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1.GIRiS
Son on yili askin bir siiredir bifosfonatlar, osteoklastik aktivite {izerinde
inhibitér etkileri ve antianjiojenik Ozellikleri nedeniyle kemik metastazlariyla
seyreden meme, prostat, akciger kanserleri, multiple myeloma gibi malignitelerin,

osteoporoz, osteopeni, Paget hastaligi,osteogenezis imperfekta gibi sistemik saglik

sorunlarinin standart tedavisinde kullanilmaktadir (1).

Bifosfonatlarin kemik metabolizmas1 {lizerine etkileri dogrudan kemik
yikimindan sorumlu osteoklastik aktivitenin engellenmesiyle saglanir. Bifosfonatlar
sadece osteoklast hiicrelerine etkili olmayip osteoblastik aktiviteyi de engellerler.
Ayrica ekstraselliller matriksteki tiimor hiicre tutulumunu, timoriin invazyonunu
engelleme ve/veya tiimor hiicresinin apoptozu gibi antitiimor etkileri de
bulunmaktadir (2). Bifosfonatlar fizyolojik dozlarda uygulandiklarinda, kemige olan
spesifik afinitelerinden dolay1 yeni olusan kemikte ve osteoklastlarin yakininda
cokelir. Bifosfonatlar ayn1 zamanda vaskiiler obliterasyona neden olan anjiogenezisi

engelleyecek aktiviteye sahiptir (3).

Bifosfonat kullanimina bagli ¢ene kemiklerinde osteonekroz ilk kez Marx ve
ark. tarafindan rapor edilmistir (4). 2014 yilinda Amerikan Oral ve Maksiyofasiyal
Cerrahi Dernegi (AAOMS) yaymladigi pozisyon makalesinde terimi ‘Ilaca Bagh
Cene Kemiklerinde Osteonekroz (ICKON) olarak tanimlamustir (5). Bu degisiklik
antirezorptif ajanlar (denosumab) ve antianjiojenik ajanlar (bevasizumab,
sunitinib)’in kullanimindan sonra artan ¢ene kemiklerinde osteonekroz yayinlarindan

kaynaklanmaktadir.

(Cene kemiklerinde bifosfonatlara bagli osteonekroz gelismesinin nedeni

patogenezi hakkinda birgok hipotez olsa da halen tam olarak anlagilamamustir (6,7).
[loprost

[loprost prostasiklinin 2. kusak bir yapisal analogudur. Iloprostun ilk klinik
etkinligi Burger hastaliginda, sonrasinda ateroskleroz, trofik hastaliklar, aseptik
osteonekroz, buz yanigi, ortopedide kemik iligi 6deminde gosterilmistir. Ayni

zamanda PGI2, kemik metabolizmasinda énemli bir mediatér kapsamina alinmistir



(8). Etkileri, osteoblast ve osteoklast prekursorlerinin diferansasyonuna ve

replikasyonuna yol acarak olmaktadir (9).

Bazi klinik galismalarda avaskiiler nekrozun erken evrelerinde iloprost ile agri
kesilmesi ve eklem fonksiyonlarinda artma saglandigi ve evre 1 ve 2 aseptik
osteonekroz hastalarinda iloprost ile basarili bir tedavi saglandig1 gosterilmistir (10,
11). Ancak literatirde iloprostun ICKON tedavisi igin bir ¢alismasi

bulunmamaktadir.

Bu gibi caligmalara literatiirde yakin zamanda yer alan bir hastalik olmasi ve
heniiz bilinen bir medikasyonu bulunmamasi nedeniyle gereksinim duyulmaktadir.
Halen ICKON tedavisinde standart bir tedavi rejimi bulunmamaktadir. Bununla
beraber, cerrahi ile birlikte uygulanan ek terapilerden baska direkt olarak yapilan bir
tedavi yontemi de literatiirde yer almamaktadir. Iste bu nedenlerden otiirii,
yapacagimz bu calisma literatire ICKON’nun tedavisinde katki saglayacagini

diistinmekteyiz.

Tiim bu veriler 15181nda bu tezin amaci, bifosfonatlarin ¢ene kemikleri ve yara
iyilesmesi {izerindeki olumsuz etkilerini arastirmak ve iloprostun anjiojenik
Ozelliklerinden yararlanarak ilaca bagl ¢ene kemiklerinde osteonekroz olusumunun

engellenmesi icin iloprostun etkinliginin degerlendirilmesidir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. Yara lyilesmesi

Yara canli dokunun anatomik ve fonksiyonel biitiinliigiiniin bozulmas1 olarak
tanmimlanmaktadir (12). Yara iyilesmesi travma ile baslatilan sistematik, hiicresel ve
biyokimyasal olaylarin yeni doku olusumu ile sonuc¢lanmasidir. Yara iyilesmesinin
temel prensibi doku hasarmi en aza indirmek, yeterli doku perfiizyon ve
oksijenlesmesini, bunun yani sira dokunun diizgiin beslenmesini ve nemlenmesini
saglamaktir Yara kismi ve tam kalinlikta yaralar olarak siiflandirildig gibi akut ve
kronik yara, agik ve kapali yara olarak da ayrilmaktadir. Yara acik ise deri alt1
dokular da acikta kalir ve atmosferle temas halindedir. Bu durumdan doku ve
hiicreler olumsuz etkilenirler. Kisa stirede deri ile kapatilmazsa enfeksiyon, doku
kurulugu, eritrosit, 16kosit, protein, immun madde v.s. kaybi gibi bazi olumsuz

faktorler yara iyilesmesini etkiler (13).
2.1.1. Yara iyilesmesi asamalari

Yara iyilesmesi stirekli olarak hiicre-hiicre ve hiicre-matriks iliskilerinin oldugu
inflamasyon (0-3 giinler), hiicresel proliferasyon (3-12. giinler) ve remodelizasyon
(3-6 ay) asamalarini kapsamaktadir. Yara iyilesmesi asamalari sekil 1’ de

gosterilmistir.
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Sekil 1. Yara iyilesmesinin asamalari

Yara tamir mekanizmasi 4 ana siire¢ seklinde gozlenir. Bunlar inflamasyon,
yara kontraksiyonu, epitelizasyon ve granulasyon dokusunun olusumudur.
Inflamasyon, doku biitiinliigiiniin bozulmasinin hemen ardindan baslar, trombositler
pihtilagsma faktorleriyle gekici hale gelirler ve kanamay1 durdurmak igin hemostatik

plak olustururlar.



Prostaglandinler (PGE ve PGE2) inflamasyon alaninda salinir. Bu faktorler
akut inflamasyonun son medyatérleri olup beyaz kan hiicreleri ve fibroblastlar i¢in
hemostatik rol oynarlar. Aktif hareketli beyaz kan hiicreleri yaraya go¢ eder ve

hiicresel debris olusturmaya baslarlar.

Son asamada yara kontraksiyonu yavas yavas baslar ancak 3-4 giin sonra hiz
kazanir yaranin kenar sinirlarinda mevcut bulunan miyofibroblastlar yara
kontraksiyonu i¢in bir makine vazifesi goriirler. Yaranin epitel ile Ortiilmesi yara
smirlar1 yakininda bazal hiicrelerin proliferasyonu ve gocii ile meydana gelmektedir.
Yara icindeki hematom yeni kapiller ve fibroblastlar igeren granulasyon dokusu ile

yer degistirir.

Fibroblastlar bag doku mukopolisakkaritlerinin iretiminden sorumlu
hiicrelerdir. Fibroblastlar yara bolgesine gog¢ eder ve ilave fibronektin tiretirler(14).

Son olarak yeni sinir lifleri ve yara izi olusur (15)(sekil 2).
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Sekil 2. Yara iyilesme evreleri.

2.1.2. Dis cekiminde yara iyilesmesi

En yaygin oral yaralardan birisi de, dis ¢ekimi ardindan ¢ekim soketidir (16).
Cekim yaralarindaki iyilesme diger yara iyilesmelerinden farkli degildir, fakat daha
¢ok komplikasyon olusturanidir (17). Cekim soketindeki yara iyilesmesi, yumusak
doku yara iyilesmesine benzer prensipler gosterir ve kemik dokusunu da igeren, pihti
olusumu, re-epitelizasyon, graniilasyon dokusu formasyonu ve kemik formasyonu
evrelerini icerir. Bu da ¢ekim soketi yara iyilesmesinin, hem yumusak doku

iyilesmesini hem de kemik doku iyilesmesini kapsadigini géstermektedir (16).



Cekimden hemen sonra meydana gelen reaksiyon, alveole kan dolmasi ve
eritrositlerin kiime yaparak ¢6kmesidir. Fibrin aglari olusurken, periodontal
membrandaki damarlar kontrakte olur. Cekimden sonraki ilk saatler cok onemlidir.
Alveole kan dolmasi engellenirse yara iyilesmesi gecikir ve kismen iyilesme

olmayabilir.

Ilk 24 saatin sonunda damarlarda genisleme olur. Bunu lokosit diapedesisi
izler. Alveolii dolduran fibrin iyilesmenin temelidir. 3.glinde periodontal
membrandan ¢ikan fibroblastlar yara c¢evresinden merkeze yayilmaya baslarlar.
Yiizey epiteli proliferasyona baslar. Disi saran alveol kemiginde osteolitik bir
aktivasyon belirmeye baglar. Bu zamanda nadiren de olsa endotel hiicresi
goriilebilmektedir. 5.giin sonunda yara tabaninda fibroblastlardan ve damar
endotelinden yapili bir doku mevcuttur. Periodontal memran artiklari halen
goriilebilmektedir fakat yeni yapilacak kemik ile ilgili hi¢bir belirti goriilmez. Yara
yiizeyinde kalin bir 16kosit tabakasi ve kenarlarda yiizey epiteli proliferasyonu vardir.
Yedinci giinde fibrin ag1 i¢indeki fibroblastlar ¢ogalmistir. Yeni kapillerin sayisi
artmistir. Periodontal membran artiklarinda dejenerasyon vardir. Alveolar kemikteki
osteolitik aktivite ve belirli bir aginma goriinmektedir. Yiizey epiteli ilerlemistir ve
kiiglik yaralarda epitelizasyon tamamlanmis olabilmektedir. Bu asamada yapr iskeleti
yapimi tamamlanmistir. ondordiincii giinde yapi iskeletinin yerini olgun graniilasyon
dokusu almaya baglar. Yaranin periferinde heniiz kalsifiye olmamis geng trabekiiller
farkedilmektedir. Gen¢ kemik trabekiilleri, periodontal membran artiklarindaki
pluripotent hiicrelerin osteoblastlara doniismeleri ile meydana gelir. Alveolar soket
kortikal kemiginin yeniden yapimi baslamis olsa da artik eskisi kadar yiiksek
degildir. Yiizey epitelizasyonu tamamlanmistir. Yirmibirinci giinden sonrasi ise
iyilesmenin son evresi ve kemiklesmenin tamamlanma siiresinin baslangicidir (17).
Diferansiye olan ve kemik depolayan osteojenik hiicreler, soketin tabanindan ve
duvarlarindan, devam etmekte olan graniilasyon dokusuna dogru go¢ ederler. Kemik
iliginden koken alan mezenkimal hiicreler, sitokinler, trombositler, inlamatuar
hiicreler ve kemik hiicrelerinden salgilanan bilyime faktorleri tarafindan osteojenik
diferansiyasyon uyarilir. Ek olarak, yaralanma osteojenik aktiviteyi ve soket
duvarlarinin remodelingini stimiile ederek, kemik matriksinde depolanan biiylime
faktorleri, Transforming Growth Faktor-p (TGF- ) ve kemik morfojenik protetinleri

(BMPs) gibi sitokinlerin salinmasini saglar. Bu yilizden kemik defekti, yumusak



dokudan kemige doner (16). Kismen kalsifiye olmus trabekiiller kemik grafilerinde
goriilmeye baslanmistir. Graniilasyon dokusundaki damarlarin azalmasina paralel
olarak osteoblastlar osteoid madde yapimina baslarlar. Ortamin alkalenlesmesi
sonucu osteoblastlarin alkalen fosfataz yapimi uyarilir ve osteoidler iizerindeki kallus

kalsifiye olmaya baslar (17,18).

Cogu c¢ekim soketi, ¢ekimi takiben 8 hafta sonra kemikle dolar. Kemik
remodelingi 6 ay siireyle kisiye 0zgii varyasyonlar1 da igerecek sekilde kusursuzca
devam eder. Soket iyilesmesinin remodelizasyonu sirasinda soket duvari boyutlar
degisir. Onemli miktarda kemik yiiksekligi ve genisligi soket duvarlarinn
rezorpsiyonuna bagli olarak kaybedilir. Kaybedilen kemik, her bireyin kendine 6zgii
ve komsu dislerin varligi, tedavi protokolii ve sigara kullanimi gibi parametrelere
baghdir. Soketi, kemikle greftlemek ve grefti membranla korumak, ekstraksiyon

sonrasi kemik kaybinin 6nlenmesinde umut verici sonuglar gostermektedir (16).
2.2. Bifosfonatlar
2.2.1. Bifosfonatlarin tarihgesi

Bifosfonatlar, giiniimiiz tibbinda osteoporozun, Paget hastaliginin, maligniteye
bagl hiperkalseminin, solid tiimorlerin osteolitik kemik metastazlarinin ve multipl
miyelomanin osteolitik lezyonlarmin tedavisi amaciyla kullanilan yeni smif
ajanlardir. Bu bilesikler, kemik mineralizasyonunun fizyolojik bir inhibitérii olan

pirofosfatlarin stabil karbon anologlaridir (19).

Kimyagerler tarafindan 19.yiizyilin ortalarindan beri bilinen bifosfonatlar, ilk
olarak 1865te Almanya’da sentezlenmistir. Insanlarda tedavi maksadiyla ilk olarak
kullanilan etidronat, 100 yil dnce sentezlenmistir (20). Ilk olarak korozyon ve
kireglenme Onleyici ajan gibi ¢esitli endiistriyel islemlerde kullanilmistir (21). ‘Su
yumusatict’ 6zelligi 1930larda polifosfatlarda bulundugu gibi kalsiyuma baglanarak
kalsiyum karbonati inhibe etmesine baglidir. Bu 6zellik daha sonrasinda evsel ve

endiistriyel sularda kireglenme 6nleyici olarak kullanilmasina yol agmistir (22).

Bifosfonatlar, pirofosfatlarin hidroksiapatit kristallerine baglandig1 ve kristal

gelisimini inhibe ettiginin bulunmasindan sonra kalsifikasyon inhibitorii olarak



kesfedilmistir. Bifosfonatlarin kemik minerallerine yiiksek afinitesi ve hem in vitro

hem de in vivo ¢aligmalarda kalsifikasyonu 6nledigi bulunmustur (23).

Science dergisinde 1969°da bifosfonatlardan nitrojen icermeyen formlar
etidronat ve klondronat i¢in yaymlanmis ilk bilimsel yayinda kristal formasyonu ve
¢cozlinmesi lizerinde vaskiiler kalsifikasyon ve kemik rezorbsiyonu etkileri
tanimlanmistir (24). Bu donemde ismi difosfonat olarak ge¢mesine karsin daha
sonralarda bifosfonat olarak tanimlanacaktir. Bifosfonatlarin bu erken bulgularina
dayanarak Marion Dave Francis etidronatin fizikokimyasal etkilerini aragtirarak dis
macunlari i¢in dental plak uzaklastirict ajan olarak kullanilma potansiyeli agisindan
aragtirmalar yapacaktir (22). Francis ayn1 zamanda, kalay iyonlar1 ve kisa omiirlii
gamma yayan izotop kompleksi olan Tc99m kullanarak bifosfonatlar1 kemik
sintigrafisinde degerlendirmistir (25)(Sekil 3). Ayrica Tc99m ile yapilan kemik
taramalarinda da yapim ve yikim olaylarinin fazla oldugu mandibula ve maksillada

yogun infiltrasyon gosterdikleri bilinmektedir (19).

Osteoporozun Onlenmesi lizerine ilk yaym ise 1971 de Herbert Fleisch’in
osteoporoz rat modeli iizerinde siyatik sinir kisminda  osteoporozun
immobilizasyonunun simule edilmesi olmustur (26). 1969 yilinda Lancet dergisinde
yaymlanan bir ¢alismada ilk kez etidronat isimli bifosfonat gocuklarda myositis
ossifficans progressiva [su anki adi fibrodysplasia ossicans progressiva(FOP)]
tizerinde kullanilmistir (22). Progresif myositis ossifikans hastaligina sahip 16 aylik

bir bebek, oral etidronat kullanilarak basari ile tedavi edilmistir (27).
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Sekil 3. Tc99 kullanilarak yapilan kemik taramasi(22)



Daha sonralar1 H. Fleisch ve ark., bir takim hayvan deneylerinde
bifosfonatlarin osteoklastik aktiviteyi inhibe ederek pozitif bir kalsiyum dengesinin
elde edildigini gostermistir (21,23). Kemik hastaliklarindaki basarisi ve gergek bir
hikayeye sahip olmalari nedeniyle, osteopati diagnoz ve tedavilerindeki hizli ilerleme

bifosfonata baglanabilecegi gosterilmistir (27).

Gegen 30 yil icinde, yeni ve daha potent bifosfonatlar bulunmustur.
Giliniimiizde, osteoklastik aktivite bozukluklar1 (kesin veya rolatif) ile karakterize
tiim osteopatiler bifosfonatlar ile tedavi edilmektedir ve bu tiim kemik hastaliklarinin
%901n1 olusturmaktadir (27). Bifosfonatlar artik postmenapozal osteoporoz tedavisi
icin major ilagtir ve hastalarin ¢ogunda tedavinin ilk basamagini olusturmaktadir

(28).

En son bifosfonat uygulamalari, osseoz metastazlarin Onlenmesi, kemik
agrisiin elevasyonu ve antiproliferatif aktiviteleri nedeniyle multiple myeloma ve
metastatik kemik hastaliklarini igermektedir. Ayrica deneysel olarak sarkomalarda da
kullanilmaktadir. Son c¢alismalar parazit enfeksiyonlarinda neden olan

organizmalarin proliferasyonunun inhibisyonu tizerinde yogunlagmustir (27)(Sekil 4).
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Sekil 4. Bifosfonatlarin tarihi(22)

2.2.2. Bifosfonatlarin kimyasal yapisi

Bifosfonatlar, pirofosfonatlarin hidrolize edilemeyen analogu olarak, labil P-
O-P baglar1 yerine ortadaki oksijen atomunun karbon ile yer degistirmesiyle stabil P-

C-P baglan icermektedir (Sekil.2). Bu karbon baglarindan dolay1 pirofosfatlarin



antiminerilizasyon oOzelliklerine sahip olurken hidrolize direnglidirler (29).
Bifosfonatlar bu hidrolitik parcalanmaya tamamen direnglidir ve bu da kemik

matriksinde birikmelerini ve 11 yildan daha uzun bir arllanma Omriine sahip

olmalarini agiklamaktadir (19) (Sekil.5).
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Sekil 5. Pirofosfat ve geminal bifosfonat

Pirofosfatlar gibi bifosfonatlar da kemik minerallerine yliksek affinite

gosterirler ve in vivo ve in vitro olarak kalsifikasyonu onledikleri bulunmustur

(23,24).

Ayrica bifosfonatlar molekiil yapilarinda pirofosfonatlardan farkli olarak R1 ve
R2 gruplar igermektedir. R1 yapis1 bifosfonatlarin kemik minerallerine affinitesi ve
baglanmalarindan sorumlu iken R2 yapisit bifosfonatlarin kemik rezorbsiyonunu
durdurmaktan sorumlu olarak bildirilmistir (30) (Sekil 5). R1 yapisindaki farkli (OH)
ve primer amino (NH2) gruplar1 kalsiyum iyonlarin affiniteyi degistirmektedir. R1
tarafindaki hidroksil gruplarindan bihini hidrojen atomu ile yer degistirdigimizde
hidroksiapatite afiniteleri yaklasik 2 kat artmaktadir (27). R2 yapisindaki zincirdeki
karbon sayisinin artis1 veya azalmasi da kemik rezorbsiyonuna etkilemesindeki
biyiikligi etkilemektedir (31). R2 deki primer veya tersiyer nitrojen veya
heterosiklik halkalar1 gibi nitrojen igeriklerinin bulunmasi nitrojen igermeyen
bifosfonatlar(etidronat, klondronat)a oranlar 3 kat biiytikliikte antirezorptif etkinlige
sahip olmalarini saglar. Ancak, nitrojen i¢eriginin bulunmasinin yani sira bu atomun
molekiil i¢indeki pozisyonu ayni bifosfonatin izomerlerinde 700kattan fazla etkinlik

gosterebilmesini saglayabilmektedir (27).

Bifosfonatlar, 1990’1 yillarin basinda yapilan siniflamaya gore baslica 3 gruba
ayrilmaktadir. Birinci grupta, etidronat ve klondronat gibi azot igermeyen
bifosfonatlar bulunur. R2 zincir yapisinda bulunan primer, sekonder veya tersiyer
azot fonksiyonu bulunmasi bilesigin karmasikligini ve etkinligini belirlemektedir

(32). 2.kusak bifosfonatlarda aminoalkil R2 yapisi mevcutken 3.kusak



bifosfonatlarda heterosiklik nitrojen yap1 bilesigin hem daha etkin olusunu hem de
yarilanma 6mriinii ok uzatmaktadir (33) (Tablo 1 ve sekil 6).

Tablo 1. R2 zincir yapisindaki farkliliga gore bifosfonatlarin siniflandiriimasi.

1. Kusak Bifosfonatlar 2. Kusak Bifosfonatlar 3. Kusak Bifosfonatlar
Etidronat Pamidronat Zoledronat
Klodronat Alendronat Minodronat
Tiludronat Ibandronat Risedronat

Birinci kusak bifosfonatlarla karsilastirildiginda alendronat, pamidronat gibi

ikinci kusak bifosfonatlar 10-100 kat, zoledronat ve rizodranat gibi {igiincii kusak
bifosfonatlar ise 5000-20000 kat daha etkilidir (27,34).
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Sekil 6. Basit(1.jenerasyon) BPlar, R2 zincirinin primer, sekonder veya tersiyer

tersiyer fonksiyonuna gore nitrojen i¢eren N-BPlar(2.jenerasyon) ve R2 zincirindeki
heterosiklik halkaya sahip N-BPlar(3. jenerasyon)

Pratik kullaniminda ise yan zincir tipine gore 4 kimyasal alt gruba ayrilir:
¢ Nitrojen igermeyen bifosfonatlar: etidronat, klondronat, tiludronat

e Aminobifosfonatlar: pamidronat, alendronat, neridronat

e Azot atomu ile yer degismis aminobifosfonatlar: Olpadronat, Ibandronat

eBasit heterosiklik azot igeren bifosfonatlar: Risedronat- piridin halkals,
zoledronat —imidazol halkali (27)(tablo 2)
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Tablo 2. Yan zincirlerine ve rélatif etkisine gore kullanilan bifosfonatlar.

Etken Macdde Tiear aim R1 R2 Potanslyel

Etidronat Didronel® -0H —CH, 1x

Klodronat Ostac® -CL -CL 10x

Pamidronat Aredia® -0OH —CH,—CH;—NH, 100x

Alendronat Fosamax® -0OH —CH,—CH,—CH,-NH, 1000

Risedronat Actonel® -OH 5000x

L e

Ibandronat Bondronat® -0OH —CH,—CH,—II-.I H-CH, 10000x
Bon(v)iva® C.H,,

Zoledronat Zometa _oH —CH-N <==P|4 20000

Aclasta®

2.2.3. Bifosfonatlarin etki mekanizmasi

Bifosfonatlar, oral olarak kullanildiklarinda ¢ok az emilim gostermektedir. Bu
azalmig emilim, kemikteki artmis yiiksek etkinlikleri ile kompanse edilmektedir
(27). Bifosfonatlarin kandaki ortalama 6miirleri kisa olmasina ragmen (30 dakika-2
saat) kemikle bir kez birlestikleri takdirde ortalama 10 yil bozulmadan kalabilirler.
Yine bunun sebebi pirofosfatlardan farkli olarak hidrolize dayanikli olduklarindandir

(35).
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Sekil 7. Bifosfonatlarin mevalonat yolundaki etkileri.

Bifosfonatlar o6zellikle aktif remodelasyon olan alanlarda hidroksiapatit
kristallerine ¢cok kolay baglanirlar. Kemik yiizeyine bagl bu alanlardan salinirlar ve
osteoklastlar tarafindan absorbe edilirler (35). Bifosfonatlarin kemik rezorbsiyonunu

onleyici etkileri, kalsitoninin kemik rezorbsiyonunu onleyici etkisiyle kanitlanmistir.
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Hidroksiapatitlerin dagilmasini engellemelerine ragmen kemik rezorbsiyonunu
onleyici etkileri, siki fizikokimyasal etkilerinden ¢ok osteoklast tizerindeki direkt
inhibisyon etkilerine baglidir. Kemik rezorbsiyonunu onleyici aktivite goriiniiste iki
ana mekanizma icerir, bunlar osteoklast apopitozisi ve kolestrol biyosentetik
bilesenlerinin inhibisyonudur (36). Osteoklastin hiicre i¢inde kolestrol iireten
mevalonat yolunun anahtar enzimlerinden biri olan farnesildifosfatin sentezini inhibe
ederler. Bunun sonucunda da osteoklatin kemik rezorbsiyonu olusturabilmesi icin
gereken yiizey Ozellikleri olusamaz ve osteoklastik aktivite baskilanmis olur (35)

(Sekil 7).

Doku diizeyinde, tiim aktif bifosfonatlarin, kemik yapim-yikimininda azalmaya
yol agtig1 gozlenmistir. Hiicresel diizeyde de, bifosfonatlarin hedef hiicresinin
osteoklast oldugu bilinmektedir. Bifosfonatlar, osteoklastik kemik rezorpsiyonunu;

¢ Osteoklastlarin kemik yiizeyinde toplanmasini engelleyerek,

e Kemik yiizeyinde osteoklast aktivitesini inhibe ederek,

¢ Osteoklastlarin olgunlagsmasini baskilayarak, yasam siirelerini kisaltarak,

e Osteoklastlarin farklilastigi kok hiicrelerin dagilim ve osteoklast gelisimi
yoniinde farklilasmalarini baskilayarak inhibe ederler.

Kemik mineralinin ¢dziinlim hizin1 azaltarak engeller, kemikte kalsiyum-fosfor
kristallerine baglanir ve minerallerin fazla ¢ozlinmesini engelleyerek kemik

rezorpsiyonunu inhibe eder (27, 37, 38).

Klinik olarak bifosfonatlarin sadece kemik {izerindeki etkileri gosterilmigtir.

Bifosfonatlarin etki mekanizmasi asagidakileri igerir:

> Kristalizasyon ve mineralizasyon inhibisyonu: Bifosfonatlarin kemik
tizerindeki major fizikokimyasal etkisi, hidroksiapatit kristalleri ve kemik matriksi ile
birlesmelerinden &tiiri  kemik dokunun ¢oziiniirliiglinli ve mineralizasyonunu
diistirmeleridir. Solid yapidaki kalsiyum fosfata affiniteleri ve baglanmalarindan
dolayi, bu kristalllerin formasyonu, agregasyonu ve ¢dziinmelerini azaltirlar. Fakat
aminobifosfonatlar hidroksiapatitlerin ylizey doygunluk kapasitesinin sadece 1/1000-
1/10000 kadarmi kullanabilir. Bu modern bifosfonatlarin klinik etkilerinde bu
yilizden bir rol oynamamaktadir. Klinik olarak fraktiirlere eslik eden ve iyilesmeyi

geciktiren belirgin bir minerilizasyon inhibisyonu yalniz basina goriilmez. Ek olarak,
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modern bifosfonatlarin fizikokimyasal etkilerinin klinik olarak anlamsiz oldugu
dikkat gekmektedir (27).

> Mineralizasyon inhibisyonu: Ektopik kalsifikasyonun tedavisi ve
Oonlenmesinde birinci jenarasyon etidronat klinik olarak kullanilmaktadir. Etidronatin
ilerideki uygulamalarinda protetik kalp kapaklarinda olusan kalsifikasyonun
inhibisyonu olabilir. Etidronat deneysel olarak bobrek taglarmin formasyonunu
azaltmaktadir. Ayrica dislerdeki plak formasyonunu inhibe ettigi i¢in bazi dis
macunlarinda yer almaktadir. Ancak, etidronatin etkin dozajlart normal
mineralizasyonu inhibe ettigi i¢in kullanim alanlar1 kisithidir (27).

> Kemik rezorbsiyonunun inhibisyonu: Klinik olarak bifosfonatlarin
alinma yolu ve sikligina bagl olarak alindiklarindan 1-2 giin sonraki en 6nemli
terapotik etkileri kemik rezorbsiyonun inhibisyonudur. Kemik rezorbsiyonunun
azaltilmas1 pozitif kalsiyum dengesine eslik eder. Kemik erimesinin azaltilmasinda
bifosfonatlarin etki mekanizmasi hiicresel ve molekiiler seviyededir (27). Hedef
hiicreler osteoklastlar ve onciileridir. Biyokimyasal seviyede bifosfonatlar, prenile
proteinlerinin lipit zincirinin olusumunu inhibe edip, buna bagli olarak steroid

metabolizmasini da inhibe ederek mevalonat yolunu engellemektedir.

Hiicreler inaktif hale gelir, zar-spesifik ozelliklerini kaybederler ve
programlanmis hiicre 6liimii, yani apoptozis, tetiklenir. Baslangigta, bu blokaj osseoz
ylizeyden bifosfonatlarin alimina bagli olarak osteoklastlarda goriiliir. Boylece
bifosfonatlar, osteoklastlarda tirtikli yiizeylerinin kaybi, hiicre iskeletinde bozulma,
migrasyon yeteneginin kaybolmasi ve kemige tutunma 6zelliklerinin kaybolmasi gibi
nedenlerden o6tiirti kemik rezorbsiyonu bozan degisikliklere sebep olurlar (39).
Nitrojen igeren bifosfonatlarin inhibitdr etkilerinden dolayi, AMP ile birlesme
reaksiyonu sonucu isopentenil ATP formasyonu olusmasina neden olan IPP
konsantrasyonlarinda artig goriiliir. Bu birlesim, kaspazlarin atilimini ve bdylece
programlanmis hiicre 6liimii yani apoptozisi tetikler. Ayni igleyisin bifosfonatlarin
biriktigi tiim hiicrelerde gerceklestigi ve bifosfonatlarin (istenmeyen) yan etkileri gibi
(beklenen) etkilerinden sorumlu olduguna dikkat edilmelidir. Ornegin,
bifosfonatlarin renal tiibiillerde asir1 birikmesi, renal fonksiyonel bozulmaya yol agan

renal tlibiillerde toksik hasar ve tiibiillerde apoptozis ile sonuglanir.
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Bifosfonatlar olgunlasmis osteoklastlara oldugu gibi olgunlagsmamis ve oncii
osteoklast hiicrelerine de etki gosterebilirler. Bu sayede kemikte rezorptif aktivite ve
buna bagl olarak yenilenme miktarinda azalmaya neden olurlar (40). Molekiiler
seviyede, protein-tirosin fosfatazlarin inhibisyonu gibi etkileri hem hiicre biiyiimesi
hem de farklilasmasinda 6nemli rol oynar. Bir kere hiicre i¢inde yer aldiklarinda,
bifosfonatlar asitlerin, Proton-ATPazin, lizozim enziminin ve prostoglandinlerin
tiretiminini inhibe ederler. Bifosfonatlarin yeterli dozlermin verildiginde, timor
hiicrelerinde mevalonik asit metabolizmasinin inaktivasyonu ve apoptozisi

indiikklemesine dikkat edilmelidir (27).
2.2.3.1. Osteoklastlara direk etkileri

v Osteoklastik aktivitenin azalmasi: Osteoklastlarin igine girdiklerinde
bifosfonatlarin hiicresel aktiviteleri, RAS, Rho, Rac ve Rab gibi prenile
proteinlerinin sentezinin durdurulmasi, asit ve enzimlerin iiretiminin durdurulmasi
gibi etkiler igerir. Mikrotiibiiller depolimerize olur ve tirtikli zar geri g¢ekilir (41).
Serumda kemik rezorbsiyon {iriinlerinin seviyeleri azalir ve serum kalsiyum
konsantrasyonlar1 diiser. Osteoklastlarin toksik hasar1 morfolojik olarak 3 fazda
gbzlemlenir:

v Osteoklast adezyonunun inhibisyonu: Kemik yiizeyindeki bifofonat
tabakas1 osteoklastlarin kemige tutunmasini dnler ve bdylece rezorbsiyon ig¢in dnemli
olan uygun asidik ortamin gelismesini engellemis olurlar. Bifosfonatlar
osteoklastlarin hemen altindaki kemik yiizeylerinde birikirler. Ek olarak,
bifosfonatlar osteoklast sitoplazmasina girer girmez tirtiklt membrani diizeltirler. Bu
membran da osteoklastlara kemik dokusu ile baglanmada yardimci olmaktadir.

v Osteoklast  sayisint  azaltma:  Bifosfonatlar flizyon yaparak
osteoklastlara doniigmek i¢in aliman makrofajlarin proliferasyonunu oOnlerler. Bu
islem muhtemelen TGFp vasitasiyla olmaktadir. Ayrica osteoklastlarin osteoblastik
etkisinin inhibisyonuyla da olabilir (27).

v Osteoklast apoptozisine neden olma: Bifosfonatlar genetik olarak
kodlanmis fizyolojik hiicre oliimiinii hizlandirip apoptozisi tetiklemis olur. Bu
prematiire hiicrelerin 6lmesi demektir . Bu tabloya osteoklast sayisindaki azalma
eslik eder. Bifosfonatlar bu 6zelliklerinden 6tiirii 6nemli lgiide degiskenlik gdsterir

Q7).
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2.2.3.2. Osteoklastlara etkileri

Bifosfonatlarin osteoblastlara olan etkisi osteoklastlara olan etkisi kadar iyi
aciklanamamustir. Aminobifosfonatlar terapotik dozlarda osteoblast
diferansiasyonunu ve kemik depozisyonunu stimule ederler. Yiiksek dozlarda ise

osteoblastlara sitotoksik etki gostererek apoptozislerine neden olurlar (40).

Yakin zamandaki c¢alismalar Dbifosfonatlarin  osteoblastlara osteoklast
giiclenmesi ve aktivasyonunu inhibe eden bir faktor (osteoklast rezorsbsiyon
inhibitérii, ORI) trettirdigi gosterilmistir (27, 42, 43). bifosfonatlar kemik iligi
stromal hiicrelerin osteojenik differansiasyonunu ve proliferasyonunu uyarir ve bu
osteoblastik kemik formasyonuna sebep olur; bdylece osteoblastlarin fonksiyonu

dogrudan ve dolayl olarak bifosfonatlardan etkilenmis olur.
2.2.3.3. Osteositler iizerindeki etkileri

Bifosfonatlarin osteositler iizerindeki etkileri az sayida caligmada ele
alimmustir (27,42). Glukokortikoidlerin osteoblast ve osteositlerin iizerindeki negatif
etkileri bilinmektedir ve bu etkilerin osteoblast ve osteosit havuzundaki artis, osteosit
fonksiyonunda pozitif etki saglamak ve kemik kalitesinde diizelme gibi yonlerden
bifosfonatlar ile azaltilabilecegi diisiiniilmektedir. Bifosfonat kullanan hastalarda
yapilan kemik biyopsilerinin  kesitlerinde osteositler ve kanalikiillerinde
immunohistokimyasal olarak bifosfonatlarin varligi gosterilmistir. Yakin zamandaki
kaynaklarda osteosit apoptozisinin bifosfonatlarca 6nlenmesinin ekstraseliiler sinyal-
regiile kinazlarin aktivasyonu araciligi ile oldugu diisiiniilmektedir (42). Kemik
mikro mimarisinde bifosfonatlarin etkileri i¢in trabekiiler ag ve osteosit fonksiyonun
serolojik degerlendirmesi gibi yonlerden incelenmesi i¢in daha ¢ok calismaya ihtiyag

duyulmaktadir.
2.2.3.4. Epitel iizerindeki etkileri

Bifosfonatlarin endotel hiicre proliferasyonunu, adezyonunu ve migrasyonunu
bozdugu in vitro olarak gosterilmistir (40). Bifosfonatlar kemikte yeterli
konsantrasyona ulastiklart zaman kemige komsu, kemik ylizeyini Orten yumusak
dokuda toksik etki olustururlar. Bifosfonatlarin mevalonat yolundaki farnesil difosfat

sentetaz enzimini inhibe etmeleri nedeniyle epitelde oral keratinositlerin apoptozisine
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neden olmadan hiicre proliferasyonu inhibe edilmis olur. Buna bagli olarak oral

kavitede mukoza biitiinliigii bozulur ve iyilesme gecikir (44).
2.2.2.5. Immiin sisteme etkileri

Pamidronat gibi bazi bifosfonatlar, makrofajlar ve diger immiinokompetan
hiicreler yardimiyla sitokin iiretimini uyarirlar. Ozellikle dogal &ldiiriicii hiicreler ve
hem CD4 hem CDS pozitif olan T lenfositler gibi dolasimda bulunan lenfositlerin
sayisinda belirgin diisme goriliir. Bu disiis C-reaktif proteinler olan IL-6 ve TNFa
gibi akut faz reaktanlarinin artisindan kaynaklanmasi muhtemeldir. Klondronatin
belirgin bir etkisi olmamasina karsin ibandronat 10 yil i¢cinde lenfositlerde orta
derecede artis saglamaktadir. Kemikteki efferent sinir fibrilleri, ndropeptit ve
néromodiilatorlerin salimmminin bloke edilmesinden etkilenebilmektedir. Bu durum

bifosfonatlarin kemik agrisi tizerindeki hizli agr1 kesici etkilerini agiklamaktadir (27).
2.2.3.6. Anti anjiojenik etkileri

Bifosfonat tedavisi goren multip] myeloma hastalarindan aliman kemik
biyopsilerinde gosterildigi gibi hem in vivo hem in vitro ¢aligmalarda bifosfonatlari
anti anjiojenik etkileri kalitatif ve kantitatif olarak kanitlanmistir. Endotel hiicrelerin
inhibisyonunun mekanizmast muhtemelen laminin reseptorleri ve integrinlerin
azaltilmasimi icermektedir. Ayrica vaskiiler endotelyal biiyiime faktorleri(VEGF)
tizerindeki olumsuz etkileri de eklenebilir. Bu duruma bifosfonat alimimndan hemen
sonra hastalarin serumlarindaki bu faktorlerin seviyelerindeki hizli diislis sebep
olmaktadir. Taksanlar gibi kemoterapotik ajanlarin kombinasyonu bifosfonatlarin

antianjiojenik etkilerini artirir (27).
2.2.3.7. Tiimor hiicrelerine etkisi

Bifosfonatlarin, apoptozisi yani antiproliferatif etkiyi tetikleyen intraseliiler
sinyal iletimini inhibe ederek tiimor biliylime oranini yavaslattigi goriilmektedir.
Pamidronatlarin bu apoptotik etkisi insan myelom hiicrelerinden kanitlanmistir.
Osteoklastlarin inhibisyonu IL-6 iiretiminin azalmasiyla sonug¢lanir ve boylece kemik
matriksinden salinan biliylime faktorleri de azalmaktadir. Bifosfonatlarin kemik
metastazlar1 ve visseral metastaz olugsmasinda kullanilmasi agisindan endikasyonlar

mevcuttur. Yakin zamandaki in vitro calismalar modern bifosfonatlarin timor
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hiicrelerini apoptozise ugratacak direk etkilerine dikkat ¢ekmektedir. Giinilimiizde
nitrojen igeren bifosfonatlarin mitokondri odakli apoptozisi tetikleyen yeni bir ATP
analogu olap Apppl formasyonunu indiikledigi gosterilmistir (38). Bu eylemden
nitrojen igeren bifosfonatlarin direk antitiimor etkileri sorumlu olabilir. Bifosfonatlar
ayrica protein prenilasyon inhibitor etkileri sayesinde kemige kanserli hiicrelerin
adezyonunu engellerler (45, 46). Ayrica, bu ¢alismalarda da gosterildigi gibi, sadece
kemoterapétik ajanlarin kullanimina nazaran bifosfonatlarla birlikte kullanildiginda
timor hiicrelerinin apoptozisine daha etkindir ve daha yiiksek bir toksisite

gostermislerdir.
2.2.3.8. Protozoa iizerine etkileri

Bifosfonatlar, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani, Toksoplazma gondii
ve Plasmodium falciparum proliferasyonunu inhibe ederler. Bu parazitlerin etkili
oldugu ekonomik olarak zayif ve major toplumsal zorluklarin bulundugu {ilkelerde
parazitik protozoon enfeksiyonlarini tedavi etmek igin bifosfonatlarin potansiyel
endikasyonlar1 in vitro ve hayvan c¢alismalarinda kanitlanmistir. Bu organizmalar
tizerinde bifosfonatlarin etkilerinden biri pre-skualen diizeyinde sterol sentezini

inhibe ederek proliferasyonlarini inhibe etmeleridir (27).
2.2.3.9. Arteryel kalsifikasyona etkileri

Kemik rezorbsiyonu igin kullanilan dozlarda alendronat ve ibandronat gibi
bifosfonatlarin ayn1 zamanda arter ve kalp kapaklarinda kalsifikasyonu inhibe
ettikleri deney hayvanlar iizerinde yapilan deneylerde gosterilmistir (47-53). Bu
sonuclar arteryel kalsifikasyonlarin kemik rezorpsiyonu ile iliskili oldugu hipotezini
desteklemektedir. Bu baglantinin mekanizmasi halen belirsiz kalmaktadir ve klinik
caligsmalarin sonuglar1 halen mevcut degildir. Yeni verilere gore, RANK / RANKL /
OPG sistemi osteoporoz ve arterioskleroz arasindaki baglantida onemli bir rol

istlenmektedir (27).
2.2.3.10. Fraktiir iyilesmesinde etkileri

Hayvan deneylerinde yiiksek doz etidronatin fraktiirlerdeki iyilesme ve

mineralizasyonu etkiledigi gosterilmistir. Bu durum modern aminobifosfonatlar i¢in
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gegcerli degildir ve kirig1 bulunan hastalar risk olmadan alabilmektedir. Ek olarak, bu

bifosfonatlarla tedavi edilen hayvan deneylerinde:

v Yara dokusu olusumunun yani sira kalsiyumun arttig1

v Iyilesme siirecininin bozulmasinin gerceklesmedigi ve

v Iyilesen kemigin final agihik tasima kapasitesinin azalmadig
gosterilmistir.

Ozet olarak, bifosfonatlar kirig1 olan osteoporozlu hastalarda giivenle
kullanilabilir. Multipl kirig1 olan veya olmayan ciddi osteoprozlu hastalarda

bifosfonatlarin takiben ilk tedavi se¢enegi olarak anabolik ajanlar kullanilabilir (27).
2.2.3.11. Kikirdak rezorbsiyonuna etkileri

Bazi modern bifosfonatlar kikirdaklarin lokal rezorbsiyonunu baskilayabilirler.
Ayrica, yapay olarak indiiklenmis artritin inflamatuar reaksiyonlar1 da
bifosfonatlarca baskilanabilir. Bdylece, eklem mimarisi korunmus olur. Bu umut
verici sonuglar sayesinde klinik bifosfonat c¢alismalar1t osteokondrozisi veya

osteoartriti olan hastalarda baslatilmis ve sonuglar1 halen beklenmektedir (27).
2.2.4. Bifosfonatlarin yan etkileri
En siklikla karsilasilan yan etkiler asagidaki gibidir:

1. Hipokalsemi (54, 56, 58)
2. Gastrointestinal sistemde mukozal iritasyon ayrica bulanti, kusma,

epigastrik agri, yanma, reflii ve dispepsi (54, 57, 59)

3. Akut faz reaksiyonlari(yiiksek ates, titreme, miyalji, artralji ve
influenza benzeri bulgular) (54, 60, 61)

4. Renal yan etkileri (renal toksisite, akut tubuler nekroz, diffuz tubuler
atrofi, bobrek yetersizligi) (54, 57, 62-66)

5. Okuler yan etki(konjuktivit, irit, sklerit ve tiveit) (55, 59, 60)

6. SSS vyan etkileri(Kafa iginde duyulan sesler ve renkli goérme

rahatsizliklari, gorsel, olfaktoryel ve isitsel halusilasyonlar) (41)

7. Atrial fibrilasyon (54,59)
8. Femur bas1 atravmatik avaskiiler nekrozu (41)
9. Cene kemiklerinde osteonekroz (6, 19, 67-69)
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2.3. Tlaclara bagh cene kemiklerinde osteonekroz(ICKON)
2.3.1 Risk faktorleri

Bifosfonatlar ve denasumab osteoporozun ve metastatik kemik hastaliklarinin
tedavisinde en yaygin kullanilan antirezoptif ilaglardir (43). Rekombinant
immunoglobulin antikoru Bevasizumab ve tirazin kinaz inhibitor(TKi)leri olan
Sunitinib ve Sorafenib gibi antianjiojenik ilaglar ¢cene kemiklerinde bifosfonatlar ve

denasumablar gibi fakat farkli yollarla osteonekroza yol agmaktadir (70).

2003 yilinda Cene kemiklerinde osteonekroz gelismesine bifosfonatlarin
sebep olmasinin tamimlanmasindan sonra konuya iliskin birgok yeni terim
tanimlannmistir.  BON  (71),BIFCON  (54),BICO (37),BICKON (36) gibi
bifosfonatlara bagli ¢ene kemiklerinde osteonekroz terimleri 6rnek olarak
verilebilir. Femur baslarindaki avaskiiler nekroza benzer nitelikteki bu durum ilk

olarak ‘cene kemiklerinin avaskiiler nekrozu’ olarak tanimlanmistir (4, 69, 72).

Cesitli klinik ve deneysel g¢alismalar kemikteki kan akimimi (73) ve
anjiogenezi (74-77)bifosfonatlarin azalttigin1 gostermektedir. Ancak ilging bir
sekilde cesitli deneysel ve klinik ¢alismalar da femur basi1 avaskiiler nekrozunun
tedavisinde bifosfonatlarin  potansiyel etkinligini = gostermektedir  (78-80).

Giinlimiizde ‘¢ene kemiklerinde avaskiiler nekroz’ terimi kullanilmamaktadir.

Bifosfonatlarin ¢ene kemiklerinde osteonekroz olusturmasinin
tanimlanmasindan daha sonra denosumab isimli antirezorptif ajana baglh oldugu
diisiiniilen ¢ene kemiklerindeki osteonekroz ile alakali yaymlar yayimlanmaya
basladiktan sonra 2010 yilinda yeni terimin ismi olarak °‘Antirezorptif ilaglarin

indiikledigi cene kemiklerinde osteonekroz(AICKON)’ diisiiniilmiistiir (43, 81-83).

2014 yilinda Amerikan Oral ve Maksiyofasiyal Cerrahi Dernegi (AAOMS)’nin
yayiladigi raporda Bevasizumab ve Sunitinib gibi antianjiojenik ajanlarin da ¢ene
kemiklerinde osteonekroza neden oldugunun belirtilmesiyle literatiire son olarak

‘Tlaclara Baglh Cene Kemiklerinde Osteonekroz(ICKON)’ olarak ge¢mistir (5).
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2.3.1.1. Sistemik risk faktorleri

Jadu ve arkadaglarina gore, multipl myelom hastalarinda antineoplastik ilaglar
(siklofosfamit) ve kortikosteroidler ICKON riskini artirmaktadir (84). Retrospektif
vaka kontrollii bu calismada kortikosteroidlerin ICKON igin belirgin bir risk

faktorii oldugu gosterilmistir.

Diger sistemik risk faktorleri eritropoetin tedavisi (84), diyaliz (84), diabetus
mellitus (85) tur. hipoparatiroidizmin de ICKON olusmasiyla lakali oldugu rapor
edilmistir (86).

Yakinlardaki retrospektif multimerkezli bir ¢alisma hipertansiyon(%40.2) ve
diyabetin ( %9.2) BICO i¢in major komorbiditeler oldugunu gostermektedir (87).

Baz1 yaymlarda da oral ICKON hastalarinda en yaygin sistemik hastaliklarin,
hipertansiyon ve kardiak rahatsizliklar oldugu belirtilmektedir (88,89). Ancak
bunlar sistemik komorbitelerdir ve daha fazla veriyle desteklenmedikleri siirece
oral ICKON igin kesin risk faktdrleri denilmemelidir(70).

2.3.1.2. Lokal risk faktorleri

ICKON olusumu icin dental risk faktorleri olarak dental protez irritasyonu,
periodontitis ve dis ¢ekimi gibi invaziv dental girisimlerin oldugu bilinmektedir

(90).

Hoff ve arkadaslarina gore dis cekilmesi tehlike oranini multipl myelom
hastalarinda 9,9 kez fazlalastirirken gdgiis kanseri hastalarinda bu oran 52,2 kat
olmaktadir. Kanser hastalarinda longitudinal bir kohort ¢alismasinda ise ICKON
risk oraninin dis ¢ekimine bagl olarak 18 kat, protez irritasyonuna bagh olarak ise
2 kat arttig1 rapor edilmistir (91). Dental cerrahi islemleri ise ICKON insidansini
5,3 (84) -7 (92) kat artirmaktadir.

Dis ¢ekim bolgesindeki yara iyilesmesi sistemik yara iyilesmesi kapasitesine
baghidir. Dis ¢ekimi sonrasit pithti formasyonu yerini graniilasyon dokusuna ve
ossedz yapi olusturmak igin final mineralizasyona birakir. Maksilla ve mandibula
gibi yliksek kemik dongiisii bulunan iskelet bolgelerinde bifosfonatlarin daha fazla

birikmesine bagli olarak, bifosfonat bagli kemik dokular daha yavas rezorbe
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olur(93). Bakteriler tarafindan kontamine olmus bu kemik tamamen rezorbe olmaz
ve bu iyilesmesi gecikmis agik yara bakteriyal invazyon riskini artirmaktadir. Bu

durum da kronik osteomyelit olusmasi i¢in ortam saglamis olur (94,95).

Periodontal hastaliklar da ICKON igin potansiyel risklerden biridir.
Enflamasyon genel olarak pH seviyesini diisiiriir ve bu asidik ¢evre nitrojen igeren
bifosfonatlarin protonlagsmis aktivasyonuna yol agar (96). Periodontitise bagl
mikrobiyal bir arastirma, kanser hastalarinda periodontitisin ICKON igin belirgin

bir risk faktorii oldugunu gostermektedir (97).

Mandibular ICKON insidans1 maksillaya nazaran belirgin oranda yiiksektir
(98) ve oral mukozanin ince oldugu 6zellikle ekzostoz, keskin mylohyoid kenar ve

mandibular torus gibi alanlarda daha yaygindir (99).

Literatiire gore %20 (87), %28 (100), %33 (101) ve %57 (102) g¢ene
kemiklerinde goriilen osteonekroz ‘spontan ICKON’dur (70). Bu durum herhangi
bir komorbidite veya sistemik veya lokal bir risk faktdrii olmaksizin ICKON
olusmas1 demektir. Bolgede daha 6nce osteomyelit varligmin spontan ICKON
teorisini desteklese de osteonekroz primer olarak aseptik siireci enfeksiyonun takip

etmesiyle gergeklesmektedir (103,104).

Yasamda gegirilen her bir sene ICKON riskini 1.1 kat artirmaktadir (84).
Cinsiyet bu durumu etkilememektedir (105). Sigara kullamimui ise risk faktorii
olarak kabul edilmektedir (86). Obezite de bir risk faktorii olarak diistiniilmektedir
(106).

Bir takim arastirmaci genetik faktoriin olasi iliskisinden bahsetmektedir.
Multipl myelom hastalarinda 2Cpolipeptid8 (CYP2C8, 1s1934951)’in alt
familyasindan sitokrom P450’nin tek niikleotit polimorfizminin ICKON ile
iliskisini oldugu gosterilmistir(107). RBMS3(rs17024608) genindeki genetik
polimorfizmin de ICKON olusmasinda yiiksek bir risk olusturdugu
diistiniilmektedir (108).

21



2.3.1.3. Dig¢kon i¢in risk faktorleri

Denosumab, niikleer faktor kappa-B ligandinin reseptor aktivatorii
(RANKL)’niin monoklonal antikorudur. Denosumab RANKL’1 inhibe eder ve
osteoklastik diferansiasyon i¢in 6nemli bir mediatordiir (109). Osteoklastogenezisi
azaltan antirezoptif bir ajan olarak siklikla metastatik kemik hastaliklar1 ve
osteoporoz tedavisinde kullanilir (110-113). Denosumab iliskili ¢ene kemiklerinde
osteonekroz (DICKON) halen tam olarak anlasilamamustir. Kanser hastalarinda
renal komplikasyonu az oranda gerceklesip iskelet iliskili olaylar1 Onlemede
oldukea etkin olsa da ¢ene kemiklerinde osteonekroz goriilme olasiligi zoledronata
benzer (zoledronat %1,3, denosumab %1,8) (114) veya istatistiksel olarak anlamli
olmasa da goreceli olarak yiiksek (zoledronat %1, denosumab %2)(110)
bulunmustur. Literatiire gére DICKON insidans1 %0-%4,7 olarak belirtilmektedir
(115-118). 52 vakalik DICKON serisinde dis ¢ekimine bagh olusu %59,6 iken, oral
enfeksiyona %50 oranda iliskili oldugu belirtilmistir (118). DICKON’a dair yeterli
calisma bulunmadigl icin ilag alimindan sonra g¢ene kemiklerinde osteonekroz
gorlilmesini en aza indirmek icin risk faktorler ilerideki c¢aligmalarda

belirlenmelidir (70).
2.3.1.4. Cene kemiklerinde osteonekroza yol acan diger ilaclar

Malin tiimor olugmasi siirecinde anjiogenesis tiimor biiylimesi, infiltrasyonu,
uzak /rejyonel metastaz igin kritik Oneme sahiptir (119). Gilinimiizde ileri
karsinoma ve metastatik kemik hastaliklarinin tedavisi, kemoterapdtik ajan olarak
kullanilan anjiojenik inhibitdrler tirozin kinaz inhibitdrleri(TKI) ile monoklonal
antikoru veya rapamisinin memeli hedefi (mTOR) yolu ile vaskiiler endotelyal
biytime faktori (VEGF) hedef alinarak yapilmaktadir (120). Rekombinant
monoklonal immunoglobulin ankitoru olan Bevasizumab, tim VEGF-A
izoformlarimi bloke ederek kanser ilerleyisini ve kemik metastazin1 6nlemektedir

(121).

Sunitinib veya sorafenib gibi tirozin kinaz inhibitdrleri VEGF reseptorlerini,
trombosit tiirevli biiylime faktorii reseptorlerini(PDGFR), makrofaj koloni-stimule
edici faktorlerini(M-CSF) ve diger sinyal yollarin1 hedef alarak neoanjiogenezisi

inhibe eder (122). mTOR inhibit6rleri olan sirolimus veya everolimus da
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anjiogenezisi inhibe eder ve siklikla ileri derecede veya metastatik karsinomalarda
kullanilmaktadir (123).

Bu antianjiojenik ajanlar metastaz olan veya olmayan renal karsinomalar,
gastrointestinal stromal tiimorler veya metastatik kolorektal karsinomalar gibi
cesitli kanserlerde endikedir (124). Kemoterapotik amagla kullanilan bu ajanlar igin
hastalarda ¢ene kemiklerinde osteonekroz goriilmesine dair bir¢ok calisma ve vaka
raporu mevcuttur. Bevasizumab iligkili ¢ene kemiklerinde osteonekroz
(BICKON)’un ilk olarak 2008 yilinda yayinlanmasindan sonra (125),
bifosfonatlardan bagimsiz olarak bevasizumab alinimina bagl ¢ene kemiklerinde
osteonekroz goriilmesine dair g¢esitli vaka raporlart mevcuttur (126-129). Guarneri
ve ark., gogiis kanseri hastalarinda ¢ene kemiklerinde osteonekroz insidansini
bevasizumab tedavisinde %0,2 iken bevasizumab-bifosfonat kombinasyonunda
%0,9 olarak belirtmislerdir (126). Baska bir vaka raporunda ise, bevasizumab veya
sunitinib ile kombine BP tedavisi alan 22 hastadan 4’linde c¢ene kemiginde
osteonekroz goriilmiistiir ve bu da insidansin %16 olmasit anlamina gelmektedir
(130). Tirozin kinaz inhibitorleri- Bifosfonat kombinasyonu kullanildiginda
insidans %0(131)- %10 (132) arasinda degismektedir. bifosfonat kullanilmadan
sadece sunitinib kullanilmasina bagli olarak da ¢ene kemiklerinde osteonekrozun
goriildiigii vakalar mevcuttur (133,134). mTOR inhibitérii everolimus ile alakali
cene kemiklerinde osteonekroz vakalar1 yayinlanmigtir (135). Tiim bu yayinlardan
sonta AAOMS pozisyon yazisinda belirtildigi gibi bifosfonat kombinasyonu
olmadan sadece TKI ve VEGF inhibitérlerinin ICKON igin potansiyel risk tasidig1
belirtilmektedir (5). Bu antianjiojenik ajanlarin oral epiteli bozdugu veya anjiojenik

sinyale dayal1 osteoklast fonksiyonunu baskiladigi diisiiniilmektedir (136).

Antianjiojenik ajan ile alakali medikal ge¢misi bulunan hastalarin ¢ogunda
dis ¢ekimi hikayesi mevcut olsa da (121, 130,137) birgok hastada da dental
predispozan faktdrler mevcut degildir (125,127,128). Bu yiizden antianjiojenik
ajanlarin direkt olarak ¢ene kemiklerinde osteonekroz olusturmasi kesin degildir

(126).Yine de kemoterapi oncesi dental muayene ve degerlendirme biiyiik 6neme

sahiptir (132).
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2.3.1.5. Teshisi

Amerikan Oral ve Maksiyofasiyal Cerrahi Dernegi (AAOMS) 'nin 2014 te
tanimladig1 ICKON kesin tami Kriterleri (105, 138, 139) (tablo:3):

(@) 8 haftadan uzun siiredir maksillofasiyel bolgede ekspoze kemik varligi
(veya kemige ektraoral veya intraoral bir fistiil yardimiyla ulagilabilmesi)

(b) Halen veya oOnceden antirezorptif (bifosfonat veya denosumab) veya
antianjiojenik ajanlarla tedavi goriiyor veya gérmiis olmasi

(c) Cene kemiklerinden radyasyon tedavisi gormemis olmasi veya c¢ene

kemiklerinde metastazik hastalik olmayis1

Tablo 3. AAOMS tanimlamasina gére BICO ve ICKON farklar.

BICO (AAOMS 2009) ICKON (AAOMS2014) tanimlamasi

tanimlamasi

1. Halen veya 6nceden 1.  Halen veya onceden antirezorptif (bifosfonat

bifosfonat tedavisi veya denosumab) veya antianjiojenik ajan tedavi

alimmasi almmast

2. 8 haftadan uzun siire 2. 8 haftadan uzun siire maksillofasiyal bolgede

maksillofasiyal bolgede ekspoze kemik varlig1 veya ekstraoral veya intraoral

ekspoze kemik varligi fistiil yoluyla bu kemige ulasilabilmesi

3. Cene kemiklerinden 3. Cene kemiklerinden radyoterapi hikayesi

radyoterapi hikayesi bulunmamasi veya ¢ene kemiklerinde belirgin bir

bulunmamasi metastazik hastalik bulunmayisi

2.3.1.6. Klinik belirtileri

Ekspoze kemik varligit ICKON’un klinik belirleyicisidir. Vakalarin %93 e
kadar biiylik ¢ogunlugunda ¢ekim soketlerindeki kii¢iik kemik kenarlarindan tiim
¢ene kemigine kadar ekspoze kemik varligi mevcuttur (139). Yumusak dokuda
sislik, silipurasyon, intraoral veya ekstraoral drenaji olan siniis agikliklar1 gibi
enfeksiyon  bulgular1  goriilebilmektedir. ~ Nekrotik  kemik  dokularin
siiperenfeksiyonu oldugunda siddetli agri olsa da ilging bir sekilde hastalarin

anlaml bir kisminda agr1 bulnmamaktadir (tablo 4).

24



Tablo 4. ICKON un klinik gériiniimii (140)

Klinik gériiniim Prevelans(n) Oran(%)
Ekspoze kemik 62 93.9
Agri 52 78.8
Yara iyilesmesinde bozukluk 45 68.2
Sislik 34 51.5
Enflamasyon 42 63.6
Fistiil formasyonu 27 40.9
Patolojik mandibular fraktiir 3 4.5
Alveolaris inferior sinir hasar1 6 9.1
Maksiller siniis iliskisi 11 16.7
Siniizit (11) (16.7)
Oroantral fistiil formasyonu (5) (7.6)

Bazi olgularda lokal enfeksiyonlar bas boyun bolgesindeki derin bosluklarin
absesine doniiserek yasami tehdit eden potansiyele ulasabilmektedir. Alveolaris
inferior sinir etkilendiginde dudakta uyusukluk olabilir ve bu durum ilgin¢ bir
sekilde erken evrelerde de goriilebilmektedir. Yine mandibulada etkilenen lokal
alanin enflamatuar durumuna, sekestrasyon veya patolojik fraktliir olugmasi
durumuna bagli olarak alt dudak, c¢ene ucu, diseti ve dislerde his kaybi
olabilmektedir (141). Nekrotik alanlarin asir1 rezoksiyonuna veya kemigin yapisal
olarak zayiflamasina bagl olarak patolojik fraktiir gelismesi ciddi fonksiyonel ve
terapotik problemlere yol agmaktadir (140). Ust ¢enede bifosfonatlara bagl olarak
osteonekroz gelisme insidansi vakalarin 1/3’{inili olusturmaktadir (143). Vakalarda
oroantal baglantiya kadar varan ve maksiller siniizit olusturabilen durumlar

olusabilmektedir. ICKON vakalarinin %40 siniziit sikayetleri olmaktadir (144).

ICKON ile iliskili olarak vakalarda nekrotik alanlarda dis kayb1 ve bakteriyel
enfeksiyona bagl halitozis siklikla karsilallan durumlardir (145). ICKON
vakalarinin %71-84’linde periodontitis bulunmaktadir (84,146-148). Bu vakalardaki
spesifik bakteriler ise Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Tannerella

forsythia ve Aggregatibacter actinomycetemcomitans’tir (97).
2.3.1.7. ickon evreleri
2009 ve 2014 yillarindaki AAOMS’nin ICKON evreleme tablosu asagida

gosterilmistir (5)(tablo 5):
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Tablo 5. ICKON evreleri

2009 AAOMS Evrelemesi

2014 AAOMS Evrelemesi

Riskli Oral veya IV Bifosfonatlar ile tedavi almig Degisiklik yok
hastalarda  belirgin ~ bir  nekrotik  kemik
bulunmayisi
Evre 0 Klinik  olarak  nekrotik  kemik  bulgusu Degisiklik yok
olmamasma karsin spesifik olmayan klinik
bulgular ve semptomlarin varlig
Evre 1 Enfeksiyon bulgulari bulunmayan asemptomatik Enfeksiyon bulgulart bulunmayan asemptomatik
hastalarda ekspoze ve nekrotik kemik varligi hastalarda ekspoze ve nekrotik kemik varlig1 veya
bir prob yardimi ile kemige wulagilan fistiil
bulunmasi
Evre 2 Piirulan drenaj goriilen veya goriilmeyen ekspoze Piirulan drenaj goriilen veya goriilmeyen ekspoze
kemik bolgesinde eritem veya agr1 bulgular: gibi kemik bolgesinde eritem veya agri bulgulart gibi
enfeksiyon belirtileri ile birlikte ekspoze ve enfeksiyon belirtileri ile birlikte ekspoze ve
nekrotik kemik varligi nekrotik kemik varligi veya bir prob yardimi ile
kemige ulasilan fistiil bulunmasi
Evre 3 Agri, enfeksiyon ve asagidaki bulgulardan bir Agr1, enfeksiyon ve asagidaki bulgulardan bir veya

veya daha fazlasina sahip hastalarda ekspoze ve
nekrotik kemik varligi: Alveolar kemik bdlgesini
asan ekspoze ve nekrotik kemik varlig,
(mandibula alt simir1 ve ramusu, iist ¢enede ise
maksiller siniisii ve zigomay: igceren) patolojik
fraktiirler, ekstraoral fistiiller, oroantral/oro nazal
baglantilar, mandibula alt sinirmi veya siniis

tavanini asan osteolizis goriilmesi

daha fazlasina sahip hastalarda ekspoze ve nekrotik
kemik varligi veya bir prob yardimi ile kemige
ulagilan fistiil bulunmasi:

Alveolar kemik bolgesini agan ekspoze ve nekrotik
kemik varlig1, (mandibula alt sinir1 ve ramusu, st
genede ise maksiller siniisii ve zigomay1 igeren)
patolojik fraktiirler, ekstraoral fistiiller,
oroantral/oro nazal baglantilar, mandibula alt
sinirint  veya siniis tavanini  agan  osteolizis

gorilmesi

2.3.1.8. ickon tedavileri

2009 yilindan giiniimiize giincelligini koruyan evreye 6zgii ICKON icin
tedavi gereksinimi AAOMS tarafindan belirlenmistir. Evre 0 ve 1 i¢in konservatif
tedavi, evre 2 i¢in ylizeyel debridmani ve evre 3 ic¢in debridmani igeren konsept

asagida gosterilmistir (105, 149)(Tablo 6).

Genel olarak ICKON tedavisi igin iki tip tedavi yaklasimi mevcuttur.
Bunlardan ilki konservatif yaklasim iken digeri ise ciddi olgularda nekrotik ve
ekspoze kemigin c¢ikarilmasindan sonra mikrobiyal kontaminasyonu engellemek
icin sikica dokunun kapatilmasini olan daha agresif bir yaklasimi igerir. Bazi bilyiik
nekrotik kemik olgularinda lokal flepler yeterli olurken bazilarinda ise
mikrovaskiiler serbest flepler gerekebilmektedir. Lokal flepler i¢in mukozal, bukkal
mukozal,

bukkal yag pedi, mylohyoid ve nazolabial flep kullanilirken,
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mikrovaskiiler serbest flepler i¢in ise radial 6nkol ve osteokiitandz fibular flep

kullanilmaktadir. Vakalarin mandibular rezeksiyonu igeren radikal tedavilerinde

ilgili bolgenin rekonstriiksiyonunda miniplak ve vida sistemleri ile birlikte en

yaygin kullanilan greft ise iliak krestten alinan blok greft tercih edilmektedir (150).

Tablo 6. ICKON Tedavi yaklasimlart

Evre Tanim Tedavi stratejisi
Klinik  olarak  nekrotik  kemik  bulgusu Agr1  medikasyonu ve antibiyotigi
olmamasma karsin spesifik olmayan Klinik iceren sistemik tedavi
bulgular ve semptomlarin varligi
Enfeksiyon bulgulari bulunmayan asemptomatik Antibakteriyel agiz yikama, Klinik

hastalarda ekspoze ve nekrotik kemik varligi

takip, hasta egitimi ve devam eden
bifosfonat tedavisi i¢in doktoru ile

konstiltasyon

Piirulan drenaj goriilen veya goriilmeyen ekspoze
kemik bolgesinde eritem veya agri bulgulart gibi
enfeksiyon belirtileri ile birlikte ekspoze ve

nekrotik kemik varligi

Oral antibiyotikler ile semptomatik
tedavi, oral antibakteriyel agiz
gargarasi, agri kontrolii, yumusak doku
irritasyonunu  azaltmak igin ylizeyel

debridman

Agr, enfeksiyon ve asagidaki bulgulardan bir
veya daha fazlasina sahip hastalarda ekspoze ve
nekrotik kemik varligi: Alveolar kemik bolgesini
asan ekspoze ve nekrotik kemik varligi,
(mandibula alt sinir1 ve ramusu, iist ¢cenede ise
maksiller siniisii ve zigomay: igeren) patolojik
fraktiirler, ekstraoral fistiiller, oroantral/oro nazal

baglantilar, mandibula alt sinirin1 veya siniis

tavanini agan osteolizis goriilmesi

Antibakteriyel agiz gargaras,
antibiyotik tedavisi ve agri kontroli,
uzun doénem agri ve enfeksiyonu
hafifletmek adma cerrahi debridman/

rezeksiyon

2.3.1.9. Ek tedaviler

2.3.1.9.1. Hiperbarik oksijen tedavisi

Hiperbarik oksijen (HBO)’in ¢enelerdeki osteoradionekroz ve osteomyelit

gibi durumlarda normal yara iyilesmesi ile kiyaslandiginda basar1 sonuglar

verdigine dair literatiirde olduk¢a yayin mevcuttur. I[CKON’un etyopatogenetik

faktorlerinde baskilanmig vaskiilarizasyon bulunmaktadir. HBO belirgin bir sekilde

anjiojenik potansiyel saglamaktadir ve bu ylizden ¢ene kemiklerinde osteomyelit

bolgelerinde hipervaskiilarizasyon olusturabilmektedir (151).
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HBO yara iyilesmesinin farkli tipleri ile alakali reaktif oksijen tiirleri (ROS)
ve reaktif nitrojen tiirleri (RNS) {iretiminin artmasina araci olmaktadir (152). ROS
ise RANKL/osteoprotegerin oranint degistirip osteoklast diferansiyasyonu
destekleyen RANKL fazini stimule etmektedir. Yine bifosfonatlarin tetikledigi
apoptoz, oksijen duyarli osteoklastojenik sitokinler olan tiimor nekroz faktor-a,
RANKL ve interlokin-60 sayesinde baskilanabilmektedir. Bu sebeple HBO,
bakteriosidal aktivitesi sayesinde nekrotizan enfeksiyonlar: artiran anaerob tiirlerin
Olmesini, hipoksik yaralar, 6dem ve enflamasyonu azaltarak anjiogenesisi, kok
hiicre mobilizasyonunu ve hiicre proliferasyonunu saglayarak ICKON tedavisinde
kullanigh olabilmektedir (153). Ancak HBO tedavisinde bir takim kisitlamalar
mevcuttur. Malignensi ve metastatik kemik hastalig1 varligi, klostrofobisi olanlar
ve/veya kulan veya akciger rahatsizligi bulunmasi bu tedavi segenegini
kisitlamaktadir. Ayrica HBO tedavisi tek basina degil konvansiyonel tedaviye
destek tedavi olarak onerilmektedir (154).

2.3.1.9.2. Ozon tedavisi

Ozonun yumusak ve sert dokulardaki pozitif etkileri, endojen antioksidan
sistemleri stimule ederek, kan akimini artiran ROS iiretimi i¢in ksantin/ksantin
oksidaz yolunu bloke ederek gerceklesmektedir. Ayrica ozon, kirmizi kan hiicreleri
konsantrasyonu ve hemoglobin oranmi artirmaktadir ve diyapedezi ve retikiilo-
histiyosit sistemlerin fagositozunu stimule etmektedir (155). Birgok yazar ICKON
tedavisinde cerrahiyle kombine olarak kullannomin1 veya bifosfonat kullanan
hastalarin dis ¢ekimi sonrasi alvoelar soket iyilesmesini hizlandirmasi igin

kullanimini 6nermektedir (156).

Yapilan ¢alismalarda %90’a ulasan basar1 orani ve bolgede herhangi bir yan
etki ve kontrendikasyon olusturmamasi sebepleriyle ileri dénemlerde ICKON
tedavisinde HBO’in etkin ve tolere edilen bir segenek olmasinda umut vaad
etmektedir (156, 157). Ancak Osteoradyonekrozun ve ICKON’un patofizyolojik
mekanizmalart birbirinden tamamen farkli olmasi nedeniyle, HBO tedavisi ¢ene
kemiklerinde goriilen osteoradyonekrozun tedavisi ve Onlenmesinde kesin bir
tedavi olmasma karsilk ICKON olgularinda yararlihigi  kamtlanmamustir.
Osteoradyonekrozda radyasyon goren alan hipoksiktir (19, 67, 158). ICKON ise

dogrudan osteoklastlar iizerinde gerceklesen kimyasal toksisite nedeniyle kemigin
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yeniden sekillenememesi ve yenilenememesi sonucu olustugundan HBO tedavisi
yararli olamamaktadir. Ayrica osteoradyonekrozda kapillerler, radyasyon goren
alanda hiposelliiler etki sonucu 6liirken bifosfonatlara bagli ¢ene osteonekrozunda
kapillerler kemik 6liimii sonucu sekonder olarak oliirler. I[CKON gériilen alanda
oksijenlenme eksikligi goriilmemesi nedeniyle de HBO basit tedavi

mekanizmasinin islemedigi goriilmektedir (19, 67).
2.3.1.9.3. Lazer tedavisi
2.3.1.9.3.1. Diisiik doz lazer tedavisi (LLLT)

Diisiik doz lazer tedavisinin, derinin ve mukozanin beslenmesi ve kan
kapillerinin stimulasyonu {izerindeki olumlu etkilerini gosteren bircok calisma
mevcuttur. Bu calismalar, lazerin biyostimulan etkilerinin ICKON tedavisinde
kullanigh olabilecegi goriisiinii ortaya ¢ikarmigtir (159). LLLT kemikteki inorganik
matriksi ve mitotik osteoblastik indeksi artirir ve lenfatik ve kan kapiller
bliylimesini stimule eder. Yara iyilesmesinde ise fibroblast hiicrelerinin biiyiimesini
ve kollojen {iiretimini artirmaktadir (160). LLLT, kemik tizerinde fotobiyolojik
mekanizma ile osteoblastik aktiviteyi diigiiriip osteoklastik aktivitey artirarak kemik
rezorpsiyonu ve remodellinge katkida bulunmaktadir (161). Vescovi ve
arkadaslarina gore 3 giin Oncesinden baslanan ve dis ¢ekiminden sonra 2 hafta
stiren antibiyoterapi ile birlikte operasyon sirasinda ve cerrahiyi takiben 4 hafta
boyunca Nd:YAG lazer kullanilarak LLLT uygulama ICKON olusmasin1 énlemek

adma iyi bir tedavi protokolii olarak 6nerilmektedir (162).
2.3.1.9.3.2. Mini-invaziv lazer tedavisi

ICKON hastalarinda, konservatif cerrahide lazer de kullanilmaktadir (164).
Er:-YAG lazer cok ince (0.1 mm) bir alana penetre olmaktadir. Diger lazerlere
oranla da kemikte ¢cok daha az 1s1 olusturmasi giivenle kullanilmasini saglamaktadir
(165). Er:YAG lazer Actinomyces ve anaerob tiirleri igeren periodontal bakteriler
lizerinde bakteriyosidal etki gosterip biostimulan 6zellikleri sayesinde ICKON
tedavisinde kullanilmaktadir (162). Er:YAG lazer ile lokal anestezi altinda ICKON
olgularinda iist ve alt cenelerde kemik rezeksiyonu yapilabilmektedir. Ayrica
saglikli kemige komsu olan nekrotize kemigin buharlastirilarak saglanan cerrahi

debridman da uygulanabilmektedir (166).
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ICKON tedavisinde sadece medikal tedaviye nazaran cerrahi yaklasim daha
iyl sonuclar vermektedir ve hastaligin erken evrelerinde minimal invaziv tedaviye

olanak taniyan lazer cerrahisi gegerli bir terapotik segenektir (167, 168).
2.3.1.9.3.3. Trombositten zengin plazma (TZP)

Trombositten zengin plazma (TZP) organizmanin dogal yara iyilesmesi
mekanizmasint  hizlandiran ve arttiran bir yOntemdir. Trombositler yara
tyilesmesinin ilk basamaginda piht1 olusumunda rol alirlar ve ardindan iyilesmeyi
baslatan ve ilerleten biliylime faktorlerini salgilarlar. TZP tekniginde preoperatif
olarak hastadan bir miktar kan alinarak, otojen trombositler konsantre edilip, olusan
jel cerrahi alana uygulanmaktadir. Bu teknikte dogal pihtiyla karsilagtirildiginda
yuksek trombosit oranina sahip piht1 olugmaktadir. TZP uygulanan cerrahi

alanlarda, normal cerrahi alanlarina gére 2-3 kat daha fazla iyilesme goriiliir (169).
2.3.1.9.3.4. Paratiroid hormon

Osteonekrozun tedavisinde kemikteki yenilenmenin artirilmasi amaciyla
paratiroid hormon (PTH) kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Bifosfonat tedavisine
ara vererek 6 ay boyunca PTH kullanilmasi, kemikteki yenilenme oranini gosteren

osteokalsin degerinin %74 artmasini sagladigi gosterilmistir (35, 170).

Teriparatide, insan paratiroid hormunun(rhPTH) ilk 34 aminoasidinin
biyolojik olarak aktive edilmis rekombinant formulasyonudur (171).
Teriparatidenin kemik kalitesini artirmast ve bifosfonatlara bagli olarak atipik
femoral fraktiirlerde iyilesme iizerinde Kkatkilar1 gozlemlenmistir (172).
Teriparatidenin anabolik etkilerinden dolay1 off-label olarak ICKON vakalarinda
tedavi i¢in umut vaad eden galismalar mevcuttur (173-177). Fakat Narvaez ve
arkadaslarmin 2-10 ay boyunca ICKON hastalarinda teriparatide uygulamasini
iceren c¢aligmalarinda osteonekroz iizerinde anlamli bir degisiklik olmadigini ve
kayda deger semptomatik sonuglarin alinamadigini belirtmislerdir (178). Ayrica
teriparatide gibi bir ilacin iki yildan uzun kullanilmamasi gerekmektedir ¢linkii
preklinik calismalari uzun donem takiplerde osteosarkom riskini artirdigini
gostermektedir. Bu yiizden metastatik kanser hastalarinda onerilmemedir (179).

Tiim bu sebeplerden dolayi, teriparatide veya paratiroid hormonunun ICKON
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vakalarinda etkinligininin degerlendirilmesi i¢in daha ¢ok caligmaya ihtiyag

duyulmaktadir (180).
2.4. Tloprost

Aragidonik asit (AA) metaboliti karakterinde yeni bir molekiil 1976’da
Moncada ve Vane tarafindan kesfedilmistir.  Yapisal izolasyon ve kimyasal
sentezlerden sonra bu metabolit, prostasiklin (PS) wveya prostaglandin 12 (PGI2)
olarak adlandirilmustir. Iloprost prostasiklinin 2. kusak bir yapisal analogudur.
Normalde damar duvari ve trombositlerden sentezlenen tromboksan A2 (TxA2)
normal hemostaz kontroliinde PGI2 ile dengelenir. Kan dolasiminda PGI2 seviyeleri
oldukg¢a dusiiktiir ve aterosklerozda vaskiiler dokularda PGI2 sentezi azalir (181,
182). Prostasiklin trombosit agregasyonuna neden olan trombin, kollojen ve
adenozindifosfat (ADP)’yi inhibe eder. Saglam hayvanlarda vazodilatér, hipotansif,
antidiiiretik ve kanama zamani uzatici etkileri vardir. Ayrica endotelden makrofaj ve
trombositten biiylime faktorii salarak damar diiz kas proliferasyonunu stimiile eder
(183). iloprost aktive trombositlerden 5-hidroksitriptamin (5HT) ve tromboksan gibi
vasokonstriiktor ve zararli sitokinlerin salimimini ve bu sayede trombosit
aktivasyonunu inhibe ederek trombozu, gergeklestirir. Trombosit agregasyonunu da
inhibe eder. Lokosit aktivasyonunu ve adhezyonunu inhibe eder ve bundan dolay1
l16kotrienler, serbest oksijen radikalleri ve proteolitik enzimlerin salinimini azaltir.

Boylece endotel koruyucu etkisini bu sekilde de gostermis olur (183).

Iloprost vaskiiler tonusda kesin vasodilatdr etkiye sahiptir. Lokotrienlerin,
tromboksanA2 ve endotel derived release factor (EDRF)’iin arteryel diiz kas
hiicrelerinde vazospastik etkilerini onler. Bdylece iloprost tarafindan vaskiiler diiz
kas  hiicrelerinin  selektif potasyum kanallar1 acgilmast ile membran
hiperpolarizasyonu ile periferik vasodilatasyon olur. Hipoksik damar yiizeyinde
permeabiliteyi azaltir ve endotel biitlinliiglinii korur, trombolitik potansiyeli artirir ve

trombojeniteyi azaltarak endotel fonksiyonunu korur.

[loprost  vasodilatasyon, trombosit agregasyon inhibisyonu, hiicre
koruyuculugu ve fibrinoliziste bozulmus mikrodolagimi diizeltmede rol oynar. Diliie
iloprost solusyonun intravaskiiler(IV) verilmesiyle, agresif ve koruyucu doku

faktorleri arasindaki uyumsuzlugun diizeltilmesi objektif bir tedavi olusturulur (181).
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2.4.1. iloprostun cesitli tedavilerde kullanimi

Mikrodolasimi bozan primer hastalik ne olursa olsun [Pulmoner Arteryal
Hipertansiyon(PAH), Tromboanjitis Obliterans(TAQO), Vaskiilit] iloprost baslanmasi
tabloyu diizeltebilir. Carpma travmasi veya antineoplastik kemoterapiyi takiben
olusan digital iskemide de kullanilabilir (181). Iloprostun akut tromboembolik
olaylarda kullanimi da tanimlamir. Ornegin unilateral renal arter embolisinin [V
heparin ve iirokinaz ile basarisiz bir tedavi atagindan sonra iloprost bobrek
kollaterallerinin refleks vazospazmini azaltarak birka¢ saat iginde oligiirik renal
yetmezlige ¢evirebilir (181). Diger bir vakada mezenterik arter okliizyonu sonrasinda
iloprost verilmesi ile intestinal rezeksiyon gereksinimi kalmamistir (182). Kollojen
doku hastaliginin bir komponenti olan sekonder Reynaud fenomeni siddetli
vazospazm ile ortaya ¢ikan bir tablodur. Birgok ¢alismada 5-8 saatlik ve 3-5 giinliik
iloprost  inflizyon tedavisinin  semptomlart  belirgin  olarak  gerilettigi
gosterilmistir(183, 184). Iloprostun ayrica yogun bakimda septik sokta Onemli
prognostik faktér olan visseral sinir sistemi kan dolasimimi diizeltme amaciyla
kullanimi rapor edilmistir (185, 186). Trombotik mikroanjiyopatiyle seyreden kemik
iligi 6demi ve antifosfolipid sendromunda iloprost yeni bir firsattir (187).

Pulmoner hipertansiyon eger tedavisiz kalirsa tanidan sonra birkag yil
igerisinde Sliimle sonuglanir. Tedavi ve prognozda pulmoner hipertansiyona etken
olan primer hastalik 6nemlidir. Yapilan g¢alismalarda iloprostun evre III ve IV
hastalarda prognoz ve hayat kalitesini agik¢a diizelttigi, semptomlarda diizelme
oldugu goézlenmistir (188). Pulmoner hipertansyonlu hastalarda iloprost uzun siireli
intravendz infiizyonlarin yani sira yan etkileri azaltmak igin 1-2 yil gibi siirelerde

inhale olarak da kullanilabilir (189).
2.4.2. lloprostun kemikte kullanimi

[loprostun ilk klinik etkinligi Burger hastaliginda, sonrasinda ateroskleroz,
trofik hastaliklar, aseptik osteonekroz, buz yanigi, ortopedide kemik iligi 6deminde
gosterilmistir. Aynt zamanda PGI2, kemik metabolizmasinda 6nemli bir mediator
kapsammna alinmistir (8-9). In vivo olarak, eksojen prostoglandinler, &zellikle
prostoglandin E2, kemik rezorbsiyon ve formasyonunu stimule etmektedir. Etkileri,

osteoblast ve osteoklast prekursorlerinin diferansasyonuna ve replikasyonuna yol
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acarak olmaktadir. Prostoglandinler ayrica menapoz sonrasi kemik kaybinda 6nemli
rol oynarlar ¢iinkii kemik dongiisiinii artiran Ostrojen bozuklugu kemikteki
prostoglandin iiretimini artirmaktadir (9). Kemoterapiye bagli avaskiiler nekroz
(AVN) ve ya aseptik osteonekroz hastalarinda iloprost ile basarili bir tedavi
saglandig1 gosterilmesine ragmen (10, 11) literatiirde iloprostun ICKON tedavisi i¢in

bir ¢alismas1 bulunmamaktadir.
2.4.3. Tloprostun yan etkileri

Siklikla duyulan ve doz bagimli olan yan etkiler; kizariklik ve bas agrisidir.
Kiriklik, bulanti, kusma, krampa benzer agri, diyare, terleme, sicaga hassasiyet daha
ziyade uzun siireli inflizyon sonrasinda meydana gelen yan etkilerdir. Parestezi,
ates, tUsiime, konflizyon, apati, sedasyon, ajitasyon, kan basinci degisiklikleri,
tagikardi, aritmi ve ekstrasistoller bildirilmistir. Tiim yan etkiler doz azaltma ile
diizelir. Artralji ve alerjik reaksiyonlar meydana gelebilir. Cok yaslt aterosklerozlu
hastalarda kalp yetmezligi ve akut akciger 6demi, astimlilarda dispne bildirilmistir.

Ozellikle koroner kalp hastalarinda anginay1 provake edebilir (191, 192).
2.4.4. Tloprost ve metastaz

ICKON igin 6ngériilen ek tedaviler, hiperbarik oksijeni, paratiroid hormonu,
trombositten zengin plazmay1 ve lazerleri kapsar. Hiperbarik oksijen tedavisi
yaralardaki doku tamirinde, vaskulogenezde, mikrobiyal o6ldiirmeyi artirmada,
enflamasyon ve ddemi azaltmakta etkin oldugu bilindiginden beri, cerrahi ve cerrahi
olmayan tedavilere eklendiginde yara iyilesmesi ve agr1 skorlarini artirabilmektedir.
ICKONda paratiroid hormonun etkinligi bifosfonatlarla iliskili baskilanmis kemik
remodellinginin elevasyonundaki kabiliyete dayanmaktadir. Ancak, metastatik
kanserli  hastalarda  iskeletsel —metastazi  artirmamasi adma  dikkatlice
degerlendirilmelidir. Bu ek tedavilerin etkinligi daha fazla ¢alisma ile arastirilmalidir
(193). Bu degerlendirmeye gore kanser hastalarina verilecek terapotik ajanin kemik
metastazini tetiklemesi hususunda dikkatli davranilmalidir. Anjiojenik 06zelligi
sebebiyle iloprost kullanimi acisindan kanser hastalar1 i¢in daha dikkatli
degerlendirmeye ihtiya¢ bulunmakta olsa da paratiroid hormon giiniimiizde ICKON

vakalarinda tedavi i¢in denenmektedir (176-178).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1. Deney hayvanlari

Bu calisma; Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 ve Tip
Arastirmalar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
Proje kapsamindaki hayvan deneyleri igin Siileyman Demirel Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanligi’ndan 06.11.2014 Tarihinde 11 sayili karar
ile gerekli izin alindi. Sunulan arastirma prospektif, rastgele ve tek kor olarak
planlandi. Arastirmada KOBAY A.§ Deney Hayvanlar1 Laboratuar1 Sanayi ve
Ticaret Anonim Sirketi/ANKARA’dan temin edilen 88 adet Sprague Dawley, 12
haftalik yetiskin erkek sican kullanildi. Temin edilen siganlar 1 hafta boyunca
karantinada takip edilip ortamlarina alismasi beklendikten sonra deney siirecine
gecildi. Siganlar, her bir kafeste 5-6’sar adet olmak iizere toplam 16 adet tabani talas
ile kapli Eurotype 4 polikarbon kafeslere(Radon®, Tiirkiye) yerlestirildi. Arastirma,
211 C sicaklikta; %55 bagil nem orani; 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik 151k
periyodu standardini saglayacak ortamda gerceklestirildi. Arastirma siiresince deney
hayvanlarinin standart pelet formundaki sican yemi (Korkutelim Yem® S-2,
Korkuteli/Antalya, Tiirkiye) ve musluk suyuna ad libitum olarak ulagsmasina izin
verildi. Her glin yemleri kontrol edildi ve her hafta olmak kaydiyla deney siireci

boyunca agirliklar kaydedildi.

Tablo 7. Hayvan Calisma gruplari

Operasyon  sonrasi Operasyon sonrasi

15.glinde sakrifiye edilen | 45.glinde sakrifiye edilen

Zoledronat ve iloprost 11(1.grup) 11(2.grup)
verilmeyen(kontrol)

Yalnizca zoledronat 11(3.grup) 11(4.grup)
uygulanan(ZOL)

Yalnizca iloprost 11(5.grup) 11(6.grup)
uygulanan(iLO)

Zoledronat ve iloprost 11(7.grup) 11(8.grup)
uygulanan(ZOL+ILO)

34



Deney hayvanlar1 her grupta 11 sigan olacak sekilde rastgele 8 gruba
dagitilarak calisma ve kontrol gruplari olusturuldu (Tablo 7). zoledronat (ZOL)(
Zomebon®, Kogak Farma, Tiirkiye) uygulanacak hayvanlara ZOL dozu 35 pg/kg
olmak kaydiyla sabit olarak uygulandi. Yine iloprost(ILO)(Ilomedin®, Schering
Alman Ila¢ ve Ecza, Tiirkiye) uygulanacak hayvanlara ILO dozu 2 pg/kg olmak
kaydiyla sabit olarak uygulandi. ILO ve ZOL dozlarmin biitiin kombinasyonlarin
operasyon sonrasi 15.glin ve 45.glin sakrifikasyon islemiyle kiyaslamak adina
hayvanlar 6nce 15.giin ve 45.glin olarak 2 ana gruba ayrildiktan sonra bu her iki grup
da kendi i¢inde ZOL ve ILO uygulanan, yanlizca ZOL uygulanan, yanlzca ILO
uygulanan ve hicbir ila¢ uygulanmayan kontrol gruplar1 olarak 4 alt gruba ayrildi.
Boylece her grupta 11 sigan olacak sekilde 8 grup olusturuldu. Her grubun ortalama

agirliginin birbirine yakin degerlerde olmasina dikkat edildi.
3.2.1laclarin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Deney Oncesinde siganlar tartilarak kilolar1 kaydedildi ve uygulanacak ilaglarin
miktarlar1 hesaplandi. ZOL(Zomebon®, Kocak Farma, Tirkiye) serum fizyolojik ile
dilue edilerek 35 ng/kg dozda iki haftada bir olmak kaydiyla toplam 4 kez subkiitan
olarak uygulandi (resim 1)(Sekil 8). Yine ayni sekilde ILO(Ilomedin®, Schering
Alman ilag ve Ecza, Tiirkiye) dozlar1 da serum fizyolojik kullanilarak dilue edilip
2ug/kg olarak hazirlanmak iizere tedarik edildi. ZOL verilecek gruplara dis
cekiminden 5 hafta 6nce ZOL enjeksiyonuna baslanarak 2 haftada bir olmak iizere
cekimden once 3 doz ZOL uygulamasi yapildi. Daha sonra sag alt biiyiikk azi
dislerinin ¢ekiminden itibaren 1 hafta sonra son ZOL dozu verildi. ILO verilecek
sicanlarda ise dis ¢ekiminin ertesi gliniinde baglayarak 5 giin boyunca her giin 2
ng/kg olmak kaydiyla toplam 5 kez ILO uygulamas: intraperitonel (IP) olarak yapild:
(Resim 1)(Sekil 9).
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Resim 1. A zol uygulamasi B iloprost uygulamasi
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3.3.Cerrabhi girisim

Her dis ¢ekimi Oncesi preanestezik ajan olarak 10 mg/kg dozda Xylazine HCI
(Alfazyne, Ege-Vet, Tiirkiye) ve genel anestezik ajan olarak ise 90 mg/kg dozda
Ketamin HCI (Alfamine®, Ege-Vet, Tiirkiye) IP teknikle uygulandi.

Biitiin gruplardan sag alt ¢ene biitiin az1 digleri genel anestezi altinda ¢ekildi.
Biitiin ¢ekimler ayni1 cerrah tarafindan ayni teknik ile gergeklestirildi. Her sigan supin
pozisyonda konumlandirilarak bistiiri yardimiyla bukkal ve lingual taraflarda digeti

dekole edildikten sonra digler hemostat ile liikkse edilip ¢ekildi.
3.4. Biyopsi alinmasi

Dis ¢ekiminden sonraki 15. giin ve 45. giin alt ¢ene angulus mandibula
hizasindan genel anestezi altinda yumusak ve sert doku ile birlikte bilateral olarak
alindi (resim 2). Bu sirada dis ¢ekim bolgelerindeki yeterli yumusak doku iyilesmesi

olup olmadigi degerlendirildi.

Resim 2. Biyopsi alinmasi
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3.5. Operasyon sonrasi bakim

Dis ¢ekiminden sonra siganlarin ¢ekim bdlgelerine reanimasyon siirecinin
sonuna kadar soguk uygulandi. Analjezik olarak 3 mg/kg/giin olarak Ketoprofen
(Profenid® ampul, Sanofi Aventis, Tiirkiye); antibiyotik olarak 5 mg/kg/giin
Amikasin Siilfat (Amikozit®, Zentiva, Tiirkiye) dis ¢ekimi Oncesi bir giin 6nce
baslanarak toplamda 5 giin 24 saatte bir intramuskuler (IM) olarak uygulandi(resim
4).Dis ¢ekiminden sonra 5 giin siire boyunca verilen ILO ile analjezik ve antibiyotik
ajanlarin etkilesime girmesinden kag¢inmak adina analjezik ve antibiyotik sabah
saatlerinde uygulanirken ILO’nun bu islemden en az 4 saat olmak kaydiyla 6gleden

sonra IP olarak uygulanmasina dikkat edildi.

Resim 3. Postoperatif Analjezik ve Antibiyotik
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Ayrica a8z gargarast olarak Klorheksidin Glukonat ve Benzidamin HCI
(Kloroben Gargara®, Drogsan, Tiirkiye) dis ¢ekiminden 1 giin sonra baslanarak 24
saatte bir kez toplamda 10 kez kulak pamugu ile uygulandi. Hayvan agirliklari,
deney siirecinin ilk gilinlinden itibaren haftada bir diizenli olarak olciildi ve

kaydedildi.
3.6. Histopatolojik inceleme

Formaldehid igerisinde Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dalina getirilen alt ¢ene 6rnekleri 2 hafta boyunca dekalsifiye
edildi. Yumusayan mandibulalar dis ¢ekim bdlgelerini icine alacak sekilde azi
dislerinin bulundugu alanlardan trimlenerek her bir hayvana ait dis ornekleri ayri
doku takip kasetlerine alindilar (resim 4). Bir hafta dekalsifiye soliisyonunda
bekletilen mandibula 6rnekleri bir giin boyunca akarsu altinda yikandiktan sonra
doku takip prosediiriine alindilar. Cene Ornekleri doku takip cihazina takildi ve
gerekli ayarlamalar yapilarak dokularin gece boyunca diisiik dereceli alkollerden
yuksek dereceli alkollere (%70’den %100’e) gegirilerek yumusak dokuda bulunan
sularmin alinmasi, iki adet ksilolden gegirilerek bu bolgede bulunabilecek yagin
alinmas1 ve sicak parafine gecirilerek doku bosluklarina parafin dolmasi saglandi.
Ertesi giin sabah dokular parafine gomiilerek blokajlar1 saglandi. Bloklardan 4-5 saat
sogutulmanin ardindan rotary mikrotomda, degisik diizeylerde 5 mikron kalinliginda
toplam 8 adet seri kesit alindi. Kesitlerin biri hematoksilen eozin ile boyanarak 11k

mikroskobunda dis ¢ekim bolgesindeki reaksiyon degerlendirilmesi igin incelendi.
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Resim 4. A dokularin dekalsifikasyonu B kesitlerin kasete alinmasi C kesitlerin

kasetlerde depolanmast

Incelemelerde defektin orta kisimlarindaki alanlarin secilmesine dikkat edildi.
Lezyonlar bag doku olusumu, yangisal infiltrasyon, kemik trabekiil olusumu ve
epiteliyal rejenerasyona gore 0 ile 3 arasinda skorlandi. Bunu i¢in hematoksilen-

eozin boyali preparatlardan her hayvan i¢in iki ayri kesit bolgesi incelendi.
3.7. Iimmunhistokimyasal inceleme

Polilizinli lamlara ¢ekilerek hazirlanan 7 ayr1 seri kesit immunoperoksidaz
yontem igin streptoavidin-biotin kompleks peroksidaz yontemine gore boyandi.
Primer antikorlar Abcam (Ingiltere) firmasindan temin edildi. Immunhistokimyasal
inceleme ile Kollagen IV [Anti-Collagen IV antibody (ab6586), Abcam, 1/100
diliisyon]; Osteopontin [Anti Osteopontin antibody (ab8448), Abcam, 1/100
diliisyon]; Alkalen fosfataz [Anti-Alkaline Phosphatase antibody (ab95462), Abcam,
1/100 dilisyon]; Fibronektin [Anti-Fibronectin antibody (ab2413), Abcam, 1/100
diliisyon], Osteocalsin [Anti Osteocalcin antibody [OC4-30)(ab13418), Abcam,
1/100 diliisyon]; Vaskiiler Endoteliyal Biiytime Faktorii [Anti-VEGF antibody [VG-
1](ab1316), Abcam, 1/100 diliisyon]; ve Angiogenin [Anti-Angiogenin antibody
[14017.7](ab10600) Abcam, 1/100 diliisyon) reaksiyonunun saptanmasi igin
streptoavidin biotin peroksidaz metoduna gore boyandi. Bu amagla kesitler ksilol ve
dereceli alkollerden gegirilerek dehidre ve deparafinize edildi. Dokular 10 dakika
stireyle suda yikandi. Daha sonra dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini

gidermek amaciyla %3’lik metanoldeki hidrojen peroksit ile 20 dakika muamale
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edildi. Dokular 2 defa 10’ar dakika siireyle Phosphate Buffered Saline(PBS)’de
yikandi. Gereken antikorlar i¢in mikrodalga firinda sitrat buffer solusyonu (pH 6) ile
700’1k ayarda 5 dakika siireyle iki defa kaynatildi. Dokular 10’ar dakika siireyle 2
defa PBS’te yikandi. Daha sonra nonspesifik boyamalar1 6nlemek amaciyla normal
serumda 45 dakika siireyle tutuldu. Bu asamadan sonra yikama yapilmadan primer
serumlar uyguland1 ve oda sicakliginda 2 saat bekletildi. Ardindan dokular ayni1 sekil
ve siireyle PBS’te yikandi, takiben biotinli serum ile 30 dakika siireyle muamele
edildi ve PBS’te 2 defa 10’ar dakika yikandi. Bu islemden sonra dokular
streptoavidin ile 30 dakika siireyle inkiibe edildi. Dokular aynmi sekil ve siireyle
yikandi, hazirlanmis olan DAB (3,3 diaminobenzidine) kromojen ile boyandi. Karsit
boyama i¢in Mayers hematoksilen kullanildi ve preparatlar 151k mikroskobunda

incelendi.

Immunhistokimyasal inceleme sonuglarinin degerlendirilmesinde
semikantitatif yontem kullanild1 ve skorlamada; negatif (0), hafif pozitiflik (1), orta
siddette pozitiflik (2) ve siddetli pozitiflik (3) olarak degerlendirildi. Sonuglarin
fotograflanmasinda Olympus CX41 model mikroskop ile morfometrik inceleme ve
mikrofotografi igin Database Manual Cell Sens Life Science Imaging Software
System (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) kullanildi. Gruplar arasinda

immunhistokimyasal skorlarin istatistik inceleme sonuglari tablo halinde sunuldu.

3.8. Istatistik yontem

Verilere gore elde edilen puanlara istatistik inceleme yapilarak gruplar arasi
farklar belirlendi. Tiim veriler SPSS 21.0 istatistik paket programinda
degerlendirildi. Immiinohistokimyasal markirlar bakimindan elde edilen veriler
herbir zamanda gruplar karsilastirilken Kruskal-Wallis testi ile karsilagtirtlmigtir.
Gruplarin sira say1 ortalamasi arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Bonferroni-

Dunn testi kullanildi.

Her bir grupta zamanlarin karsilastirilmasinda ise Mann-Whitney U testi
kullanildi. Farkliliklar sirasay1 ortalamalari tizerinde latin harfleriyle gdsterildi.
P<0,05 olan degerler istatistik agidan 6nemli olarak kabul edildi. Sonuglar tablo

halinde sunuldu.
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Canli agirlik 6zelligi bakimindan elde edilen veriler faktoriyel diizende
tekrarlanan 6l¢iimlii varyans analizi teknigi ile analiz edildi. Calismada grup
faktoriiniin KON, ZOL, ILO ve ZOL+ILO olmak iizere 4 seviyesi, islem zamam
uygulamasinin takip alt gruplar1 olan 15.gilin ve 45.giin olmak {izere 2 seviyesi ve
donem faktoriinlin de deney basi, dis ¢ekimi yapildigin giin olan 6.hafta ve deney
sonu olmak tizere 3 seviyesi mevcuttur. Tekrarlanan 6l¢iimler donem faktorlerinin
seviyelerinde gerceklesti. Ortalamalar arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde ¢oklu
karsilagtirma testlerinden Tukey testi uygulandi. Farkliliklar ortalamalar tizerinde
latin harfleriyle gosterildi. Calismada 6nem seviyesi P<0,05 olan degerler istatistik

acidan 6nemli olarak kabul edildi. Sonuglar tablo halinde sunuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Calismaya dahil edilen hayvan sayilari

Calismaya katilan 88 hayvan, herbir grupta 11 adet olmak kosuluyla 8 alt gruba
béliinerek ¢alisma baslatildi. ILO15(15.giin sakrifiye edilen yalnizca iloprost verilen
grup) ve ILO 45(45.giin sakrifiye edilen yalmzca iloprost verilen grup) gruplarinda
kaylp olmadan deney tamamlandi. Ancak ZOL+ILO15(15.giin sakrifiye edilen
zoledronik asit ve iloprost verilen grup), ZOL+ILO 45(45.giin sakrifiye edilen
zoledronik asit ve iloprost verilen grup) ve ZOL15(15.giin sakrifiye edilen
zoledronik asit verilen grup) gruplarindan 1’er, ZOL45(45.glin sakrifiye edilen
zoledronik asit verilen grup) KON15(15.glin sakrifiye edilen kontrol grubu) ve
KON45(45.giin sakrifiye edilen kontrol grubu) gruplarindan da 2’ser adet olmak
kosuluyla toplam 9 hayvan deneyi tamamlayamadan kaybedilmistir. Hayvanlar
operasyon sonrast takip donemlerinde Olmistiir. iloprost verilen gruplarda ise
herhangi bir kayip olmamasina ragmen kontrol gruplarindan 2’ser kayip olmustur.
Toplam 9 kayip i¢in yapilan otopsilerde veteriner hekimler ani kilo kaybi gibi
herhangi bir neden belirtmemistir. Cene bolgesinde yaygin bir enfeksiyon bulgusuna
rastlanmamistir. 3 vakada kannibalizm rapor edilmistir. Calismaya dahil edilen

hayvan sayilar1 asagida gosterilmistir(tablo 8):

Tablo 8. Caligmaya dahil edilen hayvan sayilari

Operasyon sonrasi Operasyon sonrasi

15.giinde sakrifiye edilen | 45.giinde sakrifiye edilen

KONTROL 9(1.grup) 9(2.grup)
Z0L 10(3.grup) 9(4.grup)
ILO 11(5.grup) 11(6.grup)
ZOL+ILO 10(7.grup) 10(8.grup)
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4.2. Makroskobik inceleme

Deneyin 15 giinliikk asamasinda alt ¢enede azi1 disin ¢ekim alaninda degisen
oranlarda iyilesmenin sekillendigi ve granulasyon dokusu olustugu gozlendi. Bazi1 dis

cekim alanlarinda enfeksiyonun sekillendigi ve iyilesmenin azaldig1 goriildii.

Deneyin 45 giinliik asamasinda hemen hemen tiim gruplarda dis c¢ekim
alaninda epitelizasyonu sekillendigi ve birgok olguda iyilesmenin tamamlandig:

dikkati ¢ekti.
4.3. Histopatolojik inceleme

Gruplarin histopatolojik incelemelerinde 15 giinlilk KON grubundaki ratlarda
dis ¢ekim alaninin biiyiik 6l¢iide 1yilestigi, bag doku artis1 sekillendigi ve yeni kemik
trabekiilleri olugsmaya basladig1 gozlendi. Enfekte olmayan olgularin bir¢ogunda
epitel tabakasinin tamamen dis ¢ekim alanin1 kapladig dikkati ¢ekti. Epitel tabakasi
altinda hafif yangisal infiltrasyonlarin bulundugu goriildi. Ayni haftalik ZOL
grubunda iyilesmenin daha az sekillendigi ve epitelizasyonun tam olarak dis ¢cekim
alanin1 kapatmadig1 dikkati cekti. Bu donemdeki ILO grubunda iyilesmenin hemen
hemen kontrol grubundaki gibi oldugu ancak bazi enfekte olgularda epitelizasyonun
tam sekillenmedigi goriildii. ZOL+ILO grubunda epitelizasyon ve dis ¢ekim
alanindaki iyilesme kontrol grubundaki gibiydi. Bu grupta ZOL uygulamasinin dis
cekimi sonras1 sekillenen iyilesme siirecini uzattigi ancak ILO uygulamalarinin bu

iyilesmedeki yavaslamay: diizelttigi gézlendi.
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Calismanin 15 giinliik boliimiindeki tiim gruplarda enfekte olmayan olgularda
epitelizasyonun tamamen sekillendigi, normal gériinimdeki gingival mukozanin dig
cekim alanini tamamen orttiigii gozlendi. Kemik trabekiila gelisimleri KON ve ILO
gruplarinda en yogun gozlenirken en az kemik gelisimi ZOL grubunda dikkati ¢ekti
(Resim 5).

Resim 5. Dis ¢ekimi sonrast 15. giinde gruplardan alinan 6rneklerdeki histopatolojik
bulgular. KON: Kontrol grubundaki dis ¢ekim alan1 (ok baslar1), tamamen bag doku ile
dolmus hafif yangisal hiicre infiltrasyonlar1 ve tamamen sekillenmis gingival epitelizasyon
(ok), yeni sekillenmeye baglamis kemik olusumu (yk) ve komsu disin kesiti (d), HE,
Bar=200um; ZOL: bu gruptaki dis ¢ekim alan1 (ok baslar1) ve yeni sekillenmeye baslayan
epitelizasyon (ok) ve kemik trabekiilalar1 (yk), HE, Bar=500um; ILO: tamamen sekillenmis
bag doku ile karakterize dis ¢ekim alanmi (ok baglari), bu olguda gingival yangisal reaksiyon
sebebiyle tam olarak sekillenmemis epitelizasyon (ok), HE, Bar=500um; ILO+ZOL:
Tamamen iyilesmis, bag doku ile doldurumus dis ¢ekim alani (ok baslar1) ve epitelizasyon
(ok), komsu dis kokii (d), HE, Bar=500um.
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Calismanin 45 giinlik periyodundaki ratlarin dis ¢ekimi sonrasi iyilesme
diizeylerine bakilacak olursa KON ve ILO gruplarinda beklenen iyilesmenin ve
kemik gelisiminin sekillendigi ancak ZOL grubunda iyilesmenin belirgin sekilde
yavagladigi dikkati ¢ekti. Bu grupta sekillenen kemik trabekiilleri hem kiiciik hem de
az sayida idi. ZOL’{in bu iyilesmeyi yavaslatic1 etkisinin ILO tedavisi ile normale
dondiigii ZOL+LO grubunda gozlendi (Resim 6).

Resim 6. Gruplarin dis ¢ekiminden 45 giin sonraki dis ¢ekim alanlarindaki bulgular,
KON: Tamamen dis ¢ekim alanini doldurmus yeni kemik gelisimi (yk), tam olarak
sekillenmis epitelizasyon (oklar) ve komsu dis kokii (d), HE, Bar=500um; ZOL: az ve kiigiik
sekillenmis bir birlerinden bagimsiz kemik trabekiilalart (yk), komsu dis (d) ve tam
sekillenmis epitelizasyon (ok) HE, Bar=100um; ILO: dis ¢ekim alanimi doldurmus yeni
kemik gelisimi (yk) ve enfekte alan disinda tam sekillenmis epitelizasyon (ok baslari), HE,
Bar=500um, ZOL+ILO: Cekim alanin1 doldurmus kemik gelisimi (yk) ve tam sekillenmis
epitelizasyon (oklar), komsu dis (d), HE, Bar=500um.
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4.4, immunohistokimyasal bulgular

Calismanin 15 giinliik periyodunda gruplarda bag dokuda hafif siddette ALP

immunoreaksiyonu saptandi (Resim 7).

Resim 7. Gruplara gore 15.glinde ALP reaksiyonlari. Kontrol grubunda tamamen
sekillenmis bagdokuda ki ve yeni sekillenmeye baglayan kemik dokudaki hafif siddette ALP
pozitif immunoreaksiyon (ok basi), streptoavidin biyotin kompleks metot, Bar= 200um.
ZOL: dis ¢ekim alanin1 dolduran bag dokuda immunopozitif immunoreaksiyon (ok basi),
streptoavidin biyotin kompleks metot, Bar= 200um., ILO: dis ¢ekim alanindaki bag dokuda
ALP immunoreaksiyonu (ok basi); ZOL+ILO: Bag dokuda ALP immunoreaksiyonu,
streptoavidin biyotin kompleks metot, Bar= 200um. Yeni sekillenen epitel doku (oklar), yeni
sekillenen kemik doku (yk), kahverengi alanlar immunopozitifligi gosteriyor.
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Dis c¢ekimi sonrast 15. giinde tiim gruplarda hafif siddette ANG
immunoreaksiyon gozlendi. Immunopositif reaksiyon &zellikle bag dokuda
yerlesirken bazi1 alanlarda yeni sekillenen epitel dokuda da hafif siddette
immunopozitif reaksiyon dikkati ¢ekti. En siddetli immunoreaksiyona ZOL+{LO

grubunda rastlandi (Resim 8).

Resim 8. Dis ¢ekiminden 15 giin sonraki ANG immunoreaksiyonu. Tim gruplarda
hafif pozitif ANG immunoreaksiyonu (ok baslar1), yeni sekillenen kemik dokusu (yk),
komsu dis (d). KON ve ILO; Bar= 200pum, ZOL ve ZOL+ ILO; Bar= 100um, streptoavidin
biyotin kompleks metot.
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Calismanin 15.giiniinde tiim gruplarda bag dokuda kollagen IV immunopozitif
reaksiyon dikkati ¢ekti (Resim 9).

Resim 9. 15 giinliikk grupta kollagen IV immuopozitif reaksiyon. Kontrol grubunda
yeni sekillenen bag dokuda belirgin kollagen IV immunoreaksiyon (ok basi); ZOL grubunda
orta siddette immunopozitif kollagen IV immunoreksiyonu (ok baslari); ILO grubunda bag
dokuda hafif immunopozitif reaksiyon (ok); ZOL+ILO grubunda orta siddette
immunopozitif kollagen IV reaksiyonu (ok basi), streptoavidin biyotin kompleks metot,
Barlar=200pm.
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Fibronektin immunoreaksiyonu baslica bag dokuda gozlendi. Bununla beraber
yeni sekillenen kemik dokuda da hafif siddette immunopozitif reaksiyon goriildii.

Bazi epitel hiicrelerinde de pozitif immunoreaksiyona rastlandi (Resim 10).

Resim 10. Dis c¢ekiminden 15 giin sonra fibronektin immunoreaksiyonu. Tim
gruplarda orta siddette immunopozitif reaksiyon (ok baglari), yeni sekillenen kemik dokusu
(yk), komsu dis (d). Streptoavidin biyotin kompleks metot, Barlar= 100pum.
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OPN aktivitesi tim gruplarda yeni sekillenen bagdokuda belirgin sekilde artis
gosterdi. En siddetli OPN reaksiyonuna ZOL+ILO grubunda rastland: (Resim 11).

Resim 11. OPN immunoreaksiyonu. ZOL+ILO grubunda bag dokuda siddetli diger
gruplarda orta siddette OPN immunoreaksiyonu (ok baslari), yeni sekillenen kemik dokusu
(yk), komsu dis (d). Streptoavidin biyotin kompleks metot, Barlar= 100pum.
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Dis ¢ekimi bolgesinde osteokalsin immunoreaksiyonu bag doku hiicrelerinde
cesitli siddetlerde dikkati ¢ekti. En siddetli immunoreaksiyon yeni kemik sekillenme
bolgeleri ¢evrelerindeki bag dokuda gozlendi (Resim 12).

Resim 12. Calismanin 15 glinlik grubundaki gruplarda OC immunoreaksiyonu.
Kontrol, ILO ve ZOL+ ILO grubunda hafif, ZOL grubunda orta siddette OC
immunoreaksiyonu, (ok baslar1), yeni sekillenen kemik dokusu (yk), komsu dis (d).
Streptoavidin biyotin kompleks metot, Barlar= 200pm.
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Dis ¢ekiminin 15. giiniinde alinan orneklerde dis ¢ekimi bolgesinde yeni
sekillenen bag dokuda VEGF immunoreaksiyonunun tiim gruplarda degisen
dlgiilerde arttign gozlendi. Immunoreaksiyon kontrol grubunda orta siddetteyken

diger gruplarda daha hafif siddette saptandi (Resim 13).

Resim 13. VEGF immunoreaksiyonunun dis ¢ekiminin 15.giiniindeki goriintimii.
Kontrol grubunda orta diger gruplarda hafifi siddette immunoreaksiyon, (ok baslari), yeni
sekillenen kemik dokusu (yk), komsu dis (d). Streptoavidin biyotin kompleks metot, Barlar=
200pm.
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Caligmanin 45.giiniinde alinan doku 6rneklerinde 15. giinle karsilastirildiginda
ALP immunoreaksiyonunun arttig1 dikkati ¢ekti. Bag doku hiicrelerine ilaveten yeni
sekillenen kemik trabekiillerindeki hiicrelerin de ALP immunoreaksiyonu

gosterdikleri gézlendi (Resim 14).

Resim 14. Calismanin 45. giiniinde bag dokuda (oklar) ve yeni sekillenen kemiklerde
artmig pozitif ALP immunoreaksiyonu. Yeni sekillenen kemik dokusu (yk), komsu dis (d).
Streptoavidin biyotin kompleks metot, Barlar= 200pm.
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Dis ¢ekiminden 45 giin sonra alinan doku Orneklerinde 15. giine kiyasla

angiogenin aktivitesinin tim gruplarda azaldig: dikkati ¢ekti (Resim 15).

Resim 15. Calismanin 45. giininde gruplarda ANG immunoreaksiyonu. Tiim
gruplarda azalmis immunoreaksiyon. Yeni sekillenen kemik dokusu (yk), komsu dis (d).
Streptoavidin biyotin kompleks metot, KON, Bar= 200um; diger gruplar Bar= 100pm.
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Dis ¢ekimi sonrasinda 45. giinde dis ¢ekim bdlgesinde 15. giine gore kollagen
IV immunoreaksiyonunda tiim gruplarda belirgin bir azalma sekillendigi dikkati

¢ekti (Resim 16).

Resim 16. Calismanin 45. giinliik periyodunda kollagen IV immnunoreaksiyonunun
gruplara gore goriiniimii. Tiim gruplarda azalmig immunoreaksiyon. Yeni sekillenen kemik
dokusu (yk), komsu dis (d). Streptoavidin biyotin kompleks metot, Barlar= 200um.
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Calismanin 45 giinliik periyodunda 15. giine kiyasla fibronektin aktivitesinde
tiim gruplarda belirgin bir artis dikkati ¢ekti (Resim 17).

Resim 17. Calismanin 45. giiniinde artmis fibronektin immunoreaksiyonu (ok baslart).
Yeni sekillenen kemik dokusu (yk), komsu dis (d). Streptoavidin biyotin kompleks metot,
Barlar=200pum.
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Calismanin 15 giinliik grubu ile karsilastirilldiginda 45 giinlik grupta OPN

reaksiyonunda azalma dikkati ¢ekti (Resim 18).

Resim 18. Azalmis OPN immunoreaksiyonu. Yeni sekillenen kemik dokusu (yk),
komsu dis (d). Streptoavidin biyotin kompleks metot, Barlar= 200um.
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Dis ¢ekimi sonrasinda 45. giinde OC immunoreaksiyonunun tamamen

kayboldugu ve negatiflestigi dikkati ¢ekti (Resim 19).

Resim 19. Calismanin 45. Giintinde tim gruplarda negatif OC immunoreaksiyonu.
Yeni sekillenen kemik dokusu (yk), komsu dis (d). Streptoavidin biyotin kompleks metot,
Barlar=200pum.
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Caligmanin 45. giiniinde dis ¢ekimi bdlgesinde 15. giine kiyasla azalmis VEGF
reaksiyonlar1 dikkati ¢ekti (Resim 20).

Resim 20. Dis ¢ekimi sonras1 45. giinde Azalmis VEGF immunoreaksiyonu. Yeni
sekillenen kemik dokusu (yk), komsu dis (d). Streptoavidin biyotin kompleks metot, Barlar=
200pm.
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4.5. Histopatolojik ve immunohistokimyasal analizler icin

istatistiksel bulgular

Dis ¢ekimi sonras1 15. giinde sakrifiye edilen ratlarda Hematoksilen-Eozin
(HE) boyamasinda elde edilen histopatolojik verilere yapilan Kruskal-Wallis testi
sonucunda gruplarin Rank(sira say1) ortalamalar1 arasindaki farklar istatistik olarak
onemlidir. (p<0.05). Bonferroni-Dunn testi sonuglar1 sirasay1 ortalamalari tizerinde
latin harfleri ile gosterilmistir.(TABLO 10). ZOL grubunun en diisiik histopatolojik
skor degeri aldigi goriilmektedir(p<0.05). Diger 3 grubun histopatolojik skorlar

bakimindan aralarinda farklilik olmadigi goriilmektedir.

Dis ¢ekimi sonrasi 45.giinde sakrifiye edilen ratlarda histopatolojik inceleme
ile elde edilen verilere yapilan Kruskal-Wallis testi sonucunda gruplarin Rank(sira
say1) ortalamalar1 arasindaki farklar istatistik olarak onemlidir (p<0.05). Bonferroni-
Dunn testi sonuglart sirasayr ortalamalart {izerinde latin  harfleri ile
gosterilmistir.(TABLO 10). ZOL grubunun en diisiik histopatolojik skor degeri aldig1
goriilmektedir(p<0.05). Diger 3 grubun histopatolojik skorlar bakimindan aralarinda
farklilik olmadig1 goériilmektedir.

Dis ¢ekimi sonras1 15.glinde sakrifiye edilen ratlarda ALP (alkalen fosfataz )
immunreaksiyonu bakimindan elde edilen verilere bakildiginda farkliliklar sira say1
ortalamalar1 iizerinde latin harfleriyle gosterilmistir. KON grubu en diisiik degere
sahip olup ZOL+ILO grubu en yiiksek degere sahiptir(p<0.05). ZOL ve ILO gruplar
arasinda fark anlamli olmay1p bu iki grup degerleri, KON ve ZOL+ILO gruplarinin
arasinda yer almaktadir(tablo 10).

Dis ¢ekimi sonrasi 15.giinde sakrifiye edilen ratlarda OPN immunreaksiyonu
en diisik ILO grubundadir. Bu deger, ZOL ve ZOL+ILO gruplarindan
farklidir(p<0.05). KON ve ILO gruplar1 arasinda ve ZOL ile ZOL+ILO gruplar
arasinda ise istatistik olarak bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05) (tablo 10).

Yapilan Kruskal-Wallis testine gore yukaridaki belirtilen gruplarin haricinde
istatistik olarak anlamli bulunan bagka bir grup mevcut degildir. Yani, ANG
acisindan 15.giin ve 45.giin sakrifiye edilen ratlarda, Kollojen IV agisindan 15.giin ve
45.giin sakrifiye edilen ratlarda, fibronektin agisindan 15.giin ve 45.glin sakrifiye
edilen ratlarda, OPN agisindan 45.giin sakrifiye edilen ratlarda, OC agisindan 15.giin
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ve 45.giin sakrifiye edilen ratlarda, VEGF agisindan 15.giin ve 45.giin sakrifiye
edilen ratlarda gruplar arasinda istatistik olarak anlamli bir fark bulunamamustir(tablo
10).

Histopatolojik incelemede KON grubunda elde edilen veriler dikkate
alindiginda yapilan Mann-Whitney U testi sonucunda 15. ve 45. giinler i¢in RANK
ortalamalar1 arasindaki fark istatistik olarak Onemlidir(p<0.05). 45. giinde
histopatolojik skor degerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. ZOL grubunda
yapilan Mann-Whitney U testi sonucunda histopatolojik bulgular bakimindan
zamanlarin sira say1 ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir.
ILO grubunda da 45. giinde daha yiiksek olmak iizere zamanlarin arasindaki fark
onemli iken (p<0.05) ZOL+ILO grubunda istatistiksel olarak onemli bir fark

bulunamamistir(tablo 11).

ALP bakimindan KON, ZOL ve ILO gruplarindan elde edilen veriler dikkate
alindiginda yapilan Mann-Whitney U testi sonucunda 15.ve 45. Giinleri i¢in sira say1
ortalamalari arasindaki fark istatistik olarak énemlidir (p<0.05). Bu 3 gruptaki ALP
degerinin 45.giinde daha yiiksek oldugu gériilmektedir. ZOL+ILO grubundaki veriler

icin ise 15. ve 45. giinler arasinda istatistiksel olarak fark mevcut degildir(tablo 11).

ANG bakimindan tiim gruplarda elde edilen veriler dikkate alindiginda yapilan
Mann-Whitney U testi sonucunda 15.ve 45. giinler icin sira sayr ortalamalari
arasindaki fark istatistik olarak Onemlidir (p<0.05). Her bir gruptaki 15.glin
degerlerinin 45.giin degerlerinden fazla oldugu goriilmektedir. (tablo 11).

Kollojen IV bakimindan KON, ZOL ve ILO gruplarindan elde edilen veriler
dikkate alindiginda yapilan Mann-Whitney testi sonucunda 15.ve 45. giinler i¢in sira
say1 ortalamalar1 arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir (p<0.05). Bu gruplardaki
15.giin degerlerinin 45.giin degerlerinden fazla oldugu gériilmektedir. ZOL+LO
grubundaki veriler i¢in ise 15. ve 45. giinler arasinda istatistiksel olarak fark mevcut
degildir (tablo 11).

Fibronektin bakimmdan KON ve ZOL+ILO gruplarindan elde edilen veriler
dikkate alindiginda yapilan Mann-Whitney testi sonucunda 15.ve 45. giinler igin sira
say1 ortalamalar1 arasindaki fark istatistik olarak &nemlidir (p<0.05). ZOL ve ILO

gruplarindaki veriler i¢in ise 15. ve 45. giinler arasinda istatistiksel olarak fark
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mevcut degildir. Yine tiim gruplarda 45. giin degerleri 15. giin degerlerinden yiiksek
olmustur. Ancak sadece KON ve ZOL+ILO gruplarindaki farklihigm istatistiki
anlamliligi vardir(tablo 11).

OPN bakimindan ZOL ve ZOL+ILO gruplarindan elde edilen veriler dikkate
alindiginda yapilan Mann-Whitney testi sonucunda 15. ve 45. giinler i¢in sira say1
ortalamalar1 arasindaki fark istatistik olarak &nemlidir (p<0.05). KON ve ILO
gruplarindaki veriler i¢in ise 15. ve 45. giinler arasinda istatistiksel olarak fark
mevcut degildir. Tiim gruplarda OPN verileri 15. giin alt gruplarinda daha yiiksek
goriilse de ZOL ve ZOL+ILO gruplarinda ancak bu farklar anlamlidir(tablo 11).

OC bakimindan tiim gruplarda elde edilen veriler dikkate alindiginda yapilan
Mann-Whitney testi sonucunda 15. ve 45. giinler igin sira say1 ortalamalari
arasindaki fark istatistik olarak onemlidir (p<0.05). Tiim gruplarda 15.giin verileri

45.giin verilerinden fazla olarak goriilmistiir (tablo 11).

VEGF bakimindan KON, ZOL ve ILO gruplarindan elde edilen veriler dikkate
alindiginda yapilan Mann-Whitney testi sonucunda 15. ve 45. giinler i¢in sira say1
ortalamalar1 arasindaki fark istatistik olarak onemlidir (p<0.05). ZOL+LO
grubundaki veriler i¢in ise 15. ve 45. giinler arasinda istatistiksel olarak fark mevcut
degildir. Tim gruplar i¢in 15. giin verileri 45. giin verilerinden fazla bulunsa da
KON, ZOL ve ILO gruplarindaki bu farklarin istatistiki bir 6nemi
bulunmaktadir(tablo 11).
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Tablo 9. Immiinohistokimyasal boyamalarda elde edilen 0-3 arasindaki patoloji
skorlarin ortalamalari

Boya/Zaman | GRUPLAR

HE KON Z0L ILO ZOL+ILO
15 1.7778 £0.22222 | 0.8+0.2 1.9091+0.21125 | 1.6+0.30551
45 2.4444+0.17568 1.3333+£0.16667 2.6364+0.15212 | 2.3+0.15275
ANG

15 1.8889+0.26058 1.9+0.27689 2.4545+0.15746 | 2.6+0.16330
45 1.1111+0.20031 0.8889+0.20031 1.2727+0.19498 | 1.0£0.14907
ALP

15 0.8889+0.20031 1.2+0.35901 1.7273+0.19498 | 2.1£0.17951
45 2.7778+0.14699 2.3333+0.2357 2.4545+0.15746 | 2.6+0.16330
Kollojen IV

15 1.5556+0.24216 1.7+0.21344 2.0+£0.23355 1.7+£0.15275
45 0.7778+0.14699 0.7778+0.22222 0.8182+0.22636 | 1.1+0.23333
FBN

15 1.7778+0.2222 2.0+0.25820 2.3636%0.15212 | 2.0+0.21082
45 2.5556+0.17568 2.66667+0.16667 | 2.5455+0.16746 | 2.6+£0.16330
OPN

15 1.8889+0.26058 2.4+0.16330 1.6364+0.24393 | 2.5+0.26874
45 1.7778+0.22222 1.6667£0.16667 1.454540.15746 | 1.5+£0.16667
OoC

15 1.3333+0.16667 1.5+0.16667 1.3636+0.15212 | 1.5+0.16667
45 0.3333+0.16667 0.2222+0.14699 0.2727+0.14084 | 0.3+0.15275
VEGF

15 1.5556+0.24216 1.4+0.16330 1.3636+0.20328 | 1.0+0.25820
45 0.4444+0.24216 0.3333+0.16667 0.5455+0.15746 | 0.4+0.16330
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Tablo 10. immunohistokimyasal boyamalarin her bir zamanda ayr Sira say1 ortalamasinin
gruplara gore karsilagtiriimasinda Kruskal-Wallis sonuglari

Boya/Zaman | Gruplar Anlamlilik
HE KON Z0L ILO ZOL+ILO P

15 23.94a 11.05b 25.59a 21.25a 0.013
45 23.33a 7.67b 26.5a 20.95a 0.00
ANG

15 15.67 16.15 23.5 25.90 0.08
45 20.56 16.94 23.27 18.65 0.48
ALP

15 12.17c 17.5bc 23.05ab 28.2a 0.009
45 24.28 17 18.14 20.9 0.394
Kollojen IV

15 17.17 19.75 24.14 20.25 0.523
45 18.83 18.56 19.05 23.4 0.679
FBN

15 16.28 19.8 25.32 19.7 0.277
45 19.33 21.5 19.14 20.2 0.951
OPN

15 17.56ab 24.3a 14.32b 26.15a 0.47
45 22.89 21.67 17.64 18.5 0.602
OC

15 18.67 22.0 19.27 22.0 0.822
45 21 18.83 19.82 20.35 0.962
VEGF

15 23.17 21.5 21.36 16.15 0.491
45 19.22 18.33 22.36 19.6 0.808
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Tablo 11. immunohistokimyasal boyamalarm 15. ve 45. giinlerdeki gruplara gore sira

say1 ortalamalari lizerinde zamanlarin karsilastirilmasinda Mann-Whitney U sonuglari

HE GRUP | SIRA SAYI ORTALAMASI P

KON 15 7.17a 0.039
45 11.83b

ZOL 15 8.05a 0.064
45 12.17a

ILO 15 8.45b 0.016
45 14.55a

ZOL+ILO |15 8.25a 0.066
45 12.75a

ALP GRUP | SIRA SAYI ORTALAMASI P

KON 15 5.11b 0.000
45 13.89a

ZOL 15 7.45b 0.028
45 12.83a

ILO 15 8.41b 0.013
45 14.59a

ZOL+HILO |15 8.3a 0.058
45 12.7a

ANG GRUP | SIRA SAYI ORTALAMASI P

KON 15 11.89a 0.038
45 7.11b

ZOL 15 12.75a 0.014
45 6.94b

ILO 15 15.91a 0.001
45 7.09b

ZOLHLO |15 15.3a 0.000
45 5.7b

KOLLOJEN | GRUP | SIRA SAYI ORTALAMASI P

KON 15 12.06a 0.015
45 6.94b

ZOL 15 12.75a 0.012
45 6.94b

ILO 15 15.32a 0.004
45 7.68b

ZOL+HILO |15 12.8a 0.054
45 8.2a
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FBN GRUP | SIRA SAYI ORTALAMASI P

KON 15 6.82b 0.020
45 12.17a

ZOL 15 7.9a 0.062
45 12.83a

ILO 15 10.5a 0.403
45 12.5a

ZOL+ILO | 15 8.1b 0.044
45 12.9a

OPN GRUP | SIRA SAYI ORTALAMASI P

KON 15 9.83a 0.772
45 9.17a

ZOL 15 12.7a 0.010
45 7b

ILO 15 11.95a 0.712
45 11.05a

ZOLA+ILO | 15 13.75a 0.009
45 7.25b

oC GRUP | SIRA SAYI ORTALAMASI P

KON 15 13a 0.002
45 6b

ZOL 15 14a 0.001
45 5.56b

ILO 15 16.05a 0.000
45 6.95b

ZOLAHILO | 15 14.75a 0.001
45 6.25b

VEGF GRUP | SIRA SAYI ORTALAMASI P

KON 15 12.72a 0.007
45 6.28b

ZOL 15 13.6a 0.001
45 6b

ILO 15 14.86a 0.008
45 8.14b

ZOL+ILO | 15 12.6a 0.084
45 8.4a
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4.6. Canh agirhk bulgular:

Canli agirhik 6zelligi bakimindan yapilan varyans analizi sonucunda grup -
islem zaman1 uygulamalar1 (15.giin ve 45.giin) - donem interaksiyonun ortak etkisi
istatistik olarak anlamli degildir (tablo-12).Fakat tiim ikili interaksiyonlar yani islem
zamani uygulamasi- grup, islem zamani uygulamasi - donem ve donem-grup ikili
interaksiyonlari istatistik olarak Onemlidir (p<0.05). Dolayisiyla islem zamani
arasindaki farklilik irdelenirken her bir grup igin ayr1 ve yine herbir dénem igin de
ayr1 ayr1 incelenmektedir. Gruplarin ortalamalari arasindaki farkliliklar irdelenirken
de her bir donem i¢in ayr1 ve yine her bir islem zamani uygulamasi igin de ayr1 ayri
irdelenmektedir. Son olarak donemlerin ortalamalar1 arasindaki farkliliklar
irdelenirken her bir islem zamani uygulamasi i¢in ayr1 ve yine her bir grup i¢in de
ayr1 ayri irdelenmelidir. Nitekim Tukey testi de bu esasa gore yapilarak farkliliklar

ortalamalar iizerinde latin harfleri ile gosterilmistir.

Tablo 12. Grup-uygulama zamani- donem interaksiyonuna iliskin alt grup

ortalamalari
Donem
Grup Uygulama Deney baglangic1 | Operasyon giinii Deney sonu
zamani
KON 15 362.78+7.85 418.22+12.05 446.56+12.32
45 345.22+7.85 399.67£12.05 452+12.32
Z0L 15 375.3+7.44 427.2+11.43 435.4+11.69
45 343.44+7.85 413.44+12.05 447+12.32
ILO 15 387.18+7.1 442.55+10.9 461.18+11.15
45 334.26+7.1 419.91£10.9 457+11.15
ZOL+ILO | 15 350.2+7.44 430.7+11.43 432.4+11.69
45 364.2+7.44 441.4+11.43 484.5+11.69
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Tablo 13. Grup - uygulama zamani interaksiyonuna iligkin alt grup ortalamalari

Uygulama Zamani
Grup 15.giin 45.glin
KON 409.16+£9.94 Aa* 398.96+9.94 Aa
Z0L 412.63+9.94 Aa 401.3+£9.94 Aa
ILO 430.30+8.99 Aa 403.76+8.99 Ab
ZOLAHILO | 404.43+9.43 Ab 430.03+9.43 Aa

*Kiiciik harfler her bir grupta zamanlar arasi farkliligi, biiytik harfler her bir

zamanda gruplar arasi farklilig1 gostermektedir.

Tablo 13 incelendiginde;

KON grubunda ve ZOL grubunda islem uygulama zamanlar1 arasinda istatistik

olarak 6nemli bir farklilik bulunmazken ILO Grubunda 15.giin islem gdrmiis

hayvanlarin daha agir oldugu ve istatistik olarak bu farkin 6nemli oldugu

goriilmiistiir (p<0.05). Bu durum ZOL+ILO grubunda tersine dénmiis olup 45.giin

daha agir oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Ancak operasyon sonrasi 15.glinde ve

45.glinde de canli agirlik bakimindan gruplar arasindaki farkliligin istatistik olarak

onemli olmadig1 goriilmiistiir (p=0.406>0.05).

Tablo 14. Grup-dénem interaksiyonuna iligkin alt grup ortalamalari

Donem
Grup Deney baglangig Operasyon Deney sonu
KON 3544+5.55 Ca* 408.94+8.52 Bb 449.28+8.71 Aa
Z0L 359.72+5.41 Ca 420.32+8.3 Bab 441.2+8.49 Aa
ILO 360.77+5.02 Ca 431.23+7.71 Bab 459.09+7.88 Aa
ZOL+ILO 357.2+5.26 Ca 436.05+8.08 Ba 458.45+8.27 Aa
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*Kii¢iik hafler her bir haftada gruplar arasi farkliligi, biiyiik harfer her bir

grupta haftalar aras1 farklilig1 gostermektedir.
Tablo 14 incelendiginde;

Her bir grup ile islem uygulama zamani alt grubu donem faktorii arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilk bulunmaktadir. Islem zamani ilerledikge
hayvanlarin canli agirliklart 6nemli bir sekilde artis gostermektedir (p<0.05). Deney
baslangicinda gruplar arasindaki farklilik istatistik olarak dnemli degilken, operasyon
zamaninda sadece zol+ilo ortalamasi kontrol grubundan istatistik olarak Onemli
bulunmustur (p<0,05). Deney sonunda ise yine gruplarin ortalamalari arsindaki

farklar istatistik olarak 6nemli degildir.

Tablo 15. Uygulama zamani-donem interaksiyonuna iligkin alt grup ortalamalari

Donem
Uygulama zamani | Deney baslangi¢ Operasyon Deney sonu
15.glin 368.87+£3.73 Ca* 429.67+5.73 Ba 443 .88+5.86 Ab
45.giin 346.81+3.78 Cb 418.61+£5.80 Ba 460.13+5.94 Aa

*Kiigiik harfler her bir donemde uygulama zamanlar1 aras1 farkliligi, biyiik

harfler her bir uygulama zamaninda dénemler arasi farklilig1 gostermektedir.
Tablo 15 incelendiginde;

Her bir islem uygulama zamanmi ile uygulama donem haftas1 arasinda
interaksiyon etkisi istatistik olarak 6nemli bulunmaktadir (p<0.05). Deney baslangi¢
doneminde postoperatif 15.giin sakrifiye edilmis hayvanlarin canl agirliklar: 45.giin
sakrifiye edilmislere gore daha fazla iken deney sonu déneminde tam tersi bir durum
s6z konusudur. Islem doénemi ilerledikce uygulama zamanma gdére canli hayvan

agirliklarinda 6nemli bir sekilde artis gostermektedir (p<0.05).
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5. TARTISMA

ICKON konusunda 2014 yilinda AAOMS’un tanimlamasindan beri PubMed
taramasinda 67 makale bulunmaktadir. Bu yayinlarin ¢ogunlugu derleme niteliginde
olup amaglar1 ICKONun etyolojisini, patofizyolojisini anlamak ve tedavisine yonelik
teorileri degerlendirmektir (194,195). Birkacinda ise tedaviye yonelik PRGF
kullanim1 (196),topikal minosiklin uygulamasi (197), lazer kullanimi (198,199),
bukkal yag dokusu sapli flep kaydirma (200) gibi minimal invazivden agresif
terapilere kadar uzanan yayinlar mevcuttur. Fakat bu tedavi stratejileri ve
patofizyolojiye ydnelik tanimlamasi muhakkak ki daha 6nce tanimlanmis olan BICO

i¢in yapilan c¢alismalar bir 6n belirleyici olusmustur.

Bifosfonatlarin  sert dokudaki ve Ozellikle osteoklast aktivitesinin
inhibisyonundaki etkilerini inceleyen bir¢ok ¢alisma mevcuttur (201). Ancak
bifosfonatlarin kendi basina veya antianjiojenik ajanlarla birlikte kullanmilarak
yumusak dokuda meydana getirdigi degisimler i¢in yakin zamanda literatiire yayinlar
ulagmaya baslamistir (130). Bifosfonatlarin antirezorptif etkisinin yaninda
antianjiojenik 6zelligi bilinmektedir (27). Yine ana etki mekanizmasi antianjiojenik
aktiviteleri olan bevasizumab, sunitinib, sorafenib gibi ajanlarin ICKON igin
etkinligi bilinmektedir (70). Bu ¢alisma ile bifosfonatlarin hem sert doku hem de
kemik dokudaki etkilerini anlamak adina, sert ve yumusak dokudaki anjiogenezise
olumsuz etkilerini anjiojenik Iloprost ile tedavi etmek amacli bircok parametre
esliginde  immunohistokimyasal  olarak  incelemistir. ~ Yapilan literatiir
arastirmalarinda benzer c¢alismalara rastlanmamistir. Bu nedenle bu calismanin

ilerideki ¢aligmalara oncii bir ¢alisma oldugunu diisiinmekteyiz.
5.1. Deney hayvani secimi

In vivo modellerde, biiylik hayvanlarin daha ¢ok kemik icin yapilan
biyomekanik testler ya da yeni bir cihaz tasarlanmasinda; kii¢iik hayvanlarin ise sert
ve yumusak doku iyilesme mekanizmalar1 ve genetik alanlarinda kullanilmasi
onerilmektedir (202). Bugiine kadar kopek, koyun, domuz, maymun ve tavsan

modelleri lizerinde ¢aligmalar yapilmis olsa da, biiyiik hayvanlar pahali olmalari,
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bakimlarinin zor olmasi gibi bir¢ok dezavantaja sahiptir. Tek bir hayvan modelinin
ideal olmasmi beklemek yerine, calismanin amacma yonelik uygun modelin
secilmesi daha dogru bir yaklasim olacaktir. Medikal arastirmalarda en yaygin
kullanilan tiirlerden biri siganlardir (203). Yapilan bu ¢alismada, temin edilebilme,
barindirma ve besleme kolaylig1 olmasi, ucuz olmasi, biiyiik hayvanlara gore daha
kolay miidahaleye imkan tanimasi, daha fazla 6rnek alinabilme imkani Sunmasi,
fizyolojileri hakkinda yeterli kaynak bulunmasi ve enfeksiyona olan direngleri gibi

avantajlar1 nedeniyle, sican modeli kullanildi (204).

Disilerin hormonal farkliliklara bagli olarak stabil olmayan metabolizmalar1 ve
ICKON olgularmin genellikle yetiskin veya yash valarada goriilmeleri nedeniyle de
12 haftalik erkek sican kullanilmustir.

5.2. Dis cekimi

Cene kemiklerinde osteonekrozun bifosfonatlara bagli gelisme insidansi da
yas, cinsiyet dental cerrahi veya travma olup olmamasina, bifosfonatlarin verilme
sekline, dozun, ¢esidine ve maruz kalma siiresine gore degismektedir (205). Yakin
zamandaki literatiire gére ICKON vakalarinin %94ii IV formda, %6si ise oral formda
oral bifosfonat tedavisi almaktadir (180). Avrupadaki 470 ICKON vakasiyla yapilan
bir ¢okmerkezli ¢alismada osteonekroz vakalarinin 37sinin oral kullanimina bagh
oldugu rapor edilmistir (%7.8). Amerikan Oral ve Maksiyofasiyal Cerrahi Dernegi
(AAOMS)da tanimli olan ICKON risk faktdrlerinin higbiri bu vakalarda mevcut
degildi (206). Avusturalyada 114 bifosfonata bagli osteonekroz vakasmin %731 dis
cekimi sonras1 gergeklesmistir. Osteoporoz hastalarinda goriilme sikligr %0.01-
%0.04 iken aymi hastalarda dis c¢ekimi sonrasi insidans %0.09-%0.34 olmustur.
Pazianas ve arkadaslarina gore ICKON riski ¢ene cerrahileri sonrasi 4 Kkat
artmaktadir (207). Kemik malignitesine sahip hastalarda insidans %0.33-%1.15 iken
dis ¢ekimi sonrasi insidans %6.7-%9.1 olmustur (208).

Yine bifosfonatlara bagli ¢ene kemiklerinde osteonekroz goriilme igin
bifosfonatlarin tipine bagli olarak maruz kalinan siire 1.6 ile 4.7 yil arasinda
degismektedir(209). Bamias ve arkadaglarina gore 4-12 ay arasinda bifosfonat
verilen kanser hastalarida ICKON insidans1 %1.5 iken 37-48 ay arasinda bifosfonat

alan hastalarda insidanst %7.7°dir. Yakinlardaki c¢alismalarda osteoporoz igin
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kullanilan denosumaba bagli osteonekroz insidansi yilda 100000 hastada 0-30.2
olarak belirtilmistir (210-213). Ama kanser hastalarinda kullanilan denosumab
yiiziinden ICKON insidans1 %2.3 e kadar ¢ikmaktadir (214-216).

Bu bilgilere gore ICKON insidansinin diisiik olmasina ragmen olusan lezyonlar
hekimleri zorlamaktadir. Ama yine de lezyonlarin gelisiminde major etken olarak dis
cekimi goriilmektedir (105, 209). ICKON goriilmese de bifosfonatlarin cene
kemiklerinde etkinligi ve lezyon goriilme olasiligini artirdigi asikardir. Bu ylizden
calismamizda ratlara bifosfonat verirken insidans diisiikliigii nedeniyle osteonekroz
modeli olusturmay1 planlamayip yine etken olusturmak adina dis ¢ekimi planladik.
Yine yakin zamandaki ¢alismalara gore alt cenede ICKON goriilme insidans1 %73
iken iist ¢cene tutulumu %22 oldugu i¢in ¢ekimlerin alt ¢cenede yapilmast daha uygun
bulundu. Hemimandibuladaki tiim molar disler yerine 1 dis ¢ekilmesi patologun
yeterli kesit alabilmesi agisindan uygun bulundugu i¢in yanlizca 1 molar dis ¢ekildi.
Literatiirde benzer olarak Kuroshima ve ark. sicanlarda 1.molar disin ¢ekimi sonrasi

PTH alinmasinin dis ¢ekim soketinin iyilesmesine etkisini arastirmiglardir (217).
5.3. ZOL uygulamasi
5.3.1. Uygulama sekli

Zoledronat gibi giicli bifosfonatlar yarilanma Omiirlerinin uzunlugu ve
etkilerini uzun siire koruyabilmeleri nedeniyle i.v. olarak verildiklerinde doz
tekrarina ihtiya¢ duyulmamaktadir. Zoledronat viicuda i.v. veya subkutan olarak
uygulanmaktadir. Klinik kullanimi1 daha ¢ok i.v. olan bu preparat (218), hayvan
deneylerinde de ayni yolla kullanilabilmektedir (219, 220). Yanlizca subkutan olarak
(221) veya intraperitoner (222) uygulanan hayvan deneylerinin disginda i.v. ve
subkutan uygulamalarin birbiri ile kiyaslandig1 ¢alismalar da mevcuttur (223, 224).
Bir ¢alismada bifosfonat lokal olarak uygulanmistir (225). Hayvan ¢aligmalarinda
subkutan teknik oldukga pratik oldugundan (226) ¢alismamizda bu teknigi kullandik.

5.3.2. Dozu ve uygulama zaman arahg

Hayvan deneylerinde ZOL uygulamalarinin dozajlari ile alakali olduke¢a farkli
yayinlar mevcuttur. Sonis ve ark. 0.075 mg/kg SC uygularken 0.1mg/kg IP
(227,228), 0.25mg/kg SC (221), 0.125mg/kg IP (222) 0.04mg/kg 1V (229),
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0.035mg/kg 1V (2190.6mg/kg IP (230), 0.075mg/kg SC (231), 0.066mg/kg IP (232),
0.02mg/kg IV (220), 0.08mg/kg IV (223) gibi ZOL uygulamala dozlar1 mevcuttur.
Ortalama insan viicudunun 55-60 kg oldugu dikkate alinarak ortalama dozun her 4
haftalik periyotta 70 pg/kg oldugu belirlenmistir. Hokugo ve ark.’in, si¢an iizerinde
gerceklestirdigi calismada 2 haftalik zaman araliklan ile 35 pg/kg dozda ZOL
uygulamasi ile toplam dozun insan ile esdeger olmasimi saglamistir. Bu sebeple
calismamiz i¢in ZOL insan esdeger dozu uygulamasi agisindan Hokugo’nun bu
uygulama modeli alinmig ve 2 haftalik periyotlarla 35 pg/kg SC ZOL uygulamasi
yapilmistir(219).

5.4. loprost uygulamasi ve dozaji

Bir¢ok hastalikta anjiojenik etkileri nedeniyle kullanilabilen iloprost Reynaud
fenomeni gibi olgularda standart doz olarak 0.5-2ug/kg/dk olmak kaydi ile 8 saate
kadar infiizyon yolu ile verilmektedir (233). iloprostun, periferik arter arter hastaligi
(PATH), TAO veya Raynaud fenomeni gibi siddetli periferik arter hastaliklarin farkli
tiplerindeki tedavi etkinligi aragtirilmistir. Tlim bu endikasyonlarda terapdtik etkinlik
elde edilmistir (234-236). Yapilmis olan klinik ¢alismalarda 14-28 giin boyunca
giinliik infiizyonlar seklinde uygulanan iloprost’un iskemik iilserlerin iyilesmesi ve
istirahat agrisinin giderilmesinde plaseboya gore daha yararli oldugu gosterilmistir
(237, 238). Iloprost’un, infiizyon bitiminden sonra 5 ila 30 dakikalik yarilanma
omriiyle plazma diizeylerinde hizli bifazik diisiis gézlenir. Ortaya ¢ikan yan etkiler
10-15 dakika iginde ortadan kaybolur. Iloprost’un erkek ve kadinlardaki plazma
diizeyi profilleri benzerdir. Bu durum cinsiyetin iloprost farmakokinetigini
etkilemedigini gosterir (239). Iloprost’un etkileri trombosit, 16kosit aktivitesinin
inhibisyonu, vazodilatasyon ve endotel korunmasi olarak ozetlenebilir. Bu etkileri
yoniiyle 6zellikle vazodilatasyon etkisinin giiglii olmasi ¢ogu yan etkilerden sorumlu
olabilir (240, 241). Vazodilatasyon ve ayni zamanda trombosit agregasyonu
inhibisyonunun basladigi en diisiik infiizyon hizinin 0,5 ng/kg/dk. diizeyinde oldugu
gosterilmigtir. Yiiksek iloprost dozlarmin etkiyi arttirmadigi rapor edilmistir (242,
243). 0,5 — 2,0 ng/kg/dk dozundan daha yiiksek dozlarda vazodilatasyonun artmasina
bagl olarak muhtemelen kanin ciltten kas dokusuna dogru kagmas: (steal fenomeni)
sonucu terapotik etki daha fazla artmaz. Antiplatelet ve diger olumlu etkilerinin

azalmasina neden olur. Koroner yetmezIligi bulunan hastalarda iloprost’un yiiksek
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dozlarda (2,0 — 6,0 ng/kg/dk) koroner dolasimdan c¢almaya neden oldugu
bildirilmistir (244, 245). Burada iloprost infiizyon dozu arttirilarak tolere edilen en

yiiksek dozun degil, optimum dozun hedef alinmas1 gerekliligi sonucuna varilmistir.

Cocuklarda kanser yiiziinden kemoterapi sonrasi osteonekroz vakalarinda
iloprostun 0.5ng/kg/dk,0.75ng/kg/dk ve Ing/kg/dk dozlarda giinlik 1.1-6.8 saat
infiizyonla verildigi bir calismada bu vakalarda da giinliik alim dozu 1.8 -4.2ug/kg
araliginda olmustur(10). Optimum doz olarak ise ratlarda yapilan c¢alismalarda
inflizyon uygulamanin giicliigi nedeniyle intraperitoner uygulama tercih edilen
yayinlar mevcuttur (8, 246, 247). Dogan ve ark. fraktiir iyilesmesinde 10pg/kg
giinliik dozajda 5 giin boyunca intraperitoner olarak iloprost uygulamislardir (8).
Karatepe ve ark. iskemik kolit modelli ratlarda iloprostu 2ug/kg infuzyon ile
uygulamiglardir (246). Vasiliadis ve ark. nin anastomozlar i¢in yaptig1 ¢alismadaki
giinliik 2pg/kg intraperitoner uygulama modeli (247) 6rnek alinarak ¢alismamizda

iloprostun uygun rat dozu olarak belirlenmistir.
5.5. Hayvanlarin canh agirhklarinin zamana bagh degisimi

Gruplar arasinda hayvan agirliklar1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamasi hayvanlarin homojen bir sekilde dagildigini gostermektedir.
Deney baslangici, operasyon siireci ve deney sonu degerlendirildiginde ise ILO
verilen gruplardaki hayvan agirliklarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
yiikselisi ILOnun anjiogenezis etkisinin hayvanlar iizerinde etkilerinin kilo almay1
artirdigini, ZOL grubundaki hayvanlardaki kilo artisinin ise diger gruplara gore daha
az olmasi ise ZOL iin kilo artisin1 negatif etkiledigini vurgulamaktadir. Fakat her
grubu inceledigimizde hayvanlarda postoperatif herhangi bir kilo kaybi
goriilmemistir. 45. Giin sakrifiye edilmis hayvanlarin deney baslangic kilolar1 genel
olarak 15.giin sakrifiye edilmis olanlara gore daha diisiik olsa da kilo artis hizinin
15.giinden sonra istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis1 hayvanlarin yaralarinin
iyilesmesinin 15.giinde tamamlandigini gostermektedir ve bu bulgu Yamashita ve
ark. siganlarda palatal mukoza iyilesmesi igin 15 giin yeterli oldugunu destekler
niteliktedir (248). Yine 45.giin sonuna kadar gegen 1 aylik periyodda hayvanlarin
Kilo artis hizinin yiikselmis oldugu goériilmiistiir. Bu da hayvanlarin derlenme evresini

gecirmis olduklarini teyit etmektedir.
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5.6. ICKON i¢in kullanilan baz belirteclerin incelemesi

Kemik déngiisiindeki asir1 baskilamanin ICKON olusmas: ile alakali oldugu
diistiniilmektedir ve kemik dongiisiinde kullanilan CTX( C-terminal telopeptid)
belirleyicisinin ICKON icin de kullanilmasi adina birgok calisma mevcuttur (249,
250). Kunchur ve arkadaslarmin yayinladigi bir raporda, 150’nin altindaki CTX
degerinin klinik risk faktorleri olan yas, cinsiyet, komorbiditeler, kemik hastaliklar
ve bifosfonata maruz kalma siiresi ile uyumlu olmadigi ayrica CTX degerlerinin 150-
200 degerlerinden kii¢iik olmasmin herhangi bir risk bolgesi ifade etmedigi

soylemektedirler (Sekil 10).

C-terminal capraz bagl Osteonekroz
telopeptit (CTX) degeri riski

=150 pg/mL Yok

126-149 pg/mL Minimal
100-125 pg/mL Orta

<100 pg/mL Yuksek

Sekil 10. CTX ve osteonekroz riski (249)

ICKON gériilmiis hastalarin ilk CTX degerlerinin zaten 200’iin altinda olmasi
bunun nedeni olarak diistintilmiistiir (251). Kim ve arkadaslarinin yaptigi bir diger
calismada 37 ICKON hastas1 24 aydan uzun siire bifosfonata maruz kalmasina
ragmen ICKONu bulunmayan cinsiyet eslesmeli 37 kontrol hastast ile kiyaslanmustir.
Vaka ve kontrol gruplar1 arasinda Osteokalsin, DPD(deoksipiridinolin), NTX( N-
terminal telopeptid), kemik-spesifik alkalen fosfataz ve CTX degerleri agisindan
anlamli bir sonu¢ bulunmamustir. Bu sonuglar, ICKON riskini degerlendirmek igin
kemik dongiisii markerlarini1 kullanmanin yanlis olacagini diisiindiirmektedir (252).
Ayrica CTX kemik dongiisii belirteclerini kullanmanin bir takim limitasyonlar
mevcuttur. {1k olarak sistemik olan bu belirtecler maksilla ve mandibulada mevcut
kemik durumuna yeterince aksettirilemez. Ikincisi kanser hastalarinda metastaz

bulunmasi, CTX degerlerini etkilemektedir. Bu sebeple CTX degerlerini metastazin
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m1 BPlarm mi etkiledigi dngoriillemeyecektir (253). Ugiincii olarak ise, osteoporoz
hastalarinin BP tedavisi Oncesi yiiksek oranda baskilanmis bir kemik remodelling
metabolizmasina sahip olmasidir (254). Giiniimiize kadar ICKON riskini belirlemede

herhangi bir kemik rezobsiyon belirteci kullanilmas etkili olamamustir (70).

Tiim bu sebeplerden ¢alismamizda CTX ve NTX degerlerine kemik iyilegsme

belirteci olarak anlamli sonuglar dogurmayacagindan yer verilmemistir.
5.7. Histopatoloji incelemesi

Bi ve ark.,, ZOL, steroid ve kemoterapotik ilag uygulayarak dis cekimi
yaptiklart in vivo calismada uygulanan ¢ ilag ¢esidi i¢ginde ZOL'un osteonekroz
acisindan en etkin ajan oldugunu ve yumusak doku iyilesmesini geciktirdigini rapor
etmistir (222). Kobayashi ve ark., ZOL uyguladiklar siganlarda dis ¢ekimi sonrasi
yumusak doku ve kemik iyilesmesini arastirdiklart ¢alismada, ZOLun kemik
lyilesmesini ve anjiogenezisi olumsuz etkileyerek yara iyilesmesini geciktirdigini
belirtmistir (221). Yamashita ve ark. sicanlarda atravmatik dis ¢ekiminin
zorlugundan kaynakli palatinal mukozay1 mukoperiosteal seviyede kaziyarak kemik
ve yumusak doku iyilesmesine bifosfonatlarin etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda
2.hafta sonunda yumusak doku olusumunun istenilen diizeye geri dondiigiini
belirtmislerdir (248). Calismamizdaki iyilesme siireci Yamashita ve ark.’in galismasi
ile uyumlu gergeklesmistir (248). Calismanin 15 giinliik boliimiinde tiim gruplarda
enfekte olmayan olgularda epitelizasyonun tamamen sekillendigi, normal
goriiniimdeki gingival mukozanin dis ¢ekim alanini tamamen oOrttiigii gézlendi. Yine
ilk 15 giinliik periyodda kemik trabekiillerinin gelisimi KON ve ILO gruplarinda en
yogun gozlenirken en az kemik gelisiminin ZOL grubunda olmasi ZOL’un kemik

olusumundaki inhibitor etkilerini destekler niteliktedir.

Sonis ve ark. siganlarda maksiller ve mandibular tiim molar dislerin
cekilmesinden once zoledronik asit ve deksametazon uyguladiklart ve yumusak ve
sert dokudaki iyilesmeyi kontrol ettikleri calismalarinda kontrol gruplarinda 14giinde
mukoza biitlinliigli saglanirken ZOL verdikleri gruplarda mukoza biitiinliigiiniin
28.giine kadar korunamadigini tespit etmistir (255). Kontrol gruplarinda ise kemik
iyilesmesinin 28.giinde histopatolojik ve radyolojik olarak saptanabildigini tespit

etmislerdir. Tam iyilesme siireci agisindan 45-60 giin gegmesini savunan ¢aligmalar
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da mevcuttur (228). Calismamizda dis ¢ekimi sonrasi 45.giin sakrifiye edilen gruplari
bu sebeple sectik. Bu c¢aligmalarla benzer nitelikte ¢alismamizda da 45.giinliik
periyottaki siganlarm dis ¢ekimi sonrasi iyilesme diizeylerinde KON ve ILO
gruplarinda beklenen iyilesmenin ve kemik gelisiminin sekillendigi ancak ZOL
grubunda yavaslayan iyilesme i¢inde bulunan kemik trabekiillerinin kiigiik ve sayica
az oldugu gozlemlenmistir. Ayrica ZOL’{in iyilesmeyi yavaslatict etkisini ILO
tedavisi secenegi ile normale dondiiriilebilecegi ZOL+ILO grubunda g¢ekim alanini
doldurmus kemik gelisimini ve tam sekillenmis epitelizasyonu goz Oniinde

bulundurarak ongoriilebilir (Resim 2).

Istatistiksel verileri inceledigimizde de KON ve ILO gruplarinda Histopatolojik
verilerde 45.giinde 15.giinlere nazaran istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek
¢ikan sonuglar iyilesmenin varligini dogrulamaktadir. Yine ayni sekilde ZOL
gruplart arasinda postoperatif 15. ve 45. giinler arasinda anlamli bir fark ¢ikmamasi
iyilesmenin yavasladigini gostermektedir. ZOL+ILO grubunda 15. ve 45. giinler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamis olsa da histopatolojik
kesitlerde 45.giinde daha fazla yeni kemik yapimi ve epitelizasyonun biitiinliigii

izlenmektedir.
5.8. Immiinohistokimyasal inceleme
5.8.1. Alkalen fosfataz

Alkalen fosfataz, niikleotid, protein ve alkaloidleri de igeren bir¢ok molekiil
tipinden fosfat grubunu kaldirarak ¢alisan bir hidrolitik enzimdir. Fosfat grubunun
kaldirilmasima defosforilizasyon adi verilmektedir. isminden de anlagilacag iizere,
alkalen fosfataz, ortamda alkalin varliginda en etkili duruma geger. Basit fosfataz

terimiyle de es anlamli olarak kullanilabilir (256).
5.8.1.1. Kemik alkalen fosfataz

Alkalen fosfatazin kemik spesifik izoenzimi olan bone alkaline phosphatase
(B-ALP) osteoblast membranina yerlesik bir protein olup osteoblast aktivasyonu
varsa dolagima salinir. BAP' 1n 6l¢imii kemik dis1 patolojilerden daha az etkilenir ve
kemik olusumunu degerlendirmede iyi bir belirtectir. Osteoporoz tanisi igin

osteoblastlardan kaynaklanan bu enzim fraksiyonunu 6lgmek gereklidir. 13 ile 17
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yaslar1 arasindaki cocuklarda total alkalen fosfataz diizeyinin %87'sinin kemik
izoenzimine, %8.5'unun karaciger izoenzimine, %21.5'unun barsak fraksiyonuna ait
oldugu gosterilmistir.  Dolayisiyla serum total alkalen fosfataz diizeyleri eger
karaciger-safra bozukluklan dislanabilirse sadece kemik yapiminin bir indeksi olarak
da kullanilabilir (257).

Kemik yapiminin arttig1 durumlarda, bir bagka deyisle osteoblastik aktivitenin
artt1g1 durumlarda (Paget Hastaligi, primer veya sekonder kemik tiimorleri, primer
hiperparatiroidi, hipertiroidi, kiriklar, cocuklarin hizli biiylime donemlerinde) serum
ALP diizeyi artmaktadir (258, 259).

Dis c¢cekim sonrasi osteoblastlarin osteoid madde yapimina baglamasi ve
ortamin  alkelenlesmesi sonucu osteoblastlarin  alkalen fosfataz  yapimu
indiiklenmektedir (18). Buna bagli olarak ALP seviyesi artis1 beklenmelidir. ALP
seviyesindeki artis kemik dongiisiiniin hizlandigim1  gostermektedir ve onciil
osteoblast diferansiasyonu ile iligkilidir (260). Bizim galismamizda tiim gruplarda
15.glinde bagdokuda hafif siddetteki ALP seviyelerinin 45.glinde artmasi ve yeni
sekillenen kemik trabekiillerinde de ALP immunoreaksiyonlarinin gozlenmesi yeni

kemik yapimini dogrular niteliktedir.

Sanchez-Sanchez ve ark., osteogenesis imperfekta(Ol) hastalarinda zoledronik
asidin ALP seviyelerinde degisim yapmadigini tespit etmistir (261). Patel ve ark.,
multiple myelom hastalarinda bifosfonat tedavisi sonrasi B-ALP seviyesinde artisin
kemik iyilesmesi ile alakali olarak osteoblast aktivitesi sonucu oldugunu
diisinmektedir (262). Kemper ve ark., avaskiiler osteonekroz ve kemik iligi 6demi
agrilarinda kullanilan bir NSAID olan indometazinin osteoblast baskilayici etkilerini
gidermek igin osteoblast-koruyucu potansiyeli goriilen Iloprostu kullandiklari
caligsmalarinda, iloprostun osteoblast diferensiasyonunu artirarak B-ALP degerlerini
artirdigin1 gostermistir (263). Literatiir ile benzer sekilde, bu ¢alismadaki verilere
gore de kontrol grubu ile kiyaslandiginda ZOL uygulamast ALP degerleri {izerinde
anlaml1 bir degisiklik yapmanus iken, ILO verilen gruplarda ALP degerlerinin arttig1
gozlenmektedir. Bu degerlere gore iloprostun kemik yapimi iizerinde olumlu etkileri

oldugu soylenelebilir.
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5.8.2. Anjiogenin

ANG baglica anjiogenezin ¢esitli basamaklarinda gorev alir ve bu 6n planda
yara iyilesmesi agisindan onemlidir (264). ANG’nin anjiyogeneziste etkisi 4 yolla
olmaktadir: Riboniikleaz aktivitesi, bazal membran degradasyonu, sinyal iletimi ve

niiklear translokasyon (265).

ANG’in endotel hiicrelerine baglanmasiyla endotel hiicreleri ¢evrelerini saran
dokunun i¢ine dogru invazyon gosterir ve anjiojenik stimiilasyon kaynagina dogru
migrayona baslar. Bu esnada yeni damar yapisini olusturmak iizere ANG prolifere

olup degisime ugrar (266).

ANG, arteryel diiz kas hiicrelerinin de proliferasyonuna yardimci olur.
Nukleustaki ANG aktivitesi endotel hiicre proliferasyonunda anahtar rollerden birini
oynar ve asidik fibroblast biliylime faktorii(aFGF), bazik fibrobalast biiyiime
faktori(bFGF) ve VEGF gibi diger anjiojenik faktorlerin fonksiyonu igin de
gereklidir (265).

ANG ekpsresyonunun birgok degisik kanser ¢esidinde arttigi goriilmiistiir.
Serum ANG diizeyinin tiimor biiyiimesi, progresyonu, timor agresifligi ve kotii

prognoz ile yakindan iligkili oldugu saptanmistir (267).

Zoledronik asidin kemik hemostazindaki etkinligi ve antianjiojenik etkileri
(268) bilinmesine karsin literatiirde ZOL ile yapilan ¢aligmalarda ANG diizeyleri ile
ilgili bir yayin saptanamamustir. Yine ayn1 sekilde Iloprostun anjiojenik etkinligine
dair bir¢ok yayin (246, 269, 270) mevcut olsa da ANG diizeyi etkisine iligskin bir

yayin bulunmamaktadir.

Bu calismada postoperatif 15.giin gerceklesen hafif pozitif ANG
immiinoreaksiyonu 45.giinde daha da azalmistir. Istatistiksel olarak da tiim
gruplardaki 15.giin verileri 45.gilin verilerinden fazla saptanmistir ve anjiogeninin
etkilerinin azaldig1 goriilmektedir. Gruplar arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmayist ZOL ve ILO nun ANG iizerinde etkisinin bulunmadig1 sonucunu
dogurmaktadir. Istatistiksel olarak bir anlam bulunmasa da veriler incelendiginde

ILO’nun verilerinin genel olarak ANG diizeylerinde daha fazla oldugu
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goriilmektedir. Bu durumun ise yine ILO’nun anjiojenik aktiviteyi stimule edici

etkisinden kaynaklandig1 yorumu yapilabilir.
5.8.3.Kollojen IV

Bazal membranlar, olduk¢a kompleks yapida yaklasik 50 adet glikoprotein
dizisinden meydana gelirler (271). Tip 4 kollojen, laminin ile birlikte, hiicre
adezyonunda, migrasyonunda, biiyiimesinde Onemli bir rol oynar (272). Tip 4
kollojen, fizyolojik ve patolojik olaylar sonucu bozulabilir (271). Tip 4 kollojenin
bozulmasi, anjiyogenezde (273), doku remodelasyonunda ve kanser gelisimnde
onemli rol oynar (274, 275). Anjiyogenezis sirasinda, bazal membran tip 4
kollojenin 6nemi, GPA 1734, D609, cis-hidroksiprolin ve B-aminopropionitrit gibi
inhibitorlerin  kullanildig1  ¢alismalarda, Kkollojen biyosentezinin inhibisyonu,
endotelyal tiip formasyonunun engellenmesi ve tiimoral gelisimin artmasi gibi

sonuglar sonrasinda goriilmiistiir (271).
5.8.3.1.Yara iyilesmesi acisindan kollojen 1V

Tip 4 kollojenin yara dokusu iizerindeki iyilesmesi bir c¢alismada soyle
vurgulanmistir: Arastirmacilar 62 insan cildi yaralanmasini, kollojen tip 4’iin bazal
membrandaki lokasyonunu immiinohistokimyasal analiz ile incelemislerdir (276).
Epitelyal BMZ (bazal membran zonu) fragmanlari yara bolgesinde heniiz 4.
giindeyken tespit edilmis, 8 giin sonra epitelyal BMZ en erken tam iyilesme
dokusunda goriilmiis olup, 21 giin sonunda ise tamamiyle lezyon bolgesini orttiiglini

kaydetmislerdir. (276, 277).

ZOL’lin kemik metabolizmasinda etkili belirteclerinden olan kollojen tip 1’in
N-terminal ve C-terminal telopeptidleri lizerinde bir¢ok yayin mevcuttur (278, 279).
Yumusak doku iyilesmesinde 6nemli bir belirte¢ olan Kollojen 4 ile bifosfonatlara
iliskin bir yaymn mevcut degildir. Larsson-Callerfelt ve ark. akciger fibroblastlar
tizerinde kollojen aglarma iloprostun etkilerini arastirdiklart ¢alismalarinda
iloprostun tip 1 kollojen sentezini ve fibroblast kontraktilitesini diislirdiigiinii fakat
kollojen-iliskin proteoglikanlara etki etmediklerini tespit etmislerdir (280). Fakat
literatiirde iloprostun tip 4 kollojen tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢caligma da

mevcut degildir.
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Calismamizda kollojen IV incelendiginde ise tiim gruplarda 15.giinde
immiinopozitif ydnde goriilen reaksiyonlar 45. giinde azalmaktadir. Istatistiksel
olarak da KON, ZOL ve ILO gruplarinda zaman igindeki azalma degerleri
anlamlhidir.  Zamanla  Kollojen  IV’iin  azalmasi  yaralarin  iyilesmesiyle
iliskilendirilebilir. Gruplar arasindaki istatistiksel ve immunohistokimyasal olarak
belirgin bir fark bulunmayisi kollojen IV iizerinde ZOL ve ILO’nun etkinliginin

olmadigin1 diisiindiirmektedir.
5.8.4. Fibronektin

Fibronektin, integrin olarak anilan membran proteinlerine baglanan
ekstraselliiler matriks glikoproteinidir. Integrine benzer olarak fibronektin, kollojen,
fibrin ve heparan siilfat proteoglikanlari gibi ekstraselliiler matriks komponentler
ihtiva eder (281).

Fibronektin liretimi, degisimi ve organizasyonundaki bozukluklar, fibrosis ve

kanseri de igerebilen birgok patoloji ile iliskilendirilebilir (282).

Fibronektin, hiicre adezyonu, dogum, migrasyon ve diferansiyasonununda,
yara iyilesmesinde ve embriyojenik gelisimde onemli bir role sahiptir (281, 283,
284). Piht1 olusumunda fibrin ile birlikte islev goriir. Ekspoze olmus bdlgenin

altindaki doku piht1 formasyonu sayesinde korunur ve iyilesme prosesi baslar.

Fibronektin embriyojenez i¢in de gerekli olup, ilgili genin inaktive olmasi
erken Oli dogumlara neden olmaktadir (285). Fibronektin, embriyojenik gelisim
sirasinda hiicre adezyonunda ve migrasyonda oncii proteinlerden olup; eksikliginde

mesodermal, noral tiip ve vaskiiler gelisimde defektler s6z konusu olur (286).

Fibronektin, insan tiikiiriigiinde bulunur, oral kavite ve farinksin, kolonizasyon

ile potansiyel patojenlerden temizlenmesine yardim eder (287).

Fibronektin yara iyilesmesinde, hiicre migrasyonununda ve graniilasyon
dokusunun gelisiminde, konnektif dokunun yeniden sentezlenmesinde ve yeniden
modellenmesinde temel etkilere sahiptir (288). Plazma fibronektin diizeyi, akut
inflamasyon, cerrahi travma s6z konusu ise ve yaygin damar i¢i pihtilasma(DIC)
problemi bulunan hastalarda yiiksektir (289). Fibronektin, embriyojenik ve yetiskin

bireylerin ekstraselliiler matriksinde bulunur (290). Yara bolgesinde, yeni kollojen
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fibrillerin olugmasiyla yakindan iligkili olup, kollagenin depolanmasinda
fibroblastlara da yardim eder (291). Yara iyilesmesinde dermal rejenerasyonu ve
graniilasyon dokusunun maturasyonunu hizlandirmaktadir. Fibronektinin
immiinohistokimyasal saptanmasi deri lezyonlarinin siniflandirilmasinda kullanish

olmaktadir (276).

Literatiirde fibronektinin zoledronik asit calismalarinda kullanimima dair
yeterince yayin mevcut degildir. Gallo ve ark. gogiis kanseri tedavisini arastirdiklari
calismalarinda mezensimal kok hiicrelerinin migrasyonun takibinden fibronektin
kapli membranlar kullanmigtir.  Fakat bu c¢alismalarinda fibronektinin plazma
diizeyleri yer almamaktadir (292). Insalaco ve ark., gogiis kanseri hiicrelerinde
zoledronik asidin antitiimoral etkilerini ve anjiogenezisteki degisiklikleri
arastirdiklar1 ¢aligmalarinda hiicre iskeleti komponenti olan fibronektinin zoledronik
asidin etkisi ile artmasinin proliferasyonu, invazyonu ve anjiogenezisi inhibe etmede
Oonemli rolii oldugunu bulmuslardir (293). Fibronektindeki bu artisin mRNA
ekpresyonuna bagli olarak gerceklestigi saptanmustir. Iloprost ile fibronektinin
birlikte kullanildigi makale de mevcut degildir. Yayinlanan tek makalede, Ruf ve
ark., insan hiicresi ve tam kanda nétrofil aktivasyonunu inceleyen calismalarinda
trombosit aggregasyonunu onlemede EDTA ile birlikte iloprost kullanmiglardir
(294). Trombositler tarafindan saglanan nétrofil aktivasyonu igin fibrinojen
baglanmasi gerekliliginden bahsederken trombosit ve nétrofiller arasinda ve kontak
yilizeylerinde fibronektin yerine fibrinojen saptamislardir. Fibrinojenin nétrofil
aktivasyonu i¢in daha énemli oldugunu rapor etmislerdir. Integrinlerin, endotelyal
hiicrelerdeki PMNL(polimorfoniikleer 16kositler)in adezyonunda fibronektin,

laminin ve vitronektinin 6neminden bahsetmislerdir.

Bizim calisgmamizda post operatif 15.giinde fibronektinin immunoreaksiyonu
daha agirlik olarak bag dokuda gozlenmistir ve bunun yaninda kemik dokuda da
hafif pozitif immunoreaksiyon gézlenmistir. Yine bazi epitel dokularinda da pozitif
immunoreaksiyon izlenmistir. Postoperatif 45.glinde 15.giline kiyasla tiim gruplarda
immunohistokimyasal olarak belirgin bir fibronektin aktivasyonu mevcuttur. Ancak
istatistiki verilere gore de 45.giin verileri, 15.gilin verilerine gore fazla olsa da sadece
KON ve ZOL+ILO gruplarinda farkliligim istatistik olarak anlamli olmasi

fibronektinin mekanizmasi hakkinda yeterli yorum yapilamamasina yol agmaktadir.
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Dis ¢ekimi sonrasinda yara iyilesmesinde ZOL ve ILO’un etkileri agisindan
fibronektinin sonuglar1 tam olarak anlasilamadigi icin konu hakkinda daha fazla

calisma yapilmasinin gerekli oldugu sonucuna varilmstir.
5.8.5. Osteopontin

Osteopontin (OPN) ilk olarak kemigin ekstraseliiler matriksinde tanimlanmis
fosfoglikoprotein yapida bir bilesiktir. OPN'nin inflamasyon regiilasyonunda énemli
rol oynadigi disiintilmektedir. Kemik remodeling siirecinde de rol almaktadir.
Yamamoto ve ark.' nin deney hayvan artrit modelinde OPN'nin baskilanmasinin
inflamasyonu ve eklem erozyonununu azaltabilecegi gosterilmisti. Shio ve ark.
yapmis olduklar1 bir calismada, romatoid artritte idrar OPN diizeyinin hastalik
aktivasyonuyla iliskili olabilecegini vurgulamislardi. Giincel bir makalede, OPNin
inflamasyondan ziyade ozellikle kemik remodeling siirecinde kemigin yapim ve
yikim gostergeleri ile korale olarak hem rezorpsiyon hem de formasyonda rol

oynadigi rapor edilmistir (295-297).
5.8.5.1. Kemik remodelinginde rolii

Osteopontin, kemik remodelasyonunda oOnemli bir faktordir (298).
Osteoprotegerin(OPG) ve receptor activator of nuclear factor-kB ligand(RANKL) ile
birlikte osteoklast regiilatorii olarak tarif edilmistir (299). Ozellikle kemiklerin

mineral matriksindeki osteoklastlara baglanir (300).

OPN, osteoklastlarin, kemik rezorpsiyonunu baglatacak olan tirtikli
ylzeylerinin aktivasyonuna yardim eder. Osteoklastlarin rezobsiyon alanina
migrasyonunda fonksiyon gorerek normal kemik rezobsiyonu ve kemik dongiisiinde
onemli bir role sahip olmaktadirlar (301). Vaskiiler kalsikasyonu da énlemektedirler

(302). Ayrica iirede bulunarak bobrek tasi olusumunu inhibe eder (303).
5.8.5.2. Yara iyilesmesi acisindan osteopontin

OPN sitokin aracili doku onariminda anahtardir. Kemotaktik molekiil olarak,
yara bolgesinde inflamatuar hiicre gogiinii destekler. OPN, doku remodelingi ve
inflamasyon sahalarinda belirgin bir sekilde artmaktadir (304, 305). Laboratuar fare
deneyleri, OPN’in yara iyilesmesi iizerine olan etkilerini gostermistir. Yabani

farelerle kiyaslandiginda, ¢alisma grubunda (OPN verilmis), insizyon bolgesinde
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ozellikle kollojen fiber diameter ve daha ¢ok rezidiiel debris gibi degisiklikler
gozlemlenmistir. Daha c¢ok makrofaj gocli gozlenmis ve iyilesmeye cevap
diizenlenmistir (306). OPN, kollojen tip 1’e¢ direk olarak baglanmaktadir (307) ve
kollojen tip 2, 3, 4 ve 5 ile etkilesim i¢indedir (308). Yakin zamandaki ¢alismalar
myofibroblast diferansiasyonu ve kollojen kontraksiyonu igin OPN’in gerekli
oldugundan bahsetmektedir (309).

Patel ve ark. multiple myeloma hastalarinda bifosfonat tedavisi sonrasinda
remisyon evresinde, kemik remodeling belirteci olarak osteopontin ve
osteoprotegerin seviyelerinin vakalarin yarisinda arttigini tespit etmislerdir (262).
Frisch ve ark., akut myeloid 16semi modeli olusturulan siganlarda, l6seminin
osteoprogenitor hiicrelere olan olumsuz etkilerinden 6tiirii osteopontin ve osteokalsin
degerlerinin 400 kata kadar diistiigiinii gostermislerdir fakat zoledronik asit tedavisi

uygulandiginda bu degerlerdeki degisim hakkinda bilgi verilmemistir (310).

Tanaka ve ark. yayinladiklari makalede OPN’in osteoklastlar tarafindan
tiretilen major anjiojenik faktor oldugunu ve tiimor anjiogenezisinden sorumlu faktor
oldugunu vurgulamiglardir. Multiple myelomada major osteopontin kaynaginin
osteoklastlar oldugunu belirtmislerdir (311). Dass ve ark., zoledronik asidin
osteosarkomu inhibe etmesindeki model ¢alismasinda ZOLin timor anjiogenezisini
direkt olarak etkiledigini ve osteopontin seviyesini azalttigini bulmuslardir (312).
[loprostun angiojenik etkilerinin bilinmesine karsin tiimor anjiogenezisi iizerindeki

etkilerini ve osteopontin lizerindeki etkilerini igeren bir makale bulunamamuistir.

Calismamizda tiim gruplarda 15.giinde bag dokuda belirgin sekilde OPN
reaksiyonu goriilmiistiir ve en siddetli reaksiyon ZOL+ILO grubunda gdzlenmistir.
45.giinde ise OPN reaksiyonlarinda azalma goriilmiistiir. Istatistiksel olarak
incelendiginde ise ZOL ve ZOL+ILO gruplarinda anlamli farkliligin olmas1 ZOLin
literatiiriin aksine OPN degerlerini yiikselttigi seklinde yorumlanmasina neden
olmaktadir. ZOL’in osteoklastik inhibisyon etkisine karsin OPN degerlerinin azalma
gdstermek yerine artis gdstermesi dikkat ¢ekicidir. ILO’nun ise beklenenin aksine
OPN iizerinde olumlu bir etkisinden bahsedilememektedir. Aksine ILO grubunda
kontrol grubuna gére diisik OPN degerleri goriilmesi ILO’un OPN degerlerini

diisiirdiigiinii diistindirmektedir.
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5.7.6. Osteokalsin

Osteokalsin (OC), diger bir adi GLA protein olan kemik dokusuna spesifik,
osteoblast, odontoblast ve kondroblastlar tarafindan sentezlenen, kemik matriksinin
kollojen dis1 bir proteinidir. Kemik ekstraseliiler matriksine gomiilii olarak bulunur.
Osteoblastik aktivitenin spesifik bir gostergesidir (313). Osteoblasttan OC sentezi
icin 1,25 (0H)2 D3 (calsitriol) ve vitamin K gereklidir (314, 315). Sentezlenen
molekiiliin %10-25’1 dolagima verilir. Dolasima katilan bu miktar kemik yapiminm
yansitir ve serum seviyesi Olgiilebilmektedir (314). Kemik yapimimin gostergesi
olarak sensitivite ve spesifitesi yiiksektir (316-318). Diiirnal ritmi vardir, en yiiksek
degerine saat 04.00 siralarinda ulasirken saat 17.00 siralarinda en diisiik degerlere
iner. Serum diizeyleri yas, cinsiyet, boy ve biiylime hiz1 ile korelasyon gosterir.
Puberte ve ergenlik doneminde yiiksek degerlerdedir (319). Osteokalsin hizli bir
sekilde bobreklerden filtre olup uzaklastirilir (320). Serum diizeyi, bobrek
fonksiyonlarindaki degisikliklerden etkilenir. Glomeriil filtrasyon orani azaldiginda
serum OC diizeyi artar (321). Dolasimdaki osteokalsinin yar1 Omrii kisadir.
Osteokalsinin fonksiyonu tam olarak tespit edilememekle birlikte kimyasal yapisi
hidroksiapatitle etkilestigini gdstermektedir. Iskelet gelisimi siiresince hidroksiapatit
depolanmasiyla beraber OC' de artma oldugu tespit edilmistir (322). Osteokalsin
sentezi, mineralizasyon ve ilerleyici osteoblast farklilasmasi ile artar. Bir¢ok
calismada kemik yeniden yapilanmasinin arttigi hastaliklarda (paget hastaligi,
hipertiroidi, hiperparatiroidi gibi) serum OC seviyesinin arttigi ve yeniden
yapitlanmanin azaldigi durumlarda (steroid tedavisi, hipoparatiroidi, kemik
metastazina bagli hiperkalsemi gibi) serum seviyesinin azaldigi gosterilmistir (323,
324). 60 yas lsti erkeklerde artan OC degerleri artmis kemik dongiisii sebebiyle
yasa bagli osteoporozu vurgularken, osteoporoz rahatsizligt bulunan yagh

kadinlardaki artmis OC degerleri postmenapoz déoneme nazaran fazla bulunmustur
(325).

Bolland ve ark., HIV+ 43 hastada zoledronatin uzun donem takibini iceren
caligmalarinda 3 yil boyunca serum OC seviyesini takip etmisler, sadece 2 doz IV
olarak verilen ZOLun yaklasik 3 yil boyunca serum OC degerlerini plaseboya gore
diisiik seviyede tuttugu gozlemlenmistir (326). Gasser ve ark., overektomi yapilmis

sicanlarda kanselloz ve kortikal kemikte zoledronik asidin uzun donem etkilerini
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arastirdiklar1 ¢alismalarinda overektomi sonrasi artan OC degerlerinin ZOL tedavisi
sonrast belirgin olarak diistiigiinii belirtmislerdir (327). Basso ve ark., ¢alismalarinda
zoledronik asidin osteoblastlardaki alkalen fosfataz ve osteokalsin iiretiminden
sorumlu genlerin ekspresyonunu azaltarak osteoblast diferansiasyonun inhibe ettigini

tespit etmislerdir (328).

Kemper ve ark., kemik iligi mezensimal stromal hiicrelerinde indometazinin olumsuz
etkilerini gidermek amaciyla iloprost kullandiklar1 ¢alismalarinda, iloprostun dolayli
olarak OC seviyesinde artisga neden olarak osteoblastik diferansiasyona katki

saglayabilecegini ifade etmislerdir (263).

Bizim ¢alismamizda 15.giinde bag dokuda farkli degerlerde OC reaksiyonuna
rastlanirken en siddetli degerler yeni kemik sekillenme bolgelerinde kaydedilmistir.
OC degerlerinin artmasi1 yeni kemik yapimi ile uyumludur. Literatiire gére de yeni
kemik yapim bolgelerinde OC seviyelerinin artmasi beklenen bir durumdur.
45.giinde tim gruplarda OC degerlerinin hemen hemen sifir degerlerine diismesi
kemik yapimimin bitmek {lizere oldugunu ve kemiklesmenin 45.glinde
tamamlanlandigin1 isaret etmektedir. Fakat ZOLun OC seviyesine olumsuz
etkilerinin olmas1 beklenirken ZOL gruplarinda OC degerlerindeki degisim
istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamustir. Yine ILO gruplarinda OC seviyeleri bir
miktar yliksek olsa da istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamaktadir. Bu
durumda sonuglarimza gére ZOL ve ILOnun OC iizerinde etkisinin bulunmadig

sonucu ¢ikarilmaktadir.
5.8.7. VEGF(Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii)

Vaskiiler endotel hiicreleri i¢in ¢ok spesifik bir mitojen olan Vaskiiler
Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) endotel hiicrelerinde proliferasyon yapar, hiicre
migrasyonunu kolaylastirir ve apopitozu inhibe eder. In vivo olarak VEGF kan
damarlarindaki gegirgenligi artirmasinin yaninda anjiyogenezi indiiklediginden

anjiyogenezin regiilasyonunda santral rol oynar (329).

Vaskiiler gecirgenlik faktorii (VPF) olarak bilinen, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (330), kan dolasimi yetersiz oldugunda dokulara oksijen destegi saglayan
sistemin bir bilesenidir. VEGF serum konsantrasyonu bronsiyal astim ve diyabette

yiiksektir (331). VEGF’nin normal fonksiyonu yeni kan hiicreleri yaratmak,
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embriyojenik gelisim sirasinda kan damarlari olusumunu artirmak ve Kkollateral

dolasima katkida bulunarak sistemik dolasima destek olmaktir.

VEGF agir1 salgilandig1i zaman, hastaliklara katkida bulunabilir. Yeterli kan
destegi olmadan, solid kanser kitleleri biiyiiyemez, kanserli dokuda VEGF salgis1 ve
buna bagli metastaz s6z konusu olabilir. Asirt VEGF yine retina ve diger dokularda
hastaliklara sebep olabilir. Aflibercept, bevasizumab ve ranibizumab gibi ajanlar,

VEGF inhibisyonu ile hastaliklar1 kontrol altina alabilir ya da yavaslatabilir (330).
5.8.7.1. Yara iyilesmesi acisindan VEGF

Kiitanoz yaralarda, VEGF salgisinda artis gorilir (331, 332). Ayrica
reseptorleri, graniilasyon dokusunda yer alan kan damarlarinda da artis gosterir (333,
334). Bu paterne gore, VEGF nin yara anjiyogenezisini stimiile ettigi sdylenebilir.
Bazi ¢aligmalara gore, VEGF nin yapisal olarak bozuldugu veya iiretiminin azaldig1

durumlarda, yara iyilesmesi defektleri goriilmiistiir (331-333, 335).

VEGF‘yi notralize eden antikorlarin kullanilmasiyla, yara iyilesmesinde ¢arpici
bir diisiis goriilmistiir. Bu bulgular géstermistir ki, endojen VEGF yara iyilemesinde

¢ok dnemli bir role sahiptir (336).

Santini ve ark., kanser hastalarinda bifosfonat uygulamasi sonrasi anjiogenik
faktorlerin serum seviyelerini arastirdigit calismasinda VEGF seviyesinin 6nemli

miktarda diistiiglinii géstermistir (338).

Basso ve ark., zoledronik asidin direk olarak hiicre proliferasyonu ve
migrasyonundan sorumlu epitelyal biiyiime faktorlerinden VEGF’ye %34 ve
bFGF’ye %51 orana azaltic1 etkilerinden bahsetmislerdir (337). Yine Ishtiaq ve ark.,
bifosfonatlarin osteoblastik hiicrelerdeki proanjiojenik faktdrler olan VEGF ve
anjiopoietin-1(ANG-1)  iizerindeki  inhibisyonunu  bildirmiglerdir ~ (339).
Calismamizda ZOL’in VEGF verilerini distlirse de istatistiksel olarak diger
gruplardan farkli olmadig1 sonucu ortaya ¢ikmustir. Ayrica KON ve ILO gruplarinda
da 15. ve 45. giinler arasindaki fark istatistiksel ve immunohistokimyasal olarak da
onemlidir. 15.glinde artan VEGF degerleri yara iyilesmesinin basladigin1 ama gruplar
arasinda anlaml bir fark olmadigin1 gostermektedir. 45.giinde degerlerin birbiri ile

orantili olarak diismesi yara iyilesmesinin zamanla tamamlandigin1 gdstermektedir.
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Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmayisi ise ZOL’in VEGF iizerinde olumsuz
etkilerinin saptanamadigm veya Iloprostun yara iyilesmesi siirecinde VEGF
iizerinde etkili olmadig1 sonucunu diisiindiirmektedir. En diisiik degerlerin ZOL+ILO
grubunun 15.giinlerinde gergeklesmis olmasi iloprostun ZOL ile birlikte VEGF

salgisinda azaltic1 bir role sahip olabilecegini akla getirmektedir.
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10.
11.

12.

6.SONUC VE ONERILER

Zoledronik asit uygulanan sicanlarda 1 molar disin ¢ekilmesi sonras1i mukoza
bitlinliigii 15 giinde genel olarak tamamlanmaktadir. Yaranin tamamen
lyilesmesi icin ise 45 glinliik siire yeterli olmaktadir.

Dis ¢ekimi sonrast siganlarda iyilesen yumusak doku ve kemik dokuda
zoledronik asit 1iyilesmeyi genel olarak geciktirmekte ve enfeksiyona
yatkinlig1 artirmaktadir.

Istatistiksel olarak ZOL’iin ANG iizerindeki etkisi anlaml1 degildir.
Literatiiriin aksine ZOL gruplarinda OPN degerlerinde artis goriilmiistiir.

OC degerlerinde diisiis beklenirken ZOL’tin OC iizerine etkisi anlamli
degildir.

Istatistiksel olarak anlamli olmasa da VEGF degerlerinde diisiise sebep
olmasi  yara iyilesmesi agisindan ZOL’lin  olumsuz etkilerini
desteklemektedir.

ILO’nun istatistiksel olarak anlamli olmasa da ALP ve ANG iizerindeki
pozitif etkileri Anjiogenezis ve yara iyilesmesini artirici yonde bir etkisi
oldugunu gostermektedir.

ZOL ve ILO’nun fibronektin degerleri iizerindeki etkileri anlasilamamistir.
ZOL ve ILOnun Kollojen 1V iizerinde herhangi bir etkisinin bulunmayist
Kollojen IV’iin ¢ekim yarasinda anlamli bir belirleyici olmadigr sonucunu
dogurmaktadir.

ILO’nun OPN degerlerini artirmasi beklenirken aksine diisiirmiistiir.

ZOL ve ILO’nun OC iizerinde anlamli bir etkisi olmasa da OC’nin kemik
yapim boélgelerinde artmis olmasi, kemik iyilesmesi bakimindan OC’nin
uygun bir belirteg oldugu sonucunu dogurmaktadir.

ZOL’iin yara iyilesmesi {izerindeki, ICKON olusturabilen, olumsuz
etkilerinin  ILOnun anjiogenezis iizerindeki olumlu etkileri sayesinde
giderilebilecegi, bu yiizden de ICKON tedavisi igin etkili bir ajan olarak
kullanilabilecegine dair umut veren bir ¢alisma olmustur. Konu hakkinda

daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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OZET

Bifosfonat Verilen Ratlarda Dis Cekimi Sonrasinda iloprostun Yara
Tyilesmesi Uzerindeki Etkilerinin Degerlendirilmesi

[laca Bagl cene kemiklerinde osteonekroz(ICKON) acisindan en etkili
ajanlardan biri olan zoledronik asidin yumusak ve sert dokudaki yara iyilesmesi
olumsuz etkilemesi nedeniyle osteonekroz goriildiigii diisiiniilmektedir. Iloprost,
anjiogenezisi artirict etkisi, kemik iligi 6demi ve avaskiiler nekrozda tedavi edici
Ozelligi bulunmasi acgisindan etkili bir medikamenttir. Bu c¢alismanin amaci
zoledronatin dis ¢ekimi sonrasi iyilesmeyi bozucu etkilerinin iloprost ajaninin
anjiogenezis iizerindeki olumlu etkilerinin kullanilarak giderilmeye calisilmasinin
histopatolojik ve immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesidir. Bu tezin en
onemli amac1 ise dis hekimligi ve gene cerrahisinde hekimleri ugrastiran ICKON
vakalarinda gerekli tedavi edici bir ajan saptanmasidir.

Bu calismada, Sprague-Dawley cinsi 88 erkek sigan kullanildi. Ratlar, 4 ana
grup ve 2 alt grup olarak toplam 8 gruba ayrildi. Ana gruplar, zoledronat ve iloprost
verilen, zoledronat ve iloprost verilmeyen(kontrol gruplari), yalnizca zoledronat
verilen ve yalnizca iloprost verilen olarak ayrilirken, alt gruplar ise postoperatif 15.
Ve 45. Giin sakrifiye edilecek olmalarina gore ayrildi. Bifosfonat verilen gruplara 6
hafta boyunca bifosfonat verildi. 5.haftada genel anestezi altinda sag mandibular
molar disleri ¢ekildi. Tiim gruplarmn disleri de aym sekilde 5.hafta cekildi. Iloprost
verilen gruplara ise, dis c¢ekiminden sonra 1, 2, 3, 4 ve 5. giinlerde iloprost
intraperitonel olarak verildi. Dis ¢ekiminden 15 ve 45 giin sonra alt gruplar sakrifiye
edilerek elde edilen mandibula Ornekleri immunohistokimyasal olarak yara
iyilesmesi acisindan incelendi. Istatistik analizde Mann- Whitney U, Kruskal Wallis
ve Bonferroni-Dunn testleri kullanildu.

Istatistiksel olarak anlamli olmasa da ZOL’{in histopatolojik olarak yumusak
ve sert dokudaki iyilesmeyi geciktirdigi, immunohistokimyasal olarak ALP, OC,
VEGF iizerindeki olumsuz etkilerinin ILO ile giderildigi diisiiniildiigiinde ILOnun
ICKON tedavisinde etkili olabilecegi sdylenebilir.

Anahtar sozciikler: Ilaca Baghh Cene Kemiklerinde Osteonekroz,
Bifosfonatlar, Zoledronik Asit, Tloprost, Yara iyilesmesi
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ABSTRACT

Evaluation Of The Effects Of lloprost In Wound Healing After Tooth
Extraction In Rats Received Biphosphonate

Osteonecrosis is thought to be seen because of zoledronic acid, which is one of
the most effective agents in terms of medical related osteonecrosis of the jaws,
because it can negatively affect wound healing in soft and hard tissue. lloprost is an
effective medicament, for its angiogenesis-promoting effect in terms of having
healing properties in avascular necrosis and bone marrow edema.

The aim of this study is to evaluate effects of zoledronate in rats receiving
zoledronate after tooth extraction by using the positive effects of iloprost agent on
angiogenesis, as histopathologic and immunohistochemical. The most important aim
of this thesis is to detect an effective and a therapeutic agent in MRONJ cases mess
with doctors in dental and jaw surgery.

In this study, 88 male Sprague-Dawley rats were used. Rats were divided into a
total of 8 groups,4 as the main group and 2 as subgroup. While main groups were
divided into 4 as biphosphonates and iloprost given, bisphosphonates and iloprost not
given(as control groups), only the bisphosphonate and only iloprost given, subgroups
were divided by their sacrification time as postoperative 15th and 45th day.
Bisphosphonates given groups took it for 6 weeks. In 5th of this 6 weeks, their right
lower molar teeth were extracted under general anesthesia. The teeth of all groups
were extracted in the same manner as 5th week also. In the groups treated with
iloprost, 1, 2, 3, 4 and 5 days after tooth extraction iloprost was given
intraperitoneally. After 15 and 45 days after tooth extraction, subgroups were
sacrificed and their mandible samples were examined in terms of wound healing as
immunohistochemically. For statistical analysis, Mann-Whitney U, Kruskal Wallis
and Bonferroni-Dunn tests were used.

Although not statistically significant, ZOL delays wound healing
histopathologically in soft and hard tissues and ILO is likely to be effective in the
treatment of MRONJ in wihch negative effects of ZOL immunohistochemically on
ALP, OC, VEGF can be resolved with ILO.

Keywords: Medication Related Osteonecrosis of the Jaws, Biphosphonates,
Zoledronic Acid, iloprost, Wound Healing.
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BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK

BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢aligmam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitlin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez calismayla elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal

edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.

Tezi Hazirlayan
Dt.Burak ONER

Imza

Danisman
Prof. Dr. Timu¢in BAYKUL

Imza
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Ek-1

TE
STLEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanhg:

SAYT : 21438139 - 361 06/11/20614
KONU: Etik Kerul Karan

SAYIN
) Prof. Dr. Timugin BAYKUL
(SDU Dis Hekimligi I'ak. Afz, Dig, Cene Cerrahisi A.D.)

ilgi: 05.11.2014 tarih ve 361 sayih dilekgenize istinaden, 28.05.2013 tarih ve 03 sayih diizeltme kararina el
olarak;

“Bifosfonat verilen ratlards dis cekimi sonrasinda iloprostun yara iyiiesmesi fizerindeki
etkilerinin degierlendirilmesi” konulu projeniz igin vermis oldugweuz dilekge; Sitleyman Demirel
Universitesi Hayvan Denevleri Yerel Ftik Kwruly tarafmdan 06 KASIM 2014 tarih ve 11 sayih karan ite
uygun bulunmustur. Kararn bir Srnegi ekte sunulmustur. Biigilerinize rica ederim.
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3 i oA

SULIYMAN DEMIREL ONIVERSITEST REKTORLEGH

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Karan

TOPLANTI TARIHIL

TOPLANTI SAYISE

KARAR SAYISI

06.11.2014

26

| 11

flgi: 05.11.2014 tarih ve 361 sayih dilekpenize istinaden, 28.05.2013 tarih ve 03 sayih diizeltme kararna ek

olarak;

Siileyman Demiret Universitesi Rektorligi Hayvan Deneyleri Yere! Etik Kurulu 06 XASIM 2614
tarihinde Saat 13:00°da toplanarak asafidaki kararian aimstir,
Siileyman Demiret Universitesi Dis Hekimiigi Fakiiltesi Afiz, Dis, Cene Gomrabisi A.D. Ogretim Cyoesi Frof.
Dr. Timucin BAY KUL*n yiriitiiciisi oldugu Prof. Dr. Ozlem OZMEN, Deg. Dr. Giilperi KOCER, Yrd. Deg.
D, {rzgiir KOSKAN, Dokeora Ogrencisi Burak ONER’in yardme: arastrmac: olarak yer aldigs, “Bifosfonat
verilen ratlarda dis cekimi sonrasinda ileprestun wara ivilesmesi Gzerindeki cetidlerinin

degeriendiriimesi” baghkh ¢aligmal

Deney Tiird

| Hayvanm Sican (Sprague Dawley)

Sayist
irkek | bt

 Cimsiveti

S b e 57 S

1Z hafta / ortalama 300 pr

Siileyman Demirel Universitesi Havvan Deneyleri Yerel Ftik Kurule tarafindan oy birligi ile

UYGUN goriimigtir.

Dog. Dr, Efkan U7

Pl‘;)L‘. Dr. Miinire CAKIR

BASKAN YARDIMCISE

/W/

Dog. Dr. 1. Metin CIRIS
UYL

vrd, Dog. 1r. Pnar ASLAN KOSAR
UYE

| Yed. Dog. Dr. Giilnur OZGIUNER

|

UYL

Yrd. Dog. Dr. Miige CINA AKSOY
UYE

| SOy
7

,,——-""\‘

Ogr. Geér, Ibr;xhim ONARAN
CYE

Ve Hekim fsmaii UZ

(IYE

Ecz. Mustafa Serhan DERY AL '
CYE

.

)\/\M" Q’-: a'zé’m"&f“ Mr‘

kallaratimotdor,

“earsliesi
| Zzis Kuruly

SDU-HADYEK Sekreters: Murat OZKAN 024¢ 212 3770, Fake: 0226 237 1193 £ - mall: |

Adres: SO Tip bale Morlainj: Bisasi Zemin Kat (Haszane karsiss) 32260 Cunur /1324KTA
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Ek-2

HARCAMALARI PROJENIN YOROTUOLDOGO KAMU KURUM veya
UNIVERSITE TARAFINDAN GERGEKLESTIRILECEK HIZLI DESTEK
PROGRAMI KAPSAMINDA DESTEKLENEN ARASTIRMA PROJELERINE
AIT SOZLESME

1- SOZLESMENIN AMACI VE KAPSAMI

Bu sizlegme, TUBITAK tarafindan desteklenmes] kabul edilen ve ngagida bilgilesi verilen projenin kenusunu, smacims,
saligma pragramani, bilige plam e TUBITAK kaynag kullaniarak yapitacik harcamalann gergeklestirilmesinde uyulacak kurallari,
sbzlegmenin idari ve mali difer hikimlerini ve proje yinitielsn fle dier taraflann hak ve sorumialuklarm belirler.

Froje Numarasi 1 2145658
Praje Buglii : Bifosfonat Vesilen Raflardn Dig Cekimi Sonrasinda Hioprostun Yara Dyilesmesi Uzerindeki Etkilerinin
Deafierlendirilmes

Program Kodu ve Adi: 1002 - TOBITAK - Hixlh Destek Program
2. SOZLESMENIN TARAFLARI

Bu sézlegme; projenin yiritaldigi kurum/buralug, projenin fiilen viirleilldiga birim ve praje ylritdctisi ile projeyi
destekleyen kurum olarak Tarkiye Bilimsel ve Teknolojik Arsgtorma Kuromu (TOBITAK) armsinda asagds belirilen
gartlar dahilinde akdedilmigtis.

3- TARAFLARA ILISKIN BILGILER
a) Projenin Yirdtildifi KeromEurelug
Adr :Silleyman Demirel Universitesi
Adresi ¢, ISFARTA

b} Prajemin Yiirdthldigi Birim
Ada Diz Hekimlifti Fakiiliesi, Az Dis Ve Cene Hastaliklan Cermhisi
Adresi 5, ISPARTA

) Proje Yiirbobdedsi

Adi Sayadi <Prof, De, TIMUCIN BAYEUL

Yamsma Adresi tSileyman Demirel Oniversitesi, Dig Hekimligi Fakiiliesi, A§re Dig Ve Cene Hastaltklan Cerrahisi, Isparta
TC Kimlik Numaras: : 36793605740 Tel  :246-2113251/5848

E-posta stimucinbaykuli@yaboo.com Faks :

GEM

d} Tirkiye Bilimsel v Teknolojik Arastirma Kuromu
Acatiirk Bulvar No:221 06100 Kavaklidere f ANEARA

4. PROJENIN SORES] VE-TOPLAM BOTGESI

Projenin Baglama Tarihi 0LNTZNS

Projenin Bitly Tarihi EOLOT2006

Proje Sdresi (ay) ¥

Proje Biitgesi 2000000 .TL  (Yimidekazbin TLY

Praje hitgesi, ddeme plan gergevesinde "Esaslara uygun olarak Kurum tarafindan aglarak TORITAK's bildirilen proje Gzl
besabina transfer edilir,
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5. BILGILERDE DEGISIKLIK OLMASI iLE BILDIRIMLERIN YAPILMASI

5.1. Taraflar yukanda belirtilen bilgilerde degigiklik olmas: halinde degisikligi derhal diger taraflara
bildirmeyi tanhhiit cderler. Adres bilgilerindeki degisiklikler, onbes gln icerisinde diger tarafa
bildirilmedigi takdirde, eski adrese yapilacak tebligatlar ilgili tarafa yapilmig sayilir,

§.2. Taraflarca gonderilen bildirimler, teslim alindiklan tarihten itibaren gegerli olur, Asil belgenin on giin
icerisinde difer tarafa ulasmasim safilayacak sekilde gonderilmesi kaydiyia, bildirimler faks veya
clektronik posta ile de yapilabilir,

6. TANIMLAR

6.1. Bu sbzlesmede gecen kavramlarin tammlanmasi ve yorumlanmasinda, stzlesme eki metinler ile diger
TUBITAK mevzuatinda yer alan diger tanimlar kullanilr,

6.2. Bu séizlegmede gegen;
Projenin Yiiratildigi Kurum/Kurulus (Kurum): TUBITAK tarafindan desteklenmesi kabul
cdilen proje kargih@ hesaplanma para aktarilan ve projelerin fiilen yiiriitildiiga, genel biitge
kapsamindaki idareleri ve zel biitgeli idareleri,

Projenin Yilr@itilldiigi Birim (Birim) : Projeyt yarlten, projenin stzlesme ve eklerinde ongériilen
plan, takvim ve sbzlesme ile ilgili mevzuatta belirtilen kurallara uygun olarak viiriitiilmesinden
sorumiu olan Kurum biinyesindeki birimi (Boliim, Anabilim Dali, Enstitd vb.),

Proje Yiiritiiciisii: Bu stzlesmeye taraf olan ve proje yazma, yliriitme beceri ve deneyimine sahip,
projenin bilimsel, teknik, idari, mali ve hukuki her tiirli sorumlulugunu tagiyan ve yazigmalan yapan
araghirmaciyl,

Aragtirmacy: lgili bilim ve/veya teknoloji alaninda gerekli uzmanhga sahip, projenin bilimsel ve
teknik sorumlulugunu paylagan, sonug¢ raporunda adi gececek olan proje yiiriitiiciisi digindaki
arastirmacilari,

Yardime:r Personel: Proje yiriitiiciisiniin  veya aragtrmacilarin gézetimi  altinda, projenin
yiiriitilmesinde tam veya kismi zamanl, proje siiresiyle sinirh olarak ve igvereni kurum olmak tizere
istihdam edilen, sonug raporunda adi gegmeyen uzman, teknik eleman, teknisyen, laborant, isci ve
benzeri personcli,

Bursiyer: Tatbikat amaciyla projede yer alan, Tiarkiye'de kurulu yiiksek 6Ggretim kurumlannda
lisansilstd egitimlerini yapan dgrenciler ile doktorali kisileri,

Damgman : Gerek duyulan hallerde, projenin 6zel vzmanlik gerektiren tali konulanndan birinde
bilgisinden yararlanilan aragtirmac) veya uzman,

Proje Ekibi: Proje Yuritiicisii, Aragtrmaci, Bursiver, Yardime Personel ve Damgmanlardan olugan
ckibi,

Gelisme Raporu: Proje sézlesmesinde belirtilen tarihde TUBITAK tarafindan belirlenmis olan
format ve usullere uygun olarak sunulan, bilimsel ve mali izleme amactyla kullamlan raporu,

Sonug Raporu: Proje sézlegmesinde belirtilen bitig tarihini takiben, TUBITAK tarafindan istenen
format ve usullere uygun olarak sunulan raporu,

ihale Yetkilisi: Proje yiiriitileilstin,

Harcama Yetkilisi: Proje yOritiicsiing,

Gergeklestirme Gorevlisi: Proje yuriticusi tarafindan dncelikle proje personeli arasindan, olmadig
takdirde ise, Birim veya projenin idari ve mali iglemlerini yliriiten birimin personeli arasindan
goreviendirilen kisi veya kigileri,

Muhasebe Yetkilisi: Kurumun muhasebe yetkilisini,

Ozel Hesap: Kurum tarafindan proje adina kamu bankalarindan birinde agilan banka hesabim,
Ekonomik Simflandirma Kodlan (Harcama Fasillan) : Proje éneri formunda yer alan ve

TUBITAK tarafindan kabul edilen proje biitgesinde yapilacak harcamalann nitelikleri itibariyle
analitik kodlama sistemine uygun olarak gosterildigi balimleri,
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TUBITAK Meveuat : 278 sayill Kanun ile bu Kanun uyanca TUBITAK yetkili organlarmea
usuline uygun olarak gikanlmg TUBITAK is ve islemlering diizenleyen huluki metinleri,

Esaslar: “TUBITAK Kaynaklanndan Genel Biitge Kapsamundaki Kamu [dareleri ile Ozel Bitgeli
Idarelere Proje Karahi@ Aktanlacak Tutarlann Harcanmag: ve TUBITAK Tarafindan Yiirimlen Dig
Diestekli Projelerin Harcamalanmin Gergeklestirilmesine [liskin Esas ve Usuller™ ve “High Destek
Program Esaslan™ m,

Fikri Urilin: Burada savilanlarls smerl olmamak izere; projenin yiiritlilmesi esnasmda veya
sonucunda ortaya gikan; patent, faydal model, endiistriyel tasanm, entegre devre topografvast, yeni
bitki ve hayvan tirleri ve bunlarm wslah yintemleri, bilgisayar programlan ve bunlarin kayoak kodlan
ile fikri mdlkivet haklassnan konosien olusturabilecek nitelikteki her el fikei yaratin,

Fikri Hak Sahipleri : Fikri Haklar Esaslan uyannca hak sahibi olarak kabul cdilen proje ekibini,

Fikri Haklar Esaslar:: Bu stizlegmenin konwsunu tegkil eden projelere sénelikFike Haklarn iliskin,
TURBITAK Mevzuatinda ver alan Esaslar™
ifade eder.

7. PROJENIN KAPSAMI, SURESI VE BUTCE DEGISIKLIKLER]

I5 bu sdzlegmesinin eki niteliginde olan ve TUBITAK tarafindan kabul edilen éneri formunda yer alan
harcamalarin gergeklestirilmesi esastr. Ancak proje izleme sirecinde, asafidaki hususlar cerpevesinde,
projenin kapsam, sitre ve bislgesinde degisiklikler olabilir.

7.1, TUBITAK trafindan verilmesi Gngérillen destek mikiari TUBITAK 2 tahsis edilen billee ve nakil
imkanlan dahilinde gecerli olup, meydana gelebilecek degigikliklerde bu sbzlesmenin 11 nei maddesi
uygulamr.

7.2, Projenin yOritdlmesi swasmda proje konusu, amaen veya yinlemi ile ilgili yeni duram veya
gerekliliklerin saptanmas: halinde, proje yoritlcnsintn bu hususlara iliskin gerekgeli degisiklik talebi
TUBITAK tarafindan karara baglamr. Bu durumun gerektirdiii ek denck vefveya ek sorenin verilmesi,
proje yiritiiclisinin belgeleri ve perekgeleri igeren taleplerinin TURITAK tarafindan kabul edilmesi
halinde mimkindiic. Verilecek ek stre ile birlikte toplam proje siiresi en fazla bir yil olabilir. Ek Gdensk
ise sadece, proje biligesinde yer alip kur arts nedenivle alinmas mimkin olamayvan makine-teghizai
igin. proje yiriticlisinin gerekeeli bagverusy, ilgili Grup Yiritme Komitesi Sekreterlifinin olumlu
gariish ile Bagkanlikca karan fle verilebilie, Ancak, ek Gdenek ile birlikic toplam proje bigesi, proje
dnerisinin yapildigs wil igin Bilim Kurulu karan gerefiince bir projeve verilebilen destek st limiting
ASAMIE.

7.3, Frojelerde dngtrtilen malzeme veya hizmetin tie ve niceliginin degistirilmemesi esas olmakla
birlikte, projelerde dnglriilen malzeme veya hizmetin tlir ve nicelifiinin degistirlmesinin zorunlu olmas:
halinde, buna iliskin gerekeeli bagvury TUBITAK i onay: ile karara baglaner. Bu karar, TUBITAK
tarafimdan ilgililere bildinlic.

7.4. Projelerde tngérilen malzeme veya hizmelin tir ve niceliiinin depistivllmemesi kaydivia; Proje
bittgesinde yer alan ckonomik simflandirma kodlarinda Gngdriillen 6dene@in vetersiz kalmas dururmunda:
ckonomik siniflandirmann ikinci dizey toplamlarmn ayii kalmas: sartiyla, dgiincd ve dordincii diizey
ckonomik  kodlar arasindaki akiarmalar proje  yirlitiebsd tarafindan  gergeklestinili. Yaplan bu
aktarmalara ve gerekeelerine geligme raporlarmda ver verilir,

Ekonomik sunflandirmanin ikinei dizeyleri arasmda aktarma yapilmas: duromunda ckleme yapilacak
ekonomik simflandirma kodunda yer alan &denck toplammm %20°sine kadar yapilacak aktarma proje
vilrtriichsit tarafindan yapiir. Aktarma isleminin veri tabanima iglenmesi igin TURITAK "a bilgi verilir,
Aktarma oraminm Y20y asmas durumunda, yapilan gerekgeli bayvaru TUOBITAK n onay ile karara
baglanr. Bu degisiklik TUBITAK iarafindun ilgililere bildirilir,

7.5. Proje siresi ve btpesinde yapilacak defisiklerle ilgili olarak bursda belirtiimeyen hosuslarda, isbu
sozlegmenin oki “Tikiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu Arasirma Destck Programlan
Bagkonlifi Tarafinden Yiritilen Programlara [ligkin Yinetmelik™ ve “Esaslar” qercevesinde islem yapilr,

T.6. Sozlesme 1aeaflan, projeve ek ddenck ve ck siire verilmesiyle olusan yeni durumda ishu stzlesme
hiikiimlerinin uygulanacafim kabul ederler,
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8. MAKINE VE TECHIZAT

8.1, TUBITAK kaynaklan kullamilarak proje kapsammnda making ve techizatin satin alnmass by makine
we teghizatin Birim ayniyatinda kayith bulunmamas) veva Birim aynivatnda meveut olmakla Birikte bo
proje kapsaminda kullamlamamas illesi dofraltusunda gergeklestinlir.

8.2, Satin alinan mal ve hizmete iliskin olarak diizenlenen fatura ve benzeri belgeler,proje numaras:
belirtiterek, ilgili Kurum ading ditzenlenir. Sz konusu makine ve teghizatin Tasimr Mal Yénetmeliginde
“dayamkh tagierlar™ olarak tammlanan malzeme olmast halinde, Kurumun ilgili meveuat hikiimberi
gergevesinds muayene ve kabulll yapilarak Kurum aynivating kaydedilir.

8.3, Proje izleme sirccinde, TUBITAK stz konusu icphizann, diger aragirmalarda farkh kigilere
kullandinlmasin talep etmek yetkisine sahiptic. Bu yetki projenin yiritilmesini ctkilemeyecek sekilde
kullanilir ve proje yilritiieisi ile projenin yiiriitildogh Korum, TUBITAK 'm talebi dogrultusunda islem
yaprmayl kabul eder.

8. KURUM ve SORUMLULUKLARI

0.0, Kurum, “Esaslor™da kendisine verilen gbrev gergevesinde projenin; etkin, sbelesmeye uygun
yiirlititmesinden ve TUBITAK a gerekli bilgi akasimn saflanmasindan; giderlerin kanitlayic belgelere
dayamlarak dofm sekilde muhasehelestirilmesi, evraklann denetime sunulmak izere saklmmas ve
raporlanmasiedan soremludur. Aynica, i bu stzlesmenin eki olan “Proje Oneri Formu™nda ver alan
“Kabul ve Taahhint Beyanlan (Kurum/Kuruluglar)™ kesminda yer alan hususlan kabul ve taahhilt cder

0.1 Proje personelinin igvereni Kurumdur. Kuram, 4857 sayil Kanun ve bagh mevzuab ile getirilmis
ylikiimliil fiklere uygun harebet etmekien ve her tirli tedbin almaktan sorumiudue,

9.3. Kurum, tilm proje personelinin gahisma takviminde belifenmis olan zamamm projeye ayirabilmesini
saglamakia yiikiimlidiir.

%.4. Kurum, proje ve projenin fiktilanyla ilgili olarak basma vapilan agiklama ve kamuoyuna yénelik
duyurularda  TUBITAK'™n destefini belivtimek zorundadir.  Yapilacak higkir yavin, is ve iglemde
TUBITAK logosu kullamlamaz. TUBITAK adna hareket edildigi izlenimini yaratacak hal ve hareketlerde
bulunulamaz.

10, PROJE YORDTUCUS) VE SORUMLULUKLART

10.1. Proje yiiriitieisi;
a) Projenin bu stzlegme ve eklerinde yer alan hususlara wygun olarak yimitilmesi, gelistirilmesi ve
sonuglandiilmasim saglayacaktic, Aynea bu sbeleymenin cki olan “Proje Oneri Formu"nda yer alan
“Kabul ve Taahhiit Beyanlar (Froje Ekibi)” kismunda ver alan hususlan kabul ve taahhit eder,

b} Bu sbzlegme cki proje dnerisinde, Sngérilen zaman ile katkiyr projeve verecektic. Tim proje
personelinin puhyma takviminde belirlenmis olan zamam projeye aywrmesim saglayacak ve
katkilarin takip edecektir,

¢} Projede is saihi ve govenliginin saglanmas igin ilgili meveuatta belivlenmis her ticli tedbiri almak
v ahamasin saglamaktan Kurumla birlikte sorumludur,

d) Proje we projenin gikiilanyla ilgili olarak basma yapilan apiklama ve kamuoyuna yinelik
duyurulurda TUBITAK'm destefini belirtmek zerundadir. Yapilacak hichir yayin, i ve islemde
T'&BTT&K logosu kullamlamaz. TUBITAK adina hareket edildipi izlenimini yaratacak hal ve
harcketierde bulunamaz, Proje Yiriticlist, Proje personelinin de bu hilkme uymm  hareket
etmesinden sorumludur,

el Projeyle ilgili olarak elde edilecek bilgilerin gizlilifinin saglanmasini ve konmmasim saglayacaktr,
Proje personelinin gizliligi ihlal eden il ve davramslanmdan sorumludur,

f) Projenin, bilimsel, teknik, idari, hukuki ve mali bakimlardan, bu sitzlesme ve TUBITAK mevzuatina
uygun bir gekilde voriuilmesi ve bu iglemler sirasmdaki her tirli kusur ve thmalden sorumludur,

g} Insan {insana ait bivolojik meteryal ve veriler dohil) ve hayvanlarin deneysel ya da diger bilimsel
amaglarla kullaniimasinda, ulusal ve vluslararas etik ilkelerine wyulmas: agisindan sorumluedur,

T} Proje kapsamimdaks faalivetleri Tirkiye'de yiridrlitkte olan mevzunta uygun bir sekilde yiritmek, bu
qergeveds flgili mevaual kapsaminda gereken izinlen almak, bildirimler yapmak ve elde edilecek
wverileri iletilmesi gereken kamu kumm ve kuruluglarma iletmekle yiikimidir,

Sayfa &7

126



10.2. Proje émerisinde yer alan arastrmact ve damgmanlarda degisiklik vapilmas, proje wiiriticiistinin
gerekeeli Gnerisi ve T‘SHITAK i onayi ile mimkindir. Ancak, son pelisme rapors verildikien sonm
aragtirmacilarda hakly bir neden olmaksizim degigiklik yapilamaz, Projede glirev vapan yardime personel
degisikliklerinin TUBITAK a gelisme raporlan ile bildirilmesi veterlidic.

103. Proje yiritiedsi proje ile ilgili olorak TUBITAK a verdigi tim belgelerde gerpege uygun bilg
verccegind kabul ve taahhiit eder.

10.4. Proje Yorimictsit proje fle ilgili olarak, TOBITAK 0 verilen tiim raposlarin (Gelisme ve Soiug
raporlan  dahil) igerifinin dofru oldufunw, raporlann igerifinden dolayt TOBITAK m sorumiu
iutulamayafiim kabul ve taahhiit eder.

11. MUCBIR SEBEPLER

11.1. Dofal afetler, kanuni grev, genel salgin hastalik, kismi veyn genel seferberlik ilam ile TUBITAK
tarafindan taahhiidiin yerine getirilmesine engel oldugu kabul edilen benzeri zomnlu haller mibchir sebep
elarak kabul edilebilir, Proje yiritGedstnin kosumandan ileri gelmemis olmakla birlikle, projenin
devamina cngel nitclikte bir michir sebep meydany geldig ve taraflann bu duremo oradan kaldirmaya
giiciinin yetmedifi durumlarda, proje yiirkiiclsi vefveya Kurumun sz konusu durumun oraya Rl
tarili izleyen yirm (20} gim |l,',=m|:|= TUBITAK' a, durumu belgeleri ve gerekpeleriyle bildirmesi fizerine
TUBITAK tarafindan dusum degerlendirilerek michir sebebin kabultne va da reddine karar verilir.

11.2. Miichir sebebin TOBITAK tarafindan kabulli durerunda proje, sebep ortadan kalkana kadar
durduralur, Muochi sebep ortadan kalkinca TURITAK torafindan projenin devamuna karar verilir ve
projenin durduruldugu sire proje sbresine ilave edilir, Michir sebep projenin sonuglanmasing engel
niftelikie i¢ bu durumda proje viirielilkten kaldmlar,

11.3. Bu sézlesmenin 7.1 inci maddesinde belintilen haller miichir sebep olup; TOBITAK i, sizlesmenin
ifasima iligkin elarak bu sGzlesmede yer alan yiikiimlliklering proje yilrGuictsinin ve Kunmun kusur
elmaksizin dngdrilen sireler iginde yerine getirememesi ve bu durumun sireklilik arz edeceginin
TUBITAK tarafindan anlagilmas lizerine bu stzlesme hitkitmlerine gire ishem yambr,

11. GELISME RAFORU VE PROJENIN iZLENMES]

12.1. Geligme Raporu, proje viirifiiclsd tarafindan bu sizlesmenin 4. maddesinde belirtilen tarihie,
TUBITAK tarafindan hazelanmes olan format ve usullere uygun olarak génderilic. Gelisme Raporunun
siizleymede  belittilen  tarihte  gdnderilmemesi, TUBITAK iarafindan kabul edilen bir gerekge
bildirilmemesi halinde ve uyan yazisina ragmen gelisme raporunun gonderilmedigi hallerde, projenin
iptaline iliskin hitkiimier uygulanir,

12.2. TUBITAK gerekli gordigi hallerds projenin gelisimini bilimsel, teknik, idari ve mali agilardan
izlemck ve denetlemek izere yerinde inceleme vapabilecegi gibi proje izleyicisi de ghreviendirehilir.
Ayrica, proje ekibimi bilgi vermek {izere davet edebilir.

13, FIKRI ve SINAI MULKIYET HAKLARI

13.1. Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kuromu tarafindan desteklenen projelerin yiiritilmest
eamisinda veya sonucunda ortaya gikan fike dirfinler imerindeki haklar, konuyu dizenleyen “Fikr Haklar
Esaslan ile belirlenir,

13.2. Haklann Proje Ekibine ait oldufunun ilgili csaslar wyannca ditzenlenmesi halinde, Proje
Yorithcnsi, yukanda belintilen dizenleme uyarnca fikn dinlinler dzerinde hak sahibi olacak kisilerin,
fikri millkiyer haklan Gzerinde TUBITAK wn talebi Gzerine TUBITAK lehine licretsiz, geri alinamaz
(gayrikabili ricu), inhisari olmayan ve fikei moOlkiver hakkimm bahgenigi tim haklan }.npsn:,-an bir lisans
hakkitn vermesini ve tescil gartt bulunan hallende ilgili sicilde bu lisans hakkimin fescilini salamakla
yiikiinl i,

13.3. Projenin sonucunda 5/12/1%51 tarihli ve 5846 sayih Fikir ve Sanat Eserleri Kanunu kapsammeda bir
eserin ortaya ¢ikmas durumunda ise hak sahiplifi bu Kanuna gbre diizenlenir. Ancak proje viirittcisi,
fikri hak sahiplerinin TUBITAK'a, 3846 sayili Kanunda dirzenlenen biitin mali hakian {isleme, podialtma,
temsil, basim. yayim. dagiim) kapsayan basit ruhsal vermesini ve yayimlanmak iere kabul edilen
makaleler, sunulon teblifler, basilan kitaplar, elekironik yvavinlar vb, tirindeki her wirld eserin bir
dmeginin ilgili Greba gonderilmesini saglamakla vikiimitdir, Bilgisayar programlar ve bunlann kavnak
kodlan bakymmdan ise 13.1. ve 13.2. maddede diwenlenen hikimler uygulamr.

13.4. Givenlik ve ticari pikar gibi gizlilik gerektiren durumiarda, gizlilik gereklerine uyulisasi, vayin
yapanlarm veya bu sonuglan uygulamaya akiaranlanm sorumbulugundadir,
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13.5. “Fikni Haklar Esaslan™ bu sizlesmenin ayrilmaz pargasi olup proje vilrGiciisi bu sbelesmeyi
imzalamakla esaslarda yer alan dilzenlemelere uygun davranacagum kabul ve difier fikri hak sahiplerinin
de bu Esazlara uygun davranmasin saglayacagom taahhiit eder. Lisans ve Ruhsat saflamaya iliskin olarak
tanhiitleri igeren bu sizlesmeye ekli tashhistler jse 13,1, madde uyannca hak sahibi olabilecek kigiler
tarafindan imzalanir,

14, PROJE YOROTOCDSUNDN KURUM DEGISTIRMES]

14,1, Proje yirtitiiclsinin kurum degistirmesi halinde; proje yiiritiicist, kurum defiigikliging, projenin
yeni Kurumda  yiritilebilecefine dair yeni Kurum  yetkilisinden  aldis  “projenin kurumunda
vilrlitiilmesine izin verdigine, Kurum sifab ile projeye gerekli destedl verecegine; proje sielesmesi hitkoim
vie sartlanm bildigine ve bu hilkiim ve sartlara nymay kabul ve tashhit ettigine” dair yaziy) TOBITAK a
iletir. Bu husystaki talep, TOBITAK rafindan karara baglanr,

14.2. Talebin uygun bulunmas: halinde, proje kapsaminda daha Snce alinan teghizat ve nitelifine bagl
olarak kalan sarf malzemeleri, proje sonuglandifinds iade edilmek tizere, projenin viiritilecedi kuruma
proje yiriticlsi tarafindan zimmetlh olarak gitinilebilin, Be husustaki talep, proje viirilieistnin
gerekpeli bagvurusu dzerine TUBITAK tarafindan karara baglanir,

15, DURDURMA, YURURLUKTEN KALDIRMA VE iPTAL

15.1. Sbzlesmede belinilen tarihlerde, kabul edilebilic mazeret bildirmeksizin gelisme raporlan
ginderilmeyen projeler, inceleme sonucunda Gngirilen amag ve galigma programina wygun bigimde
yirittimedigi anlagilan projeler, milehir sebeplerle yirftilmeler gegici olarak olanaksiz hale gelen
projeler, kurumun velveya proje yiiritieisinin bagvurusu Gzerine veya ilgili grubun gerek gdrmesi
halinde, grup karan ile gegici olarak durdurulabilir.

15.2. Proje ylritcisiniin bagvurusu velveya grup facafindan yapilan inceleme sonuey, durducma
gerekgelerinin oradan kalkmas) halinde ilgili grubun karan ile proje yeniden baglatihr ve durdurma stivesi
praoje stresine ilave edilir.

153. Durdurma sonrasinda, proje viirliiclisiinin bagvurisu veiveya grop tarafindan yapilan inceleme
sonucu milchir sebepletle yiritilmeler olanaksiz hale gelen projeler, grubun dnerisi ve Bagkanbgm
karar ile viriiclikten kaldirilie,

154, Durdurma sonrasitda proje ylinitledstnin kusur veya ihmali sonucunda  yiirdnilemeyecef
anlagilan projeler grubun dnerisi ve Bilim Kurulunun karan ile iptal edilir,

15,5, TUBITAK Arastirma ve Yaymn Etigi Kurulu Calisma Esaslarinda yer alan hiktimler dogrultusunda
elige aykin davrandiklan tespit edilen ve TUBITAK destekli projelerde pirevi olan yoritiei velveya
araghirmacilann degigtirilmesi sonueunda projenin yiiritilip yirttilemeyvecegi ve etik ihlalin proje
Dzerindeki etkisi hususlan ilgili grup tarafindan degerlendirili. Bu yolla wiiritilmeleri mimkin
girilmeyen projelerin durumlan proje ckibine uygulanacak yaplmmn mahiyetine ve eiik ihlalin
nitelifine bagh olarak grobun Gnerisi izetine Bilim Kurulu tarafindan karara baglamr.

15.6. ilgili grubun gerek gormesi halinde, proje durdurulmadan da viirirlikten kaldirma weya iptal siireci
baslaulabilir.

15.7. Projenin yiirtrlikten kaldmlmas: veya iptal edilmesi durumunda; “Tirkive Bilimsel ve Teknolojix
Aragtrma Kurumu Aragtirma Destek Programlan Bagkanhign Tarafindan Yirkilen Programlara iliskin
Yinetmelik”, “Esaslar” ve ighu stzlesmenin ilgili maddelerine uygun iglem yapihr

16. SONUC RAPORU
16.1. Projenin bitis tarihini izleyen en gok iki ay iginde, projenin bilimse] ve teknik tim geligimleri ile
sonuglani kapsayan sonug rapory, proje yiritdcisines, TUBITAK wrafindan hazidanmis format ve
usullere wygun olarak teslim edilir. TUBITAK gerekli gordigii takdirde, raporun revize edilmesin isteme
hakkina sahaptir,
16.2. Rapor TUBITAK tarafindan kabul edildigi takdirde proje basaryla somuglanmis sayilarak

sielegmenin 17 nei maddesi; raporun reddi halinde ise proje ipal edilerek stzlesmenin 15 inci maddesi
hitkimi uygalamr.
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PROJE NOv: 2145658

17 - SOZLESMENIN SONA ERMES]

[sha sizlegmenin 14, maddesinde dizenlenen hikimler sakh kalmak kaydiyia, bu sézlesme, projenin ekie yer alan praje
dnerisine uygun tamamlanarak, sonug raporunon TOBITAK wrafindan kabuli ile sonn erer. Proje Gzel hesabimda kalan
bakiyenin iades: hakkinda "Esaslar™ ve "Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Aragtirma Kurumu Arastirma Destek Programlar
Bagkanligi Tarafindan Yaritilen Programlarn [ligkin Yanctmelik" hilkiimler) dogrulisanda iglem yaphr,

18 - SOZLESMEDEN SONRA YORURLOGE GIRECEK HOKIOMLERIN BAGLAYICILIG!
18.1. Ighu stizlegmenin imzs tarikinden sonra gerek TOBITAK mevzushinds gerekse difier mevauatta yapilacak degisiklikler

vedveyn getirilecek yeni dizenkemelesde projenin uygulamasma, degerlendinilmesine ve sonuglandinlmasing yirelik olarak
farkl hikiimlesin ihdas edilmesi halinde, sonradan yiirarlige girecek bu hilkGmier toraflar yindnden baflayec: olacskis.

1B.2. Bu defigiklikier, sizleymenin uypolanmasima esas olmak Gzere, uygun vasatalasla (web sayfas vh) taraflara bildirilir.

18-

20 -

HOKOM BULUNMAYAN HALLER

ighu sizlegmede hiikim olmayan hallerde, séelesmenin eki “Esaslar fle "Tiirkive Bilimsel v Teknolajik Aragrma Kunims

Arxglirma Destek Programlan Bagkanh Tarfindan Yiritdlen Programiara iligkin Yanetmelik® hilkiimleri uygulasns.
Antlan

EKLER

1. Praje Oneri Farmi,

I, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Araghrma Kuruma Aragirma Destek Programlan Bagkanhfa
Tarafindan Y isiitilen Programiam igkin Yanemelik,

3. Hizh Destek Program Esaslan,

4. TUBITAK Baynaklarmdan Genel Bitee Kapsamindaki Kamu [darcler fle Osel Bareeli
Idarclere Proje Kargalige Aktarilarak Tulzrlanm Harcanmas: ve TUBITAK Tarafindan ¥ iriglen
[hs Destekli Projelerin Harcamalanmn Gergeklestiniimesine fliskin Esas ve Usuller,

5. Araghrma Projelerinde Uygulanacak Idari ve Mali Esaslar,

6. Gelisme we Sonug Raporo Format,

7. Desteklenen Projeberde Uygulanacak Fike Haklara [ligkin Esaslar,

8. Taahhiit Sozlesmesi,

9. Bozlesme imza ve beyan taahhitnamesi

21 - IHTILAFLAR

Sdzlegmenin yorum ve icrasindan dofscak anlagmazliklar karplikh mikzakercler ile halledilmeye galigilacak, bu suretis
giderilemeyen biitin uyasmazliklarn hallinde i T.C. Ankara Mahkemeleri ve for Daireleri yetkili olacakisr.

Ishu sozlesme, (21) madde ve (7) syfadan ibaret olup, agnfdaki imza sahiplorinees tam olarak akunop anlasbdiktan sonm (1)
asil niksha olarak imzalanarak TURITAK 2 kalacakbr. Aslma uyguningn TUOBITAK tarafindan onsylanmas sureti ise Proje
Yiimitiiciisiane verilecektir.

fmza Imza

Froje Yiiriitiedsi Projenin Yiritilecefl Birim Ydneticisi (*)

Ads Soyad: Pﬂn}ﬂn_ﬂ e e i]::.._;i.lg_.i

Prot. D TIMUGIN BAVKUL Girevi Depany, Angsihom Dile Bl | B oylesn

Projenin Yiritilecegi Kuromun

st Diizey Yin %,—-——-—?
frmza Bagkan a,
" Praf. Dr. Erol ARCAKLIOGLU
Ad Soyad DL Jl.ﬁ TUBITAK Bagkan Yardimeis: V.
Glrevi Alektdr a. W26 2015
Rektér Yardmeis
(*)c Bilim Bagkam, Anabilim Dals Bagkas {Tip Fokicler! weya Saghik Bilimler igin), Enstitisi Mibdir vb.

(**}: Oniversite RektdodRekedr Yandimessi, Genel Miidir vb,

Hat:

U} Yukanda belirilbes birislerin balunmadif hallerde, gerekli 2lan hir st yeeticis torafindan inszalanacakne,

2) Proje yiritdeSl0g0 vefveys hirim yoneticilikberindn ayns kig larafmdan yistilmesi halinde, séz konuss alaslar
avm kigt tarafindan imzalanacaktr.

"\r:a.-
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PROJE {
ONERISINDE
TUBITAK ADINA 'HAK SAHIPLERI FIKRIHAKKT |
Ads Soyadi: Prof. Dr. Erol ARCAKLIOGLU | Ady Soyudi : Prof. Dr. TIMUCIN BAYKUL |
TUBITAK Bagkan Yardimesss V. | TC Kimlik No - 36793605740 VAR %
/'7
imza - % Imza: |
|
x e
Ad: Soyad: :  Doktora Ofrencisi BURAK ONER .
TC Kimlik No : 29926285216 YOK !
imza: |
= = -
Tarih :
Sayfa 4/4
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TUBITAK
. PROJE DESTEKLEME SOZLESMESINI KARSI TARAFIN
IMZALANMASINA ILISKIN KABUL ve BEYAN TAAHHUTNAMESI

Isbu taahhiitnamede gegen “Stzlesme”, 2145658 nolu projenin “Proje Destekleme Sdzlesmesi™ni
ifade eder,

isbu taahhiitname ile;

a) Stzlegmenin, 6098 sayil Tirk Borglar Kanunu™nun 20 ila 25 inci maddeleri gergevesinde genel
iglem kosullar icerdigini,

b) Sdzlesme ckindeki meveut mevzuatin sbzlegmenin ayrilmaz pargasi oldugu, shzlesmenin
uygulammasmin 58z kenusw mevzuat kapsaminda gergeklestirilecegi ve bahsi gegen mevzuata
“htipeffwww tubitak, gov trftokurumsalhakkimizda/icerik-mevzoat™  web  adresinden  erisim
saflanabileceging,

c) 58z konusu sézlegmenin imzalanmasimdan dnee, anlasilmayan ve tereddiit duyulan sozlesme ve atf
yapilan mevzuat hiikiimlerinin igerigi hakkinda, tarafimiza bildirilen irtibat noktasi ile baglantiya
gecilerek bilgi edinilmesinin miimkiin oldugunu,

d} Bu sartlarda stzlesmenin uygun  bulunmamas: durumunda  sdzlesmenin  imzalanmamas:,
imzalanmama halinde herhangi bir yiikimliligin dogmavacagim ve herhangi bir yapurimia
kargilasmayacagimizi,

ve siizlesme ile ekli mevazuatin igeriBini okuyarak anladi@imiz, kabul ettifimizi taahhiit ederiz.

.

= e

‘Pf“n'—-.ﬂ'f‘Tl ﬂuun:“ ﬂ‘l-‘:,' I‘ﬁd'

Proje Yiiriiticiisi Projenin Yiiriitilecegi
Prof. Dr. Timugin BAYKUL Birim Yineticisinin (*)
Adr Soyad -
ProfDr, Murat Ali DULUPCD
ektdy @

Projenin Yiiriitiillecefi Kurumun
Ust Diizey Yidneticisinin (**)
Adi Sovadi

(%) = Billitme Boghawn, Armabilim Dalr Bagkomr (Tip Fakilielers viver Sk Biffuleri icim), Ensiitisi Mifdiri vh,
{**) : Umiversite RektdridRekedr Yardmmerse, Genel Miidiie v,
Mot
I Yukarda Belivtifen bivimferin bulvnmadife fallerde, gerekli alan bic st Bivie yineticisi tarafindan
imzalanacakiiv,
2) Proje yilrisicalilda vetveva birim yémnerleiilklerinin e kigl tarafindon viivitilnesi halinde, sz oy
afarfar e kigi favafindan imzalamacakin.
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