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SEMBOLLER VE KISALTMALAR
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VEGF Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
YUDETAM Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlar Arastirma Merkezi

ZA Zoledronik Asit



ABSTRACT

Yalcm G.M. (2015). Histopathologic and Histomorphometic Evaluation of
Prophylactic Effect of Pentoxifylline on a Rat Model of Bisphosphonate-Related
Osteonecrosis of the Jaw. Yeditepe University, Health Sciences Institute,
Department of Oral and Maxillofacial Surgery, PhD Thesis, Istanbul. The aim of this
experimental study is to investigate the prophylactic effect of Pentoxifylline (PEN) on
bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw (BRONJ). In our study, 34 female
Sprague-Dawley rats were randomly divided into five groups. Groups 1 (Control) and 2
(SF/PEN) were injected intraperitoneally (IP) with sterile saline solution (SF) for 8
weeks; Groups 3 (ZA/SF), 4 (ZA/PEN) and 5 (ZA/PEN/PEN) were received IP
zoledronic acid (ZA) (Zolenat® 4mg/5 ml, Mustafa Nevzat, Tiirkiye) at a dose of 0.1
mg/kg, 3 times a week for 8 weeks. In the eighth week, rats in group 5 (ZA/PEN/PEN)
were received IP 50 mg/kg PEN (Trentillin® 100 mg/5 ml IV, Santa Farma, Istanbul,
Tiirkiye) everyday. The left second molar teeth were extracted and the animals were
allowed to recover for 8 weeks before being sacrificed. After tooth extraction, groups 1
(Control) and 3 (ZA/SF) were injected IP SF everyday for 3 weeks; groups 2 (SF/PEN), 4
(ZA/PEN) and 5 (ZA/PEN/PEN) were received 50 mg/kg IP PEN everyday for 3 weeks.
At the end of this 16-week period, all rats were sacrificed. The specimens were
histopathologically evaluated according to their inflammation, vascularization, bleeding
and regeneration degrees. This parameters are valued as none (0), mild (1), moderate (2)
and severe (3). The total bone volume and bone percentage were histomorphometrically
evaluated. At the beginning of the experiment, weights of the rats were recorded and
there were a statistically significant difference between the groups (p=0,043). Within the
16-week process, weights of the rats recorded and rats have continued to gain weight. At
the end of the experiment, there was no statistically significant difference between the
groups (p>0,05). Between control group and group SF/PEN, there were no statistically
significant difference for inflammation (p=0,127), vascularization (p=1), bleeding (p=1)
and regeneration (p=1). Between control group and group ZA/SF (Osteonecrosis Group),
there were statistically significant difference for inflammation (p=0,013), vascularization

(p=0,022), bleeding (p=0,025) and regeneration (p=0,008). Comparison between group
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ZA/SF and treatment groups has showed: between control group and group ZA/PEN,
there were no statistically significant difference for inflammation (p=0,536)
vascularization (p=0,642), bleeding (p=0,765) and regeneration (p=0,127). Between
group ZA/SF and group ZA/PEN/PEN, there were statistically significant difference for
inflammation (p=0,017), vascularization (p=0,04), bleeding (p=0,044) and regeneration
(p=0,04). Evaluation of histomorphometrical results have revealed that comparison of the
total bone volume has showed statistically significant difference between control group
and group SF/PEN (p=0,009); ZA/PEN (p=0,01) and ZA/PEN/PEN (p=0,002). Between
control group and group ZA/SF, there was no statistically significant difference for total
bone volume (p=0,999). Comparison of the bone percentage in the extraction sockets has
showed no statistically significant difference between control group and group SF/PEN
(p=0,935); ZA/PEN (0,108) and ZA/PEN/PEN (p=0,530). Between control group and
group ZA/SF, control group has showed a statistically significant difference for bone
percentage in the extraction sockets (p<0,001). Comparison between group ZA/SF and
treatment groups has showed no statistically significant difference with group ZA/PEN
(p=0,69); but statistically significant difference with group ZA/PEN/PEN (p=0,008). In
this experimental model for BRONJ, it might be concluded that although PEN which was
given right after tooth extraction improves new bone formation and in this way it
positively affects bone healing, it is not therapeutic. However, PEN that was given before
tooth extraction is both prophylactic and therapeutic. In conclusion, PEN might affect

healing in a positive way via optimizing inflammatory response.

Key Words: Zoledronic Acid, Pentoxifylline, Bisphosphonate, Osteonecrosis, Rat

xvil



OZET

Yalcin, G.M. (2015). Sicanlarda Olusturulan Deneysel Cenelerin Bifosfonata
Bagh  Osteonekrozu Modelinde Pentoksifilin’in  Profilaktik  Etkisinin
Histopatolojik ve Histomorfometrik Olarak incelenmesi, Yeditepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Ag1z, Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim Dalh Doktora
Tezi, istanbul. Bu deneysel calismanin amaci zoledronik asit (ZA) ile nekrotik alanlar
olustuktan sonra tedavi amaci ile kullanilan Pentoksifilin’in (PEN) nekroz olugsmadan
once profilaktik etkisinin varliginin incelenmesidir. Calismamizda otuz dort tane disi
Sprague-Dawley sican randomize olarak bes gruba ayrildi. Grup 1 (Kontrol) ve 2’deki
(SF/PEN) sigcanlara calismanin ilk giiniinden baslayacak sekilde 8 hafta boyunca
haftada 3 kez intraperitoneal (IP) serum fizyolojik (SF) (0,1 mg/ml) verilirken, Grup 3
(ZA/SF), 4 (ZA/PEN) ve 5’teki (ZA/PEN/PEN) sicanlara yine c¢alismanin ilk
giinlinden itibaren 8 hafta boyunca haftada 3 kez serum fizyolojik ile karigtirilarak
zolendronik asit (0.1 mg/kg) (Zolenat® 4mg/5 ml, Mustafa Nevzat, Tiirkiye) IP olarak
uygulandi (Resim 3.2). Grup 5’teki sicanlara dis ¢ekiminden bir hafta once ilave
olarak IP PEN (Trentillin® 100 mg/5 ml IV.,Santa Farma, Istanbul, Tiurkiye (50
mg/kg) enjeksiyonu yapildi. Bu 8 haftalik siireci takiben, sicanlarin sol alt 2. molari
cekildi. Dis ¢ekimlerinin yapildig: giinden itibaren 3 hafta boyunca hergiin IP, Grup 1
ve 3’teki sicanlara SF (0,1 mg/ml); Grup 2, 4 ve 5°teki sicanlara ise IP PEN (50
mg/kg) enjeksiyonu yapildi. Tiim deney hayvanlar1 dis ¢cekimlerinden 8 hafta sonra
dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Tim sicanlardan alinan Ornekler
enflamasyon, vaskiilarizasyon, kanama ve rejenerasyon ag¢isindan, yok (0), ¢cok az (1),
orta (2) ve siddetli (3) olarak histopatolojik acidan degerlendirilmistir. Dis ¢cekim
soketindeki total kemik hacmi ve kemik yiizdesi 6l¢limleri histomorfometrik olarak
degerlendirilmistir. Yapilan agirlik Olglimlerinde, baslangic Olciimiinde gruplar
arasinda anlamli bir fark gozlenirken (p=0,043); gecen zamanla birlikte uygulanan
islemlerden bagimsiz olarak gruplardaki hayvanlarin agirlik ortalamalarinda artis
gozlenmis ancak zamana gore agirlik degisimleri agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05). Kontrol grubu ile SF/PEN

grubu; enflamasyon (p=0,127), vaskiilarizayon (p=1), kanama (p=1) ve rejenerasyon
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(p=1) ag¢isindan karsilastirildiklarinda, bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamamustir. Kontrol ile ZA/SF grubu karsilastirildiginda ise enflamasyon
(p=0,013), vaskiilarizasyon (p=0,022), kanama (p=0,025) ve rejenerasyon (p=0,008)
acisindan, istatistiksel olarak her bir parametrede anlamli fark bulunmustur. ZA/SF
grubu ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplari ile karsilastirildiginda; dis ¢ekimi sonrasinda
PEN uygulanan ZA/PEN grubu ile karsilastirildiginda enflamasyon (p=0,536),
vaskiilarizayon (p=0,642), kanama (p=0,765) ve rejenerasyon (p=0,127), agisindan bu
iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. ZA/SF grubu dis
cekimi Oncesinde koruyucu olarak PEN uygulanan ZA/PEN/PEN grubu ile
karsilagtirilldiginda ise enflamasyon (p=0,017), vaskiilarizayon (p=0,04), kanama
(p=0,044) ve rejenerasyon (p=0,04) acisindan, tiim bulgularda anlamli bir fark
izlenmistir. Histomorfometrik degerlendirmede, gruplarin total kemik hacimleri
incelendiginde; kontrol grubu ile SF/PEN, ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplari arasinda
anlamh bir fark izlenmis (Siras1 ile: p=0,009; p=0,01; p=0,002); kontrol grubu ile
ZA/SF grubu arasinda anlamli bir fark izlenmemistir (p=0,999). Gruplar arasinda dis
cekim soketlerindeki kemik yiizdeleri karsilastirildiginda ise; kontrol grubu ile
SF/PEN, ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplar1 arasinda anlamli bir fark izlenmemis
(Swrast ile: p=0,935; p=0,108; p=0,530); ZA/SF grubu ile karsilastirildiginda ise
anlamli derecede yiiksek kemik yiizdesine sahip olugu goriilmiistiir (p<0,001). ZA/SF
grubunun kemik yiizdesi ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplar ile karsilastirildiginda,
ZA/SF grubu ile ZA/PEN grubunun arasinda anlamli bir fark bulunmadigi (p=0,69);
ZA/PEN/PEN grubu ile arasinda anlamli bir fark bulundugu goriilmiistiir (p=0,008).
Deneysel olarak olusturulan bu modelde, dis ¢cekimi sonrasinda verilen PEN’in her ne
kadar yeni kemik olusumunun arttirip iyilesmeyi pozitif yonde etkilese de anlamli
olarak tedavi edici olmadigy; dis cekimi 6ncesinde proflaktik olarak verilen PEN’in ise
kemik iyilesmesi acisindan hem proflaktik hem de tedavi edici olabilecegi sonucuna
vartlmistir. Sonug olarak PEN’in enflamatuvar reaksiyonu optimize ederek iyilesmeyi

pozitif yonde etkiledigi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Zoledronik Asit, Pentoksifilin, Bifosfonat, Osteonekroz, Sigan
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1. GIRIS VE AMAC

Bifosfonat (BP) bilesikleri kemiklerdeki osteoklastik aktiviteyi inhibe
ederek; cesitli malign tiimorlere bagli olarak gelisen hiperkalsemi, patolojik
fraktiirler ve omurilik sikismasi gibi hayati tehlike yaratan komplikasyonlari
azaltarak kemik metastaz1 bulunan kanser hastalarinin hayat kalitesini iyilestirmek
ve agrilarmi azaltmak amaci ile kullanilmaktadir. Intravensz BP tedavisi
malignensiye bagli olarak gelisen hiperkalseminin diizeltilmesinde etkili oldugu
gibi meme, prostat ve akciger kanserlerine bagli tiimorlerin ve multiple myelomaya
bagli metastatik osteolitik lezyonlarin tedavisinde de faydalidir. Ayrica Paget,
fibroz displazi, heterotopik ossifikasyonlar, ankilozan spondilit, osteogenesis
imperfecta, idiyopatik juvenil osteoporoz ve postmenapozal osteoporoz tedavisinde

de kullanilmaktadir.

American Association of Oral and Maxillofacial Sugeons — AAOMS’a
gore, Cenelerin Bifosfonata Bagl Osteonekrozu (CBON) — Biphosphonate Related
Osteonecrosis of the Jaw (BRONIJ), daha once bifosfonat grubu ilag kullanmig
veya hala kullanmakta olan; bas-boyun boélgesine radyoterapi almamis hastalarda,
maksillofasiyal bolgede ekspoze kemik alanlarinin olugsmasi ve bu durumun sekiz
hafta veya daha fazla siire ile mevcut olmast ile karakterize bir klinik tablodur. Son
yillarda CBON, ozellikle intraven6z yolla uygulanan ve azot iceren BP grubu
ilaclarin olas1 bir komplikasyonu olarak kabul edilmektedir. BP’lerin ozellikle
neden cenelerde osteonekroza sebep oldugu bilinmemekle birlikte diger kemiklere
gore travmaya daha fazla maruz kalmasindan ve mikroorganizmalarin bu bolgeye
rahatlikla erisebilmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. BP’ler, alveol kemigi
gibi yiiksek yenilenme hizina sahip olan kemiklerde ve komsu yumusak dokuda
yiiksek oranda birikirler. Buna bagli olarak mukoza biitiinliigiiniin bozulmasi
halinde yara iyilesmesinin gerceklesmedigi ve acikta kalan ¢ene kemiklerinde
sekonder enfeksiyonlarin olustugu, ilerleyen donemde de osteonekroza doniistiigii
diistiniilmektedir. Bu klinik tablonun tedavisinde osteonekrozun evresine bagli
olarak bugiine kadar antimikrobiyal tedavi gibi konzervatif tedavilerden,

rezeksiyon gibi invaziv cerrahi islemlere kadar bir¢cok yontem denenmistir.



Anjiogenezin inhibe olmas1 da CBON patofizyolojisinde énemli role sahip
etkenlerden biridir. Yapilan in vitro c¢alismalarda, zoledronik asidin (ZA)
anjiogenezi azalttifin1 gosteren sonuclar elde edilmistir. Ayrica ZA kullanan
kanser hastalarinin kan serumlarindaki Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
(VEGF) seviyelerine bakildigi bir calismada, serum VEGF seviyelerinin ZA

kullanan hastalarda diisiis gosterdigi bildirilmistir.

PEN iskemik kalp hastaliklar1 gibi vaskiiler hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Eritrositlerin esnekligini ve vazodilatasyonu artirarak, periferal
kan akisini artirmaktadir. Ayrica Tiimor Nekrozitan Faktor-a’y1 (TNF-a) inhibe
edici etkisi bulunmaktadir ve bdylece enflamatuvar reaksiyonlar: azaltarak,
fibrozisi azaltabilme yetisine sahiptir. Radyasyon kaynakli yumusak doku

nekrozunda agriy1 azaltic1 ve iyilesmeyi hizlandiric bir etkisi bulunmaktadir.

PEN’in vaskiiler sisteme ve enflamayuvar siirece olan etkilerinden dolay1
CBON’un tedavisinde ve proflaksisinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
calismanin amaci  ZA ile olusturulan deneysel CBON modelinde PEN’in

profilaktik etkisinin varliginin incelenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Bifosfonatlar
2.1.1 Bifosfonatlarin Tarihcesi ve Gelisimi

[lk olarak 1865 yilinda Almanya’da Menschutkin tarafindan sentezlenen
bifosfonatlar (BP) (1), kemik mineralizasyonunun fizyolojik bir inhibitdrii olan
pirofosfatlarin (PPi) stabil ve sentetik karbon analoglaridir (2). BP’ler ilk kez tekstil,
yag, giibreleme gibi endiistriyel alanlarda kullanilmistir. Kalsiyum karbonat ¢cokmesini
onleme oOzellikleri sayesinde ilk olarak kalsiyum tuzlarinin petrol boru hatlarini
kaplamasimi engellemek icin kullanilmiglardir. Daha sonra tekstil, giibreleme, yag
endiistrisinde ve diger pek cok endiistride korozyon onleyici ve bilesik olusturucu ajan
olarak yer almislardir (3, 4). Insanlarda tedavi amaciyla kullamilan ilk BP olan etidronat

1897 yilinda sentezlenmistir (5-7).

[Ik olarak 1968’de kalsifikasyonu ve bobrek tasi olusumunu engelleyici
potansiyelini arastirmayr amaglayan in vitro deneylerde BP’larin ayni PPI’ler gibi
hidroksiapatit (HA) kristallerine baglandig1 ve bdylece kristal olusumunu engelledigini;
ayrica kalsiyum fosfatin ¢ézlinmesini engelleyerek antirezorptif etki gosterdigini rapor

eden calismalar bulunmaktadir (8-10).

BP’lerin HA kristallerinin ¢oziinmesini engelleme o6zelliginin ortaya konulmast,
kemik rezorpsiyonunu da Onleyebilecegini diislindiirmiistiir. Deneysel calismada
BP’lerin osteoklastlar tarafindan saglanan kemik rezorpsiyonunu 6nledigi gosterilmistir.
BP’ler, kemik rezorpsiyonunu engelleyici etkilerinin 1960’11 yillarda ortaya

konulmasiyla birlikte klinik kullanimi1 yayginlagmstir (8).

BP tiirevi ilaclar, son 40 yildir osteoklastik aktivite {izerindeki inhibitor etkilerinin
ve antianjiogenik 6zelliklerinin tanimlanmasiyla, maligniteye bagl hiperkalsemi, gogiis,
prostat, akciger kanserleri gibi solid tiimorlerin kemik metastazlarinda ve multiple
miyeloma gibi kanser iligkili hastaliklarda; ayrica osteoporoz, osteopeni, Paget hastaligi,
osteogenezis imperfecta gibi sistemik rahatsizliklarda yaygin olarak kullanilmaya

baglanmustir (8.,9,10).



2.1.2 Bifosfonatlar Kimyasal Ozellikleri

BP’ler, PPi’lerin HA kristallerine (Kalsiyum Fosfat) yiiksek affinitiye sahip stabil
karbon analoglaridir. PPi molekiilleri ile ayn1 molekiiler yapiya sahiptirler. PPi’lerin (P-
O-P) kimyasal yapist oksijen atomuna bagl iki fosfat grubundan meydana gelmekte
iken, BP’lerde (P-C-P) oksijen atmonun yerine karbon atomu gecer (Sekil 2.1).
Molekiiliin merkez atomundaki bu degisiklik BP’ler ile PPi’ler ayn1 molekiiler yapiya
sahip olmalarina ragmen, BP’lerin asidik sartlar altinda enzimatik ve kimyasal hidrolize
kars1 daha direncli hale gelmelerini saglamaktadir. Ayrica BP molekiillerinde karbon
atomuna baglanan 2 adet R1 ve R2 olmak iizere yan zincir bulunmaktadir. R1
pozisyonunda BP’lerin kemige olan baglanma yeteneklerini arttiran hidroksil (-OH)
veya amino (NH) grubu bulunmaktadir. R2 pozisyonuna gelen zincir ise BP grubu
ilaglarin, kemik rezorpsiyonunu inhibe etme ve/veya antianjiogenetik yeteneklerini
olusturan fizikokimyasal ve biyolojik ozelliklerini belirlemektedir. R2 pozisyonunda
azot atomu bulunmasi ve bu atomun R2 zincirindeki yeri molekiiliin tiim etkinligini

degistirmektedir (2,11,12,13).

Q o & Q
(!b C‘Qb Q’O

Pirofosfat (PPi) Bifosfonat (BP)
Sekil 2.1 Pirofosfat ve Bifosfonat Molekiillerinin Kimyasal Yapilari



2.1.3 Bifosfonatlarin Smiflandirilmasi

BP’ler, jenerasyonlarina gore baslica iic gruba ayrilmaktadir. Birinci jenerasyonu,
alkil tiirevleri olan etidronat, klodronat ve tiludronatin temsil ettigi grup olusturur ve
zay1f bir antirezorptif aktiviteye sahiptir. Ikinci jenerasyonu ise alendronat, ibandronat
ve pamidronat gibi azot atomuna sahip aminobifosfonatlarin temsil ettigi grup olusturur.
Ugiincii jenerasyon ise, zoledronat ve risedronat gibi en giigli BP’lerdir. Ilag
jenerasyonlar1 arasinda BP’lerin antirezorptif ozellikleri katlanarak artmaktadir (14).
BP’ler kimyasal yapilarina gore de azot iceren (pamidronat, alendronate, risedronat,
ibandronat ve zolendronat) ve azot icermeyen (klodronat, etidronat ve tiludronat) olmak
tizere iki gruba ayrilirlar. R2 yan zincir grubuna azot atomunun girmesi molekiiliin
etkinligini arttirmaktadir. Klinik olarak azot iceren BP’lerin ilaglarin yan etkileri ile

(6rnegin osteonekroz) baglantili oldugu bildirilmektedir (15, 16) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 Bifosfonat grubu ilaglarin R2 yan zincirleri, yapilar, etkinlikleri (edilmistir.)

Bifosfonat R2 Yan Zinciri Molekiiliin Kimyasal Yapisi Relatif Potensi
(Marka Ad1)
Etidronat Kisa Alkil HO_S_CiS_OH 1
(Didronel) OH OH OH
Tiludronat Siklik Klorin " 50
(Skelid) . L hot-o!
Alendronat Aminoterminal grom 1000
(Fosamax) i PO,
N
Risedronat Siklik Azot s 1000
CH. C-OH
(Actonel) " po,
* poJ 2
Ibandronat Uzun Zincirli " N-CH.) & ':,,, 1000
(Boniva) Azot CHJCHD.  po,
. . . POH,
z’:mt;i'n;nal Aminoterminal NH(CH), —& - ON 1000-5000
redia
i POM, S
Zoledronat Siklik Azot NN -CH-& - oM 10000+
(Zometa) POH,



2.1.4 Bifosfonatlarim Farmakolojik ve Farmakokinetik Ozellikleri

BP’ler alim yollarina gore oral (etidronat, tiludronat, alendronate, risedronat,
ibandronat) ve intravendz (IV) BP’ler (pamidronat, zoledronat) olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. BP’ler oral yolla alindiklarinda, biyoyararlanimi cok diisiik olan
ilaglardir. Sistemik biyoyararlanimlart %1’in altindaki degerlerden %10’a kadar
degismektedir. Bu durum, etidronat gibi kemikte rezorbsiyonu inhibe eden dozu,
mineralizasyonu inhibe eden dozuna yakin olan ilaglarda sorun yaratabilir. Besinle
birlikte alinma, 6zellikle kalsiyum ve demir varliginda, biyoyaralanimlarint kompleks
teskil etme nedeniyle daha da diisiirmektedir. Portakal suyu, kahve ve maden suyu gibi
stvilar da bu ilaglarin intestinal absorbsiyonunu diisiirmektedirler. Yemek sirasinda ve
ozellikle siit ve siit iiriinleri veya kalsiyum ve demirli ilaglarla alinmamalidirlar. Giinliik
doz sabah ac karna bir kezde verilir. Yaklasik %30-65 oraninda plazma proteinlerine
baglanirlar veya plazmada cok ufak kiimeler halinde bulunurlar; kalan kismi serbest
durumdadur. Sistemik metabolizmasi yoktur. Plazmadaki yar1 omrii kisadir. ilacin verilis
yolundan bagimsiz olarak, BP’lerin emilen dozunun %350’si, ¢cogu ozellikle aktif
remodeling gozlenen yerlerde olmak iizere kemik yiizeyine baglamir. iskeletsel
baglanma bolgeleri hemen hemen hi¢ doygunluk gostermez. Kemige baglanmayan %50
kadar1 ise bobreklerden hizlica atilir. Bobrek rahatsizligi bulunan ve peritoneal dializi
zayif olan hastalarda bobrekten atilim yavaslamaktadir. Bu durum bdébrek rahatsizligi

olan bireylerde BP grubu ilaglar verilirken dikkate alinmalidir (17).

Absorbe edilen ilacin bir kismi kemige gecerek tutulur; bu kemige alim (uptake)
orani klodronat i¢in yaklasik %20, etidronat i¢in %50 ve alendronat ve pamidronat icin
daha fazladir; ilacin kalan kismi bobreklerden hizhi bir sekilde atilmaktadir. IV yoldan
hizli veya yliksek miktarda verilirlerse kemik dis1 dokulara da (karaciger ve dalak gibi)
cokebilmektedir. Kemige cok hizli gecerler, bagka bir deyisle kan i¢inde kemikten ilk
gecislerinde kandaki miktarin nerdeyse tiimii kemikte tutulmaktadir. IV olarak verilen
alendronatin %95’ten fazlasinin kemige gecmek suretiyle 60 dakikada plazmadan
kayboldugu goriilmiistiir. Bu olay sonucu ilacin kan diizeyindeki diismenin yarilanma
omrii ilaca gore 0.5-2 saat arasinda degismektedir. Siirekli kullanimda, iskelet icindeki
baglanma yerlerinin doyurulmasinin, onlarca yillik verilisten sonra bile meydana
gelmeyecegi belirlenmistir. Buna karsilik antirezorptif etkinliklerinin maksimuma

erigsmesi; tiire, doza ve ilaca gore degismek lizere birkac giinle birka¢ ay arasinda



degismektedir. flacin maksimum etki meydana geldigi sirada kemige gecisinin hala
devam ediyor ve devam edecek olmasi, kemige gecen miktarin biiyiik kisminin dokuya
gomiillip inaktif duruma gectigini gostermektedir. Bifosfonatlarin kandaki yarilanma
Omiirlerinin aksine, kemikte tutulan miktarlarinin ila¢ verilmesi sona erdikten sonra
yarilanma Omrii yillarla Olgiiliir ve alendronat i¢in 10 yildan fazla oldugu
diistiniilmektedir. Bu duruma goére kemikteki miktarin az veya cok bir kismi hastanin

tedaviden sonra kalan 6mriine gore kemikte yasam boyu kalir (18).
2.1.5 Bifosfonatlarin Etki Mekanizmasi

BP’lerin esas hedef hiicreleri kemik yikimindan sorumlu, ¢ok cekirdekli fagositik
hiicreler olan osteoklastlardir. BP’ler HA kristallerine olan yiiksek afiniteleri sebebi ile
kemik turnoverinin yiiksek oldugu, ozellikle osteoklastik kemik rezorpsiyonunun
oldugu bolgelere yonelirler (19, 20). BP molekiilleri HA kristallerine baglandiklarinda,
cok az bir miktar1 kan dolasimina geri verilmektedir (21). Kemik rezorpsiyonu
sirasinda, BP molekiilleri HA kristallerinden ayrilirlar ve osteoklastlar tarafindan
absorbe edilirler (22). Bunu takiben BP’ler osteoklastik kemik rezorpsiyonunu dort
yolla engellemektedirler. Bunlar osteoklastlarin kemik yiizeyinde bulunmalarinin
engellenmesi (23); osteoklastlarin adezyonunun engellenmesi (24); osteoklastlarin
kemik ylizeyindeki aktivitelerinin engellenmesi (22, 25); ve osteoklastlarin apoptozunu
indiikleyerek yasam siirelerinin kisaltilmas1 (26, 27) olarak siralanabilir. Ayrica BP’ler
anjiogenezis mekanizmasinda (28, 29) ve osteklastlar ile osteoblastlar arasindaki sinyal

transdiiksiyonunda (30) baz1 degisikliklere sebep olmaktadirlar.

BP molekiiliiniin kimyasal yapisinin kolayca degistirilebilecegi ve bu sayede
biyolojik, terapotik ve toksik karakterleri farkli olan cok sayida BP olusturulabilecegi

gosterilmistir (31, 32).

Azot iceren ve icermeyen BP’lerin osteoklastlara karsi gosterdikleri etki
mekanizmalar1 farkli olmaktadir. Azot icermeyen BP’ler, osteoklastlarin igerisine
girerek hidrolize olmayan sitotoksik adenozintrifosfat (ATP) analoglarina metabolize
olmakta ve osteoklastlarin apoptozunu indiikleyerek kemik rezorpsiyonunu
engellemektedirler (33, 34). Buna karsin, azot iceren BP’lerin ise hiicre icine girerek

biyosentetik mevalonat gecis yolundaki farnesil difosfat sintaz (FPPS) enzim



aktivitesini inhibe ederek etkili olduklart gosterilmektedir (13,21,36). Mevalonat gecis
yolu kolestrol ve isopentenil difosfat (IPP), farnesil difosfat (FPP) ve geranil-geraniol
pirofosfat (GGPP) gibi isoprenoid lipidlerin liretimi icin gerekmektedir (37,38).

Azot icermeyen BP’lerin FPPS enzimini inhibe etmeleri ile FPP ve GGPP
olusumunda azalma olmaktadir (37,38). FPP ve GGPP; Ras, Rab, Rho ve Rac gibi
guazintrifosfata bagli (GTP) proteinlerin posttranlasyonel prenilasyonu (yag asit
zincirlerinin transferi) icin gerekmektedirler (37,38,39). Bu proteinler hiicre iskeleti
organizasyonunda goérev yapan sinyal proteinleridir ve hiicre ici vezikiil transportunda
gorevli bir protein olup osteoklastik kemik yikimint uyarmaktadirlar (35,40,41,42). Bu
proteinlerin aktivitelerinin engellenmesi ile osteoklastik kemik yikimi durmakta,
bununla birlikte FPPS aktivitesinin bozulmast ile azot icermeyen BP’lere benzer sekilde
ATP analoglar1 olusmakta ve osteoklast apoptozuna neden olmaktadir (33,43). BP’ler
kemigin mineral yapisina tutunduktan sonra, kemik rezorpsiyonunda gorevli olan
osteoklastlar tarafinda endosite edilirler. Klodronat ve etidronat gibi basit BP’ler
osteoklastlarda metabolize olarak, osteoklastlarin apoptozunu indiikkleyen ATP
analoglarinin olusumuna sebep olurlar. Azot iceren BP’ler ise FPPS aktivitesini inhibe
ederek prenilasyon reaksiyonlarini engellerler. Boylece osteoklastlarin fonksiyonu ve
sagkalimi icin gerekli olan GTPas proteinleri olusamaz. Ayrica FPPS aktivitesinin
inhibisyonu IPP birikimine sebep olarak, osteoklast apoptozunu indiikleyen Apppl
(ATP analogu) olusumuna sebep olur. BP’lerin IV yoldan viicuda girmesinden hemen
sonra BP’ler gecici olarak monositler tarafindan alinirlar ve IPP birikimi artar. Bu
durum da y ve 8 — T- Hiicrelerini tetikleyerek akut faz reaksiyonuna sebep olur (44)

(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Bifosfonatlarin osteoklastlar iizerine etkisinin sematik goriintiisii.

BP’lerin bagka bir etkisi ise anjiogenezi inhibe etmesidir. Pamidronat veya
zoledronat tedavisinin vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) seviyelerini azalttigt
bildirilmistir (45,46). Santini ve arkadaglar1 tek doz pamidronat verilen ileri derecede
kanser ve kemik metastazlari olan hastalarin dolasimmda VEGF seviyelerinde ciddi bir
diislis oldugunu bildirmislerdir (45). Kapitola ve arkadaslarinin yapmis oldugu baska bir
calismada ise pamidronatin sican femur ve tibiasinda kemikteki kan dolasiminin

azalttig1 bildirilmistir (47).

Ayrica BP’ler kapiller neoanjiogenezi de inhibe etmektedirler. Fournier ve
arkadaglar1 yaptiklar1 in vitro calismada, BP’lerin kapiller tiip olusumunda azalmaya

sebep oldugunu bildirmislerdir (28).

Osteoklastlar kemik anjiogenezi icin énem teskil eden hiicrelerdir (48). BP’lerin

osteoklastlarin aktivitelerini inhibe etme o6zelliginin, dolayli olarak kemiklerdeki



damarlanmay1 azaltabilecegi diisiiniilmektedir. Shoutens ve arkadaslari osteoklastlarin
sayisindaki artigla kemikteki kan dolasgiminin arttigini; kemik rezorpsiyonunun

baskilandig1 durumda ise kemikteki kan dolagiminin azaldigin1 gozlemlemislerdir (49).

2.1.6 Bifosfonatlarin Endikasyonlari

IV BP’ler maliniteye baglh hiperkalseminin; meme, prostat ve akciger kanseri gibi
solid tlimdrlere bagl osteolitik kemik metastazlarinin; multipl miyeloma bagli osteolitik
lezyonlarin, fibroz displazinin tedavisinde kullanilmaktadir (16, 50-61). Kemik
metastazlari; ciddi kemik agrilari, patolojik kiriklar, omurgada sikisma ve maliniteye
bagli hiperkalsemi gibi bircok iskelet sistemi probleminin sebebidir. Bu iskeletsel
komplikasyonlar, basta kemik rezorpsiyonu olmak {iizere kemik metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanmaktadir. BP’ler kemik rezorpsiyonunu inhibe ederek, kemik
metastazlarini ve buna bagh iskeletsel komplikasyonlar1 engellemektedir. Ayrica
BP’lerin kanser hiicreleri iizerinde proliferasyonu engelleyici ve apoptozlarini
indiikleyici etkileri ile kemik metastazlarinin goriilme sikligimi azalttigr bildirilmistir
(62,63,64).

Oral BP’ler ise en c¢ok osteoporozun tedavisinde kullanilmakla birlikte;
osteopeninin tedavisinde de kullanilmaktadir (16). Osteoporoz hastalarinda patolojik
kiriklarin onlenmesinde birinci basamak tedavi olarak kabul gérmiistiir (65,66,67,68).
BP’lerin antirezorptif etkisi osteoporoz hastalarinda patolojik kirik riskini % 40 ile 70
oraninlari arasinda azaltmaktadir (65,69,70).

BP’lerin ayrica Paget hastalig1 gibi metabolik kemik hastaliklarinda ve osteogenesis

imperfecta gibi konjenital hastaliklarda faydali oldugu kanitlanmustir (71).
2.1.7 Bifosfonatlarin Yan Etkileri

BP’ler genellikle iyi tolere edilebilen ilaglardir; fakat yiiksek doz kullanim, tedavi
siiresinin uzun olabilmesi ve ilacin viicuttan tamamen atilamamast gibi sebepler;
kemiklerde agrinin, hipokalseminin ve osteomalazinin yani sira gastrik iilser olusumu,
nefrotoksisite ve cenelerin bifosfonata bagli osteonekrozu (CBON) gibi ciddi

komplikasyonlara sebep olabilmektedir (72,73,74).

BP’lerin oral kullanimi; erozyon, iilser ve perforasyon gibi bircok gastrointestinal
yan etkiye sebep olmaktadir. Bu yan etkilerin olma siklig1 ilacin kullamim dozuna,

sikligina ve verilis sekline baglidir. BP’lerin 6zellikle IV kullaniminda, hastalarin kemik
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agrilarindan yakindigi ve kemiklerdeki bu agrinin influenza benzeri semptomlara sebep
olan akut faz reaksiyonuna sekonder olarak interlokin-6 (IL-6) ve tiimor nekrozitan
faktor- a (TNF- o) gibi enflammatuvar sitokinlerin salinimina bagl olarak gerceklestigi
bildirilmistir (72). Ayrica IV olarak pamidronat ve zoledronati yiiksek doz kullanan
hastalarin bir kisminda akut tiibiiler nekroz bildirilmistir (75, 76). BP’lerin atilimi renal
yol ile oldugundan dolayi, IV olarak kullanilan BP’ler olmas1 gerekenden daha hizli
olarak hastaya verildiginde, hastalarin bobreklerinde hasara yol agmaktadir. Ilacin
kullantm1  durduruldugunda bobrek fonksiyonlari normale donmesine ragmen,
literatiirde geri doniisii olmayan bobrek hasari da bildirilmistir (77). Son yillarda
yapilmig epidemiyolojik calismalarda BP kullanimu ile atriyal fibrilasyon arasinda da bir
iliski olabilecegi belirtilmistir (78, 79, 80). Bu durumun olas1 sebepleri olarak ise BP
kullanimina bagli hipokalsemi gibi elektrolit dengesizliklerinin olugmasi1 veya BP
kullantminin baslattig1 enflamasyonun, atriyal remodeling ve fibrozisi etkilemesi
gosterilmistir (81, 82, 83). Bunlara ek olarak, nadir olmakla birlikte BP kullaniminin
orbital enflamasyon, iiveit, sklerit ve 6zellikle oral kullanimda kronik konjonktivit gibi

okiiler komplikasyonlara da yol actig1 bildirilmistir (84, 85).

BP grubu ilaglar hastalarin hayat kalitelerini arttirmaktadirlar (86,87,88); fakat
bununla beraber bir¢ok yan etkiye de sahiptirler. Bahsedilen yan etkilere ek olarak BP

kullanimi ¢enelerde osteonekroza sebep olabilmektedir.
2.2 Cenelerin Bifosfonata Bagh Osteonekrozu

Forfor icerikli kimyasallar sebebi ile osteonekroz olusabileceginden ilk olarak 19.
yiizyilda bahsedilmektedir (89). Fabrikalarda beyaz fosfor ile ¢alisan ve bu kimyasalin
buharina maruz kalan iscilerde goriilmiistiir. O zamanlarda ¢enelerin fosforlu nekrozu
veya fosforlu ¢ene olarak adlandirilmistir (90). Bu isgilerde agr1 ve enfeksiyon ile
birlikte cenelerde kemigin ekspoze oldugu gozlenmistir. Fabrikalarda beyaz fosforun
kullaniminin terk edilmesi ve calisma kosullarinin iyilestirilmesi ile birlikte bu durum

azalmuastir.

Ancak 1999°da yaymlanan bir calismada BP tiirevi ilaclarin kullanilmasi ile
literatiirde bu ilaclarin yan etkisi olarak oral mukoza iilserlerinden bahsedilmektedir
(91). ilk baglarda olusan bu oral mukoza iilserlerinin, alendronatin bagka bir yan etkisi

olan ve direk travmadan kaynaklanan 6zefagal iilser ile benzer olduklar diistiniilmiistiir
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(92). 2001 yilindan itibaren BP tiirevi ilaglarin kullaniminin artmasi ile ‘Cenelerin
Bifosfonata Bagli Osteonekrozu (CBON) — Biphosphonate Related Osteonecrosis of the
Jaw (BRONJ) vakasi artmus; fakat higbiri literatiirde bu isimle yer almamistir. CBON
ilk olarak 2003 yilinda Marx ve arkadaslar tarafindan yayinlanmis ve literatiirde yerini
almistir (15,93,94). AAOMS’un 2007 ve 2009 yillarinda CBON icin yayinladigi goriis
bildirgelerinde, CBON ‘daha once bas boyun bdolgesinden radyoterapi almamis, BP
kullanmis ya da kullanmakta olan hastalarin ¢enelerinde 8 haftadan daha uzun siiredir
ekspoze kemik varligi ve spontan olarak iyilesememe durumu ile karakterize klinik

tablo’ olarak tanimlanmistir (95,96).

flerleyen yillarda BP’lerin ¢enelerde sebep oldugu bu duruma denosumab gibi
antirezorptif (97,98,99,100) ve bevacizumab veya sunitinib gibi antianjiogenetik
(101,102,103) ilaclarin da sebep oldugu bildirilmis ve AAOMS’un 2014 yilinda
yaymlamig oldugu son goriis bildirgelerinde tiim bu ilaglarin sebep oldugu osteonekroz
durumu ‘Cenelerin flaca Bagh Osteonekrozu (CIBON) - Medication-Related
Osteonecrosis of the Jaw (MRONJ)’ ad1 altinda toplanmistir (16).

2.2.1 CBON’un Epidemiyolojisi

CBON’un siklig1 oral yoldan BP kullanan hastalarda milyonda 7 iken, IV yoldan
BP kullananlarda bu oran %1-12’ye yiikselmektedir (104).

2008 yilinda yapilmis olan kapsamli bir ¢calismada CBON teshisi konan hastalarin
%43’tintin zoledronat, %27’sinin pamidronat, %23’iiniin zoledronat ve pamidronate,
%4’1iniin alendronat, %?2’sinin ise ibandronat (IV yoldan) kullanildig: bildirilmistir. Bu
hastalarin %48’1 multiple myelom, %36’s1 gogiis kanseri, %7’si prostat kanseri, %3’
diger metastatik kanser, %51 ise osteoporoz hastalaridir. Vakalarin %67’si mandibulda,
%26’s1 maksillada; %8’i ise her iki cenede birden goriilmiistiir. Maksillanin
vaskiilarizasyonunun mandibuladan daha fazla olmasinin; mandibulda maksilladan daha

fazla osteonekroz goriilmesinin sebebi olabilecegi bildirilmistir (105).

CBON, hastalarin %68’inde ekspoze olmus kemik, %23’linde dislerde mobilite,
%17 sinde ise fistiil olusumu seklinde goriilmektedir. Ekspoze olan kemik en cok
mukozanin daha ince oldugu torus bolgesinde, kemik egzostozlarinda ve mhylohyoid

cikintida goriilmektedir. Cene kemiklerinde osteonekroz gelisen hastalarin anamnezleri
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incelendiginde; %36’sinde dis ¢ekimi, %?26’inde mevcut periodontal rahatsizlik,
%10’inde periodontal cerrahi, %3’iinde implant cerrahisi, %1’inde ise apikal rezeksiyon

Oykiisii mevcuttur. Geri kalan %?24’inin de spontan olustugu belirtilmistir (96, 106).

2.2.2 CBON’un Patofizyolojisi ve Risk Faktorleri

Literatiirdeki ilk CBON vakasindan bu yana gegen siireye ragmen bu hastaligin
patofizyolojisi tam olarak anlagilamamistir (15,107). Bugiine kadar yapilmis olan
calismalarda CBON’un patofizyolojisinde kemik remodelinginde degisiklik veya kemik
rezorpsiyonunun asirt baskilanmasi, anjiogenezin inhibe edilmesi, siirekli mikrotravma
varligi sonucu kemikte mikro kirik olusumu ve periodonsiyum araciligiyla bakteri
invazyonunun kombinasyonu ile olusan sinerjinin etkisi, dogustan gelen veya edinilmis
bagisikligin baskilanmasi, D vitamini yetersizligi, BP’lerin yumusak dokularda sebep
oldugu toksisite ve enflammasyon veya enfeksiyon varligi gibi teorilerden

bahsedilmektedir (16,108-119).

BP’ler ve diger antirezorptif ilaglar osteoklastlarin fonksiyonlarinda degisikliklere
ve osteoklast apoptozunun indiiklenmesine sebep olarak kemik rezorpsiyonunu
azaltmaktadirlar. Osteoklastlar tiim kemiklerin iyilesmesinde ve remodelinginde dnemli
bir role sahiptirler; fakat bu hiicrelerin fonksiyonundaki degisikliklerinden kaynaklanan
bir patoloji olan osteonekroz tablosu sadece c¢ene kemiklerini etkilemektedir
(44,120,121). Cenelerin diger kemiklere oranla remodeling oraninin daha fazla olmasi
ve mikrobiyal travmaya daha agik olmalari osteonekroz riskinin daha fazla olmasini

aciklayabilir (16).

CBON’a sebep olabilecek sistemik ve lokal risk faktorlerine bakildiginda, dental
problemler ve bakteriyel enfeksiyonun da bu durumun baslica nedenlerinden biri
olabilecegini gosteren klinik ¢aligmalart bulunmaktadir (122,123,124). Bu calismalara
ek olarak, sistemik antirezorptif kullanan hastalarda hem enflamasyonun hem de
bakteriyel enfeksiyonun cenelerde osteonekroza sebep olabilecegini gosteren hayvan
modelleri bulunmaktadir (125-130). Ayrica CBON’u olan hastalardan alinan nekrotik

kemik orneklerinde Actinomyces spp. bakterileri tespit edilmistir (131).

Anjiogenezin inhibe olmast da CBON patofizyolojisinde ©6nemli role sahip

etkenlerden biridir. Yapilan in vitro ¢aligmalarda zoledronatin anjiogenezi azalttigini
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gosteren sonuglar elde edilmistir (119, 131). Ayrica zoledronat kullanan kanser
hastalarinin kan serumlarindaki VEGF seviyelerine bakildigi bir calismada, serum

VEGF seviyelerinin zoledronat kullanan hastalarda diisiis gosterdigi bildirilmistir (133).

BP tiirevi ilaglarin kullanim yolu ve siiresi CBON agisindan en 6nemli risk
faktoriidiir. IV olarak 3 yili agkin siirekli kullanan hastalarda, CBON goriilme olasiligi
yiiksektir. Kanser hikayesi, sigara tiiketimi, kronik obstriiktif akciger hastaligi, diyabet,
kortikosteroid tedavisi, immiin sistemin baskilanmasi, olasi vaskiiler yetersizlikler ve
hastanin yas1 gibi etkenler de bu komplikasyonun ortaya cikmasinda hazirlayici
faktorlerdir (134-137). Kotii agiz hijyeni, dental enfeksiyonlar, periodontitis varlig1 ve
alveolar kemige yapilan her tiirlii cerrahi girisim de (dis ¢ekimi, implant uygulamasi,
periodontal cerrahi, apikal rezeksiyon operasyonu vs.) CBON olusmasina zemin
hazirlayan faktorlerdendir. Ayrica maksillada palatinal toruslarin, mandibulada da
lingual toruslarin veya belirgin mhylohyoid ¢ikintt varlig1 gibi lokal anatomik 6zellikler

de CBON icin risk teskil edebilecek durumlar arasindadir.

CBON olusumundaki risk faktorlerinden en 6nemlilerinden biri de BP’nin tipi ve
verilen total dozdur. Ozellikle IV BP ile tedavi edilen kanser hastalarinda osteonekroz
olusma riski, oral BP kullanimina oranla ¢ok daha yiiksektir. Bununla birlikte oral BP
kullanan hastalarda da osteonekroz olgular1 bildirilmistir. Olgularla ilgili tipik
semptomlar; agri, yumusak dokuda 6dem, enfeksiyon, dislerde mobilite, halitozis,
piiriilan akinti ve ekspoze nekrotik kemiktir. Semptomlar spontan olarak gelisebildigi
gibi siklikla dis ¢ekimi sonrasinda da goriilebilir. Bazen semptomlar dental veya

periodontal hastaliklar1 da taklit edebilmektedir (16, 138).

Olgularin yaklasik %73’i mandibulada, %?22,5’u maksillada, %4,5°i ise her iki
cenede birden saptanmustir (16). Olgularin sadece maksilla ve mandibulada goriilmesi,
dis ¢ekimi, periodontal lezyonlar, protez irritasyonu gibi nedenlerle bakterilerin kemigi
kontamine etmesiyle iliskilendirilmistir. Uzun siire BP kullanimina bagli olarak
maksilla ve mandibuladaki kan dolasiminin bozuldugu ve dis cekimi sonrasinda
iyilesmekte olan soketin mevcut oral mikroflora icinde iyilesme gosteremedigi
diistinilmektedir. Viicuttaki diger kemiklerin yumusak doku ile iyi bir sekilde kapandigi
ve mikrofloralar tarafindan iyi bir sekilde korundugu da goz 6niinde bulundurulmalidir

ki (138) daha once de bahsedildigi gibi BP’ler ¢cene kemikleri gibi yiiksek metabolizma
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hiz1 gosteren kemiklerde selektif olarak depolanmaktadir (139).
2.2.3 CBON’un Bulgulan

CBON’un en sik karsilasilan klinik bulgusu olan nekroze alveol kemigi
osteoradyonekroz veya osteomyelit vakalarinda da goriilebileceginden hastanin medikal
ve dental anamnezi 6nem tagimaktadir. AAOMS un 2007 yilinda yaymlamis ve 2009 ve
2014 yillarinda giincellemis oldugu goriis bildirgelerine gére CBON’u bu diger

durumlardan ayirt etmek icin asagidaki 6zelliklerin mevcut olmasi gereklidir (16,95,96):

1. Halen veya daha 6nce BP tedavisi uygulanmasi

ii. Ceneler bolgesinde 8 haftadan daha uzun siiredir nekroze veya aciga ¢ikmis kemik
varligi (Eger aciga cikmis kemik 8 haftadan daha kisa siiredir mevcutsa takip edilip

yumusak dokularin kapanip kapanmadigi izlenmelidir.)
iii. Cene kemiklerine radyasyon tedavisi uygulanmamis olmast

AAOMS’un 2014 yilinda yayinlamis oldugu yeni goriis bildirgesinde birinci madde
halen veya daha Once ‘antirezorptif veya antianjiogenetik’ tedavisi uygulanmasi olarak

giincellenmistir (16).

CBON’da, lezyonlar genellikle sarims1 beyaz renkli kemik alanlar1 seklinde olup
ekstraoral veya intraoral fistiiller ve lezyon etrafinda iilserasyonlar seklinde de
goriilebilmektedir. Hastalarda, tipik olarak orofasiyal agri, dis agrisi, trismus,
enfeksiyon, fistiilizasyon, diglerde mobilite, dudakta parestezi ve hissizliktir. Bu belirti
ve semptomlar; periodontal dokularda yikim ve iyilesmeyen mukozal iilserler seklinde
goriilebilir ve osteonekroz olusumu klinik olarak belirgin hale gelmeden ortaya ¢ikabilir
(107, 140). CBON vakalarinda anatomik komsuluga bagli olarak mandibulada hissizlik
olusabilecegi, inferior alveolar sinir tutulumunda Vincent belirtisinin olusabilecegi
bildirilmektedir (93, 141, 142). Maksillada ise CBON vakalarinda oroantral fistiil
olusan hastalardan bahsedilmektedir (143).

CBON’un erken doneminde, radyolojik olarak belirgin bir degisiklik
gozlenmemektedir. Ilerleyen evrelerde periodontal araliklarin genisledigi, genis

radyoliisent alanlarla birlikte kemik sokestrasyonu, osteosklerozis, kortikal kemikte
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bozulma, lamina dura kalinliginda ve periostal kemik yapiminda artig, mineral densitesi,

lakiinleri ve trabekiil olusumunda degisiklikler gibi durumlar gozlenmektedir (144,145).

Radyolojik degerlendirmede osteosklerotik, osteolitik lezyonlarin, patolojik
fraktiirlerin teshisinde panoramik radyografiler yeterli iken; manyetik rezonans
goriintiileme, bilgisayarli tomografi ve kemik sintigrafisi CBON’un erken tanisinin
konmasi ve nekrotik alanin sinirlarinin anlasilabilmesi icin en iyi yontemlerdir (145,
146, 147). CBON’un teshisinde en etkili goriintiileme tekniginin arastirildigi bir
caligmada bilgisayarli tomografinin en basarili yontem oldugu ve manyetik rezonans
goriintiilerinin bu basariy: takip ettigi; panoramik radyografilerin ise en diisiik basari
oranina sahip oldugu bildirilmistir (146). Panoramik radyografi, bilgisayarli tomografi,

manyetik rezonans goriintiileme ve kemik sintigrafisinin CBON’un teshisinde

karsilastirildiklart bir ¢alismada, teknesyum-99m-metilen difosfonat (99Tcm—MDP) ile
alman kemik sintigrafilerinin, osteonekrozun erken teshisinde en iyi goriintiileme

metodu oldugu bildirilmigtir (148).
2.2.4 CBON’un Evreleri ve Tedavi Yaklasimlari

Giiniimiizde en ¢ok kullanilan ve klinik evre g6z onilinde bulundurularak tedavi
prensiplerini ortaya koyan evreleme sistemi 2007 yilinda AAOMS tarafindan
olusturulup 2009 yilinda revize edilmistir (95). 2014 yilinda ise tiim antirezorptif ve

antianjiogenetik ilaclar ile birlikte degerlendirilerek son halini almistir (16) (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2 AAOMS’a gore CIBON evreleri ve tedavi yaklagimlari.

CIBON evresi

Tedavi yaklagimi

Risk kategorisinde

Antirezorptif veya antianjiogenik ila¢ kullanan
hastalar

Herhangi bir tedavi gerekli degildir.

Hasta bilgilendirilmelidir .

Evre 0

Klinik olarak nekrotik kemik go6zlenmemektedir.
Spesifik olmayan semptomlar ve klinik bulgular
mevcut

Semptomatik tedavi

Analjezik ve antibiotik kullanimin1
da iceren sistemik tedavi

Evre 1

Asemptomatik hastada enfeksiyon bulgusu olmadan
aci8a cikmig nekrotik kemik varligi

Oral antibakteriyel agi1z gargarasi

Hastanin 3 aylik aralarla kinik takibi
ve hasta egitimi

Bifosfonat tedavi endikasyonlarinin
hekimi tarafindan tekrar
degerlendirilmesi

Evre 2
Aci18a ¢ikmus nekrotik kemik varlig

Ilgili bolgede agr1 ve eritemle birlikte enfeksiyon
varligi

Piiriilan direnaj olabilir.

Oral antibakteriyel ag1z gargarasi

Oral antibiyotiklerle semptomatik
tedavi

Agr1 kontrolii

Yumusak doku irritasyonunu ortadan
kaldirmak icin yiizeysel debridman

Evre 3

Agr1 ve enfeksiyonla birlikte agiga ¢ikmis nekrotik
kemige asagidaki bulgulardan bir veya birkaginin
eslik etmesi:

Nekrotik kemigin alveoler kemik sinirlarimi asarak
patolojik kemik kirigina sebep olacak kadar biiyiik
olmasi (6rn. Maksillada maksiller siniiz ve zigomaya
kadar uzanmasi)

Ekstraoral fistiil varligi

Oroantral/oronazal ac¢iklik veya osteolizis varligi

Oral antibakteriyel agi1z gargarasi
Agr1 kontrolii
Antibiotik tedavisi

Cerrahi olarak nekrotik kemigin
debridmani veya rezeksiyonu
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2.3 Pentoksifilin

Pentoksifilin (PEN), ksantin tiirevi fosfodiesteraz inhibitorii bir ilagtir. Diger adi
oksipentifilindir (Sekil 2.3). PEN giiclii bir periferik vazodilatatordiir (149). Periferik ve
beyin damarlarina ait hastaliklarin ve mikrosirkiilasyon bozuklugu igeren hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bir ajandir. Asil terapétik etkinligi, hemoreolojik etkileriyle kan

akimi ve dokularin oksijenasyonunu artirmasina baglidir (150). Bu hemoreolojik etkileri

sonucu;
i. Eritrositlerin esnekligini (deformibilitesini) arttirir.
ii. Fibrinojen derisimini azaltir.
iii. Trombosit agregasyonunu ve trombus olusumunu azaltir.
iv. Kan viskozitesini diisiiriir, kan akiskanligin1 arttirir.
v. Lokositlerin endotele adezyonunu azaltir, 16kosit aktivasyonu ve bunun neden

oldugu endotel hasarini azaltir.

HscWNJIN>
o)\ N

CHy

O O CH,
|
N
|

Sekil 2.3 Pentoksifilinin Kimyasal Yapisi

Boylece PEN, kanin akiskanlhigini arttirarak, antitrombotik etki gostererek ve
mikrodolasim perfiizyonunu arttirarak kan dolasimi ve dokularin oksijenlenmesini

arttirir.

Baslica yan etkileri; bulanti, yiizde kizarma, bas agrisi, bas donmesi ve
gastrointestinal bozukluklardir. Kan basinci ve kalp hizina hafif etki eder. Ancak tedavi
sirasinda ortaya ¢ikan bu yan etkilerin siddetinin ¢ok hafif oldugu ve tedavinin ilerleyen

giinlerinde kendiliginden azaldig: tespit edilmistir (150).
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PEN’in kullanim alanlar1 icinde baglicalar1 periferik vaskiiler hastaliklar ve
serebrovaskiiler hastaliklaridir. Ayrica alt ekstremite istirahat agrisi, parestezi, kramplar
ve ayak ilserleri tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir (150). Serebrovaskiiler
hastaliklarda klinik iyilesme %85 oraninda saptanmustir. Ozellikle iskemik alanlara kan
akimini artirarak etkisini gostermektedir. Noromotor ve konusma problemleri gibi
semptomlarda iyilesme izlenmistir. Gegici iskemik ataklar, serebral tromboz ve
hemoraji sekellerinin tedavisi ve kronik iskemik hastaliklarda halen kullanilmaktadir.
Cesitli duyma bozukluklarinda, goze ait vaskiiler dejeneratif siirecle seyreden dolasim
bozukluklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. PEN hematolojik malignitesi olan
hastalarda, 6zellikle kemik iligi transplantasyonlar1 sonrasi ortaya ¢ikan toksik yan
etkileri ve greft reddi reaksiyonlarmin onlenmesinde halen koruyucu ajan olarak

kullanilmaktadir (149).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda fosfodiesteraz inhibitorii olan PEN’in 6zellikle
TNF-a’y1 azaltarak IL—1 ve IL-6 gibi kemotaktik mediatorlerin yapimini azalttigi, T ve
B lenfositlerinin  aktivasyonunu engelledigini ve nétrofil degraniilasyonunu
baskiladigin1  bildiren calismalar bulunmaktadir. Bu yilizden de enflamatuvar
reaksiyonlar1 baskilamaktadir (149, 151, 152). Ayrica intraseliiler fosfodiesterazi inhibe
ederek TGF-B ailesinin liyesi olan BMP-2’yi arttirdigi ve boylelikle yeni kemik
olusumunu arttirdigi da bildirilmektedir (153). Bagka bir calismada ise PEN’in siklik
adenozin monofosfat (CAMP) sinyal yolu ile BMP-4 seviyesini arttirdigi ve boylece
osteoprogenitor hiicrelerin farklilasmasini indiikleyerek yeni kemik olusumunu arttiyor
olabilecegi belirtilmistir (154). Sicanlar {izerinde olusturulan bir kirik modelinde, kirik
olusturulduktan sonra sicanlar farkl siirelerde PEN enjekte edilmistir. Bu ¢alismanin
sonucuna gore ise PEN’in o6zellikle erken donem kirik iyilesmesinde, iyilesmeyi

hizlandirici bir ajan olabilecegi sonucuna varilmistir (155).

PEN’in, E vitamini (o-Tokoferol) ile kombine olarak kullanildig1 calismalar da
mevcuttur (156-158). Ilk olarak, Delanian ve ark. tarafindan yayimlanan bir ¢alismada
PEN ve E vitamini kombinasyonunun osteoradyonekroz (ORN) tedavisinde

kullanabilecegi one siirtilmiistiir (156).

Epstein ve ark. yaymlamis olduklart vaka serilerinde, PEN’in E vitamin ile

kombinasyonun antimikrobiyal tedaviye ek olarak verildigi CBON vakalarinda, bu
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medikal tedavinin CBON’un tedavi se¢eneklerinden biri olabileceginden bahsedilmistir

(159).

CBON’un patofizyolojisinde kemik remodelinginde meydana gelen degisiklikler,
anjiogenezin inhibisyonu ve dokularin olusturdugu enflamatuvar cevap gibi faktorler ile
(16,108-119); PEN’in kemik iyilesmesine olan katkisi, kan dolasimim artirarak
dokularin beslenmesini artirmasi ve enflamasyona olan etkisi diisiiniildiigiinde, PEN’in
CBON’un medikal tedavisinde etkili bir rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
calismada, hem BP’lerin dokularda kemik iyilesmesi, beslenme ve enflamatuvar siirece
olan etkisinin incelenmesi; hem de olusturulan bu model ile birlikte PEN’in saglikli
dokulara etkisi ve BP verilerek osteonekroz olusmasi beklenen dokulardaki proflaktik

ve/veya tedavi edici 6zelliklerinin incelenmesi hedeflenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlart Etik Kurulu’ndan 11.03.2014
tarihinde alinan 379 etik kurul karar numarasi onay1 ile Yeditepe Universitesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Merkezinde (YUDETAM) 33 adet 12 haftalik, ortalama 225 gram
agirhiginda Spraque- Dawley cinsi disi sigan iizerinde yiiriitiildii. Tiim si¢anlar, 21 C°
sicaklikta %40 ile %60 nem oraninda, siirekli 1lik ve temiz hava olan, 12 saat aydinlik,
12 saat karanlik siklusda {iicerli veya dorderli olarak metal kafeslerde barindirildi.
Sicanlarin beslenmesi; siirekli ve sinirsiz su olacak sekilde ve herhangi bir gida
kisitlamasi yapilmadan uygulandi. Sicanlar rastgele segilerek bes gruba ayrildi

(Resim 3.1).

Resim 3.1 Caligmada kullanilan sicanlar.

- Grup 1 (n=6) Serum Fizyolojik + Dis Cekimi + Serum Fizyolojik (SF+SF)
- Grup 2 (n=6) Serum Fizyolojik + Dis Cekimi + Pentoksifilin (SF+PEN)

- Grup 3 (n=7) Zoledronik Asit + Dis Cekimi + Serum Fizyolojik (ZA+SF)

- Grup 4 (n=7) Zoledronik Asit + Dis Cekimi + Pentoksifilin (ZA+PEN)

‘Grup 5 (n=7) Zoledronik Asit + Pentoksifilin+ Dis Cekimi + Pentoksifilin
(ZA+PEN+PEN)
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Grup 1 ve 2’deki sicanlara calismanin ilk giiniinden baslayacak sekilde 8 hafta
boyunca haftada 3 kez intraperitoneal (IP) serum fizyolojik (SF) (0,1 mg/ml)
verilirken, Grup 3, 4 ve 5’teki sicanlara yine calismanin ilk giinlinden itibaren 8
hafta boyunca haftada 3 kez SF ile karigtirillarak ZA (0.1 mg/kg) (Zolenat® 4mg/5
ml, Mustafa Nevzat, Tiirkiye) IP olarak uygulandi (Resim 3.2). Grup 5’teki
sicanlara dis ¢ekimi Oncesinde sekizinci haftada ilave olarak bir hafta boyunca
hergiin IP PEN (Trentillin® 100 mg/5 ml IV, Santa Farma, Istanbul, Tiirkiye (50
mg/kg) enjeksiyonu yapildi (Resim 3.3). Tiim enjeksiyonlar orta hat (Linea Alba),
bacagin viicuda baglandig1 bolge ile femur basindan c¢ekilen ¢izgi arasinda kalan
bolgeye yapildi (Resim 3.4). Enjeksiyonlar peritonit riskini en aza indirmek amaci
ile, birbirini takiben bahsedilen enjeksiyon alaninda sicanlarin farkli bolgelerinden

yapildi.

Resim 3.2 Zoledronik Asit

Trentilif

i =

Reim 3.3 Pentoksifilin
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Resim 3.4 Sicanlara enjeksiyonun IP olarak yapilmasi

Son enjeksiyonu takip eden haftada veteriner hekim denetiminde, sicanlara 80-100
mg/kg Ketamin hidroklorid (Ketasol®, Richterpharma, Avusturya) ve hem analjezik
hem de anestezik olarak %2’lik 10 mg/kg Ksilazin hidroklorid (Rompun®, Bayer)
intramiiskiiler (IM) olarak enjekte edilerek dis cekimi Oncesi genel anestezi saglandi
(Resim 3.5). Genel anestezi sirasinda oftalmik komplikasyonlarin engellenmesi amact
ile sicanlarin gozlerine basitrasin ve neomisin siilfat pomad: (Thiocillin® 5 g, Abdi

Ibrahim, Tiirkiye) siiriildii (Resim 3.6).
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Resim 3.6 Sicanlarin gozlerine oftalmik komplikasyonlarin 6nlenmesi amaci ile

pomad siiriildii.

Genel anestezi altinda, asepsi ve antisepsi sartlarina uyularak cerrahi isleme hazir
hale getirilen si¢anlari sol alt 2. molart steril cerrahi aletler ve lastik bantlar yardimi ile
dil ve yanaklar1 ekarte edilerek sond ve hemostat ile liikse edilerek c¢ekildi. Dis
cekiminden sonra ¢ekim bolgesi steril gaz tamponla tampone edilip ilave herhangi bir

islem yapilmadan iyilesmeye birakildi (Resim 3.7,3.8,3.9,3.10,3.11, 3.12).

24



Resim 3.8 Dis ¢cekimi oncesinde agiz i¢i goriintii.
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Resim 3.9 Sol alt ikinci molarin sond ile liikse edilmesi.

Resim 3.10 Sol alt ikinci molarmn klemp ile liikkse edilmesi
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Resim 3.11 Sol alt ikinci molar.

Resim 3.12 Dis ¢ekim soketinin goriintiisii.



Dis cekimi sonrasinda sicanlarin beslenmesine yardimci olabilmek amaci ile
operasyonu takip eden ilk iki giin sicanlara 5 ml subkutan % 5 dekstroz enjeksiyonu
yapild1 ve kafeslere toz yem konuldu (Resim 3.13). Operasyon sirasinda Grup 1’deki

sicanlardan biri kanama sebebi ile kaybedildi.

_—
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Resim 3.13 Siganlara Subkutan % 5°lik Dekstroz Enjeksiyonu.

Dis ¢ekimlerinin yapildigi giinden itibaren 3 hafta boyunca hergiin IP, Grup 1 ve
3’teki sicanlara SF (0,1 mg/ml); Grup 2, 4 ve 5’teki sicanlara ise PEN (50 mg/kg)
enjeksiyonu yapildi. Tim deney hayvanlari dis ¢ekimlerinden 8 hafta sonra yani
calismanin baslangicindan 16 hafta sonra dekapitasyon yontemi ile sakrifiye edildi.
Daha sonra her bir sicanin mandibulas1 diseke edilerek cikarildi. Histopatolojik ve
histomorfometrik degerlendirmeler icin %10’luk fosfat tamponlu nétral formaldehite
(pH=7.4) konuldu ve dokular fiksasyon amaci ile 2 hafta kadar bu soliisyonun icinde
bekletildi. Histopatolojik ve histomorfometrik degerlendirmeler Yeditepe Universitesi

Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda yiiriitiildii.

28



Resim 3.14 Diseke edilmis sican mandibulasi.

— +3
Hergiin giinde 1*1 IP
50 mg/kg PEN +2
1 | //
. 7 & ¥ 16

DEGERLENDIRME

‘ Hafta
0

Grup | ve Il- NaCl izotonik G;::‘V Grup | ve lll- NaCl izotonik

Grup I, IV ve V- Zoledronat Grup II, IV ve V- PEN

Haftada 3 kere IP Hergiin 1*1 1P &

0,1 mg/kg 50 mg/kg PEN Sakrifikasvon
Dis Gekimi

Grup L 1L 1L, IVveV

Sekil 3.1 Calisma Plani
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3.1 Klinik Degerlendirme

Si¢anlarin mandibulasinin ilgili bolgesi Once, abse, fistiil agz1, agiga ¢ikmis kemik

varliginin degerlendirilmesi i¢in ¢iplak gozle muayene edildi.
3.2 Histopatolojik, ve Histomorfometrik Degerlendirme

Isik mikroskobunda incelenecek doku ornekleri, +4°C’de, %10’luk notral
formaldehit soliisyonu iceren doku kaplarma alinmistir. Fiksasyon asamasindan
sonra dokular Morse soliisyonunda (%10 sodyum sitrat ve %22,5 formik asit) 4
hafta boyunca dekalsifiye edilmistir. Dekalsifikasyon boyunca, soliisyon haftada 2
kez degistirilmistir. Dekalsifiye olan dokular alkol serilerinden gecirilerek
dehidrate edilmis, bunu takiben de parafine gomiilmiistiir. Bloklar alinan 6rnekler
tizerinde yapilan pilot ¢alisma sonrasinda saptanan 1/8 sistematik rastgele
ornekleme oranina gore seri olarak kesilmistir. Kesitler bukkal yiizeyden lingual
ylizeye dogru dislerin dik eksenine parallel olacak sekilde 10 ym kalinliginda
sagittal olarak alinmistir. Aliman kesitler poly-L-lysin kapli lamlara aktarimistir.
Lamlara alinan kesitlerden histomorfometrik olarak incelenecek dokular Trikrom
Masson ile; histopatolojik olarak incelenecek dokular ise hematoksilen eosin ile

boyanarak kapatilmistir.

Hematoksilen eosin ile boyanan dokular ise 151k mikroskobunda
vaskiilarizasyon, enflamasyon, kanama ve rejenerasyon dereceleri gruplari
bilmeyen bir histolog tarafindan histopatolojik acidan degerlendirilmistir.
Degerlendirmede Karakoyun ve ark.’nin skorlama kriterleri kullanilmistir (160)

(Tablo 3.1).

Tablo 3.1 Histopatolojik Skorlama Kriterleri

Skor Bulgu
0 yok; 1 ¢ok az; 2 orta; 3 siddetli Enflamasyon
0 yok; 1 ¢ok az; 2 orta; 3 siddetli Vaskiilarizasyon
0 yok; 1 ¢cok az; 2 orta; 3 siddetli Kanama
0 yok; 1 ¢ok az; 2 orta; 3 siddetli Rejenerasyon

30



Trikrom Masson ile boyanan kesitler, CCD dijital kamera (Optronics
Microfire 1600x1200P, Goleta, CA, USA), goriintii kart1 (ATI FireGL Advance
Micro Device, Camberly, UK), bilgisayar kontrollii motorize stage, (Bioprecision,
Howtrone, NY, USA), Mikrokatér (Heidenhein, Traunreut, Germany) ve 1s1k
mikroskobundan (Leica DM 4000B, Wetzlar, Germany) olugan stereoloji ¢alisma
istasyonunda incelenmistir (Resim 3.15). Olgiimler yukarida belirtilen mikroskopta
Sterioinvestigator 7.0.5 (Microbrightfield, Williston, VT, USA) programi
kullanilarak yapilmistir. Hacim 6l¢iimleri icin Leica C Plan X10 objektif (NA =
0.22)  kullanilmistir.  Alveol  kemiginin  hacminin  hesaplanmasinda
Sterioinvestigator ~ goriintli  analiz ~ programmin  Cavalieri  sondasindan
yararlanilmistir. Cavalieri yontemi, diizenli bir geometrik sekle sahip olmayan ii¢
boyutlu nesnelerin  hacimlerinin  birbirine  paralel dilimlere ayrilarak
hesaplanmasina dayanir. Bu yontem ile dnce hacmi hesaplanacak yapi, dilimlere
ayrilir ve her kesitin yiizey alan1 bulunup, kesit kalinlig ile ¢arpilarak ilgili dilimin
hacmi hesaplanir. Nihayet dilimlerin hacimleri toplanarak ilgilenilen yapinmn
toplam hacmi bulunur. Bu ¢alismada birinci molar ile li¢iingli molar rehberliginde

ikinci molarin ¢cekim soketindeki iyilesme hacmi hesaplanmistir (Sekil 3.2).

Resim 3.15 Streoloji Calisma Istasyonu

Calismamizda alveolar kemigin hacmi daha Once tanimlanan stereolojik
calisma istasyonu yardimiyla Cavalieri prensibi kullanilarak olciilmiistiir. Burada

ilgilenilen yapiya, noktali alan 6l¢tim cetveli uygulanmistir. Noktali alan cetvelinin
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Olgiileri ¢alismamizdan elde edilen mandibular 6rnekleri iizerinde yapilan pilot
calisma ile saptanmigtir ve d=100 pm olarak belirlenmistir. Bu olciiler ile

maksimum etkinlik saglanmigtir. Noktali alan 6l¢iim cetvelinin her noktast 10000

],tm2 ye karsilik gelmektedir. Noktalr alan 6l¢iim cetveli ilgilenilen yapiya rastgele
atilmis, ikinci molarin cekim soketindeki alveolar kemige denk gelen noktalar
sayillmistir. Bu sayim sonuclar1 asagidaki formiildeki yerlerine konularak ¢ekim

soketini dolduran kemigin hacmi tahmin edilmistir.

Hacim glyeolar kemik =t X &/p X 2p

Formiilde “t” ortalama kesit kalinligini, “a/p” noktal1 alan dl¢iim cetvelindeki
her bir noktanin gergekte temsil ettigi alam ifade etmektedir. Olgiilen her kesitin
hacimleri toplanip, 6rnekleme orani ile carpilarak cekim soketlerindeki iyilesen

kemigin toplam hacmi ortaya ¢ikarimistir.

Sekil 3.2 Histomorfometrik olarak 6lciilecek alanin sinirlarinin belirlenmesi (x4).
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Sekil 3.4 Cavelieri Prensibi ile degerlendirilecek alana ol¢iim cetvelinin rastgele

atilmasi (x10).
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Sekil 3.6 Olciim cetveli ile kemik alania denk gelen nokta sayisinin hesaplanmast.

Hacim olctimleri yapilirken elde edilen kesit sayisinin ve kullanilan nokta
sikliginin yeterli olup olmadigim1 sorgulamak amaciyla hata katsayilarina
bakilmigtir. Kontrol grubunun hata katsayisi ortalamasi 0,0074+0,0011 (Ortalama
+SH); SF/PEN grubunun hata katsayis1 ise 0,0088+0,0004 (Ortalama +SH); ZA/SF
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grubunun hata katsayisit ortalamasi 0,0086+0,0015 (Ortalama +SH); ZA/PEN
grubunun hata katsayis1 ortalamast 0,0112+0,0029 (Ortalama +SH); ZA/PEN
grubunun hata katsayisi ortalamasi 0,0092+0,0015 (Ortalama +SH) olarak
bulunmustur. Ayrica tiim calismanmn her bir grubu i¢in degisim katsayilarina

bakilmistir.
3.3 Istatistiksel Degerlendirme

Calismamizin istatistiksel analizleri Statistical Package For The Social
Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programinin 18,0 siirlimii
kullanilarak yapilmistir. Tiim gruplar icin her bir parametrenin tanimlayici
(ortalama, medyan, standart sapma, standart hata) istatistikleri hesaplanmistir.
Caligma verileri degerlendirilirken parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda
Oneway Anova testi ve farkliligin oldugu grubun belirlenmesinde Tukey HDS testi
kullanilmitsir. Niteliksel, parametrik olmayan verilerin ikili karsilastirilmasinda ise
Mann-Whitney U testi kullanilmustir. Istatistiksel anlamlilik degeri p<0,05 olarak

alinmustir.
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4. BULGULAR

4.1 Klinik Bulgular

Calisma siiresince yapilan enjeksiyonlar ve islemler sicanlar tarafindan iyi
tolere edilmistir. Yalmzca kontrol grubundaki bir sican dis ¢ekimi sonrasinda
kanama sebebi ile kaybedilmistir.

Siganlarin sakrifiye edilmeden 6nce yapilan makroskopik incelemesinde, dis
cekimi bolgesinde calisma gruplarinin hi¢birinde mukoza iilserasyonuna, disetinde
fistiil olusumuna veya aciga cikmis nekrotik kemige rastlanmazken; ZA/SF ve
ZA/PEN gruplarinda bolgede 6deme, ZA/SF grubundaki 2 sicanda ise dis ¢cekimi
sonrasinda orofasiyal abseye rastlanmistir. Bu sicanlara hicbir tedavi

uygulanmamustir.

Calisma siiresi boyunca tiim sicanlara calismanin baglangicinda, dis
cekiminden once, PEN enjeksiyonu bittiginde ve sakrifiye edilmeden once olmak

iizere dort defa agirlik 6lclimii yapilmistir.

Yapilan agirhik olgtimlerinde, baslangic dl¢limiinde gruplar arasinda anlamli
bir fark gézlenmistir (p=0,043). Dis ¢ekimi, tedavi bitimi ve sakrifikasyon dncesi
yapilan viicut agirlik ol¢iimlerinde, sicanlarin viicut agirlik ortalamalarinda artis
gbzlenmis ancak zamana gore agirhik degisimleri acisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlaml1 bir fark goriilmemistir (p>0,05) (Tablo 4.1).

Farkliliga neden olan grubun tespiti i¢cin yapilan Tukey testinde, baslangicta
yapilan agirlik oOlclimlerinde ZA/PEN grubunun agirlik ortalamasinin kontrol
grubunun agirlik ortalamasindan istatistiksel acidan anlamli derecede daha yiiksek

oldugu bulunmustur (p=0,047).
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Tablo 4.1 Gruplarin viicut agirlik dl¢iim degerleri

Agirhik Olgiimii Gruplar | Ortalama+SS | F p
KONTROL 172+7 .58
SF/PEN 191,67+11,25
Baslangic ZA/SF 190+17,32 | 2,843 | 0,043*
ZA/PEN 192,86+12,20
ZAPEN/PEN | 192,14+6,36
KONTROL 205+16,20
SF/PEN 217,50+£16,36
Dis Cekimi Oncesinde ZA/SF 221,25+17,88 | 1,99 | 0,123
(8. Hafta) ZA/PEN 228,57+13,14
ZAPEN/PEN | 218,57+6,27
KONTROL 214+12 .45
SF/PEN 225420
PEN Enjeksiyonu Bitince | ZA/SF 225+16,04 1,908 | 0,137
(11. Hafta) ZA/PEN 235,71x11,34
ZAPEN/PEN | 22929+5,35
KONTROL 218+11,51
SF/PEN 225,83+23,54
Sakrifikasyon ZA/SF 227,50+14,39 | 1,83 | 0,151
(16.Hafta) ZA/PEN 240,71+14,56
ZAPEN/PEN | 225,71+8.,86

Tek yonlii varyans analizi testi - Anova *p<0,05, SS: Standart Sapma.
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Sekil 4.1 Kontrol grubundaki siganlarin viicut agirlik dl¢iim degerleri.
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Sekil 4.2 SF/PEN grubundaki sicanlarin viicut agirlik 6l¢iim degerleri.
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Sekil 4.3 ZA/SF grubundaki sicanlarin viicut agirlik 6l¢iim degerleri.
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Sekil 4.4 ZA/PEN grubundaki si¢anlarin viicut agirlik 6l¢iim degerleri.
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Sekil 4.5 ZA/PEN/PEN grubundaki si¢canlarin agirlik 6l¢tim degerleri.

4.2 Histolojik Bulgular

4.2.1 Histopatolojik Degerlendirme

4.2.1.1 Enflamasyon

Tim gruplardaki hayvanlar histolojik olarak enflamasyon ag¢isindan
degerlendirildiklerinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05)
(Resim 4.1, 4.2, 4.3, 44, 45). Gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda
(Tablo 4.2) (Sekil 4.6) Kontrol grubu ile SF/PEN grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmamis (p=0,127); Kontrol grubu ile ZA/SF (p=0,013); ZA/PEN (p=0,046) ve
ZA/PEN/PEN (p=0,04) gruplar1 arasinda anlamh fark izlenmistir.

SF/PEN grubu ile ZA/SF grubu karsilastirildiginda ise ZA/SF grubunun
enflamasyon degeri anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,018). SF/PEN
grubu  ZA/PEN (p=0,222) ve ZA/PEN/PEN (p=0,495) gruplar1 ile
karsilastirildiginda ise anlamli bir fark bulunmamastir.

ZA/SF grubu tedavi gruplan ile enflamasyon acgisindan karsilastirildiginda,
ZA/PEN grubu ile anlamli bir fark izlenemezken (p=0,536); ZA/PEN/PEN
grubuna gore anlamh derecede yiiksek bulunmustur (p=0,017).

ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplar arasinda anlamli bir fark izlenmemistir
(p=0,35).
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Tablo 4.2 Gruplarin enflamasyon siddetlerinin karsilastirilmasi

Grup Medyan+SH p
KONTROL 0+0 0.127
SF/PEN 0,5+0,29
KONTROL 0+0 0.013*
ZA/SF 2,5+0,29
KONTROL 0+0 0.046*
ZA/PEN 2+0,75
KONTROL 0+0 0.04%
ZA/PEN/PEN 1+0,25
SF/PEN 0,5+0,29 0.018*
ZA/SF 2.,5+0,29
SF/PEN 0,5+0,29 0222
ZA/PEN 2+0,75
SF/PEN 0,5+0,29 0495
ZA/PEN/PEN 1+0,25
ZA/SF 2,5+0,29 0536
ZA/PEN 240,75
ZA/SF 2.,5+0,29 0017+
ZA/PEN/PEN 1+0,25
ZA/PEN 2+0,75 035
ZA/PEN/PEN 1+0,25

Mann Whitney U Testi (¥*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) ; SH: Standart Hata.
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Sekil 4.6 Gruplarin enflamasyon siddetlerinin karsilastiriimast

4.2.1.2 Vaskiilarizasyon

Tim gruplardaki hayvanlar histolojik olarak vaskiilarizasyon acgisindan
degerlendirildiklerinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05)
(Resim 4.1, 42, 4.3, 44, 4.5). Gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda
(Tablo 4.3) (Sekil 4.7) Kontrol grubu ile SF/PEN grubu arasinda anlamli bir fark
izlenmemistir (p=1). Kontrol grubu ile ZA/SF grubu karsilagtirildiginda; ZA/SF
grubunun kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek vaskiilarizasyon degerine
sahip oldugu izlenmistir (p=0,022). Kontrol grubu ile tedavi gruplari
karsilastirildiginda ZA/PEN grubu ile arasinda anlamli bir fark izlenemezken
(p=0,321); ZA/PEN/PEN grubu Kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p=0,04).

SF/PEN grubu ZA/SF grubu ile karsilastirildiginda, SF/PEN grubunun anlamli
derecede diisiik bir degere sahip oldugu izlenmistir (p=0,022). SF/PEN grubu
tedavi gruplari ile karsilastirildiginda, ZA/PEN grubu ile aralarinda anlamli bir fark
bulunmazken (p=0,321); ZA/PEN/PEN grubuna gore vaskiilarizasyon derecesi
anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0,04)

ZA/SF grubu tedavi gruplar ile karsilastirildiginda, ZA/PEN grubu ile
aralarinda anlamli bir fark bulunmazken (p=0,642); ZA/PEN/PEN grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0,04).
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ZA/PEN ile ZA/PEN/PEN gruplar1 arasinda vaskiilarizasyon derecelerinin

kargilastirmasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmemistir (p=1).

Tablo 4.3 Gruplarin vaskiilarizasyonlarinin karsilagtirismasi

Grup Medyan+SH P
KONTROL 0+0,25 1
SF/PEN 0+0,25
KONTROL 0+0,25 0,022*
ZA/SF 2+0,25
KONTROL 0+0,25 0,321
ZA/PEN 1+0,75
KONTROL 0+0,25 0,04*
ZA/PEN/PEN 1+0
SF/PEN 0+0,25 0,022*
ZA/SF 2+0,25
SF/PEN 0+0,25 0,321
ZA/PEN 1+0,75
SF/PEN 0+0,25 0,04*
ZA/PEN/PEN 10
ZA/SF 2+0,25 0,642
ZA/PEN 1+0,75
ZA/SF 2+0,25 0,04*
ZA/PEN/PEN 1+0
ZA/PEN 1+0,75 1
ZA/PEN/PEN 1+0

Mann Whitney U Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) ; SH: Standart Hata.
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Sekil 4.7 Gruplarin vaskiilarizasyonlarinin karsilastirismasi

4.2.1.3 Kanama

Tim  gruplardaki hayvanlar histolojik olarak kanama acgisindan
degerlendirildiklerinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05)
(Resim 4.1, 42, 4.3, 44, 4.5). Gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda
(Tablo 4.4) (Sekil 4.8) Kontrol grubu ile SF/PEN grubu arasinda anlamli bir fark
izlenmemistir (p=1). Kontrol grubu ile ZA/SF grubu karsilastirildiginda ZA/SF
grubunun kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksek kanama degerine sahip
oldugu izlenmistir (p=0,025). Kontrol grubu ile tedavi gruplar karsilastirildiginda
ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplar ile arasinda anlamli bir fark izlenememistir
(Strast ile: p=0,317; p=0,186).

SF/PEN grubu ZA/SF grubu ile karsilagtirildiginda, SF/PEN grubunun anlamli
derecede diisiik bir degere sahip oldugu izlenmistir (p=0,025). SF/PEN grubu
tedavi gruplart ile karsilagtirildiginda ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplan ile
arasinda anlamli bir fark izlenememistir (Sirasi ile: p=0,317; p=0,186).

ZA/SF grubu tedavi gruplarn ile karsilastinildiginda, ZA/PEN grubu ile
aralarinda anlamli bir fark bulunmazken (p=0,765); ZA/PEN/PEN grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0,044).

ZA/PEN ile ZA/PEN/PEN gruplari arasinda kanama derecelerinin

karsilastirmasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmemistir (p=0,76).
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Tablo 4.4 Gruplarin kanama siddetlerinin karsilastiriimasi.

Grup Medyan+SH p
KONTROL 0+0,25
SF/PEN 0+0,25
KONTROL 0+0,25 0,025*
ZA/SF 2+041
KONTROL 0+0,25 0,317
ZA/PEN 1,5+0,87
KONTROL 0+0,25 0,186
ZA/PEN/PEN 1+0,25
SF/PEN 0+0,25 0,025*
ZA/SF 2+041
SF/PEN 0+0,25 0,317
ZA/PEN 1,5+0,87
SF/PEN 0+0,25 0,186
ZA/PEN/PEN 1+£0,25
ZA/SF 2+0.41 0,765
ZA/PEN 1,5+0,87
ZA/SF 2+041 0,044*
ZA/PEN/PEN 1+0,25
ZA/PEN 1,5+0,87 0,76
ZA/PEN/PEN 1+0,25

Mann Whitney U Testi (¥*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) ; SH: Standart Hata.

45



Kanama

2,5
1,5

i |
N | | |

Kontrol SF/PEN ZA/SF ZA/PEN ZA/PEN/PEN
Sekil 4.8 Gruplarin kanama siddetlerinin karsilastirilmas.

[—

4.2.1.4 Rejenerasyon

Tim gruplardaki hayvanlar histolojik olarak rejenerasyon agisindan
degerlendirildiklerinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05)
(Resim 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5). Gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda
(Tablo 4.5) (Sekil 4.9) Kontrol grubu ile SF/PEN grubu arasinda anlamli bir fark
izlenmemistir (p=1). Kontrol grubu ile ZA/SF grubu karsilagtirildiginda kontrol
grubunun ZA/SF grubuna gore anlamli derecede yliksek rejenerasyon derecesine
sahip oldugu izlenmistir (p=0,008). Kontrol grubu ile tedavi gruplari
karsilastirildiginda ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplari ile arasinda anlamli bir fark
izlenmemistir (Sirasi ile: p=0,127; p=0,317).

SF/PEN ile ZA/SF gruplart karsilastirildiginda, SF/PEN grubunun anlaml
derecede yiiksek bir degere sahip oldugu izlenmistir (p=0,008). SF/PEN grubu
tedavi gruplart ile karsilastirildiginda ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplan ile
arasinda anlamli bir fark izlenmemistir (Sirasi ile: p=0,127; p=0,317).

ZA/SF  grubunun rejenerasyon derecesi tedavi  gruplariminki ile
karsilagtirildiginda, ZA/PEN grubu ile aralarinda anlamli bir fark bulunmazken
(p=0,127); ZA/PEN/PEN grubunun ZA/SF grubuna gore anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (p=0,04).
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ZA/PEN ile ZA/PEN/PEN gruplar1 arasinda rejenerasyon derecelerinin

kargilastirmasinda ise anlaml bir fark izlenmemistir (p=0,495).

Tablo 4.5 Gruplarin rejenerasyon derecelerinin karsilastirilmasi.

Grup Medyan+SH p
KONTROL 2+0 1
SF/PEN 2+0
KONTROL 240 0,008**
ZA/SF 1+0
KONTROL 2+0 0,127
ZA/PEN 1,5+0,29
KONTROL 240 0,317
ZA/PEN/PEN 2+0,25
SF/PEN 240 0,008**
ZA/SF 1+0
SF/PEN 2+0 0,127
ZA/PEN 1,5+0,29
SF/PEN 2+0 0,317
ZA/PEN/PEN 2+0,25
ZA/SF 1+0 0,127
ZA/PEN 1,5+0,29
ZA/SF 1+0 0,04*
ZA/PEN/PEN 2+0,25
ZA/PEN 1,5+0,29 0,495
ZA/PEN/PEN 2+0,25

Mann Whitney U Testi (¥*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001); SH: Standart Hata.
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Sekil 4.9 Gruplarin rejenerasyon derecelerinin karsilastiriimasi.
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Resim 4.1 Kontrol grubundaki bir sicanin ¢ekim soketinin histolojik goriintiisii
A. lyilesmis, kemikle dolmus soketin goriintiisii (I¢i bos ok) (x5 biiyiitmede;
bar=400 um). B. Yeni olusan kemik (Yildiz) (x10 biiyiitmede; bar=200 ym). C.
Yeni olusan kemik (Yildiz) (x20 biiyiitmede; bar=100 ym). D. Yeni olusan kemik
(Yildiz); Yeni olusan kemigi besleyen kapiller (Siyah ok); Kemik ylizeyine
temasta olan saglikli bir osteoklast (Mavi ok) (x40 biiyiitmede; bar=50 pm)

Hematoksilen Eozin ile boyanmustir.
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Resim 4.2 SF/PEN grubundaki bir sicanin ¢ekim soketinin histolojik goriintiisii
A. lyilesmis, kemikle dolmus soketin goriintiisii (ici bos ok) (x5 biiyiitmede;
bar=400 ym). B. lyilesmis, kemikle dolmus soketin goriintiisii (I¢i bos ok) (x10
biiylitmede; bar=200 um). C. Yeni olusan kemik (Yildiz) (x20 biiylitmede;
bar=100 pm). D. Yeni olusan kemik (Yildiz) (x40 biiyiitmede; bar=50 um)

Hematoksilen Eozin ile boyanmistir.
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Resim 4.3 ZA/SF grubundaki bir sicanin ¢ekim soketinin histolojik goriintiisii
A. Tam olarak iyilesmemis, kismen kemikle dolmus soketin goriintiisii (I¢i bos ok)
(x5 biiyiitmede; bar=400 ym). B. Enflamasyon alanlar1 (x10 biiyiitmede; bar=200
pum). C. Enflamasyon alanlar1 (x20 biiyiitmede; bar=100 ym). D. Beslenmeyen ve
kismen yumusak doku ve enflamatuvar hiicreler ile g¢evrili kemik bdolgesi (x40

biiyiitmede; bar=50 ym) Hematoksilen Eozin ile boyanmustir.
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Resim 4.4 ZA/PEN grubundaki bir sicanin ¢ekim soketinin histolojik goriintiisii
A. Tam olarak iyilesmemis, kismen kemikle dolmus soketin goriintiisii,
enflamasyon alanlar1 (Siyah ok) (x5 biiyiitmede; bar=400 um). B. Enflamasyon
alanlar1 (x10 biiyilitmede; bar=200 ym). C. Enflamasyon alanlar1 ve enflamasyon
bolgesine gelen kapiller (Siyah ok); beslenmeyen ve kismen yumusak doku ve
enflamatuvar hiicreler ile ¢evrili kemik bolgesi (Yildiz) (x20 biiyilitmede; bar=100
pm). D. Beslenmeyen ve kismen yumusak doku ve enflamatuvar hiicreler ile
cevrili kemik bolgesi (x40 biiylitmede; bar=50 um) Hematoksilen Eozin ile

boyanmustir.
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Resim 4.5 ZA/PEN/PEN grubundaki bir siganin ¢ekim soketinin histolojik
goriintlisti  A. Tam olarak iyilesmemis, kismen kemikle dolmus soketin goriintiisii,
enflamasyon alanlar1 (Siyah ok) (x5 biiylitmede; bar=400 ym). B. Enflamasyon
alanlar (Siyah ok) (x10 biiylitmede; bar=200 pm). C. Enflamasyon alanlar1 ve
(Siyah ok) (x20 biiyiitmede; bar=100 ym). D. Beslenmeyen ve kismen yumusak
doku ve enflamatuvar hiicreler ile ¢evrili kemik bolgesi (Yildiz) (x40 biiyiitmede;

bar=50 ym) Hematoksilen Eozin ile boyanmustir.
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4.2.2 Histomorfometrik Degerlendirme

Calisma gruplarinda dis ¢ekim bosluklarinda Olgiilen total kemik hacmi ve
kemik ytizdeleri ortalama ve standart sapmalar1 Tablo 4.6 ve 4.7°de gosterilmistir.
Dis ¢ekim bosluklarinda 6lciilen total kemik hacmi ve kemik yiizdeleri acisindan

gruplar arasinda anlamli bir fark izlenmistir (p<0,001).
4.2.2.1 Total Kemik Hacmi

Calisma gruplarinda dis c¢ekim bosluklarinda olciilen total kemik hacim
degerleri Tablo 4.6’da gosterilmistir. Tiim gruplardaki hayvanlarin ¢ekim soketleri
histomorfometrik olarak incelendiginde tiim gruplar arasinda total kemik hacmi
acisindan anlamli bir fark bulunmustur (p<0,001) (Resim 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10).
Gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda (Sekil 4.9) kontrol grubu ile
SF/PEN, ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplar1 arasinda anlamli bir fark izlenirken
(Strast ile: p=0,009; p=0,01; p=0,002); Kontrol grubu ile ZA/SF grubu arasinda
anlamli1 bir fark izlenmemistir (p=0,999) (Sekil 4.10).

SF/PEN grubu ZA/SF grubu ile karsilastirildiginda, SF/PEN grubunun anlamli
derecede diisiik total kemik hacmine sahip oldugu izlenmistir (p=0,005). SF/PEN
grubu tedavi gruplari ile karsilastirildiginda ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplart ile
arasinda anlamli bir fark izlenmemistir (Sirasi ile: p=1; p=0,967) (Sekil 4.11).

ZA/SF grubunun total kemik hacmi tedavi gruplar ile karsilastirildiginda,
ZA/SF grubunun, ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplarina gore anlamli olarak daha
yiiksek total kemik hacmine sahip oldugu izlenmistir (Sirasi ile: p=0,006; p=0,001)
(Sekil 4.12).

ZA/PEN ile ZA/PEN/PEN  gruplarmin total kemik hacimlerinin

karsilastirilmasinda ise anlamli bir fark izlenmemistir (p=0.,95) (Sekil 4.13).
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Tablo 4.6 Dis cekim bosluklarinda oOlgiilen total

kemik hacimlerinin

Tukey Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) ; SS: Standart Sapma.

karsilastirilmasi.

Grup n Ort+SS (mm’) p
KONTROL 5 2,5834+0,46697 0.009%*
SF/PEN 5 1,8108+0,4265
KONTROL 5 2,5834+0,46697 0,999
ZA/SF 5 2,6347+0,2583
KONTROL 5 2,5834+0,46697 0,01%*
ZA/PEN 5 1,8273+0,14194
KONTROL 5 2,5834+0,46697 0,002%*
ZA/PEN/PEN 5 1,6814+0,17033
SF/PEN 5 1,8108+0,4265 0,005%%*
ZA/SF 5 2,6347+0,2583
SF/PEN 5 1,8108+0,4265 1
ZA/PEN 5 1,8273+0,14194
SF/PEN 5 1,8108+0,4265 0,967
ZA/PEN/PEN 5 1,6814+0,17033
ZA/SF 5 2,6347+0,2583 0,006%*
ZA/PEN 5 1,8273+0,14194
ZA/SF 5 2,6347+0,2583 0,001%#*
ZA/PEN/PEN 5 1,6814+0,17033
ZA/PEN 5 1,8273+0,14194 095
ZA/PEN/PEN 5 1,6814+0,17033
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Sekil 4.10 Kontrol grubu ile SF/PEN, ZA/SF, ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN

gruplarinin total kemik hacimlerinin karsilagtirilmasi.

Total Kemik Hacmi

Hacim (mm?¥

SF/PEN ZA/SF ZA/PEN ZA/PEN/PEN

Sekil 4.11 SF/PEN grubu ile ZA/SF, ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplarimin total

kemik hacimlerinin karsilastirilmasi.
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Total Kemik Hacmi
3’5 = k%

Hacim (mm?

0 - .
ZA/SF ZA/PEN ZA/PEN/PEN

Sekil 4.12 ZA/SF grubu ile ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplarinin total kemik

hacimlerinin karsilastirilmasi.

Total Kemik Hacmi

Hacim (mm?®

ZA/PEN ZA/PEN/PEN
Sekil 4.13 ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplarinin total kemik hacimlerinin

karsilastirilmasi.
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4.2.2.2 Kemik Yiizdesi

Calisma gruplarinda dis cekim bosluklarinda olciilen kemik yiizdeleri Tablo
4.7°de gosterilmistir. Tiim gruplar arasinda dis ¢ekim bosluklarindaki kemik
yiizdeleri karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,001) (Resim 4.6,
4.7, 48,49, 4.10). Gruplar arasinda yapilan ikili karsilastirmalarda (Sekil 4.9)
Kontrol grubu ile SF/PEN, ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplari arasinda anlamlr bir
fark izlenmezken (Sirast ile: p=0,935; p=0,108; p=0,530); ZA/SF grubu ile
karsilastirildiginda ise anlamli derecede yiiksek kemik yiizdesine sahip oldugu
goriilmistiir. (p<0,001) (Sekil 4.14).

SF/PEN grubu ZA/SF grubu ile karsilagtirildiginda, SF/PEN grubunun anlamli
derecede yiiksek kemik yiizdesine sahip oldugu izlenmistir (p<0,001). SF/PEN
grubu tedavi gruplan ile karsilastirildiginda ZA/PEN grubuna gére anlamhi
derecede yiiksek kemik yiizdesi gosterirken (p=0,022) ve ZA/PEN/PEN grubu ile
arasinda anlaml bir fark izlenmemistir (p=0,967) (Sekil 4.15).

ZA/SF grubunun kemik yiizdesi tedavi gruplari ile karsilastirildiginda, ZA/SF
grubu ile ZA/PEN grubunun arasinda anlamli bir fark bulunmadigi (p=0,69);
ZA/PEN/PEN grubu ile arasinda anlamli bir fark bulundugu goriilmiistiir
(p=0,008) (Sekil 4.16).

ZA/PEN ile ZA/PEN/PEN gruplarimin kemik yiizdeleri karsilastirildiginda ise
anlamli bir fark izlenmemistir (p=0,839) (Sekil 4.17).
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Tablo 4.7 Dis cekim bosluklarinda dl¢iilen kemik yiizdeleri.

Grup n Ort£SS (%) P
KONTROL 5 74,4864+2 42038 0,935
SF/PEN 5 77,9696+3 94098
KONTROL 5 74,4864+2 42038 0,000%**
ZA/SF 5 50,0461+2 4168
KONTROL 5 74.,4864+2 42038 0,108
ZA/PEN 5 62,7881+11,3843
KONTROL 5 74.,4864+2 42038 0,530
ZA/PEN/PEN 5 67,4154+9,77348
SF/PEN 5 77.,9696+3,94098 0,000%%*%*
ZA/SF 5 50,0461+2.,4168
SF/PEN 5 77,9696+3 94098 0,022*
ZA/PEN 5 62,7881+11,3843
SF/PEN 5 77.,9696+3,94098 0,171
ZA/PEN/PEN 5 67,4154+9,77348
ZA/SF 5 50,0461+2,4168 0,069
ZA/PEN 5 62,7881+11,3843
ZA/SF 5 50,0461+2 4168 0,008%**
ZA/PEN/PEN 5 67,4154+9,77348
ZA/PEN 5 62,7881+11,3843 0,839
ZA/PEN/PEN 5 67,4154+9,77348

Tukey Testi (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) ; SS: Standart Sapma.
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Sekil 4.14 Kontrol grubu ile SF/PEN, ZA/SF, ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplarin

kemik yiizdelerinin karsilagtirilmasi.
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Sekil 4.15 SF/PEN grubu ile ZA/SF, ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN kemik
ylizdelerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.16 ZA/SF grubu ile ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN kemik yiizdelerinin

karsilastirilmasi.
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Sekil 4.17 ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplariin kemik ytizdelerinin

karsilastirilmasi.
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Resim 4.6 Kontrol grubundaki bir siganin ¢ekim soketine ait histolojik goriintii.
Cekim soketinin yeni kemik ile doldugu goriilmektedir. (x5 ve x10 biiyiitme;

bar=400 pym ve bar=200 ym). Trikrom Masson ile boyanmustir.

Resim 4.7 SF/PEN grubundaki bir sicanin ¢ekim soketine ait histolojik goriintii.
Cekim soketinin yeni kemik ile doldugu goriilmektedir. (x5 ve x10 biiyiitme;

bar=400 ym ve bar=200 ym). Trikrom Masson ile boyanmistir.

62



Resim 4.8 ZA/SF grubundaki bir sicanin ¢ekim soketine ait histolojik goriintii.
Cekim soketinde yumusak doku varligi mevcuttur. Sokette saglikli iyilesme
gerceklesmedigi goriilmektedir (x5 ve x10 biiyiitme; bar=400 ym ve bar=200 ym).

Trikrom Masson ile boyanmustir.

Resim 4.9 ZA/PEN grubundaki bir sicanin ¢ekim soketine ait histolojik goriintii.
Kismen iyilesmis soketin goriintiisii (x5 ve x10 biiyiitme; bar=400 ym ve bar=200

pm). Trikrom Masson ile boyanmuistir.
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Resim 4.10 ZA/PEN/PEN grubundaki bir sicanin ¢ekim soketine ait histolojik
goriintli. Kismen iyilesmis soketin goriintiisii. (x5 ve x10 biiyiitme; bar=400 ym ve

bar=200 ym). Trikrom Masson ile boyanmuistir.
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5. TARTISMA

Kemik mineralizasyonunun fizyolojik bir inhibitorii olan PPi’lerin stabil ve
sentetik karbon analoglart olan BP’ler (2), maliniteye bagli hiperkalseminin;
meme, prostat ve akciger kanseri gibi solid tlimorlere bagli osteolitik kemik
metastazlarinin; multipl miyeloma bagl osteolitik lezyonlarin, fibréz displazinin,
osteoporozun, osteopeninin, Paget hastalig1 gibi metabolik kemik hastaliklarinin ve
osteogenesis imperfecta gibi konjenital hastaliklarin tedavisinde kullanilan etkin ve
giivenilir bir ila¢ grubunu olustururlar (16, 50-71).

BP grubu ilaglar, bahsedilen bircok durumun tedavisinde basar1 ile
kullanilmalarina ve hastalarin hayat kalitelerini artirmalarina ragmen (86-88),
CBON gibi bir¢ok yan etkiyi de beraberinde getirirler. CBON ilk olarak 2003
yilinda Marx ve arkadaglari tarafindan debridman yapildiginda daha da kotiiye
giden ve miktarinda artis goriilen iyilesmeyen ekspoze kemige ait bir bulgu olarak
tanimlanmus ve literatiirde yerini almistir (15).

Giinlimiizde CBON, patofizyolojisinde heniiz fikir birligine varilamayan;
agiz, yiiz ve ¢ene cerrahisi pratiginde tedavi edilmesi veya kontrol altina alinmasi
gereken bir sorun olarak kargimiza ¢ikmaktadir. Literatiirde CBON’un olugmasina
neden olabilecek bir¢cok faktdrden bahsedilmektedir (15, 96, 161). Buna ragmen bu
durumun olugmasinda spesifik olarak rol oynayan etiyolojik faktorler tam anlami
ile anlagilamamistir. Ayrica CBON’un patogenezi ve risk faktorlerini inceleyen
calismalar, insanlar iizerinde klinik deneylerin yapilamamasi ve klinik
ongoriilebilirliginin yoklugu nedeniyle kisitli olmaktadir. Bu nedenle, 6zellikle
kemik metabolizmas: ve/veya kanser hastalarinda goriilen CBON’u taklit etmek
amaciyla gerceklestirilen hayvan modelleri etiyolojik faktorlerin ve sebeplerin
anlasilmasinda 6nem kazanmaktadir (155).

CBON icin yapilmis bir hayvan modelinde amag, insanlara 6zdes olacak
sekilde uygulanan BP protokoliinii takiben meydana gelen lezyonlarda
osteonekrozun klinik durumunun taklit edilmesidir. Spesifik olarak bir hayvan
modeli; AAOMS’un yayinlamis oldugu son goriis bildirgesinde oldugu gibi,
radyasyon verilmeden BP tedavisi uygulanan hastada 8 haftadir iyilesmeyen ¢ene
kemigi ekspozu kriterini yerine getirmelidir (16). Ancak ekspoze kemik varligi

olmayan CBON lezyonlar1 da mecvuttur. Bu ¢alismalarda, nekroz varlig1 ekspoze
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kemik olmadan da s6z konusu olabileceginden, kesin teshis icin sert ve yumusak

dokunun histolojik incelenmesinin gerekli oldugu belirtilmektedir. (163, 164).

CBON etiyololojisinin ve patogenezinin anlasilabilmesi icin yapilan
calismalarda kemirgenler (Fare; Rice, Wistar ve daha siklikla Sprague-Dawley
cinsi sican) ve beagle cinsi kopek, minipig gibi daha biiylik hayvan modelleri
kullanilmigtir (162). Bu uzun ve kisa donemli ¢aligmalarda hem IV hem de oral
BP’ler kullamlmistir. Ancak bu calismalarda ortak olan en biiylik dezavantaj,
CBON’un agr gibi subjektif bir bulgusunun gozlemlenememesidir. Bu sebepten
dolayr bu modeller kullanildiginda CBON’un tanist icin klinik ve histolojik
degerlendirme gereklidir. Giiniimiizde CBON olusumuna yonelik standart bir
hayvan modeli mevcut degildir. Ayrica insanlar ve hayvanlarin kemik
metabolizmasinda goriilen farkliliklar ve yapilan calismalarda herhangi bir
standardizasyon olmamasi ve bir¢ok farkli sonuc¢ elde edilmis olmasi, CBON
modeli olarak hangi hayvan modelinin kullanilmas1 gerektigini daha da karmasik
hale getirmektedir (113, 114, 116, 129, 165-167). Allen ve ark. yapmis olduklari
bir  calismada  intrakortikal = remodeling  baskilanmasinin  CBON’un
patofizyolojisinde rol oynadigini temeli lizerinde durulmustur. Bu sebepten dolay1
biitiin iskelet yapisinda intrakortikal remodeling g6zlenen kopekler model olarak
secilmistir (168). Biasotto ve ark. ise kemikte defekt olusturduklari1 sigan modelini
kullanmiglardir. Bu modelin en biiyiilk avantaji sicanlarin kiiciik hayvanlar
olmalarindan dolayi iiretimlerinin kolay olmasi ve calismada ¢ok sayida hayvan
kullanilabilmesidir. Ayrica, sicanlarda ZA gibi potensi yiiksek bir BP’nin
uygulanmasi ile CBON patofizyolojisinin daha iyi anlagilabilmesi ve tedavi
yontemleri iizerinde calisilabilmesi icin giivenilir oldugu gibi tekrarlanabilir bir

CBON modeli olusturulabilecegini belirtmislerdir (169).

Ayrica dis ¢cekimi gibi islemlerin kolay uygulanabilirligi acisindan da sicanlar
cene yiiz patolojileri calismalarinda tercih edilmektedir (162). Calismamizda,
deney prosediiriiniin uygulanacagi zamana, hayvan sayisma, YUDETAM
kosullarina uygun olarak ve CBON modeli literatiirlerle desteklenebilen Sprague-

Dawley cinsi disi sican tercih edilmistir.

BP’lerin uygulama yolu, dozu ve zamani agisindan birbirinden farkli bircok
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hayvan caligsmasi bulunmaktadir. Senel ve ark. 60 adet Sprague-Dawley cinsi disi
sican iizerinde gerceklestirdikleri calismada; 0,1 mg/kg ZA haftada 3 kez olmak
lizere 6 hafta ve 8 hafta boyunca IP yoldan uygulamistir (170). Biasotto ve ark. ise
CBON modeli gelistirmek amaciyla, 10 adet Wistar cinsi disi sican iizerinde
gerceklestirdikleri caligmada, haftada 1 kez 0,04 mg/kg olmak iizere toplam 5 hafta
boyunca IV yoldan ZA uygulamustir. Bu ¢alismada, ZA dozuna yonelik herhangi
bir standardizasyona rastlanmadigi, calismada secilen ZA miktarini insanlarda
hematolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilan doz ve insan ile sigan arasinda
bulunan kemik metabolizmasindaki farkliliklar gbz oniine alinarak belirlenmistir
(169). Barba-Recreo ve ark. (171) caligmalarinda, Hikita ve ark. (172); Huja ve
ark. (173) yapmus oldulart caligmalarda oOnerilen 0,1 mg/kg’lik ZA dozunu
uygulamistir. Barba-Recreo ve ark. yapmis oldugu calismada, iki gruba 0,1mg/kg
ZA’y1 IP yoldan haftada 3 kez uygularlarken; diger bir gruba ise ayni dozu IV
yoldan haftada 1 kez, 9 hafta boyunca siirdiirmiislerdir. IP yoldan ZA uygulanan
gruplardan birinde ve IV yoldan ZA wuygulanan grupta dis c¢ekimi
gerceklestirirlerken; IP yoldan ZA uyguladiklart diger grupta dis c¢ekimi
gerceklestirmemislerdir. Dis cekimi  gerceklestirmedikleri grupta nekroz
gozlenmezken, IP yoldan ZA uygulanan ve dis cekimi gergeklestirilen deney
grubundaki nekroz orami IV yoldan ZA uygulanan gruptan %55 daha fazla
goriilmiistiir (171). Ersan ve ark.’nin yapmis olduklari bir ¢alismada ise 6 hafta
boyunca haftada 3 kez IP yoldan 0,2 mg/kg ZA uygulanmistir (174). Atalay’in
yapmis oldugu tez calismasinda hayvanlarda osteopeninin gelismesi igin
ovarektomi yapilmis ve 4 hafta beklenmistir. Bu 4 haftalik siirecin sonunda
calisma gruplarina 2 hafta boyunca haftada bir doz subkutan 7.5 pug/kg ZA ve her
giin 1mg/kg deksamethazon uygulanmustir. Ilk yapilan ZA dozundan iki hafta
sonra siganlarin sag maksiller ve mandibular molar1 c¢ekilmistir. Yapilan
histopatolojik incelemede enflamasyon bulgularina rastlanirken, kemik sokestr
varlig1r gozlenmistir (175). Dayisoylu ve ark. yapmis olduklart bir ¢alismada, 8
hafta boyunca haftada 3 kez IP yoldan 0,1 mg/kg ZA uygulanmistir (176).
Dayisoylu ve ark. yapmis olduklari baska bir ¢aligmada ise 8 hafta boyunca haftada
3 kez IP yoldan 0,1 mg/kg ZA uygulanmis ve siganlarin bu 8 hafta sonunda
mandibular birinci molarlarinin ¢ekimi gerceklestirilmistir. Bu calismada ZA

uygulanan ve dis cekimi yapilan grupta hem makroskopik; hem de mikroskopik
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incelemede osteonekroz bulgularina rastlanmustir (177). Yapilmis calismalarin
tiimiinde ZA’nin si¢anlarda kullanimiyla ilgili belirlenmis ortak bir doz, siire veya

verilme yontemi bulunmamaktadir.

Calismamizda si¢anlara uygulanacak ZA dozunun belirlenmesinde, yapilan
literatiir taramas1 sonucunda, hem makroskopik hem de mikroskopik incelemeler
sonucunda osteonekroz bulgularinin elde edildigi bir ¢calisma olan Dayisoylu ve
ark. (177) yapmis oldugu calisma 6rnek alinmis ve gruplar arasi standardizasyonun
saglanmast amaci ile; kontrol gruplarina 8 hafta boyunca haftada 3 kez IP yoldan
0,1 mg/kg steril serum fizyolojik (SF) (Grup 1 ve 2), ZA gruplarina ise 8 hafta
boyunca haftada 3 kez IP yoldan 0,1 mg/kg ZA (Grup 3, 4 ve 5) uygulanmustir.

Yapilan literatiir taramasinda CBON modellerinde, dis ¢ekimi yapilmayan
calismalarda sadece periodontal dokularda enflamasyon izlenip, herhangi bir
osteonekroz bulgusuna rastlanmazken, dis cekiminin uygulandig1 modellerin deney
gruplarinin histolojik incelemelerinde osteonekrotik alanlara rastlanmistir ve
BP’nin dis ¢ekim yarasinin iyilesmesi {izerinde olumsuz etkisi oldugu
gosterilmigtir (114, 167-175, 177-179). Bu nedenle dis cekimi, osteonekroz
olusumunun amaglandigi sican modellerinde siklikla uygulanmaktadir. Biasotto ve
ark., dentoalveolar cerrahi uygulanan hastalarda, CBON gelisme riskinin 44 kat
artmasi nedeniyle, sicanlarda dis ¢ekimi yaparak kemik defekti olusturmuslardir
(166). Ayrica AAOMS’un yayinlamis oldugu son goriis bildirgesinde de, dis
cekimi gibi dentoalveolar cerrahi girisimlerin BP kullanan hastalarda, CBON
olugma riskini anlamli derecede arttiran faktorler arasinda yer aldigi bildirilmistir
(16). Bu nedenle biz de ¢alismamizda sicanlara uygulanan ZA sonrasinda dis
cekimi yapmay tercih ettik. Literatiirde CBON calisilan ve dis ¢ekimi yapilan
sican modelleri incelendiginde, arastirmacilarin bazilarinin maksiller molar
cekimini; bazi arastirmacilarin da mandibular molar ¢ekimini tercih ettigini
goriilmektedir. Genellikle sicanlarin ya birinci molarlari ya da o tarafta bulunan
tim molarlarmin c¢ekildigi goriilmektedir (114, 167-175, 177-179). CBON’un
klinik olarak daha ¢ok mandibulada goriilmesinden dolayi, dis cekimi sonrasinda
hayvanlarin beslenmesinde olusabilecek sikintilarin engellenmesi ve yapilmasi
planlanan histomorfometrik incelemede ¢ekim soketi sinirlarinin belirlenmesinde

birinci ve liglincli molarlarin rehber olabilmesi amaci ile ikinci molarin ¢ekimi
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tercih edilmistir. Sol tarafi segmemizdeki sebep ise aletlerin ve sicanin
manipiilasyonu ve goriis alan1 agisindan daha rahat bir bolge olmasiydi. Biasotto
ve ark. potensi en yiiksek olan BP tiirii olarak kabul edilmekte olan ZA
uygulanmasinin ardindan dis ¢ekiminin osteonekroz olusumu iizerindeki etkisinin
goriilebilmesi i¢in 8 haftalik siirenin yeterli olabilecegini belirttiginden (169),
calismamizda dis c¢ekimi sonrasinda hayvanlarin sakrifikasyonuna kadar gecen

siire 8 hafta olarak belirlendi.

Literatiirde BP’lere ek olarak kortikosteroid kullanimi1 ve D vitamini eksiligi
gibi etkenlerin de CBON olusumunu indiikleyebilecegi belirtildiginden (114, 116),
calismamiz bu tiir sistemik faktorlerin eliminasyonu i¢in ilave etkenler dahil

etmeden planlandi.

Bir fosfodiesteraz inhibitorii olan PEN periferik vasodilator bir ilag olup kanin
akigkanligi arttirmakta ve kanin viskozitesini azaltmaktadir (150). Klinik olarak
etkinligi esas olarak dokulardaki vaskiilarizasyonu artirarak; dokularin
oksijenasyonunu ve beslenmesini artirmasidir (149). Ayrica trombositlerin
agregasyon yetenegini de azaltmaktadir (149, 150).

Literatiirede, PEN’in antienflamatuvar 6zelliginin esas olarak dokularda TNF-
o iiretimini engellemesine bagli oldugu diistintilmektedir (180-184). Bunun yani
sira  PEN’in enflamatuvar durumlarda gelisen IL-1, IL-6 ve IL-10’un
ekspresyonunu azalttig1, 16kositlerin Interferon-a iiretmesini indiikledigi (149, 150,
153) ve nétrofil migrasyonunu engelledigi bildirilmektedir (185). Maiti ve ark.
PEN’in oksidatif stresi azalttigi (186), Silva ve ark. artrit modelinde ise
enflamatuvar eklem hasarini azalttigini gostermislerdir (187). Garcia ve ark.
yapmus olduklar1 bir c¢alismada ise diabetik Wistar sicanlarinda PEN
kullanilmasinin; PEN’in  TNF-a ve IL-6"nin ekspresyonunu engelleyerek diabete
bagli komplikasyonlari azaltabilecegini ortaya koymuslardir (188).

Abdel Salam ve ark. PEN’in antienflamatuvar ozelliklerini arastirdiklari
deneyde, Sprague Dawley cinsi sicanlarda deneysel enflamasyon modelinde
PEN’in antienflamatuvar bir ila¢ olarak kullanilabilecegi; hatta nonsteroidal
antienflamatuvar ilaclar veya kortikosteroidler ile kombine olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir (180).

69



Lima ve ark. yapmis olduklart bir calismada, PEN’in oral mukozitin
semptomlarini1 azalttigini (189), yapmis olduklar1 bagka bir ¢calismada ise alveolar
kemik kaybimi azalttigini bildirmektedirler (190). Queiroz - Junior ve ark. yapmis
olduklar bir artrit modelinde farkli gruplara hem koruyucu hem de tedavi edici
olmas1 amaci ile; artrit yaratilmadan once ve sonra PEN enjeksiyonu yapilmistir.
Her iki grup da artrit grubu ile karsilastirildiklarinda PEN gruplarinda anlamli
derecede, serum C-reaktif proteininin diisiik oldugu ve TNF-a, IL-10 ve IL-17
seviyelerini her iki grupta da anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir. Ancak
koruyucu ve tedavi edici gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamustir (191).
PEN’in olusturulan enflamasyon modellerinde, TNF-a ve sitokinleri baskilayarak,
enflamasyon siirecini diizenlendigi diisiiniilmektedir.

Literatiirde PEN’in radyoterapinin bazi yan etkilerinin eliminasyonunda da
faydali olabileceginden bahseden calismalar bulunmaktadir. Aygeng ve ark., bag-
boyun bélgesinde skuamoz hiicreli karsinom tanisi ile opere edilmis ve radyoterapi
uygulanmig 78 hasta iizerinde yiiriittiikleri bir caligmada, giinliik oral 1200 mg
PEN kullaniminin; ge¢ donemde olusan deri komplikasyonlarini, fibrozisi ve
yumusak doku toksisitesini azalttigini gostermislerdir (192). Chua ve ark.’nin
calismasinda ise nazofarenks kanseri tanisi ile opere edilip radyoterapi uygulanan
ve radyoterapi sonrasinda trismus gelisen hastalara 8 hafta boyunca 800-1200 mg
PEN kullanidirilmig ve bu 8 hafta sonucunda interinsizal ac¢ikliklarinda anlamlt
derecede bir artig gbzlemislerdir (193).

PEN’in, E vitamini (oa-Tokoferol) ile kombine olarak kullanildigi
calismalardan ilki olan Delanian ve ark. tarafindan yayinlanan bir ¢calismada PEN
ve E vitamini kombinasyonunun osteoradyonekroz (ORN) tedavisinde
kullanabilecegi one siiriilmiistiir (156). Yine ayni calismacilarin yaptiklari bir
calismada PEN ve E vitamini kombinasyonunun ortalama 13.4 + 8 mm ekspoze
olmus ORN tedavisinde kullanmislar ve ileri vakalarda ise tedaviye bir BP grubu
ilac olan klondronatt da eklemislerdir. Caligmanmn sonucunda bu tedavi
kombinasyonunun ortalama 6 ay icerisinde hastalarin % 89’unda tamamen
iyilesme goriildiigii bildirilmistir (157). PEN, E vitamini ve klondronatin kombine
olarak kullaniminin ORN lezyonlarinin tedavisinde gecerli yontem oldugu da

belirtilmektedir (158).
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PEN’in ayrica kemik iyilesmesine pozitif yonde katkisinin oldugunun
bildirildigi calismalar da mevcuttur. Horiuchi ve ark. farelerde yapmis olduklar1 bir
calismada 3 hafta boyunca giinde en az 50 mg/kg subkutan PEN enjeksiyonunun
BMP-2yi indiikleyerek yeni kemik olusumunun arttirdigi ve olusan yeni
kemikteki kalsiyum konsantrasyonunun PEN verilmeyen gruba gore anlamli
derecede daha yiiksek oldugu bildirilmistir (153). Tsutsumimoto ve ark. yapmig
olduklar1 in vitro bir ¢alismada ise, PEN’in siklik adenozin monofosfat (cAMP)
sinyal yolu ile BMP-4 seviyesini arttirdig1 ve boylece osteoprogenitor hiicrelerin
farklilagmasimi indiikleyerek yeni kemik olusumunu arttiyor olabilecegi
belirtilmistir (154). Aydin ve ark. sicanlar iizerinde olusturduklari bir kirik
modelinde, kirik olusturulduktan sonra sicanlar 1, 2 ve 3 hafta olmak iizere giinde
50 mg/kg PEN enjekte edilmistir. Bu calismanin sonucuna gore ise PEN’in
ozellikle erken donem kirik iyilesmesinde, iyilesmeyi hizlandirict bir ajan

olabilecegi sonucuna varilmistir (155).

Calismamizda, PEN kullaniminin antienflamatuvar etkisinin, yeni kemik
olusumuna ve dokularin beslenmesine pozitif etkisinin CBON tedavisinde ve/veya

proflaksisinde roliiniin incelenmesi amaclanmistir.

Calismamizda kullanilan si¢anlarin ¢alisma baslangicinda, dis ¢ekiminden 6nce
(8. Hafta), gruplarin SF ve PEN enjeksiyonlar1 bitiminde (11. Hafta) ve
sakrifikasyondan once (16. Hafta) viicut agirliklar1 kaydedilmistir. Yapilan agirlhik
Olctimlerinde, baslangic dl¢limiinde gruplar arasinda anlamli bir fark gozlenmistir
(p=0,043). Dis ¢ekimi, tedavi bitimi ve sakrifikasyon oncesi yapilan viicut agirlik
Olctimlerinde, sicanlarin viicut agirlik ortalamalarinda artis gézlenmis ancak
zamana gore agirhik degisimleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05). Calismamiz sicanlarin viicut agirliklari
artist acgisindan literatiirdeki diger caligmalar ile benzerlik gostermektedir.
Yamashita ve ark., farkli dozlarda ZA uyguladiklar1 Sprague Dawley cinsi
sicanlarda, 14 haftalik bir siire sonunda ¢aligma gruplart ile kontrol gruplari
arasinda sicanlarin viicut agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir farki
gozlememiglerdir (194). Aghaloo ve ark., periodontal hastalik modeli
olusturduklar1 ve 15 hafta boyunca ZA uyguladiklar1 Sprague-Dawley cinsi

sicanlara haftada 3 kere viicut agirlik oOlclimii yapmiglar ve kontrol grubuyla
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kiyasladiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlamadiklarim
bildirmiglerdir (125). Sonis ve ark., Sprague-Dawley cinsi sicanlarda CBON
modeli olusturmay1 amagcladiklari caligmalarinda her giin viicut agirlik Slclimii
yapmig; fakat gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka

rastlamamuglardir (116).

Histopatolojik agidan bizim calismamiza baktigimizda: kontrol grubu ile
SF/PEN grubu; enflamasyon (p=0,127), vaskiilarizayon (p=1), kanama (p=1) ve
rejenerasyon  (p=1) acisindan karsilastirildiklarinda, bu iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. Bu durum PEN’in saglik
durumunda, yani ZA verilmeyen sicanlarda histopatolojik olarak bu parametrelere

bir etkisinin olmadigini desteklemektedir.

Kontrol grubu ile ZA/SF grubu ile Kkarsilastirildiginda ise enflamasyon
(p=0,013), vaskiilarizasyon (p=0,022), kanama (p=0,025) ve rejenerasyon
(p=0,008) agcisindan, istatistiksel olarak her bir parametrede anlamli fark
bulunmustur. Bu bulgular ve CBON’un patogenezinde enflamasyonun rolii
diistiniildiigiinde (72), ZA’nin enflamatuvar reaksiyonun asir1 uyarilmasina sebep
olarak, bolgedeki 6demi arttirdigi; bu 6demin mikrokapillerde staza sebep olarak
ve yara bolgesindeki beslenmeyi bozarak, rejenerasyonu engellemis olabilecegi
goriisiinii  desteklemektedir. Kanama odaklart ise bircok calismada da
(109,110,117,119) belirtildigi iizere ZA’min anjiogenez siirecini bozmasina
baglanmugtir.

ZA/SF grubu, dis ¢ekimi sonrasinda PEN uygulanan ZA/PEN grubu ile
karsilastirildiginda, enflamasyon (p=0,536), vaskiilarizayon (p=0,642), kanama
(p=0,765) ve rejenerasyon (p=0,127) a¢isindan bu iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir. ZA/SF grubu dis cekimi Oncesinde
koruyucu olarak bir hafta PEN uygulanan ve dis ¢ekiminden sonra ii¢ hafta PEN
enjeksiyonu devam edilen ZA/PEN/PEN grubu ile Kkarsilastirildiginda ise,
enflamasyon (p=0,017), vaskiilarizayon (p=0,04), kanama (p=0,044) ve
rejenerasyon (p=0,04) acisindan, tiim bulgularda anlamli bir fark izlenmistir. Bu
bulgular, tedavi amacgh verilen PEN’in (ZA/PEN), enflamasyona ve buna bagh
diger durumlara iyilestirici yonde etkisi bulunmasina ragmen tedavi edici degildir.

Ancak dis cekimi yapilmadan 1 hafta once verilip sonrasinda da 3 hafta devam
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edilen PEN’in (ZA/PEN/PEN) koruyucu ve tedavi edici etkisi bulunmaktadir.
Queiroz-Junior ve ark. yapmis olduklar1 bir artrit modelinde farkli gruplara hem
koruyucu hem de tedavi edici olmast amaci ile; artrit yaratilmadan once ve sonra
PEN enjeksiyonu yapilmistir. Ancak bu caligmada her iki tedavi grubunun
enflamasyona etkileri, hastalik grubu ile karsilagtirildiklarinda; her iki grubun da
hastalik grubuna olan etkisi aynmi bulunmustur (191). Biz ¢aligmamizda tedavi
amaclt verilen PEN’i (ZA/PEN) dis cekiminden, yani enflamatuvar siire¢
tetiklendikten sonra 3 hafta boyunca verdik. Proflaksi grubunda ise
(ZA/PEN/PEN), dis ¢cekiminden bir hafta once baslayarak, dis ¢cekiminden sonra 3
hafta daha devam ettik. Osteonekroz olugma nedenlerinin basinda BP kullanan
hastalara uygulanan dis cekimi, periodontal cerrahi gibi dentoalveolar cerrahi
islemler gelmektedir (16). Uygulanan bu islemler bir anlamda dokularda travma
teskil ederler ve enflamasyona neden olurlar. ZA kullanimimin saglikli doku da bile
enflamasyona neden oldugu bilinmektedir (171). Calismamizin tedavi
gruplarindaki bu bulgu farkliliklarini, dis cekimi ile enflamatuvar siireg
tetiklenmeden oOnce verilen PEN’in, heniiz ZA’nin etkisi ile siddetli bir
enflamasyon cevabi1 olugsmadan verildiginde, enflamatuvar siireci diizenleyerek,
iyilesmeye pozitif yonde katkisinin olabilecegine bagladik. Dis ¢ekimi ile bolgede
olugsan siddetli enflamatuvar reaksiyon, bolgede Odemin de siddetli olmasina,
bdylece dolagimin bozulmasina neden olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu nedenle,
ZA/SF ile ZA/PEN grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark ¢ikmamis
olmasi; enflamatuvar siire¢ basladiktan sonra verilen PEN’in her ne kadar
iyilesmeyi pozitif yonde etkilemis olsa bile tedavi edici olamayabilecegi goriisiinii

desteklemektedir.

Histomorfometrik bulgular incelendiginde, bu bulgularin da histopatolojik
bulgular ile paralel oldugu goriilmektedir. Gruplarin total kemik hacimleri
incelendiginde; Kontrol grubu ile SF/PEN, ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplar
arasinda anlamli bir fark izlenmistir (Sirasi ile: p=0,009; p=0,01; p=0,002). ZA/SF
grubunun total kemik hacmi tedavi gruplari ile karsilastirildiginda ise ZA/SF
grubunun, ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplarina gore anlamli olarak daha yiiksek
total kemik hacmine sahip oldugu izlenmistir (Siras1 ile: p=0,006; p=0,001) Bu
durum PEN’in hem saglikli hem de ZA enjekte edilen siganlarin dis ¢ekim
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soketindeki kemigin toplam hacmini azalttigin1 gostermektedir. Yara iyilesmesinde
kontraksiyon evresi iyilesen dokunun nihai seklini ve hacmini belirleyen 6nemli
bir basamaktir (195). Kontraksiyon evresi yara iyilesmesinin yaklasik yedinci
giiniinde gerceklesir (196). Babei ve ark.’nin diyabetik sicanlarda yapmis olduklari
bir yara iyilesmesi modelinde, PEN enjeksiyonu yapilmayan grup ile PEN
enjeksiyonu yapilan grubun Kkarsilastirlmasinda; yara iyilesmesinin yedinci
giliniinde PEN enjeksiyonu yapilmayan grupta kontraksiyonun PEN enjeksiyonu
yapilan gruba gore histolojik olarak daha az goriildiiglinii bildirmislerdir. Ayni
calismada PEN enjeksiyonu gerceklestirilen ve ger¢eklesmeyen grup yara iyilesme
bolgesindeki fibroblast sayisl ve neovaskiilarizasyon acisindan
karsilastirildiklarinda, aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
bildirilmistir  (197). Calismamiz  PEN’in  yara bolgesindeki iyilesmeyi
hizlandirarak, yara iyilesmesinin kontraksiyon evresinde dis c¢ekim soketinin
hacmini kiiciiltmiis olabilecegi goriisiinii desteklemektedir. Kontrol grubu ile
ZA/SF grubu arasinda total kemik hacmi agisindan anlamli bir fark izlenmemistir
(p=0,999). SF/PEN grubu tedavi gruplar ile karsilastirildiginda ZA/PEN ve
ZA/PEN/PEN gruplari ile arasinda anlaml bir fark izlenmemistir (Siras1 ile: p=1;
p=0,967). Bu bulgular ZA enjeksiyonunun dis ¢ekim soketinin total kemik hacmi

iizerinde bir etkisi olmadigim diisiindiirmiistiir.

Gruplar arasinda dis ¢ekim soketlerindeki kemik yiizdeleri karsilastirildiginda
ise; kontrol grubu ile SF/PEN, ZA/PEN ve ZA/PEN/PEN gruplar1 arasinda anlamlt
bir fark izlenmemis (Siras1 ile: p=0,935; p=0,108; p=0,530); ZA/SF grubu ile
karsilastirildiginda ise anlamli derecede yiiksek kemik ylizdesine sahip olugu
goriilmiistiir (p<0,001). ZA/SF grubunun yeni kemik olusumu tedavi gruplarininki
ile karsilagtirlldiginda, ZA/SF grubu ile ZA/PEN grubunun arasinda anlamli bir
fark bulunmadig1r (p=0,69); ZA/PEN/PEN grubu ile arasinda anlamli bir fark
bulundugu goriilmiistiir (p=0,008). PEN saglikli dokuda kullanildiginda, dis ¢cekimi
sonrasinda kemiklesmeyi arttirmaktadir; fakat istatistiksel olarak bir anlam teskil
etmemektedir. Kontrol grubu ile ZA/SF grubu karsilastirildiginda ¢ikan anlaml
fark, ZA’nin dis cekim soketlerinde yeni kemik olusumunu, yani iyilesmeyi
engelledigini ortaya koymaktadir ve bu birgok yapilmis olan CBON hayvan modeli
sonuglart ile parallellik gostermektedir (113, 114, 116, 129, 161-163). ZA/SF
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grubunun kemik yiizdesi tedavi gruplari ile karsilastirildiginda, ZA/SF grubu ile
ZA/PEN grubunun arasinda anlamli bir fark bulunmadig (p=0,69); ZA/PEN/PEN
grubu ile arasinda anlamli bir fark bulundugu goriilmiistiir (p=0,008). ZA/PEN
grubunun, ZA uygulanan sicanlarin dis ¢ekim soketinde her ne kadar yeni kemik
olusumunun arttirip iyilesmeyi pozitif yonde etkilese de anlamli olarak tedavi edici
olmadigi; proflaktik olarak PEN verilen ZA/PEN/PEN grubunda ise kemik
iyilesmesi acisindan hem proflaktik hem de tedavi edici olabilecegi sonucuna
varimistir. Tiim bulgulara genel olarak bakildiginda dis ¢ekiminden bir hafta 6nce
PEN uygulanmasimin ZA uygulanan siganlarda enflamatuvar reaksiyonu optimum

hale getirerek iyilesmeyi pozitif yonde etkiledigi sdylenebilir.
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6. SONUCLAR

Calismamiz pentoksifilinin ¢enelerin bifosfonata bagli osteonekrozuna proflaktik
ve terapotik etkisinin incelendigi ilk deneysel ¢alismadir.

Calismamizda sistemik olarak bifosfonat uygulanan hayvanlarin histolojik
degerlendirmesinde, sistemik verilen pentoksifilinin enflamatuvar siireg
tetiklendikten sonra, yani dis c¢ekiminden sonra, yeni kemik yapimi ve
enflammasyon iizerinde pozitif yonde etkisinin oldugu; fakat proflaktik ve/veya
terapotik bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Dis ¢ekiminden bir hafta once
sistemik verilen pentoksifilinin ise enflamasyonu diizenleyerek; bifosfonatlar
tarafindan bozulan kemik iyilesmesini tedavi edici seviyede diizeltti§i sonucuna
varilmigtir. Dis c¢ekimi Oncesinde sistemik olarak verilen pentoksifilinin hem
proflaltik hem de tedavi edici olabilecegi sonucuna varilmistir.

Pentoksifilinin kemik iyilesmesi {lizerinde pozitif ve hizlandirict bir etkisi
bulunmaktadir.

Calismamizda pentoksifilin ii¢ ve dort hafta boyunca siirekli enjeksiyon seklinde
yapilmigtir. Bu yontemin hem deneysel caligmalarda; hem de klinik ¢alismalarda
zorluk yaratabilecegi diisiiniildiigiinden, enjeksiyon sayisinin azalti§1 ve yeniden
doz ayarlamasinin  yapildigi baska calismalara ihtiyac duyuldugunu

diisiinmekteyiz.

76



7. KAYNAKCA

Menschutkin, M. Uber die Einwirkung des Chloracetyles auf phosphorige
Sdure. Ann Chem Pharm, 133:317-320, 1865’ten naklen Russell RG.
Bisphosphonates: the first 40 years. Bone 2011;49(1):2-19.

Rogers M J, Gordon S, Benford H L, Coxon F P, Luckman S P, Monkkonen J,
Frith J C. Cellular and molecular mechanisms of action of bisphosphonates.
Cancer, (Suppl 12) 2000;88:2961-78.

Blomen LJMJ. In: Bisphosphonates on bones. Bijvoet OLM, Fleisch HA,
Canfield RE, Russell RGG, editor. Amsterdam: Elsevier; 1995;5 History of the
bisphosphonates: discovery and history of the non-medical wuses of
bisphosphonates; pp. 111-124.

Russell RG, Xia Z, Dunford JE, Oppermann U, Kwaasi A, Hulley PA,
Kavanagh KL, Triffitt JT, Lundy MW, Phipps RJ, Barnett BL, Coxon FP, Rogers
MIJ, Watts NB, Ebetino FH. Bisphosphonates: an update on mechanisms of action
and how these relate to clinical efficacy. Ann NY Acad Sci 2007;1117:209-257.

Bassett CAL, Donath A, Macagno F, Preisig R, Fleisch H, Francis MD.
Diphosphonates in the treatment of myositis ossificans. Lancet, 18;2(7625):845,
1969°dan naklen Fleisch H. Bisphosphonates: Mechanism of Action. Endocrine
Reviews 1998;19(1):80-100.

Smith R, Russell RG, Bishop M. Diphosphonates and Paget’s disease of bone.
Lancet, 8;1(7706):945-7, 1971°den naklen Russell RG. Bisphosphonates: the first
40 years. Bone 2011;49(1):2-19.

Baeyer HV, Hofmann KA. Acetodiphosphorige Sdure. Beitr Dtsch Chem Ges,
20:1973-78, 1897°den naklen Russell RG. Bisphosphonates: the first 40 years.
Bone 2011;49(1):2-19.

Fleisch HA, Russell RG, Francis M. Diphosphonates inhibit hydroxyapatite
dissolution in vitro and bone resorption in tissue culture and in vivo. Science,
165:1262-64, 1969’dan naklen Russell RG. Bisphosphonates: the first 40 years.
Bone 2011;49(1):2-19.

77



9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Fleisch HA, Russell RG, Bisaz S, Miihlbauer RC, Williams DA. The inhibitory
effect of phosphonates on the formation of calcium phosphate crystals in vitro and
on aortic and kidney calcification in vivo. Eur J Clin Invest 1970;1:12-18.

Reid IR. Anti-resorptive therapies for osteoporosis. Semin Cell Dev Biol
2008;19:473- 478.

Jung A, Bisaz S, Fleisch H. The binding of pyrophosphate and two
diphosphonates by hydroxyapatite crystals. Calcif Tissue Res 1973;11: 269-280,.

Fleisch H. Bisphosphonates: mechanisms of action. Endocr Rev 1998;19: 80-
100.

Russell RG, Croucher PI, Rogers MIJ. Bisphosphonates: pharmacology,
mechanisms of action and clinical uses. Osteoporos Int 1999;9 Suppl 2: S66-80.

Lacy CF, Armstrong LL, Goldman Mp, Lance LL. Drug Information
Handbook. Lexi-Comp. Inc P.:53-54, 2003.

Marx RE. Pamidronate (Aredia) and zoledronate (Zometa) induced avascular
necrosis of the jaws: a growing epidemic. J Oral Maxillofac Surg
2003;61(9):1115- 1117.

Ruggiero SL, Dodson TB, Fantasia J, Gordday R, Aghaloo T, Mehrotra B,
O’Ryan F. Medication-Related Osteonecrosis of the Jaw—2014 Update. J Oral
Maxillofac Surg 2014;72(10):1938-1956.

Lacy CF, Armstrong LL, Goldman Mp, Lance LL. Drug Information
Handbook. Lexi-Comp. Inc P.:53-54, 2003.

Kayaalp SO. Kalsiyotropik ilaglar. Rasyonel Tedavi Yoniinden Tibbi
Farmakoloji’ de, Editor: S.O Kayaalp, 13.Baski, Pelikan Yayincilik, Ankara 2012,
s:1178-1181.

Sato M. Bisphosphonate action: alendronate localization in rat bone osteoclast
ultrastructure. J Clin Invest 1991;88: 2095-2105. 25.

Masarachia P, Weinreb M, Balena R, Rodan GA. Comparison of the
distribution of 3H-alendronate and 3H-etidronate in rat and mouse bones. Bone
1996;19: 281-290.

Lin JH. Bisphosphonates: A review of their pharmacokinetic properties. Bone

1996;18: 75-85.

78



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Flanagan AM, Chambers TJ. Inhibition of bone resorption by bisphosphonates:
interactions between bisphosphonates, osteoclasts, and bone. Calcif Tissue Int

1991;49: 407-415.

Boonekamp PM, van der Wee-Pals LJ, van Wijk-van Lennep MM, Thesing
CW, Bijvoet OL. Two modes of action of bisphosphonates on osteoclastic

resorption of mineralized matrix. Bone Miner 1986;1: 27-39. 29.

Colucci S, Minielli V, Zambonin G, Cirulli N, Mori G, et al. Alendronate
reduces adhesion of human osteoclast-like cells to bone and bone protein-coated

surfaces. Calcif Tissue Int 1998;63: 230-235. 30.

Piper K, Boyde A, Jones SJ. The effect of 3-amino-1-hydroxypropylidene-1,1-
bisphosphonate (ADP) on the resorptive function of osteoclasts of known nuclear

number. Calcif Tissue Int 1994;54: 56-61.167

Hughes DE, Wright KR, Uy HL, Sasaki A, Yoneda T, et al. Bisphosphonates
promote apoptosis in murine osteoclasts in vitro and in vivo. J Bone Miner Res

1995;10: 1478-1487.

Reszka AA, Halasy-Nagy JM, Masarachia PJ, Rodan GA. Bisphosphonates act
directly on the osteoclast to induce caspase cleavage of mstl kinase during
apoptosis. A link between inhibition of the mevalonate pathway and regulation of

an apoptosis-promoting kinase. J Biol Chem 1999;274: 34967-34973.

Fournier P, Boissier S, Filleur S, Guglielmi J, Cabon F, et al. Bisphosphonates
inhibit angiogenesis in vitro and testosterone-stimulated vascular regrowth in the

ventral prostate in castrated rats. Cancer Res 2002;62: 6538-6544.

Ledoux D, Hamma-Kourbali Y, Di Benedetto M, Foucault-Bertaud A, Oudar O,
et al. A new dimethyl ester bisphosphonate inhibits angiogenesis and growth of
human epidermoid carcinoma xenograft in nude mice. Anticancer Drugs 2006;17:

479-485.

Rogers MJ, Watts DJ, Russell RG. Overview of bisphosphonates. Cancer
1997;80: 1652-1660.

79



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Sparidans RW, Twiss IM, Talbot S. Bisphosphonates in bone diseases. Pharm
World Sci 1998;20:206-213.

Fleisch H. Development of bisphosphonates. Breast Cancer Res 2002;4:30- 34.
Green JR. Bisphosphonates: preclinical review. Oncologist 2004;9:4:3-13.

Frith JC, Monkkonen J, Auriola S, Monkkonen H, Rogers MJ. The molecular
mechanism of action of the antiresorptive and antiinflammatory drug clodronate:
evidence for the formation in vivo of a metabolite that inhibits bone resorption and

causes osteoclast and macrophage apoptosis. Arthritis Rheum 2001;44: 2201-2210.

Luckman SP, Coxon FP, Ebetino FH et al. Heterocycle-containing
bisphosphonates cause apoptosis and inhibit bone resorption by preventing protein
prenylation: evidence from structure-activity relationships in J744 macrophages. J

Bone Miner Res 1998;13:1668-1678.

Roelofs AJ, Thompson K, Gordon S, Rogers MJ. Molecular mechanisms of
action of bisphosphonates: current status. Clin Cancer Res 2006;12: 6222s5-6230s.

Amin D, Cornell SA, Perrone MH, Bilder GE. 1-Hydroxy-3-
(methylpentylamino)-propylidene-1,1-bisphosphonic acid as a potent inhibitor of
squalene synthase. Arzneimittel-Forschung 1996;46: 759-762.

Amin D, Cornell SA, Gustafson SK, Needle SJ, Ullrich JW, et al.
Bisphosphonates used for the treatment of bone disorders inhibit squalene synthase

and cholesterol biosynthesis. J Lipid Res 1992;33: 1657- 1663.

Gibbs JB, OIiff A. The potential of farnesyltransferase inhibitors as cancer
chemotherapeutics. Annu Rev Pharmacol Toxicol 1997;37: 143- 166.

Clark EA, King WG, Brugge JS, Symons M, Hynes RO. Integrin-mediated
signals regulated by members of the rho family of GTPases. J Cell Biol 1998;142:
573-586.

80



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Ridley AJ, Hall A. The small GTP-binding protein rho regulates the assembly
of focal adhesions and actin stress fibers in response to growth factors. Cell

1992;70: 389-399.

Ridley AJ, Paterson HF, Johnston CL, Diekmann D, Hall A. The small GTP-
binding protein rac regulates growth factor-induced membrane ruffling. Cell

1992,70: 401-410.

Luckman SP, Hughes DE, Coxon FP, Graham R, Russell G, et al. Nitrogen-
containing bisphosphonates inhibit the mevalonate pathway and prevent post-
translational prenylation of GTP-binding proteins, including Ras. J Bone Miner

Res 1998;13: 581-589.

Russell RG, Watts NB, Ebetino FH, Rogers MJ. Mechanisms of action of
bisphosphonates: similarities and differences and their potential influence on

clinical efficacy. Osteoporis Int 2008;19: 733-759.

Santini D. Pamidronate induces modifications of circulating angiogenic factors

in cancer patients. Clin Cancer Res 2002;8: 1080-1084.

Vincenzi B, Santini D, Rocci L, Tonini G. Bisphosphonates: new

antiangiogenic molecules in cancer treatment? Ann Oncol 2003;14: 806-807.

Kapitola J, Zak J. Effect of pamidronate on bone blood flow in
oophorectomized rats. Physiol Res 1998;47: 237-240.

Cackowski FC, Anderson JL, Patrene KD, Choksi RJ, Shapiro SD, et al.
Osteoclasts are important for bone angiogenesis. Blood 2010;115: 140-149.

Schoutens A VM, L Hermite M, Tricot A, Verschaeren A, Dourov N, Heilporn
A. Increase of bone blood flow, an initial step of bone demineralization in the rat.

Calcif Tiss Int 1984;36: 53.

Nussbaum SR, Younger J, Vandepol CJ, et al: Single-dose intrave- nous therapy
with pamidronate for the treatment of hypercalcemia of malignancy: comparison of

30-, 60-, and 90-mg dosages. Am J Med 1993;95:297.

81



51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Major P, Lortholary A, Hon J, et al: Zoledronic acid is superior to pamidronate
in the treatment of hypercalcemia of malignancy: a pooled analysis of two

randomized, controlled clinical trials. J Clin Oncol 2001;19:558.

Hortobagyi GN, Theriault RL, Porter L, et al: Efficacy of pamidro- nate in
reducing skeletal complications in patients with breast can- cer and lytic bone
metastases. Protocol 19 Aredia Breast Cancer Study Group. N Engl J Med
1996;335:1785.

Hortobagyi GN, Theriault RL, Lipton A, et al: Long-term preven- tion of
skeletal complications of metastatic breast cancer with pamidronate. Protocol 19

Aredia Breast Cancer Study Group. J Clin Oncol 1998;16:2038.

Hillner BE, Ingle JN, Chlebowski RT, et al: American Society of Clinical
Oncology 2003 update on the role of bisphosphonates and bone health issues in
women with breast cancer. J Clin Oncol 2003;21:4042.

Saad F, Gleason DM, Murray R, et al: A randomized, placebo-con- trolled trial
of zoledronic acid in patients with hormone-refractory metastatic prostate

carcinoma. J Natl Cancer Inst 2002;94:1458.

Saad F, Gleason DM, Murray R, et al: Long-term efficacy of zole- dronic acid
for the prevention of skeletal complications in patients with metastatic hormone-

refractory prostate cancer. J Natl Cancer Inst 2004;96:879.

Rosen LS, Gordon D, Tchekmedyian NS, et al: Long-term efficacy and safety
of zoledronic acid in the treatment of skeletal metasta- ses in patients with
nonsmall cell lung carcinoma and other solid tumors: a randomized, Phase III,

double-blind, placebo-controlled trial. Cancer 2004;100:2613.

Berenson JR, Lichtenstein A, Porter L, et al: Efficacy of pamidro- nate in
reducing skeletal events in patients with advanced multiple myeloma. Myeloma

Aredia Study Group. N Engl J Med 1996;334:488.

82



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Berenson JR, Lichtenstein A, Porter L, et al: Long-term pamid- ronate treatment
of advanced multiple myeloma patients reduces skeletal events. Myeloma Aredia

Study Group. J Clin Oncol 1998;16:593.

Rosen LS, Gordon D, Kaminski M, et al: Zoledronic acid versus pamidronate in
the treatment of skeletal metastases in patients with breast cancer or osteolytic
lesions of multiple myeloma: a phase III, double-blind, comparative trial. Cancer J

2001;7:3717.

Berenson JR, Hillner BE, Kyle RA, et al: American Society of Clin- ical
Oncology clinical practice guidelines: the role of bisphospho- nates in multiple

myeloma. J Clin Oncol 2002;20:3719.

Diel 1J, Solomayer EF, Bastert G. Bisphosphonates and the prevention of
metastasis: first evidences from preclinical and clinical studies. Cancer 2000;88:

3080-3088.

Senaratne SG, Pirianov G, Mansi JL., Arnett TR, Colston KW. Bisphosphonates
induce apoptosis in human breast cancer cell lines. Br J Cancer 2000;82: 1459-

1468.

Tassone P, Forciniti S, Galea E, Morrone G, Turco MC, et al. Growth
inhibition and synergistic induction of apoptosis by zoledronate and

dexamethasone in human myeloma cell lines. Leukemia 2000;14: 841- 844.

Liberman UA, Weiss SR, Broll J, Minne HW, Quan H, et al. Effect of oral
alendronate on bone mineral density and the incidence of fractures in
postmenopausal osteoporosis. The Alendronate Phase III Osteoporosis Treatment

Study Group. N Engl J Med 1995;333: 1437-1443.

Bone HG, Hosking D, Devogelaer JP, Tucci JR, Emkey RD, et al. Ten years'
experience with alendronate for osteoporosis in postmenopausal women. N Engl J

Med 2004;350: 1189-1199.

83



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Hochberg MC, Greenspan S, Wasnich RD, Miller P, Thompson DE, et al.
Changes in bone density and turnover explain the reductions in incidence of
nonvertebral fractures that occur during treatment with antiresorptive agents. J Clin

Endocrinol Metab 2002;87: 1586-1592.

Black DM, Cummings SR, Karpf DB, Cauley JA, Thompson DE, et al.
Randomised trial of effect of alendronate on risk of fracture in women with

existing vertebral fractures. Fracture Intervention Trial Research Group. Lancet

1996;348: 1535-1541.

Black DM (1996) Randomised trial of effect of alendronate on risk of fracture
in women with existing vertebral fractures. Fracture Intervention Trial Research

Group. Lancet 348: 1535-1541.

Black DM, Delmas PD, Eastell R, Reid IR, Boonen S, et al. Once-yearly
zoledronic acid for treatment of postmenopausal osteoporosis. N Engl J Med

2007;356: 1809-1822.

Reid IR. Comparison of a single infusion of zoledronic acid with risedronate for

Paget's disease. N Engl J Med 2005;353: 898-908.

Conte P, Guarneri V. Safety of intravenous and oral bisphosphonates and

compliance with dosing regimens. Oncologist 9 Suppl 2004;4: 28-37.

Strampel W, Emkey R, Civitelli R. Safety considerations with bisphosphonates
for the treatment of osteoporosis. Drug Safety : an international journal of medical

toxicology and drug experience 2007;30: 755-763.

Adami S, Zamberlan N. Adverse effects of bisphosphonates. A comparative
review. Drug Safety : an international journal of medical toxicology and drug

experience 1996;14: 158-170.

Hewitt RE, Lissina A, Green AE, Slay ES, Price DA, et al. The bisphosphonate
acute phase response: rapid and copious production of proinflammatory cytokines
by peripheral blood gd T cells in response to aminobisphosphonates is inhibited by
statins. Clin Exp Immunol 2005;139: 101- 111.

84



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Markowitz GS. Toxic acute tubular necrosis following treatment with

zoledronate (Zometa). Kidney Int 2003;64: 281-289.

Bounameaux HM, Schifferli J, Montani JP, Jung A, Chatelanat F. Renal failure

associated with intravenous diphosphonates. Lancet 1983;1: 471.

Black DM Once-yearly zoledronic acid for treatment of postmenopausal

osteoporosis. N Engl J Med 2007;356: 1809-1822.

Cummings SR, Schwartz A V , Black DM. Alendronate and atrial fibrillation.
The N Engl J Med 2007;356: 1895-1896.

Heckbert SR, Li G, Cummings SR, Smith NL, Psaty BM. Use of alendronate
and risk of incident atrial fibrillation in women. Arch Intern Med 2008;168: 826-
831.

Aviles RJ, Martin DO, Apperson-Hansen C, Houghtaling PL, Rautaharju P, et
al. Inflammation as a risk factor for atrial fibrillation. Circulation 2003;108: 3006-

3010.

Boos CJ, Anderson RA, Lip GY. Is atrial fibrillation an inflammatory disorder?
Eur Heart J 2006;27: 136-149.

Dicuonzo G, Vincenzi B, Santini D, Avvisati G, Rocci L, et al. Fever after
zoledronic acid administration is due to increase in TNF-alpha and IL-6. J
Interferon Cytokine Res: the official journal of the International Society for

Interferon and Cytokine Research 2003;23: 649-654.

McKague M, Jorgenson D, Buxton KA. Ocular side effects of bisphosphonates:
A case report and literature review. Can Fam Physician. 2010 Oct;56(10):1015-7.

Etminan M, Forooghian F, Maberley D. Inflammatory ocular adverse events
with the use of oral bisphosphonates: a retrospective cohort study. CMAJ. 2012
May; 15;184(8):E431-4. doi: 10.1503/cmaj.111752.

85



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Endo N. QOL evaluation for osteoporosis. Clin Calcium. 2012;22(6):845-851.

Kerschan-Schindl K, Patsch J, Kudlacek S, Gleiss A, Pietschmann P. Measuring
quality of life with the German Osteoporosis Quality of Life Questionnaire in
women with osteoporosis. Wien Klin Wochenschr. 2012;124(15-16):532-537.

Wilson S, Sharp CA, Davie MW. Health-related quality of life in patients with
osteoporosis in the absence of vertebral fracture: a systematic review. Osteoporos

Int.2012;23(12):2749-2768.

Marx RE. Uncovering the cause of "phossy jaw" Circa 1858 to 1906: oral and
maxillofacial surgery closed case files-case closed. J Oral Maxillofac Surg: official
journal of the American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons 2008;66:

2356-2363.

Miles AE. Phosphorus necrosis of the jaw: 'phossy jaw'. Br Dent J 1972;133:
203-206.

Demerjian N, Bolla G, Spreux A. Severe oral ulcerations induced by

alendronate. Clinical rheumatology 1999;18: 349-350.

de Groen PC, Lubbe DF, Hirsch LJ, Daifotis A, Stephenson W, et al.
Esophagitis associated with the use of alendronate. N Engl J Med 1996;335: 1016-
1021.

Migliorati CA. Bisphosphanates and oral cavity avascular bone necrosis. J Clin
Oncol : official journal of the American Society of Clinical Oncology 2003;21:
4253-4254.

Wang J, Goodger NM, Pogrel MA. Osteonecrosis of the jaws associated with
cancer chemotherapy. J Oral Maxillofac Surg: official journal of the American

Association of Oral and Maxillofacial Surgeons 2003;61: 1104-1107.

American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons position paper on
bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaws. J Oral Maxillofac Surg 2007;65:
369-376.

86



96. Ruggiero SL, Dodson TB, Assael LA, et al: American Association of Oral and
Maxillofacial Surgeons position paper on bisphos- phonate-related osteonecrosis of
the jaws--2009 update. J Oral Maxillofac Surg 2009;67:2.

97.  Aghaloo TL, Chaichanasakul T, Bezouglaia O, Kang B, Franco R, Dry SM, Atti
E, Tetradis S. Osteogenic potential of mandibular vs. long-bone marrow stromal

cells. J Dent Res.2010;89(11):1293-1298.

98. Niibe K, Ouchi T, Iwasaki R, Nakagawa T, Horie N. Osteonecrosis of the jaw in
patients with dental prostheses being treated with bisphosphonates or denosumab. J

Prosthodont Res. 2014. pii: S1883-1958(14)00091-7.

99. O'Halloran M, Boyd N, Smith A. Denosumab and osteonecrosis of the jaws -
the pharmacology, pathogenesis and a report of two cases. Aust Dent J. 2014 Aug
16. doi: 10.1111/adj.12217.

100. Vyas S, Hameed S, Murugaraj V. Denosumab-associated osteonecrosis of the

jaw--a case report. Dent Update. 2014;41(5):449-450.

101. Serra E, Paolantonio M, Spoto G, Mastrangelo F, Tete¢ S, Dolci M.
Bevacizumab- related osteneocrosis of the jaw. Int J Immunopathol Pharmacol.

2009;22(4):1121- 1123.

102. Van Poznak C. Osteonecrosis of the jaw and bevacizumab therapy. Breast

Cancer Res Treat. 2010;122(1):189-191.

103. Koch FP, Walter C, Hansen T, Jager E, Wagner W. Osteonecrosis of the jaw
related to sunitinib. Oral Maxillofac Surg.2011;15(1):63-66.

104. Tsurushima, H., Kokuryo, S., Sakaguchi, O., Tanaka, J., Tominaga, K. Bacterial
promotion of bisphosphonate-induced osteonecrosis in Wistar rats. Int J Oral

Maxillofac. Surg 2013;42, 1481-1487.

105. Abu-1d, M.H.,Warnke, P.H., Gottschalk, J, Springer, I, Wiltfang, J, Acil, Y et
al. Bis-phossy jaws” — high and low risk factors for bisphosphonate-induced

osteonecrosis of the jaw. J Craniomaxillofac Surg 2008;36, 95-103.

87



106. Marx, R.E., Sawatari, Y., Fortin, M., Broumand, V. Bisphosphonate-induced
exposed bone (osteonecrosis/ osteopetrosis) of the jaws: Risk factors, recognition,

prevention and treatment. J Oral Maxillofac Surg 2005;63, 1567-75.

107. Ruggiero SL, Mehrotra B, Rosenberg TJ, et al: Osteonecrosis of the jaws
associated with the use of bisphosphonates: a review of 63 cases. J Oral

Maxillofac Surg 2004;62:527.

108. Reid IR, Bolland MJ, Grey AB: Is bisphosphonate-associated os- teonecrosis of
the jaw caused by soft tissue toxicity? Bone 2007;41:318.

109. Allen MR, Burr DB: The pathogenesis of bisphosphonate-related osteonecrosis
of the jaw: so many hypotheses, so few data. J Oral Maxillofac Surg 2009;67:61.

110. Landesberg R, Woo V, Cremers S, et al: Potential pathophysio- logical

mechanisms in osteonecrosis of the jaw. Ann N Y Acad Sci 2011;1218:62.

111. Yamashita J, McCauley LK: Antiresorptives and osteonecrosis of the jaw. J

Evid Based Dent Pract 2012;12:233.

112. Bamias A, Kastritis E, Bamia C, et al: Osteonecrosis of the jaw in cancer after
treatment with bisphosphonates: incidence and risk factors. J Clin Oncol

2005;23:8580.

113. Bi Y, Gao Y, Ehirchiou D, et al: Bisphosphonates cause osteone- crosis of the

jaw-like disease in mice. Am J Pathol 2010;177:280.

114. Hokugo A, Christensen R, Chung EM, et al: Increased prevalence of
bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw with vitamin D deficiency in rats.

J Bone Miner Res 2010;25:1337.

115. Mortensen M, Lawson W, Montazem A: Osteonecrosis of the jaw associated
with bisphosphonate use: Presentation of seven cases and literature review.

Laryngoscope 2007;117:30.

88



116. Sonis ST, Watkins BA, Lyng GD, et al: Bony changes in the jaws of rats treated
with zoledronic acid and dexamethasone before dental extractions mimic

bisphosphonate-related osteonecrosis in cancer patients. Oral Oncol 2009;45:164.

117. Mehrotra B, Ruggiero S: Bisphosphonate complications including osteonecrosis

of the jaw. Hematology Am Soc Hematol Educ Program: 2006;356.

118. Ruggiero SL, Fantasia J, Carlson E: Bisphosphonate-related osteonecrosis of the
jaw: background and guidelines for diagnosis, staging and management. Oral Surg

Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2006;102:433.

119. Wood J, Bonjean K, Ruetz S, et al: Novel antiangiogenic effects of the
bisphosphonate compound zoledronic acid. J Pharmacol Exp Ther 2002;302:1055.

120. Roelofs AJ, Thompson K, Gordon S, et al: Molecular mechanisms of action of

bisphosphonates: current status. Clin Cancer Res 2006;12:6222s.

121. Russell RG, Rogers MJ: Bisphosphonates: from the laboratory to the clinic and
back again. Bone 1999;25:97.

122. Dimopoulos MA, Kastritis E, Bamia C, et al: Reduction of os- teonecrosis of
the jaw (ONJ) after implementation of preventive measures in patients with

multiple myeloma treated with zoledronic acid. Ann Oncol 2009;20:117.

123. Hoff AO, Toth BB, Altundag K, et al: Frequency and risk factors associated
with osteonecrosis of the jaw in cancer patients treated with intravenous

bisphosphonates. J Bone Miner Res 2008;23:826.

124. Ripamonti CI, Maniezzo M, Campa T, et al: Decreased occurrence of
osteonecrosis of the jaw after implementation of dental preven- tive measures in
solid tumour patients with bone metastases treated with bisphosphonates. The

experience of the National Cancer Institute of Milan. Ann Oncol 2009;20:137.

125. Aghaloo TL, Kang B, Sung EC, et al: Periodontal disease and bisphosphonates

induce osteonecrosis of the jaws in the rat. J Bone Miner Res 2011;26:1871.

89



126. Aguirre JI, Akhter MP, Kimmel DB, et al: Oncologic doses of zoledronic acid
induce osteonecrosis of the jaw-like lesions in rice rats (Oryzomys palustris) with

periodontitis. J Bone Miner Res 2012;27:2130.

127. Kang B, Cheong S, Chaichanasakul T, et al: Periapical disease and
bisphosphonates induce osteonecrosis of the jaws in mice. J Bone Miner Res

2013;28:1631.

128. Mawardi H, Treister N, Richardson P, et al: Sinus tracts--an early sign of
bisphosphonate-associated osteonecrosis of the jaws? J Oral Maxillofac Surg

2009;67:593.

129. Lopez-Jornet P, Camacho-Alonso F, Martinez-Canovas A, et al: Perioperative
antibiotic regimen in rats treated with pamidronate plus dexamethasone and
subjected to dental extraction: a study of the changes in the jaws. J Oral Maxillofac
Surg 2011;69:2488.

130. Gotcher JE, Jee WS: The progress of the periodontal syndrome in the rice rat. I.
Morphometric and autoradiographic studies. J Periodontal Res 1981;16:275.

131. Hansen T, Kunkel M, Weber A, et al: Osteonecrosis of the jaws in patients
treated with bisphosphonates - histomorphologic analysis in comparison with

infected osteoradionecrosis. J Oral Pathol Med 2006;35:155.

132. Bezzi M, Hasmim M, Bieler G, et al: Zoledronate sensitizes en- dothelial cells
to tumor necrosis factor-induced programmed cell death: evidence for the
suppression of sustained activation of focal adhesion kinase and protein kinase

B/Akt. J Biol Chem 2003;278:43603.

133. Santini D, Vincenzi B, Dicuonzo G, et al: Zoledronic acid induces significant
and long-lasting modifications of circulating angiogenic factors in cancer patients.
Clin Cancer Res 2003;9:2893.

90



134. Junquera L, Gallego L, Cuesta P, Pelaz A, de Vicente JC.Clinical experiences
with bisphosphonate-associated osteonecrosis of the jaws: analysis of 21 cases. Am

J Otolaryngol. 2009 ;30(6):390-5.

135. Kos M, Kuebler JF, Luczak K, Engelke W. Bisphosphonate-related
osteonecrosis of the jaws: A review of 34 cases and evaluation of risk. J

Craniomaxillofac Surg. 2010 Jun;38(4):255-9.

136. Marx RE, Cillo JE Jr, Ulloa JJ. Oral bisphosphonate-induced osteonecrosis: risk
factors, prediction of risk using serum CTX testing, prevention, and treatment. J

Oral Maxillofac Surg. 2007 ;65(12):2397-410.

137. Migliorati CA, Casiglia J, Epstein J, Jacobsen PL, Siegel MA, Woo SB.
Managing the care of patients with bisphosphonate-associated osteonecrosis: an
American Academy of Oral Medicine position paper. J Am Dent Assoc.
2005;136(12):1658-68.

138. Crawford B.S. , McNulty R.M., Kraut E.H. and Turowski R.C. Extended Use of
Intravenous Bisphosphonate Therapy for the Prevention of Skeletal Complications

in Patients with Cancer. Cancer Investigation 2009;27(10): 984-988.

139. Gill SB, Valencia MP, Sabino ML, Heideman GM, Michel MA.
Bisphosphonate-related osteonecrosis of the mandible and maxilla: clinical and

imaging features. J Comput Assist Tomogr. 2009;33(3):449-54.

140. Bagan JV, Murillo J, Jimenez Y et al. Avascular jaw osteonecrosis in
association with cancer chemotherapy: series of 10 cases. J Oral Pathol Med,

2005;34:120-123.

141. Otto, S., Hafner, S., Grotz, K.A. The role of inferior alveolar nerve involvement
in bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw. J Oral Maxillofac Surg
2009;67,589-92.

91



142. Migliorati CA, Schubert MM, Peterson DE, Seneda LM. Bisphosphonate-
associated osteonecrosis of mandibular and maxillary bone: an emerging oral

complication of supportive cancer therapy. Cancer.2005;Jul 1;104(1):83-93.

143. Mast, G., Otto, S., Miicke ,T., Schreyer, C., Bissinger, O., Kolk, A., Wolff,
K.D., Ehrenfeld, M., Stiirzenbaum, S.R., Pautke, C. Incidence of maxillary
sinusitis and oro-antral fistulae in bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw.

J Craniomaxillofac Surg 2012;40, 568-71.

144. Bianchi SD, Scoletta M, Cassione FB, Migliaretti G, Mozzati M. Computerized
tomographic findings in bisphosphonate-associated osteonecrosis of the jaw in
patients with cancer. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod,
2007;104:249- 58.

145. Rocha, G.C., Jaguar, G.C., Moreira, C.R., Neves, E.G., Fonseca, F.P., Pedreira,
E.N. Radiographic evaluation of maxillofacial region in oncology patients treated
with bisphosphonates. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol, 2012;114,
19-25

146. Stockmann, P., Hinkmann, F.M., Lell, M.M., Fenner, M., Vairaktaris, E.,
Neukam, F.W., Nkenke, E. Panoramic radiograph, computed tomography or
magnetic resonance imaging. Which imaging technique should be preferred in
bisphosphonate- associated osteonecrosis of the jaw? A prospective clinical study.

Clin Oral Investig 2010;14, 311-7.

147. Adjemian, B.C., Lausten, L, Ang, D.B., Johnson, M, Katz, J, Bonewald, L.F.
Bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw: model and diagnosis with cone

beam computerized tomography. Cells Tissues Organs 2009;189, 284-8.

148. Chiandussi, S., Biasotto, M., Dore, F., Cavalli, F., Cova, M.A. and Lenarda,
R.D. Clinical and diagnostic imaging of bisphosphonate-associated osteonecrosis
of the jaws. Dentomaxillofac Rad 2006;35, 236-243.

149. Ward A, Clissold S. Pentoxifylline: A review of its Pharmacodynamics and
Pharmacokinetic Properties, and its Therapeutic efficacy. Drugs 1987;34: 50-97.

92



150. Kayaalp Oguz S. Tibbi Farmakoloji. Feryal Matbaacilik, Ankara, Cilt 2. 1200-
1201, 1992.

151. Zargari O. Pentoxifylline: a drug with wide spectrum applications in

dermatology. Dermatol Online J 2008;14(11):2.

152. Ries C, Kolb H, Petrides PE. Regulation of 92-kD gelatinase release in HL-60
leukemia cells: tumor necrosis factor-alpha as an autocrine stimulus for basal- and

phorbol ester-induced secretion. Blood 1994;83(12):3638-3646.

153. Horiuchi H, Saito N, Kinoshita T, Wakabayashi S, Tsutsumimoto T, Takaoka
K. Enhancement of bone morphogenetic protein—2-induced new bone formation in
mice by the phosphodiesterase inhibitor pentoxifylline. Bone. 2001
Mar;28(3):290-4.

154. Tsutsumimoto T, Wakabayashi S, Kinoshita T, Horiuchi H, Takaoka K. A
phosphodiesterase inhibitor, pentoxifylline, enhances the bone morphogenetic
protein-4 (BMP-4)-dependent differentiation of osteoprogenitor cells. Bone. 2002
Sep;31(3):396-401.

155. Aydin K, Sahin V, Giirsu S, Mercan AS, Demir B, Yildirim T. Effect of
pentoxifylline on fracture healing: an experimental study. FEklem Hastalik
Cerrahisi. 2011 Dec;22(3):160-5.

156. Delanian S, Lefaix JL. Complete healing of severe osteoradionecrosis with
treatment combining pentoxifylline, tocopherol and clodronate. Br J Radiol. 2002
May;75(893):467-9.

157. Delanian S, Depondt J, Lefaix JL. Major healing of refractory mandible
osteoradionecrosis after treatment combining pentoxifylline and tocopherol: a

phase II trial. Head Neck. 2005 Feb;27(2):114-23.

158. Robard L, Louis MY, Blanchard D, Babin E, Delanian S. Medical treatment of
osteoradionecrosis of the mandible by PENTOCLO: preliminary results. Eur Ann
Otorhinolaryngol Head Neck Dis. 2014 Dec;131(6):333-8.

93



159. Epstein MS, Wicknick FW, Epstein JB, Berenson JR, Gorsky M. Management
of bisphosphonate-associated osteonecrosis: pentoxifylline and tocopherol in

addition to antimicrobial therapy. An initial case series. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol Oral Radiol Endod. 2010 Nov;110(5):593-6.

160. Karakoyun B, Uslu U, Ercan F, Aydin MS, Yuksel M, Ogunc AV, Alican I. The
effect of phosphodiesterase-5 inhibition by sildenafil citrate on inflammation and

apoptosis in rat experimental colitis. Life Sci. 2011 Sep 12;89(11-12):402-7

161. Otto S, Schreyer C, Hafner S et al. Bisphosphonate- related osteonecrosis of the
jaws — Characteristics, risk factors, clinical features, localization and impact on

oncological treat- ment. J Craniomaxillofac Surg 2012;40: 303-309.

162. Sharma D, Hamlet S, Petcu E, Ivanovski S. Animal models for bisphosphonate-
related osteonecrosis of the jaws--an appraisal. Oral Dis. 2013 Nov;19(8):747-54.

163. Fedele S, Porter SR, D’Aiuto F et al. Non-exposed vari- ant of bisphosphonate-
associated osteonecrosis of the jaw: a case series. Am J Med 2010;123: 1060-1064.

164. Yarom N, Fedele S, Lazarovici TS, Elad S. Is exposure of the jawbone
mandatory for establishing the diagnosis of bisphosphonate-related osteonecrosis

of the jaw? J Oral Maxillofac Surg. 2010 Mar;68(3):705.

165. Lelovas PP, Xanthos TT, Thoma SE, Lyritis GP, Dontas IA. The laboratory rat

as an animal model for osteoporosis research. Comp Med 2008;58:424-30.

166. Recker RR, Kimmel DB, Dempster D, Weinstein RS, Wronski TJ, Burr DB.
Issues in modern bone histomorphometry. Bone 2011;49:955-64.

167. Ali-Erdem M, Burak-Cankaya A, Cemil-Isler S, Demircan S, Soluk M,
Kasapoglu C, Korhan-Oral C. Extraction socket healing in rats treated with
bisphosphonate: animal model for bisphosphonate related osteonecrosis of jaws in

multiple myeloma patients. Med Oral Patol Oral Cir Bucal 2011 Nov
1;16(7):e879-83.

94



168. Allen MR, Kubek DJ, Burr DB, Ruggiero SL, Chu TM. Compromised osseous
healing of dental extraction sites in zoledronic acid-treated dogs. Osteoporos Int

2011;22(2):693-702.

169. Biasotto M, Chiandussi S, Zacchigna S, Moimas S, Dore F, Pozzato G, Cavalli
F, Zanconati F, Contardo L, Giacca M, Di Lenarda R. A novel animal model to

study nonspontaneous bisphosphonates osteonecrosis of jaw. J Oral Pathol Med

2010;35(5):390-396.

170. Senel, F.C., Kadioglu Duman, M., Muci, E., Cankaya, M., Pampu, A.A., Ersoz,
S., Gunhan, O. Jaw bone changes in rats after treatment with zoledronate and
pamidronate. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod, 2010;109, 385-
91.

171. Barba-Recreo, P., Del Castillo Pardo de Vera, J.L., Garcia-Arranz, M., Yébenes,
L., Burguefio, M. Zoledronic acid - related osteonecrosis of the jaws. Experimental

model with dental extractions in rats. J Craniomaxillofac Surg 2014;42,744-50.

172. Hikita, H., Miyazawa, K., Tabuchi, M., Kimura, M., Goto, S. Bisphosphonate
administration prior to tooth extraction delays initial healing of the extraction

socket in rats. J Bone Miner Metab 2009;27, 663-72.

173. Huja, S.S., Fernandez, S.A., Phillips, C., Li, Y. Zoledronic acid decreases bone
formation without causing osteocyte death in mice. Arch Oral Biol, 2009;54, 851-
6.

174. Ersan N, van Ruijven LJ, Bronckers AL, Olga¢ V, Ilgiiy D, Everts V.
Teriparatide and the treatment of bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw:

a rat model. Dentomaxillofac Radiol.2014;43(1):20130144.

175.  Atalay B. Zolendronik Asit Uygulanan Ovarektomili Sicanlarda RhKMP-
2’nin Dis Cekim Bolgesindeki Yara lyilesmesine Etkisinin Deneysel incelenmesi.
Yeditepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Agiz, Dis, Cene Hastaliklar1 ve
Cerrahisi Anabilim Dali Doktora Tezi, Istanbul, 2010.

95



176. Dayisoylu EH, Senel FC, Ungér C, Tosun E, Cankaya M, Ers6z S, Taskesen F.
The effects of adjunctive parathyroid hormone injection on bisphosphonate-related
osteonecrosis of the jaws: an animal study. Int J Oral Maxillofac Surg. 2013

Nov;42(11):1475-80.

177. Dayisoylu EH, Ungér C, Tosun E, Ersoz S, Kadioglu Duman M, Taskesen F,
Senel FC. Does an alkaline environment prevent the development of

bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw? An experimental study in rats.

Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol. 2014 Mar;117(3):329-34.

178. Vasconcelos AC, Berti-Couto SA, Azambuja AA, Salum FG, Figueiredo MA,
da Silva VD, Cherubini K. Comparison of effects of clodronate and zoledronic
acid on the repair of maxilla surgical wounds - histomorphometric, receptor
activator of nuclear factor-kB ligand, osteoprotegerin, von Willebrand factor, and

caspase-3 evaluation. J Oral Pathol Med, 2012;41(9):702-12.

179. Marino KL, Zakhary I, Abdelsayed RA, Carter JA, O'Neill JC, Khashaba RM,
Elsalanty M, Stevens MR, Borke JL. Development of a rat model of
bisphosphonate-related osteonecrosis of the jaw (BRONIJ). J Oral Implantol,
2012;38Spec No:511-8.

180. Abdel-Salam OM, Baiuomy AR, El-Shenawy SM, Arbid MS. The anti-
inflammatory effects of the phosphodiesterase inhibitor pentoxifylline in the rat.

Pharmacol Res. 2003 Apr;47(4):331-40.

181. Fernandes JL, de Oliveira RT, Mamoni RL, Coelho OR, Nicolau JC, Blotta
MH, Serrano CV Jr. Pentoxifylline reduces pro-inflammatory and increases anti-

inflammatory activity in patients with coronary artery disease--a randomized

placebo-controlled study. Atherosclerosis. 2008 Jan;196(1):434-42.

182. Schmidt-Choudhury A, Furuta GT, Lavigne JA, Galli SJ, Wershil BK. The
regulation of tumor necrosis factor-alpha production in murine mast cells:

pentoxifylline or dexamethasone inhibits IgE-dependent production of TNF-alpha
by distinct mechanisms. Cell Immunol. 1996 Jul 10;171(1):140-6.

96



183. van Furth AM, Verhard-Seijmonsbergen EM, van Furth R, Langermans JA.
Effect of lisofylline and pentoxifylline on the bacterial-stimulated production of
TNF-alpha, IL-1 beta IL-10 by human leucocytes. Immunology. 1997
Jun;91(2):193-6.

184. Zabel P, Schade FU, Schlaak M. Inhibition of endogenous TNF formation by
pentoxifylline. Immunobiology. 1993 Apr;187(3-5):447-63. Review.

185. Bombini G, Canetti C, Rocha FA, Cunha FQ. Tumour necrosis factor-alpha
mediates neutrophil migration to the knee synovial cavity during immune

inflammation. Eur J Pharmacol. 2004 Aug 2;496(1-3):197-204.

186. Maiti R, Agrawal NK, Dash D, Pandey BL. Effect of Pentoxifylline on
inflammatory burden, oxidative stress and platelet aggregability in hypertensive
type 2 diabetes mellitus patients. Vascul Pharmacol. 2007 Aug-Sep;47(2-3):118-
24.

187. Silva JC, Rocha MF, Lima AA, Brito GA, de Menezes DB, Rao VS. Effects of
pentoxifylline and nabumetone on the serum levels of IL-1beta and TNFalpha in

rats with adjuvant arthritis. Inflamm Res. 2000 Jan;49(1):14-9.

188. Garcia FA, Reboucas JF, Balbino TQ, da Silva TG, de Carvalho-Jinior CH,
Cerqueira GS, Brito GA, Viana GS. Pentoxifylline reduces the inflammatory
process in diabetic rats: relationship with decreases of pro-inflammatory cytokines
and inducible nitric oxide synthase. J Inflamm (Lond). 2015 Apr 23;12:33.

189. Lima V, Brito GA, Cunha FQ, Rebougas CG, Falcdao BA, Augusto RF, Souza
ML, Leitao BT, Ribeiro RA. Effects of the tumour necrosis factor-alpha inhibitors
pentoxifylline and thalidomide in short-term experimental oral mucositis in

hamsters. Eur J Oral Sci. 2005 Jun;113(3):210-7.

190. Lima V, Vidal FD, Rocha FA, Brito GA, Ribeiro RA. Effects of tumor necrosis
factor-alpha inhibitors pentoxifylline and thalidomide on alveolar bone loss in
short-term experimental periodontal disease in rats. J Periodontol. 2004

Jan;75(1):162-8.

97



191. Queiroz-Junior CM, Bessoni RL, Costa VV, Souza DG, Teixeira MM, Silva
TA. Preventive and therapeutic anti-TNF-a therapy with pentoxifylline decreases

arthritis and the associated periodontal co-morbidity in mice. Life Sci. 2013 Sep
17;93(9-11):423-8.

192. Aygenc E, Celikkanat S, Kaymakci M, Aksaray F, Ozdem C. Prophylactic
effect of pentoxifylline on radiotherapy complications: a clinical study.

Otolaryngol Head Neck Surg. 2004 Mar; 130(3):351-6.

193. Chua DT, Lo C, Yuen J, Foo YC. A pilot study of pentoxifylline in the
treatment of radiation-induced trismus. Am J Clin Oncol. 2001 Aug; 24(4): 366-9.

194.  Yamashita J, Koi K, Yang DY, McCauley LK. Effect of zoledronate on oral
wound healing in rats. Clin Cancer Res 2011; 17(6): 1405-14.

195. Hinz B. Masters and servants of the force: the role of matrix adhesions in
myofibroblast force perception and transmission. Eur J Cell Biol. 2006 Apr; 85(3-
4):175-81.

196.  Eichler MJ, Carlson MA. Modeling dermal granulation tissue with the linear
fibroblast-populated collagen matrix: a comparison with the round matrix model. J

Dermatol Sci. 2006 Feb; 41(2):97-108.

197. Babaei S, Bayat M, Nouruzian M, Bayat M. Pentoxifylline improves
cutaneous wound healing in streptozotocin-induced diabetic rats. Eur J Pharmacol.

2013 Jan 30; 700(1-3): 165-72.

98



EK-1: Etik Kurul Onay Belgesi

TOYEDITEEE CNIVERSITES 00 SE Yy Hayy ashaml bk kit RUEL

v ko

PO KU MLL KARAKL

Toplanth Tanihi Warar Nou g Proje Y Grutecisé

w (122014 wod D Mehenet nal SENCIFL
110y 2014 V70 1% 022014 Prof Dr Me hemmal 4

‘Siganlards Oluyturulan Bifosfonata  Bagh  Cenclerin Osteonckrozu Modelinde |
Pentoksifillin ve Alfa-Tokoferol'un Diy Cekimi Sonrasinda Profilaktik Fikisinin |
Incelenmesi * adli bilimecl galiyma ctih burulumuzda gorugilmiy olup. galigmanm cnk

hurallara uy pun olduguna oy birligiy e harar venlmigtr

Etik Onay Gegerlilik Stiresiz 1Yl |
 GOREVI ADISOYADI N T T
Baskan Prof. Dr. M. Ece GENC [5”. ’?"44»4 1
—_ - i__.'\:_,
Baskan Yardimeisi Prof. Dr. Erdem YESILADA { ;_(‘ SN
SEEss ?,_/' = (_:‘(‘,L;‘ \
Raportir Prof. Dr. Iy1] Aksan KURNAZ { = 1/ - e
Uye Prof. Dr. Bayram YILMAZ g\, \;Zv-\, \,»\."’)
0)‘c Prof. Dr. Bagar ATALAY K:\TIL.\VAI)I
Uye Yard.Dog.Dr.Soner DOGAN )~////—
Uye Yard. Dog. Dr. Ediz DENIZ e
= =
Uye Dog. Dr. C. Narter YESILDAGLAR KATILMADI
Uye Summnu KIRAZCI (}/" Z

99



OZGECMIS

Giil Merve Yalgin, 30.10.1986 yilinda Istanbul’da dogmustur. Ilkégrenimini
Erenkoy Ilkokulu'nda, ortaokul ve lise &genimini Istanbul (Erkek) Lisesi’nde
tamamlamistir. 2005 yilinda girmis oldugu Yeditepe Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi’nden 2011 yilinda mezun olmustur. 2011 yilinda Yeditepe Universitesi
Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis, Cene Cerrahisi Anabilim Dali’nda basladig:

doktora egitimine devam etmektedir.

100



