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1. GIRIS

Bifosfonatlar malignitelere bagli kemik metastazlarinin Onlenmesi ve
metabolik kemik hastaliklarinin tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilan ilaglardir
(Tanvetyanon and Stiff 2006). Nitrojen igeren bifosfonatlar, maligniteye bagh
hiperkalsemi, multipl myelomda goriilen osteolitik lezyonlar, gogiis ve prostat
kanserinde goriilen solid tiimorlerin kemik metastazlari gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Fleisch 1998, Marx et al., 2005, Reid et al., 2007, Scoletta et al.,
2010). Kanitlanmis tedavi etkilerinin yaninda bifosfonatlar, bifosfonatla iliskili ¢ene
osteonekrozu (BICO) olarak bilinen bir komplikasyona neden olmaktadir (Ruggiero
and Drew 2007). Klinik olarak BICO’nun en Kkarakteristik 6zelligi, bifosfonat
kullanan hastalarda bas-boyun bdolgesine radyoterapi uygulanmamis hastalarda
mukoza ile ortiili olmayan ve 8 haftadir iyilesmeyen nekrotik kemik varligidir
(Ruggiero and Mehrotra, 2009; Ruggiero et al., 2009; Fedele et al., 2010, Ruggiero
2011). Bifosfonat kullamminin yayginlasmasi nedeniyle BICO, onkologlar, dis
hekimleri, ¢ene cerrahlar tarafindan ilgi odagi haline gelmistir. Dis c¢ekimi,
bifosfonatla ilgili BICO olusmasinda en 6nemli etken olmakla beraber (Kyrgidis et
al., 2008), hareketli protez kullanimi, periodontal enfeksiyon ve dental travmalarin
da BICO riskini arttirdig1 belirtilmistir (Marx et al., 2005). Bununla birlikte herhangi
bir dental hikaye olmaksizin da meydana gelen BICO vakalarina rastlanabilmektedir
(Woo et al., 2006).

BICO™Mun etyopatolojisi heniiz tam olarak agiklia kavusturulamamistir.
BICO’nun, bifosfonatlarin anti-anjiogenezis etkisine bagl olarak sert ve yumusak
dokularda beslenme ve iyilesme bozukluklari meydana gelmesi nedeniyle olustugu
diisiiniilmektedir (Marx et al., 2005, Reid et al., 2007). Giiniimiizde BICO’nun
kemikten mi yoksa yumusak dokudan mi koken aldigi bilinmemektedir.
Bifosfonatlarin oral mukoza benzeri diger epitelyal hiicrelerdeki etkisi
arastirilmamigtir (Landesberg et al., 2008). Yayinlanan bir vaka raporunda
alendronat tabletlerini protez altinda tutan hastalarda palatal mukozada
bifosfonatlarin toksik etkisine bagli gastrointestinal caligmalarda goriilene benzer
palatal iilserasyon goriildiigii kaydedilmistir (De Groen 1996, Landesberg et al.,

2008). Biiytime faktdrleri ve sitokinlerin yara iyilesmesi ve anjiogenezis lizerine



diizenleyici etkileri bulunmaktadir (Sabolinski et al., 1996). Biiylime faktorleri ve
sitokinlerin salinimina ait degisiklikler, bifosfonatlar tarafindan baskilanmis kemigin
tistindeki yumusak doku iyilesmesini etkileyebilir(Sabolinski et al., 1996).
Angiogenin, vaskuler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), asidik fibroblast biiyiime
faktorii (aFGF), transforme edici biiylime faktorii alfa (TGF-Alfa), platelet kaynakl
endotelyal hiicre biiylime faktorii (PD- ECGF), platelet kaynakli biiyiime faktorii
(PDGF), graniilosit koloni uyarict faktér (GCSF) gibi biiyiime faktorlerinin ve
interlokin-8 (IL-8), interlokin-3 (IL-3) sitokinlerinin anjiogenezis ve yara iyilesmesi
tizerinde 6nemli rolleri bulunmaktadir (Wang et al., 1996, Bochsler and Slauson
2002, Li et al., 2003, Zhang et al., 2004, Takagi et al., 2005, Gao and Xu 2008, Pabst
et al., 2011, Dominijanni et al., 2012). Nitrojen igeren ve en potent bifosfonat olan
Zoledronik asit (ZA)'in belirtilen biiyiime faktorleri ve sitokinler icerisinde sadece
VEGTF iizerindeki etkilerini arastiran ¢calisma mevcuttur (Mozzati et al., 2013).

Bazik fibroblast biiylime faktorii (bFGF)’niin fonksiyonlari, endotel hiicre
cogalmasi, hiicre gocii ve yeni kan damar1 olusumunun uyarilmasidir (Bikfalvi et al.,
1997, Claus et al., 2004). Miller et al. (2000) ve Okada- Ban et al. (2000), bFGF'nin
yara iyilesmesinde dnemli gorevleri oldugunu belirtmistir. Bifosfonatlarin bFGF'nin
diizenledigi anjiogenezis iizerinde olumsuz etkilerinin oldugu yapilan sinirli sayidaki
calismalarda belirtilmistir (Wood et al., 2002, Ribatti et al, 2008). bFGF'nin
angiogenin, VEGF, IL-8, aFGF ile sinerjik iliskide oldugu yapilan g¢aligmalarda
vurgulanmistir (Pepper et al., 1992, Wang et al., 1996, Kishimoto et al., 2005,
Kilicke et al., 2007). bFGF'nin IL-3, TGF-Alfa, PD-ECGF, PDGF, GCSF iliskisini
konu alan ¢alismaya rastlanmamastir.

Ilerleyen zamanda yapilacak c¢alismalara temel olusturacak bu ¢alismanin
amaclarindan biri ZA'min dis ¢ekimi sonrasi sekonder iyilesen yumusak dokuda
anjiogenezis, yara iyilesmesi, biiyiime faktorleri ve sitokinler tizerindeki etkilerini
arastirmaktir. Calismanin diger bir amaci yumusak doku iyilesmesi iizerinde olumlu
etkileri oldugu bilinen bFGF’nin, ZA'nin anjiogenezis, yara iyilesmesi, biiyiime
faktorleri ve sitokinler iizerindeki olumsuz etkilerini tedavi etme konusundaki
etkinligini degerlendirmektir. Bu tezin en dnemli amaci BICO’ya sebep oldugu

diisiiniilen ZA’nin bu etkisini nasil gergeklestirdigini aragtirmaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Bisfosfonatlar

Bifosfonatlarin ilk sentezi 1865 yilinda Almanya’da gerceklestirilmistir
(Fleisch 1998). Tekstilde ve endiistri alaninda anti-koroziv ajan olarak kullanilan
bifosfonatlar (Rodan and Fleisch 1996), ayrica su yumusaticisi olarak yag
endiistrisinde ve endiistrinin birgok alaninda sik¢a kullanilmaktadir (Russell et al.,
2007).

Bifosfonatlar, kemik rezorbsiyon inhibitorleri olarak  kullanilmaya
baslanmadan once, ilk olarak kalsifikasyon inhibitorleri olarak kesfedilmistir. Bu
konuda yapilan ilk c¢aligmalar bifosfonatlarin, pirofosfatlar gibi hidroksi apatit
kristallerine baglandigin1 ve kristal gelisimini inhibe ettigini gdstermistir (Russell et
al., 2007).

Bifosfonatlar, eski adiyla difosfonatlar, dis macunlar1 i¢indeki anti-tartar
ajanlarda kullanilmaktadir. Bifosfonatlarin tipta ilk kullanim alani da tani amagh
kemik goriintiileme sistemleri olmustur. Sintigrafik tetkiklerde radyoaktif madde
olan teknesyum 99m metilen difosfatin (Tc99m MDP) kemige tasinmasinda bu
molekiilden yararlanilmaktadir. Bu bilesikler, aktif yapim-yikimin (turnover) artmis
oldugu tiimor bolgelerinde, gelisim plaklarinda ve kemik greftlerinde yogun olarak
tutulur. Ayrica Tc99m MDP ile yapilan kemik taramalarinda da yapim ve yikim
olaylarinin fazla oldugu mandibula ve maksillada yogun infiltrasyon gosterdikleri
bilinmektedir (Marx 2007).

Bu bilesiklerin tipta yaygin kullanimi ise ancak 1960°l1 yillarda baglamistir
(Russell 20006).

Bifosfonatlar, giiniimiiz tibbinda osteoporozun, Paget hastaliginin, maligniteye
bagl hiperkalseminin, solid tiimoérlerin osteolitik kemik metastazlariin ve multipl
miyelomanin osteolitik lezyonlarinin tedavisi amaciyla kullanilan yeni sinif
ajanlardir. Bu bilesikler, kemik mineralizasyonunun fizyolojik bir inhibitorii olan

pirofosfatlarin stabil karbon anologlaridir (Marx 2007).



Bifosfonatlar, 1990’11 yillarin basinda yapilan siniflamaya gore baslica 3 gruba
ayrilmaktadir. Birinci kusagi, alkil tiirevleri olan etidronatin temsil ettigi grup, ikinci
kusagi ise alendronat, ibandronat ve pamidronat gibi terminal gruba sahip
aminobifosfonatlarin temsil ettigi grup olusturur. Uciincii kusag: ise, ZA, risedronat,

gibi nitrojen igerikli bifosfonatlardan olusmaktadir (Tablo 1, Perez- Lopez 2004).

Tablo 1: R2 zincir yapisindaki farkliliga gore bifosfonatlarin siniflandirilmasi.

1. Kusak 2. Kusak 3. Kusak

Bifosfonatlar Bifosfonatlar Bifosfonatlar
Etidronat Pamidronat Zoledronat
Klodronat Alendronat Risedronat
Tiludronat Ibandronat

2.1.1. Bifosfonatlarin Kimyasal Yapisi

Bifosfonatlar, kemik mineralizasyonunun endojen diizenleyicileri olan
inorganik pirofosfatlar ile benzer kimyasal yapida olan bilesiklerdir. Fosfoanhidrid
baglar ile bagh iki fosfat grubundan olusan pirofosfatlardan (P-O-P) farkli olarak
bifosfonatlarda bulunan iki fosfat grubu, oksijen atomu yerine karbon atomuna,
fosfo-eter baglar1 ile baglanmistir (P-C-P). Bu yapi, bifosfonatlarin hidrolize karsi
direngli olmasini, boylelikle klinik kullanima da uygunlugunu saglamistir (Cheng et
al., 2005). Ayrica bifosfonatlar molekiil yapilarinda pirofosfatlarda bulunmayan R1
ve R2 gruplarini icermektedir. Bu iki grup, molekiiliin merkezindeki karbon atomuna
baglanmistir. R1 ile birlikte bulunan fosfonat gruplarin, bifosfonatlarin kemige
tutunmalarindan sorumlu oldugu, biyoaktif R2 yapinin ise bifosfonatlarin kemik
rezorpsiyonu lizerindeki etkisinden sorumlu oldugu bildirilmistir (Papapoulos 2006,

Sekil 1).



Sekil 1: Bifosfonatlarin kimyasal formiilii.

http://content.answers.com/main/content/wp/en/d/d2/Bisphosphonate basic structur

c.png

Bifosfonatlarin biyolojik ve klinik etkileri, yapilarindaki varyasyonlara bagl
olarak degismektedir. Ozellikle R2 yan zincirindeki nitrojen atomu varligi énemlidir;
en etkili bifosfonatlar, nitrojen igerikli olanlardir (Dimitrakopoulos et al., 2006).
Nitrojen igerikli bifosfonatlar, hidrolize karsi oldukg¢a direnglidir ve yarilanma
Omiirleri uzundur. Kemik rezorpsiyonunda siklikla kullanilan nitrojen igerikli
bifosfonatlar alendronat, risedronat, pamidronat, ibandronat ve ZA, icermeyenler ise

etidronat, klodronat ve tiludronattir (Cheng et al., 2005, Tablo 2).

2.1.2. Bifosfonatlarin Etki Mekanizmasi

Bifosfonatlarin etki mekanizmas1 “osteoklastlara etki ederek kemik
rezorpsiyonunun azaltilmas1” olarak &zetlenebilir. Bifosfonatlar, fizyolojik dozlarda
verildiginde, kemige yiiksek afiniteleri nedeniyle kemik matriksine kolaylikla
baglanir (Cheng et al., 2005, Migliorati et al., 2005). Osteoklastik aktivitenin
potansiyel inhibitorleridir (Migliorati et al., 2005). Kemik metabolizmasina,

osteoklastlarin hem aktivitesini hem de sayisini azaltarak etki etmektedir (Migliorati



et al., 2005). Bifosfonatlarin kemikteki etkileri doku, hiicresel ve molekiiler
diizeylerde incelenebilir (Rodan and Fleisch 1996).

Molekiiler diizeyde, alkil zincirlerindeki nitrojen atomu, osteoklastlar iizerinde
toksik etki yaratir veya osteoklastlardaki spesifik hiicre i¢ci mekanizmalara zarar verir
(Van Beek et al., 2002). Klodronat ve etidronat gibi nitrojen igcermeyen bifosfonatlar,
osteoklastlar tarafindan metabolize edilerek nonhidrolize adenozin trifosfat (ATP)
analoglarina doniisiir. Sitotoksik olan bu metabolitlerin hiicre iginde birikimi
sonucunda osteoklast fonksiyonu inhibe edilir ve osteoklast apoptozisi gergeklesir
(Van Beek et al., 1999).

Pamidronat, alendronat ve risedronat gibi nitrojen iceren bifosfonatlar ise,
nitrojen igermeyen bifosfonatlarin aksine metabolize edilemez. Nitrojen igeren
bifosfonatlar, kolesterol ve izopentenildifosfat, farnesildifosfat (FPP), ve
geranilgeranildifosfat (GGPP) gibi izoprenoid lipidlerin sentezinden sorumlu olan,
dolayistyla osteoklast fonksiyonunda dnemli olan mevalonat mekanizmasini inhibe
ederek etki gosterirler (Fisher et al., 1999, Russell and Rogers 1999). Osteoklastlar,
ara lriinlerden farnesil pirofosfat (FPP) ve bundan olusan geranilgeranil
pirofosfatlar1 (geranil PP), ana intraseliiler proteinlerden glutamiltranspeptidazlari
(GTPaz) modifiye ve aktive etmek icin kullanirlar. Bu olay prenilasyon olarak
adlandirilir. FPP ve GGPP, osteoklast fonksiyonundaki diizenleyici proteinler olan
Ras, Rho ve Rac gibi proteinlerin (guanosin trifosfat-baglayici proteinler)
prenilasyonu i¢in gerekmektedir. Nitrojen igeren bifosfonatlarin mevalonat
mekanizmasindaki inhibisyonu sonucu hiicre proliferasyonu, hayatta kalma siiresi ve
iskeletsel organizasyondan sorumlu olan bu sinyal molekiillerin prenilasyonu
gergceklesemediginden osteoklast fonksiyonu engellenmekte ve osteoklastlarin
apoptozu (hiicre 6liimii) meydana gelmektedir (Fisher et al., 1999, Green 2004).

Doku diizeyinde, tiim aktif bifosfonatlarin, kemik yapim-yikimininda azalmaya
yol actig1 goézlenmistir. Hiicresel diizeyde de, bifosfonatlarin hedef hiicresinin
osteoklast oldugu bilinmektedir. Bifosfonatlar, osteoklastik kemik rezorpsiyonunu;

e Osteoklastlarin kemik yiizeyinde toplanmasini engelleyerek,
e Kemik ylizeyinde osteoklast aktivitesini inhibe ederek,

e Osteoklastlarin olgunlagsmasini baskilayarak, yasam siirelerini kisaltarak,



e Osteoklastlarin farklilastigi kok hiicrelerin dagilim ve osteoklast gelisimi
yoniinde farklilagmalarini baskilayarak,

e Kemik mineralinin ¢oziinim hizin1 azaltarak engeller, kemikte kalsiyum-
fosfor kristallerine baglanir ve minerallerin fazla ¢éziinmesini engelleyerek
kemik rezorpsiyonunu inhibe eder. (Rodan and Fleisch 1996, Meunier et al.,
1999, Brown et al., 2002).

Bisfosfonatlar, kemik dokusunda hidroksiapatite etkin bir sekilde baglanir ve
osteoklastlarin bisfosfonat igeren hidroksiapatit kristallerini fagosite etmesi ile olgun
osteoklastlar {izerinde metabolik zarara neden olur. S6z konusu etkiler, bisfosfonat
kapli kemik partikiillerinde de goézlenen dejeneratif morfolojiyle de uyumludur
(Sahni et al., 1993). Bisfosfonatlar, osteoklastlarin sadece etkinliklerinde degil,
sayilarinda da azalmaya neden olur. Osteoblastlar osteoklastlar1 rezorpsiyon alanina
ceken ve osteoklastlarin Omriinii uzatan faktorler salgilarlar. Bifosfonatlar bu
faktorlerin salinimini inhibe etmektedir (Kayaalp 2000).

Bifosfonatlarin, anti-anjiogenik ve anti-neoplastik etkileri ile timor
hiicrelerinin apoptozisine neden oldugu, 6zellikle pamidronat ve ZA gibi nitrojen
icerikli bifosfonatlarin ise, tiimor hiicrelerinin kemik matriksine adhezyonunu
engelledigi in vitro calismalarda gosterilmistir (Merigo et al., 2005, Ruggiero et al.,
2006a).

2.1.3. Farmakodinamik Ozellikleri

Bifosfonatlar hem oral hem de intravendz (IV) olarak alinabilir. Emilimleri
ince bagirsaktan olur. Oral yolla alindiklarinda ¢ok az1 emilebilen bifosfonat
dozunun sadece %1°1 bile etkindir. Bu yiizden yemeklerden 2 saat dnce alinmalari
daha uygundur (Marx 2007). Vuciitta kan ile dagilir, kemiklerde depo edilir ve
bobreklerden hicbir degisime ugramadan atilirlar. Baska farmakolojik ajanlarla
etkilesimleri gdzlenmemistir. Bu bilesiklerin farmakodinamigini gastrointestinal yol,

kan, kemik ve bobrekler belirler (Bartl et al., 2006).



2.1.4. Farmakokinetik Ozellikleri

In vitro ve in vivo caligmalar, bifosfonatlarin gastrointestinal kanaldan
paraselliiler gecis ile emildigini gostermektedir (Lin 1996); ancak bu emilimin zayif
oldugu bildirilmistir (Fleisch 1998, Russell and Rogers 1999). ilacin emilimi
beslenmeyle birlikte, 6zellikle kalsiyum ve demir varliginda belirgin olarak azalir.
Plazmadaki oémrii 0,5-2 saat olan bifosfonatlar, plazmadan hizli bir sekilde geger ve
biiyiik bir kism1 kemik tarafindan depolanir. Bu durum bifosfonatlarin hidroksiapatit
kristallerine kars1 gosterdigi afinite ile agiklanabilir (Fleisch 1998). Kalan kisim ise,
bobrekler tarafindan atilir (Lin 1996). Diisiik dozlarda verildiginde osteoklastlarda
depo edilen bifosfonatlar, yiiksek dozlarda uygulandiginda ise rezorpsiyon ve
apozisyon alanlarinda depo edilir (Fleisch 1998). Kemikte depolanmis olan
bifosfonatlar rezorbsiyon asamasinda yeniden salinarak etki gosterir. Bu nedenle,
bifosfonatlarin kemikteki yarilanma omiirleri 1-10 yil arasinda olduk¢a uzundur.

Bazi bifosfonatlar hayat boyu kemikte kalabilmektedir (Lin 1996).

2.1.5. Kullanim alanlari

Bifosfonatlar baslica, kemik metastazlarinin 6nlenmesi ve tedavisinde, orta ve
siddetli malign hastaliklara bagl artmis kan kalsiyum seviyesinin diizenlenmesinde,
kemik kanserlerinde agrinin azaltilmasinda, multipl miyeloma olgularinda, Paget
hastalig1 ile osteoporoz tedavisinde kullanilmaktadir (Russell and Rogers 1999,
Sevcik et al., 2004, Cheng et al., 2005, Hino et al., 2005, Dimitrakopoulos et al.,
2006, Ruggiero et al., 2006a).

Osteoklastlarda apoptoza yol agan bifosfonatlarin tiimor hiicreleri lizerine de
direkt apoptotik etkileri bulunmaktadir. Oral klodronat, IV pamidronat ve ZA, kemik
metastazlarinda siklikla kullanilan bifosfonatlardir (Mystakidou et al., 2005).

Giinlimiizde en sik kullanilan bifosfonat ¢esitleri ve kullanim alanlar tablo 2'de

belirtilmistir.



ZA, ginimiizde bilinen en giclii bifosfonattir. Maligniteye bagl
hiperkalsemiden, solid tiimorlerin iskeletsel komplikasyonlarini 6nlemeye kadar en
genis kullanim alani bulan ve giiniimiizdeki en etkili bifosfonat olarak bildirilmistir
(Berenson and Hirschberg 2004, Amanat et al., 2007). 3-4 haftada 1 defa 15
dakikalik infiizyon seklinde 4mg/kg olarak uygulanir (Novartis 2004, tablo 2).
Yarilanma Omrii pamidronat gibi 10 yildan fazla, hatta émiir boyudur. ZA, 4mg
dozlar, etidronattan 10.000 kat daha etkili bulunmustur (Marx 2007, Tablo 2). ZA,
liclinci  kusak imidazol halka iceren bir bifosfonattir (Tablo 1). Hayvan
caligmalarinda ZA'nin pamidronattan 850 kat daha gii¢lii oldugu goriilmiistiir (Ardan
- Cordone et al., 1997). Renal tolerans ise pamidronattan {i¢ kat daha 1yidir (Ardan -
Cordone et al., 1997). ZA'da pamidronate gore daha hizl etki, kalsiyumu daha ¢abuk
normallestirme, daha uzun siireli relapssiz donem goriilmektedir (Ardan - Cordone et

al., 1997).



Tablo 2: Bifosfonatlarin kullanim alanlari, igerikleri, dozajlari, kullanim yollar1 ve FDA onaylari.

Bifosfonat Primer Endikasyon Nitrojen varhgi Uygulama Sekli Doz FDA Onay1 Potens

Tiludronat X10
Paget, Osteoporoz Yok Oral 400 mg, giinliik 1997
(Skelid®)

Pamidronat Metastatik Kemik Hastaligi, IV. Infiizyon X100
) Var 90 mg, aylik 1991
(Aredia®) Multipl Myelom (En az 2 saat)

ibandronat Osteoporoz, Metastatik Kemik v Oral veya IV. Infiizyon Oral:150 mg, Aylik, 2005. 2006 X5000
ar 5
(Bonviva®) Hastalig1,Multipl Myelom (15-60 dk.) IV.: 3mg, 3 aylik

Zoledronik Asit Metastatik Kemik Hastaligi, IV. Infiizyon X10000
) Var 4 mg, aylik 2001
(Zomebon®) Multipl Myelom (En az 15 dk.)

10



2.1.6. Bifosfonatlarin Yan Etkileri

Genel olarak bifosfonatlarin yan etkileri minimal olarak bilinmektedir ancak,
uzun siire IV bifosfonat kullaniminin, akut sistemik inflamatuar reaksiyonlar, okiiler
sikayetler, akut ve kronik bdbrek yetmezligi, nefrotik sendrom, elektrolit
dengesizlikler, maksilla ve mandibulada osteonekroz gibi komplikasyonlara yol
acabildigi bilinmektedir (Resiml, Tanvetyanon and Stiff 2006). Ozellikle BiCO,
giiniimiizde giderek biiyliyen ve dis hekimlerinin sik¢a karsilasmaya bagladiklari

major sorunlardan biridir (Marx 2007).

Resim 1: Bifosfonatla iliskili cene osteonekrozu (Yrd. Dog. Dr. Giilperi Koger).

Etidronat, tiludronat, risedronat, klodronat ve alendronat gibi oral
bifosfonatlarin iist gastrointestinal problemlere yol a¢tigi bildirilmistir (Cryer and

Bauer 2002). Gastrointestinal yan etkilerden korunmak i¢in, ilacin bol su ile alinmasi
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ve ilk 6giinler sonrasinda da en az 30 dakika oturur pozisyonda durulmasi gerektigi

oOnerilmektedir.

2.1.6.1. Bifosfonatlarin Anti-anjiogenezis Yan EtKisi

Anjiogenezis veya olgunlasmamis kapiller olusumunun, yara iyilesmesi ve
kanser hiicrelerinin normal dokulara invazyonu agisindan 6énemli bir agsama oldugu
bilinmektedir (Liekens et al., 2001). Ayrica normal vaskiilarizasyon, doku
metabolizma dengesi, bolgesel immiinizasyon, yeterli rejerenerasyon, viicudun biitiin
canli hiicrelerinin tamiri agisindan énemli bir gereksinimdir. Wehrhan et al. (2011Db),
mukoperiostal doku Orneklerinde vaskiilarizasyonu degerlendirmek amaciyla,
mikrodamarlar1 igeren vaskiilarizasyonun bir belirteci olarak kabul edilen CD31'i ve
timor veya yara iyilesmesi kaynakli yeni kapiller olusumu sirasinda salgilanan
CD105’1 analiz etmislerdir. Biitiin gruplar arasinda vaskiilarizasyon agisindan bir
fark bulunamamasina ragmen bifosfonatin CD105 pozitif damarlarda 6nemli oranda
diisiise neden oldugu rapor edilmistir. Bu degerler, BICO vakalarinda anjiogenezisin
baskilandigin1 gostermistir.

Bifosfonatlarin, VEGF, bFGF ve Interlokin -17 gibi anjiogenezis iizerinde
etkin ajanlarin salimiminda o6nemli diisiislere neden oldugu c¢esitli calismalarda
belirtilmistir (Ribatti et al., 2008, Oteri et al., 2008, Di Salvatore et al., 2011).
Bifosfonatlar, uygulamadan sonraki 24 saatte VEGF’nin etkili bir diisiisiine sebep
oldugu oOnemle vurgulanmasi gereken bir noktadir. VEGF diisiisii, pamidronat
uygulanmasindan sonraki 7. giline kadar; ZA uygulanmasindan sonraki 21. giine
kadar devam ettigi belirtilmektedir (Ferretti et al., 2005, Oteri et al., 2008). In vitro
ve in vivo ¢alismalarda klodronatin etkili bir anti-anjiogenezis ajani oldugu ve bu
etkisini endotelyal hiicre ¢ogalma aktivitesini direk baskilayarak gerceklestirdigi
rapor edilmistir. Ayrica bu etkisini bFGF vasitasiyla gerceklestirdigi de belirtilmistir
(Ribatti et al., 2008).
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2.2. Bifosfonatla iliskili Cene Osteonekrozu (BiCO)

Bisfosfonatla iliskili cene kemigi osteonekrozunu ilk tanimlayan 2003 yilinda
Robert E. Marx oldu. Marx (2003), c¢esitli endikasyonlarla ZA kullanan 36 hastada
goriilen ¢cene kemigi osteonekrozunu yayinladi.

BICO’nun en karakteristik 6zelligi mukoza ile 6rtiilii olmayan nekrotik kemik
varligidir. Oral lezyonlar bisfosfonat tedavisinden sonra 4 ay gibi bir siirede
gelisebilmektedir. (Marx et al., 2005, Bamias et al., 2005, Melo et al.,2005).
Osteonekroz tablosunun neden ¢enelerde goriildiigli sorusuna heniiz net bir bilimsel
cevap verilememektedir. Ancak bir kag¢ olast neden iizerinde durulmaktadir. Kemik
dokusunun bifosfonati tutmasi, kemik dongiisiiniin lokal hiziyla dogru orantilidir ve
yiiksek dongii kapasitesine sahip olan alveol kemikleri, diger iskeletsel alanlara gore
cok daha fazla bifosfonat depolayabilir (Capsoni et al., 2006). Reid et al. (2007),
osteonekrozda primer olarak kemigin etkilendigini ve bifosfonatin oral epitele toksik
etki olusturarak yumusak doku kaybina neden oldugu fikrini ortaya atmistir. Bu
paradoks hakkinda olas1 bir agiklama, “bifosfonat biriken kemigin oral epitel {izerine
toksik etki gostermesi ile birlikte invaziv dental islemler ya da protez vurugu gibi
travmaya bagl olarak gelisen yumusak doku lezyonlarinin iyilesememesi” seklinde
yapilabilir (Balos 2007, Reid et al., 2007, Sarasquete et al., 2008). Dis ¢cekimi ya da
diger dental travmalar sonrasi1 kemik yapim-yikim dongiisiiniin hizlanmasi
bifosfonatin lokal olarak salinimina neden olmakta ve komsu epitel hiicrelerinin
proliferasyonunu engelleyerek, mukoza iyilesmesini yavaglatmaktadir. Buna ilacin
kanlanmay1 azaltic1 etkisi de eklendiginde kemikteki mikro hasarlar onarilamaz ve
nekroz tablosu geligir. Tiim iskelet sisteminden farkli olarak ¢ene kemikleri disler
aracilig ile siirekli dis cevreyle iliskidedir (Lehrer et al., 2009). Agiz mikro
florasiin zenginligi, periodontal cepler, periapikal enfeksiyonlar ve en onemlisi dis
cekimleri nekrotik kemigin kolaylikla enfekte olmasina zemin hazirlamaktadir

(Capsoni et al., 2006).
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2.2.1. BiCO Klinigi ve Derecelendirilmesi

Olgularla ilgili tipik semptomlar agri, yumusak dokuda 6dem, enfeksiyon,
dislerde hareketlilik, halitozis, piiriilan akinti, sinilis perforasyonu ve agiz ortamina
acik olan nekrotik kemik varligidir. Semptomlar spontan olarak gelisebildigi gibi
siklikla bir dental travma sonrasi goriiliir. Bazen semptomlar dental veya periodontal
hastaligt da taklit edebilmektedir (American Dental Association Council on
Scientific Affairs, 2006).

BiCO’nun tanis1 igin en giincel kriterler,

a. Giincel bifosfonat kullanima,

b. 8 haftadan fazladir var olan mukoza ile ortiilii olmayan kemik varligi,

c. Bag boyun bolgesinden radyoterapi almamis olmaktir (Ruggiero and
Mehrotra 2009, Fedele et al., 2010, Ruggiero 2011).

BICO lezyonlar1 4 asamada derecelendirilir,

a. Evre 0, nekrotik kemigin klinik bulgusu yoktur ancak belirsiz ve
tanimlanamayan klinik bulgular ve semptomlar olabilir.

b. Evre 1°de, mukoza ile Ortiilii olmayan kemik mevcut olmakla birlikte
yumusak doku enfeksiyonu bulunmamaktadir.

c. Evre 2’de, mukoza ile ortiilii olmayan kemige enfeksiyon bulgulari eslik
eder.

d. Evre 3’te ise alveoler kemik sinirina (siniis, inferior border, ramus, zigoma)
kadar uzanmis nekrotik alan, patolojik kirik, ekstraoral fistiil (resim 3), oral-antral,
oral-nazal iliski ve ciddi enfeksiyon tablosu s6z konusudur (Khan et al., 2008,
Ruggiero and Mehrotra 2009, Ruggiero et al., 2009, Yoneda et al., 2010, Ruggiero
2011, Tablo 5)
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Resim 2: BICO vakasinda ekstraoral fistiil (Yrd. Dog. Dr. Giilperi Koger)

Resim 3: BICO vakasinda gériilen patolojik kirik.

(http://www.ajnr.org/content/28/6/1139/F9.1arge.jpg)
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2.2.2. BICO Risk Faktorleri

2.2.2.1. ilaca Bagh Risk Faktorleri

2.2.2.1.1 Bifosfonatin Tipi ve Potensi

En potent bifosfonat ZA'dir, pamidronat ve oral bifosfonatlar onu takip eder.
IV uygulama, oral kullanima gdre; nitrojen iceren bifosfonatlar icermeyenlere gore
daha fazla kemik nekrozuna neden olur (Durie et al., 2005, Bamias et al., 2005,
Ruggiero et al., 2006b, Badros et al., 2006).

Osteonekroz insidansi, ZA ile tedavide ilk 1 yilda % 3, 3. yi1lda % 10 olarak
pamidronatla tedavide ise 1. yilda % 1, 3. yilda % 4 olarak rapor edilmistir (Durie et
al., 2005).

2.2.2.1.2 Tedavi Siiresi

Tedavi siiresinin uzun olmast BICO riskini arttirir. Bu konuda yapilan
calismalarda 4—12 ay siireyle IV bifosfonat kullanan hasta grubunda BICO olusma
insidans1 %1,5 iken 3748 ay kullanan grupta bu oranin %7,7’ye yiikseldigi rapor
edilmistir (Bamias et al.,2005, Ruggiero et al., 2006D).

2.2.2.2. Lokal Risk Faktorleri

Dental komorbiteler tiim vakalarin yaklasik % 30’unda goriilmektedir ve
korunma i¢in 6nemli hedeflerdir. Marx et al. (2005), BICO vakalarinda periodontitis
(%84), ciiriik (% 29), dental apse (% 13), dnceden yapilmis kanal tedavisi (% 11)

veya mandibular torus gibi anatomik varyasyonlar rapor etmistir.
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2.2.2.2.1 Dentoalveolar Cerrahi

e Dis ¢ekimi

e Dental implant uygulamasi

e Periapikal cerrahi

e Periodontal cerrahi (Durie et al., 2005, Ruggiero et al., 2006b, Badros et al.,
20006).

Intravenéz  bifosfonat  kullanan  hastalarda,  dentoalveolar  cerrahi
uygulananlar,uygulanmayanlara gore 7 kat daha fazla risk altindadirlar (Badros et al.,

2006).

2.2.2.2.2 Lokal Anatomi

e Mandibula
0 Lingual torus
0 Milohyoid sirt
e Maksilla

o0 Palatal torus

Mandibulada BICO gériilme sikligi maksillaya gére iki kat fazladir. Ince
mukozayla ortiilii alanlarda osteonekroza daha sik rastlanir (Ruggiero et al., 2004,
Marx et al., 2005).

Olgularin yaklasik %65’inde lezyonlarin sadece mandibulada (siklikla
mandibula korpusunun lingual ylizeyinde), %26’sinda sadece maksillada ve %
9’unda her iki c¢ene kemigini de ihtiva edecek sekilde meydana geldigi

belirtilmektedir (Woo et al., 2006).
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2.2.2.2.3 Eslik Eden Oral Hastahklar

Periodontal veya dental apse varliginda osteonekroz riski 7 kat artar

(Ruggiero et al., 2006b).

2.2.2.3. Demografik ve Sistemik Risk Faktorleri

e Yas, beyaz irk (Badros et al. 2006), osteoporozla birlikte konulmusg

kanser tanisi, diyaliz, diisiik hemoglobin, obezite.

e Malignensi tipi ile osteonekroz olusumu arasinda anlaml bir iligki
bulunmamistir (Ruggiero et al., 2006b).

Multiple myeloma hastalar1 protrombotik hastalardir ve bifosfonat tedavisinin
yaninda glukokortikoidler, talidomid gibi diger anti-anjiyojenik ajanlarla ve
bortezomib gibi yeni proteazom inhibitdrleriyle tedavi gérmektedirler (Drexler et al.
2000, Rajkumar et al., 2002). Bu ajanlarin osteonekroz gelisimi bakimindan risk
faktorii olusturup olusturmadigiyla ilgili ¢eliskiler vardir. Kortikosteroid ve
talidomidin osteonekroz i¢in risk faktorii olusturmadigini savunan makaleler
mevcutken (Bamias at al., 2005, Durie et al., 2005); multiple myeloma hastalarinda
kullanilan dekzametazonun osteonekroza sebep oldugunu ve anjiyogenezis inhibitorii
olan talidomidin osteonekroz agisindan potansiyel bir risk faktorii olusturdugunu
bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (Zervas et al. 2006, Mehrotra and Ruggiero
2006).

2.2.2.4. Genetik faktorler

[lag metabolize eden enzimde tek niikleotid polimorfizmi osteonekroz riskini

arttirir (Sarasquete et al., 2008).
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2.2.2.5. Koruyucu Faktorler

Hastalar bifosfonat kullanmaya baglamadan o©nce dental muayeneden
geemelidir ve gerekli tedaviler yapilmalidir.
Bunlarin yaninda kortikosteroid kullanimi, diyabet, sigara, alkol, kot agiz

hijyeni, kemoterapi de olasi risk faktorleri arasindadir.

2.2.3. BiCO'nun Radyolojik Olarak Degerlendirilmesi

Konvansiyonel dental radyografiler osteosklerotik, osteolitik, reaktif periostlu
miks lezyonlarin, patolojik fraktiirlerin saptanmasinda yardimci olur. Kemik
sintigrafileri ve manyetik rezonans goriintiilleme ydntemleri BICO i¢in en iyi tarama
yontemleridir. Radyo niikleotid kemik taramalari kemikteki vaskiilarizasyon
degisikliklerini en iyi goriintiileyen tekniklerdir (O'Ryan et al., 2009). BICO’nun
radyografik erken tanisinda coklu detektorlii bilgisayarli tomografi kullanimi
miimkiindiir. Bu taramalar osteonekrozun erken tanisinda yardimei olabilir (Ruggiero
and Drew, 2007). Bunun yam sira Tc-99 ile yapilan kemik sintigrafisinin
mandibuladaki nekrotik lezyonlarin goriintiilenmesinde etkili bir ara¢ oldugu
belirtilmektedir (Abu-Id et al., 2008). Sonu¢ olarak, tetkiklerin iyi irdelenmesi
gerekmektedir. Bu tiir goriintiileme yontemlerinin sonuglart nekrotik kemigin rezeke
edilecegi olgularda sinirlarin belirlenmesi agisindan da dnemlidir (O'Ryan et al.,

2009).
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Resim 4: Panaromik radyografide yaygin sklerozis ve kortikomediiller farklilagsmanin
kaybr ile birlikte kortikal kalinlagma (oklarla isaretli) goriilmektedir (Morag et al.,
2009).

Radyografik degerlendirmede erken donemde bir degisiklik goriilmeyebilir,
fakat baz1 arastirmacilar periodontal ligamanlarin genislemesi gibi kronik periodontal
enfeksiyondan ayirt edilemeyen, ilk bakista goriilmesi zor olan degisiklikler rapor
etmislerdir (Marx et al., 2005, Woo et al., 2006). Radyografik goriiniimii vakadan
vakaya degiskenlik gostermekle birlikte radyoliisent ya da radyoopak sklerotik kemik
goriiniimiinde olabilmektedir. Baz1 vakalarda ¢ekim soketinin iyilesmedigi goriiliir
(Groetz and Al-Nawas 2006, Abu-Id et al., 2008). Daha ileri vakalarda giive yenigi
goriintiisii radyoopak sekestr igeren veya igermeyen kotii sinirli radyoliisensiler
goriilebilir. Lezyon ilerledik¢e genis radyoliisent alanlar goriiliir ve bazen cene
kemigi fraktiirleri ile sonuglanabilir (Resim 3). Yapilan calismalarda Trabekiiler
yapinin genislik, mineral densitesi, lakiinleri, trabekiil formasyonunda degisiklikler
meydana geldigi goriilmiistiir (Ruggiero et al. 2004, Morag et al., 2009). Kortikal
kemikte erozyon olusur (Resim 4). Ayni anda periosteal yeni kemik olusumu ve

sekestr olusumu gozlenir.
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2.2.4. BICO ve Serum Belirtecleri

Amerika Cene Cerrahlar1 Birligi (AAOMS) tarafindan belirlenen kemik
metabolizmasi ile iliskili serum belirtecleri kalsitonin, tiroid uyarict hormon, T3, T4,
N-Telopeptid (NTx), C-Telopeptid (CTx), Hidroksi vitamin-D, kemige 6zgii alkalen
fosfotaz, osteokalsin, paratiroid hormondur. Bifosfonat kullanan hastalarda kemikte
remodelasyon ve rezorptif aktiviteyle ilgili bu belirteglerin 6nemli Sl¢iide azaldigi
rapor edilmistir (Lehrer et al., 2009).

Marx et al. (2007), BICO riskinin kemik dongiisii belirtecleri kullanilarak
tahmin edilmesine yonelik yaptigi calismada oral bifosfonat kullanan ve BICO
gelisen 30 hastay1 degerlendirmistir. Caligmada hastalarin serum CTx (Tip I kollagen
C-terminal Telopeptid) seviyeleri takibe alinmis ve BICO semptomlar: ve hikayesi
ile iligkisi incelenmistir. Yazar ¢calismanin sonucu olarak CTx seviyesinin 100 pg/ml.
altina diistiiglinde yiiksek risk, 100—150 pg/ml seviyesinin orta derecede risk ve 150
pg/ml. iizerinde diisiik BICO riskine sahip oldugunu belirtmistir (Marx et al., 2007,
Tablo 3).

Tablo 3: CTx Serum seviyelerine gore BICO riski

Serum seviyesi BiCO Riski
<100 pg / ml Yiiksek

100-150 pg / ml Orta
>150 pg /ml Diisiik

2.2.5. Ayirict Tam

BICO™Mmun ayiric1 tanisinda periodontal hastaliklar, gingivitis, mukozitis,
enfeksiydz osteomyelit, temporomandibular eklem hastaliklari, ciirtiklerin
olusturdugu periapikal patoloji, osteoradyonekroz, nevralji ile goriilen kavitasyonel
osteonekroz ve kemik tiimorleri veya metastazlar géz ontinde bulundurulmalidir

(Khosla et al.,2007).
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Cene kemigi metastazlarinda klinik tablo bifosfonata bagli olusan
osteonekrozla karisabilir. Bifosfonata bagli osteonekroz oldugu diisiiniilen klinik
tablo kemikteki metastazi gizleyebilir ya da hem osteonekroz hem metastaz bir arada
goriilebilir (Bedogni et al., 2007).

BICO vakalarinda iyonize radyasyon tedavisi sonrasi  goriilen
osteoradyonekroza benzer tablolar goriilebilir ve osteoradyonekroz da siklikla dis
¢ekimi sonrasi goriiliir. Osteoradyonekrozun maksillada goriilme siklig1 ¢ok azdir ve

erkekler kadinlara gore daha fazla etkilenir (Marx 1983, Reuther et al., 2003).

2.2.6. BICO'da Tedavi Secenekleri

Bifosfonat kullanimina bagli olarak gelisen osteonekrozun tedavisi ile ilgili net
bir goriis mevcut degildir. AAOMS, bu konuyla ilgili temel tedavi prensiplerini
ortaya koyan bir tedavi siniflandirmasi belirlemistir (Ruggiero et al., 2009). Giincel
tedavi yontemleri BICO’nun hangi evresi olduguna baghdir ve konservatif tedaviden
(anti-mikrobiyal yikama ve antibiyotik), radikal cerrahiye kadar ¢esitlilik gosterir.
AAOMS, evre 0’1 sadece takip ve semptomatik tedavi gerektirdigini belirtmistir.
Evrel’de anti-bakteriyel gargara kullanimi, 3 aylik periyotlarda klinik takip, hasta
egitimi ve bifosfonat tedavisi endikasyonunun yeniden degerlendirilmesi Onerilir.
Evre 2'de oral veya IV antibiyotik kullanimi, yiizeyel debridman ve anti-mikrobiyal
gargara Onerilir. Oral veya IV antibiyotikler ve gargalar ile desteklenen debridman ve
cerrahi rezeksiyon iglemleri evre 3'te de fayda saglamaktadir (Ruggiero et al., 2009).
Biitiin vakalarda eger hareketli nekroz kemik mevcutsa, kemik mutlaka
cikartilmalidir (Mehrotra and Ruggiero 2006, Ruggiero and Mehrotra 2009,
Ruggiero 2011, Tablo 4).
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Tablo 4: AAOMS’un 2009°da 6nerdigi evreleme ve tedavi protokolii (Khosla et al,

2007, Ruggiero et al, 2009, Allam et al., 2011)

Risk kategorisi

Tedavi

Oral veya IV bifosfonat kullanan hastalar.

Evre 0
Klinik olarak nekrotik kemik gozlenmez,
Ancak non-spesifik semptomlar veya kliniksel veya
radyografik bulgular vardir.
Bu semptomlar;
e Disten kaynaklanmayan dis agrilari,
e Kiint ve agir kemik agrisi,
e Siniis agrisi,
e Sinirsel alginin hassaslagmasi.
Klinik bulgular;
e Periodontal kaynakli olmayan dis kayiplari,
e Nekrotik pulpa olmaksizin olusan periodontal
ve/veya periapikal fistiil,
Radyografik bulgular;
e Periodontal kaynakli olmayan alveolar kemik
kayb1/rezorpsiyonu,
e (ekim soketinde silinmeyen lamina dura,
e Kalilagmis periodontal ligament,

e Daralmis mandibular kanal.

Evre 1
Asemptomatik ,
Enfeksiyon bulgular1 olmayan agikta ve nekrotik

kemik vardir.

= Tedaviye gerek yoktur.

Oral hijyen egitimi verilir

* Antibiyotik ve
analjeziklerle sistemik

ilag kullanimi1

= Anti-bakteriyel gargara
Klinik takip ~ Hasta
egitimi ve bifosfonat
tedavisi
» Endikasyonunun yeniden

degerlendirilmesi
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Tablo 5: AAOMS’un 2009°da 6nerdigi evreleme ve tedavi protokolii (Khosla et al,
2007, Ruggiero et al, 2009, Allam et al., 2011) (Devami)

= Anti-bakteriyel gargara

Evre 2 = Agn Kkesiciler ile
Enfeksiyon bulgular1 ve agriyla birlikte mukoza ile semptomatik tedavi;
orttilii olmayan nekrotik kemik vardir. *  Yumusak doku
Pii drenaji eslik edebilir. irritasyonunu

engellemek i¢in

yiizeyden debridman

Evre3
Agr1, enfeksiyon ve asagidakilerin biri veya daha = Anti-biyotik tedavisi ve
fazlasiyla birlikte mukoza ile ortiilii olmayan agri kesicilerle

nekrotik kemik; semptomatik tedavi;

Alveoler kemik sinirina (siniis, inferior border, = Anti-bakteriyel gargara
ramus, zigoma) kadar uzanmis nekrotik alan, = (Cerrahi debridman/

patolojik kirik, ekstraoral fistiil, oro-antral, oro-nazal rezeksiyon
iligki

Giinlimiizde standart tedavi ve bu tedavilerin muhtemel sonuglar1 konusunda
otoriteler arasinda kesin bir goriis birligi yoktur. Bu nedenle otoriteler farkli tedavi
secenekleri onerebilmektedir. BICO tablosunun evresine gdre planlanan tedavi
sistemi, nekroz kemigin klinik belirtileri ve enfeksiyon derecesi baz alinarak
uygulanmaktadir. Baz aliman bu kriterler hastanin subjektif bulgularma gore
degerlendirildigi i¢cin hekimler tarafindan farkli tedavi kararlar1 verilebilmektedir.

AAOMS‘un 2009 yilinda belirledigi osteonekrozun evrelerine gore tedavi
protokolii tablo halinde gosterilmistir (tablo 4, Ruggiero et al., 2009) bunlara ek
olarak;

-Mobil sekestr var ise BICO evresine bakilmaksizin uzaklastiriimalidir.
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-Nekrotik kemikteki mobil dislerin ¢ekimi nekrozu arttirabileceg§i igin iyi
degerlendirilmelidir.

-llaca kisa siireli ara verilmesi fayda saglamaz. Uzun siireli molalar BICO
riskini 6nlemede ve klinik durumun stabilizasyonunda yararlidir.

-Oral bifosfonatlara 6-12 ay ara verilmesi spontan sekestr atimini saglayabilir

ve cerrahi debridman tedavisine gerek duyulmayabilir (Migliorati et al., 2005).

2.2.6.1. Antibiyoterapi

Olusumunu takiben etkin bir tedavi protokolii olmayan bu vakalarda onleyici
tedaviler onem kazanir. Sistemik uzun siireli antibiyotik kullanimi, antiseptik oral
gargaralar ile semptomlar hafifletilmeye calisilir. Penisilin ilk tercih edilen
antibiyotiktir; klindamisin eikinella ve moraxella’ya karsi etkisiz, aktinomyces’lere
kars1 da zayif etikili oldugundan tercih edilmez (Marx 2007).

BICO hastalarinda uzun siireli diisiik doz (alt1 ay ve daha uzun siire) ve kisa
siireli yiiksek doz olmak tlizere iki farkli antibiyotik rejimi vardir. Penisilin,
metronidazol, spiramisin, klaritromisin, eritromisin gibi genis spektrumlu
antibiyotikler, oral, IV, intramuskiiler veya rektal yolla verilebilir. Birinci ve ikinci
evre BICO hastalarinda enfeksiyon varhiginda, ikinci ve iiciincii evre BICO
hastalarinda inat¢i osteonekrozlar varliginda uzun donem antibiyotik tedavisi

onerilmektedir (Ruggiero et al., 2009).

2.2.6.2. Cerrahi Tedavi Yaklasimlari

Invaziv cerrahi girisimler durumun daha da kétiilesmesine yol acabilir. Cerrahi
tedavinin basarili oldugunu gosteren yeterince ¢alisma yoktur, bu konuda ¢aligmalar
devam etmektedir. Tedavide asil amag, palyasyon ve sekonder infeksiyon
kontroliidiir. Antibiyotik ve gargara uygulamasiyla birlikte periyodik mindr
debridman ve yara yerinin diizenli lavaji, cerrahi tedavinin temelini olusturmaktadir

(Cheng et al., 2005).
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Osteomyelit ve patolojik kiriklara neden olan ilerlemis vakalarda uygun
antibiyotik tedavisi ile birlikte uygulanan cerrahi debridman, rezeksiyon ve
vaskularize flep ile rekonstriiksiyon gerekebilmektedir. Ancak kemik biitiiniiniin
etkilenmis olmast durumunda bu uygulamalarin basarisiz olabilecegi goz ardi

edilmemelidir (Ruggiero et al., 2009).

Resim 5: Cerrahi kemik rezeksiyonu.

A: BICO lezyonu, B: Rezeke edilen nekroze kemikler (Yrd.Dog. Dr. Giilperi
KOCER).

2.2.6.3. Diger Tedavi Yaklasimlar:

2.2.6.3.1 Bifosfonat Endikasyonunun Degerlendirilmesi ve  Bifosfonat

Tedavisine Ara Verilmesi

Bazi uzmanlar BICO teshisi konulmus vakalarda IV bisfosfonat tedavisini
durdurmay1 énermektedirler. Bisfosfonat tedavisini durdurmanin BICO'nun tedavisi
olacagim bildiren veri bulunmamaktadir. Bu durumda uygulanacak prosediirii hasta
bazinda degerlendirmek gerekir. Hastanin bisfosfonat tedavisini hangi endikasyonla
kullandig1 dikkatle incelenmelidir. Eger hasta agresif iskeletsel metastatik hastaliga

bagli olarak bisfosfonat kullaniyorsa tedaviye devam etmelidir fakat iskeletsel
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hastalik 1liml1 seyrediyorsa veya hasta bisfosfonat tedavisini metastaz gelisimini
onlemek i¢in goriiyorsa tedaviye ara verilebilir. Oral bifosfonat kullaniminin 3.
yilindan sonra BICO riskinin arttigi, 3 yilin altinda oral bifosfonat tedavisi
gorenlerde elektif oral cerrahi miidahalelerin giivenle yapilabilecegi belirtilmektedir.
Ucgiincii yildan sonra gerekli miidahaleler dncesinde oral bifosfonatin 3 ay once
kesilmesi ve postoperatif dénemde 3 ay ara verilmesinin BICO riskini azalttig
diisiiniilmektedir (Marx 2007). Oral bifosfonat tedavisi sonucu goriilen nekrotik
lezyonlarin ila¢ kullanimina ara verilmesini takiben kendiliginden iyilesebilecegi
belirtilmektedir (Woo et al., 2006, Sawatari and Marx 2007, Marx 2007). Hoff et al.
(2008), uzun siireli IV ZA kullanan hasta grubunda yaptig: arastirmada 1 hastada ZA
uygulamasina 10 ay verildikten sonra, diger bir hastada IV ZA'dan oral aledronata
gecildikten 9 ay sonra, bir hastada ise ZA dozunun 3'te 1'e diisiiriildiikten 3 ay sonra

BICO lezyonlarinin tamamen iyilestigini rapor etmistir.

2.2.6.3.2 Lazerlerle Tedavi Yaklasim

BICO tedavisinde sert ve yumusak doku lazerleri kullanilmaktadir. Lazerin
anti-bakteriyel ve biostimiilan etkisinin tedavinin basarisinda etkili oldugu farkli

caligmalarla ortaya konulmustur (Rugani et al., 2010, Kan ve ark., 2011).

2.2.6.3.3 Trombositten Zengin Plazma (TZP)

Trombositten zengin plazma (TZP) organizmanin dogal yara iyilesmesi
mekanizmasini hizlandiran ve arttiran bir yontemdir. Trombositler yara iyilesmesinin
ilk basamaginda piht1 olusumunda rol alirlar ve ardindan iyilesmeyi baslatan ve
ilerleten biiylime faktorlerini salgilarlar. TZP tekniginde preoperatif olarak hastadan
bir miktar kan alinarak, otojen trombositler konsantre edilip, olusan jel cerrahi alana
uygulanmaktadir. Bu teknikte dogal pihtiyla karsilastirildiginda yiiksek trombosit
oranina sahip pihti olusmaktadir. TZP uygulanan cerrahi alanlarda, normal cerrahi

alanlarina gore 2-3 kat daha fazla iyilesme goriiliir (Albanese et al., 2013).
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2.2.6.3.4 Paratiroid Hormon (PTH) ile Tedavi Yaklasim

BICO tedavisinde kemikteki yapim - yikim metabolizmasmi arttiran PTH
kullanilmas: tavsiye edilmektedir. Bisfosfonat terapisine ara vererek 6 ay boyunca
PTH kullanilmas1 kemikteki yapim - yikim oranini gdsteren osteokalsin degerinin %
74 artmasini saglar. PTH osteoklastik aktivitede dnemli bir degisiklik yaratmasa da
osteonekrozun iyilesmesine katki saglar (Song et al., 2008).

BICO tedavisinde denenen hiperbarik oksijen uygulamas: (Freiberger et al.,
2007), otolog platelet kaynakli biiylime faktorii ve ozon terapisi (Petrucci et al.,
2007) metotlart umut vermekle birlikte ileri klinik arastirmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Bifosfonatlarla ilgili yeni yapilan ¢aligmalarda;

e Bifosfonatlarin intraoral yumusak doku iyilesmesine etkileri,

e Alveoler kemigin kanlanmasina etkileri,

e Anjiogenik ozellikleri ve ¢gene kemiginin iyilesmesi {lizerine etkileri,

e Farmakogenetik ozellikleri,

e BICO risk degerlendirme ydntemleri ve daha pek ¢ok konu arastirilmaktadir

(Ruggiero et al., 2009).

Birgok arastirmact ve uluslararast birlikler, BICO gelismis hastalarin
tedavileri i¢in metodlar 6nerseler de BICO gériilen hastalar icin en iyi tedavi sekli
hala kesin tanimlanamamistir ve tanimlanmasi gerekmektedir. Bu tanimlamalari
dogru yapmanin en etkili yollarindan biri de diizgiin planlanmis hayvan caligmalari
yapmaktir. Bu c¢aligsmalar, bisfosfonatlarin biyoyararlanimi, biyodagiliminmi ve diger
iskeletsel bolgelere goére maksilla ve mandibula kemiklerindeki kemik
metabolizmasindaki ve yapim—yikim olaylarindaki bolgesel degisiklikleri
inceleyebilir. Mandibular ve maksiller kemigin vaskiilarizasyonundaki bolgesel
degisimler incelenebilir. Bifosfonat tedavisi sonrasi diseti-kemik etkilesimleri,
farmakokinetik ¢aligmalar yapilabilir. Degisik hayvan modellerinde farkli cerrahi
yontemler kullanarak bifosfonat tedavisi sonrasi kemik iyilesmesini degerlendirmek
ve kemik yapim—yikim olaylarin1 stimule eden ajanlarin bu duruma etkilerini

incelemek gerekmektedir.
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2.3. Dis Cekim Yarasinin iyilesmesi

Yara iyilesmesi, yasayan organizmaya ait bir ¢ok fenomenden en ilging
olanidir. Disleri ¢evreleyen mukoza c¢ok katli yassi epitelden olusur. Dis ¢ekimi
sonras1 epitelin biitiinliigii rezerv hiicrelerin ¢ogalip, kaybedilen iiyelerin yerine
gecmesiyle saglanir. Epitel hiicrelerinin kaybedildigi bir yaralanma sonucunda,
kenarlarda korunmus olan hiicrelerin ¢ogalmasiyla neredeyse miikemmel bir
rekonstriiksiyon saglanir. Eger defekt kiigiikse, epitel hiicrelerinin tamir edici
faaliyetleri oldukca hizli gergeklesir. Yaralanma, dis ¢ekiminde oldugu gibi kemik
defekti ve epitel igeriyorsa epitel rejenerasyonu ancak defekt doldurulduktan sonra
tamamlanir (Shafer 2009).

Dis ¢ekimi sonrasi birbirini takip eden inflamasyon, epitelizasyon, fibroplazi
ve remodelasyon asamalart goriiliir. Dis ¢ekim soketi sekonder iyilesir ve soketi
dolduran kemigin, soketi ¢evreleyen kemikten radyografik olarak ayirt edilmemesi
icin aylarin gegmesi gerekmektedir(Shafer 2009).

Dis ¢ekimi sonrast soket, kortikal kemik (lamina dura), yirtilmis periodontal
ligamentler ve koronal seviyede soketi ¢evreleyen oral epitelden ibarettir. Soket
pihtilagsmis kan ile dolar ve bu piht1 soketi agiz ortamindan izole eder(Shafer 2009).

Inflamasyon asamasi iyilesmenin ilk haftasinda meydana gelir. Beyaz kan
hiicreleri, soketi kontemine eden bakterileri, artik kemik parcalar1 ve yabanci cisim
gibi hertiirlii debrisi ortadan kaldirmak icin sokete gd¢ eder. Fibroplazi asamasi
immatir fibroblast ve kapiller yigilimi ile birlikte ilk haftada baglar. Epitel, soketin
icinde olusan piht1 iizerinden pihtiy1 tamamen Ortene ve epitel hiicrelerinin birbirine
kontak haline gelene kadar ilerlemeye devam eder. lyilesmenin ilk haftasinda,
osteoklastlar kret tepesi hizasinda birikirler.

Iyilesmenin ikinci haftasinda soketi dolduran pihti, fibroblast ve kapiller
yigilimi ile graniilasyon dokusuna doniisiir. Soketi cevreleyen alveolar kemik
cevresinde osteoid birikimi baglar. Osteoid birikimi iyilesmenin 2. haftasi baslar, 3.
ve 4. haftasina kadar devam eder. Bu siire¢ sonunda genellikle epitalizasyonda
tamamlanmis olur. Yeni trablikler kemik olusumu ile birlikte soketini igini
cevreleyen kortikal kemik rezorbe olmaya devam eder. Lamina duranin radyografik

olarak silinmesi i¢in 4-6 aylik bir zaman dilimine ihtiya¢ vardir(Shafer 2009).
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Yara iyilesmesi iki sekilde olur: eger yara kenarlar1 birbirine iyi adapte
olmussa veya bir dikisle yanastirllmigsa enfeksiyonda mevcut degilse yara
sikatrizasyonu ii¢, bes gilinde olur ki buna primer yara iyilesmesi denir. Eger yara
dudaklar birbirinden uzakta ise veya arada doku kaybi varsa infeksiyonda mevcutsa

tyilesme gecikir. Buna sekonder yara iyilesmesi denir.

2.3.1. Primer Iyilesme

Primer iyilesmeye en basit Ornek steril cerrahi insizyonun iyilesmesidir.
Dokular, cerrahi dikisler veya yassi seritler ile yaklastirilir ve belirgin bir bakteriyel
kontaminasyon olmadan minimum doku kaybiyla iyilesme gerceklesir. Insizyon,
sinirli sayida epitel hiicresi ile deri ekleri ve konnektif doku hiicrelerinin 6liimiine yol
acar. Insizyon araligi dar olup kisa siirede pihti ile dolar. Pihti yiizeyinin
dehidratasyonuyla kabuk olusur (Robbins 1984).

24 saat i¢inde insizyon kenarlarindaki bag dokusunda akut inflamatuar cevabin
karakteristik degisiklikleri ortaya ¢ikar. Cogunu nétrofillerin olusturdugu l6kositler
ortamda birikir (infiltrasyon). Bazal hiicrelerdeki mitotik aktiviteden dolay1 insizyon
kenarlarinda epidermis kalinlagir. 24-43 saat i¢inde her iki kenardaki epitel hiicreleri
insizyon kenarlarindan asagi dogru ve yara kabugunun altindan biiyiiyerek ortada
birlesirler. Bdylece ince bir epitel tabakasi olusur (Robbins 1984).

Uciincii giinde nétrofillerin ¢ogu ortamdan uzaklasarak yerlerini monositlere
birakirlar. Monositler, nekrotik artiklari, eritrositleri ve fibrini ortamdan
uzaklagtirirlar. Fibroblastfarin ¢ogalip, kapiller tomurcuklarin olugsmasiyla meydana
gelen fibroblastik vaskiiler doku, insizyon araligin1 doldurmaya baglar. Bu arada
epitel hiicrelerinin proliferasyonu ve diferansiyasyonu devam ederek, epidermal ortii
kalinlagir (Robbins 1984).

Besinci gilinde insizyon araligi gevsek vaskiilarize fibroblastik bag dokusu ile
doldurulmustur. Bu safhada vaskiilarizasyon en iist seviyededir. Kollagen Iifler
sayica artarak insizyon aralifinda koprii olusturmaya baglar. Bu bes giinliik siirede

epidermis  genellikle normal  kalinligina  erisir.  Yiizey  hiicrelerinin
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diferansiyasyonuyla olgun bir epidermal yap1 ve yiizey keratinizasyonu olusur
(Robbins 1984).

Ikinci haftada insizyon araligindaki bag dokusunda kollajen birikimi ve
fibroblast proliferasyonu devam eder. Lokosit infiltrasyonu, 6dem ve artmis vaskiiler
yapilar biiyiik Ol¢iide kaybolur. Ortadaki bag dokusu yeni olugsmus ince duvarl
kapiller damarlara basing yapmaya baslar. Yiizeydeki kabuk genellikle bu haftada
diiser. Bundan sonra kollagen birikiminin arttig1 ve dolayisiyla rengin soluklastigi
uzun bir asama gelir. Bu olay1 kontraksiyon ve vaskiiler yapilarin kaybolmasi izler.
Maksimum mekanik kuvvetini kazanmasi i¢in aylar, hatta bir yil gibi bir siire
gereklidir. Primer iyilesmeye cerrahi insizyon, iyi rediikte edilen kemik kiriklar1 ve
taze sinir yaralaranmalarinin yeniden olusturulan anatomik anostozmozlari 6rnek

olarak verilebilir (Robbins 1984).

2.3.2. Sekonder iyilesme

Primer iyilesmenin tersine sekonder iyilesmede epitelin insizyonu,
laserasyonu, kemik kirilmasi yada sinir kopmas1 sonrasi dokularin arasinda madde
kayb1 bulunmaktadir. Bu madde kaybi yara dudaklarinin yakinlastirilmasini
Oonlemektedir. Bu durum iyilesme boyunca genis miktarda epitel migrasyonu,
kollojen birikimi, kontraksiyon ve remodelasyona neden olmaktadir. Iyilesme,
primer iyilesmeye kiyasla daha uzun siirer ve daha fazla skar dokusu olusur.
Sekonder iyilesmeye Ornek olarak, c¢ekim soketinin iyilesmesi, iyi rediikte
edilemeyen kiriklar, derin tilserler gosterilebilir (Robbins 1984).

Hiicre ve dokularda ¢ok daha fazla kaybin oldugu enfarktiis, enflamatuar
ilserasyonlar, abse olusumu veya genis defektler yaratan yiizey yaralanmalari
oldugunda iyilesme ¢ok daha karmasiktir. Kenarlardan epitel hiicrelerinin
rejenerasyonu gerceklesebilir, ancak stromal yapinin yoklugunda orijinal yap1
olusturulamaz. Tamir islemi i¢in kenarlardan vaskiilarize bag dokusu biiylimeye
baslar. Bu tiir genis yaralarda inflamatuar cevap olduk¢a siddetlidir. Lokosit
infiltrasyonu igeren geng vaskiilarize bag dokusuna granulasyon dokusu denir. Yara

kenarlarinin iizerinden ve asagiya dogru epitelizasyon devam ederken granulasyon
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dokusu zeminden ve kenarlardan yukar1 dogru biiyiiyerek defekti doldurur (Robbins

1984).

2.4. Damar Gelisimi

Kan damarlarinin gelisiminin uyarilmast ¢esitli kimyasal, metabolik ve
mekanik faktorler araciligiyla olmaktadir. Ayrica kan akisi ve g¢evre dokularin
biiylimesindeki degisiklikler de damarlanmay1 etkilemektedir (Hacialiogullar1 2005).
Damar gelisimi iki yolla olur. Bunlar vaskiilogenezis ve anjiogenezisdir.
Vaskiilogenezis erken embriyonik donemde meydana gelirken, anjiogenezis hem
embriyoda hem de tiim yasam boyunca devam eden bir siire¢ olarak tanimlanmistir
(Ulger 1997, Drake 2003). Vaskiilogenezisde, anjioblast adi verilen endotel hiicre
onciileri damar geligimi ile iligkilidir. Anjiogenezis ise mevcut damar yatagindan
tomurcuklanma ile yeni kan damarlarinin olusmasidir. Hem anjiogenezis ve hem de

vaskiilogenezis yeniden modellenme siirecidir (Beck and D’amore 1997).

2.4.1. Vaskiilogenezis

Vaskiilogenezis, embriyoda mezoderm kaynakli anjioblastlar ile ilk kan damar
aginin olugmasidir (Patan 2004). Kan damarlarinin olusacagi bolgelerde mezengimal
hiicreler anjioblast adi verilen hiicrelere doniisiirler. Vaskiilogenezis, embriyonik
donemde gerceklesir. Son zamanlarda yapilan caligmalarda, kemik iliginden elde
edilen Oncii hiicrelerin bir araya gelerek yeni kan damar agi olusturdugu ve
vaskiilogenezisin yetigskinlerde de goriildigi tespit edilmistir (Conti 2002).
Boylelikle vaskiilogenezisin erken embriyogenezle sinirli olmadigi, saglikli ve hasta

eriskinlerde, fizyolojik ve patolojik olaylarda da roliiniin olabilecegi belirtilmistir.
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2.4.2. Anjiogenezis

Anjiogenezis iki farkli mekanizma ile gerceklesir. Bunlar, tomurcuklanma
mekanizmasi ve damar i¢i doku yapilanmasidir. Damar i¢i doku yapilanmasi, doku
kivrimlarinin damar igine invazyonu sonucu damar liimeninin boliinmesi seklinde
tanimlanir. Tomurcuklanma mekanizmasi ise endotel hiicre gog¢ii ve ¢ogalmasi ve
damar liimeni gelisimi gibi basamaklardan olusur ve mevcut biiyilkk damarlardan
tomurcuklanma seklinde kiiciik kan damarlarinin olusmasi olarak tanimlanir (Beck
and D’amore 1997, Patan 2004). Anjiogenezis viicutta fizyolojik olarak, yara
tyilesmesi, menstriial siklus ve embriyogenezis gibi durumlarda goriiliirken, patolojik
olarak ise basta tiimdrler olmak lizere romatoid artrit, retinopatiler ve psoriazis gibi
hastaliklarda da goriiliir (Rosen 2000, Wickstrom et al., 2004). Bunlardan bagka
serebrovaskiiler malformasyonlarda da anjiogenik faktorlerin anormal sekilde
tiretildigi goriilmektedir (Kili¢ ve ark., 2005).

Anjiogenezis olusurken bircok olay basamaklar seklinde birbirini izler. Ilk
Once anjiogenezise neden olan bir uyaran (hipoksi ya da iskemi) olusur. Daha sonra
bu uyarandan dolay1 anjiogenik faktorlerin salinir ve bu faktorler bazal membranin
parcalanmasina, endotel hiicrelerinin  aktivasyonuna, adezyonuna, gocline,
cogalmasina ve tiip olusumuna neden olur. Bunu takiben mevcut damar agindan yeni
kan damarlar1 olugur. Bdylece yeni olusan tiip yapida, bazal membranin olugsmasi ve
buna perisitlerin de katilmasiyla yeni bir fonksiyonel kapiller olusumu tamamlanir
(Woodhouse 1997, Uniivar 2005).

Hipoksi ve heniliz tam olarak belirlenememis bazi uyaranlar, VEGF, bFGF,
TGF-beta, PDGF gibi anjiogenik faktorlerinin salinmasina neden olurlar.
Ekstraseliiler matriks (ECM) ve matriksi c¢evreleyen hiicrelerden, endotel
hiicrelerinden, tiimor hiicrelerinden saliman bu biiyiime faktorleri, sitokinler ve
bunlarin reseptorlerinin endotel hiicrelerini uyarmalar1 sonucunda anjiogenezise
neden olan metabolik siire¢ baslar (Nordgren et al., 1999). Daha sonra bu siireg
damar endotelini doseyen kollajen, laminin gibi glikoproteinlerden ve heparin siilfat
gibi proteoglikanlardan olusan bazal membranin proteolitik yikimi ile devam eder.
Mevcut damarlar1 indiiklemek i¢in ekstraseliiler matriksin ve bazal membranin

parcalanmas1 gerekir. Bu amac i¢in endotel hiicrelerden, tiimor hiicrelerinden ve
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inflamatuar hiicrelerden serin proteaz ve metalloproteinaz (MMP) gibi proteolitik
enzimler salgilanir (Bloemendal et al., 1999, Ozgelik ve ark., 2003, Hinsbergh and
Koolwijk 2007). Biiylime faktorleri tarafindan aktive edilen bu proteolitik enzimler,
bazal membranin ve ekstraseliiller matriks bilesenlerinin yikimina neden olurlar
(Bloemendal et al., 1999, Konukoglu ve Turhan 2005). ECM’deki proteolitik yikimi
takiben endotel hiicreleri yikilan matriks icine goc etmeye baglar (Konukoglu ve
Turhan 2005). Normalde endotel hiicreleri, yayilma etkisi gostermeyen tek bir tabaka
olustururlar. Ancak anjiogenezis sirasinda ¢ogalip yayilma gosterirler. Anjiogenezis
siirecinde vaskiiler hiicrelerin yiizeyinde bulunan avbeta3 ve avbeta5 gibi adezyon
molekiilleri, uyarilmis endotel hiicreler tarafindan indiiklenir ve hiicre-ECM ve
hiicre-hiicre arasindaki etkilesimde 6nemli rol oynarlar. Cogalan endotel hiicreleri,
integrinler araciligiyla diger endotel hiicreler ile siki baglanti kurarlar ve boylece tiip
olusumunu gergeklestirirler (Pepper et al., 1997, Bloemendal et al., 1999). Daha
sonra ¢ogalma durur, hiicreler morfolojilerini degistirerek bir liimen olusturacak
sekilde birbirlerine sikica tutunur. Cogunlukla perisitlerin ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin endotele katilmasi ve yeni bazal membranin sentezlenmesi ile
anjiogenezis tamamlanir (Kili¢ ve ark., 2005). Kapiller filizlenme olustuktan sonra
yine bu filizlenmenin ucunda yeni olusmus ECM’de yikilma ortaya ¢ikar ve bu
sayede daha ileri yayilim miimkiin olur. Damar olgunlastiktan ve uygun anjiogenezis
ortaya ciktiktan sonra anjiogenik faktorlerde azalma goriiliirken, anjiogenezis
inhibitorlerinde artis gozlenir. Boylece endotel hiicreleri sessiz bir hale biiriiniir ve
damarlar kan akimini baslatmaya hazir hale gelmis olur (Konukoglu ve Turhan
2005). Angiogenezis mekanizmasini anlayabilmek i¢in bu siirecin indiikleyicilerini

(anjiogenik faktorler) ve inhibitdrlerini (anti-anjiogenik faktorler) tanimak gerekir.

2.4.2.1. Anjiogenik Faktorler

Anjiogenezisin olugsmasinda, ECM ve matriksi ¢evreleyen hiicrelerden, tiimor
hiicrelerinden, endotel hiicrelerinden ve makrofajlardan salinan pek ¢ok biiyiime
faktorii, sitokinler ve bunlarin reseptorleri temel rol oynar (Shimizu and Oku 2005).

Anjiogenik faktorlerden ilk olarak kesfedilen ve yiiksek birlesme egilimi ile heparine
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baglanan anjiogenik faktor bFGF’dir. Anjiogenezis olusumunda 6nemli rolleri olan
biiylime faktorlerinden Once fibroblast biiylime faktorii (FGF), daha sonra VEGF
1980’11 yillarda izole edilmistir (Deveci 2003). Ancak anjiogenik molekiiller i¢inde
en Onemlisi ve lizerinde en ¢ok durulan VEGF’dir (Giilli 2004). Tablo 5’de bazi

anjiogenik faktorler ve etki mekanizmalar1 verilmistir.

Tablo 6: Baz1 anjiogenik faktorler ve etki mekanizmalari

Anjiogenik Madde
Vaskiiler Endotelyal Biiylime
Faktorii(Vascular Endothelial

Growth Factor; VEGF)

Asidik Bazik Fibroblast Biiyliime
Faktorii (Acidic Basic Fibroblast
Growth Factor; aFGF / FGF-1)

Interlokin-8 (Interleukin-8; IL-8)

Angiogenin

Doniistiiriicii Bliylime Faktorii-
Alfa
(Transforming Growth Factor;
TGF-Alpha)
Trombosit Kaynakli Endotelyal
Hiicre Biiyiime Faktorii
(Platelet Derived- Epithelial Cell
Growth Factor; PD-ECGF)
Trombosit Kaynakli Biiyiime
Faktorii
(Platelet Derived Growth Factor;

Etki Mekanizmasi

Endotel hiicre ¢cogalmasi

Permeabilite indiikleyici

Endotel hiicre ¢cogalmasi

Endotel hiicre cogalmasi,
Anjiogenezisin
dayanikliligin arttirir
Endotel hiicre ¢cogalmasi
Kiigiik kas hiicresi
indiikleyici
Endotel ve epitel hiicre
cogalmasi

Anjiogenezisi indiikleyici

Endotel hiicre ¢cogalmasi

Anjiogenezisi indiikleyici

Endotel hiicre ¢cogalmasi
Endotel hiicre motilite

faktor

Kaynak
Conti 2002,
Hagedorn and
Bikfalvi 2000
Gilli 2004,
Hagedorn and
Bikfalvi 2000

Liet al., 2003,
Koch et al., 1992

Gao and Xu 2008

Talk and Harris
2000,

Bochsler and

Slauson 2002

Zhang et al., 2004,
Talk and Harris
2000

Talk and Harris
2000, Dominijanni

etal., 2012
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PDGF) Anjiogenezisi indiikleyici

Tablo 7: Bazi1 anjiogenik faktorler ve etki mekanizmalari (Devami)

Graniilosit Koloni Uyarici Faktorii Iskemik dokularda Crivellato et al.,
(Granulocyte Colony Stimulating  Anjiogenezis indiikleyici 2004,
Factor; GCSF) Hiicre 6limii azaltict Takagi et al., 2005

Immiin sistem
destekleyici :
Ulich et al., 1991,

) : . : Kok hiicre ¢gogalmasi
Interlokin-3 (Interleukin-3; IL-3) _ - Wagemaker et al.,

indiikleyici

1990
Yara iyilesmesini

destekler

2.4.2.2. Anti-Anjiogenik Faktoler

Viicutta her sistemde oldugu gibi anjiogenezisin de inhibitorleri mevcuttur.
Anjiogenezis, anjiogenik aktivatorlerin ve inhibitorlerin arasindaki dengeye baglh
olarak aktive veya inhibe olmaktadir. Anjiogenik faktorler ile anti-anjiogenik
faktorler arasindaki bu denge, tiimdr dokusu gibi hizla ¢ogalan hiicrelerin bulundugu
ortamda, hiicrelerin ¢ogalmasi ve yasam siirelerinin uzamasi i¢in temel unsur olan
anjiogenezis lehine bozulmaktadir. Bu siireci anjiogenezis aleyhine ¢evirmek ig¢in
degisik teoriler one siiriilmiistiir (Giillii 2004, Eichhorn et al., 2004). Bunlar;

* Anjiogenik faktdrlerin inhibisyonu,

* Dogal anti-anjiogenik faktdrlerin uygulanmasi (Endostatin, Anjiostatin vb.),

* Endotel hiicrelerinin inaktivasyonu,

* Yeni damarlarin hiicre dist matriks ile etkilesimini bozacak molekiiller

(matriks metalloproteinaz inhibitorleri) seklinde 6zetlenebilir.
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2.5. Fibroblast Biiyiime Faktorii

Fibroblast biiyiime faktorleri, polipeptid biliylime faktorlerinin biiyiik bir
ailesini olusturmaktadir. FGF, degisik organizmalarda (hematodlardan insanlara
kadar genis bir yelpazede) bulunmaktadir (Ornitz 2001).

FGF ailesinin, en az 9-22 tane yapisal ve biyolojik aktiviteleri agisindan
benzerlik gosteren, 17-34 kDa araliginda molekiil agirhigina sahip olan tyeleri
mevcuttur; bununla birlikte Drosophila tiirlinde FGF molekiil agirligi 84 kDa’dir
(Nimni 1997, Nugent 2000). Omurgalilarda gen yapist ve aminoasit siras1 (0zellikle
reseptore baglanma alanlar1) bakimindan FGF yiiksek oranda stabildir. FGF, cesitli
mezoderm ve noroektoderm’den tiireyen hiicreler (fibroblastlar, osteoblastlar, diiz
kas hiicreleri, endotel hiicreler, kondrositler, melanositler gibi) i¢in kuvvetli
mitojenik aktivitesi, norotropik 6zelligi ve heparin baglama o6zelligi ile karakterize
edilmistir (Vemuri et al.,1994).

Cok bilinen iki FGF izoelektrik noktalarinin (pI) farkli olmasi nedeni ile
birbirinden ayirt edilmistir. Asidik FGF (aFGF, FGF-1; 15 kDa)’nin ph'1 4.5-6, bazik
FGF (bFGF, FGF-2)’nin ise 9.6-9.8°dir. Bu iki biiyiime faktorii % 55 sira
benzerligine sahiptir (Wang et al., 1996, Nugent 2000).

Gospodarowicz et al. (1986), beyin ve hipofiz ekstrelerinin FGF igerdigini
rapor etmistir. Hipofiz mitojenik faktorlerin major sentez alanidir. bFGF ilk defa

s1gir hipofiz ve daha sonra ise sigir beyin ekstrelerinden saflagtirilmistir.

2.5.1. Biyolojik Aktiviteleri

FGF ailesi, ¢esitli mezoderm ve ndroektoderm’den tiireyen hiicreler
(fibroblastlar, osteoblastlar, diiz kas hiicreleri, endotel hiicreler, kondrositler,
melanositler gibi) i¢in kuvvetli mitojenik aktiviteleri, norotropik oOzellikleri ve
heparin baglama o6zellikleri ile karakterize edilmistir (Vemuri et al.,1994). Endotel
hiicre ¢ogalmasi, hiicre gocii ve yeni kan damari olusumunun uyarilmasi1 FGF’nin en
iyi karakterize edilen fonksiyonlaridir (Sperinde and Nugent 1998, Claus et al.,
2004). bFGF'nin anjiogenezisi uyaricit Ozelligi aFGF’ye gore daha fazladir
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(Gospodarowicz et al., 1986). Endotelyal hiicreler FGF'yi hem sentezler hem de
ona yanit verirler. bFGF, ¢ok sayida hiicre, doku ve organ sistemlerinin fonksiyon

ve gelisiminde etkili olan bir biiyiime faktoriidiir (Tablo 6, Okada-Ban et al., 2000).

Tablo 8: Farkli organ sistemleri iizerinde bFGF'nin fonksiyonlar1 (Okada-Ban et al.,
2000).

Organ Fonksiyonlari
Beyin Sinir hiicre farklilasmasi ve yasamasi
Kan Daman Anjiogenezis, diis kas hiicre cogalmasi, kan basing kontrolii
Kol ve bacaklar Kol ve bacak gelisimi
Kas Miyojenez
Kemik Kemik iyilesmesi, kikirdak dokunun olusumu
Akciger Hava yollarinin morfojenezisi, fibrozit
Ureme sistemi Spermatojenez
Graniilositlerin olusum ve gelisimi, megakaryosit olusumu ve
Hematopoez
kok hiicre yasaminin uyarilmasi
Goz Fotoreseptor yasami
Deri Doku tamiri, keratinosit morfojenezi, melanojenez

bFGF dokularin rejenerasyonunda da etkilidir (Okada-Ban et al., 2000). bFGF,
kollajen sentezini uyarir; yara kontraksiyonunu, epitelizasyonu, fibronektin ve
proteoglikan sentezini uyarir (Gospodarowicz et al., 1986).

Kobay kulagindaki yaraya topikal uygulanmasi sonrasi, bFGF'nin
epitelizasyonu hizlandirdig1 gosterilmistir. Kobaylara subkiitan enjeksiyon ile
hiicre sayis1 ve kollajen icerigi de artmistir (Okada-Ban et al., 2000). Topikal
bFGF, farelerde, enfeksiyon ve diabetin neden olabilece8i yara iyilesmesi
sorunlarina olumlu etki etmistir (Okada-Ban et al., 2000).

bFGF’nin son zamanlarda ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisi (Alzheimer,
Parkinson, beyin iskemisi v.b.) iizerine etkisi yogun bir sekilde arastirilmaktadir.
bFGF; ndronlar, hipokampus, striatum, spinal kord, serebellum ve parasempatik
gangliyonlar {izerinde tropik etkiye sahiptir. Mitoz sonrasi farklilagsmis noéronlarin

yasamini artirir (Ma et al., 2001). Noronlar1 serbest radikallere, nitrik okside,

38



hipoglisemiye, eksitatér aminoasitlere (glutamik asit) ve oksijensizlige kars1 korur
(Fisher et al.,, 1995). Serebrospinal sistem yaralanmalar1 sonrasinda sistemin
rejenerasyonunda bFGF 6nemli bir rol oynamaktadir (Bikfalvi et al., 1997). bFGF,
beyni gecici ve devamli iskemiye karsi korur. Deneysel beyin iskemisinde, Kan
beyin engeli (KBE)'nde bir dagilma varliginda, orta beyin arter okliizyonu (arterin
tikanmasi) modelinde siganlara IV olarak yiiksek dozda (135 pg/kg) uygulandiginda
bFGF noroprotektif etki gostermistir (Claus et al., 2004).

2.5.2. Formiilasyonlari

bFGF’nin jel, toz, soliisyon formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Bu formiilasyonlar
genellikle topikal olarak deride damar gelisimini artirmak, dermal ve epidermal yara
iyilesmesini kolaylastirmak amaciyla kullanilmistir (Wang et al., 1996, Babensee et
al., 2000).

Biiylime faktorlerinin biyolojik yar1 dmiirleri ¢ok kisadir (bFGF ve PDGF, < 2-
3 dak. v.b.). Bu faktorler, enjekte edildiklerinde hizli bir sekilde kandan uzaklagtirilir
ve doku bariyerlerinden Ozellikle kapiler duvarlardan yavas bir sekilde penetre
olurlar (Haller and Saltzman 1998, Tabata et al., 1999). Bu nedenlerden dolayz,
sistemik uygulama sirasinda farmakolojik etkinin olusabilmesi icin yiiksek dozda ilag
kullanilmakta ve sonugta istenmeyen yan etkiler (hipotansiyon, tasikardi v.b.) ortaya
cikmaktadir (Deguchi et al.,, 2000). Biiyiime faktorlerinin in vivo etkinligini
artirmanin ve istenmeyen etkilerinin ortadan kaldirilmasinin bir yolu, biyoaktif
molekiiliin bir polimerik tasiyict sistem i¢ine hapsedilmesi ve belli bir zaman
periyodu i¢inde uzun siireli salinmasinin saglanmasidir (Haller and Saltzman 1998).
Kontrollii salim sistemleri, mikrogram veya daha kii¢lik miktarlarda etkinlik gosteren
bliylime faktorlerinin taginmasinda uygun sistemlerdir. Biiyiime faktorleri bu
sistemler i¢ine hapsedilerek yap1 ve aktivitelerini korumalar1 saglanmakta ve uzun
stireli olarak aktif formlar1 halinde salinmalar1 gergeklestirilmektedir (Nimni 1997).

Gelecekte yapilacak ¢alismalar bu yonde olabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Proje kapsamindaki hayvan deneyleri igin Siileyman Demirel Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 08.05.2012 tarihinde 04 no’lu say1 ile
gerekli izin alindi. Sunulan arastirma prospektif, rastgele ve tek kor olarak planlandi.
Arastirmada SDU  Deney Hayvanlart Uretimi ve Deneysel Arastirma
Laboratuvari’ndan temin edilen 64 adet Sprague Dawley, 12 haftalik yetiskin erkek
sigan kullanildi. Siganlar, her bir kafeste sekiz adet olmak {izere tabani talas ile kaph
Eurotype 4 polikarbon kafeslere (Radon®, Tiirkiye) yerlestirildi. Arastirma, 21+1 C
sicaklikta; %55 bagil nem orani; 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik 151k periyodu
standardin1  saglayacak ortamda gerceklestirildi. Arastirma sliresince deney
hayvanlarinin standart pelet formundaki sican yemi (Korkutelim Yem® S-2,
Korkuteli/Antalya, Tiirkiye) ve musluk suyuna ad libitum olarak ulagmasina izin

verildi.

3.2. Calisma Gruplan

Tablo 9: Deney hayvanlarinin gruplandirilmasi.

ZA ZA
bFGF\ZA
Uygulana; Uygulanmayan
Diisiik Doz bFGF(90 ng/kg) 8 (1.grup) 8 (2.grup)
Orta Doz bFGF(450 ng/kg) 8 (3.grup) 8 (4.grup)
Yiiksek Doz bFGF(2275 ng/kg 8 (5.grup) 8 (6.grup)
bFGF uygulanmayan 8 (7.grup) 8 (8.grup, Kontrol)

Deney hayvanlart her grupta 8 sican olacak sekilde rastgele 8 gruba
dagitilarak calisma gruplar1 ve kontrol grubu olusturuldu (Tablo 8). bFGF (Promega
Corporation, USA), 4 farkli dozda (90 ng/kg, 450 ng/kg, 2275 ng/kg, uygulanmayan)
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uygulanmakla birlikte ZA (Zomebon®, Kogak Farma, Tiirkiye) dozu (35 pg/kg)
sabit olarak uygulandi. bFGF ve ZA dozlarinin biitlin kombinasyonlarin
degerlendirme amaciyla, siganlar dncelikle ZA uygulanan ve uygulanmayan olarak
32'ser adet sicandan olusan 2 gruba ayrildiktan sonra da her iki grup kendi iginde
bFGFnin 4 dozuna uygun olarak 4 alt gruba ayridi. Boylece her grupta 8 si¢an
olacak 8 grup olusturuldu. Her grubun ortalama agirliginin birbirine yakin degerlerde

olmasina dikkat edildi.

3.3. Ilaglarin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Deney oOncesi siganlar tartilarak kilolar1 kaydedildi ve uygulanacak biitiin
ilaclarin miktarlar1 hesaplandi. ZA (Zomebon®, Kocak Farma, Tiirkiye) serum
fizyolojik icerisinde seyreltilerek ve 35 pg/kg dozda iki haftada bir toplam 5 kez
subkiitan olarak uygulandi (Resim 6-A). Dis c¢ekiminden 5 hafta once ZA
enjeksiyonuna baslanmis ve iki haftada bir olmak iizere ¢ekimden once 3 doz ZA
uygulamas1 yapildi. Sol alt ve iist ¢ene biiylik az1 dislerinin ¢ekiminden sonra 3

haftada 2 kez daha ZA enjeksiyonuna devam edildi (Sekil 2).

Dis Cekimi
3

(haha) .5 -3 -1 0 1 3

e,
T 2y s s T

ZA ZA ZA ZA ZA
35 pglkg 35 pglkg 35 pglkg 3Bpglkg 35 pglkg

Sekil 2: ZA uygulama zamanlari.

Rat spesifik rekombinant bFGF (Promega Corporation, USA), distile suda
seyreltilerek uygulandi. Diisiik (90ng/kg), orta (450 ng/kg) ve yiiksek (2275 ng/kg)
dozlarda bFGF, 3 giinde bir kez 30 giin siireyle intraperitoneal (IP) olarak uygulandi
(Resim 11-B). Dis ¢ekiminden bir giin 6nce bFGF uygulanmasina baslanarak dis
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cekimi sirasinda bFGF’nin dolagimda hazir bulunmasi saglandi. Kontrol grubuna

diger ratlara uygulanan her enjeksiyonda sadece serum fizyolojik uygulandi.

Resim 6: ZA ve bFGF uygulamalari.

A. Subkiitan teknigiyle ZA uygulamasi. B. IP teknigiyle bFGF enjeksiyonu.

3.4. Cerrahi Girisim

Her dis ¢ekimi, biyopsi ve kan alim1 6ncesi 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 sol taraftaki alt ve iist ¢ene biitiin az1 disleri genel anestezi
altinda ¢ekildi (Resim 7-B). Biitlin ¢ekimler aynmi cerrah tarafindan ayni teknik ile
gerceklestirildi. Her sican supin pozisyonda konumlandirilarak (Resim 6-A) bistiiri
yardimiyla bukkal ve lingual taraflarda diseti dekole edildikten sonra disler klemp ile
liikkse edilip ¢ekildi (Resim 7-B).
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Resim 7: Dis ¢ekim safhalari.

A: Kullanilan aletler ve siganin pozisyonu. B: Klemple disin liikkse edilip, ¢ekilmesi.
C: Cekimlerden sonra yaralarin goriiniimii D: Iyilesen ¢ekim yaralarinin goriintiisii.

E: Cekilen disler.

3.5. Biyopsi Alim

Dis ¢ekiminden sonraki 45. giin {ist cene ¢ekim bdlgesinden ve 60. giin alt ¢ene
cekim bolgesinden genel anestezi ile soket lizerinde olusmaya baslayan epitelden

biyopsi tarzi tam kalinlikli kesitler alind1 (Resim 8).
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Resim 8: Iyilesmis olan disetinden biyopsi alimas.

A. Bistiiri ile dis etinden biyopsi alinmasi. B. Alinan diseti biyopsisi.

3.6. Operasyon Sonrasi1 Bakim

Dis ¢ekiminden sonra siganlarin ¢ekim bdlgelerine reanimasyon siirecinin
sonuna kadar soguk uygulandi (Resim 10-A). 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 dncesi bir giin

once baslanarak toplamda 5 giin 24 saatte bir intramuskuler (IM) olarak uygulandi.
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Resim 9: Antibiyotik ve agr1 kesici.

Agiz gargarasi olarak Klorheksidin Glukonat ve Benzidamin HCI (Kloroben
Gargara®, Drogsan, Tiirkiye) dis ¢cekiminden 1 giin sonra baslanarak 24 saatte bir
kez toplamda 10 kez kulak pamugu ile uygulandi (resim 10-B). Hayvan agirliklari,

deney stirecinin ilk giiniinden itibaren 2 haftada bir diizenli olarak 6l¢iildii.

Resim 10: Dis ¢ekimi sonras1 bakim agamasi.

A. Cekim sonrasi ilgili alana soguk uygulamasi ve steril kulak pamuguyla ¢ekim
sonrasi tampon uygulamasi. B. Kulak pamuguna gargara emdirilerek yapilan gargara

uygulamasi.
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3.7. Histopatolojik ve immiinohistokimyasal Inceleme

Formaldehid igerisinde Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dalina getirilen biyopsi ornekleri ertesi giin takip prosediiriine
alindi. Bu amagla her bir biyopsi 0rnegi ayri ayri takip kasetlerine konulup ve
Ogleden sonra saat 16.00’da akarsu altinda yikamaya alindi. Bir saatlik yikamanin
ardindan kasetler doku takip cihazina takildi ve gerekli ayarlamalar yapilarak
dokularin gece boyunca diisiik dereceli alkollerden yiiksek dereceli alkollere
(%70°den %100’e) gecirilerek sularmin alinmasi, iki adet ksilolden gegirilerek
yaginin alinmasi ve sicak parafine gecirilerek doku bosluklarina parafin dolmasi
sagland1. Ertesi giin sabah dokular parafine gdmiilerek blokajlar1 saglandi. Bloklarin
4-5 saat sogutulmasi ardindan rotary mikrotomda 5 mikron kalinhiginda kesitler

alind1 ve hematoksilen eozin ile boyandi.

Resim 11: Histopatoloji prosediirti.

A. Biyopsi materyallerinin doku takip kasetlerine alinmasi. B. Kasete alinmis diseti

dokusu. C. Rutin takip i¢in hazirlanmis doku kasetleri.

Immunoperoksidaz ydntem icin streptoavidin-biotin kompleks peroksidaz
yontemi kullanildi. Immunhistokimyasal inceleme i¢cin PDGF (Anti-PDGF BB
antibody (ab9704) Abcam, MA, USA, 1/50 diliisyon); TGF (Anti-TGF alpha
antibody [P/T1] (ab9578) Abcam, MA, USA 1/100 diliisyon); aFGF (FGF-1(C-
19):sc-1884; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Texas, USA, 1/50 diliisyon); GCSF
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(Anti-G-CSF antibody (ab9691) Abcam, MA, USA, 1/50 diliisyon); ECGF (PD-
ECGF (PGF-44C:sc-47702); Santa Cruz Biotechnology, Inc., Texas, USA, 1/50
dilisyon); VEGF (VEGF Antibody (2F7), NBP1-48050; Novus Biologicals, CO,
USA, 1/50 diliisyon); Angiogenin (Angiogenin Antibody (MM0044-7M15, NB110-
93512; Novus Biologicals, CO, USA, 1/50 diliisyon ); IL-3 (IL-3 Antibody (3B11),
NBP1-47806; Novus Biologicals, CO, USA, 1/50 diliisyon) ve IL-8 (IL-8 Antibody,
NBP1-19757; Novus Biologicals, CO, USA, 1/50 diliisyon) kullanildi. Bu amagla
kesitler ksilol ve dereceli alkollerden gegirilerek dehidre ve deparafinize edildi.
Dokular 10 dakika siireyle suda yikandi. Daha sonra dokulardaki endojen peroksidaz
aktivitesini gidermek amaciyla %3’liikk metanoldeki hidrojen peroksit ile 20 dakika
muamale edildi. Dokular 2 defa 10’ar dakika siireyle PBS (Fosfat Tampon
Soliisyon)’de yikandi. Takiben mikrodalga firinda sitrat tampon solusyonu (pH 6) ile
700’liik ayarda 5 dakika siireyle iki defa kaynatildi. Dokular 10’ar dakika stireyle 2
defa PBS’de yikandi. Daha sonra non spesifik boyamalar1 dnlemek amaciyla normal
serumda 45 dakika stireyle tutuldu. Bu asamadan sonra yikama yapilmadan primer
serumlar ayr1 ayr1 (PDGF, TGF-Alfa, aFGF,GCSF, PD- ECGF, VEGF, Angiogenin,
IL-3 ve IL-8) uyguland1 ve oda sicakliginda bir gece bekletildi. Ertesi giin dokular
aynm 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 muamele edildi. Dokular ayn1 sekil ve siireyle
yikandi, hazirlanmig olan DAP (3,3 diaminobenzidin) kromojen ile boyandi. Karsit
boyama i¢in Harris hematoksilen kullanilmis ve preparatlar 1s1k mikroskobunda
incelendi. Immun histokimyasal inceleme sonuglari; negatif (0), hafif pozitif (1), orta
siddette pozitiflik (2) ve siddetli pozitiflik (3) olarak skorlandi. Buna gore elde edilen
puanlara istatistik inceleme yapilarak gruplar arasi farklar belirlendi. Sonuglarin
fotograflanmasinda Nikon E-600 model mikrofotografi atagmanli mikroskop
kullanildi.
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3.8. Biyokimyasal inceleme

Serumdaki bFGF miktar tayini ilk ZA enjeksiyonundan sonraki 3, 14 ve 21.
giinlerde bFGF verilmeyen 7 nolu grup ile kontrol grubunda bulunan sicanlarin
kuyruk veninden kan alinarak yapildi. Rat bFGF, Cusabio (Cusabio Biotech Co.,
Ltd., Wuhan, China) marka ticari kit kullanilarak, sandwin¢ enzim immunassay
teknigi ile calisildi. Yedi adet standart ve numuneler duplike c¢alisildi. Kitin
kalibrasyon araligi 0-60 pg/ml ve sensitivite sinir1 0.23 pg/ml’dir. Standart-optik
dansite grafigi cizilmis ve numune konsantrasyonlar1 bu grafige gore hesaplandi.

ELISA okuyucu olarak Organon Teknika Reader 530 kullanildi.

3.9. istatistik

Arastirmada istatistiksel analizler SPSS (Statistical Package for Social Science)
18.0 (Chicago, IL, 2010) yazilim paket programi kullanilarak yapildi.

Biyokimya analizi bakimindan elde edilen wveriler, faktoriyel diizende
tekarlanan Ol¢limlii varyans analizi teknigiyle analiz edildi. Denemede grup
faktoriinlin ZA uygulanan ve uygulanmayan olarak olmak iizere iki seviyesi, zaman
faktoriiniin de 3, 14, 21. gilinler olmak lizere 3 seviyesi mevcuttu. Denemede faktor
seviye ortalamalarinin arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde c¢oklu karsilagtirma
yontemlerinden Tukey testi kullanildi.

Histopatolojik ve immunohistokimyasal O6zellikler bakimindan elde edilen
veriler, 4'lii likert tipteki veriler parametrik olmayan test yontemleriyle karsilagtirildi.
Bagimsiz iki grubun karsilastirilmasinda Mann - Whitney U testi (tablo 12),
bagimsiz ikiden fazla grubun oldugu durumda Kruskal - Wallis H testi (tablo 13),
bagimli iki grup oldugunda da (1. biyopsi - 2. biyopsi) Wilcoxon testi (tablo 14)
uygulandi. Kruskal Wallis H testi sonucunda dozlarin rank ortalamalar1 arasinda
istatistik olarak onemli fark bulundu ise hangi dozlarin arasinda fark oldugunun
belirlenmesinde Bonferroni- Dunn testi kullanildi.

Canli agirhik 6zelligi bakimindan elde edilen veriler, faktoriyel diizende

tekrarlanan Olglimlii varyans analizi teknigiyle analiz edildi. Denemede doz
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faktoriiniin bFGF verilmeyen, diisiik doz, orta doz, yliksek doz olmak iizere 4
seviyesi, ZA uygulama faktdriiniin verilen ve verilmeyen olmak iizere iki seviyesi ve
sonra zaman faktoriiniin 8 seviyesi mevcuttu. Denemede faktér seviye
ortalamalarinin arasindaki farkliliklarin  belirlenemesinde ¢oklu karsilastirma
yontemlerinden Tukey testi kullanildi.

Yapilan gii¢ analizi sonucunda tekkerriir sayisinin 5 ten itibaren giiciin %100'i
yakaladig1 goriildii. Bu calismada tekerriir sayist 8 oldugundan c¢alismanin

sonuclarinin gii¢ analizi bakimindan giivenilir oldugu soylenebilir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

4.1.1. Canh Agirhk Bulgular:

Deney hayvanlarinin tiimiinde ZA'nin uygulandigi deneyin ilk giliniinden
itibaren dis ¢ekimine kadar kilo artisi, dis ¢ekiminden sonra ani kilo diisiisii oldugu
goriildii. Dis ¢ekiminden sonra 2, 3, 4, 6, 7 nolu gruplara ait kilo diisiislerinin
istatistik olarak Oonemli oldugu goriildi. Dis ¢ekimini takiben goriilen ani kilo
diisiislerinin ilerleyen haftalarda durdugu ve sicanlarin kilo almaya basladig1 gortildii.
Sadece 7 nolu gruptaki kilo artisinin istatistik olarak 6nemli olmadig1 goriildii. bFGF
ve ZA uygulamalarinin kilo degisimine etkisinin istatistik olarak 6nemli olmadigi

goriildil.

4.1.2. Caliymaya Dahil Edilen Hayvan Sayilar

(Calismada kullanilan deney hayvanlarinin 1 tanesi ilk ZA uygulama islemi
sonrast 21. giinde yapilan 3. kan alma islemi sirasinda, 1 tanesi dis ¢ekimi igin
anestezi verilmesinden hemen sonra, 7 tanesi dis ¢gekiminden sonraki giinlerde 61dii.
Birinci biyopsi islemine toplam 55 si¢an dahil edildi (Tablo 8). En diisiik sigan

sayisinin bulundugu grupta 5 adet sican bulunmaktaydi.
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Tablo 10: Birinci biyopsiye dahil edilen sigan sayisinin gruplara goére dagilima.

7ZA 7ZA
bFGF\ZA
Uygulanan Uygulanmayan
Diisiik Doz bFGF(90 ng/kg) 8 (1.grup) 8 (2.grup)
Orta Doz bFGF (450 ng/kg) 6 (3.grup) 7 (4.grup)
Yiiksek Doz bFGF(2275 ng/k 5 (5.grup) 8 (6.grup)
bFGF uygulanmayan 6 (7.grup) 7 (8.grup)

5 adet sigan 1. biyopsi islemi i¢in uygulanan anestezi sirasinda oldi 2.
Biyopsi aliminda ¢alismaya toplam 50 sican dahil edildi. En diisiik si¢can sayisinin
bulundugu grupta 4 adet sican bulunmaktaydi (Tablo 9). Yapilan fisher’s exact testi
sonucunda tiim gruplardaki 6lim oranlar1 arasinda yapilan ikili karsilagtirmalarin

hicbiri istatistik olarak 6nemli bulunmadi.

Tablo 11: Ikinci biyopsiye dahil edilen sigan sayisinin gruplara gore dagilima.

ZA ZA
bFGF\ZA
Uygulanan Uygulanmayan
Diisiik Doz bFGF(90ng/kg) 8 (1.grup) 8 (2.grup)
Orta Doz bFGF(450 ng/kg) 5(3.grup) 6 (4.grup)
Yiiksek Doz bFGF (2275 ng/k 4 (5.grup) 8 (6.grup)
bFGF Uygulanmayan 4 (7.grup) 7 (8.grup)
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 12: ilk ZA uygulamasi sonras1 3, 14, 21. giinlerde bFGF'nin serumdaki miktar
degisimleri.

3. Giin 14. Giin 21. Giin Ortalama |
7nolu grup  3,54+1,46° 583+1,76°  5,26+1,31°  4,88+0,94° <0,01*
(sadece ZA)

8 nolu grup  12,5+1,46" 11,28+1,76" 12,08+1,31" 11,95+0,94" <0,01*
(Kontrol)
Ortalama 8,02+1,03  8,55+1,24 8,67+0,93

*P<0,01 diizeyinde onemli. Tabloda harfler gruplarin kendi igerisinde zamanlar

arasindaki farklilig1 gostermektedir.

Ilk ZA uygulamasindan sonraki 3, 14 ve 21. giinlerde sadece ZA uygulanan 7
nolu grupla kontrol grubunun serum bFGF seviyeleri ELISA teknigiyle incelendi.
ZA uygulanmasim takiben 3, 14, 21. giinlerde almman serum Orneklerinde ZA
uygulanan grupta ZA uygulanmayan gruba kiyasla daha diisik miktarda bFGF
degerine rastlandi. ZA'nin serumdaki bFGF seviyesini 6nemli derecede diisiirdiigii
goriildii (p<0,01). Ancak iki grubun da kendi iginde bFGF degeri bakimindan giinler
arasinda farklilik olmadig goriildii. Yine zamanlarin ortalamalar1 arasindaki farklar

da istatistik olarak dnemli degildi (Tablo 10).

15

mi\g./{-—q-

I =9—"7. Grup(Sadece ZA)
5 V + 4 =i—8. Grup(Kontrol)

pg/ml

3. Gin 14.Gin 21.GUn  Toplam

Sekil 3: Ilk ZA uygulamas1 sonras1 3, 14, 21. giinlerde bFGF'nin serumdaki miktar

degisimleri.
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4.3. Histopatolojik ve Immunohistokimyasal Bulgular

Dis ¢ekimi bolgelerindeki yumusak doku reaksiyonu epitel ve altindaki ince bir

submukoza boliimiinde incelendi. Bu bolgedeki iyilesme histopatolojik olarak

incelenirken epitelizasyon, bagdoku reaksiyonu, anjiogenezis ve yangisal hiicre

infiltrasyonlar1 kriter olarak alindi. Skorlamalar lezyonlarin siddetine gore tablo

11'deki gibi yapildi.

Tablo 13: Histopatolojik lezyon skorlamalari.

Skorlamalar 0 1 2 3
. . : Subkiitan dokuya Keratinizasyon
Ince bir epitel
dogru yayilmis ve ve tim
tabakasi ve
. tabakalari net tabakalar
Epitelizasyon Yok keratinizasyon -
secilebilen normal
yok L
epitelizasyon goriinlimde
Fibroblastlarla
Yeni Fibroblastlarin
‘ ‘ beraber
sekillenmis ve azaldig1r yogun
‘ fibrositlerinde o
Bag  Doku Olusum bol  miktarda ‘ o fibrositlerin
_ sekillendigi  bol
Olusumu sekillenme fibroblast _ bulundugu
‘ ' kollagen sentezi
mis igeren geng bag olgun bag
gozlenen bag
doku doku
doku
40’k objektif
40’lik  objektif 40°lik objektif
alaninda
Anjiogenezis alaninda alaninda 10-20
Yok 20’den  fazla
10°dan az adet kilcal damar
kilcal damar
‘ Siddetli
Tek tik Orta siddette
) ~ yangisal hiicre
Infiltrasyon Yok notrofil notrofil ve lenfosit .
' ‘ reaksiyonu ve
infiltrasyonu infiltrasyonu

nekrozlar
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Dis ¢ekim bolgesinden alinan biyopsi materyallerinin tamaminda epitelizasyon,
anjiogenezis, bag doku gelisimi ve infiltrasyona goére skorlamalar yapildi. Buna gore
her gruptaki hayvanin yara iyilesme puanlari belirlendi. Immunhistokimyasal
incelemede ayni bolgelerdeki hiicreler genellikle belirtegler yoniinden benzer
pozitiflige sahiptiler. Yapilan istatistik analiz sonucunda 1. ve 2. biyopsi drneklerine
ait histopatolojik ve immiinohistokimyasal bulgularin ¢ogunlukla benzer oldugu
goriildii (Tablo 14). Bu yiizden 1. ve 2. biyopsi bulgularindan istatistik olarak énemli

olanlar degerlendirmeye katildi.

Sekil 4: Birinci grup, birinci biyopsi, dis cekim bolgesi.

A) Bag doku gelisimi, HE, Bar= 200 pm; B) angiogenin reaksiyonu, streptoavidin
biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 um; C) PDGF reaksiyonu, streptoavidin biotin
peroksidaz metodu, Bar= 100 pum; D) IL-3 reaksiyonu, streptoavidin biotin

peroksidaz metodu, Bar= 100 um.
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Sekil 5: Birinci grup, ikinci biyopsi, dis ¢ekim bolgesi.

A) Bag doku gelisimi ve yangisal hiicre infiltrasyonlari, HE, Bar= 200 um; B) PDGF
reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm; C) VEGF
reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm; D) ECGF

reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 200 pm.
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Sekil 6: ikinci grup, birinci biyopsi, dis ¢ekim bolgesi.

A) Bag doku gelisimi ve infiltrasyonlar, HE, Bar= 200 pm; B) angiogenin
reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 200 pum; C) IL-8
reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 200 pm; D) PDGF

reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm.

56



Sekil 7: Ikinci grup, ikinci biyopsi, dis cekim bolgesi.

A) Bag doku gelisimi ve epitelizasyon, HE, Bar= 200 um; B) GCSF reaksiyonu,
streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pum; C) IL-8 reaksiyonu,
streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pum; D) VEGF reaksiyonu,

streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 um.
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Sekil 8: Ugiincii grup, birinci biyopsi, dis ¢ekim bolgesi.

A) Bag doku gelisimi ve siddetli yangisal reaksiyon, HE, Bar= 200 um; B)
Angiogenin reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 um; C)
IL-3 reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pm; D) PDGF

reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm.
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Sekil 9: Ugiincii grup, ikinci biyopsi, dis cekim bélgesi.

A) Bag doku gelisimi ve siddetli yangisal reaksiyon, HE, Bar= 200 um; B) TGF
reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 200 um; C) IL-8
reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm; D) PDGF

reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm.
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Sekil 10: Dérdiincii grup, birinci biyopsi, dis ¢ekim bolgesi.

A) IL-8 reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu; Bar= 100 um B) VEGF
reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pum; C) TGF
reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm; D) ECGFb

reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu,Bar=100pm.
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Sekil 11: Dérdiincii grup, ikinci biyopsi, dis ¢ekim bolgesi.

A) Bag doku gelisimi ve epitelizasyon, HE, Bar= 200 um; B)Angiogenin reaksiyonu,
streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 um; C) TGF reaksiyonu,
streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pum; D) VEGF reaksiyonu,

streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pm.
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Sekil 12: Besinci grup, birinci biyopsi, dis ¢ekim bolgesi.

A) Bag doku gelisimi ve yangisal reaksiyon, HE, Bar= 200 um; B) IL-3 reaksiyonu,
streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm; C) VEGF reaksiyonu,
streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm; D) IL-8 reaksiyonu,

streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm.
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Sekil 13: Besinci grup, ikinci biyopsi, dis ¢ekim bolgesi.

A) Bag doku gelisimi ve hafif yangisal reaksiyon, HE, Bar= 200 pm; B) Angiogenin
reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pum; C) IL-8
reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm; D) TGF

reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pm.
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Sekil 14: Altinct grup, birinci biyopsi, dis ¢ekim bolgesi.

A) Bag doku gelisimi, azalmig ve yangisal reaksiyon, HE, Bar= 200 um; B) Siddetli
IL-3 reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 um; C) Siddetli
ECGF reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pm; D) Yogun

TGF reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pm.
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Sekil 15: Altinct grup, ikinci biyopsi, dis cekim bolgesi.

A) Epitelizasyon ve yangisal reaksiyon, HE, Bar= 200 um; B) ECGF reaksiyonu,
streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pum; C) VEGF reaksiyonu,
streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm; D) IL-3 reaksiyonu,

streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pm.
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Sekil 16: Yedinci grup, birinci biyopsi, dis ¢ekim bdlgesi.

A) Bag doku gelisimi ve siddetli yangisal reaksiyon, HE, Bar= 200 pm; B) Azalmis
TGF reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 um; C) Azalmis
GCSF reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pm; D) Azalmis

IL-8 reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 pm.
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Sekil 17: Yedinci grup, ikinci biyopsi, dis ¢ekim bolgesi.

A) Bag doku gelisimi ve siddetli yangisal reaksiyon, HE, Bar= 200 pm; B) Azalmis
IL-8 reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pm; C) Azalmis
VEGF reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 um; D) Azalmis

ECGF reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 50 pm.
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Sekil 18: Sekizinci grup, birinci biyopsi, dis ¢ekim bolgesi.

A) Bag doku gelisimi ve yangisal reaksiyon, HE, Bar= 200 pm; B) PDGF
reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 100 um; C) IL-8
reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 200 pum; D) GCSF

reaksiyonu, streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 200 pm.
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Sekil 19: Sekizinci grup, ikinci biyopsi, dis ¢ekim bolgesi.

A) Bag doku gelisimi ve yangisal reaksiyon, HE, Bar= 200 um; B) IL-8 reaksiyonu,
streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 200 um; C) aFGF reaksiyonu,
streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar= 200 pm; D) GCSF reaksiyonu,

streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200 pm.

ZA'min belirteglere etkileri, sadece ZA uygulanan 7 nolu grup ile kontrol
grubuna ait skorlar; tek basina uygulandiginda bFGF'nin belirteglere etkisi, sadece
bFGF uygulanan 2, 4, 6 nolu gruplar ile kontrol grubuna ait skorlar; ZA varliginda
bFGF'nin belirteclere etkileri, hem ZA hem bFGF'nin birlikte uygulandig: 1, 3, 5
nolu gruplar ile sadece ZA uygulanan 7 nolu grubun skorlar karsilagtirilarak
degerlendirildi.

ZA'min anjiogenezis skorunu Onemli derecede diisiirdigii goriildi (p<0,05,
Tablo 12). ZA uygulanmayan gruplarda bFGF 'nin anjiogenezise istatistik olarak
onemli derecede olumlu etki ettigi goriildii (p<0,05, tablo 13). Hem bFGF hem ZA
uygulanan 1 ve 5 nolu gruplarin anjiogenezis skoru, sadece ZA uygulanan 7 nolu

grubun anjiogenezis skorundan daha yiiksekti(p<0,05, tablo 13). ZA uygulanan

69



gruplarda bFGF dozu arttik¢a anjiogenezis skorunun énemli derecede arttig1 gézlendi
(p<0,05, tablo 13).

ZA'min epitelizasyon skorunu istatistik olarak Onemli derecede diisiirdiigii
kaydedildi (p<0,05, tablo 12). Sadece bFGF uygulanan 2, 4, 6 nolu gruplar kontrol
grubuna kiyasla énemli derecede daha yiiksek epitelizasyon skoruna sahipti(p<0,05,
tablo 13). bFGF dozu 2275 ng/kg oldugunda ZA’nin epitelizasyona etkisinin en az
oldugu gozlendi (p<0,05, tablo 13).

ZA'min bag dokusu skorunu arttirdig1 ancak bu artigin istatistik olarak énemli
olmadigr gorildii (p<0,05, tablo 12). Hem ZA ile birlikte hem de tek basina
uygulandiginda bFGF'nin bag doku skorunu olumlu etkiledigi ancak bu etkinin
sadece ZA uygulanmayan gruplarda istatistik olarak 6nemli oldugu kaydedildi
(p<0,05, tablo 13).

ZA'nm infiltrasyon skorunu istatistik olarak énemli miktarda arttirdig1 gozlendi
(p<0,05, tablo 12). bFGF'nin, hem ZA ile birlikte hem de tek basina uygulandiginda
infiltrasyon skorunu diisiirdiigii ancak bu diisiislerin istatistik olarak énemli olmadig1
gozlendi (p>0,05, tablo 13). Birinci biyopside kontrol grubuna ait infiltrasyon
skorunun, 2.biyopsideki infiltrasyon skoruna kiyasla istatistik olarak anlamli
derecede daha fazla oldugu goriildii (p<0,05, tablo 14).

ZA'min VEGF salimimini diisiirdiigii ancak bu diisiisiin istatistik olarak énemli
olmadig1 goriilldi (p>0,05, tablo 12). Hem ZA ile birlikte hem de tek basina
uygulandiginda bFGF'nin VEGF salinimin arttirdig1 ancak bu artigin istatistik olarak
onemli olmadig1 kaydedildi (p>0,05, Tablo 13).

ZA'min PDGF salinimini diisiirdiigli ancak bu diislisiin istatistik olarak énemli
olmadig1 gozlendi (p>0,05, Tablo 12). Hem tek basmna hem de ZA ile birlikte
uygulandiginda bFGF'nin PDGF salinimini istatistik olarak 6nemli miktarda
arttirdig1 rapor edildi (p<0,05, tablo 13).

ZA'nmm angiogenin salinimimi diigiirdiigli ancak bu diisiisiin istatistik olarak
onemli olmadig goriildi (p>0,05, tablo 12). Hem ZA ile birlikte hem de tek basina
uygulandiginda bFGF angiogenin saliimini arttirdigi ancak bu artisin sadece tek
basina bFGF uygulandiginda istatistik olarak 6nemli oldugu kaydedildi (p<0,05,

tablo 13). Kontrol grubuna ait 1. ve 2. biyopsi ornekleri angiogenin salinimlari
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arasindaki farkin istatistik olarak onemli oldugu ve 1. biyopsi orneklerinde dnemli
miktarda daha yiiksek angiogenin salinimi goriildiigii rapor edildi (p<0,05, tablo 14).

ZA'min IL-8 salimimint 6nemli derecede diisiirdiigii gézlendi (p< 0,05, tablo
12). ZA ile birlikte uygulandiginda bFGFnin IL-8 salinimini istatistik olarak énemli
miktarda arttirdigi kaydedildi (p<0,05, tablo 13). Tek basina uygulandiginda
bFGF'nin IL-8 salinimin arttirdig1 ancak bu artisin istatistik olarak énemli olmadig1
gozlendi (p>0,05, tablo 13).

ZA'min IL-3 salmimimi diisiirdigli ancak bu diislislin istatistik olarak onemli
olmadig1 gorildii (p>0,05, tablo 12). Hem tek basina hem de ZA ile birlikte
uygulandiginda bFGFmin, IL-3 salinimmni O6nemli derecede arttirdigi goriildii
(p<0,05, Tablo 13).

ZA'min PD-ECGF salinimimi diislirdigli ancak bu diisiisiin istatistik olarak
onemli olmadig1 rapor edildi (p>0,05, tablo 12). Hem tek basina hem de ZA ile
birlikte uygulandiginda bFGF'nin PD- ECGF salinimini arttirdigi ancak bu artiglarin
istatistik olarak 6nemli olmadig1 goriildii (p>0,05, tablo 13).

ZA'min GCSF salmimini diisiirdiigii ancak bu diisiisiin istatistik olarak énemli
olmadigr gorildi (p>0,05, tablo 12). Hem ZA ile birlikte hem de tek basina
uygulandiginda bFGF'nin GCSF salinimin istatistik olarak dnemli miktarda arttirdig:
kaydedildi (p< 0,05, tablo 13).

ZA'min TGF- Alfa salinimini diisiirdiigii ancak bu diisiisiin istatistik olarak
onemli olmadig1 gozlendi (p>0,05, tablo 12). Tek basina uygulandiginda bFGF'nin
TGF- Alfa salimimin arttirdig1 ancak bu artislarin iginde sadece 2275 ng/kg bFGF
dozunda goriilen artisin istatistik olarak énemli oldugu goriildi (p<0,05, tablo 13).
ZA ile birlikte uygulandiginda bFGFnin TGF- Alfa salinimimi arttirdigi ancak bu
artigin istatistik olarak énemli olmadig1 kaydedildi (p>0,05, Tablo 13).

ZA'min aFGF salimimini diistirdiigli ancak bu diisilisilin istatistik olarak énemli
olmadig1 gozlendi (p>0,05, Tablo 12). Hem tek basina hem de ZA ile birlikte
uygulandiginda bFGF'nin aFGF salinimini arttirdig1 kaydedildi (p<0,05, Tablo 13).
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Tablo 14: Biitiin bFGF dozlarinda ZA'nin tiim 6zelliklere etkisi.

90 ng/kg bFG 450 ng/kg bFG 2275 ng/ kg bFGF  bFGF yok (doz4)

(dozl) (doz2) (doz3)

Anjiogenezis yok 10 7,43 8,14 7,14

1.Biyopsi -

Toplam 16  p>0.05NS 13  p>0.05NS 13  p>0.05NS 13  p>0.05NS

6,5 6,58 5,17 7,25

Bag doku 1. yok 10 7,93 7,79 6,21

Biyopsi -

Toplam 16 *p>0.05NS 3  p>0.05NS 13  p>0.05NS 13  p>0.05NS

10,13 85

VEGEF 1.Biyopsi yok 10,56 8,79 8,86

Toplam 16  p>0.05NS I3  p>0.05NS 13  p>005NS 13  p>0.05NS

8,75 6,58 5,83

Angiogenin yok 9,88 8,93 8,07 7,29

1.Biyopsi -

Toplam 16  p>0.05NS /3  p>0.05NS 13  p>005NS 13  p>0.05NS

7,25 533 7,33 5,5

IL-3 1.Biyopsi yok 10,13 7,43 8,14 6,43

Toplam 16  p>0.05NS 13 p>0.05NS 13 p>0.05NS 13 p>0.05NS

7,13 6,17 6,67

GCSF 1.Biyopsi yok 10,38 6,79 5,79

Toplam 16  p>0.05NS 13 p>0.05NS 13 p>0.05NS 13 p>0.05NS

7,69 4,92 5,5

aFGF 1.Biyopsi yok 9,38 3 7,64 7,43

Toplam 16  p>0.05NS 13 p>0.05NS 13 p>0.05NS 13 p>0.05NS

- s 9’5 3J4 3’13




Tablo 15: Biitiin bFGF dozlarinda ZA'nin tiim 6zelliklere etkisi (Devami).

Epitelizasyon

Toplam 16  p>0.05NS 11 p>0.05 NS p>0.05 NS **p<0,05

infiltrasyon
2.Biyopsi

16 p<0.05 11 p>0.05NS p>0.05 NS p<0.05

PDGF 2.Biyopsi 8 10,06 6 6,17
Toplam 16  p>0.05NS 11 p>0.05 NS p>0.05 NS 11 p>0.05 NS

IL-8 2. Biyopsi

16 p<0.05 11 p>0.05NS p>0.05 NS p<0.05

PD-ECGF 6,36

Toplam 16  p>0.05NS 11 p>0.05NS 12 p>0.05NS 11 p>0.05NS

TGF- Alfa 10,69 6,43
2.Biyopsi

Toplam 16  p>0.05NS 11 p<0,05 12 p>0.05NS 11 p>0.05NS

* p>0.05 NS; p(probablity), NS(Non Istatistically), Istatistik olarak Snemsiz

** n<(),05; Istatistik olarak énemli
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Tablo 16: ZA uygulamasi yapildig1 ve yapilmadiginda biitiin bFGF dozlarinin tiim
ozelliklere etkisi.

ZA Var ZA Yok

90ng/kg (dozl 9,25b 13,13ab

Anjiogenezis 1.Biyopsi 275ni/ki(doz3) 18,33a 21,07a

Toplam

bFGFyok (doz4)

90ng/kg (doz!) 8 9,44b

Bag doku 1. Biyopsi 2275ng/kg(doz3 17,83 21.21a

(dozl) 16,13 15,44

VEGF 1.Biyopsi 2275ng/kg(doz3) 12,25 15,79

450ng/kg (doz2) , 18,71ab

90ng/kg (dozl) 8 11,69b

Angiogenin 1.Biyopsi 2275ng/kg(doz3) 6 18,75 20,71a

Toplam

450ng/kg (doz2)

bFGFyok (doz4)

90ng/kg (dozl) 10,38b 14,25a

IL-3 1.Biyopsi 2275ng/k (dozS) 15,33ab 19,71a
Toplam
450ng/kg (doz2)
bFGFyok (doz4)
90ng/kg (dozl) 12,19b

GCSF 1.Biyopsi 2275ng/kg(doz3 6 19a

Toplam

450ng/kg (doz2)

bFGFyok (doz4)
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90ng/kg (dozl) 12,5 15,25

aFGF 1.Biyopsi 2275ng/kg(doz3) 16,92 19,14
—
Toplam

Tablo 17: ZA uygulamasi yapildig1 ve yapilmadiginda biitiin bFGF dozlarinin tiim
ozelliklere etkisi (Devami)

90n; dozl

Anjiogenezis 2.Biyopsi 2275ng/kg(doz3) 4

21
bFGFyok (doz4)

Bag doku 2. Biyopsi 2275ng/kg(doz3)

bFGFyok (doz4)

90ng/kg (dozl) 8 10,06

4s0ngkg(doz2) S 102 6 1733
VEGF 2.Biyopsi 2275ng/kg(doz3 15,88 A
b—

bFGFyok (doz4)
90ng/kg (dozl) 8
Angiogenin 2.Biyopsi 2275ng/kg(doz3) 4
Toplam 21

450ng/kg (doz2)

bFGFyok (doz4)

90ng/kg (dozl) 8 8,31bc 8 10b

IL-3 2.Biyopsi 2275ng/kg(doz3) 4

bFGFyok (doz4)

90ng/kg (dozl) 8

GCSF 2. Biyopsi 2275ng/kg(doz3) 4

Toplam 21

450ng/kg (doz2)

bFGFyok (doz4)
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Toplam
90ng/kg (dozl)
450ng/kg (doz2)
2275ng/kg(doz3)
bFGFyok (doz4)
Toplam

aFGF 2.Biyopsi

21
8
5
4
4

21

931b
10,2b
18,75a
7,63b

29

10,56b
20,5a
20,75a
8,79b

*Tabloda harfler her bir bFGF dozu-ZA kombinasyonunda bFGF dozlar1 arasindaki

farkliliklar1 gostermektedir.
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Tablo 18: Tiim gruplarda 1. ve 2. biyopsiler arasindaki farklar.

ZA var + ZA yok + ZA var + ZA yok + ZA var + ZA yok+ ZA var bFGF  ZA ve bFGF yok
90ng/kg bFGF  90ng/kg bFGF 450ng/kg 450ng/kg bFGF 2275ng/kg 22750ng/kg yok
bFGF bFGF bFGF

Anjiogenezis  Negatif Ranklar 0%
2.Biyopsi
Anjiogenezis
1.Biyopsi

Ties

Epitelizasyon  Negatif Ranklar
2.Biyopsi
Epitelizasyon Ties
1.Biyopsi

Bag doku 2. Negatif Ranklar 0%
Biyopsi -
Bag doku 1. Ties 5°
Biyopsi

infiltrasyon Negatif Ranklar 1’
2.Biyopsi
Infiltrasyon Ties
1.Biyopsi

VEGF
2.Biyopsi

VEGF Ties
1.Biyopsi

PDGF Negatif Ranklar
1.Biyopsi
PDGF Ties 2° 2° 1# 2° 3? 3? 2° 4*
1.Biyopsi




Tablo 19: Tiim gruplarda 1. ve 2. biyopsiler arasindaki farklar (devamu).

Angiogenin Negatif Ranklar 0™ 0 1M 1,5 1" 1" 2™ 1" 1" 0"
2.Biyopsi

Angiogenin Ties

1.Biyopsi

iL- 8 2.Biyopsi  Negatif Ranklar  1°
iL- 8 1.Biyopsi
Ties

IL-3 2.Biyopsi  Negatif Ranklar 1%
IL-3 1.Biyopsi

Ties 5%

PD-ECGF Negatif Ranklar 2" 2 2Y 1,5 2Y 1,5 4" 4 1Y 1 4 3,75 0" 0 2Y 3
2.Biyopsi

PD-ECGF Ties 4 6 3* 0" 3* 0" 3" 2"
1.Biyopsi

GCSF
2.Biyopsi
GCSF
1.Biyopsi Ties 2% 3% 1% 2% 2% 1% 1% 1%

Negatif Ranklar 17 3,5 2,5 2,5 2,5 1,5 2,5

TGF-Alfa
2.Biyopsi
TGF- Alfa
1.Biyopsi

aFGF
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2.Biyopsi Pozitif Ranklar ~ 1*° 2 2% 2,5 2% 2 3% 2 3% 2 2% 3 1% 2 0* 0
aFGF Ties 5% 2% 1 3« 1% 3 1 5%
1.Biyopsi Toplam 8 p>0.05 8 p>0.05 5 p>0.05 6 p>005NS 4 p>0.05 7 p>0.05 4 p>0.05 7  p>0.05NS
NS NS NS NS NS NS

* p>0.05 NS; p (probablity), NS (Non Istatistically), Istatistik olarak &nemsiz ** p<0,05; Istatistik olarak 6nemli.
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5. TARTISMA

Patolojik durumlar {izerinde yapilan aragtirmalarin, insanlardan Once
hayvanlarda yapilmasinin 6nemi biiyiiktiir. BICO'yu konu alan galigmalarm bir
kism1 BICO'nun patofizyolojisini arastirirken (Bi et al., 2010, Aghaloo et al., 2011),
baska calismalar da, dis ¢ekimi, steroid kullanimi (Sonis et al., 2008), vitamin D
eksikligi (Hokugo et al., 2010), agresif alveolar soket hasar1 (Biasotto et al., 2010)
gibi degiskenlerin BICO'ya etkilerini arastirmistir. Bizim ¢alismanizda, hem serum
bFGF miktar1 degerlendirilerek BICO'nun patofizyolojisi; hem de diger ¢alismalarin
aksine bFGF uygulamasmi BICO'ya etkileri arastirildi.

Bifosfonatlarin yumusak dokuda meydana getirdigi degisimleri konu alan
calismalar bulunmakla beraber (Reid et al., 2007, Kobayashi et al., 2010, Allam et
al.,2011, Cozin et al., 2011, Kharazmi et al., 2012), sert dokudaki etkilerini
inceleyen caligma sayisina kiyasla daha azdir. Bifosfonatlarin yumusak doku
lyilesmesine ve anjiogenezisine olan olumsuz etkileri iizerinde bFGF'nin tedavi
edici etkilerini bir¢ok parametre esliginde histopatolojik, immiinohistokimyasal ve
biyokimyasal olarak inceleyen bu ¢alisma, alaninda yapilmis oncii ¢alismalardan
biridir. Yaptifimiz PubMed literatiir arastirmasinda benzer c¢alismalara

rastlanmamustir.

5.1. Deney Hayvam

BiCO konusunda yapilmis 20 yaymn iceren bir makale taramasinda 4 (%20)
makalede (Sarasquete et al., 2008, Wehrhan et al., 2011a, Wehrhan et al., 2011b,
Mozzati et al., 2013) materyalin insan dokusu oldugu; 13 (%65) makalede (Claus et
al., 2004, Amanat et al., 2007, Sonis et al., 2008, Kobayashi et al., 2010, Hokugo et
al., 2010, Kizilkaya 2010, Bi et al., 2010, Biasotto et al., 2010, Aghaloo et al., 2011,
Senel et al., 2010, Yamashita et al., 2011, Nelson-Filho et al., 2012, Lopez-Jornet et
al., 2010) materyalin sadece sican oldugu; 2 (% 10) makalede (Allen and Burr 2008,
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Burr and Allen 2009) kopek oldugu; 1 (%5) makalede (Fournier et al., 2002)
materyalin hem insan dokusu hem sican oldugu goriilmiistiir. Calismalarda daha ¢ok
laboratuvar hayvanlarindan yararlanilmistir. In vivo modellerde, biiylik hayvanlarin
daha c¢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 (Auer et al.,
2007). Bugiine kadar kdpek, koyun, domuz, maymun ve tavsan modelleri lizerinde
caligmalar yapilmis olsa da, biiyiik hayvanlar pahali olmalari, bakimlarinin zor
olmasi gibi bir¢ok dezavantaja sahiptir. Tek bir hayvan modelinin ideal olmasini
beklemek yerine, calismanin amacina yonelik uygun modelin secilmesi daha dogru
bir yaklasim olacaktir. Yapilan bu g¢alismada, temin edilebilme, barindirma ve
besleme kolaylig1 olmasi, ucuz olmasi, biiyilk hayvanlara gore daha kolay
miidahaleye imkan tanimasi, daha fazla ornek alinabilme imkani sunmasi,
fizyolojileri hakkinda yeterli kaynak bulunmasi ve enfeksiyona olan direngleri gibi
avantajlar1 nedeniyle, sican modeli kullanildi (Egermann et al., 2005). Disi memeli
hayvanlarin donemsel hormonal farkliliklara bagli olarak stabil olmayan bir

metabolizmaya sahip olmalar1 nedeniyle erkek si¢anlar kullanildu.

5.2. Dis cekimi

Kendi kendine meydana gelen BICO olgularina rastlanmakla birlikte, dis
¢ekiminin BICO agisindan en biiyiik risk faktorii oldugu kaydedilmistir (Woo et al.,
2006, Kyrgidis et al., 2008, Ruggiero et al. 2009, Conte-Neto et al. 2011). Bu
nedenle ¢alismamizda da dis ¢ekimi uygulandi.

Uygulanan ZA ve bFGFnin sekonder iyilesen disetine etkilerinin zamana
bagl degisimlerini incelemek amaciyla iyilesmis disetinden 45. ve 60. giinlerde iki
kez biyopsi alindi. Biyopsi 0rneginin yeterli boyutta elde edilmesi amaciyla biitiin

sicanlarin sol alt ve iist molar disleri ¢ekildi.
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5.3. Biyopsi Zamani

Yamashita et al. (2011), kokte asir1 sement birikmesinden dolay1r kok
kiriklarin yasanmasina bagli olarak sicanlardan atravmatik dis c¢ekimininin zor
oldugunu belirterek ¢ekimden kagimmmis ve palatinal mukozayr mukoperiostal
diizeyde kaziyarak kemik ve yumusak dokunun iyilesmesine bifosfonatin etkisini
incelemistir. 2. hafta sonunda yumusak doku olusumunun istenilen diizeye geri
dondiigiinii  belirtmistir. Senel et al. (2010), herhangi bir cerrahi girisim
uygulamadan ZA ve pamidronatin oral mukoza ve ¢ene kemigine etkilerini
inceledigi calismasinda, bifosfonat uygulamasi sonrasi dis kokii c¢evresinde
BICO™Mun erken evrelerinde rastlanan inflamasyonun gériilmesi igin en az 45-60
giin zaman ge¢mesi gerektigini rapor etmistir. Sonis et al. (2008), bizim
calismamiza benzer olarak 3 molar disi ayn1 seansta c¢ektikleri calismasinda ¢ekim
yarasinin iyilesmesi i¢in en az 8 haftalik zaman gectigini belirtmistir. Yapilan bu
calismada da ¢ekim soketlerinin mukoza tarafindan tamamen kapanmasi igin 45
giinliik iyilesme periyodu yeterli goriilmiis olup, biyopsiler 45. ve 60. giinde farkli

zamanlarda alinda.

5.4. Deney Sirasinda Goriilen Komplikasyonlar

Deney sirasinda goriilen komplikasyonlarin basinda inflamasyon gelmektedir.
Bitisik konumlanan dislerin ¢ekimi seri sekilde yapildiktan sonra antibiyotik, agr
kesici ve gargara uygulanmasina ragmen 3-4 giinliik siiregte siganlarda halsizlik; 7-8
giinliik siiregte ise istah ve kilo kaybi goriildi. Bu postoperatif bulgularin
neticesinde sicanlarin bagisiklik sisteminin zayifladigir ve inflamasyona yatkinligin
arttig1 sOylenebilir. 7-8 giiniin sonunda si¢anlar toparlanma evresini tamamladilar.
Her sicanda enfeksiyon olusmasina ragmen yogun antibiyotik ve antiseptik garagara

uygulamasi ile inflamasyon kisa siirede kontrol altina alindi.
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5.5. ZA Uygulamasi

5.5.1. Uygulama Sekli

ZA gibi giiclii bifosfonatlar IV yolla kullanildiklarinda uzun yarilanma
Omiirleri nedeniyle doz tekrarma gerek kalmadan etkilerini uzun siire
koruyabilmektedir. ZA, IV veya subkutan (s.c.) olarak uygulanabilir. Klinikte daha
cok IV olarak kullanilan bu ajan (Berenson and Hirschberg 2004, Conte et al.,
2004), cogu hayvan deneyinde de yine ayni1 yolla kullanilmistir (Bobyn et al., 2005,
Gasser et al., 2006, Amanat et al., 2007, Yao et al., 2007). ZA, preklinik hayvan
calismalarinda s.c. olarak uygulanamistir ve bu teknik oldukea pratiktir (Glatt et al.,
2004, Astrand et al., 2006). Sicanlarda ZA'nin IP yontemle uygulandigi ¢aligmalar
da mevcuttur (Herrak et al., 2004) Bunlarin haricinde lokal enjeksiyonu denenen

bifosfonatlar da olmustur (Amanat et al., 2007).

5.5.2. Dozu ve Uygulama Zaman Arahgi

Hayvan deneylerinde sistemik olarak uygulanan ZA icin ¢esitli dozlar
denenmistir (Glatt et al., 2004, Bobyn et al., 2005, Astrand et al., 2006, Gasser et al.,
2006, Amanat et al., 2007, Yao et al., 2007). Croucher et al. (2001), multipl myelom
sican modeli yaratmay1 amagladig1 calismasinda haftada iki kez uygulanacak sekilde
120 pg/kg subkutanéz ZA enjeksiyonu yapmistir (Toplam doz haftada 240 pg/kg ve
aylik doz 960 pg/kg). Hokugo et al. (2010), sican iizerinde gergeklestirdigi
calismada 2 haftalik zaman araliklari ile 35 pg/kg dozda ZA uygulamigtir. ZA'nin
klinik uygulama protokolii 4 haftalik zaman araliklar1 ile 4 mg'lik doz seklindedir
(Rosen et al.,2001). Ortalama insan viicudunun 55-60 kg oldugu dikkate alinarak
ortalama dozun her 4 haftalik periyotta 70 pg/kg oldugu belirlenmistir. ZA'nin
viicuttan atilim hizi tam olarak bilinmedigi i¢in 2 haftalik periyotlar ile 35 pg/kg

seklinde uygulanmis ve toplam dozu insanla esdeger olmasi saglanmistir (Hokugo et
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al., 2010, Allam et al., 2011). Bizim ¢alismamiz klinige yonelik bir ¢calisma oldugu

icin si¢anlara ZA'nin insana esdeger dozu uygulandi.

5.6. bFGF Uygulamasi

Biiytime faktorlerinin biyolojik yar1 dmiirleri ¢ok kisadir (bFGF ve PDGF, <
2-3 dak. v.b.). Bu faktorler, enjekte edildiklerinde hizli bir sekilde kandan
uzaklastirilir ve doku bariyerlerinden 6zellikle kapiller duvarlardan yavas bir sekilde
penetre olurlar (Haller and Saltzman 1998, Tabata et al., 1999). Bu nedenlerden
dolay1, sistemik uygulama sirasinda farmakolojik etkinin olusabilmesi i¢in yliksek
dozda ila¢ kullanimi istenmeyen yan etkilere (hipotansiyon, tasikardi v.b) neden
olmaktadir (Deguchi et al., 2000). Norrby (1994), bFGF’nin hangi dozlarda daha
kuvvetli anjiogenik etkinlik i¢inde bulundugunu arastirdigi calismasinda da doza
bagli olarak bFGF'nin anjiogenezis etkinliginin degistigini vurgulamistir. Bu yiizden
bizim ¢alisgmamizda da kisa zaman araliklarinda ve yliksek dozdan kaginarak ilag

uygulanmustir.

5.7. ZA'min bFGF Seviyesine Etkisi

Wood et al. (2002), sicanlarda bFGF emdirilmis subkiitanéz implant
yerlestirilerek ZA'nin anjiogenezise etkisini arastirdigi c¢aligmasinda, ZA'nin
bFGFnin uyardigi anjiogenezisi olumsuz etkiledigini belirtmistir. Klodronat ile
iligkili osteonekrozun, klodronatin endotelyal hiicre proliferatif aktivitesi lizerinde
direk inhibisyon etkisiyle alakali oldugu belirtilmektedir. Klodronat'in bu etkisini
bFGF gibi giiclii anjiogenik faktorlerin etkinligini azaltarak yaptigi diisiiniilmektedir
(Ribatti et al., 2008). Ilk ZA uygulamasindan sonra serum bFGF seviyesinde anlamli
bir diigiis goriildiigiinii belirten c¢alismalar mevcutken bu diislistin  6nemli
bulunmadigi ¢alismalar da mevcuttur (Zimering 2002, Ferretti et al., 2005). ZA'nin
anti-anjiogenezis etkisi bir¢cok ¢alismada rapor edilmistir (Marx et al., 2005, Reid et

al., 2007). Bizim calismamizda, hem ZA'nin bFGF'nin serumdaki seviyesini

84



diisiirdiigii hem de bFGF'nin anjiogenezisi tetikledigi goriildii. Bu nedenle, ZA'min
anti-anjiogenezis etkisini bFGF vasitasiyla gerceklestirmis olabilecegi sOylenebilir.
bFGF'nin metastazi arttirdig1 bir ¢ok calismada rapor edilmistir (Kandel et al.
1991, Leali et al. 2003). Rofstad and Halsor (2000), sican melanoma modeli
tistinde bFGF'nin metastaz1 arttirdigini belirtmistir. ZA'min kemik metastazini
azalttig1 cesitli ¢alismalarda rapor edilmistir (Berenson and Hirschberg 2004,
Ruggiero et al.,, 2006a). Calismamizda ZA'nin serum bFGF seviyesini 6nemli
miktarda diislirmiis olmas1 nedeniyle ZA'nin anti-timor etkisini bFGF vasitasiyla

diizenlenen metastazi engelleyerek gerceklestirmis olabilecegi sOylenebilir.

5.8. Histopatoloji ve Immiinohistokimya

Bazi belirteglerde ZA ve bFGF uygulamalar1 sonras1 goriilen skor degisimleri
istatistik olarak &nemli olmasada degerlendirmeye alindi. Istatistik olarak fark
goriilmemesi histopatolojik skorlarin 0-3 gibi dar bir aralikta yapilmasina bagh

olabilecegi diisiiniilmektedir.

5.8.1. Anjiogenezis

Kemikte rezorpsiyonu inhibe ederek etki gosteren bifosfonatlarin ayn
zamanda anti-anjiogenik ve anti-neoplastik etkileri de bildirilmistir (Wood et al.,
2002, Merigo et al., 2005, Ruggiero et al., 2006b, Kobayashi et al., 2010, Ravosa et
al.,2010, Wehrhan et al., 2011a, Wehrhan et al., 2011b, , Di Salvatore et al., 2011).
Calismamizin bulgulari, genel olarak biitiin otoriteler tarafindan kabul goren
bifosfonatlarin anjiogenezisi engelledigi goriisiiyle uyusmaktadir(Ribatti et al.,
2008, Wehrhan et al., 2011b). Tiimor hiicrelerinin invazyon ve metastazinda endotel
hiicrelerinin invazyonu ve yeni olusacak damarlar biiylik dneme sahiptir (Giillii ve
ark., 2000, Giilli 2004). Bifosfonatlar, multipl myelom ve prostat/meme kanserleri
gibi solid tiimdrlerin kemik metastazlarinin Onlenmesi ve tedavisinde basari

sagladig1 bir¢ok calismada belirtilmektedir (Russell and Rogers 1999, Berenson and
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Hirschberg 2004, Hino et al., 2005, Dimitrakopoulos et al., 2006, Ruggiero et al.,
2006b). Bu nedenle ZA'nin anti-anjiogenik etkisi sayesinde metastazin engellendigi
sOylenebilir.

Calismamizda hem tek basma hem de ZA ile birlikte uygulandiginda
bFGF'nin anjiogenezis skorunu arttirmasi nedeniyle bFGF'nin ZA'nin anti-

anjiogenezis etkisine karsi tedavi edici bir ajan olarak kullanilabilecegi sdylenebilir.

5.8.2. Epitelizasyon

BiCO’nun histolojik degerlendirmeleri, bifosfonatlarin bazal epitelyal
progenitdr hiicrelerin sayica azalmasina ve bu nedenle oral mukozanin iyilesme
kapasitesinin zarar gérmesine neden oldugunu gostermistir (Thurnher et al., 2012).
Dis ¢ekimi ya da diger dental travmalarin bifosfonatin lokal olarak salinimina neden
oldugu ve bifosfonatlarin komsu epitel hiicrelerinin proliferasyonunu engelleyerek,
mukoza iyilesmesini yavaslattig1 bir¢ok ¢alismada belirtilmistir (Landesberg et al.,
2006, Reid et al., 2007, Balos 2007, Landesberg et al., 2008, Sonis et al., 2008,
Sarasquete et al., 2008, Kobayashi et al.,2010, Ravosa et al., 2010, Allam et al.,
2011, Scheller et al., 2011). Calismamizda ZA'nin epitelizasyon skorunu onemli
derecede disiirdiigi goriildii. Bu nedenle ZA'nin, dis ¢ekim soketinin epitelyal
kapanmasini olumsuz etkileyerek ¢ekim yarasi iyilesmesini geciktirdigi soylenebilir.
Bu bulgu literatiir ile uyumludur.

Cesitli  hayvan modellerinde bFGF'nin epitelizasyonu hizlandirdig:
gosterilmistir (Okada-Ban et al., 2000). Calismamizda da hem tek basina hem ZA
ile birlikte uygulandiginda bFGF'nin epitelizasyon skorunu onemli derecede
arttirdigr goriildii. Bu nedenle bFGF'nin epitelizasyona ve dolayisiyla dis ¢ekim

yarasi iyilesmesine 6nemli derecede katkida bulundugu sdylenebilir.
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5.8.3. Bag doku

Scheller et al. (2011), insan dokusunda in vitro yaptiklari calismada oral ve IV
bifosfonat kullanimi sonrasi bag dokusunun olumsuz etkilendigini rapor etmistir.
Yamashita et al. (2011) ise ZA uygulanan si¢anlarda palatinal mukozay1 kaziyarak
olusturduklar1 yarada bag doku olusumunun olumsuz etkilendigini ifade etmistir. Bu
caligmalarin tersi olarak, calismamizda ZA'nin bag dokusu olusumunu pozitif
etkiledigi goriildii.

Saito et al. (2013), kdpeklerde yapilan ve bFGF'nin periodontal dokulardaki
iyilesmeye etkisini inceledigi c¢alismasinda bFGF'nin bag doku olusumunu
arttirdigini rapor etmistir. Bununla birlikte Abe et al. (2012), bFGF'nin 6zellikle kas
dokusunda bag doku olusumunu olumlu etkiledigini belirtmigstir. Calismamizda da

bFGF'nin bag doku olusumunu olumlu etkiledigi goriildii.

5.8.4. Infiltrasyon

Infiltrasyonda nétrofil, makrofaj, lenfositlerin yara ortamma gdgii s6z
konusudur. Infiltrasyonun varligi diger belirteclerin aksine olumsuz bir belirteg
olup, dokunun enfeksiyon ve inflamasyona yatkinlig1 olarak yorumlanir (Gosain and
Di Pietro 2004, Broughton et al., 2012). Okada-Ban et al. (2000), topikal bFGF'nin
farelerde enfeksiyon ve diabetin neden oldugu yara iyilesmesi sorunlarina
olumlu etki ettigini belirtmistir. Agiz florastnin BICO vakalarindaki olumsuz
etkileri bir ¢cok calismada belirtilmistir (Ruggiero et al., 2004, Lugassy et al., 2004,
Melo et al., 2005). Kiélicke et al. (2007), in vitro ve in vivo olarak bFGF'nin lokal
uygulamasinin yumusak doku travmasi sonrasi lokal enfeksiyona etkilerini
inceledigi ¢alismasinda, bFGF dozuna paralel olarak enfeksiyon oraninda artig
oldugunu rapor etmistir. Bu durumun en muhtemel nedeninin bFGF'nin toksik etki
olugturmasi oldugu belirtilmistir. Calismamizda bFGF'nin infiltrasyon skorunu
diisiirdligii ZA'min ise bu skorunu arttirdig1 goriildii. Bu nedenle ZA'nin enfeksiyon
ve inflamasyona yatkinlig1 arttirdigi; bFGF'nin ise bu infiltrasyonu olumlu etkiledigi

sOylenebilir. Kontrol grubunda infiltrasyon skorunun 45. giinde 60. giine kiyasla
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daha fazla oldugu goriildii. Zaman ilerledikge iyilesen yarada infiltrasyon skorunun

azaldig1 soylenebilir.

5.8.5. Bifosfonat Uygulamasi Sonrasi Dis Cekimi Yara Iyilesmesine Genel

Bakis

Landesberg et al. (2008), ZA gibi nitrojen igeren bifosfonatlardan olan
pamidronatt siganlara uygulayarak yumusak doku iyilesmesini aragtirmistir.
Bifosfonatlarin yumusak doku iyilesmesi iizerindeki etkilerini inceleyen Oncii
arastirmalardan olan bu c¢alismada pamidronat'in yara iyilesmesini olumsuz
etkiledigi rapor edilmistir. Yamashita et al. (2011), dis ¢ekimi iyilesmesine ZA'nin
etkilerini inceledigi in vivo ¢alismasinda ZA'nin bag dokusu iyilesmesini olumsuz
etkilerken, yumusak doku iyilesmesi ve anjiogenezisi olumsuz etkilemedigini
belirtmistir. Bi et al. (2010), ZA, steroid ve kemoterapotik ila¢ uygulayarak dis
¢cekimi yaptiklart in vivo calismasinda uygulanan ¢ ila¢ cesidi iginde ZA'nin
osteonekroz acisindan en etkin ajan oldugunu ve yumusak doku iyilesmesini
geciktirdigini rapor etmistir. Kobayashi et al. (2010), ZA uyguladiklar sicanlarda
dis ¢ekimi sonrasi yumusak doku ve kemik iyilesmesini arastirdiklar1 ¢aligmasinda,
ZA'mmm kemik iyilesmesini ve anjiogenezisi olumsuz etkileyerek yara iyilesmesini
geciktirdigini  belirtmistir. Calismamizin bulgulari, dis ¢ekimi sonrasi iyilesen
yumusak dokuda ZA'min anjiogenezisi, epitelizasyonu olumsuz etkiledigini ve
infiltrasyonu arttirdigini ortaya koymustur. Bu nedenle ZA'nin yumusak doku yara
iyilesmesini olumsuz etkiledigini sOyleyebiliriz. Calismamiz bifosfonatlarin
yumusak doku iizerindeki olumsuz etkilerini birkez daha ortaya koymasi agisindan
Onemli bir calisma olabilir.

Miller et al. (2000), bFGF'nin yara iyilesmesinde 6nemli gorevleri oldugunu
belirtmistir. Caligmamizda bFGF'nin tek basina uygulandiginda anjiogenezis,
epitelizasyon, infiltrasyon ve bagdoku olusumu iizerinde olumlu etkilerde
bulundugu goriilmiistiir. Buna dayanarak ve yeni galigmalarla desteklenerck BICO

tedavisinde bFGF uygulanmasi s6z konusu olabilir.
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5.8.6. Vaskuler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), lokal "VEGF mRNA" salinimi
ile birlikte sirkiilasyonda anjiogenezisin klasik bir belirteci olarak kabul edilir (Tang
et al., 2010). ZA'nin anti-anjiogenezis etkisi bir ¢ok calismada belirtilmistir (Conti
2002, Merigo et al., 2005, Ruggiero et al., 2006a). ZA'nin VEGF miktarin1 olumsuz
etkiledigini belirten ¢alismalar mevcuttur (Ferretti et al., 2005, Kobayashi et al.,
2010, Mozzati et al., 2013). Di Salvatore et al. (2011), in vitro ¢alismasinda ZA'nin
akciger kanseri hiicrelerindeki anjiogenezisi VEGF salmimimi azaltarak
baskiladigin1 rapor etmistir. Santini et al. (2006), kanser hastalarinda bifosfonat
uygulamasi sonras1 anjiogenik faktorlerin serum seviyelerini arastirdig
calismasinda VEGF seviyesinin O6nemli miktarda diistiigiinii  gostermistir.
Calismamizda da ZA'nin VEGF salinimini diislirdiigli ancak bu diisiisiin istatistiksel
olarak O6nemli olmadig1 rapor edildi. ZA'nin anti-anjiogenezis etkisini VEGF
salintmini azaltarak gergeklestirmis olabilegi diisiiniilebilir.

Pepper et al. (1992), in vitro ¢alismasinda VEGF ile bFGFnin kombine
uygulanmasinin tek baglarina uygulanmasina kiyasla anjiogenezisi daha hizli ve
daha gii¢lii uyardigini ve bu iki biiyliime faktorii arasinda sinerjik aktivite oldugunu
belirtmistir. Calismamizda, hem tek basina hem de ZA ile birlikte uygulandiginda
bFGFnin VEGF salinimmi arttirdigi ve bFGF dozu ile VEGF salinimi arasinda
paralellik oldugu goriildii.

5.8.7. Trombosit Kaynakh Biiyiime Faktori (PDGF)

PDGF, anjiogenezis ve mitozda énemli bir role sahip olmakla birlikte diger
biiylime faktorleri, makrofaj ve nétrofilleri diizenler (Bochsler and Slauson 2002,
Dominijanni et al., 2012). PDGF, dis c¢ekimi sonrasi pihtilasma siirecinde
eritrositlerden salgilanir ve sert ve yumusak dokularin iyilesme cevabina katilirlar.
PDGF'nin ayrica periodontal ligamentlerde proliferasyonu ve migrasyonu arttirdigi
gosterilmistir (Boyan et al., 1994, Dennisson et al.,1994). Bu bulgular PDGF'nin sert
ve yumusak dokudaki iyilesme iizerindeki faydali etkileri olduguna dikkat
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cekmektedir. Calismamizda ZA'min PDGF salinnmini azalttigi goriildi. ZA'min
anjiogenezis ve yara iyilesmesi iizerindeki olumsuz etkilerini PDGF yoluyla da
gergeklestirmis olabilecegi sdylenebilir.

Cozin et al. (2011), in vitro olarak diseti dokularin1 pamidronat ve ZA'ya
maruz birakarak PDGF'nin iyilesmeye etkisini degerlendirdigi ¢aligmasinda
PDGF'nin 1yilesmeyi pozitif etkiledigini rapor etmistir. Hem tek basina hem de ZA
ile birlikte uygulandiginda bFGFnin PDGF salinimini 6nemli miktarda arttirdig
goriildii. bFGF'nin PDGF istiinde diizenleyici etkisinin oldugunu diisilinebiliriz.
Calismamizda ZA'nin anjiogenezis ve yara iyilesmesi iizerindeki olumsuz etkilerinin
bFGF uygulamasiyla oOnlenebildigi goriildii. bFGF'nin bu etkisini PDGF ile
etkilesime girerek gerceklestirmis olabilecegi sdylenebilir.

Cesitli preklinik ¢alismalarda PDGF'nin ¢ene-yiiz, omurga, extremitelerde ve
yumusak dokularda uygulanabilirligi gosterilmistir (Dominijanni et al., 2012).
Osteoprogenitor hiicrelerin yasamini destekleme 6zelligi ile birlikte sayilan birgok
etkisi, PDGF'yi osteoporozis, diabet ve sigara kullanimi gibi kétii kosullarda
ozellikle iskeletsel defektlerde basvurulacak bir secenek konumuna getirmistir
(Dominijanni et al., 2012). Aym sekilde, PDGF'nin yukarida belirtilen
komorbitelere benzer bir sorun olan BICO'nun tedavisinde de gdz &niinde

bulundurulmasi gereken bir biiyiime faktorii oldugu sdylenebilir.

5.8.8. Angiogenin

Angiogenin, damar endotellerini ve kiigiik kas hiicrelerini aktive ederek ve
migrasyon, invazyon, proliferasyon, tiibiiler yapilarin olusumu gibi biyolojik
stiregleri hizlandirarak anjiogenezisi tetikler (Gao and Xu 2008). Calismamizda
ZA'mm angiogenin salimimin disiirdiigii ancak bu diisiisiin istatistik olarak énemli
olmadig1 goriildii. ZA'nin anti-anjiogenezis etkisini angiogenin gibi anjiogenik bir
ajanin saliimini azaltarak gerceklestirmis olabilecegi sdylenebilir.

Angiogenin'in endotelyal hiicrelerde bFGF ve VEGF gibi diger anjiogenik
faktorler vasitasiyla baglatilan anjiogenezis siirecinde kavsak gorevi listlendigi rapor

edilmistir (Kishimoto et al., 2005). Calismamizda bFGF'nin angiogenin salinimini
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onemli miktarda arttirdig1 goriildii. Bu nedenle bFGF'nin anjiogenezise olan pozitif
etkisini angiogenin ile sinerjik iligskisi vasitasiyla gerceklestirmis olabilecegi
diistiniilebilir.

Kontrol grubuna ait 1. biyopsi drneklerinde 2. biyopsi Orneklerine kiyasla
daha yiiksek angiogenin saliimi goriilmiistiir. Daha taze yarada angiogeninin daha
bliyiik miktarda goriilmesi, angiogeninin doku iyilesmesinde gorev aldigi seklinde

yorumlanabilir.

5.8.9. Interokin 8 (IL-8)

IL-8, endotelyal hiicreler, epitelyal hiicreler ve makrofajlar tarafindan iiretilen
bir kemokin ajandir. IL-8'in endotelyal hiicre proliferasyonunu ve anjiogenezisin
dayanikliligini diizenledigi rapor edilmistir (Li et al., 2003). Koch et al. (1992), IL-
8'in romatoid artrit, tliimor biiylimesi ve yara iyilesmesi gibi anjiogenezisle alakali
hastaliklarda onemli roller iistlendigini gdstermistir. Caligmamizda ZA'nin IL-8
seviyesini istatistik olarak énemli derecede diisiirdiigii goriildii. Bifosfonatlarin anti-
anjiogenik etkisini IL-8 salintmini azaltarak gerceklestirdigi soylenebilir. Kélicke et
al. (2007), in vitro olarak bFGF uyguladiklar1 ¢alismasinda bFGF dozuna paralel
olarak IL-8 saliniminda artis gordiiklerini ifade etmistir. Calismamizda da hem tek
basina hem de ZA ile birlikte uygulandiginda bFGF'nin IL-8 salininminda artis
meydana getirdigi goriildii. bFGF'nin olumlu etkilerini IL-8 gibi bir anjiogenik ajan

ile sinerjik aktivitesiyle gerceklestirmis olabilecegi sdylenebilir

5.8.1. Interlokin 3 (IL-3)

T lenfositlerinden salgilanan IL-3, graniilosit, eritrosit ve makrofajlarin
sayilarini arttirarak immiin sistemde rol alir. Ayrica kok hiicrelerin ¢ogalmasini
uyarir ve Omriinii uzatir. IL-3'lin iskemik dokularda anjiogenezisi diizenledigi ve
hiicre olimiinii azalttig1 c¢esitli ¢alismalarda belirtilmistir (Thle et al., 1986,

Wagemaker et al., 1990, Ulich et al., 1991). Bu 6zellikleriyle yara iyilesmesine
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katkida bulunur. Calismamizda ZA'nin IL-3 salmimmimi diistirdiigii goriiliirken,
bFGF'nin IL-3 salintmin1 6nemli miktarda arttirdigi goriildii. ZA'nin yara iyilesmesi
tizerindeki olumsuz etkilerini, IL-3 salinimim1 azaltarak ta gerceklestirmis
olabilecegi bununla birlikte bFGF'nin yara iyilesmesine olan pozitif etkisini IL-3 ile
olan sinerjik iligkisi vasitasiyla da gergeklestirdigi sOylenebilir. bFGF ve IL-3
arasindaki sinerjizmin BICO vakalarma énemli katkilarinin olacagmi belirtmek
yanlis olmayacaktir.

In vivo calismalarda IL-3in kemik iligi hastaliklarinin tedavisinde, otojen
kemik iligi transplantasyonunun kolaylastirilmasinda ve radyasyonun olumsuz
etkilerinden dokular1 korumada pozitif etkilerinin oldugu rapor edilmistir
(Wagemaker et al, 1990, Ulich et al.,, 1991). Bifosfonat uygulamasi, yara
iyilesmesini geciktirmesi, yumusak ve sert doku nekrozlar1 gibi bir ¢ok yan etkiye
sahip olmasi sebebiyle osteoradyonekroza benzerlik gostermektedir. bFGF'nin,
osteoradyonekroz vakalarina benzer olarak BICO vakalarinda da IL-3 miktarmi

arttirarak yara iyilesmesine katkida bulunabilecegi sdylenebilir.

5.8.2. Trombosit Kaynakh Endotelyal Hiicre Biiyiime Faktorii (PD-ECGF)

Anjiogenezisi uyaran anjiogenik bir protein olan ve trombositlerden izole
edilen PD-ECGF'nin, ayrica ¢esitli dokularin endotelinden de salgilandigi rapor
edilmistir (Ignatescu et al., 1999, Igawa et al., 2003, Epstein et al., 2003, Zhang et
al., 2004). Bir¢ok c¢alisma, PD-ECGF'nin anjiogenezisi destekledigini ve ¢esitli
fizyolojik siireclerde anjiogenezisi diizenledigini gdstermistir (Konda et al., 1999,
Saito et al., 2003, Costa et al., 2007). PD-ECGF, yara iyilesmesinin erken donemleri
icin kritik bir role sahip olmakla birlikte hem mezensimal kok hiicre hem de
inflamasyon hiicreleri i¢in kemotaktiktir (Wallace et al., 1999). Calismamizda
ZA'mm PD-ECGF salimimmi diisiirdiigi ve bFGF'nin ise bu faktoriin saliimin
arttirdig1 goriildii. bFGF'nin anjiogenezise olumlu katki yaptigi bu g¢alismanin
bulgular1 arasindadir. bFGF bu etkisini PD-ECGF ile olan sinerjik aktivitesi

vasitasiyla gerceklestirmis olabilecegi sdylenebilir.
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PD-ECGF, periodontal defektlerin rejenerasyonunda ve inat¢t diabetik
iilserlerin tedavisinde basarili sonuglar vermistir (Steed 1995). bFGF'nin yara
iyilesmesinde onemli gorevleri oldugunu rapor edilmistir (Miller et al., 2000,
Okada- Ban et al., 2000). Calismamizda ZA ile birlikte uygulanan bFGF'nin PD-
ECGF salinimini arttirmasi nedeniyle bFGF'nin PD-ECGF gibi anjiogenezisi, yara
tyilesmesini ve immiin sistemi pozitif etkileyen bir biiyiime faktérii vasitasiyla

BICO lezyonlarinin tedavisinde etkili olabilecegi sdylenebilir.

5.8.3. Graniilosit Koloni Uyarici Faktor (GCSF)

GCSF'nin iskemik dokularda anjiogenezisi diizenledigi ve hiicre Sliimiinii
azalttig1 cesitli caligmalarda rapor edilmistir (Crivellato et al., 2004, Takagi et al.,
2005). Calismamizda ZA uygulamasinin GCSF saliimimi azalttigi goriildi. Bu
nedenle ZA'nin anjiogenezis ve yara iyilesmesine olan olumsuz etkisini GCSF
salimimini azaltarak gerceklestirmis olabilecegini sdyleyebiliriz.

Endotel hiicre ¢cogalmasi, hiicre gocii ve anjiogenezisin uyarilmasi bFGF’ nin
en 1yi karakterize edilen fonksiyonlaridir (Sperinde and Nugent 1998, Claus et al.,
2004). Hem tek basimma hem de ZA ile birlikte uygulandiginda bFGF'nin, GCSF
salimimini arttirdig1 gortildi. bFGF'nin bu fonksiyonlarint GCSF gibi bir anjiogenik
ajan ile sinerjik aktivitesiyle gerceklestirmis olabilecegi ve ZA'nin olumsuz

etkilerine kars1 GCSF'nin tedavi edici bir ajan olarak kullanilabilecegi sdylenebilir.

5.8.4. Doniistiiriicii Bityiilme Faktorii Alfa (TGF- Alfa)

TGF- Alfa, epitelyal hiicre c¢ogalmasinin potansiyel uyaricisidir. Ayrica
endotelyal hiicreleri ve fibroblastlar1 uyararak angiogenezisi tetikler (Bochsler and
Slauson 2002). Calismamizda ZA'nmin TGF- Alfa salinmmini disiirdiigii goriildii.
bFGF'nin ise bu faktoriin salinimini arttirdigi goriildii. ZA'nin anti-anjiogenezis ve

yara iyilesmesini geciktirme Ozelligini TGF- Alfa {izerinden gercgeklestirirken;
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bFGFnin yara iyilesmesine ve anjiogenezise olan pozitif etkisini TGF- alfa

vasitastyla gergeklestirmis olabilecegi sdylenebilir.

5.8.5. Asidik Fibroblast Biiyiime Faktorii(aFGF)

Fibroblast biiyiime faktorleri’nin en ¢ok bilinen iki tipi olan aFGF ve bFGF,
farkli izoelektrik noktalara (pL) sahiptirler. Bu iki biiyiime faktori %55 sira
esdesligine sahiptir (Wang et al., 1996). Calismamizda uygulanan bFGF dozu
arttikca aFGF saliniminin da paralel olarak 6nemli miktarda arttig1 goriildii. Doku
orneginde miktar agisindan goriilen dogru oranti yapisal benzerlige baglanabilir.

aFGF'nin anjiogenezis ve yara iyilesmesinde onemli rolii olan bir biiytime
faktorii oldugu rapor edilmistir (Hagedorn and Bikfalvi 2000, Cetin ve Capan
2004). ZA ile birlikte uygulanan bFGF'nin de aFGF salinimini arttirdigr goriildii.
Yogun iyilesme ve anjiogenizis siirecinin yasandigi dis ¢ekim yaralarina
bFGF'nin pozitif etkisi g¢esitli ¢alismalarda rapor edilmistir (Miller et al., 2000,
Okada- Ban 2000). bFGF'nin bu etkisini aFGF ile sinerjik iliskisi sayesinde de
gerceklestirmis olabilecegini sdyleyebiliriz.

Calismamizda immiinohistokimyasal olarak analiz edilen biitiin biiyiime
faktorleri ve sitokinlerin yara iyilesmesi ve anjiogenezis iizerinde 6nemli gorevleri
bulunmaktadir. Caligmamizda ZA'nin yara iyilesmesini ve anjiogenezisi olumsuz
etkiledigi ve bu etkilerini ¢alismadaki biiyiime faktorii ve sitokinlerin salinimini
diisiirerek gerceklestirmis olabilecegi diisiiniildii. Bununla birlikte uygun dozlarda
bFGF uygulamasi ile yara iyilesmesi, anjiogenezis skorlari ile biiylime faktorleri ve
sitokinlere ait salinim miktarlarinin daha yiiksek seviyelere getirilebilecegi goriildii.

ZA'min anti-timor etkisini nasil gerceklestirdigi hala tam olarak
anlagilamamakla birlikte litaratiirde ¢esitli teoriler mevcuttur (Green and Clezardin
2002, Green 2003, Croucher et al. 2003). Bu teorilerden en 6ne ¢ikani, ZA'nin anti-
anjiogenik etkisiyle timor anjiogenezisini olumsuz etkilemesidir (Wood et al. 2002,
Fournier et al. 2002). Rofstad and Halsor (2000), sican melanoma modelinde IL-8,
VEGF, PD-ECGF ve bFGFnin metastaz 1Uzerine etkilerini inceledikleri

calismasinda, incelenen her sitokinin metastazi arttirdigini bununla birlikte bu
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bliylime faktorleri ve sitokinlerden birinin inhibisyonunun digeri ile kompanse
edilemedigini belirtmistir. Rogala et al. (2001), tiimor anjiogenezisinde IL-8, VEGF,
aFGF ve bFGF'nin rollerini arastirdigi calismasinda VEGF, aFGF, bFGF'nin timor
anjiogenezisde Onemli bir role sahip oldugunu rapor etmistir. Bu calismalarin
bulgular1 ile bizim ¢alismamizin bulgular1 benzerdir. Bu bilgiler 1518inda, ZA'nin
anti-timor etkisini VEGF, PDGF, Anjiogenin, IL-8, IL-3, PD-ECGF, GCSF, TGF-
Alfa, aFGF gibi anjiogenik biiylime faktorleri ve sitokinlerin salinimini azaltarak
gergeklestirmis olabilecegi sdylenebilir.

Birgok ¢alisma, bifosfonatlarin oral mukoza hiicrelerinden bagka
gastrointestinal sistem hiicrelerini, servikal epitelyal hiicrelerini, prostat epitelyal
hiicrelerini, renal hiicreleri olumsuz etkiledigini belirtmektedir (Wallace et al., 1999,
Landesberg et al., 2008). Nitrojen i¢eren bifosfonatlarin, osteoporoz gibi nedenlerle
parenteral kullanim1 sonrasi 6zellikle gastrik erozyonlara ve {ilserelere sik
rastlanmaktadir. Bu ¢alismada kaydedilen bFGF'nin oral mukoza iyilesmesi {izerine
olumlu etkilerinin, gastrointestinal hiicrelerde, servikal ve prostat epitalyal
hiicrelerde de gerceklesip gerceklesmeyecegini arastiracak caligsmalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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1.

6. SONUC VE ONERILER

Zoledronik asit uygulanan siganlarda 3 molar disin ayn1 seansta c¢ekilmesi
sonras1 yaranin mukoza ile kapanmasi i¢in beklenilmesi gereken siirenin
yaklagik 45 giin oldugu goriilmiistiir.

ZA'nin  bFGF'nin serumdaki seviyesini Onemli miktarda distirdigi
goriilmiistiir. Bu nedenle ZA'min bFGF gibi anjiogenezis ve yara
iyilesmesinde onemli rollere sahip bir biiylime faktoriinii baskilayarak ta

BICO olusumuna neden oldugu diisiiniilebilir.

. Dis ¢ekimi sonrasi iyilesen yumusak dokuda ZA'nin anjiogenezisi,

epitelizasyonu olumsuz etkiledigi ve infiltrasyonu arttirdig: tespit edilmistir.
ZA'mm yara iyilesmesinde onemli olan bu mekanizmalara olan olumsuz
etkileri nedeniyle BICO meydana getiriyor olabilecegi sonucuna varilmustir.
bFGF'nin ZA'min olumsuz etkiledigi anjiogenezis, epitelizasyon, bag dokusu
ve infiltrasyona olumlu etkilerde bulundugu goriilmiistiir. bFGF'nin yara
iyilesmesinde dnemli olan bu mekanizmalara olan olumlu etkileri sayesinde
BICO lezyonlarin1 énleme ve tedavi etme konusunda yeni bir ajan olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

ZA'min VEGF, PDGF, IL-8 ve IL-3, angiogenin, PD-ECGF, GCSF, TGF-
Alfa, aFGF gibi biliylime faktorleri ve sitokinlerin saliimini azalttig
gbzlenmistir. ZA 'nin anjiogenezis ve yara iyilesmesinde onemli rolleri olan
bu biiylime faktorleri ve sitokinlerle olan etkilesimleri degerlendirilerek

BiCO'nun fizyopatolojisi konusunda aydinlatici bilgiler elde edilmistir.

. bFGF'nin bu biiyiime faktorleri ve sitokinlerin salmimlar1 arttirdigi

gbzlenmigtir. bFGF'nin bu biiylime faktorleri ve sitokinlerle olan olumlu
etkilesimleri sayesinde BICO lezyonlarin énleme ve tedavi etme konusunda

etkili bir ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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OZET

Bifosfonat Uygulanan Ratlarda Bazik Fibroblast Biiyiime Faktorii'niin

Mukoza Anjiogenezisine Etkisi

Bifosfonatlarla iliskili ¢ene osteonekrozu (BICO)nun oral mukozadaki
anjiogenezis ve yara iyilesmesini olumsuz etkilenmesi nedeniyle meydana geldigi
diistiniilmektedir. Bazik fibroblast biiylime faktorii (bFGF), anjiogenezis ve yara
yilesmesinde 6nemli gorevlere sahiptir. Bu ¢alismanin amaglarindan biri zoledronik
asit (ZA)'in dis cekimi sonrasi iyilesmis yumusak dokuda anjiogenezis, yara
iyilesmesi, biiyiime faktorleri ve sitokinler tizerindeki etkilerini arastirmaktir.
Calismanin diger bir amacit yumusak doku iyilesmesi iizerinde olumlu etkileri
oldugu bilinen bFGF’nin, ZA'nin olumsuz etkilerini tedavi etme konusundaki
etkinligini degerlendirmektir. Bu tezin en 6nemli amact BICO’ya sebep oldugu
diisiiniilen ZA nin bu etkisini nasil ger¢eklestirdigini arastirmaktir.

Bu prospektif, rastgele caligmada 12 haftalik Sprague Dawley sicanlar
kullanildi. Sicanlar 6ncelikle ZA uygulanan ve uygulanmayan olarak 32'ser adet
sicandan olusan 2 gruba ayrildiktan sonra da her iki grup kendi i¢inde bFGF'nin 4
dozuna (diisiik 90 ng/kg, orta 450 ng/kg, yiiksek 2275 ng/kg, uygulanmayan) uygun
olarak 4 alt gruba ayridi. Boylece her grupta 8 sigan olacak 8 grup olusturuldu. ZA
ve bFGF'nin anjiogenezis, yara iyilesmesi, biiylime faktorleri ve sitokinler
tizerindeki etkileri histopatolojik ve immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi.
Istatistik analizde Mann-Whitney U, Kruskal-Wallis ve Wilcoxon testleri
kullanildi.

ZA anjiogenezis, yara iyilesmesi, bliylime faktorleri ve sitokinlerin skorlarini
diistirtirken bFGF, ZA'nin bu etkilerine olumlu etkilerde bulundu (p<0,05). Bununla
birlikte ZA, serum bFGF seviyesini 6nemli miktarda diistirdii (p<0,05).

ZA'min anjiogenezis, yara iyilesmesini geciktirerek, biiyiime faktorleri ve
sitokinlerin salinimini azaltarak ve serum bFGF seviyesini diisiirerek BICO
tablosuna neden oldugu sdylenebilir.

Anahtar Sozciikler: anjiogenesis, bazik fibroblast biiylime faktori,
bifosfonatla iliskili ¢gene osteonekrozu, biiylime faktorleri, zoledronik asit.
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ABSTRACT

The effect of Basic Fibroblast Growth Factor on Mucosal Angiogenesis
After Tooth Extraction in Bisphosphonate Applied Rats

Bisphosphonate- related osteonecrosis of the jaws (BRONJ) is thought to be
associated with defects in angiogenesis and regeneration of the oral mucosa.
Moreover, basic fibroblast growth factor (bFGF) participates in angiogenesis and
wound healing. This preliminary study aimed at evaluating the effect of zoledronic
acid on angiogenesis, secondary soft tissue healing at the tooth extraction area,
growth factors and cytokines. Another aim of this study was evaluating the effect of
bFGF against the negative effects of ZOL. On the other hand, We also intended to
investigate the etiopathology of BRONIJ which is belived to be associated with ZOL.

This prospective, randomized study, 12-week-old Sprague—Dawley rats
(n=64) were divided into two-groups as ZOL treated group (n=32) and non-treated
group (n=32). These 2 groups were subdivided into 4 groups each (n =8 each):
groups administered low (90ng/kg), medium (450 ng/kg), and high doses (2,275
ng/kg) of bFGF and non-treated control groups. The effects of ZOL and bFGF on
soft tissue healing and angiogenesis following tooth extraction and the expressions
of different growth factors-cytokines were examined histopathologically and
immunohistochemically. Data were analyzed using the Mann—Whitney U, Kruskal—
Wallis and Wilcoxon tests.

ZOL decreased expressions of all growth factors and cytokines, angiogenesis
and wound healing on biopsy specimens. Meanwhile, bFGF treatment significantly
ameliorated the negative effects of ZOL (p<0,05). However, ZOL significantly
decreased serum level of bFGF (p<0,05).

It is hypothesized that ZOL causes BRONJ formation via decreasing serum
bFGF level, secretion of growth factor and cytokines on healing area, and delaying
angiogenesis and reganeration

Keywords: angiogenesis, basic fibroblast growth factor, bisphosphonate
related osteonecrosis of the jaws, growth factors, zoledronic acid.
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