iizerindeki apoptotik etkileri in
vivo ¢aligildi ve apoptozun artugi gozlendi. Bu agidan ¢a-
lismamuz, kortikosteroidlerin eklem kikirdag: kondrosit-
leri tizerindeki apoptotik etkilerini in vivo gosteren ilk
calismadir. Sonuglarimiz, kortikosteroidlerin kondrosit
kiiltiirleri tizerindeki etkilerini gosteren caligmalar ile
uyumludur. Bu c¢alismalarda kortikosteroidlerin zararh
etkileri gosterilmistir.""”

Apoptotik yolak, birden fazla bilegeni ile karmagik bir
sistemdir. Apoptoz gegirecek hedeflenen hiicrelerin bo-
zulmasindan sorumlu bir protein ailesi olan kaspaz en-
zimleri bu yolagin 6nemli bilegsenlerindendir. Baglauci
kaspaz-8 ya da kaspaz-9 aktivasyonundan sonra apoptoz
olusabilir.”’ Kaspazlara bagimh bu iki yolagin yan sira,
fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K)/Akt yolag: da kortikos-
teroid kaynakli apoptozda énemli bir bilegen olarak ka-
bul edilir.” Yakin zamanli bir calismada, kortikosteroid-
lerin Akt fosforilasyonunu ve bu sayede PI3K/Akt sinyal
ileti yolagini inhibe ederek kondrosit apoptozunu arttir-
dig1 gosterilmigtir.™

Yakin zamanlh bir OA modeli ¢alismasinda, nitrojen
iceren bir bifosfonat olan alendronatin kikirdaktaki
MMP13, IL-1b, RANKL, COLX ve VEGF ekspresyo-
nunu inhibe ettigi gosterilmistir.”” MMP13 ve IL-1b’nin
OA’da kikirdak hasarina yol agtig1 bilinmektedir ki, bu da
kondrositlerin araciligi ile olmaktadir.” RANKL ise os-
teoklast farklilagmasini diizenlemektedir ve ayni zaman-
da kikirdakta bulunur.”” Artritli diz eklemlerinin infla-
matuar hiicreleri ve kikirdak dokusu yiiksek diizeyde

RANKL"™ ve COLX"" igerir. Osteoartritte, bir anjiyoje-
nik faktor olan VEGF ekspresyonu kondrositlerde art-
mustir.”” Yazarlar, alendronatitn MMP13, IL-1b, COLX,
VEGF ve RANKL ekspresyonunu inhibe etmesi ile ek-
lem kikirdagini korudugu sonucuna varmuglardir.”” Bi-
zim ¢aligmamizda ise, kortikosteroid kaynakli apoptozun
onlenmesi icin nitrojen igeren bir bifosfonat olan zoled-
ronik asit kullanilmistir.

Osteosit ve osteoblastlarda glukokortikoid nedenli
apoptozu aragtiran bir ¢aligmada, bifosfonatlarin pro-
apoptotik uyarana bakmaksizin apoptozu inhibe ettigi
gosterilmis ve yazarlar bifosfonatlarin pro-apoptotik yo-
laktan bagimsiz olarak hiicre 6lumiini inhibe ettigi so-
nucuna varmuslardir.”” Bir diger ¢alismada,™ bifosfonat-
larin osteositik hiicreler ve osteoblastlar tizerindeki anti-
apoptotik etkisinin hiicre dist sinyalle regiile olan kinaz-
larin (ERK) hizli aktivasyonunu icerdigi gosterilmistir.
Bisfosfonatlar ile indiiklenen ERK iligkili anti-apoptotik
sonug, ERK’lerin sitoplazmik hedef bélgesinin kinaz ak-
tivitesini gerektirir ki, bu da, pro-apoptotik protein BAD
ve C/EBP’nin (CCAAT/gliclendirici baglayict protein)
fosforilasyonunu saglar.

Fareler tizerinde gergeklestirilen yakin zamanli bir ¢a-
lismanin bulgulari, glukokortikoide bagli artmis osteob-
last apoptozunda sagkalim sinyal aktivasyonunda bifosfo-
natlarin bir rolii olabilecegini destekler niteliktedir.””

Elimizde zoledronik asidin kortikosteroide bagh
apoptozunun 6nlenmesine dair kesin mekanizmalar ve
yolaklar1 aciklayacak ayrinuli veriler olmamasma rag-
men, daha 6nce gosterildigi gibi, pro-apoptotik uyaran
ne olursa olsun, zoledronik asidin ERK’lar {izerinden
apoptozu inhibe edebilecegini diigtintiyoruz.

Bu caligmada, hipotezimizi sadece TUNEL yonte-
mini kullanarak test ettik. Bu da calismanin zay:if bir y6-
ni olarak kabul edilebilir. Kiltir hiicrelerinde apoptotik
kondrositlerin belirlenmesi icin bir baska kabul edilen
yontem, kondrositlerin FITC etiketli anneksin-V ve
propidyum iyodiir (PI) ile boyanmasi olup bu yontemde
akis sitometrisi kullanilir."" Akis sitometrisi igin kon-
drosit kiiltiirii veya izolasyonu gerekli oldugundan, ¢alis-
mamuzda bu teknigi kullanmamiz miimkiin olmad.

Onceki bir calismada, sistemik kortikosteroid tedavi
sonrast sican eklem kikirdaginda kok hiicre belirteclerin-
de (CD105 ve CD166) 6énemli bir azalma bildirilmis ve
soz konusu hiicre yiizey molekiillerindeki azalmanin
kondrosit canlilig1 ve genel eklem kikirdag: yapisini etki-
lemis olabilecegi éne siiriilmiistiir.” Bizim ¢aligmamiz
da, eklem kikirdag: yiizeysel bolgesinde belirgin olan
kondrosit apoptozunun uzun vadede kikirdak bozulma-
sina yol acabilecek potansiyele sahip oldugu hipotezini
desteklemektedir.
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Calismamizdan elde edilen ikinci sonug, zoledronik
asit tedavisinden sonra sistemik kortikosteroide bagl
apoptozun azalmasidir. Bu konudaki tek ¢aligma, kon-
drosit kiiltiirlerinde zoledronik asit tedavisi sonrasi kor-
tikosteroide bagli kondrosit apoptozunun azaldigini bil-
diren in vitro caligmadir ve bulgulari bizim ¢alismamiz ile
tutarlidir.””

Sonug olarak, uzun siireli kortikosteroid tedavisinin
eklem kikirdagi kondrositleri iizerinde zararli etkilere
neden olabilecegi ve bunun gelecekte dejeneratif eklem
hastaligina yol acabilecegi ihtimaline dair hastalar bilgi-
lendirilmelidir. Uzun siireli sistemik kortikosteroid teda-
visi alan hastalarda bifosfonatlarin etkisini incelemek igin
yeni klinik caligmalara ihtiya¢ vardir. Ayrica, kortikoste-
roid tedavisinin neden oldugu kikirdak bozulmas tizeri-
ne bifosfonatlarin rejeneratif etkisinin olup olmadigini
gormek icin de yeni klinik ¢aligmalar tasarlanmalidir.

Tesekkdir

Histolojik kesitlerin elde edilmesinde ve hazirlanma-
sindaki teknik yardimlari igin Bayan Sibel OZDEN
OZER’e, zoledronik asit (Zometa®) ve bu calismada kul-
lanilan TUNEL kitleri ve gereken malzemenin saglan-
masindaki katkilar icin Novartis Tirkiye’ye tegekkiirle-
rimizi sunariz.

Cikar Ortiismesi: Cikar 6rtiismesi bulunmadig: belirtilmistir.
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