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OZET

ATALAY B. Zolendronik Asit Uygulanan Ovarektomili Sicanlarda RhKMP-
2'nin Dis Cekim Bolgesindeki Yara Iyilesmesine Etkisinin Deneysel
Incelenmesi. Yeditepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Agiz, Dis, Cene
Hastaliklar1 ve Cerrahisi Anabilim Dali Doktora Tezi, Istanbul 2010. Bu
calismanin amaci, zolendronik asit (ZOL) uygulanan ovarektomili sicanlarda,
rhKMP-2'nin  dis c¢ekimi yara iyilesmesine etkisinin deneysel olarak
incelenmesidir. Calisma 42 adet disi, 12 haftalik, 225 gram agirliginda Spraque-
Dawley cinsi sican tizerinde ytrttiildii. Hayvanlarda osteopeninin gelismesi
icin ovarektomi isleminden sonra 4 hafta beklenildi ve tiim deney hayvanlari {ig
gruba ayrildi. Kontrol grubunda 14 adet sicana 2 hafta boyunca haftada bir doz
subkutan 7,5 pg/kg ZOL ve her giin 1mg/kg deksamethazon (DX) uygulands,
ilk yapilan dozdan 15 giin sonra 7 sicanin sag maksiller molar disi, diger 7’sinin
ise sag mandibular molar disi gekildi. Ikinci gruptaki (A grubu) 14 adet sicana 2
hafta boyunca haftada bir doz subkutan 7,5 pg/kg ZOL ve her giin Img/kg DX
uygulandy, ilk yapilan dozdan 2 hafta sonra 7 sicanin sag maksiller molar disi,
diger 7’sinin ise sag mandibular molar disi ¢ekildi ve ¢ekim bolgesine rhKMP-2
emdirilmis spang tampon yerlestirildi. Ugiincii gruptaki (B grubu) 14 adet
sicana 3 hafta boyunca haftada bir doz subkutan 7,5 pg/kg ZOL ve her giin
1mg/kg DX uygulandy, ilk yapilan dozdan 3 hafta sonra 7 sicanin sag maksiller
molar disi, diger 7’sinin ise sag mandibular molar disi cekildi ve g¢ekim
bolgesine rhKMP-2 emdirilmis spang tampon yerlestirildi. Tum deney
hayvanlar1 dis cekimlerinden 4 hafta sonra sakrifiye edildi. Tim gruplarda
sicanlarin  ovarektomi, dis c¢ekimi, birinci enjeksiyon ve sakrifiye
zamanlarindaki agirliklar1 kaydedildi. Tim gruplarda dis ¢ekimi yapilan
bolgelerde inflamasyon, yeni kemik olusumu ve sokestr varlig1 histolojik olarak
incelendi. Tum gruplardaki sicanlarin agirliklarinda istatistiksel olarak anlaml

bir degisim izlendi. Sicanlarin birinci enjeksiyon ile dis ¢ekimine kadar gegen
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stirede B grubundaki agirliklarinda goriilen azalma, kontrol (p=0.005; p<0.01)
ve A gubundan (p=0.001; p<0.01) anlamh bir sekilde ytiksek bulundu. Maksilla
ve mandibulada inflamasyon, yeni kemik olusumu ve sokestr varligi arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir farklilik bulunmadi (p>0.05). Gruplarin
mandibulada yeni kemik olusum dtizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir farkhilik izlendi (p<0.05). A grubunda ileri diizeyde yeni kemik olusumu 5
sicanda (%71,4) izlenirken, B grubunda 2 sicanda (%28,6) izlendi (p=0,017). A
grubunun yeni kemik olusum diizeyi, kontrol grubundan anlamh bir sekilde
yiiksek bulundu (p=0.021; p<0.05). Gruplarin mandibulada sokestr varlig:
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlendi (p<0.05). Sokestr,
kontrol grubunda 1 sicanda (%14,3) izlenirken, A grubunda 1 sicanda (%14,3)
ve B grubunda 5 sicanda (%71,4) izlendi (p=0,032; p<0.05). B grubunda sokestr
varligi, kontrol ve A grubundan anlamli bir sekilde ytiksek bulundu (p=0.031;
p<0.05). Calismamizdan elde edilen histolojik bulgular ile ovarektomi sonrasi
bifosfonat uygulanan sicanlarda yeni kemik olusumunu saglamas: igin

uygulanan rhKMP-2 dozunun arttirilmasi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Ovarektomi, Zolendronik asit, Osteonekroz, rhKMP-2.



ABSTRACT

ATALAY B. The effects of RhBMP-2 on the Extracted Bone Healing After
Zolendronic Acid Treatment in Ovarectomized Rats. Yeditepe University
Health Sciences Institute PHD Thesis in Oral Surgery, Istanbul, 2010. The
aim of this study is to determine the histologic findings of rhBMP-2 on
extracted bone healing after zolendronic acid (ZOL) treatment in ovarectomized
rats. This study was performed on 42 female, 12 weeks old, 225 gr Spraque-
Dawley rats. All rats were untreated for the first 4 weeks after surgery to allow
for the development of osteopenia and all rats were divided into 3 groups. In
control group, 14 rats were injected 7,5 pg/kg ZOL a week and 1mg/kg
deksamethazone (DX) everyday for 2 weeks. In second group (group A), 14 rats
were injected 7,5 pg/kg ZOL a week and 1mg/kg deksamethazone (DX)
everyday for 2 weeks. In third group (group B), 14 rats were injected 7,5 pg/kg
ZOL a week and 1mg/kg deksamethazone (DX) everyday for 3 weeks. Each
groups were divided into two groups according to extraction of molar teeth in
maxilla or mandible. 2 weeks after first injection for control and group A and 3
weeks after for group B. Collagen carrier with rhBMP-2 implanted into the
extraction socket in group A and B. All animals were sacrificed 4 weeks
following tooth extractions. In all groups, weights of the rats on ovarectomy,
tooth extraction, first injection and sacrification and histological findings such
as inflamation, new bone formation and necrotic bone presence were recorded.
There was statistically significant difference between the body weights of rats in
all groups. A significant decrease of body weights was found in group B then
control (p=0.005; p<0.01) and group A (p=0.001; p<0.01) between first injection
and tooth extraction. There was no statistically difference between inflamation,
new bone formation and necrotic bone in maxilla and mandible (p>0.05). New
bone formation was observed in 5 (%71,4) group A and 2 (%28,6) group B

(p=0,017). In all groups there was a statistically significant difference in
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mandible for new bone formation (p<0.05). There were better new bone
formation in group A then control group (p=0,021; p<0.05). Necrotic bone was
observed 1 (%14,3) in control and group A, 5 (%71,4) in group B (p=0,032;
p<0.05). A statistically significant difference was found in mandible for necrotic
bone presence (p<0.05). Necrotic bone presence was statistically significant in
group B then control and group A (p=0.031; p<0.05). We concluded that
increase thBMP-2 dosage on extracted bone healing after ZOL treatment in

ovarectomized rats can obtain new bone formation.

Keywords: Ovarectomy, Zolendronic Acid, Osteonecrosis, rhBMP-2
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1. GIRIS ve AMAC

Osteonekroz, trabekiiler kemigin hematopoetik kompartmaninda
bulunan kemik iligi hiicrelerinin ve kortikal kemikteki osteositlerin 6limii
nedeniyle kullanilan bir terimdir. Histolojik incelemelerde hematopoetik
kok hticrelerinin, kemik iligi stromal hiicrelerinin, preosteoblastlarin, olgun
osteoblastlarin ve osteoklastlarin da nekrozu gozlenmektedir. Osteonekroz
vakalarinda, kemik endotelyal hiicrelerinin parcalandig1 ve kemik iginde
kan akisini saglayan damarlanmanin bozuldugu da izlenmektedir. Ancak
cenelerde olusan osteonekroz, yiiksek doz radyasyon, glukokortikosteroid
kullanimi ve kemige uzun siireli bakteri invazyonu gibi etkenlerden
olusabilecegi icin bifosfonat kullanimiyla gelistiginde “cenelerin bifosfonata

bagl osteonekrozu” (CBON) olarak tanimlanmaktadr.

Bifosfonatlarin, osteoklastlar tizerindeki kisitlayici etkisi ile kemik
remodelinginin ve kemik turnoverinin azaldigi bildirilmektedir. Teorik
olarak bifosfonatlarin, vaskiiler endotelyal biiytime faktoriinti ve yeni
kapiller olusumunu engellemesi ile yiiksek vaskiilarizasyonu ve kemik
turnoveri olan c¢ene kemiklerinde bu etkilerin siddetlenmesine neden
olmakta ve avaskiiler nekroz gelismektedir. iliyak krestle karsilastirildiginda
maksilla ve mandibulada bulunan orofasiyal kemik stromal hiicrelerinin
proliferasyon yeteneklerinin fazla olmasi, maksilla ve mandibulanin ytiksek
doz Dbifosfonata duyarli hale gelmesiyle sonuglanmaktadir. CBON,
bifosfonat kullanan ancak bas-boyun bolgesine radyoterapi gormeyen
hastalarda, cene kemiklerinde 8 haftadan uzun stireli goriilen nekrotik
kemik gelisimi olarak tanimlanmaktadir. CBON"un, ¢enelerde kemigin aciga

cikmasi ve genellikle spontan iyilesmemesi ile karakterizedir.

ZOL nitrojen igeren bifosfonat molekiiltidiir. ZOL'un pamidronata
gore 100 kat, ibandronata gore 10 kat daha giiclii etkiye sahip oldugunu

rapor etmektedir. ZOL'un, osteoklast olusumunu ve osteoklast rezorbsiyon



aktivitesinin engellendigi ve bu nedenle kemik turnoverinin bozuldugu
savunulmaktadir.  Hidroksiapatit =~ rezorbsiyonunu,  osteoklastlarin
rezorbsiyon bolgesine migrasyonunu ve tiimor hiicrelerinin kemik matrikse
yayilmasin1 engelledigi de ileri stirtilmektedir. Sican tibiasinda kanserin
meydana getirdigi agrili kemik metastazi modelinde, diger bifosfonatlara
gore ZOL'tin timor proliferasyonunu engelledigi, trabekiiler ve kortikal
kemigin yapismni korudugu, terapddik kullaniminda osteoklast yapimini
engelledigi ve antitiimor oOzelliginden dolayr agriyr belirgin sekilde
onledigini, farelerde ZOL'tin, ¢ekim soketindeki kan damarlarinin sayisini,
endotelyal hiicrelerinin migrasyonunu ve proliferasyonunu azalttigini
bununla birlikte ¢ekim soketinin iyilesmesinde rol oynayan anjiogenezi

engelledigi bildirilmektedir.

KMP, peptit biiytime faktorleri iceren transforming biytime faktorii
beta (TGF-B) stiperfamilyasmin {iyesidir. KMP’lerin, kemik ve kikirdak
dokularinin gelisim ve rejenerasyonunda etkisi oldugu bildirilmektedir.
KMP'lerin, farklilasmamis mezensimal ve osteoprojenitér hiicrelerin
cogalmasini ve osteoblastlara farklilasmalarin sagladiklari, bununla birlikte
osteoblastlarin alkalen fosfataz salimimimi ve mezensimal hiicrelerin
kemotaksis ile tip-4 kollajene baglanmalarmi arttirdiklar1  rapor
edilmektedir. KMP'nin etkileri tizerine yapilan in vitro c¢alismalar,
multipotent  hticrelerin  kemik indiiksiyonunda rol oynadiklarim
kanitlamaktadir. Prenatal/postnatal hayvanlarda veya insan ve hayvan
kemik iligi hiicrelerinde bulunan multipotent hiicrelerin KMP’lere kars:
duyarliik gosterdikleri bununla birlikte yenidogan sican kalvariyal
hiicreleri ve sican osteosarkom hiicreleri rhKMP-7 ile tedavi edildiklerinde
osteojenik diferansiyasyon gosterdikleri rapor edilmektedir. Ayrica fare
embriyosundan elde edilen fibroblastik hiicre zincirinin rhKMP-2"ye karsi
osteoindiiktif cevap olusturdugu bildirilmektedir. Sican ve fare kemik

iliginin thKMP-2, insan kemik iliginin ise thKMP-2 ve thKMP-7 tedavisi



sonrast osteoblastik parametrelerde artisin gozlendigi rapor edilmektedir.
KMP-2'nin osteoindiiktif 6zelliginin diger proteinlere oranla daha fazla

oldugu bildirilmektedir.

Giintimtizde bifosfonat grubu ilaclar, osteoporoz, Paget hastaligl,
multiple myeloma, metabolik kemik hastaliklar;, meme, akciger, prostat
kanserleri gibi timorlerin kemik metastazlarinin bulundugu vakalarda
kullanilmaktadir. Bifosfonat kullanan hastalarda goriilen osteonekroz
tedavisinde, kemik iyilesmesini hizlandiran ve komplikasyonlarin
gelismesini engelleyen mekanizmalarin etkinligi bilinmemektedir. Bu
calismada, potansiyel olarak bifosfonat kullanimi gerektiren sistemik
rahatsizliklara sahip olan hastalarin yast ve cinsiyeti goz Oniinde
bulundurularak, ovarektomi sonrast ZOL uygulanan sicanlarda rhKMP-
2'nin dis cekim bolgesindeki yara iyilesmesi tizerindeki etkisinin deneysel

olarak incelenmesi amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Bifosfonatlar 1865 yilinda Almanya’da, Menschutkin tarafindan
sentezlenmis olup ilk kez tekstil, yag, giibreleme gibi endiistriyel alanlarda
kullanilmustir (1,2). Son 30 yilda osteoklastik aktivite tizerindeki inhibitor
etkilerinin ve antianjiojenik Ozelliklerinin tanimlanmasiyla, maligniteye
bagh hiperkalsemi, gogiis, prostat, akciger kanserleri gibi solid tumorlerin
kemik metastazlarinda ve multiple miyeloma gibi kanser iligkili
hastaliklarda, ayrica osteoporoz, osteopeni, Paget hastalifi, osteogenezis
imperfekta gibi sistemik rahatsizliklarda yaygin olarak kullanilmaya

baslanmuistir (3,4,5).

Bifosfonatlarin kemik metabolizmasi tizerindeki etkilerinin, dogrudan
kemik yikimindan sorumlu osteoklastik aktivitenin engellenmesi ile
saglandig1 ayrica ektraseliiler matriksteki timor hiicre tutulumunu,
tiumoriin invazyonunu engelleme ve/veya timor hiicresinin apoptozu gibi
antitimor etkileri de bulundugu rapor edilmektedir (6,7). Bifosfonatlarin,
tizyolojik dozlarda uygulandiklarinda, kemige olan spesifik affinitelerinden
dolayr yeni olusan kemikte ve osteoklastlarin yakininda c¢okeldigi
bildirilmektedir. Rezorbe olan osteoklastlar, etrafinda aciga c¢ikan kemik
minerallerine hizli bir sekilde baglandig1 ve rezorbe olan kemik boslugunda
yliksek miktarlarda gortildtigi ileri stirtilmektedir. Bununla birlikte, kan
dolasimindaki yarilanma omdirlerinin 30 dakika ile 2 saat arasinda degistigi,
ancak kemikle birlesmis metabolize olmayan bifosfonatlarin uzun stire
yiiksek konsantrasyonlarda bulunabildigi ve 10 yila kadar vicutta

rastlanabildigi de savunulmaktadir (8,9).

Bifosfonat molekiliintin kimyasal yapisimnin kolayca
degistirilebilecegi ve bu sayede biyolojik, terapddik ve toksik karakterleri
farkli olan ¢ok sayida bifosfonat olusturulabilecegi gosterilmistir (9,10).

Nitrojen igerigine gore iki gruba ayrilmaktadir. Nitrojen icermeyen



bifosfonatlar; etidronat, klodronat ve tiludronat iken, nitrojen iceren
bifosfonatlar; alendronat, risedronat, ibandronat, pamidronat ve zoledronik
asittir (ZOL). Nitrojen iceren ve icermeyen bifosfonatlarin osteoklastlara
kars1 gosterdikleri etki mekanizmalar: farkli olmaktadir. Nitrojen icermeyen
bifosfonatlarin, osteoklastlarin igerisine girerek hidrolize olmayan sitotoksik
adenozintrifosfat (ATP) analoglarina metabolize oldugu ve ATP
analoglarinin ise osteoklastlarin apoptozuna yol ag¢tig1 bildirilmektedir (6).
Nitrojen iceren bifosfonatlarin ise hiicre igine girerek biyosentetik mevalonat
gecis yolundaki farnesil pirofosfat sintaz (FPS) enzim aktivitesini ve bununla
birlikte farnesil pirofosfat ve geranil-geraniol pirofosfat gibi ara triinlerin
olusmasini inhibe ederek etkili olduklar1 gosterilmektedir. Bu ara tirtinlerin
guazintrifosfata (GTP) baghh RAS, RHO ve RAC gibi hiicre proliferasyonu ve
hiicre iskeleti organizasyonunda gorev yapan sinyal proteinlerinin
aktivasyonunu engelledigi rapor edilmektedir (11). RAS hiicre ici vezikiil
transportunda gorevli bir protein olup osteoklastik kemik yikimini
uyarmaktadir. RAS'in engellenmesi ile osteoklastik kemik yikiminin
durdugu, bununla birlikte FPS aktivitesinin bozulmasi ile nitrojen icermeyen
bifosfonatlara benzer sekilde ATP analoglarinin olusmasina ve osteoklast

apoptozuna neden olmaktadir (6).

Dtizenli bifosfonat kullanimimin kemik mineral yogunlugunda (KMY)
artisa neden oldugu, giinliik ya da belirli araliklarla verilen dozlarm ayni
derecede etkili olmasma ragmen doz verilis stirelerinden ¢ok uygulanan

toplam dozun 6nemli oldugu rapor edilmektedir (12).

Giintimiizde  kemik  metabolizmas1t  tizerindeki  etkilerinin
tanimlanmasiyla bircok hastalikta genis kullanim alani  bulunan
bifosfonatlarin, hastalarin yasam kalitesini arttirmamin yam sira
gastrointestinal sistemde intolerans, ozefagus tilseri, renal toksisite, akut

bobrek yetmezligi, elektrolit dengesizlikleri, atrial fibrilasyon, ates, miyalji,



influenza ve bifosfonata baghh cene osteonekrozu gibi yan etkilerinin de

olabilecegi bildirilmektedir (13,14,15,16).
2.1 Alendronat

Nitrojen iceren ikinci nesil jenerasyon bifosfonat olan alendronatin,
icerdigi yan zincir olan amino grubu ile giiclii ve selektif yapis1 oldugu
bildirilmektedir. Alendronat, kemik turnoverinin ve rezorpsiyonun arttig
Paget hastalig1, fibréz displazi ile osteoporozun 6nlenmesi ve tedavisinde

kullanilmaktadar.

Alendronat sodyum, kimyasal olarak 4-amino-1-hidroksibiitiliden-1,
1-bifosfonik asit ve monosodyum trihidrat tuzu seklinde oldugu

bildirilmektedir. Formiiltt C H _NNaO_P -3H O olup, formiil agirlig1 325,12
412 72 2

g/Mol'diir (Sekil 2.1). Beyaz, kristalin ve nonhidroskopik toz halinde olan
alendronat sodyum suda ¢oztinebilmekte ancak alkolde ¢ok az, kloroformda

ise hi¢ coztinememektedir.

Sato ve ark.lar1 (1991), in vitro ¢alismasinda alendronatin kemikteki
rezorpsiyon ytiizeylerine baglandigini ve asidifikasyon sirasinda lokal olarak
aciga ciktigini ve burada konsantrasyon artisina bagli olarak osteoklastlarin
dalgali membran yapilarini bozdugunu belirtmektedir (17). Bifosfonat
grubundaki diger ilaglardan farkli olarak alendronatin, kemik iliginde
olusan osteoklast prekiirsorlerinin osteoklastik potensiyelini etkilemedigi ve
etkinin olgunlasmis osteoklastlar tizerinden oldugu bildirilmektedir (18).
Alendronatin osteoklast hticre fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde énemi
olan protein-tirozin-fosfataz enzim grubunu direkt olarak inhibe ettigi ayrica
doza ve siireye bagh olarak hiicre icinde alendronat konsantrasyonunun

artisinin gozlemlendigi rapor edilmektedir (19).

Alendronatin kemik inhibisyonundaki diger etki mekanizmasi,

osteoklastlardaki kolestrol sentez yolunu (mevalonate yolu) engellemesiyle



olmaktadir. Kemik turnoverin1 vyavaslatir ve bu 0zellii sayesinde
mineralizasyon stiresi ve bununla beraber kemik yogunlugu da artmaktadur.
Alendronat tedavisi goren kemik doku biyomekanik anlamda direng
kazanmaktadir (20,21). Sistemik kullaniminda ates, akut faz proteinlerinin artis1
gibi inflamasyon artisi, gastrointestinal rahatsizliklar ve oftalmik inflamasyon

gibi istenmeyen yan etkilerin gelistigi bildirilmektedir (22,23).

NH,
CH,
CH,
O CH,O

|
HO—P—C—P—ONa * 3H,0

I I
OH OH OH

Sekil 2.1 Alendronatin kimyasal formiilii

2.2 Zoledronik Asit (ZOL)

ZOL nitrojen iceren bifosfonat molekiiltidiir. Osteoklastik aktiviteyi
ve kemik rezorpsiyonunu engellemesi ile hiperkalsemi tedavisinde, multiple
myeloma, prostat kanseri gogiis kanseri ve solid kemik metastazlarinda
antineoplastik tedavide, bununla birlikte Paget hastalig1 ve postmenopozal
osteoporoz tedavisinde yaygin olarak kullamilmaktadir. Onkolojik tedavi
amaglt kullanimda Onerilen doz 4 haftada bir 15 dk’lik intravensz (IV)
inftizyon yoluyla 4 mg iken, Paget hastalig1 ve postmenopozal osteoporozda
ise yilda bir 15 dk’lik inftizyonla 5mg seklindedir. ZOL yapisal olarak fosfor-

karbon-fosfor koru ve Rl pozisyonunda bir hidroksil grubu icermesi



nedeniyle diger bifosfonatlarla benzerlik gosterir (24). Bununla birlikte R2
pozisyonuna bagli heterosiklik imidazol grubu ile digerlerinden ayrilr.

Kimyasal formdiilti C5H10N207P2.H20 ve molekil agirligr 290,1 g/Mol olan

ZOL'tin bugtine kadar hazirlanan en giiclii bifosfonat preparati oldugu
bildirilmektedir (Sekil 2.2)(25). Green (2001), ZOL'un pamidronata gore 100
kat, ibandronata gore 10 kat daha gticlii etkiye sahip oldugunu rapor
etmektedir (24). ZOL'un, osteoklast olusumunu ve osteoklast rezorbsiyon
aktivitesini engelledigi ve bu nedenle kemik turnoverinin bozuldugu
savunulmaktadir. ~ Hidroksiapatit ~ rezorbsiyonunu,  osteoklastlarn
rezorbsiyon bolgesine migrasyonunu ve tiimor hiicrelerinin kemik matrikse
yayilmasini engelledigi de ileri stirtilmektedir (25,26,27). Walker ve ark.’lar1
(2002), sican tibiasinda kanserin meydana getirdigi agrili kemik metastazi
modelinde 19 gitin 30png/kg ZOL uyguladiklarinda, diger bifosfonatlara gore
ZOL'tn timor proliferasyonunu engelledigi, trabekiiler ve kortikal kemigin
yapisini korudugu, terapddik kullammminda osteoklast yapimini engelledigi
ve antitimor oOzelliginden dolayr agriyr belirgin sekilde o¢nledigini
bildirmektedir (28). Kobayashi ve ark.lar1 (2009), farelerde yaptiklar
calismada ZOL'tin ¢ekim soketindeki kan damarlarinin sayisini, endotelyal
hiicrelerinin migrasyonunu ve proliferasyonunu azalttigini1 bununla birlikte
cekim soketinin iyilesmesinde rol oynayan anjiogenezi engelledigini

bildirmektedir (29).



Sekil 2.2 Zolendronik asitin kimyasal formiilt
2.3 Cenelerin Bifosfonata Bagli Osteonekrozu

Osteonekroz, trabekiiler kemigin hematopoetik kompartmaninda
bulunan kemik iligi hiicrelerinin ve kortikal kemikteki osteositlerin 6limii
nedeniyle kullanilan bir terimdir. Histolojik incelemelerde hematopoetik
kok hticrelerinin, kemik iligi stromal hiicrelerinin, preosteoblastlarin, olgun
osteoblastlarin ve osteoklastlarin da nekrozu gozlenmektedir. Ayrica
osteonekroz vakalarinda, kemik endotelyal hiicrelerinin parcalandigi ve
kemik icinde kan akism saglayan damarlanmanin bozuldugu da
izlenmektedir. Ancak ¢enelerde olusan osteonekroz, yiiksek doz radyasyon,
glukokortikosteroid kullanimi ve kemige uzun stireli bakteri invazyonu gibi
etkenlerden olusabilecegi i¢in bifosfonat kullanimiyla gelistiginde “’cenelerin
bifosfonata bagli osteonekrozu” (CBON) olarak tanimlanmaktadir. CBON
patogenezisi kemigin ve epitelyal hticrelerin travmadan sonra normal yara
iyilesmesi stirecindeki yetersizligi ile ilgili oldugu hala tartisilan teoriye

dayanmaktadir (30).

Kemik iligi organi icerisindeki postnatal kok hiicre toplulugu olarak
kabul edilen kemik iligi stromal hiicreleri, preosteoblast ve osteoblast dahil
bircok hiicre tipine farklilasabilmektedir. Kemik iligi stromal hiicreleri

osteoblast-osteklast dengesini de dolayli olarak modiile etmektedir. Iliyak



krestle karsilastirildiginda maksilla ve mandibulada bulunan orofasiyal
kemik stromal hiicrelerinin proliferasyon yeteneklerinin fazla olmasi,
maksilla ve mandibulanin ytiksek doz bifosfonata duyarli hale gelmesiyle

sonuglanmaktadir (31,32).

Cene kemiklerinin, viicudun diger kemiklerine gore
vaskiilarizasyonunun ve turnoverimin daha fazla olmasi bifosfonat
konsantrasyonunun yiiksek olmasina neden oldugu bildirilmektedir.
Cigneme fonksiyonu ve dislerin etrafinda bulunan periodontal ligamanlarin,
periodonsiyum etrafinda hizli kemik yapim-yikim olusturmas: ile
bifosfonatlarin sebep oldugu aseliiler ve avaskiiler kemikte mikro kiriklar
meydana geldigi ancak ince olan oral mukozanin travmatize oldugu veya
cerrahi sirasinda hasar gorebildigi ve oral florada bulunan bakterilerin
nekrotik kemige wulasabildigi rapor edilmektedir (33). Bifosfonatlarin,
osteoklastlar tizerindeki kisitlayici etkisi ile kemik remodelinginin ve kemik
turnovermin azaldigr bildirilmektedir. Teorik olarak bifosfonatlarin,
vaskiiler endotelyal biiytime faktoriinii ve yeni kapiller olusumunu
engellemesi ile yiiksek vaskiilarizasyonu ve kemik turnoveri olan cene
kemiklerinde bu etkilerin siddetlenmesine neden olmakta ve avaskiiler

nekroz ile sonuglanmaktadir (34).

CBON, bifosfonat kullanan ancak bas-boyun bolgesine radyoterapi
gormeyen hastalarda, ¢ene kemiklerinde 8 haftadan uzun stireli goriilen
nekrotik kemik gelisimi olarak tanimlanmaktadir (35). CBON’un, ¢enelerde
kemigin aciga cikmasi ve genellikle spontan iyilesmemesi ile karakterizedir
(13). Klinik olarak, osteolitik lezyonu olan kanser hastalarmin,
bifosfonatlardan bagimsiz olarak kemoterapiyi de igeren bircok ila¢ almalar:
CBON gelismesinde rol oynamaktadir (35). Kemik metabolizmas: tizerinde
katabolik etki gosteren glukokortikoidler osteoblastogenezisi inhibe ederek
osteoblastlarin  apoptozunu  hizlandirmaktadir.  Sentetik  yapida

glukokortikoid olan deksamethazonun (DX) uzun siireli sistemik
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kullaniminda histomorfometrik ve klinik olarak kemik yogunlugunda
azalmaya neden oldugu rapor edilmektedir. Deksamethazon kanser
tedavisinde diger ilaclara ait etkilerin ortaya ¢ikmasinda yardimci nitelik
tastyan madde olarak siklikla kullanilmaktadir. Bazi calismalarda bifosfonat
ile beraber oral glukokortikosteroidin ve 0Ostrojenin kronik olarak
uygulanmasmin CBON riskini arttirtignt da rapor edilmektedir (33,36).
Deneysel calismalarda ZOL ve DX verilen sicanlarda dis ¢ekimi sonrasinda
yumusak doku ve kemikte gelisen degisikliklerin insanlardaki ile aym
oldugunu, osteonekrozun patogenezi ve tedavisi i¢in iyi bir model
olusturduklar1 belirtilmektedir (37). Kemoterapi, uzun donem bifosfonat
kullanimina baglh orofasiyal ilik stromal hiicreleri (OISH) tizerindeki seliiler
stres, osteoblast-osteoklast ~dengesin bozulmasi, vaskiilerizasyonun
azalmasi, kemikte mikro kirik olusumu ve periodonsiyum araciligiyla
bakteri invazyonunun kombinasyonu ile olusan sinerjinin etkisi
(bandwagon effect) CBON'un olusmasma ve/veya biiytimesine neden

oldugu ileri stirtilmektedir (38).

CBON’a bagli gelisen lezyonlar genellikle sarims1 beyaz renkli kemik
alanlar1 seklinde olup ekstraoral veya intraoral fistiiller ve lezyon etrafinda
tilserasyonlar seklinde de goriilebilmektedir. Hastalarda, tipik olarak
orofasiyal agri, dis agrisi, trismus, oroantral fistiile bagh olarak kronik
sintizit veya kiitanoz fisttil gortilebilmektedir (39,40). CBON vakalarinda
anatomik komsuluga bagli olarak maksilla veya mandibulada hissizlik
olusabilecegi de bildirilmektedir (41,42). Cenelerde en c¢ok etkilenen
bolgenin oral mukozanin ince oldugu mandibular ve palatinal torus ve
mylohiyoid c¢ikinti’min bulundugu posterior mandibula oldugu rapor

edilmektedir (33,36,41,42,43).

CBON'un goriilme insidanst maksillada %16,7 ile %38,8,
mandibulada %55,5 ile %83,3 arasinda iken her iki g¢enede goriilmesi ise

%5,7 ile %14 olarak bildirilmektedir. (44,45,46,47). CBON'un genellikle dis
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cekimi ya da oral cerrahi islem sonrasinda gelisebildigi gibi %40 oraninda

spontan olarak olusabildigi de bildirilmektedir (43).

CBON gelisiminde ilacin etkisi, uygulama sekli ve uygulama stiresi
gibi ilaca bagh risk faktorleri, cerrahi islemler, torus ve eksoztoz gibi
anatomik yapilarla ilgili lokal risk faktorleri, kotii agiz hijyeni, periodontal
hastaliklar, abse olusumu, yas, beyaz irk ve kanser tanisi ayrica sigara
kullanimi, diabet, kortikosteroid tedavisi, alkolizm ve kemoterapi rol

oynamaktadir.

Ug ay siire ile bifosfonat kullaniminin CBON'u tetikleyici ozellikte
olmadig1 ve giivenli periyod oldugu ileri stirtilmesine ragmen herhangi bir
kanit ile desteklenmemektedir (43). Baz1 arastirmacilar, kemik turnoverinin
inhibisyon derecesinin, IV bifosfonat kullanan hastalardaki CBON riski ile
iliskili olmadig1 rapor edilmektedir (48). Digerleri osteoklastik iyilesmeye
izin vermek icin oral bifosfonat kullanimimnin 1 ile 3 ay durdurulmasin
onermekte (49), bu siirecin cerrahi tedaviden sonra yara iyilesmesini
arttirdigin1  boylece potansiyel olarak CBON riskini azalttigini ileri

strmektedir (49,51). Ancak klinik veriler bu gortisti desteklememektedir.

Bifosfonatlar arasinda 6zellikle ZOL ve pamidronat kullanilan ve 36
aydan uzun siiren tedavilerde osteonekroz riskinin arttig1 (51,52), siklikla
tedavilerin ikinci ve ti¢lincii yillarinda ortaya ¢iktig1 (53), bununla birlikte
tedaviye baslandiktan sonraki 4 ile 5 ay sonrasinda da goriilebildigi rapor
edilmektedir (43,54). Bamias ve ark.larimin (2005), bifosfonat ile tedavi
edilen kanser hastalarinda gelisen CBON'un insidansin ve risk faktorlerini
inceledikleri calismada, 4 ile 12 ay stire ile bifosfonat kullananlarda CBON
olusma insidansinin %1,5, 37 ile 48 ay stire kullaniminda ise %7,7 oldugu
rapor edilmektedir (55). Stumpe ve ark’.lar1 (2009), CBON teshis edilenlerde
ortalama bifosfonat kullanim stiresi 17 ay iken, CBON izlenmeyenlerde ise

bu siirenin 9 ay oldugunu bildirmektedir (45). Abu-Id ve ark.lar1 (2008),
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CBON'un risk faktorlerini inceledikleri ¢alismalarinda, bifosfonat kullanan
hastalarda CBON gelisim stiresinin ortalama 31,8 ay oldugunu

bildirmektedir (56).

IV bifosfonat kullanan hastalarda en sik goriilen klinik belirti ve
semptomlar; orofasiyal agri, dis agrisi, trismus, enfeksiyon, fistiilizasyon,
dislerde liiksasyon, dudakta parestezi ve hissizliktir. Bu belirti ve
semptomlar; periodontal dokularda yikim ve iyilesmeyen mukozal {ilserler
seklinde gortilebilir ve osteonekroz olusumu klinik olarak belirgin hale

gelmeden ortaya ¢ikabilir (50,51).

IV bifosfonat olan pamidronat ve ZOL’tin, alendronat gibi oral
bifosfonatlara gore osteoklastlar tizerinde daha giiclii etkiye sahip olduklari,
uzun donem  kullanimlari  sonucunda  osteoklastlarin, kemigin
rezorbsiyonunu engelleyerek, osteoblastlarin ve osteositlerin aseliiler kemik
matriksinden ayrilarak ¢liimiine neden olduklari, bununla birlikte kapiller
dejenerasyon, avaskularizasyon ve mikrokiriklara yatkinhigin izlendigi
bildirilmektedir. Osteonekroz ile IV bifosfonat kullanim1 arasindaki iliskiyi
inceleyen calismalarda, 6zellikle ZOL ve pamidronat gibi bifosfonatlarin IV
kullanimina bagh olarak CBON gelistigi rapor edilmektedir (57,58). Woo ve
ark.’lar1 (2006), CBON gelisen hastalarin %94’tintin IV ZOL veya pamidronat
kullanimina bagli oldugunu bildirmektedir. IV bifosfonat kullanan
hastalarin ¢enelerinde CBON goriilme insidansinin %0.8 ile %28 oraninda
degistigi ancak oral bifosfonat kullanan hastalarda %0.09 ile %0.34 oraninda
oldugu rapor edilmektedir (3,41,55,59,60,61,62). Durie ve ark.'larimin (2005),
bifosfonat kullanan meme kanseri ve multiple myloma hastalarini inceledigi
calismasinda, ZOL kullanan 211 hastanin %10'unda CBON goriilduguni
bildirmektedir (59).

CBON teshisi konan hastalarda tedavi plani;; agrinin giderilmesi,

yumusak ve sert dokuda olusan enfeksiyonun kontrolii ve CBON’'un
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ilerlemesini en aza indirgemeyi icermektedir. CBON gelisen hastalar,
osteomiyelit veya osteoradyonekroz gelisen hastalara uygulanan cerrahi
tedavilere farkli cevap vermektedir. Yumusak doku irritasyonuna neden
olan nekrotik kemik diizeltilmeli veya uzaklastirilmahdir. Patolojik
mandibular kirik olusan semptomatik hastalarda segmental rezeksiyon ve
plak ile immediyat rekonstriiksiyon gerekebilmektedir. Ancak non-
vaskiilerize veya vaskiilerize kemik ile rekonstriiksiyon, alic1 sahada nekroz

gelisme riski oldugundan problem olusturabilmektedir.

Bifosfonat kullanan hastalarin tedavi planini olusturabilmek igin
American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS), CBON
gelisiminin evrelerini katagorize etmektedir (3). Bu siiflandirma asagidaki

gibidir;

A. Riskte olan hastalar: Bifosfonat tedavisi goren ve ekspoze veya nekrotik

kemik olusumu bulunmayan hasta grubu
B. CBON gelisen hastalar:

1. Evre: Asemptomatik ve enfeksiyon bulunmayan ekspoze veya nekrotik

kemik olusumu goriilen hasta grubu

2. Evre: Agr1 ve enfeksiyon bulunan ekspoze veya nekrotik kemik

olusumu goriilen hasta grubu

3. Evre: Agri, enfeksiyon ve patolojik kirik, ekstraoral fistiil veya inferior

sinira uzayan osteolizis goriilen hasta grubu

CBON Kkatagorizasyonuna gore tedavi stratejileri de AAOMS

tarafindan asagidaki gibi belirlenmektedir;

A. Tedavi endikasyonu bulunmamaktadir. Agiz hijyen egitimi

gerekmektedir.
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B. 1. Evre: Antibakteriyal ag1z gargarasi, klinik takip, ag1z hijyen egitimi ve
devam eden bifosfonat tedavisi nedeniyle endikasyonlarin goézden

gecirilmesi

2. Evre: Genis spektrum antibiyotiklerle semptomatik tedavi,
antibakteriyal ag1z gargarasi, agr1 kesiciler ve yumusak doku travmasi

engellemek icin ytizeyel debriman

3. Evre: Antibakteriyal ag1z gargarasi, antibiyotik tedavisi ve agr1 kesici,

enfeksiyon ve agrinin giderilmesi icin cerrahi debriman veya rezeksiyon

Onkoloji hastalarinda, agr1 ve patolojik kirik insidansimin azaltilmas:
amact ile bifosfonatlarin terapodik etkilerinden yaralanmaktadir. IV
bifosfonatlarin kesilmesini kisa donemde yarali olmayip, sistemik durum
elverisli ise bifosfonata uzun dénem ara verilmesi, CBON gelisen alanlarin
iyilesmesini saglamasi, yeni nekrotik alanlarin olusma riskini ve klinik

semptomlar1 azaltmasi nedeniyle faydali olabilmektedir.

Primer yara iyilesmesinin saglanmasi, antiseptik agiz gargarasi
kullanimi, sistemik antibiyotik profilaksisi ve vazokonstriiktorstiz lokal
anestetik ajanlarin  kullanirmmin da CBON riskini azalttgr ileri
surtilmektedir (48,63). Alveolar cerrahi yapilan tiim vakalarda ve kemik
enfeksiyonu icin ek risk faktorlerinin bulundugu ve/veya onemli kemik
cerrahisi gerektiren tedavilerde, cerrahi ©ncesi ve sonrasi antibiyotik

profilaksisi onerilmektedir (64).

Kanser hastalarinda siddetli kemik agris;, kirik riski veya
hiperkalsemi nedeniyle bifosfonat tedavisi ertelenememekte ve hastalar
bifosfonat tedavisinin dental komplikasyonlar1 hakkinda her zaman
bigilendirilememektedir. Barker ve ark.lar1 (2007), IV bifosfonat tedavisi

gorecek olan multiple myeloma hastalariin tedavi icin gittikleri doktorlarin
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%54'ntin bifosfonat tedavisi 6ncesinde dis hekimlerine yonlendirilmedigini

rapor etmektedir (65).

Bifosfonat kullanilan hastalarin dental tedavisi, ilacin kullanim
zamanma ve diglerin tedavi gerekliligine gore degismektedir. Ideal olan,
tedaviye baslamadan ¢nce agiz ortaminin saglikli hale gelmesi ve bunun
devamliligimin saglanmasidir. Bu amacla, 2006 yilinda AAOMS un CBON
icin diizenledigi protokol uygulanmaktadir. Bu protokoliin amaci, hastalari,
bifosfonat kullanimina baslamadan once veya basladiktan sonra invasif
girisim gereksinimi elemine etmek ve kemigin enfeksiyonundan korumaktir
(3,64). Ancak gtinimiizde bifosfonat kullanan hasta sayisinin artmas: ve
CBON  riskinin  varligi, dental miidahalelerde dis hekimlerini
kisitlamaktadir. Bifosfonat kullanan hastalarda farkli tedavi yontemlerinin
arastirilmasi ise etik nedenlerden dolayr miimkiin olamamaktadir. Bununla
birlikte deneysel modellerde bifosfonatlarin, etkileri, yan etkileri ve
meydana gelen yan etkilerin tedavi yontemleri arastirilmaktadir. Hayvan
modellerindeki ama¢ CBON’un klinik gortinumiinii taklit etmektir. Birgok
CBON vakasinda bifosfonat tadavisinin yaninda dental travma, periodontal
hastalik ve immiinosupresyon gibi risk faktorleri de bulunmaktadir. Bu
nedenle insanlarda gelisen CBON’u hayvan modellerinde de olusturabilmek
icin risk faktorlerinin de biraraya getirilmesi gerektigi rapor edilmektedir

(66).
2.4 Osteoporotik Kemigin Ozellikleri

Mandibulada kortikal porozitenin yasla beraber arttig1, kemik
rezorpsiyon ve depozisyonunun mandibula govdesine zit olarak alveoler
proseste daha aktif oldugu bildirilmektedir. Kortikal kalinligin, metabolik
kemik kaybini degerlendirmede 6nemli parametre oldugu ve gonial kortikal
kalmligimm 1 mm’den az olmasmin metabolik kemik kaybimnin gostergesi

oldugu  savunulmaktadir. = Semptomatik  osteoporozlu  bireylerin
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maksillasindaki kemik mineral icerigi degerinin, aym yastaki saghkli ve
menapoz yast ayni olan kadinlarin kemik mineral degerine gore daha diistik
olmasi ile osteoporozun maksiller kemikte rezorpsiyonu arttiracagi rapor
edilmektedir. Total dissiz kadinlarda, semptomatik osteoporozun
maksilladaki alveol kemik kaybi agisindan vyiiksek risk olusturdugu

bildirilmektedir (67,68,69,70).

Insanlarda kemik biyopsi islemlerinde yasanan giicliikler, tedavi
sonuclarinin kisa zamanda goriilememesi, yasam tarzi, sigara ve/veya alkol
kullanimi, diyet gibi bircok faktoriin etki etmesi nedeniyle osteoporoza
iliskin ¢alismalardan dolayr homojen deney gruplarmmin olusturulabilmesi
gugcttir. Bu nedenle arastirmalarda siklikla osteoporotik hayvan modelleri
kullanilmaktadir (71). Osteoporotik hayvan modellerinin olusturulmasinda
genellikle bilateral ovarektomi uygulamalari, ovarektomi ile birlikte diistik
kalsiyum diyeti uygulamasi, kortikosteroid uygulamalari, lokal iskelet
bolgesinin denervasyonu, yer cekimsiz ortam ve kemigin degisik metodlarla
hareketsizlestirilmesi gibi yontemler kullanilmaktadir. Postmenapozal
osteoporozun en iyi taklit edilebildigi modelin ovarektomi yapilan hayvan
modeli oldugu bildirilmektedir (72). Wronski ve ark.lar1 (1993),
ovarektominin, sicanlarda osteopeniyi uyardigini ve kemiksel kiitlenin
kaybini arttirdigini rapor etmektedir. Ovarlerin cift tarafli olarak eksize
edildigi cerrahi islem sonrasinda gelisen Ostrojen eksikligi ile menopoz
sonrast kemik metabolizmas: degisiklikleri arasinda belirgin bir fark
olmadig bildirilmektedir. Bununla birlikte ovarektomize sicanlarin 6strojen

eksikligi modeli olarak kullanilan bir yontem oldugu savunulmaktadir (73).

Kolay temin edilebilmesi ve hizli bir metabolizmaya sahip olmas:
nedeniyle sican bu amacla en sik kullanilan deney hayvanidir ancak dstrojen
eksikliginin bazen menopoza gore asir1 olusabilmesi, tekrarlayan kan ve
kemik orneklerinin alinmasindaki gtigliikler ve intrakortikal havers kanal

sisteminin ovarektomiden etkilenmemesi nedeniyle degerlendirilememesi
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ve bazi bolgelerde kemik dongtistintin insana gore asir1 hizli olmasi en
onemli dezavantajlaridir. Ayrica sicanlarda kirik tedavileri ve implant
uygulamalar1 gibi ¢alismalar igin kemik buytiklugi yetersiz kalabilmektedir

(74,75).

Li ve Nishimra (1994), overektomi yapilan sicanlarda cekilen molar
dislerin alveoler kemik yapilarmin morfolojik ve histolojik yapiy1
inceledikleri calismada, alveoler yapinin ovarektomi yapilan sicanlarda
yapilmayanlardan farkli olarak kalsifiye bir dokuyla ortildtigtint
bildirmektedir. Dev hiicreler ve ag seklinde ince ekstraseliiler matriksle
karakterize kondroid kemik seklindeki bu doku olusumunun ovarektomiye
bagh osteoklastik aktivitenin azalmasiyla farkl tipte kalsifiye bir dokunun

olusturdugunu rapor etmektedir (76).

Ovarektomi yapilan sicanlarda 0Ostrojen hormonunun kemik
rezorpsiyonunu stimiile ettigi, cekim sonrasinda maksillanin bukkal
bolgesinde yeni olusan kemik desteginde nemli 6lctide azalmaya yol actigs,
iyilesme esnasinda kemik formasyonunda azalma goruldugu tespit

edilmistir (77).
2.5 Ovarektomize Sicanlarda Bifosfonat Uygulamalar1

CBON’'un risk faktorlerini, patogenezini ve tedavisini arastiran
calismalar, hastalardan alinan doku orneklerinin inceleme icin yetersiz
olmasi, cerrahi girisim ile yayilma riski ve klinik dngortilebilirligin eksikligi
nedeniyle smirli kalmaktadir. Bu nedenle arastirmalar bifosfonat kullanan
hastalarla ayni kosullara getirilen hayvan modelleriyle yapilmaktadir

(37,73,78,79).

Gasser ve ark.lar1 (2008), postmenapozal osteopeni olusturulan

ovarektomili siganlarda ZOL kullaniminin uzun dénem koruyucu etkilerini
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arastirdiklar1 calismada, ZOL'tin tek dozunun (100pg/kg) kemik tizerindeki
etkisinin 32 hafta stirdtigtinti bildirmektedir (80).

Yao ve ark’lar1 (2007), yash ovarektomili siganlarda kemik
mineralizasyonunun derecesini inceledikleri ¢alismalarinda, tek doz verilen
ZOL'un trabekiiler kemik kaybmi 180 gitine kadar engelledigini
bildirmektedirler (81).

Brouwers ve ark.’lar1 (2008), ovarektomili sicanlarda erken ve geg
donem bifosfonat tedavisinin kemik dejenerasyonu ve iyilesmesi {izerine
yaptiklar1 calismada, erken donem ZOL tedavisinin, ovarektomi sonrasi

kemigin mikro yapisindaki degisimleri engelledigini rapor etmektedir (82).

Perilli ve ark.lar1 (2009), ZOL enjeksiyonundan sonra bilgisayarl
mikrotomografi (mikro-CT) kullanarak ovarektomili sicanlar ile normal
sicanlarin, erken donem kemiksel degisimlerini karsilastirdiklar: calismada,
ovarektomi yapilan sicanlara 2 hafta icinde ZOL uygulandiginda kanselloz

kemigin tamamen iyilestigini bildirmektedir (83).

Glintimtizde, deney hayvanlar1 tizerinde bifosfonatlarin kemik
metabolizmasina etkilerinin arastirildig1 bir¢ok calisma bulunmaktadir
ancak bifosfonatlarin cenelerde olusturdugu yan etkilerinden biri olan

osteonekrozu inceleyen galismalar smirl kalmaktadir.

Burr ve Allen (2009), 6 ay boyunca yiiksek doz ZOL uyguladig:
(0,06mg/kg/ay) av kopeklerinde, alveoler kemikte ve osteositlerde nekroz

oldugunu ancak kemigin aciga ¢ikmadigini rapor etmektedir (84).

Hikita ve ark.’larinin (2009) ¢alismasinda, dis ¢ekimi dncesinde ¢ekim
bolgesine 16 giin stire ile lokal olarak alendronat uyguladiklar: 5 haftalik
erkek sicanlarda, alendronat uygulanan grupta dis ¢ekim soketinde yeni

kemik olusumunun geciktigini, ayrica iyilesme siirecinin erken
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donemindeki  enfeksiyonun, @CBON  gelisimini tetikleyebilecegini

bildirmektedir (85).

Kobayashi ve ark.lar1 (2009), insanlarda gelisen CBON
mekanizmasini farelerde dis ¢cekim modeli olusturarak ZOL’iin ¢ekim soketi
tizerindeki etkisini inceledikleri calismasinda, ZOL wuygulamasma dis
cekiminden 7 giin once baslanarak 13 giin stire devam ettigini ancak

tarelerde dis ¢ekimi sonrasinda CBON gelismedigini bildirmektedir (29).

Sonis ve ark.’lar1 (2009), sicanlara ZOL ve DX uyguladiktan sonra dis
cekimlerini yaptiklar1 calismada, ZOL ve DX wuygulanan sicanlarda
insanlarda olusan CBON’a benzer, mukozada tilserasyon, nekrotik kemik ve
inflamatuvar infiltrasyon gozlendigi, bununla birlikte maksiller molar disleri
cekilen sicanlarin %80'ninde, mandibular molar disleri cekilen sicanlarin ise
%60'mmda cekim bolgelerinde tilserasyon meydana geldigini rapor

etmektedir (37).
2.6 Kemik Morfogenetik Proteini

Iskelet dist bolgelere yerlestirilen demineralize kemik matriksinin
(DKM), kemik formasyonunu tetikledigi ve dogal kemik olusumunu
sagladig1 rapor edilmektedir (86). Insan, maymun, sigir ve sigan tizerinde
yapilan histolojik ve biokimyasal analizler sonucunda DKM'nin
yerlestirilmesinden 5 ile 10 giin sonra kartilaj dokunun gelistigi, 7 ile 14 gtin
arasinda kartilaj dokunun mineralize oldugu ve kemik dokusuyla yer
degistirdigi, 21 giin sonra hematopoetik kemik iligi olusumunun gozlendigi
bildirilmektedir (87,88,89). DKM'nin yerlestirilmesini takiben gelisen
hiicresel aktiviteyi, embriyojenik kemik olusumunu ve normal kemik

iyilesmesini taklit ettigi ileri stirtilmektedir (90).

Urist (1979), DKM'nin izolasyonu ile kemik olusumunu tetikleyen

proteinin kemik morfogenetik proteini (KMP) oldugunu rapor etmistir (91).
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Viicutta eser miktarda bulunan KMPlerin, osteoblastlar ve osteositler

tarafindan sentezlendigi, kemikte ve dentinde bulundugu gosterilmistir (92).

KMP, peptit biiytime faktorleri iceren transforming biiytime faktorii
beta (TGF-B) stuperfamilyasinin tiyesidir. TGF-f stiperfamilyasinin KMP,
biiytime ve differansiyasyon faktorleri (GDF), inhibin/aktivinler, TGF-f3 ve
Miillerian inhibisyon maddeleri gibi 40 adet tiyesi bulunmaktadir. KMP'ler,
kemik formasyonu icin gereken 7 adet distilfit bag ile baglanmis dimer
icerir. KMP’ler hem iki benzer zincir iceren homodimer olarak hem de iki
farkli zincir iceren heterodimer olarak aktiftir (93,94). Guntimtizde 15 adet
KMP tanimlanmakta ve aminoasit dizilis benzerliklerine gore alt gruplara
ayrilmaktadir (88). KMP-2 ve KMP-4 birinci alt grubu, KMP-5 ve KMP-8
ikinci alt grubu, KMP-3 ve GDF-10 ise iictincii alt grubu olusturmaktadir
(96). Kusumoto ve ark.’lar1 (1999), KMP-2'nin osteoindiiktif 6zelliginin diger

proteinlere oranla daha fazla oldugunu bildirmektedir (96).

Endokondral kemiklesme sirasinda kondrositlerin, spongioz kemik
ve perikondriyumda kemik olusumunu KMP aracilig: ile uyarilmaktadir.
KMP-2,3,4,5,6,7 ve btytime farklilasma faktori-5'in  (BFF) btiytime
plagindan salinmaktadir (97,98).

KMP-2 hipertrofik kondrositlerden, perikondriyumdan ve eklem
bolgelerindeki gelisim alanlarindan salgilanmaktadir. Perikondriyumun
epifizi kusatan boltimleri disinda kalan kisimlarinda KMP-3 saliniminin
oldugu belirtilmektedir. Perikondriyumu olusturan hiicrelerde ve olgun
hipertrofik kondrositlere komsu olan alanlarda immunohistokimyasal
olarak KMP-4'tin varlig1 gosterilmektedir. KMP-5in perikondriyumda,
KMP-6'nin ise hipertrofik kondrositlerde ve eklemlerde bulundugu rapor
edilmektedir. KMP-7 proliferatif kondrositlerde ve perikondriyumun ig
boltiimiindedir ve hipertrofik kondrositlerden salgilanan temel KMP'lerin

KMP-2 ve KMP-6 olduklar1 savunulmaktadir (98,99).
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Travma cerrahi rezeksiyon ya da tiimor sonrasinda gelisen kemik
defektlerinin ve kiriklarinin tedavisi, ¢ene cerrahisi ve ortopedide dnemini
korumaktadir. Kemik iyilesmesinde biiyiime faktorlerinin etkisini arastiran
bircok calisma bildirilmektedir. Fibroblast btiytime faktorii-1'in (FBF)
pariyetal kemik defektlerinde kopriilenmeye yardimci oldugu ve titanyum
ile birlikte kullanildiginda kemik implant integrasyonunu arttirdig:
bildirilmektedir. Yogun olarak kullanilan FBF-2'nin, kallusu arttirdig1 kemik
olusumunu hizlandirdig: bildirilmektedir (100,101).

KMP'lerin, kemik ve kikirdak dokularmin gelisim ve
rejenerasyonunda etkisi oldugu bildirilmektedir. KMP’lerin, farklilasmamais
mezensimal ve osteoprojenitor hiicrelerin cogalmasii ve osteoblastlara
farklilasmalarim1 = sagladiklari, bununla birlikte osteoblastlarin alkalen
fosfataz salinimini ve mezensimal hiicrelerin kemotaksis ile tip-4 kollajene

baglanmalarin arttirdiklar: rapor edilmektedir.

Immatiir hiicrelerin bulundugu kemik iyilesmesi safhasinda
KMPlerin gozlendigi ve KMP'lerin lokal regiilatér olarak bulunduklar:
rapor edilmektedir. Iyilesme gozlenmeyen defektlerden alinan hiicrelerin
KMP’ye osteojenik cevap verdigi ve bolgede bulunan KMI’lerin yeterli
sayida olmadig; ileri stirtilmektedir (92,102).

2.7 KMP’nin Etkinligi Uzerinde Rol Oynayan Faktorler

KMP’nin kemik olusumunu etkileyen lokal ve sistemik birgok faktor
gosterilmektedir. FBF, prostoglandinler ve TGF-, KMP’ye sinerjik etki eden
lokal faktorler olarak kabul edilmektedir. Sican kemik iligi kultiir
hiicrelerinde temel FBF'niin KMP-2 ile sinerjik etki gosterdigi ancak ytiksek
dozlarda temel FBF'niin inhibitor etkisi bildirilmektedir. KMP etkinliginde
sistemik faktorlerin de rol oynadigi, glukokortikosteroidlerin KMP-2'nin

osteoindtiiktivitesini arttirdig1 rapor edilmektedir. Vitamin-D ile KMP-3'tin
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insan kemik iligi kiilttirlerinde sinerjik etki yaptigi ve sican kas igi
yerlestirilen KMP-2'nin osteoindiiktif etkisini arttirdigi savunulmaktadir

(96,103,104,105).

KMP'nin klinik kullanimi igin cesitli rekonstriiksiyon teknikleri
uygulanmaktadir. Bu tekniklerden bazilari, direkt olarak defekt bolgesine
KMP yerlestirilmesi, donor sahada KMP indiiksiyonu ile kemik
olusturulmasi ve defekt bolgesine yerlestirilmesi ya da dontr sahaya KMP
uygulanmasi ve ayni zamanda otojen, allojen ve/veya vaskiilerize kemik

greftlerinin birlikte kullanilmasidar.

Wozney ve ark.’lar1 (1988), KMPlerin klonlanlarak (rhKMP) istenilen
miktarda elde edilebilecegini savunmaktadir (106). Bessho ve ark.’lar1 (1999),
rekombinant insan kemik morfogenetik protein’leri (rhKMP) ile insan kemik
matriksinden saflastirilarak elde edilen KMPleri karsilastirdiklar:
calismalarinda, rhKMP'leri saflastirilarak elde edilen KMP'lere gore daha

gtivenli kullanilabilecegini rapor etmektedir (107).

Yaslanma, mezensimal primitif hiicre sayisimin azalmasi veya bu
hiicrelerin rhKMP-2'ye olan cevaplarinda degisikligin olmasi nedeniyle
rhKMP-2'nin ~ kemik  olusturma  kapasitesini  negatif etkiledigi
bildirilmektedir (108).

Rekombinant olarak tiretilebilen KMP in vivo ortamda c¢oziilebilir
oldugundan ilgili bolgeye yerlestirildikten kisa siire sonra ortamdan
uzaklastigl, bununla birlikte KMP'nin yeterli miktarda kemik indtiksiyonu
yapabilmesi i¢in yavas salinim yapabilme 6zelligine sahip tasiyic ile birlikte
uygulanmas gerektigi bildirilmektedir. KMP tasiyicisinin hiicrelerin ve kan
damarlarmin gecisi i¢in yeterli poroziteye sahip olmasi, basing ve gerilim

kuvvetlerine karsi mekanik olarak direng gosterebilmesi, bio-uyumlu
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olmasi, ayrisabilmesi, inorganik olmasi ve defekte adaptasyon

saglayabilmesi icin sekillendirilebilir olmas: gerektigi belirtilmektedir (109).

KMP'nin etkileri tizerine yapilan in vitro calismalar, multipotent
hiicrelerin kemik indiiksiyonunda rol oynadiklarimi kanitlamaktadir.
Prenatal/postnatal hayvanlarda veya insan ve hayvan kemik iligi
hiicrelerinde bulunan multipotent hiicrelerin KMP’lere karsi duyarlilik
gosterdikleri bununla birlikte yenidogan sican kalvariyal hiicreleri ve sican
osteosarkom hticreleri rhKMP-7 ile tedavi edildiklerinde osteojenik
diferansiyasyon gosterdikleri rapor edilmektedir (110,111). Ayrica fare
embriyosundan elde edilen fibroblastik hiicre zincirinin rhKMP-2"ye kars1
osteoindiiktif cevap olusturdugu bildirilmektedir. Sican ve fare kemik
iliginin thKMP-2, insan kemik iliginin ise thKMP-2 ve thKMP-7 tedavisi
sonrast osteoblastik parametrelerde artisin gozlendigi rapor edilmektedir

(112,113,114,115,116).

Giintimtizde, KMP'ler i¢cin uygun tasiyicr olarak veya kemik greft
yerine kullanilan kollajen, ektraseliiler matriks protein jeli, inorganik
alloplastik, rezorbe olmayan kemik matriksi, fibroz cam membran veya
rezorbe olabilen sentetik polimer gibi cesitli biyosentetik materyaller
bulunmaktadir (117,118). Bu tasiyicilarin, farkli hayvan modellerinde, farkl
dozlarda ve donor sahalarda uygulanmalari nedeniyle goreceli etkilerinin
karsilastirilamadigr rapor edilmektedir (119). Kemik indiiksiyonunun
saglanabilmesi ve KMP'nin biyolojik aktivitesinin devamlilig1 icin tasryicinin
KMP salgilama hizinin etkili oldugu, bununla birlikte kollajen ilk
uygulandiginda ¢ok miktarda saliim yaptigir ancak sonrasinda salinimin
dereceli olarak devam ettigi bildirilmektedir. KMP tasiyici ile ilgili bolgeye
yerlestirildikten sonra KMP salinimi icin tasiyict materyalin rezorbe olmasi
istenilen bir ozelliktir. Ancak tasiyict hizli rezorbe oldugunda, KMP'nin
bolgeden uzaklasabildigi ve yeterli osteoindiiksiyon saglanamadig1 da rapor

edilmektedir. Kemigin kollajen komponentinin osteokondiiktif olmasi
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nedeniyle kemik greft materyali olarak kollajenin tek basma kullaniminin
kemik rejenerasyonu igin yetersiz oldugu bildirilmektedir (118,120). Kollajen
kalsiyum fosfat ile kombine kullanildiginda osteopregenitor hiicrelerin
diferansiyasyon etkisiyle kemik hacmini arttirmaktadir (121). KMP-2
tastyicist  olarak  hiyaltranik asit polimeri ve kollajen spang
karsilastirildiginda hiyaltiranik asit polimerinin kemik olusumunda daha
etkili oldugu rapor edilmektedir (122). KMP'nin tasiyicisin ozelligi
yaninda kullanim dozu da onemlidir. Calismalarda KMP-2'nin mandibular
kemik iyilesmesi tizerinde etkili oldugu, yeni kemik olusumu igin ideal

dozun KMP-2 icin 1pgr ile 10pgr arasinda oldugu bildirilmektedir (119).

Higuchi ve ark.’lar1 (1999), sican mandibulasinda olusturulan defekte
rhKMP-2 tasiyicist olarak polilaktik asit-poliglikolik asit kopolimeri/jelatin
sponge kullandiklar: calismada, materyalin 4 hafta sonunda defektte kemik

rejenerasyonu olusturdugunu bildirmektedirler (123).

Arosarena ve Collins (2005), KMP-2 tasiyicist olarak hiyaluranik asit
polimeri ile kalsiyum hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfat iceren kollajeni
karsilastirdiklar1 calismada, her iki tasiyicinin da kemik iyilesmesi tizerine

etkilerinin esit oldugunu rapor etmektedir (119).

Schliephake ve ark.lar1 (2007), 45 wistar sicaninda mandibular defekti
rhKMP-2 iceren yavas salmimli polilaktik asit tasiyicisi ogmente edildiginde
hacminin korundugu ve defekt bolgesinde yeni kemik yapimini saglandigin

rapor etmektedir (124).

Son yillarda kollagen tasiyicilarin, biyouyumluluk, fizyolojik son
tirtinlere parcalanma, hiicreler ve makromolekiillerle uygun etkilesimleri
nedeniyle kullanimlarmin arttig1 bildirilmektedir. (125). Kollajenin, hticresel
infiltrasyonu ve yara iyilesmesi {izerindeki etkisinin arastirildigi, bununla

birlikte enjekte edilebilen form, doku ve vaskiiler sealant, toz ve spang gibi
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cesitli formlar1 kullanildig1 rapor edilmektedir (126). Kollajen spang, iyi bir
hemostatik ajan ve yara kapatilmasinda giivenli materyal olarak

bildirilmekte, ayrica doku miihendisligi alaninda da arastirilmaktadir

(127,128).

Kollajen spang tiretiminin, saflastirilmis kollajen materyalinin, fiber
yapinin absorbsiyonu ve ayrismasi i¢in gerekli olan uygun PH’da su bazl
soltisyon ve siispansiyon igerisine yerlestirilerek saglandig: belirtilmektedir
(126). Homojen poroz kollajen yapinin olusturulmas: icin dondurma-

kurutmanin en etkili yontem oldugu rapor edilmektedir (129).

RhKMP'nin farkli materyallerle kombinasyonlarinin basarisinin
kiicik hayvan deney modelleri kullanilan calismalarda anlamli derecede
yiiksek oldugu bildirilmektedir. Biiyiik hayvan tiirlerinde iyilesme hizimin
ve kapasitesinin azaldig1, bununla birlikte rhKMP-2'nin farkli materyallerle
kombinasyonunun, kirik iyilesmesinde veya segmental defektlerde
kullanildiginda basar1 oraninin diisttigti rapor edilmektedir. Ancak birgok
calismada rhKMP-2'nin kollajen spang ile kombinasyonunun kritik boyutta
defektlerin onarilmasi, kirik iyilesmesinin hizlandirilmasi, kraniyal
defektlerin onarilmas: ve spinal kordda iyilesmenin desteklenmesi gibi farklh

alanlarda uygulandig: belirtilmektedir (125).
2.8 RhKMP-2'nin Dis Hekimligi'nde Kullanim1

Maksillofasiyal defektlerin onarimi, ¢ene rekonstriiksiyonu ve dental
islemlerde yeni kemik indiiksiyonunu saglamak icin rhKMP-2/kollajen
tasiyicisinin kullaniminin énemli rol oynadig: bildirilmektedir. Boyne (1996),
maymun mandibulasinda olusturulan segmental defektin rhKMP-2/kollajen
ile tedavi ettigi calismasinda, tiim hayvanlarin kritik boyuttaki defektlerinde

rejenerasyon gozlendigini bildirmektedir (130).
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Howell ve ark.’larmin (1997), rhKMP-2 iceren kollajen spancin dis
cekimi sonrasinda alveoler kemige etkisini inceledikleri calismasinda,
rhKMP-2 iceren kollajen spancin lokal ve sistemik olarak yan etki
olusturmadigl, iyi tolere edilebildigi ve dis ¢ekimi sonrasinda alveoler

kemigin rezorbsiyonunu engelledigi rapor edilmektedir (131).

Cochran ve ark.lar1 (2000), dis c¢ekimi sonrasi, alveoler kret
ytiksekliginin  korunmast igin rhKMP-2/kollajen kombinasyonunun
uygulandig1 calismada, 3 yillik takip sonucu tiim cekim soketlerinde yeni
kemik olusumu gozlendigi ve bu bolgelere dental implant uygulandiginda

komplikasyon meydana gelmedigini rapor etmektedir (132).

Matin ve ark.lar1 (2001), sicanlarda rhKMP-2 iceren polilaktik
asit/ poliglikolik asit ile kapl1 jelatin spang tasiyici kullandiklar: calismasinda
cekim soketine uygulanan rhKMP-2 iceren tasiyicinin uygulanan cekim
soketinde 5 giin sonra yeni kemik gozlendigi ve histomorfometrik
degerlendirmede kontrol grubuna gore daha fazla kemik rejenerasyonunun

gelistigini bildirmektedir (133).

Brick ve ark.lar1 (2008), Spraque-Dawley cinsi sicanlarda
olusturduklar1 akut enfeksiyonlu segmental femur defekte, rhKMP-
2/kollajen implanti yerlestirdikleri calismada, enfeksiyon gelisen
defektlerde rhKMP-2 ile yeni kemik olusumu gozlendigi ve enfeksiyonun
etkilerini engelledigi rapor edilmektedir (134).

Wang ve ark.’lar1 (2009), rhKMP-2 iceren tasiyicilarin osteonekrotik
kemikte olusturdugu rejenerasyonu inceledikleri calismalarinda, kontrollii
salmim gerceklestiren rhKMP-2 iceren tasiyicilarin nekrotik kemigi orten
kallus olusumunu indtiikledigini ve 61t kemik icerisinde neovaskiilarizasyon

olusturdugunu rapor etmektedir (135).
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Glintimtizde bifosfonat grubu ilaclar, osteoporoz, Paget hastaligi,
multiple myeloma, metabolik kemik hastaliklar;, meme, akciger, prostat
kanserleri gibi tiimorlerin kemik metastazlarimin bulundugu vakalarda
kullanilmaktadir (35). Bifosfonat kullanan hastalarda goriilen osteonekroz
tedavisinde, kemik iyilesmesini hizlandiran ve komplikasyonlarin
gelismesini engelleyen mekanizmalarin etkinligi bilinmemektedir. Bu
calismada, potansiyel olarak bifosfonat kullamimi gerektiren sistemik
rahatsizliklara sahip olan hastalarin yasi ve cinsiyeti goz Oniinde
bulundurularak, ovarektomi sonrasti ZOL uygulanan ovarektomili
sicanlarda thKMP-2'nin dis ¢ekimi bolgesindeki yara iyilesmesi tizerindeki

etkisinin deneysel olarak incelenmesi amaglanmaktadir.
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4. MATERYAL ve METOD
3.1 Materyal

Calisma Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Aragtirma
Merkezinde 42 adet 12 haftalik, ortalama 225 gram agirliginda Spraque-
Dawley cinsi disi sican tizerinde yurttiildi. Tim sicanlar, 21 C° sicaklikta
%40 ile %60 nem oraninda, stirekli 1lik ve temiz hava olan, 12 saat aydinlik,
12 saat karanlik siklusda tigerli olarak metal kafeslerde barindirildi.
Sicanlarin beslenmesi; stirekli ve smirsiz su olacak sekilde ve herhangi bir

gida kisitlamasi yapilmadan uygulanda.

Resim 3.1. Ovarektomi Oncesi sedasyon uygulanan Spraque-Dawley sicanin

sabitlenmesi
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Calismanin her asamasinda tiim sicanlara intraperitonal 50 mg/kg
ketamin hidrokloriir (Ketalar®, 50 mg/ml, Eczacibasi, Istanbul, Turkiye) ve
10 mg/kg xylazin (Rompun®, 23,32 mg/ml, Bayer, Istanbul, Tiirkiye)
enjeksiyonu ile anestezi yapildi. Anestezi saglanan hayvanlarin karmn bolgesi
tiraslandiktan sonra povidon iyodin soliisyonu ve steril cerrahi ortu ile
cerrahi bolgede antisepsi saglandi. Ovarektomi yapilan sicanlarin karin orta
hatt1 tizerinde 2 cm’lik laparotomi insizyonu ile karin boslugu acild1 (Resim
3.2)). Ovaryumlara ulasildiktan sonra mezovaryum ve tuba uterina ligattire
edildi (Resim 3.3.). Over dokulari cift tarafli olarak eksize edildi (Resim 3.4.).
Kanama kontrolii yapildiktan sonra karin duvari, cilt alt1 ve cilt dokular:
katmanlar halinde 5-0 Vicryl® ile dikilerek yara primer olarak kapatilda.
Antiseptik ve antibiyotikli yara pomadi uygulanarak operasyon bitirildi

(Resim 3.5.).

Resim 3.2. Steril operasyon sahasinin hazirlanmasi
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Resim 3.3. Ovaryumlarin diseksiyonu

Resim 3.4. Eksize edilen ovarler
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Resim 3.5. Cilt ve cilt alt1 dokularin siiture edilmesi

Hayvanlarda osteopeninin gelismesi icin ovarektomi isleminden
sonra 4 hafta beklenildi (37). Ovarektomiye bagli olarak viicut agirhiklarmin
artmamasi i¢cin normal miktarin %50’si verilerek yemeklerinde kisitlama
yapildi. Tim sicanlarmn agirliklari, ovarektomi, ilk enjeksiyon, dis cekimi ve
sakrifiye edilmeden o©nce olmak tizere 4 zaman araliginda olgiilerek

kaydedildi.

Dis cekim soketlerine yerlestirilmek tizere, eshcheria coli’den elde
edilen rhKMP-2'nin (R&D® Systems, Inc., Minneapolis, Minn., USA)
kullanimi tiretici firmanin hazirlanma sekline gore yapildi (Resim 3.6.).
Liyofilize olarak 10ug rhKMP-2 ihtiva eden siselere, icerisinde %0,1
oraninda sigir albumini bulunan 1 ml fosfat buffer saline soliisyonu
eklenerek mikrolitresinde 0,01 pg rhKMP-2 konsantrasyonu elde edildi.
Steril olarak 5x5x5 mm boyutlarinda tasiyici olarak hazirlanan kollajen
spang tizerine steril uglar kullanilarak 6zel pipet araciligiyla 200 pl soliisyon

eklendi.
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Resim 3.6. Rekombinant insan Kemik Morfogenetik Proteini-2 (RhKMP-2)

Dort hafta sonunda 42 deney hayvami ti¢ gruba ayrildi. Kontrol
grubunda 14 adet sicana 2 hafta boyunca haftada bir doz subkutan 7,5
ng/kg zolendronik asit (Zometa®, IV 4 mg Zolendronik Asit, Novartis, NJ,
USA) ve her gtin 1Img/kg deksamethazon (Dekort®, 8 mg Deksamethazon,
Deva, Istanbul, Tiirkiye) uygulands, ilk yapilan dozdan 15 giin sonra 7
sicanin sag maksiller molar disi, diger 7’sinin ise sag mandibular molar disi
cekildi. Tkinci gruptaki (A grubu) 14 adet sigana 2 hafta boyunca haftada bir
doz subkutan 7,5 pg/kg zolendronik asit (Zometa®, IV 4 mg Zolendronik
Asit, Novartis, NJ, USA) ve her giin Img/kg deksamethazon (Dekort®, 8 mg
Deksamethazon, Deva, Istanbul, Tiirkiye) uyguland, ilk yapilan dozdan 15
glin sonra 7 sicanin sag maksiller molar disi, diger 7’sinin ise sag
mandibular molar disi gekildi ve g¢ekim bolgesine rhKMP-2 emdirilmis
spang tampon yerlestirildi. Ugiincti gruptaki (B grubu) 14 adet sicana 3 hafta
boyunca haftada bir doz subkutan 7,5 pg/kg zolendronik asit (Zometa®, IV
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4 mg Zolendronik Asit, Novartis, NJ, USA) ve her giin 1mg/kg
deksamethazon (Dekort®, 8 mg Deksamethazon, Deva, Istanbul, Turkiye)
uygulandy, ilk yapilan dozdan 21 giin sonra 7 sicanin sag maksiller molar
disi, diger 7’sinin ise sag mandibular molar disi gekildi ve ¢ekim bolgesine
rhKMP-2 emdirilmis spang tampon yerlestirildi. Cekim soketleri 5-0 Vicryl®
kullanilarak primer olarak kapatildi (Resim 3.7., 3.8.). Tim deney hayvanlar:
dis cekimlerinden 4 hafta sonra sakrifiye edildi. Her bir sicanin cekilen dis
bolgesindeki genesi diseke edilip, alinan doku o¢rnekleri kemik yapidaki
degisikliklerin histolojik olarak degerlendirilmesi amaciyla Yeditepe
Universitesi Tip Fakiiltesi, Temel Tip Bilimleri Patoloji Labotatuvarina

gonderildi.

Tum ornekler histolojik analiz icin 24 saat %10’luk formalinde
bekletildi daha sonra %5’lik formik asitte 72 saat bekletilerek dekalsifiye
edildi ve 58-65 C derece sicakliktaki parafin icine gomdiiliilerek 2 saat
bekletildi ve bloklar hazirlandi. Ornekler parafinden uzaklastirildiktan sonra
hematoksilen ve eosin ile boyanarak i1sik mikroskobunda aymi patolog
tarafindan kemik dokusundaki degisiklikler ve iyilesmeye dair bulgular
incelendi. Bu bulgular inflamasyon, yeni kemik olusumu ve sokestr

varligina gore degerlendirildi.

Histolojik kesitlerde izlenen inflamasyonun varlig: (+), siddetli olusu
ise (++) olarak, yeni kemik olusumu (+) iken, ileri diizeyde yeni kemik
olusumu (++) olarak degerlendirildi. Sokestr varlig1 ise var ya da yok olarak

kaydedildi.
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3.2. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgularin, istatistiksel degerlendirme analizleri
icin NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007&PASS 2008 Statistical
Software (Utah, USA) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken
parametrelerin gruplar aras: karsilastirmalarinda Oneway Anova testi ve
farkliligin oldugu grubun belirlenmesinde Tukey HDS testi kullanildi. Grup ici
agirlik degisimlerinin degerlendirilmesinde tekrarlayan oOlctimlerde varyans
analizi ve anlamlilia neden olan dénemin tespitinde Post Hoc Bonferrini testi
kullanildi. Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise Ki-Kare ve Fisher’s Exact

Ki-Kare testleri kullanildi. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Tum gruplarda sicanlarin her bir islem zamanlarindaki agirliklarinin
ortalamasi tablo 4.1'de gosterilmektedir. Kontrol grubundaki sicanlarin
agirliklarinda istatistiksel olarak anlaml bir degisim izlendi (p<0.01). Sicanlarin
ovarektomi sonrasi agirliklarina gore birinci enjeksiyonda ve sakrifiye
donemindeki agirliklarinda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamli iken
(p=0.001; p<0.01); ovarektomi sonrasindaki agirliklarina gore dis cekimi
zaminindaki agirliklarinda anlamli bir degisim bulunmadi (p=1.000; p>0.05).
Sicanlarin birinci enjeksiyondan dis ¢ekimi zamanina kadar gecen stiredeki
agirliklarinda goriilen distisler istatistiksel olarak anlamli iken (p=0.001;
p<0.01); birinci enjeksiyon ile sakrifiye edilme donemindeki agirliklar: arasinda
anlamli bir farklilik bulunmad: (p=0.589; p>0.05). Sicanlarin dis ¢ekiminden
sakrifiye edilme zamanina kadar gecen stirede agirliklarinda gortilen artislar

ileri dtizeyde anlamli bulundu (p=0.001; p<0.01). (Sekil 4.1)
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Tablo 4.1: Tim gruplarda sicanlarin her bir islem zamanlarmdaki agirliklarmin

ortalamasi

Islem zamanlarindaki Kontrol A Grubu B Grubu
agrlik (gr) Ort£SS Ort£SS Ort£SS
Ovarektomi 222,58+13,86 215,30+21,10 184,01+17,99
Birinci enjeksiyon 273,76+12,40 267,23+24,21 236,19+18,72
Dis ¢ekimi 233,25+30,23 235,11+24,78 174,86+19,69
Sakrifiye 286,22+24,35 274,43+28,97 223,04+27,43
*p 0,001** 0,001** 0,001**
++Post-Hoc 1<2,4** 1<2,3,4** 1<2,4**
Degerlendirme 3<2,4%* 3<2,4%* 3<1,2,4%*
+Tekrarlayan Olgiimlerde Varyans Analizi

*+ Post-Hoc Bonferroni Test **p<0.01
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Sekil 4.1: Kontrol grubundaki agirlik degisimi grafigi

A grubundaki sicanlarin tiim islem zamani araliklarindaki agirliklarinda
istatistiksel olarak anlaml bir degisim izlendi (p<0.01). Sicanlarin ovarektomi
sonrasi ile birinci enjeksiyon tarihindeki, dis cekimi ve sakrifiye donemindeki
agirliklarinda gortilen artislar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.001;
p<0.01). Sicanlarin birinci enjeksiyon ile, dis cekimi sirasindaki agirliklarinda
goriilen distisler istatistiksel olarak anlamli iken (p=0.001; p<0.01); birinci
enjeksiyon ile sakrifiye donemindeki agirliklar: arasinda anlamli bir farklilik
izlenmedi (p=1.000; p>0.05). Sicanlarin dis ¢ekimi ile sakrifiye donemi arasinda
gecen zamandaki agirliklarinda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p=0.001; p<0.01). (Sekil 4.2)
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Sekil 4.2: A grubundaki agirlik degisimi grafigi

B grubundaki sicanlarin tiim islem zamar araliklarindaki agirliklarinda
istatistiksel olarak anlaml bir degisim izlendi (p<0.01). Sicanlarin ovarektomi
ile birinci enjeksiyon ve sakrifiye edilme doénemindeki agirliklarinda goriilen
artislar ve (p=0.001; p<0.01); ovarektomi ile dis ¢ekimi (p=0.001; p<0.01). birinci
enjeksiyon ile dis ¢ekimi zamanindaki agirhiklarinda goriilen azalma
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.001; p<0.01). Birinci enjeksiyon ile
sakrifiye donemindeki agirliklar1 arasinda anlamli bir farklilik izlenmezken
(p=0.062; p>0.05), dis cekimi ile sakrifiye donemindeki agirliklarinda goriilen
artislar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.001; p<0.01). (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3: B grubundaki agirlik degisimi grafigi

Tum gruplarda sicanlarin her bir islem oncesinde olciilen agirlik
degisimlerinin ortalamasi tablo 4.2’de gosterilmektedir. Sicanlarin ovarektomi
ile birinci enjeksiyon zamanina kadar gegen siirede agirliklarinda gortilen artis
diizeylerinin gruplar arasindaki degisiminde istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmadai (p>0.05).

Sicanlarin birinci enjeksiyon ile dis g¢ekimine kadar gecen stirede
agirliklarinda goriilen azalma dtizeyleri gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik izlendi (p<0.01). Kontrol ve A grubundaki sicanlarin birinci
enjeksiyon ile dis ¢ekimi arasindaki zamanda agirliklarinda goriilen azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmad:i (p=0.379; p>0.05). B grubundaki
sicanlarin agirliklarinda goriilen azalma, kontrol (p=0.005; p<0.01) ve A

grubundan (p=0.001; p<0.01) anlaml bir sekilde ytiksek bulundu. (Sekil 4.4)
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Tablo 4.2: Tum gruplarda sicanlarmn her bir islem oncesinde olctilen agirlik

degisimlerinin ortalamasi

Kontrol A Grubu B Grubu
p
Ort+SS OrtxSS OrttSS
Ovarektomi ile ilk
51,1849,08  51,93£12,81 52,18+10,93 0,970
enjeksiyon donemi
Birinci enjeksiyon ile dis
40,51+25,03  32,12+12,63  61,33+541 0,001**
cekimi donemi
Dis ¢ekimi ile sakrifiye
52,97+22,95 39,32+17,50  48,18+14,01 0,155
edilme donemi
Ovarektomi ile sakrifiye
63,64£28,97  59,12+19,07  39,03+14,69 0,011*%
edilme donemi
Oneway ANOVA *p<0.05 **p<0.01
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Sekil 4.4: Birinci enjeksiyon ile dis cekimine kadar gecen zamandaki degisimlerin

gruplara gore dagilimi

Tum sicanlarin dis ¢ekimi ile sakrifiye edilme donemine kadar gecen
strede agirliklarinda goriilen artista gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmad: (p>0.05).

Tum sicanlarin ovarektomi isleminden sakrifiye edilmesine kadar gecen
surede agirliklarinda goriilen artista gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir farklilik izlendi (p<0.05). Kontrol ve A grubundaki sicanlarin
ovarektomi isleminden sakrifiye donemine kadar gegen stirede agirliklarinda
goriilen artis duzeyleri arasinda anlamli bir farklihik bulunmazken (p=0.847;
p>0.05), B grubundaki sicanlarin agirliklarinda goriilen artis, kontrol (p=0.013;
p<0.05) ve A grubundaki (p=0.049; p<0.05) sicanlarin agirliklarindan anlamh
bir sekilde diisiik bulundu. Kontrol grubunda ortalama artis 63,64+28,97 gr
iken, A grubunda 59,12+19,07 gr, B grubunda ise 39,03+14,69 gr olarak
kaydedildi (p=0,011). (Sekil 4.5)
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Sekil 4.5: Tim gruplarin ovarektomi ile sakrifiye edilme donemine kadar gecen

zamandaki ortalama agirliklar:

Tum sicanlarin dis ¢ekim bolgelerinden alinan doku orneklerinin
histolojik degerlendirme bulgular1 tablo 4.3’te gosterilmektedir. Gruplarda
inflamasyon goriilme diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
izlenmedi (p<0.05). Kontrol grubunun inflamasyon diizeyi ile A ve B gruplar:
arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p=0.430, p=0.098; p>0.05). B grubunun
inflamasyon siddeti, A grubundan anlaml sekilde yiiksek bulundu (p=0.016;
p<0.05). B grubunda tiim sicanlarda (%100) siddetli inflamasyon izlenirken,
ayn1 siddetteki inflamasyon kontrol grubunda 10 sicanda (%71,4), A grubunda
ise 8 sicanda (%57,1) izlendi (p=0,025). (Sekil 4.6)
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Tablo 4.3: Ttim sicanlarin dis ¢ekim bolgelerinden alman doku 6rneklerinin histolojik

degerlendirme bulgular

Kontrol A Grubu B Grubu
p
n (%) n (%) n (%)
Inflamasyon
+ 4 (%28,6) 6 (%42,9) 0 (%0)
0,025*
++ 10 (%71,4) 8 (%57,1) 14 (%100)
Yeni kemik olusumu
++ 14 (%100) 2 (%14,3) 9 (%64,3)
0,001**
+++ 0 (%0) 12 (%85,7) 5 (%35,7)
Sokestr
Var 1(%7,1) 2 (%14,3) 8 (%57,1)
0,005**
Yok 13 (%92)9) 12 (%85,7) 6 (%42,9)
Ki-kare test *p<0.05 **p<0.01
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Sekil 4.6: Ttiim gruplardaki sicanlarin dis cekim bolgesindeki inflamasyon diizeylerinin

dagilim

Tum gruplardaki sicanlardan alinan cekim bolgesindeki yeni kemik
olusum diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlendi
(p<0.01). A grubunun yeni kemik olusum diizeyi, B (p=0.018) ve kontrol
gruplarindan (p=0.001) anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05; p<0.01). A
grubunda 12 sicanda (%85,7) ileri diizeyde yeni kemik olusumu izlenirken, aym
dtizeyde yeni kemik olusumu B grubunda 5 sicanda (%35,7) izlendi (p=0,001). B
grubunun yeni kemik olusum dtizeyi, kontrol grubundan anlaml sekilde

yiiksek bulundu (p=0.041; p<0.05). (Sekil 4.7)
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Sekil 4.7: Tum gruplardaki sicanlarin dis cekim bolgesindeki yeni kemik olusum

diizeylerinin dagilim

Tum gruplardaki sicanlarin dis c¢ekim bolgesindeki sokestr varligi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlendi (p<0.01). B grubunda 8
sicanda (%57,1) sokestr izlenirken, kontrol grubunda 1 sicanda (%7,1), A
grubunda ise 2 sicanda (%14,3) sokestr izlendi (p=0,005). B grubunda sokestr
goriilme orani, A (p=0.046) ve kontrol gruplarindan (p=0.013) anlamli bir
sekilde yiiksek bulundu (p<0.05). A ve kontrol gruplarinda sokestr varligi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmad: (p=1.000; p>0.05).
(Sekil 4.8)
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Sekil 4.8: Tum gruplardaki sicanlarin dis cekim bolgesindeki sokestr varligiin

dagilim

Kontrol grubunda, dis c¢ekimi yapilan maksilla ve mandibulada
inflamasyon, yeni kemik olusumu ve sokestr varliginin dagilimi tablo 4.4'te
gosterilmektedir. Maksilla ve mandibulada inflamasyon, yeni kemik olusumu
ve sokestr varlig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmad:
(p>0.05). Kontrol grubunda tiim sicanlarda (%100) ileri diizeyde yeni kemik
olusumu izlendi (p=1,000) (Resim 4.1, 4.2). Kontrol grubunda sadece 1 sigcanda
(%14,3) mandibulada sokestr izlendi.
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Tablo 4.4: Kontrol grubunda, maksilla ve mandibulada inflamasyon, yeni kemik

olusumu ve sokestr varliginin dagilimi

Maksilla Mandibula

Kontrol p
n (%) n (%)
Inflamasyon
o 4(%57,0) 0 (%0)
0,070
+ 3(%429) 7 (%100)

Yeni kemik olusumu

++ 0 (%0) 0 (%0)
1,000
+++  7(%100) 7 (%100)
Sokestr
Var 0 (%0) 1(%14,3)
1,000
Yok 7 (%100) 6 (%85,7)

Fisher’s Exact test
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Resim 4.1: Kontrol grubunda maksillada, ¢ekim bolgesini doldurmakta olan yeni
kemik yapimi, x100

Resim 4.2: Kontrol grubunda mandibulada, dis ¢ekim bolgesini (E) doldurmakta olan
yeni kemik yapimi, x100
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A grubunda, dis ¢ekimi yapilan maksilla ve mandibulada inflamasyon,
yeni kemik olusumu ve sokestr varliginin dagilimi tablo 4.5te gosterilmektedir.
Maksilla ve mandibulada izlenen inflamasyon, yeni kemik olusumu ve sokestr
varlig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihik bulunmadi (p>0.05). A
grubunda, ileri diizeyde yeni kemik olusumu tiim sicanlarin maksillasinda
(%100) izlenirken (Resim 4.3), mandibulada sadece 2 sicanda (%28,6) yeni
kemik olusumu izlendi (p=0,462) (Resim 4.4). Sokestr varlig1 her iki cenedeki
birer sicanin ¢ekim bolgesinde izlendi (p=1,000; p>0.05).

Tablo 4.5: A grubunda, dis cekimi yapilan maksilla ve mandibulada inflamasyon, yeni

kemik olusumu ve sokestr varligimin dagilim

Maksilla Mandibula
A Grubu P
n (%) n (%)

Inflamasyon

+3(%429)  3(%42,9)

1,000
++ 4 (%57,1) 4 (%57,1)
Yeni kemik olusumu
++ 0 (%0) 2 (%28,6)
0,462
+++ 7 (%100) 5 (%71,4)
Sokestr
Var 1 (%14,3) 1(%14,3)
1,000

Yok 6(%857) 6 (%85,7)

Fisher’s Exact test
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¢ekim bolgesinde yeni kemik yapimminda giiclu

A grubunda maksillada,

3

4

Resim

x200

osteoblastik aktivite,

x100

¢ekim bolgesinde yeni kemik yapimi (ok),

A grubunda mandibulada,

44

Resim
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B grubunda, dis cekimi yapilan maksilla ve mandibuladaki inflamasyon,
yeni kemik olusumu ve sokestr varligiin dagihimi tablo 4.6'da
gosterilmektedir. Maksilla ve mandibulada inflamasyon, yeni kemik olusumu
ve sokestr varlig1 arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunmadi
(p>0.05). B grubunda, ileri diizeyde yeni kemik olusumu maksillada 3 sicanda
(%42,9) izlenirken (Resim 4.5), mandibulada 2 siganda (%28,6) izlendi (p=1,000).
Maksillada 3 siganda (%42,9) (Resim 4.6, 4.7), mandibulada ise 5 sicanda (%71,4)
sokestr varlig1 belirlendi (p=0,592; p>0.05) (Resim 4.8, 4.9).

Tablo 4.6: B grubunda, dis ¢ekimi yapilan maksilla ve mandibuladaki inflamasyon,

yeni kemik olusumu ve sokestr varliginin dagilimi

Maksilla Mandibula
B Grubu p
n (%) n (%)

Inflamasyon

+  0(%0) 0 (%0)
1,000
++ 7 (%100) 7 (%100)

Yeni kemik olusumu

++  4(%571) 5 (%71A4)
1,000
+++ 3(%429)  2(%28,6)

Sokestr
Var 3 (%42,9) 5 (%71,4)

0,592
Yok 4 (%57,1) 2 (%28,6)

Fisher’s Exact test
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Resim 4.5: B grubunda maksillada, cekim bolgesinde yeni kemik yapimi (ok), (K),
x200

Resim 4.6: B grubunda maksillada, cekim bolgesinde iyilesme alani icinde notrofil
polimorflarla gevrili sokestr (ok) ve yeni kemik yapim (K), x100
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Resim 4.7: B grubunda maksillada, cekim bolgesinde iyilesme alan1 icinde notrofil

polimorflarla gevrili sokestr. (ok), x200
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Resim 4.8: B grubunda mandibulada, ¢ekim bdlgesinde iyilesme alan1 iginde nétrofil
polimorflarla gevrili sokestr (ok), x100

Resim 4.9: B grubunda mandibulada, ¢ekim bolgesinde iyilesme alan1 iginde nétrofil
polimorflarla gevrili sokestr. Sokestr (ok) ve notrofil polimorflar (Np), x200
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Tum gruplarda dis cekimi yapilan maksiller kemikteki histolojik
bulgularin dagilimi tablo 4.7’de gosterilmektedir. Gruplarin maksillada
inflamasyon goriilme diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmadi (p>0.05). B grubunda tiim sicanlarda (%100) siddetli inflamasyon
izlenirken, kontrol grubunda 3 (%42,9), A grubunda ise 4 sicanda (%57,1)
siddetli inflamasyon izlendi (p=0,062).

Gruplarin dis ¢ekimi yapilan maksillada yeni kemik olusum diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik izlendi (p<0.01). Kontrol ve B
grubunun yeni kemik olusum dtizeyleri arasinda anlamh farklihk bir
bulunmadi (p=0.192; p>0.05). A grubunun yeni kemik olusum dtizeyi, kontrol
(p=0.001) ve B grubundan (p=0.018) anlaml bir sekilde yiiksek bulundu
(p<0.05; p<0.01). A grubunda ileri diizeyde yeni kemik olusumu tiim sicanlarda
(%100) izlenirken, B grubunda 3 sicanda (%42,9) izlendi (p=0,001). (Sekil 4.9)

100 1
80 1

60 -
Oran (%)
40

0

Kontrol Grubu A Grubu B Grubu

Keamik

Sekil 4.9: Ttim gruplarin maksillada yeni kemik olusum diizeylerinin dagilim
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Tablo 4.7: Tim gruplarda dis cekimi yapilan maksiller kemikteki histolojik bulgularmn

dagilim
Kontrol A Grubu B Grubu
Maksilla p
n (%) n (%) n (%)
Inflamasyon
+  4(%57,1) 3 (%42,9) 0 (%0)
0,062
++ 3 (%42,9) 4 (%57,1) 7 (%100)
Yeni kemik olusumu
++ 7 (%100) 0 (%0) 4 (%57,1)
0,001**
+++ 0 (%0) 7 (%100) 3 (%42,9)
Sokestr
Var 0(%0) 1(%14,3) 3 (%42,9)
0,115
Yok 7 (%100) 6 (%85,7) 4 (%57,1)
Ki-kare test **p<0.01

Tum gruplarda dis ¢ekimi yapilan maksillada sokestr varligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). Ancak kontrol
grubunda sokestr izlenmezken, A grubunda sadece 1 sicanda (%14,3), B

grubunda ise 3 sicanda (%42,9) izlendi (p=0,115).
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Tum gruplarda dis ¢ekimi yapilan mandibular kemikteki histolojik
bulgularin dagilimi tablo 4.8’de gosterilmektedir. Gruplarin dis ¢ekimi yapilan
mandibulada inflamasyon goriilme diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik izlendi (p<0.05). A grubunun inflamasyon siddeti, kontrol ve B
grubundan anlamli sekilde diistik bulundu (p=0.049; p<0.05). Kontrol ve B
grubundaki ttim sicanlarda (%100) izlenen inflamasyon siddeti, A grubunda 4
sicanda (%57,1) izlendi (p=0,03). Kontrol ve B grubunun inflamasyon diizeyleri
arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p=1.000; p>0.05). (Sekil 4.10)

Tablo 4.8: Tim gruplarda dis ¢ekimi yapilan mandibular kemikteki histolojik

bulgularm dagilim

Kontrol A Grubu B Grubu
Mandibula p
n (%) n (%) n (%)
Inflamasyon
+ 0 (%0) 3 (%42,9) 0 (%0)
0,030*
++ 7 (%100) 4 (%57,1) 7 (%100)
Yeni kemik olusumu
++ 7 (%100) 2 (%28,6) 5 (%71,4)
0,017*
+++ 0 (%0) 5 (%71,4) 2 (%28,6)
Sokestr
Var 1 (%14,3) 1(%14,3) 5 (%71,4)
0,032*
Yok 6(%85,7) 6 (%85,7) 2 (%28,6)
Ki-kare test *p<0.05 **p<0.01
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inflamasvnn

Sekil 4.10: Tum gruplarmn dis ¢ekimi yapilan mandibulada inflamasyon diizeylerinin

dagilim

Gruplarin dis ¢ekimi yapilan mandibulada yeni kemik olusum dtiizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlendi (p<0.05). A grubunda
ileri diizeyde yeni kemik olusumu 5 sicanda (%71,4) izlenirken, B grubunda 2
sicanda (%28,6) izlendi (p=0,017). A grubunun yeni kemik olusum diizeyi,
kontrol grubundan anlamli bir sekilde ytiksek bulundu (p=0.021; p<0.05). B
grubunun yeni kemik olusumu ile kontrol (p=0.462) ve A grubu (p=0.286)
arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). (Sekil 4.11)

100
80

60
Oran (%)
40

20

0
Kontrol Grubu A Grubu B Grubu

Kemik Yanimi O++ O+++

Sekil 4.11: Tim gruplarin dis cekimi yapilan mandibulada yeni kemik yapim

diizeylerinin dagilim
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Gruplarin dis ¢ekimi yapilan mandibulada sokestr varligi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlendi (p<0.05). Sokestr, kontrol
grubunda 1 sicanda (%14,3) izlenirken, A grubunda 1 sicanda (%14,3) ve B
grubunda 5 sicanda (%71,4) izlendi (p=0,032). B grubunda sokestr varligi,
kontrol ve A grubundan anlamli bir sekilde yiiksek bulundu (p=0.031; p<0.05).
Kontrol ve A grubunda, ¢ekim bolgesinde sdkestr varlig1 arasinda istatistiksel

olarak anlaml1 bir farklilik bulunmad: (p=1.000; p>0.05). (Sekil 4.12)
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Kontrol Grubu A Grubu B Grubu

Sekil 4.12: Ttim gruplarin mandibulasinda sokestr varliginin dagilim
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Tum gruplarda dis cekimi yapilan maksiller kemikteki inflamasyona
gore yeni kemik olusumu ve sokestr varhigmmn dagilimi tablo 4.9'da
gosterilmektedir. Gruplarda dis c¢ekimi yapilan maksiller kemikteki
inflamasyona gore yeni kemik yapimi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). Inflamasyon diizeyi siddetli olanlarda
sOkestr gortilme oranmi daha yiiksek bulundu ancak bu farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmad: (p>0.05). Maksillada inflamasyon dtizeyi siddetli
olan 7 (%50,0) sicanda yeni kemik olusum dtizeyi yiiksek bulunurken (p=1,000),
4 (%28,6) sicanda ise sokestr varlig: izlendi (p=0,255).

Tablo 4.9: Tiim gruplarda dis ¢ekimi yapilan maksiller kemikteki inflamasyona gore

yeni kemik olusumu ve sokestr varliginin dagilimi

Inflamasyon
Maksilla + ++
p
n (%) n (%)
Yeni kemik olusumu
++  4(%57,1) 7 (%50,0)
1,000
+++ 3 (%42,9) 7 (%50,0)
Sokestr
Var 0 (%0) 4 (%28,6)
0,255
Yok 7 (%100) 10 (%71,4)

Fisher’s Exact Ki-kare test
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Tum gruplarda dis ¢ekimi yapilan mandibular kemikteki inflamasyona
gore yeni kemik olusumu ve sokestr varligiin dagilimi tablo 4.10°da
gosterilmektedir. Gruplarda dis c¢ekimi yapilan mandibular kemikteki,
inflamasyona gore yeni kemik yapimi diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). Inflamasyon diizeyi siddetli olanlarda
sOkestr gortilme orami daha ytiksek bulundu. Ancak bu farklilhik istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Mandibulada inflamasyon dtizeyi siddetli
olan 5 (%27,8) sicanda yeni kemik olusum dtizeyi yiiksek bulunurken (p=0,247),
7 (%61,1) sicanda ise sokestr varlig1 izlendi (p=0,521).

Tablo 4.10: Tim gruplarda dis ¢ekimi yapilan mandibular kemikteki inflamasyona

gore yeni kemik olusumu ve sokestr varliginm dagilim

Inflamasyon
Mandibula + ++
p
n (%) n (%)
Yeni kemik olusumu
++ 1 (%33,3) 13 (%72,2)
0,247
+++ 2 (%66,7) 5 (%27,8)
Sokestr
Var 0 (%0) 7 (%38,9)
0,521
Yok 3 (%100) 11 (%61,1)

Fisher’s Exact Ki-kare test
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5. TARTISMA

Cenelerin bifosfonata bagli osteonekrozunun (CBON) patogenezi ve risk
faktorlerini inceleyen c¢alismalar, insanlar tizerinde klinik deneylerin
yapilamamas: ve klinik ongoriilebilirliginin yoklugu nedeniyle kisitl
olmaktadir. Bu nedenle, 6zellikle kemik metabolizmas1 ve/veya kanser
hastalarinda goriilen CBON'u taklit etmek amaciyla gerceklestirilen hayvan
calismalar1 ©nem kazanmaktadir. Sistemik hastaliklar ve/veya kanser
tedavisinde potansiyel olarak onkolojik ajan olan bifosfonatlar kemik tutulumu
olan metastatik kanserlerde ve kemik mineral yogunlugu (KMY) diisiik olan
osteoporoz vakalarinda kullanilmaktadir. Dtizenli bifosfonat kullaniminin
kemik mineral yogunlugunda artisa neden oldugu, giinlitk ya da belirli
araliklarla verilen dozlarin aym derecede etkili olmasina ragmen doz verilis
surelerinden ¢ok uygulanan toplam dozun 6nemli oldugu rapor edilmektedir
(12). Malign hastaligin tiirtine gore degismekle birlikte, multiple myeloma
hastalarinda %95, meme ve prostat kanserinde %75, primer akciger, kolon ve
bobrek tiimorlerinde ise %15 ile %40 oraninda kemik tutulumu goritilmektedir.
Kadinlarda 40 ile 55 yas arasinda goriilen meme kanserinin siklig1 (%14,9) ve
iskelet sistemine etkileri de bilinmektedir. Bununla birlikte, 50 yas tisttindeki bir
kadinda geriye kalan yasam siiresince meme kanseri gortilme olasiliginin
yaklasik %10 oldugu bildirilmektedir (136,137). Bu yas grubundaki hastalarin
menapoz sonrasi izlenen osteoporoz varligr da dikkat cekicidir. Bu amacla,
klinik verilerin taklit edilmesi planlanan calismamizda, sicanlarda ovarektomi
sonrasi nitrojen igeren bifosfonat olan zolendronik asitin (ZOL) farkli zaman
araliginda cene kemiklerindeki etkinligini, dis cekimi sonrasi her iki cenedeki
kemik iyilesmesi ve cekim bolgesinin tedavisinde rekombinant insan kemik
morfogenetik proteini-2'nin (rhKMP-2) yara iyilesmesi tizerindeki etkisinin
deneysel olarak incelenmesi amaclandi. 42 sican 3 gruba ayrilarak 2 farkl
zamanda ZOLtin ¢cene kemiklerinde olusturdugu degisimi ve rhKMP-2'nin dis

cekim bolgesindeki iyilesme tizerindeki etkinligi incelendi.
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Bifosfonatlarin kemik metabolizmas1 tizerindeki etkilerinin, dogrudan
kemik yikimindan sorumlu osteoklastik aktivitenin engellenmesi ile saglandig:
ayrica ektraseliiler ~—matriksteki tiimor  hiicre tutulumunu, timorin
invazyonunu engelleme ve/veya timor hiicresinin apoptozu gibi antitimor
etkileri de bulundugu rapor edilmektedir (6,7). Bifosfonatlarin, fizyolojik
dozlarda uygulandiklarinda, kemige olan spesifik affinitelerinden dolay1, yeni
olusan kemikte ve osteoklastlarin yakininda ¢okeldigi bildirilmektedir. Rezorbe
olan osteoklastlar, etrafinda aciga c¢ikan kemik minerallerine hizli bir sekilde
baglandig1 ve rezorbe olan kemik boslugunda yiiksek miktarlarda gortldiigii
ileri stirtilmektedir. Bununla birlikte, kan dolasimindaki yarilanma ¢miirlerinin
30 dakika ile 2 saat arasinda degistigi (8), ancak kemikle birlesen ve metabolize
olmayan bifosfonatlarin uzun siire ytiksek konsantrasyonlarda bulunabildigi ve

10 yila kadar viicutta rastlanabildigi de savunulmaktadir. (8,9).

Nitrojen iceren bifosfonatlarin ise hiicre icine girerek biyosentetik
mevalonat gegis yolundaki farnesil pirofosfat sintaz (FPS) enzim aktivitesini ve
bununla birlikte farnesil pirofosfat ve geranil-geranil pirofosfat gibi ara
trtinlerin olusmasini inhibe ederek etkili olduklar1 gosterilmektedir (11).
Kemik iyilesmesine bagl olarak, sicanlarda bifosfonatlarin kemikteki kan
akismi baskiladig1 ve anjiyogenez siirecinde 6nemli olan vaskiiler endotelyal
bliytime faktoriiniin sirkiilasyon diizeyini belirgin sekilde azalttigi da rapor

edilmektedir (138).

Bifosfonatlarin osteoklastik aktivite {izerindeki inhibitor etkilerinin ve
antianjiojenik o6zelliklerinin tanimlanmasiyla, maligniteye bagl hiperkalsemi,
gogiis, prostat, akciger kanserleri gibi solid tiimorlerin kemik metastazlarinda
ve multiple miyeloma gibi kanser iligkili hastaliklarda, ayrica osteoporoz,
osteopeni, Paget hastalifi, osteogenezis imperfekta gibi sistemik

rahatsizliklarda yaygin olarak kullanilmaya baslanmustir. (3,4,5).

Kanser hastalarinda siddetli kemik agrisi, kirik riski veya hiperkalsemi

nedeniyle bifosfonat tedavisi ertelenememekte ve hastalar bifosfonat
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tedavisinin dental komplikasyonlari hakkinda her zaman
bigilendirilememektedir. Barker ve ark.lar1 (2007) yaptiklar1 calismada,
intravenoz (IV) bifosfonat tedavisi gorecek olan multiple myeloma hastalarinin
tedavi icin gittikleri doktorlarin %54'niin bifosfonat tedavisi oncesinde dis
hekimlerine yonlendirilmedigi rapor edilmektedir (65).

Bifosfonatlarin uzun dénem kullaniminin getirecegi yararlar karsisinda,
kemik dokusu tizerindeki potansiyel yan etkilerinin de dikkate alinmasi
gerekmektedir. Oral bifosfonatlarin, osteoporoz tedavisinde gtivenilir oldugu
ancak kanser hastalarimin tedavisinde intraventz bifosfonatlarin CBON riski
olusturdugu bilinmektedir. Bifosfonatlarin hastaya sagladig1 yararlar goz
ontinde bulunduruldugunda, komplikasyonlarma ragmen kullanimi devam
etmektedir. Bifosfonatlarin ¢ok sayida endikasyonu olmasi nedeniyle kullanimi
yaygindir ve giderek artmaktadir. Dis hekimligi'ni yakindan ilgilendiren ve
tedavisi oldukca zor olan CBON'un olusmasmi onlemeye yonelik olarak
bifosfonatlarin sert dokuda olusturdugu degisiklikleri arastiran smirh sayida
calisma bulunmaktadir (139).

2006 yilinda American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons’un
(AAOMS) CBON igin ditizenledigi protokoliin amaci, hastalari, bifosfonat
kullanimina baslamadan o©nce veya basladiktan sonra invaziv girisim
gereksinimi elemine etmek ve kemik enfeksiyonundan korumaktir (64). Ancak
guntimiizde bifosfonat kullanan hasta sayisinin artmast ve CBON riskinin
varlig1, dental miidahalelerde dis hekimlerini kisitlamaktadir. Marx ve ark.’lar1
(2005), CBON gelisen 119 hasta tizerinde gerceklestirdigi arastirmada,
hastalarin %25,2’sinde spontan, %37,8'sinde dis ¢ekimi sonrasi, %28,6’sinda
periodontal hastalia bagli, %11,2’sinde periodontal cerrahi islem sonrasinda,
%3,4'tinde implant yerlestirdikten sonra ve %8sinde apikal rezeksiyon
sonrasinda CBON gelistigini bildirilmistir (33). Badros ve ark.’lar1 (2006),
CBON’un spontan olarak gelisebildigi gibi 6zellikle dental islem sonrasinda

gortlebilecegini rapor etmistir. Bununla birlikte, bifosfonat kullanan hasta
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sayisinin artmast ve CBON riskinin varligi, dental miidahalelerde dis
hekimlerini kisitlamaktadir (54).

Glintimiizde bifosfonata bagli cenede olusan osteonekrozu arastiran
bircok c¢alisma bulunmasina ragmen, osteonekrozun patofizyolojisinde
bifosfonatlarin roliintin  agiklanamamasinin nedeni olarak belirlenmis bir
hayvan modelinin olmamas1 gosterilmektedir (140). Hayvan modelinde primer
hedefin cenelerin Dbifosfonata bagli osteonekrozunun (CBON) klinik
durumunun taklit etmesi oldugu bildirilmektedir (66). ideal hayvan modelinin
radyasyon verilmeden bifosfonat tedavisine bagl olarak oral kavitede gelisen
osteonekroz oldugu rapor edilmektedir (140). Insanlarda izlenen CBON
gelismesinde bifosfonat tedavisinin disinda ortak ko-faktorler bulundugu, bu
faktorlerin dental travma, periodontal hastaliklar ve immiin yetmezlik oldugu
bununla birlikte insanlarda goriilen osteonekrozu taklit etmek i¢in bifosfonat ile
beraber bu faktorlerin bir araya getirilmesi gerektigi de savunulmaktadir.
Radyoterapi almayan bireylerin ¢enelerinde 8 haftadan uzun stire iyilesmeyen,
ag1z ortamiyla direk iliskide olan kemik olarak tanimlanmakta olan CBON'un
hayvan modelinde degisiklik gosterdigi bildirilmektedir. Bununla birlikte,
amaci ¢cene kemiklerinde bifosfonata bagh osteonekroz olusturmak olan hayvan
calismalarinda aciga cikan kemik olusturulamasa da sonucun dikkate alinmasi
gerekmektedir. Bu calismalar, bifosfonatlarin risk faktorleri ile birlikte veya risk
faktorleri olmadan cenelerin fizyolojisi tizerine etkilerini incelemeye yardimci
olmaktadir. Hayvan modelinde aciga ¢ikan bu kemigin; calismalarda kontrol
grubu olarak alinan 6rneklerden daha uzun siire gozlenmesi gerektigi de rapor
edilmektedir (66). Hoffmann ve ark.lar1 (2007), Almanya da kullamilan IV
bifosfonatlarin yayginligini, stiresini ve uygulama dozunu arastirdiklar:
calismada, ZOL'un en sik kullamilan IV bifosfonat oldugunu (141), ayrica
Badros ve ark.’lar1 (2006), ZOL kullanan hastalarda CBON gelisme stiresinin
diger bifosfonatlar1 kullanan hastalarla kiyaslandiginda daha kisa oldugunu
bildirmistir (54). Calismamizda ovarektomi isleminden 4 hafta sonra

olusturulan gruplarda haftada bir doz subkutan 7,5 ng/kg zolendronik asit
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kontrol ve A grubuna 2 hafta uygulanirken, B grubunda bu stire 3 hafta olarak
uygulandi. Sabit dozun uygulamim stiresi uzatilarak ZOL'tin kemikte
olusturdugu degisimlerin gozlenmesi amaciyla planlandu.

Ovarektominin, sicanlarda osteopeniyi uyardigin1 ve kemiksel kiitlenin
kaybin arttirdig: rapor edilmektedir. Ovarlerin ¢ift tarafh olarak eksize edildigi
cerrahi islem sonrasinda gelisen 6strojen eksikligi ile menopoz sonrast kemik
metabolizmas1 degisiklikleri arasinda belirgin bir fark olmadig1 da
bildirilmektedir. Bununla birlikte ovarektomili sicanlarin ostrojen eksikligi
modeli olarak kullanilan bir yontem oldugu savunulmaktadir (73). Bu
calismada, CBON’un, sican modeli tizerinde klinik olarak taklit edilmesi ve
aciga c¢ikan kemik ytiizeyi, mukozada tilserasyon, diseti ve dis cekim bolgesinde
inflamasyon, akut abse, osteomyelit, sokestr olusumu, deride fisttil, aktinomiges
enfeksiyonu, maksiler sintizit veya oroantral fisttil gibi bulgularin olusumunun
gozlenmesi amagland1. Ozellikle kemik metabolizmasimi etkileyen kanser iligkili
hastaliklarda ve postmenapozal osteoporozda hastalarin yasi ve kullandiklar:
ilaclar goz ontinde bulundurularak, ZOL ve DX'un beraber kullaniminin dis
cekimi sonrasi1 kemik iyilesmesine etkisi sicanlar {izerinde uygulanarak

histolojik olarak incelendi.

Beytur ve ark.’larmin (2009), disi sicanlarda ovarektomi 6ncesi ve sonrasi
hormon replasman tedavisi ve vitamin E kullaniminin, agirliklarma ve serum
leptin dtizeylerine etkilerini inceledikleri calismada, ovarektomi sonrasi
sicanlarin agirliklarinda 3 aym sonunda kontrol grubuna gore anlamli artis
olmadigini rapor etmistir (142). Gasser ve ark.’lar1 (2008), ZOL tin, ovarektomili
sicanlarda kanselloz ve kortikal kemik tizerindeki uzun dénem koruyucu
etkilerini inceledikleri calismada, ovarektomi yapilan grupta ortalama agirlik
artist %30,7 iken, ovarektomi yapilmayan kontrol grubundaki artis %14,7 olarak
rapor edilmistir (80). Tang ve ark.’lar1 (2008), ovarektomili siganlarda KMP-
2'nin kemik olusumu tizerine etkisini arastirdiklar1i calismada, ovarektomi
oncesinde ortalama agirliklar1 263+2,5 gr olan sicanlarin, ovarektomi sonras: 3

ay sonunda ortalama agirliklar1 361+20,3 gr olarak ol¢tilmistur (143).
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Calismamizda kullanilan 42 sicanin agirhiklart1 her bir islem ©6ncesinde
kaydedildi. Literattire uyumlu olarak tiim gruplarin ovarektomi isleminden 4
hafta sonra baslanan ilk ZOL enjeksiyonuna kadar gecen siiredeki ortalama
agirliklarindaki artis kontrol grubunda 63,64+28,97 gr iken, A grubunda
59,12+19,07 gr, B grubunda ise 39,03£14,69 gr olarak kaydedildi (p=0,011).
Gruplar arasinda, sicanlarin ovarektomi ile birinci enjeksiyon arasindaki

agirliklarinda izlenen artis istatistiksel olarak anlamli bulunmadha.

Cene kemiklerinin, viicudun diger kemiklerine gore
vaskiilarizasyonunun ve turnoverimin daha fazla olmasi Dbifosfonat
konsantrasyonunun yiiksek olmasma neden oldugu bildirilmektedir. Cigneme
fonksiyonu ve dislerin etrafinda bulunan periodontal ligamanlarin,
periodonsiyum etrafinda hizhh kemik yapim-yikim olusturmas: ile
bifosfonatlarin sebep oldugu aseliiler ve avaskiiler kemikte mikro kiriklar
meydana geldigi ancak ince olan oral mukozanin travmatize oldugu veya
cerrahi sirasinda hasar gorebildigi ve oral florada bulunan bakterilerin nekrotik
kemige ulasabildigi rapor edilmektedir (33). Bifosfonatlarin, osteoklastlar
tizerindeki kisitlayic etkisi ile kemik remodelinginin ve kemik turnoverinin
azaldig1r bildirilmektedir. Teorik olarak bifosfonatlarin, vaskiiler endotelyal
btiytime faktoriinii ve yeni kapiller olusumunu engellemesi ile yiiksek
vaskiilarizasyonu ve kemik turnoveri olan cene kemiklerinde bu etkilerin
siddetlenmesine neden olmakta ve avaskiiler nekroz ile sonuglanmaktadir (34).
lliyak krestle karsilastirildiginda maksilla ve mandibulada bulunan orofasiyal
kemik stromal hticrelerinin proliferasyon yeteneklerinin fazla olmasi, maksilla
ve mandibulanin yiiksek doz bifosfonata duyarli hale gelmesiyle

sonuglanmaktadir (31,32).

CBON’un patofizyolojisini arastirmak, korunma ve tedavi yontemlerini
gelistirmek icin hayvan modelinin gerekli oldugu rapor edilmektedir. Burr ve
Allen (2009), CBON gelisimini taklit etmek icin yaptiklar1 hayvan modelinde bir

ila ti¢ y1l boyunca oral yoldan alendronat verdikleri kopeklerde, cenelerde aciga
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cikan alveolar kemige rastlamamislardir. Histolojik incelemelerde diistik doz
alendronat verilen hayvanlarin %25 inin mandibulasinda nekroz goriildiigii bu
bulgunun CBON’un erken safhasi oldugu ileri stirtilmektedir. Bununla birlikte
bifosfonat tedavisinin erken déneminde kemik yapim-yikiminin baskilanmasi
iskeletsel mikrohasar ile iliskilendirilmekte ve uzun siiren tedavilerde kemikte
bozulan bu dengede herhangi bir ilerlemenin olmadigini, bifosfonat uygulama
stiresinin tedavinin erken dénemini olusturdugu bildirilmektedir. Kopeklerdeki
iyilesme stireci ise insanlara benzemektedir. Kopeklerdeki kemik iyilesme
sureci insanlarda izlenen ile benzerlik gostermesine ragmen, ilaca bagli kemik
degisimlerinin izlenebilmesi igin gereken ilag verilme donemi uzun olmaktadir
(84). Gasser ve ark.lar1 (2008), postmenapozal osteopeni olusturulan
ovarektomize sicanlarda ZOL kullaniminin uzun dénem koruyucu etkilerini
arastirdiklar1 calismada, ZOL'tin tek dozunun (100ng/kg) kemik tizerindeki
etkisinin 32 hafta stirdtigtinti bildirmektedir (80). Yao ve ark.’lar1 (2007), yash
ovarektomize siganlarda kemik mineralizasyonunun derecesini inceledikleri
calismalarinda, tek doz verilen ZOL'tin trabekiiler kemik kaybmi 180 giine
kadar engelledigini bildirmektedirler (81). Bu calismada ise Spraque-Dawley
sican1 kullanilarak elde edildi. Senel ve ark.’lar1 (2009) calismasinda, 8 hafta
boyunca haftada 3 kez 0,1 mg/kg zolendronik asit uyguladiklar1 grubun
%40'inda posterior mandibulada inflamasyon, inflamasyon goriilen sicanlarin
%50’sinde ise osteonekroz goriildiiglinti rapor etmektedir (144). Bu ¢alismada
ise, gruplarda inflamasyon goriilme diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmad: (p<0.05). 3 hafta boyunca haftada bir doz subkutan
7,5 ng/kg zolendronik asit ve her giin 1mg/kg deksamethazon uygulanan B
grubunun inflamasyon siddeti, 2 hafta boyunca haftada bir doz subkutan 7,5
ng/kg zolendronik asit ve her giin 1mg/kg deksamethazon uygulanan A
grubundan anlaml bir sekilde yiiksek bulundu (p=0.016; p<0.05). B grubunda
tim sicanlarda (%100) siddetli inflamasyon izlenirken, aymi siddetteki
inflamasyon kontrol grubunda 10 sicanda (%71,4), A grubunda ise 8 sicanda
(%57,1) izlendi (p=0,025).
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Dental girisim yapilmadan bifosfonatlarin cenelerdeki etkinliginin
incelendigi calismalarda, deney gruplarindaki bazi hayvanlarda enfeksiyon
gorilmesinin, ila¢ metabolizmasindaki genetik farkliliklardan veya gelismekte
olan CBON’a diren¢ sonucunda gerceklestigi rapor edilmektedir. Migliorati ve
ark.’lar1 (2005), kanser tedavisi goren hastalarda gelisen oral komplikasyonlarin
nedenlerini inceledikleri calismada, her bireyin genetik farkliliginin bifosfonata
farkli cevaplar vermesinin ve artan CBON riskinin sorumlusunun genetik
polimorfizim nedenli oldugu rapor edilmektedir (42). Lehrer ve ark.’lar1 (2009),
CBON gelisiminde serumdaki kemik markerlarinda anomaliyi inceledikleri
calismada, kemik anomalilerinde goriilen matriks metaloproteinaz-2 (MMP-2)
isimli genin CBON gelisiminde etkili oldugunu savunmaktadir (145). Bununla
birlikte bifosfonat uygulanan hayvanlarda dental girisim ile enfeksiyon ve
CBON gelisiminin etkilerinin arastirilacagi calismalarin artmasi gerektigi

onerilmektedir.

Kobayashi ve ark.’lar1 (2009), farelerde yaptiklar1 calismada ZOL’tin
cekim soketindeki kan damarlarinin sayisini, endotelyal hiicrelerinin
migrasyonunu ve proliferasyonunu azalttigii bununla birlikte cekim soketinin
iyilesmesinde rol oynayan anjiogenezi engelledigini bildirmistir (29). Norihiko
ve ark.’lar1 (2001), lokal ve sistemik olarak uygulanan bifosfonatlarin dis ¢ekim
soketinin iyilesme stirecine etkisini histolojik olarak karsilastirdiklar: calismada;
lokal olarak submukozal bifosfonat uygulamasimin dis cekim soketinin iyilesme
stirecini, sistemik bifosfonat uygulamasina gore geciktirdigini rapor etmistir
(146). Bauss ve ark.lar1 (2008), yiiksek dozda lokal bifosfonat uygulanmasinda
bifosfonat yogunlugunun artisiyla oral epitelde toksik etkili oldugunu ve
kemikte sekonder enfeksiyon ile sonuglandigimi bildirmistir (147). CBON
tizerindeki histolojik calismalarda belirgin bir bicimde inflamasyon goriildiigi,
en sik izlenen etken bakterinin aktinomiges oldugu ancak yaygmn agiz ici
mikroorganizmast olan aktinomiges'in risk faktorii olabilecegi gibi CBON
sonucunda da gelisebilecegi rapor edilmistir (148). CBON enfeksiyona ve daha

sonra kemigin nekrozuna neden olan, agiga ¢ikan kemigin geciken iyilesmesi
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olarak tanimlanabilmektedir. Yara iyilesmesi tizerinde etkili olan hastanin
immiin sistemi, kullandig1 bifosfonat ve kortikosteroid gibi risk faktorleri,
CBON patogenezinde de etken olmaktadir (149). Posterior mandibulada, kemik
yapim-yikimi ve remodeling anterior mandibulaya gore daha fazla olmasi
nedeniyle CBON gelisimi ve inflamasyon siklikla posterior mandibulada
gortilmektedir (44,54). Senel ve ark.larmin (2009), ZOL ve pamidronat
uygulanan sicanlarin ¢ene kemiklerindeki degisimi inceledikleri calismasinda, 6
ve 8 hafta boyunca, haftada 3’er doz 0,1 mg/kg ZOL ve 3 mg/kg pamidronat
uyguladiklar1 gruplarda, tim hayvanlarda diseti epitelinde ve alveolar kemikte
inflamasyon izlenmistir. ZOL'tin 8 hafta boyunca haftada 3 doz 0,1 mg/kg
uygulandig1 grupta, posterior mandibulalarin %40 1nda, pamidronatin 8 hafta
boyunca haftada 3 doz 3 mg/kg uygulandigr grupta ise posterior
mandibulalarin %30'unda inflamasyon gozlemlemistir (145). Calismamizda,
tim gruplarin maksillada inflamasyon goriilme diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmad: (p>0.05). B grubunda tiim sicanlarda
(%100) siddetli inflamasyon izlenirken, kontrol grubunda 3 (%429), A
grubunda ise 4 sicanda (%57,1) izlendi (p=0,062). Ancak tiim gruplarin
mandibulada inflamasyon goriilme diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik izlendi (p<0.05). A grubunun inflamasyon siddeti, kontrol
ve B grubundan anlamli sekilde diistik bulundu (p=0.049; p<0.05). Kontrol ve B
grubundaki ttim sicanlarda (%100) izlenen inflamasyon siddeti, A grubunda 4
sicanda (%57,1) izlendi (p=0,03). Gruplarda dis ¢ekimi yapilan maksiller ve
mandibular kemikteki inflamasyona gore yeni kemik yapim diizeyleri ve
sokestr varlig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmad:
(p>0.05). Calismamizda literatiirle uyumlu olarak mandibulada siddetli
inflamasyon goriilmesinin nedeni olarak mandibulanin kortikal yapisi
dolayisiyla  beslenmenin  bozuldugunu ve iyilesmenin  geciktigini

diistinmekteyiz.

Sonis ve ark.lar1 (2008), sicanlarda dis g¢ekimi oncesi ZOL ve DX

verilerek CBON gelisimini taklit ettikleri calismada, bifosfonat tedavisi goren
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onkoloji hastalariin tedavi yontemini uyguladiklarini bildirmektedir. 14’tincti
gtinde kontrol grubunda cekim bolgesindeki mukozanin intakt oldugu, birgok
sicanda genis veya fokal tilserasyon goriildtigii rapor edilmistir. 28’inci giinde
ZOL ve DX ile tedavi edilen hayvanlardan maksiller molar disi gekilenlerin
%80'inde, mandibular molar disi cekilenlerin ise %33,3’tinde mukozal
tilserasyon izlenmistir. Ayrica iki kez ZOL ve DX verilen sicanlarda %50
maksillada ve %60 mandibulada, 3 kez ZOL ve DX verilen sicanlarda ise %80
maksillada ve %60 mandibulada tilserasyona rastlanilmistir. Sokestr, mukozasi
tilserasyonlu olan tim sicanlarda rastlanirken intakt olan sicanlarda ise
gozlenmemistir (37). Senel ve ark.’lar1 (2009) ise, hicbir deney grubunda sokestr
veya aciga cikan bir kemige rastlanmadigini bildirmistir (144). Hansen ve
ark.’lar1 (2005), bifosfonat tedavisi goren 8 hastada gelisen CBON’un histolojik
bulgularini inceledikleri calismada, 8 hastanin, 4'tinde (%50) mandibulada,
3'tinde (%37,5) maksillada ve 1'inde (%12,5) her iki ¢cenede de CBON gelistigini
bildirmistir (151). Stumpe ve ark.’lar1 (2009), intraventz bifosfonat kullanan 638
hastada CBON’un insidans ve risk faktorlerini inceledikleri calismada, 6
hastada (%0,94) CBON goriildugiini ve bu hastalarn 5inde (%83,3)
mandibulanin, 1’inde (%16,7) ise maksillanin etkilendigini bildirmistir (45). 42
sican tizerinde yiritiilen calismamizda tim siganlarin agiz ici mukozasi
intakttt ve gruplar arasinda sokestr goriilme oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulundu (p<0.01). 3 hafta boyunca haftada bir doz
subkutan 7,5 png/kg ZOL ve her giin Img/kg DX uygulanan B grubunun
sOkestr gortilme orani, 2 hafta boyunca haftada bir doz subkutan 7,5 pg/kg
ZOL ve her giin 1mg/kg DX uygulanan A grubundan (p=0.046) ve kontrol
grubundan (p=0.013) anlaml1 bir sekilde ytiksek bulundu (p<0.05). Kontrol ve
A grubunda sokestr goriilme oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmadi (p=1.000; p>0.05). Bununla birlikte, tim gruplarda dis
cekimi yapilan mandibulada sokestr varlig1 arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir farklhilik izlendi (p<0.05). Sokestr, kontrol grubunda 1 sicanda (%14,3)
izlenirken, A grubunda 1 sicanda (%14,3) ve B grubunda 5 sicanda (%71,4)
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izlendi (p=0,032). B grubundaki sokestr goriilme oranmnin, diger calisma
gruplarindan ytiksek olmasinin nedeninin, alinan ZOL ve DX'un dozlarinin

diger gruplardan fazla olmasindan kaynaklandigini diistiinmekteyiz.

Buytume ve farklilasma faktorlerinin giintimtizde rekombinant teknoloji
kullanilarak istenilen miktarlarda {iretilebildigi, ancak {iretim maliyetlerinin
pahali oldugu bildirilmektedir. Bu nedenle minimal dozda faktor kullanilarak
optimal etki saglanmasi 6nerilmektedir. KMP-2'nin ektopik uygulamasinda
optimal etkinin elde edilebilmesi icin istenilen miktarda kemigin minimal
dozlar kullailarak olusturulmasidir. KMP'nin soltisyon olarak da etki
gosterdigi bildirilmektedir ancak tasiyici ile birlikte uygulandiginda daha az
miktarda KMP kullanilarak yeterli miktarda kemik indiiksiyonu saglanabildigi
rapor edilmektedir. KMP i¢in farkl tasiyici materyaller kullanilmaktadir. Ancak
kollajen tasiyici, yapilan calismalarda kolay elde edilebilmesi, rezorbe
olabilmesi, sitotoksik olmamasi ve sekillendirilebilir olmasi nedeniyle siklikla
kullanilmaktadir. Giintimtizde bifosfonat grubu ilaglar, osteoporoz, Paget
hastaligi, multiple myeloma, metabolik kemik hastaliklari, meme, akciger,
prostat kanserleri gibi timorlerin kemik metastazlarinin bulundugu vakalarda
kullanilmaktadir (35). Bifosfonat kullanan hastalarda goriilen osteonekroz
tedavisinde, kemik iyilesmesini hizlandiran ve komplikasyonlarin gelismesini

engelleyen mekanizmalarin etkinligi bilinmemektedir.

KMP'ler arasinda KMP-2'nin en yiiksek osteoindiiktif etkiye sahip
oldugu ve implante edilen bolgede olusan kemik miktari, uygulanan proteinin
dozu ile dogru orantili oldugu rapor edilmektedir (151). Calismalarda KMP-
2'nin mandibular kemik iyilesmesi tizerinde etkili oldugu, yeni kemik olusumu
icin ideal dozun KMP-2 icin 1pgr ile 10pgr arasinda oldugu bildirilmektedir
(119). Oze¢ ve ark./lar1 (2006), lokal olarak uyguladiklari rhKMP-2'nin
distraksiyon osteogenezi {izerine etkisini deneysel olarak inceledikleri
calismada, 3 pg rhKMP-2'nin, kontrol grubuna gore kemik dokusu olusturacak yeterli

osteoindiiktif etkinin olusturdugunu rapor etmistir (152). Higuchi ve ark.’lar1 (1999),
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sican mandibulasinda olusturulan kemik defektine 6ug rhKMP-2 iceren
polilaktik-poliglikolik asit kopolimeri/jelatin spang (PGS) yerlestirerek
osteoindiiktif potansiyelini inceledikleri calismada, vyerlestirilen rhKMP-
2/PGSnin sicanlarda olusturulan mandibular defektin iyilesmesinde kemik
rejenerasyonunu indiikledigini bildirmistir (123). Brick ve ark.lar1 (2008), 72
spraque-Dawley sicanin femurunda olusturulan defekte, 200 pg rhKMP-2 ve
streptococcus aureus iceren rezorbe olabilen kollajen spang yerlestirilmis ve
rhKMP-2 uygulanmayan enfekte gruba gore daha hizli iyilesme ve kallus
olusumu gozlendigini bildirmistir (134). Wang ve ark.’lar1 (2009), farelerde
osteonekrotik femur basi olusturarak, defekte yerlestirilen rhKMP-2 iceren PGS
ile olusan kallusun nekrotik kemigi sardigi ve nekrotik kemigin icinde
neovaskiilarizasyon gerceklestigini rapor etmistir (135). Bu calismada, dis
cekimi yapilan mandibulada yeni kemik olusum dtizeylerinin gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilhk izlendi (p<0.05). A grubunda ileri
diizeyde yeni kemik olusumu 5 sicanda (%71,4) izlenirken, B grubunda 2
sicanda (%28,6) izlendi (p=0,017). A grubunun yeni kemik olusum diizeyi,
kontrol grubundan anlamli bir sekilde yiiksek bulundu (p=0.021; p<0.05).
Calismamizda, ZOL ve DX uygulamasi sonrasinda dis cekim bolgesinde
inflamasyon izlenirken, yara iyilesmesini arttirmak i¢in uygulanan rhKMP-2 ile
yeni kemik yapimi gozlendi. Bu ¢alismada verilen 2 pg rhKMP-2, A grubunda
yeni kemik olusumunu saglamasi icin yeterli olurken, daha yiiksek doz ZOL

uygulanan B grubu icin yeterli olmamustir.

ZOL ve DX'un beraber uygulanmas: ile gelisen inflamasyonun yeni
kemik yapimini engelledigini ve uygulanan rhKMP-2 dozunun da gelisen

sokestrin iyilesmesi igin yeterli olmadigini diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Ovarektomi yapilan 42 adet sicanin her bir islem zamanlarindaki
agirliklarmin  ortalamast  kaydedildi. Tum  gruplardaki sicanlarin
agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim izlendi. Ovarektomi
sonrast agirliklarma gore birinci enjeksiyonda ve sakrifiye donemindeki
agirliklarinda goriilen artislar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.001;
p<0.01). Sicanlarin birinci enjeksiyon ile dis cekimine kadar gegen siirede B
grubundaki agirliklarinda goriilen azalma, kontrol (p=0.005; p<0.01) ve A
gubundan (p=0.001; p<0.01) anlamli bir sekilde yiiksek bulundu. Tim
sicanlarin ovarektomi isleminden sakrifiye edilmesine kadar gecen siirede
agirliklarinda goriilen artista gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
tarkhilik izlendi (p<0.05). Kontrol grubunda ortalama artis 63,64+28,97 gr
iken, A grubunda 59,12+19,07 gr, B grubunda ise 39,03+14,69 gr olarak
kaydedildi (p=0,011).

Tum sicanlarin dis ¢ekim bolgelerinden alinan doku 6rneklerinin histolojik
degerlendirme bulgular1 kaydedildi. Gruplarda yeni kemik olusum
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhilik izlendi. A
grubunda 12 sicanda (%85,7) ileri diizeyde yeni kemik olusumu izlenirken,
ayni diizeyde yeni kemik olusumu B grubunda 5 sicanda (%35,7) izlendi
(p=0,001). Gruplarda sokestr varlig1 arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir
tarkhilik izlendi. B grubunda 8 sicanda (%57,1) sokestr izlenirken, kontrol
grubunda 1 sicanda (%7,1), A grubunda ise 2 sicanda (%14,3) sokestr izlendi
(p=0,005).

Tum gruplarda dis ¢ekimi yapilan maksilla ve mandibulada inflamasyon,
yeni kemik olusumu ve sokestr varligimin dagilimi kaydedildi. Gruplarin dis
cekimi yapilan maksillada yeni kemik olusum dtizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlendi (p<0.01). A grubunun yeni
kemik olusum diizeyi, kontrol (p=0.001) ve B grubundan (p=0.018) anlaml1
bir sekilde ytiksek bulundu (p<0.05; p<0.01). Gruplarin dis ¢ekimi yapilan
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mandibulada inflamasyon goriilme diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik izlendi (p<0.05). A grubunun inflamasyon siddeti, kontrol
ve B grubundan anlamli sekilde diisik bulundu (p=0.049; p<0.05).
Gruplarm dis ¢ekimi yapilan mandibulada yeni kemik olusum dtizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklhilik izlendi (p<0.05). A
grubunda ileri diizeyde yeni kemik olusumu 5 sicanda (%71,4) izlenirken, B
grubunda 2 sicanda (%28,6) izlendi (p=0,017). A grubunun yeni kemik
olusum diizeyi, kontrol grubundan anlamli bir sekilde yiiksek bulundu
(p=0.021; p<0.05). Gruplarin dis ¢ekimi yapilan mandibulada sokestr varlig:
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlendi (p<0.05). Sokestr,
kontrol grubunda 1 sicanda (%14,3) izlenirken, A grubunda 1 sicanda
(%14,3) ve B grubunda 5 sicanda (%71,4) izlendi (p=0,032). B grubunda
sokestr varligi, kontrol ve A grubundan anlamli bir sekilde ytiksek bulundu

(p=0.031; p<0.05).

Calismamizdan elde edilen histolojik bulgular sonucunda, bifosfonat
uygulanan ovarektomili sicanlarda gelisen inflamasyon, dustiik doz
bifosfonat uygulanan grupta yeni kemik yapiminin diger gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli olmasi, yiiksek doz bifosfonat verilen grupta ise
sokestr varliginin istatistiksel olarak anlamli olmasi sonucunda dis gekimi
sonrasinda cekim soketine rhKMP-2 uygulanmasinin sokestr gelisimini
engelleyebilmesi i¢cin rhKMP-2'nin dozunun arttirilmas1  gerektigini

diistinmekteyiz.
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