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GIRTIS

Sert dokular matfis.denilen hiicreler arasi madde ile
bunu salgilayan hiicrelerden olusur. Matris hiicrelere gdre da-
ha genig bir alani kapsar ve iki b8liimden olusur. Bunlar or-’

ganik matris ve inorganik matrislerdir.

Organik matrisi kollagen ve esas madde yapar, % 95'i
kollagendir. Bu protein, matris icinde ileri derecede 3rgiit-
lenmis lifsel bir yapi olugturur. Kollageén iizerine sert doku-
larda mineral matris'gﬁkeldiginden bu digéf bag doku kolla-
genleri arasinda ayri bir yer tutar. Ancak bu ayr1¢a11g1n1
aciklayici biyokimyasal, morfolojik ya da immunolojik bir
bzellik tagimadigi garﬁimektedir; Kollagen lifciklerin rarasi-
n1 esas madde doldurur. Esas madde daha cok hﬁére ve kanalcik-
‘lari gevresinde yogunlasmis gdziikiir. Kimyasal yapisina degi-

sik protein-karbonhidrat bilesimi molekiiller girer.

Mineral matrisin yapisina basta kalsiyum ve fosfor ol-
mak lizere siﬁrat, karbonat, magnesyum, sodyum, fluor ve su
girer. Inorganik fazin organik matrise orani geligime ve pa-
tolojik nedenlere bagli olarak degisir. X 1sinlari sacilmasi
yontemiyle yapilan gdzlemler mineral matrisin biiylik &lcide
kélsiyum fosfat kristallerinden olustufunu gdstermigtir. Di-
ger kismini da amorf kalsiyum fosfat yapar. Kristaller mine-
ral hidroksiapatittir (Calo(P04)6 OHZ)’ Y5581, igne biciminde

ya da altigen olabilir. Genellikle uzun eksenleri kollagen -



lifcikle; dogrultusunda olacak sekilde buniarln izerlerinde
ya da iclerinde yerlesmiglerdir. Ancak hepsinde kollagen lif-
ciklerle yakin iligki gdzlenmez ve bunlardan ayri olarak esés
madde i¢inde yerlesmis kristallere de siklikla rastlanir. '
Kristaller>birbiriy1e bitisik degillerdir ve -aralarinda degi-

sik kalinliklarda amorf alanlar birakirlar(37).

Organik matris yaplmlnl‘hﬁérelerin disinda kalsifikas=~
yon izler. Bu b&lgeye kalsifikasyon ¢izgisi denir. Kalsifi-
kasyon gizgisiyle hiicreler arasinda mineral yapi icermeyen
bir halka yer alir. Bu halka icinde kollagen lifciklerin de=~
gigik olgunlagma sekilleri ve vesikiiller gdzlenir. Vesikiiller
(matris vesikiilleri) degisen boyutlarda yuvarlak ve hiicre
membranina benzer bir menmbranla cevrili keseciklerdir. Kalsi-
yuma kolayca birlegme 8zelligiyle bilinen fosfolipidler, kal-
siyum, alkali fosfataz ve ATP enzimi icerirler. Vezikiillerin
organik matris icinde kalsifikasyonu baglatici yerei bir sis-
tem olusturduklari dne sifiriilmigtiir(l). Ancak bunlar kalsifi-
kasyona ugramayan hyalin kikirdak gibi dokularda da gbzlen-

mektedir(7). Organik matris olusumunu kalsifikasyon izler.

Organik matris {izerine mineral matrisin ¢Skelmesi: On-
ce kalsiyum ve fosforun doku sivisi iginde yerel birikimi ve-
ya organik matrisin bazi fiziksel ya da kimyasal 8zellikle-
riyle doku sivisindan secici bi¢imde bu iyonlari tutarak ‘suda
¢Sziinmez amorf tuzlarin olusmasi ve bunlarin da hidroksiapa-
tite benzer kristallere d&niismesi evrelerini kapsar. Bu evre-
lere iliskin ayrintilar heniiz bilinmemektedir. Herbiriyle il-

gili degisik varsayimlar 8ne silirlilmiigtiir:

- Kalsiyum ve fosforun yerel birikimi: In vitro kalsi-
yum ve fosfat iyonlarinin yojunlufu belirli bir degere yiik-
seltildiginde bunlar suda erimez kalsiyum fosfat tuzu seklin-
de ¢8kelmeye baglar. Bu degerin altinda ise cdkelme olmaz.

Ekstraselliiler siviyi bu ydnden incelemeye y8nelik caligma-



lary kalsiyum ve fosfat yofunlufunun, c¢dkelme icin gerekli

olan degerin éok altinda oldufunu gdstermigtir(36).

Robinson ve ark. (1930) kalsiyum ve fosforun organik
matriste enzim yoluyla aktif bicimde artabilecegi tezini or-
taya atmigslardir. Bu arastirmacilara gdre alkali fosfataz en-
zimi fosfat iyonlarini serbestlestirerek bunlarin yerel biri-
kimine ve ¢dkelmesine neden hazirlar. Ancak kalsifikasyonun
normal geligmedigi rasitizm oigusunda ve bircok yumugak doku-

da da bu enzimin bulunmasi varsayima ters diismektedir(71).

- Organik matris mineral matris iligkisi ile ilgili
varsayimlar: Bunlar birikim olmaksizin organik matrisin bazi
fiziksel ve kimyasal 8zellikleriyle doku sivisindan bu iyon-
lari secgici bigimde tutmasini &n plana alir. Baslica iki var-
séylm bulunmaktadir. Ilkine kristallerle yakin iliskileri ne-
deniyle kollagen lifcikler dayanak olugsturur(37). Bunma ilis-
kin varsayimlar arasinda kristallerin, molekiillerin icinde;
bunlarin uglari arasindaki acikliklarda’ va da lifciklerin
ylizeyinde ve enine gizgilenmelere uyacak bigcimde yerlestikle-

‘ri yer alir. tkinci varsayim ise kollagen disindaki amorf

matris proteinlerinin minerali baglamasi olugturur. Buna gdre

matris proteinleri &nce kalsiyum iyonlarini; olusan kalsiyum-
prbtein kompleksi de fosfat iyonlarini baglar ve daha sonra
.kalsiyum fosfat, proteinden ayrilir; serbest kalan protein
yeniden baska bir kompleksi baglar(9). Kalsifikasyon bu olay
zineciri icinde gerceklesir. Ancak Snceki gibi bu varsayim da

diger bag dokularinin neden sertlesmedifini aciklamaz.

- Hiicre-mineral matris iliskisi: Morfolojik galismalar
matrisi olusturan hiicrelerin mitokondriyon veya vezikiillerin-
de kalsiyumun yogunlastlginl gbstermigtir. Bu bulgulara daya-
nilarak kalsiyumun, hiicre i¢cinden minerallesme alanina vezi-

kiiller icinde salgilanabilecegi savi ortaya atilmigtir(47).



- Nikleasyon: Glimcher'in(34) ortaya atmis oldufu nik-
leasyon varsayimi bunlar arasinda en ¢ok ilgi cekenidir. in
vitro uygun ¢8zeltli igine bir kristal cekirdegi éklenmesiyle,
bu madde ¢8zeltinin dengeéini bozar ve molekiillerde ylgllﬁa-
larla kiigiik cekirdekler olusur (niikleasyon). Bunlar da gide-—
rek irilesir ve kristallere d&niigsiir. Sert dokularda kalsiyum
ve fosforun nilkleasyonunu bagslatici olarak kollagen lifcikler
tizerinde durulmaktadir. Mineral matris olﬁsumu, nﬁkléasyon)
i¢cin uygun alanlari kapsadiklari ve ilk olusan kristallerin
lifeikler igine, ug-uca ayni ydnde siralanan polimerler.ara-

sindaki kisa araliklara c¢dkeldikleri sanilmaktadir(6).

- Kalsifikasyon inhibit8rleri: Organik matris y&niinden
birbirinin ayni olan bag dokulari ar581ndaki éertlésme éyfl—‘
caligindan kalsifikasyon inhibit&rleri sorumlu tutulur. Buna
gBre pirofogfat, fosfonat gibi inhibitbrler diger yumusak baj

dokularinda kalsiyum ¢dkelmesini engeller(19,20,22,26).

P{roﬂgsfatln dokularda bir kalsifikasyon inhibitd&ri
olarak bulundugu tartisma konusudur. Bu varsayimdan hareket
ederek son yi1llarda pirofosfata benzer yapidaki sentetik di-
fbsfonatlar sert dokular {izerinde degisik amaclarla ve.depi-
sik alanlarda kullanilmaktadir. Bunlarin ara31hda en uygun

olani EHDP (ethane-l-hydroxy-l,l-diphosphonate) dir.

EHDP kimyasal olarak inorganik pirofosfatlara cok ben-
zer, ancak P-0-P baglari yerine P-C-P baglari icerir(17,18).
EHDP 'nin deneysel ve klinik agidan degisik kullanim alanlari
vardir. Deneysel olarak sert dokularda amorf ve kristal kal-
siyum fosfatAﬁze;ine(4,27,30,31,38,42,58) ve buna bagli ola-
rak da mineralizasyon(5,30,40,43,44,52,64,68) ve rezorpsiyon
tizerine(24,43,52,54,64,65,68) etkileri incelenmistir.

Klinik olarak da 3 amagla: 1) Niikleer tipta tani ig¢in
"iskelet marker"lari olarak(33,48); 2) Yumusak doku kalsifi-

kdsyonlarinin dnlenmesinde(2,12,29,72); 3) Kemik yikimini &n-



lemek igin; terapdtik olarak kullanilmistir(4l). Bu alanda en
bnemli uygulamayi kemik turnoveri ile karakterize Paget's
hastaliginda. yeni kemik yapimi ve rezorpsiyonunu Hurdura;ak

biyolojik bir diizelme meydana getirmesi 61u$turur(11,67).

Bu caligmada EHDP'nin minerallegme iizerine bilinen et-
kisinden yararlanilarak dentin olusumunun engellenmesine bag-
11 morfolojik degigsimlerin ince yap1 diizeyinde aragtirilmasi

4 amaclanmistir.



GEREC vE YONTEM

Calismada istanbul Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastir-
ma ve Uygulama Merkezi'nde yetigtirilen 72 adet erkek 3 aylik
Wistar albino sigcanlar kullanildi. Sicanlarin herbiri 20010
gr. agirligindaydr. EHDP (Procter and Gamble Company, Cincin-
natti, USA) % 0,9 luk NaCl eriyigi icinde 500 ug/ml lik yo-
gunlukta hazirlandiktan sonra intraperitoneal yoidan slrlnga
edildd. '

Deneyler 4 grup halinde yapildui:

. 1. Grup: Kontrol Z 0,9 luk NacCl 4 giin
Grup: Deney I 2,5 mg/kg (Viicut ag.) 4 giin

3. Grup: Deney.iI 5 mg/kg (Vicut ag.) 4 giin

Grup: Deney$III 5 mg/kg (Viicut ag.) 8 giin

2, Grupta 500 ug/ml. EHDP'den sicanlarin her 100 gr':
icin 0,5 cc. (2,5 mg/kg/giin EHDP), 3. ve 4. grupta 1 cec. (5
mg/kg/giin EHDP) verildi.

Deneyler 4 kez tekrarlandi. Her kontrol grubu ig¢in 3,

deney gruplari icin 5 er hayvan kullanild:.

Sicanlarin alt kesicileri cikarilarak sﬁrekli biiyliyen
apeks (odontogen) bdlgeleri (Resim 1) 2-3 mm3 1liik parcalar
halinde kesildi.



RESIM 1- Sican 6n alt kesici diginin alveolii icinde go&riiniimii
(¢izim) ve odontogen bdlge (kare igcinde). The Rat in
Laboratory Investigation'danrallnmlstlr(69).

Parcalar 8nce 7 2 1lik glutaraldehyd-phosphat tamponun-
da 2 saat, % 1 lik OS 04

Tesbit islemi tamamlandiktan sonra fosfat tamponunda (S&ren-

te (Palade) 1 saat tesbit edildi.

sen pH:7.2-7.4) yikanmalari icin bir gece birakildi. Bunu de-
hidratasyon i¢in aseton serilerinden gecirilmeleri ve Westo-

pal'de inkliizyon ve bloklanmalari izledi:

- Z 30 asetonda (70 cc. isotonik s01.+30 cc.aseton)
10 dakika, '

-~ % 50 asetonda (50 cc. isotonik sol.+50 cc. aseton)
10 dakika,

- % 70 asetonda (30 cc. isotonik sol.+70 cc, aseton)
30 dakika, '

- %Z 90 asetonda (10 cc. isotonik s0l1.+90 cc.aseton) 3
defa 30 dakika,

~ %Z 100 asetohda (suyu alinmis aseton) 45 dakika 3 de-
fa degisgti.



-~ % 100 asetonda (suyu alinmis aseton) 45 dakika 3 de-
fa degisti. .

- Wes.I de (3 kisim 7% 100 aseton+l kisim Wes) 1 saat,

- Wes.II de (I kisim %Z 100 aseton+l kisim Wes) 1 saat,

-~ Wes:III de  (Saf Wes.+Z 1 i inisyatdr+Z 1 i_aktiva—
tdr) 1 saat,

- Wes.IV de (Saf Wes.+%Z 1 i inisyatdr+Z 1 i aktivatdr)
1 saat,

-~ Wes.V de (Saf Wes.+Z 1 i inisyatdr+Z 1 i aktivatdr)

1 saat.

Jelatin kapsiillerde bloklandiktan sonra sertlesmeleri

icin 24 saat 60°C de etiivde birakildux.

Bloklama isleminden sonra kesitler LKB ultramikroto-
munda cam bicaklarla éllndl; Isik mikroskobu ic¢in hazirlanan
1 W luk kesitler toluidin mavisiyle boyandi. Elektron mikros-
kobunda incelenecek 400-600 & luk ince kesitler uranil asetat-
ve kursun sitratla kontfastiandlrlldlktan sonra JEOL 100 C

elektron mikroskobunda incelendi.

Biitliin bu islemler I.U.Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji

ve Embriyoloji Bilim Dali'nda gerceklestirildi.



BULGULAR

ISIK MIKROSKOBU

Kalipn kesitler iizerinde (1 p) 1sik mikroskobu diizeyin-
de yapilan gdzlemler ve 8lgiimlerde her iki grup arasrnda fark

gdzlenmedi. Predentinin kalinligi hepsinde yaklagsik 15 y idi.

Predentin ve dentin ayni boyanma zellikleriyle belir-
gindiler. Ancak her iki grupta da kontrollere gdre ne preden-
tinin ne de dentinin boyanma 8zellikleri degigsiyordu (Resim
2a ve b).

ELEKTRON MIKROSKOBU

Kontrol grubuna ait bir kesitten alinan mikrografta
(Resim 3) odontoblast ve predentin alani gdriilmektedir. Odon-
toblastlar, yuvarlak nukleuslari ve genisg, c¢ok saylda GER ke-
secikleri ile belirgindir. Bu hiicreler arasinda membran tutu-
cu sistemlere sik rastlanmigtir. Mitokondrionlar ufak yuvar-
lak ve siki kretlidir. Golgi old;kga geligmigtir. bzellikle
sitoplazmanin apeksine dogru irili ufakli elektrom-aydinlik

vezikiillerin yogun olduklar: dikkati cekmistir.

Predentinde iki ayri bdlge ayirt edilmektedir: Bunlar-
dan ilki odontoblastlara komsu amorf tabaka; digeri kollagen

lifciklerin belirgin olduklari fibrdz tabaka. Amorf tabakada
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odontoblastlarin i¢indekilere benzer vezikiillerin varligi dik-
kati gekmistir. Her iki tabaka arasinda kesin bir sinir yok~-
tur; bagka bir deyisle amorf tabakanin kéllnllgl‘degiskendir.
Buradan fibrdz gdriiniimdeki asil predentine gecigte 1if yoZun-
lugu ve biyikliigii acisindan bir derecelenmenin varligi dikka-
tilgekmistir. Amorf tabakaya en yakin olan lifcikler ince,
kisa ve seyrek, daha yukarlarda ise daha kalin, uzun ve sik

diizenlenmiglerdir.

Resim 4 yine kontrol grubuna ait bir kesitten alinmig-
tir ve odontoblastlari uzantilariyla birlikte gdstermektedir.
Uzantilara béz1 vezikiiler yapilar disinda organeiden,yoksun
ve filamentdz goriiniimdedir. Aralik birakmayacak gsekilde kanal-

ciklari doldurmaktadirlar.

Predentinin lifsel yapisi 8rglimsii niteliktedir. Enine
'g¢izgilenmeleri karakteristik kollagen lifciklerle bunlarin
arasinl dolduran amorf alanlardan olugmaktadir. Kollagen 1if-
cikler degigik biiylikliiktedir. Matris ig¢indeki dagilimi homo-
gen gdriinmemektedir. Yer yer séyrék va da yogun alanlar olug-

turmaktadir (Resim 5).

Predentin-dentin siniri (Resim 6) diizensizdir. Bu
alanda predentin i¢inde bazi mineral doku odaklarina rastlan-
migtir. Bunun yaninda dentine komsu b8lgede heniiz kollagen
niteligini koruyan ancak yogun lifciklerin olusturdugu alan-
lar bulunmaktadir. Baska bir deyisgle ?inerallesme bslgesi
yaygin ve diizensiz bir gdriiniim vermektedir (Resim 6 ve 7). Ye-
ni olugsan kristallerin kallnl;él 30 & olarak hesaplanmlstlr.
Kristallesme cizgisinden itibaren giderek matrisin lifsel

(kollagen) gdriiniimi kaybolmaktadir.

2,5 mg/kg/giin EHDP (4 giin) uygulanan deney grubu iize-
rindeki gb6zlemlerde kontrol grubuna gdre belirgin ince yapa
farki g&zlenmedi. Odontoblastlar bilinen organel &zellikleri-
ni tasiyor, GER den zengin ve geligskin karakterdeydi (Resim
8).
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Bu tabakadan predentine gegiste, ne odontoblast uzan-
tilarinin ne de predentinin amorf ve lifsel g&riiniimii degis-
miyordu. Predentin-dentin siniri yine diizensizdi ve yer yer
predentin icinde mineral doku adaciklarina rastlaniyordu (Re-
sim 9). Bu alanda predentin icinde daha yogun ancak enine ¢iz-
gilenmeleri fark edilebilen kollagen lifcik alanlari yer al-
maktaydi. Lif yapisi, yogunlugu ve dentin kontrol grubunda

oldugu gibiydi (Resim 10).

5 mg/kg/giin EHDP (4 giin) uygulanan deney grubunda
odontoblastlar daha hipertrofik, predentinin amorf tabakasi
kalin, lifsel tabaka diizensizdi. Kollagen lifcikler diizen-

siz, daginik ve inceydi (Resim 11,12).

Minerallesme alaninda yogun odaklarin disinda preden-
tin iginde tek tek serpilmis ince kristaller dikkati cekiyor-
du. Dentin, kontrol grubunda oldupu gibi kompakt ve diizenli

goriiniyordu (Resim 13).

En yiiksek doz olarak verilen 5 mg/kg/giin EHDP (8 giin)
deney grubunda organik matris degigimi daha belirgindi. Odon~-
toblastlar gismig gdriinliyordu. Predentinde amorf alanlar ge-
nig yer tufqyordu. Lifcikleri seyrek, ince ve kisaydi (Resim
14). Dentin dilizensiz, kristaller ince ve kisa; gevsek yapisi
icinde kollagen paterni oldukgé belirgindi (Resim 15). Ayrica
yer yer genis dentin olusumu defektlerine rastlaniyordu (Re-
sim 16). Bu alanlarda organik matrisin ve kanalciklarin c¢ok
daha diizensiz oldugu dikkati ¢ekiyordu. Bu degisimlere karsin

ne predentin ne de mineral matrisin kalinligi degigmiyordu.
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TARTISMA

EHDP (ethane-l-hydroxy-1l,l-diphosphonate) nin sert do-
ku mineralizasyonu {izerine etkilerini incelemek amaciyla gdk
sayida in vitro(4,8,15,23,24,27,30,38,42,50,54,65) ve in vi-.
vo(5,13,23,24,30,40,43,44,46,52,57,59,61,65,68) caligmalar
yapilmigtir.

Yine deneysel olarak da dentin biyomineralizaéyonu
iizerine EHDP'nin etkileri bazi arastiricilar tarafindan isik
ve elektron mikroskopik diizeyde sicanlarin moler‘germleriwél—
karilarak gézlenmistir(44,46). Calismamizda farkli olarak ke-
sicilerin siirekli biiyliyen odontogen bdlgelerindeki’ (Resim 1)

dentin biyomineralizasyonunu incelemeyi daha uygun gdrdiik.

Isik mikroskobu diizeyinde yapilan bazi ¢aligmalarda
difosfonatlarin predentin kalinlifi ve boyanmasi {izerine et-

kilerine yer verilmigtir. .

Diigiik dozlarda (0,5-2,5 mg/kg/giin) kalinlikta degisme
olmamasina karsin(46) daha yiksek dozlarda (7,5-10 mg/kg/giin)
predentinde belirgin bir kalinlagsma oldugu ileri siiriilmiig—
tiir(44). Buna kargilik yine ayni dozda yapirlan bagka bir ca-
lismada (10 mg/kg/giin) predentinin dentine gdre kalinliginin
degismedipgi bildirilmistir(59).

Bulgular bdliimiinde de agikladigimiz gibi kullandigimiz



her iki dozda da predentin b8lgesinin kontrol gruplarina gdre
kalinliginda herhangi bir degisme gdzlenmemistir. Bu da
EHDP'nin mineralizasyon {izerine tam bir frenleyici etkisinin

olmadigini gésterir.

Yine 1sik mikroskobu icin toluidin mavisiyle boyanmis
kesitlerde dentin olusumu sirasinda predentin ve dentinin ay-
r1 boyanma Szelliklerine sahip alanlar icerdigi ve bu alan-
larda EHDP verilmesiyle boyanma affinitesinde degigmeler gdz-
lendigi, buna bagli olarak da kalitatif y8nden her iki bdlge-
nin de bu maddeden etkilendigi bildirilmistir(44).

Bizim toluidin mavisiyle boyadigimiz kesitlerde kon-
trollere g8re boyanmada degigsme goriilmemigtir. Bu da uygula-
nan boyanin pH'larinin farkli derecelerde olmasindan kaynak-

lanabilir.

Vicut tarafindan tutulan difosfonatlarin hemen hemen
tiimii sert dokularda birikir; ¢ok azi yumusak dokularda bulun-
mustur. Baska deyigle kemik ve digsler difosfonatlar igin bi-
rer hedef 6rgand1r ve orada hidroksiapatit kristalleri tzeri-

ne cesitli etkiler yaparlar(51).

Difosfonatlarin in vitro(4,15,23,24,27,30,31,38,50,60)
ve in vivo(5,23,24,30,31,40) kristal iizerine etkilerini ince-
leyen aragtirmacilar, bu maddelerin amorf kalsiyum fosfatin
kristal haline geg¢isini, yani olgunlasmasini1(8,23,27,30),
hidroksiapatit kristallerinin kiimelenmesini(4,27,38), biiylime-
sini(8,28,30,31,50), ¢dziilmesini(15,24,65) inhibe ettiZi ya
da yavaslattigini ve hidroksiapatit kristal kiimelerini parca-
layarak kristalleri kolloidal bir duruma gecirdigini(4,42,60)
gbstermiglerdir. Ayrica deneysel olarak kalsiyum oksalat
kristallerinin(32,49) ve digstasinin(10,27,31,56,58) olusmasi-—

n1 da Bnlemektedir.



Difosfonatlarin kristaller iizerine etkilerinin bilin-
mesinden sonra kristal biiylimesi ve ¢&ziilmesine bagli olarak
da in vivo sert dokularda kalsifikasyon mekanizmasi i{izerine

etkileri ihcelenmistir.

Kristal ilizerine inhibe edici etkileri ile sert doku
mineralizasyonu iizerine etkileri(5,23,30,40,43,44,46,52,66,
73) ve ¢dziilmeyi durdurucu etkileri ile de rezorpsiyonu &nle-
mesi arasinda(l15,24,41,52,54) yakin bir iliski oldugu ileri

siirtilmiigtir.

Buna gdre kemik dokusunda minerallegmeyi engeller, os-
teoid madde alanlari geniéler(40,43,61,62,68) ve kemik yapim1
azalir(13,40,43,46,52,61,62,64), kikirdak mineralizasyonunu
engelleyerek epifiz plaginin genislemesine vevgelisimvs1ra—
sinda kemik gsekillenmesinin bozulmasina neden:oiur(5,43,52,59,
64,68) . ' '

Buna karsilik difosfonatlar daha diigik d;zlarda kris-
tallerin ¢8zlilmesini inhibe eder, buna bagli olarak da kemik
turnoverinde azalmaya neden olur(40,62,64,67); immobilizas-
yonla meydana getirilen osteoporozis(25,39) ve PTH gibi(24,
54,65) cesitli ajanlarla meydana getirilen kemik rezorpsiyo-
nunu Snler. Fakat diisiik kalsiyum diyetiyle meydana getirilen

rezorpsiyon {izerine etkili degildir(55).

Dentin gelisimi iizerine etkilerini inceleyen bazi arag-
tiricilar da predentin kalsifikasyonunda kesin olarak inhibis-
yon meydana geldifini bildirmislerdir(44,46). Dentindeki kris-
tal biiyimesinin inhibisyonunun hem mineralizasyon bélgesindeki
yeni, hem de intertubuler dentindeki eski kristallerin biiylime- -

sinin inhibisyonuyla birlikte oldugu bildirilmistir(46).

Bizim de 5 mg/kg/glin EHDP (8 giin) uyguladigimiz deney

grubunda dentinin diizensiz, kristallerin daha ince ve kisa,



gevsek yapisi icinde kollagen paterninin oldukga belirgin ol-
masl Onceki c¢aligmalarda da g8sterildigi gibi EHDP'nin kris-

tal diizeyinde etkin bir inhibit8r oldufunu gisterir.

Gogu arastiricilar sert dokulardaki bu etkilerin tiimii-
nii difosfonatlarin kristal ylizeyi iizerinde kuvvetli baglar
olusturarak kristal biiylimesi ve ¢&6ziilmesini durdurmalarlﬂa
baglamislardir(21,27,30,42,50,66).

Russell ve ark.(66)'na gdre difosfonatlarin kristali-
‘zasyon iizerine etkileri nukleasyonun inhibisyonunu kapsar ve
hidroksiapatit kristal nukleuslarinin birikimi ve biiylimesi
durur. Bu maddeler kalsiyum ve fosfatin sadece birkag¢ atomu-
nu icerem 1lk kristal nukleuslarina tutunur ve b¥ylece bu kii-
ciik partikiillerin 8zelliklerini degistirerek kristal biiylimesi

ve olgunlasmasi gibi sonraki safhalari engeller.

Yapilan incelemelerle yiiksek dozlardaki osteoid doku
artiginin normalden fazla kalsiyum ve fosfor alan hayvanlarda
bile gbzlenmesini(43) ve serumda kalsiyum ve fosfor diizeyinin
yiiksek olmasina karsin osteoid alanin art151ni(40,41) EHDP'~
nin kristal {izerine olan fiziko-kimyasal etkilerine baglamis-
lar ve bunu osteoid maddenin artmasi degil de kristalizasyo-
nun yavaslamasi gseklinde yorumlamislardir(46). Predentindeki
geniglemeyi de kemikteki osteoid doku artisina benzetmigler-
dir(44).

Buna karsin bazilari da kristaller ilizerine bu etkiler-
den baska EHDP'nin kemik hiicrelerinin metabolizmasini da et-
‘kileyerek lizozomal enzim aktivitesinde azalma(1l3) ve hiper-
aktif osteoblast karakterinde atipik osteositler gdrildigilinid
bildirmiglerdir(57). ‘

Minkin ve ark.(54) matris mineralizasyon derecesi ile

osteoblastik aktivitenin regiilasyonu ve indiiksiyonu arasinda



bir iliski olabilecegini varsayarak difosfonatlarin kemik
olusumunu etkilemesinin bu yolla olabilecegini bildirmigsler-—
dir. Bazilari da EHDP'nin kristallere baflanmasiyla yerel
iyon konsantrasyonlarindaki defismelerin hiicre metabolizma-
sinda defismelere yol agabilecegini ileri sitrmiislerdir(53,
66,67).

EHDP etkisinde in vitro(35) ve in vivo(57) olarak mi-
tokondrion icindeki graniillerde artma oldugu gdsterilmigtir.
Bﬁna dayanarak EHDP'nin mitokondrionlardan minerallesme ala-
nina kalsiyum iyonlarinin pompalanmasini etkileyebilecegi ©6ne

slirlilmiigtiir (35).

in vitro bir calismada da EHDP'nin lipid molekiillerinin
diizenini ve yapisal dzelliklerini degigtiren siirfaktanlar gibi
etki ettigi ve bu yolla dokudaki hiicre ve matris vezikiil memb-

ranlarini etkileyebilecegi diisiiniilmiigtir(8).

EHDP diisiik dozlarda rezorpsiyonu inhibe etmektedir. Bu
dozlarla ilgili olarak bazen osteoklastlarda vakuollerde
azalma(52,57,68), kirisik kenarlarin biiziilmesi(57); bazen de
sayilarinin ve nukleuslarinin artmasi ve sitoﬁlazmanln‘daha
iri olmas1(52,53,57,63,68) gibi karsit bulgular bu maddenin
osteoblast metabolizmasini da etkileyebildigini g&sterir ni-

teliktedir.

Ayrica bir galigmada lizozomlarla iligkisi y&niinden

bir baska olasilik {izerinde durulmustur. Buna gdre EHDP kemik-:

ten serbestlesen kristallerle birlikte fagosite olarak osteo-
klastlarin sekonder lizozomlarinda ¢dzilillir ve orada yoBunla-
sarak asit hidrolazlari etkisiz duruma getirir(16). Doku kiil-
tiirlerinde ve in vivo rezorpsiyonu yavaglatici etkisi bu yol-

dan da aciklanmaya calisilmigtir.

Biyomineralizasyonla ilgili enzimler i{izerine etkilerine



iliskin de caligmalar yapilmistir: EHDP'nin kristalleri di-

rekt olarak etkilemesine ek olarak kollagenin kalsifiye olma-
s1 icin gerekli gériilen pirofosfataz aktivitesini(19,20) in-
hibe edebilecegi bildirilmistir(23,73). Fakat EHDP, bu enzim-
le ayn1i etkiye sahip alkali fosfatazi inhibe etmeksizin kal-

sifikasyonu durdurmaktadir(70).

Difosfonatlarin sert doku mineralizasyonu ilizerine et-

kisinin D3 vitamininin 25-hidroksi metabolitine dBniismesinin

.

inhibisyonuyla da ilgili olabilecegi ileri siirtilmiistiir(21,23)

Siﬁdiye kadar EHDP'nin dentin olusumu {izerindeki etki-
lerini arastirmaya y8nelik c¢alismalarda odontoblastlarla ilgi-
1i morfolojik degismelere iligkin bir bulguya rastlanmamakta-

dir.

Calismamizda 5 mg/kg/giin EHDP (4 giin) verilen hayvan-
larda bu hiicrelerin kontrollara ve diisiik doza gdre daha hi-
pertrofik olmasi odontoblastlara da diger etkilenmeler ara-

sinda yer verilmesini gerektirir niteliktedir.

Dentinde mineralizasyon {izerine diigsiik dozla (2,5 mg/
kg/giin) yapilan bir calismada predentin matrisi icindeki ve-
zikiillerde kristalitlerin diizeninin bozuldugu(46) daha yiiksek
dozlarda bu degismeye ek olarak odontoblastlar igindeki vezi-
kiillerin granitiler igcerik kazanmalariyla hiicre ig¢i diizeyde
kollagen sentezinin bozulabilecegini de ileri siirmiisler, fa-
kat bunlarin lizozomal kdkenli yapilar olmasi ihtimali tlize-

rinde de durmuslardir(44).

Calismamizda 5 mg/kg/giin EHDP (8 giin) verilen deney
grubunda diger gruplara gére predentinin amorf tabakasinin
kalinlagmasi ve kdllagen lifciklerin diizensiz ve daginik ol-
mas1 degismenin predentinde kollagenle de iligkili oldugunu

gbsterir. Odontoblastlardaki hipertrofik durum kollagen. sen-
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tezindeki bozuklugun hiicre icinde mi yoksa disinda mi sorusu-
nu ortaya cikarir. Predentindeki amorf tabakanin yer yer ka-
linlasmasi, bunun daha cok hiicre disinda tropokollagen makro-
molekiillerinin polimerizasyonundaki bir bozuklufa bagli ola-

bilecegini diisiindiiriir.

11k kristal yapilarin odontoblast uzantilarindaki
membranla 6rtiilii vezikiillerde kollagenle bir iliski s8z konu-
su olmaksizin ortaya ciktiklari, daha sonra bunlarin hiicre
disindaki matriste kollagen lifciklerle sarili ve onlara pa-
ralel olarak aralarinda diziler yaptiklari ve sonra birlesip
biiyliyerek kalsifiye dentin damarlarini olusturduklari g&ste-
rilmigtir. B8ylece nukleasyon olayinda organik matrisin rolil
kadar hiicrelerin de bu olayi baglatmada ilk gdérevi listlendik-
leri bildirilmistir(3,14,45). |

EHDP ile dentin mineralizasyonunun iligkisini arastir-
maya yo6nelik caligmalar vezikiillerin igindeki kristalitlerin

bu maddeden 8nemli derecede etkilendigini g&stermisgtir(46).

Calismamizda predentihdeki kollagen lifciklerin dizen-
siz, daginik ve ince olusu bu maddenin hiicre i¢indeki vezi-
kiillerde ilk kristalitlerin olusumu {izerine etkisine ek ola-
rak kollagen diizenini bozarak da matristeki nukleasyonu etki-

leyebilecegini diigiindiirmektedir.

5 mg/kg/giin EHDP (8 giin) uygulanan deney grubunda hiic—
reler ve organik matriste 4 giinliiklere g8re degisme daha be-
lirgindir. Odontoblastlarin siskin ve lifciklerin daha diizen-
siz oldufu saptanmistir. Kemik {izerinde yapilan g¢alismalar
EHDP'nin etkilerinin doza ve siireye bagli oldufunu g8stermig-
tir(43,52,62,64). Bizim de bulgularimiz bunu kanitlar nite-
liktedir. ‘



SONUC

EHDP'nin dentinogenesis {izerine 1si1k ve elektron mik-
roskobu diizeyinde. etkisini aragstirmaya ySnelik bu calismada

agagidaki sonuclar alinmistir:

1- Kullandigimiz dozlarda predentin kalinliginda bir

degigme gdzlenmemisgtir.

2- Toluidin mavisiyle boyanan kalin kesitlerde 1s1k
mikroskobu diizeyinde kontroller ve deney grubu ve bunlarin
degisik dozlari arasinda mineral dentin alanlarinda bir yapi'
farkina baglanabilecek boya affinitesi degisimleri saptanma-

mirgtir.

3- 5 mg/kg/giin EHDP dozda 4 giinden itibaren elektron
mikroskobu diizeyinde odontoblastlarin kontrollere ve daha
diigiik dozlara gbre hipertrofik gdriinlim aldiklari dikkati gek-

mistir.

4— Ayni dozda ve siirede predentinin ince yapisi iginde
amorf alanlarin daha genig yer kapladigi, kollagen lifcikle-

rin diizensiz ve daginik olduklari g&zlenmistir.

5- 8 giin siireyle 5 mg/kg/giin EHDP verilep deney gru-
bunda hiicreler ve organik matrisle ilgili degigimlerin daha

belirgin olduklari gdriilmiigtiir.



6~ Yine ayni deney grubunda mineral dentinin diizensiz,
kristallerin daha ince ve kisa ve mineral dentin icinde kol-

lagen paterninin belirgin oldugu izlenmistir.
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CZET

Bu caligmada EHDP (Ethane-l-hydroxy-1,l-diphospho-
nate) "'nin sert doku mineralizasyonu iizerine bilinen etkile-
rinden yararlanilarak denfin olusumunun engellenmesine bagli
morfolojik defisimlerin ince yapi diizeyinde incelenmesi amac-

lanmisgtir.

Deneyler 72 adet 3 aylik erkek Wistar albino siganlara
uygulandi. EHDP Z. 0.9'luk NaCl eriyigi icinde 500 pg/ml'lik
yogunlukta hazirlandiktan sonra intraperitoneal yoldan sirin-

ga edildi. Sicanlarin her 100 gr'i icin 1. deney grubunda 0,5

ce (2,5 mg/kg/glin) 4 giin, 2. deney grubunda 1 cc (5 mg/kg/gin)

4 glin ve 3. deney grubunda 1 cc 8 giin siireyle verildi. 'Kon-
trol grubuna ayni miktarda % 0,9"'luk NaCl siringa edildi. De-
neyler 4 kez tekrarlandi. Her kontrol grubu icin 3, deney
gruplari icin 5'er hayvan kullanildi:. Sicanlarin alt kesici-
leri cikarilarak elektron mikroskobu icin tesbit ve takip is-
lemlerinden sonra cam blgaklarla kalin (1 py) ve ince (400 -
600 A°) kesitler alindi. Kalin kesitler 1sik mikroskobu icin
toluidin mavisiyle boyandi. Ince kesitler kontrastlandiril-

diktan sonra elektron mikroskobunda incelendi.

Isik mikroskobu diizeyinde yapilan g8zlem ve Slciimlerde

kontrol ve deney gruplari arasinda predentinin kalinlik ve

boyanma_azellikieri arasinda fark gézlenmedi.
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Ince yapi diizeyinde elektronmikrograflarin kontrol

grubuyla karsilagtirilarak degerlendirilmesi sonucunda:

4 glin slireyle 2,5 mg/kg/giin EHDP uygulanan deney gru-
bunda kontrol grubuna gdre belirgin bir ince yapir fark:i g6z9
lenmedi. Odontoblastlar bilinen organel dzelliklerini tasi-
yordu. Uzantilarinin ve predentinin amorf ve lifsel gdriiniimi
degismiyordu. Predentin-dentin sinira kontrbl grubundakiler
gibi diizensizdi..Buralarda predentin icinde enine ¢izgilenme-
leri fark edilebilen kollagen lifciklerin yapisi, yogunlugu

ve dentin kontrol grubunda oldugu gibiydi.

4 giin siireyle 5 mg/kg/giin EHDP uygulanan deney gru-
bunda odontoblastlar daha hipertrofik, predentinin amorf ta-
bakasi daha kalin, lifsel tabaka diizensizdi. Kollagen lifcik-
ler ise diizensiz, daginik ve inceydi. Dentin kontrol grubunda

oldugu giBi kompakt ve diizenliydi.

8 giin siireyle 5 mg/kg/glin EHDP uygulanan deney grubun-
da ise organik matris degisimi daha belirgindi. Odontoblast-
lar siskindi. Predentindeki amorf alanlar daha genigti. Dentin
diizensizdi ve gevsek yapisi icinde kollagen lifcikler 6ldukga

belirgindi. Yer yer dentin olusumu defektlerine rastlaniyordu.

Bulgular, EHDP'nin sert dokularin mineralizasyonu lize-
rine etkilerine iliskin literatiir bilgileriyle karsilastiri-

larak degerlendirildi.
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RESIMLER ve ACIKLAMALARI



Resim 2 (a)

Resim 2 (b)

RESIM 2 a-b: Westopal kalin kesit. Mine (M); Dentin (D); Pre-
dentin (Pr); Odontoblastlar (0) ve Pulpa (P),
Toluidin mavisi. Biiylitme: X 120 (a) ve 350 (b)'.




esim 3 a- Kontrol grubundan alinmis bu elektron mikrografta odontoblast hiicre ta-
bakasi ve predentin g&zlenmektedir. Nukleus (N); Mitokondrion (Mi); Gra-
nulali endoplazma retikulumu (GER); Odontoblastlar arasi tutucu baglar
() ; Vezikiiller (V) ve Predentin (Pr). X 15.000.

2sim 3 b- Kontrol grubunda predentinin gériiniimi. Amorf (x), lifsel tabaka (kol) ve
enlemesine kesilmis odontoblast uzantilari (Ou). X 10.000.




Kontrol grubu. Odontoblast-predentin siniri. Odontoblast uzantilarinin
predentin icinde uzunlamasina gdriiniimi. Odontoblast (0); Predentin (Pr);
Odontoblast uzantilari (Ou). X 10.000.

s S, SR\ A N e g . e 7
i8IM 5- Kontrol grubu. Predentinin lifsel gdriiniimii. Kollagen lifler (kol); Esas
madde (+); Odontoblast uzantisi (Ou). X 25.000. :




ESIM 6- Kontrol grubu. Predentin-dentin siniri. Predentin (Pr); Kollagen lifler
(kol); Odontoblast uzantilari (Ou); Predentin icinde mineral doku odak—
lari (>); Dentin (D). X 15.000.

SIM 7- Kontrol grubu. Predentin icinde mineral doku olusumu alanlari. Predentin
(Pr); Kollagen lifler (kol); Odontoblast uzantilari (Ou); Dentin (D).
X 15.000.




Deney grubu. 2,5 mg/kg/giin EHDP. Deney siiresi 4 giin. Odontoblast-preden-
tin siniri. Her iki yapi da kontrol grubuyla ayni morfolojik 8zellikleri

tasimaktadir. Odontoblast (0); Odontoblast uzantilari (Ou); Predentin
(Pr).zX 15.000.

iSIM 9- Ayni deney grubundan alinmis bu elektron mikrografta, predentin-dentin
bolgesinin kontrol grubuna benzer gdriiniimde oldugu dikkati cekmekte-
dir. Predentin (Pr); Odontoblast uzantilari (Ou); Dentin (D). X 10.000.




ESIM 10- 4 giin siireyle giinde 2,5 mg/kg/EHDP verilmis deney hayvanlarinda preden-
tinde kontrol grubuna benzer kollagen yapisini gbsteren elektron mikro-
graf. Kollagen lifler (kol); Esas madde (+), X 50.000.

s
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SIM 11- 4 giin siireyle 5 mg/kg/giin EHDP verilen deney grubu. Odontoblast-Preden—
tin siniri. Odontoblastlar (0) da hipertrofi, predentinin amorf tabaka-

sinin (X) kalinlasmis ve lifsel alanlarin (kol) seyreklesmis oldugu dik-
kati cekmektedir. X 10.000.




RESIM 12- Ayni deney grubundan alinmis predentin ve dentini birlikte gdsteren bu
elektron mikrografta predentin i¢cindeki kollagen lifciklerde (kol) yapi-
sal degigiklikler gdzlenmektedir. Predentin (Pr); Dentin (D). X 15.000.

[ESTM 13- 5 mg/kg/giin EHDP.. Deney siiresi 4 giin. Predentin-dentin sinirinda diizen-
siz mineral doku alanlari. Predentin (Pr); Dentin (D). X 25.000.



ESIM 14- 8 giin siireyle 5 mg/kg/glin EHDP verilen deney grubu. Odontoblast-preden-
tin tabakasinin bu deney grubunda daha belirgin bicimde etkilendigi gd&-
riilmektedir. Odontoblast (0); Predentin (Pr); Kollagen lifcikler (kol);
Odontoblast uzantilari (Ou). X 15.000.

ESIM 15- Ayni deney grubundan alinmis bu elektron mikrografta dentinin gevsek ve
diizensiz yapisi goriilmektedir. Predentin (Pr); Dentin (D). X 15.000. -



ESIM 16~ Ayni deney grubundan alinmis ve bozuk dentin olusumu alanlarini goste-
ren elektronmikrograf. Kollagen lifcikler (kol); Odontoblast uzanti-
Jakrs - (0u) .+ % 15.000%
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