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1.GIRiS

Rapid Maksiller Ekspansiyon (RME), ortodontistlerin sik karsilastigi fonksiyonel
ve estetik sorunlar ortaya c¢ikaran bir malokliizyon tiirii olan {ist ¢ene darligini
diizeltmek i¢in tercih edilen bir tedavi yontemidir. RME uygulamasi ile sutura palatina
media ve posterior dentisyon genisliginin artirilmasin1 midpalatal suturdaki aktif kemik
formasyonu takip eder. Bununla birlikte iist birinci biiyiik azilar aras1 mesafede elde
edilen artig, pekistirme dénemi uzun tutulmadig: takdirde niiksle sonuglanir. Genislemis
olan suturun erken donem relapsin1 engellemek i¢in uzun siireli pekistirmenin gerekli
oldugu bilinmektedir. Olabilecek niikslin nedenleri olarak yetersiz alveoler kemik
remodelingi, palatal konnektif dokularin gerilimi, diger fasiyal kemiklere baglh
suturlardaki rejenerasyon veya oral kas fonksiyonlarinin kalic1 olmamast sayilabilir.'

Gilinlimiizde ortodonti alaninda, gerek dissel gerekse iskeletsel seviyedeki
diizensizliklerin giderilmesinde, tedavi siiresini kisaltmak ve elde edilen durumun
devamlilig1 saglanarak, meydana gelebilecek niiksiin engellenmesi amaglanmaktadir.
Yapilan caligmalar, hasta ve hekimin konforu yani sira en hizli ve en etkili tedavi
yontemini saglamaya ve relapsi engellemeye yoneliktir. Ancak ortodontik tedavi
esnasinda uygulanan RME sonrasinda sutur boélgesinde olusan yeni kemigin
kalsifikasyonu i¢in beklenen 6 aylik pekistirme periodunun tedavi siiresini uzatmasi,
hastalarin tedaviden sikilmalar1 ve ayrica elde edilen tedavi sonuglariin sabit kalmayip
relapsa ugramasi ortodontistleri zor durumda birakmaktadir. Aktif tedavi mekanikleri
hizla geliserek kendini yenilerken pekistirme yontemleriyle ilgili gelisme ve yenilikler

ayni hizla ilerlememektedir.



Ortodontik tedavi esnasinda uygulanan RME sonrasinda sutur bolgesinde kemik
yapim hizin1 ve kemik yogunlugunu artirarak tedavi siiresini kisaltmak ve meydana
gelebilecek relapslart azaltamak i¢in sutur bolgesine lazer ile biyostimiilasyon
uygulanmasi, transforming growth factor-B; (TGF-B;) enjeksiyonu gibi ¢aligmalar

yapllmlstlr.38’129’ 134

Yine osteoklastik aktivitenin baskilanmasi1 yoluyla meydana
gelebilecek relapsin Oonlenmesi amaci ile birinci nesil bifosfonat uygulanmasi gibi
caligmalar da yapllmlstlr.86

Bifosfonatlar ¢esitli kemik ve kalsiyum metabolizmasi hastaliklarinin tedavisi i¢in
gelistirilmis bir ila¢ grubudur.** 1960’11 yillarda iskelet ve kalsiyum metabolizmasi
tizerindeki etkileri bildirilmis ve 1980 yilinda insanlarda kemik hastaliklarinda
kullanilmaya baslanmlstlr.84 Bifosfonatlar genellikle osteoklastlarin aktivitelerini inhibe
ederek kemik rezorbsiyonu iizerine etki ederler.'” Bifosfonatlarin, 6zellikle intravendz
(IV) olarak verildiginde, kemik rezorpsiyonunu etkili olarak inhibe ettigi gosterilmistir.
Bifosfonatlar mineralize kemik matrikste birikerek, kemigi osteoklastlarin
¢Oziindiirmesine karsi daha direngli kilarlar. Bifosfonatlar ayrica osteoblastlarin
osteoklastlart inhibe eden maddeler iiretmelerine neden olarak dolayli yoldan da etki
gésterirler.168 Bununla birlikte son yillarda yapilan yeni ¢alismalar bifosfonatlarin ek
olarak osteoblastik kemik formasyonunu artirdigin gostermektedir.''*'¢

Zoledronik asit (ZA) halka yapisinda ikinci bir azot atomu igeren iiciincii nesil
bifosfonatlardandir. imidazol tiirevidir ve giiclii IV bir bifosfonatdur.>®

Literatiirde distraksiyon osteogenezis isleminden sonra fonksiyonsuzluga bagl

olusabilecek osteopOrdzii ve rejenerat sahasinda olusabilecek fraktiiri, yeni olusan



kemik yogunlugunu artirarak dnlemek ve konsolidasyon siiresini azaltmak amaci ile ZA
kullanilmustar.''®

Calismamizin amaci; ratlarda ekspansiyon sonrasinda niiksii onlemek ve
pekistirme periyodunu kisaltmak i¢in sistemik olarak uygulanan ZA’nin suturlardaki
kemik formasyonu iizerine etkilerini, histolojik ve radyolojik agidan degerlendirmek ve

meydana gelen durumun relaps {izerine etkilerini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Malokluzyonlar

Cene dis sisteminde ortaya cikan uyumsuzluklar malokluzyonlar1 olustururlar.
Ortodontik tedavilerde amac bireylerde estetik ve fonksiyonel bakimdan saglikli bir
agiz ve yliz yapisi kazandirmaktir. Ortodontik acidan insan estetigini en ¢ok etkileyen
malokluzyonlar iskeletsel olanlardir. Bu malokluzyonlar vertikal, sagittal ve transversal
yonlerde olabilir. Ceneler arasinda goriilen transversal boyuttaki uyumsuzluk, genel
veya lokal faktorlere bagli olarak olusmaktadir.

Genel faktorler icerisinde kalitim, nazal obstriiksiyon, parmak emme gibi koti
aligkanliklar, dil itme gibi anormal fonksiyonlar, sistemik ve konjenital hastaliklar yer
alirken, erken temaslar, siit disi retansiyonu sonucunda veya erken siit disi ¢cekimine
bagli olarak olusan yer kayiplarinda daimi disin palatinalde siirmesi lokal
faktorlerdendir. >

Transversal yondeki malokluzyonlar icerisinde maksiller darlik ve bununla
birlikte goriilen posterior ¢capraz kapanis, ortodontik olarak énemli bir problemdir. Bu
tir malokluzyonlarin tedavisinde maksiller bazal kaide ve dissel yapilarin ortodontik
ve/veya ortopedik diizenlemesine imkan taniyan ¢esitli yontemler vardir.

Maksillanin genisletilmesinde iki farkli yontem dikkati cekmektedir. Bunlar yavas
iist ¢ene genisletmesi (SME- slow maxiller expansion) ve midpalatal siiturun hizlh

acilmasima yonelik hizli Ust c¢ene genisletmesi (RME- rapid maxiller expansion)

yontemleridir.



Bu yontemlerin uygulanmasinda: hastanin yasi, kooperasyonu, malokluzyonun
derecesi, apareyin sekli, posterior dislerin egimleri, darli§in miktar1 ve pekistirme islemi
onemli bir yer tutmaktadir.

SME daha ¢ok siit ve karma dislenme doneminde uygulanmakta olup daha ¢ok
dentoalveoler yapilarda genisleme saglamaktadir. RME yontemi ise her yas grubunda
uygulanabilmektedir. RME ile minimum dis hareketi ile birlikte maksimum iskeletsel
genisleme hedeflenmektedir.

2.2 Rapid Maksiller Ekspansiyon

RME yontemi yiiz yildan daha fazla siireden beri uygulanmaktadir. 1860 yilinda
E.C. Angell,® maksiller premolarlarin arasina uyguladigi vidali bir aparey ile sutura
palatina medianin ayrilabileceginden s6z etmistir. Arastiric1 st orta kesici digler
arasinda meydana gelen diestemanin ekspansion esnasinda sutura palatina medianin
yirtilmasi ile olustugunu savunmus, fakat o tarihlerde X 1sinlar1 bilinmediginden bu
gorlisii radyografik olarak kanitlayamamistir. 1900°1i yillarin baglarinda rontgen
tekniginin bulunmas1 ve kullanilmasi ile sutura palatina medianin agildigi belirtilmistir.

Haas,” tarafindan 1961 yilinda tekrar tamitilmasi ile birlikte ortodontinin
degismez tedavi yontemlerinden biri haline gelen RME posterior bolgede iskeletsel
ve/veya dissel darlig1 olan vakalarda uygulanmaktadir.®'-%!7

RME’nin endikasyonlar1 arasinda; posterior capraz kapanisin diizeltilmesi, ark
boyutunun artirilmasi, nazal rezistansin azaltilmasi, maksiller yetmezlikle karakterize
Smif III hastalarda sutural mobilizasyonun saglanmasi, orta dereceli maksiller
caprasiklik gosteren hastalarda yer elde edilmesi, dudak damak yarigi hastalarinda

maksiller kollapsin agilmasi, Smif II boliim 1 malokluzyona sahip hastalarda



mandibulanin spontan diizeltilmesi, ortognatik cerrahi dncesi ameliyata hazirlik, apikal
kaide darhig, glilme esnasinda goriilen karanlik koridorlarin  giderilmesi
sayilabilir.2!~>*¢0-167

RME yonteminin ana prensibi kisa bir zaman araliginda, aralikli ve agir kuvvetler
uygulayarak midpalatal suturun ayrilmasidir. Bu amagla kullanilan apareydeki vidanin
aktive edilmesiyle kisa bir zaman araliginda agir kuvvetler olusturulur. Uygulanan
kuvvetler suturun bioelastik sinirin1 asinca midpalatal suturda ortopedik acilma ve
maksiller kemiklerde ayrilma meydana gelmektedir. Ayrilma kuvvetin bioelastik
dayaniklilik sinirmin altina diistinceye kadar devam etmektedir. Bundan sonra
midpalatal sutur reorganizasyon ve remodeling olaylar1 ile stabilize olmaya
baslamaktadir, *>7%!03153

Ekspansiyon i¢in kullanilan vidanin her 1/4 tur aktivasyonunda yas ekspansiyon
miktar1 gibi faktdrlere bagl olarak 0.9-4.5 kg kuvvet olusmaktadir, 22:00-61:62:63.134.167.169
Zimmring ve Isaacson'”’ RME apareyleriyle 7.7-15.8 kg arasindaki transversal kuvvetin
destek dislere ve dokulara iletildigini belirtmistir. Bu transversal kuvvetlere ilk cevap,
destek dislerin vestibiile dogru devrilmeleri ile olusan periodontal dokularda sikisma ve

131834316719 Bynun neticesinde ankraj dislerin bukkal yiizeylerindeki

gerilmedir.
alveoler kemikte dehissenslerde artis ve destek dislerden 6zellikle birinci premolarlarin
bukkal alveol kret seviyelerinde gekilmeler gézlenebilmektedir. !

RME’de verilen ilk kuvvetin etkisiyle midpalatal suturda travma meydana
gelmekte, kiiclik lokalize kiriklar olusmakta, sutura bakan kemik yiizeylerinde

osteoblastlar ortaya c¢ikmakta ve bir siire sonra kemik yapimi meydana gelmektedir.

Normal sutur yapis1 tekrar olusuncaya kadar fibrogenezis ve osteogenezis olaylar



devam etmektedir.*"'** RME sirasinda ve sonrasinda, 8-13 yaslar1 arasindaki 8 cocugun
midpalatal suturundan alinan biyopsi 6rneklerinde, biiyiik ¢ocuklarda kemik birlesim
alanlarinda ¢ok sayida kiiciik kiriklar oldugu, kirik alanlarindaki iyilesmenin maksiller
segmentler arasindaki kemigin kaynasmasiyla sonug¢landigi belirtilmistir. 104

RME apareyleriyle olusturulan agir kuvvetlerle dental etkiden ¢ok iskeletsel etki

1,62 2,154
elde etmek asil amactir,’*>-00:01:62:63.72.13

Bu amag¢ da kullanilan aparey tipinin 6nemi
bityiiktir. Haas’m® kendi adiyla amilan apareyinden sonra, Isaacson,”” Minne
ekspansiyon apareyini, Biederman,”! Hyrax apareyini ve Timms,'* Cap Splint
apareyini tanitmiglardir. Haas’in gelistirdigi aparey, digerlerinden farkli olarak akril
yastikciklarla palatinal mukozadan da destek almaktadir. Bu apareyle damak kubbesine
iletilen agir kuvvetler palatinal artere baski yapar boylece damar etrafindaki konnektif
dokular uyarilir. Damar ¢evresindeki osteoklastlar aktive olarak damari zedelenmekten
korumak icin ¢evresindeki kemik dokuda yikim olustururlar. Boylelikle damak
kubbesinin i¢i oyularak daha gercek bir bazal genisletme saglanir.”

Bandli apareyler ile yapilan ekspansiyon sirasinda maksiller posterior dislerde
devrilme ve uzama meydana gelmekte, mandibula posterior rotasyona ugramakta,
sonucta alt yiiz yiiksekliginde artis olmaktadir.'8>06263:67134167 " Geleneksel RME
apareylerinin bu dezavantajlarin1  azaltmak amaciyla c¢esitli RME apareyleri
tasarlanmistir. Spolyar'** dislerin okliizal yiizeyini kompozit tiirii yapistiricilar ile
orttiigl dis destekli genisletme apareyini dudak damak yarikli 4 hastada kullanmis ve 6n
capraz kapanisin kendiliginden diizeldigini belirtmistir.

Dislerin okliizal yiizeylerini i¢ine alan akrilik RME apareyi, ilk olarak Brudvik ve

Nelson,”’ tarafindan kullanilmistir. Bu apareyler disi, kole seviyesine kadar tam olarak



sarmakta bu sayede interdijitasyonla saglanan okliizal stabilite bozulmaktadir. Isirma
kuvvetlerinin 125-150 kg oldugu disiiniildiiglinde bu okliizal kuvvetlerin ortadan

kaldirilmas:1  énemlidir.'>>

Boylelikle maksiller ekspansiyon kolaylasmakta, kok
rezorbsiyonu olusma riski azalmakta ve genisletme sirasindaki okluzal ¢atismalardan
kaynaklanan travmalardan temporomandibular eklem korunmaktadir. Ayrica molar
dislerde devrilme hareketi azalmakta ve kuvvet kok yerine direkt olarak nazomaksiller
komplekse iletilmektedir.'”” Okliizal 1sirma diizlemli RME apareylerinin diger bir
avantaj1 ise vertikal yon kontroliinii saglamasidir, *'%!#144147

Orhan,""” yaptigi ¢alismada maksiller arktaki biitiin dislerden ve tiim palatal
mukozadan destek alan, akrilik cap splintli rapid maksiller ekspansiyon apareyini
kullanmistir. Bandli apareylerde 4 dis ile sutura iletilen kuvvet bu apereyde 12 dise ve
palatal mukozaya yayilmis, boylece destek disler iizerine gelen kuvvet miktar1 en aza
indirilmistir.

Mommaerts,'® 1999 yilinda yeni bir ekspansiyon yontemi olarak kemik destekli
transpalatal distraktorii sunmustur. Bu ekspansiyon yonteminde kullanilan aparey disten
destek almayip tamamen kemik destekli oldugundan periodontal ligamentin sikismasi,
bukkal kok rezorbsiyonu, fenestrasyon, dislerde meydana gelen devrilme ve
ekspansiyon sirasinda veya sonrasinda olusan niiks gibi komplikasyonlar1 ortadan
kaldirmistir.

RME uygulamasinda dikkat edilmesi gereken diger bir konu da hasta yasidir.
Bell,'® maksiller genisletme sirasinda olusan dissel ve iskeletsel degisimlerin, uygulanan

kuvvetin miktar1 ve aparey tipine bagli oldugu kadar hastanin yasiyla da iliskisi

oldugunu savunmaktadir. RME i¢in en uygun yasin, 13-15 yaslar1 arast oldugunu



belirtirken erigkin hastalarda da RME’nin yapilabilecegini ancak sonuclarin stabil
olmayacagini ifade etmistir.
Aragtirmacilar, geng hastalardaki artmis iskeletsel cevabi, gelisen suturdaki artmis

3419019 fleri yaglardaki hastalarda, midpalatal sutur

hiicresel aktiviteye baglamislardir.
testere agz1 goriinlimiine benzeyen, mekanik olarak kilitlenmis ve kemik adaciklarinin
goriildigi sert bir yapidadir.'” Bu hastalarda uygulanan kuvvet sutur {izerinde zayif bir
bolge bulunmadigindan destek disler ve alveol iizerine yigilmakta ve bu bolgede 6nemli
problemler olusturmaktadir.*'®

RME sirasinda destek dislere iletilen agir ortopedik kuvvetler, dislerin palatal
kisimlarinda bulunan periodontal liflerde organizasyon bozukluklart ve 06zellikle
vestibiil kok yiizeylerinde rezorbsiyonlar olusturabilmektedir.'*'** Vardimon ve ark,'®
maymunlarda agir kuvvetler (2035 gr) uygulayarak yaptiklari genisletmede, maksiller
premolarlarin  kok yiizeylerinde o©nemli miktarda eksternal rezorbsiyon tespit
etmislerdir. Buna karsin, hafif kuvvetlerle (309 gr) yaptiklar1 genisletmede daha az
miktarda eksternal rezorbsiyon saptamislardir. Sonucta kuvvet azaldikca kok
rezorbsiyonlarinin azaldigini belirtmislerdir. Bazi arastirmacilar da retansiyon
doneminde defektlerin tamir edildigini ve destek dislere komsu dislerde ise kok
rezorbsiyonu olusmadigini bildirmislerdir.">'*%

RME’den sonraki iskeletsel niiksde maksiller ve kraniofasial yapilardaki yiik
birikiminin en 6nemli faktor oldugu belirlenmistir. RME ile elde edilen sonuclarin
kalict olabilmesi igin yeterli bir pekistirme siiresine ihtiya¢ duyulmaktadir.**

Bishara,”> RME sonras! suturun radyolojik olarak 3 ayda normal goriintii verdigini,

histolojik olarak ise 6 ay sonra organize olup kalsifikasyonunu tamamladigini



belirtmistir. Da Silva ve ark,” ¢ocuklarda RME sonrasinda anterior nazal spinadan
posterior nazal spinaya kadar midpalatal suturun tamamen kemiklesmesinin 8-9 ay
stirdiigiinii belirtmistir. Pekistirme tedavisinin kisa silirmesi dental ve/veya iskeletsel
niikslerle sonuclanabilmektedir. RME sonrasinda, genellikle en az 6 ay siireyle
pekistirme yapilmaktadir. Bu siire igerisinde sutura palatina medianin osteogenezisi ve
boylece diger maksiller suturlarin yeniden organizasyonuna ve stabilizasyonuna izin
verilmis olunur.'”>%%

Relaps olusumunda diger onemli bir faktor de iskeletsel yapilari saran yumusak
dokulardir. Pekistirme islemi sonrasinda bukkal kaslarda, periodontal ligamentlerde ve
palatal dokularda olusan gerilmelerin relapsta Snemli oldugu belirlenmistir.®”'°
Halozenetis ve ark,”* RME oncesi molar dislerde 3 gr/cm” olan bukkal basincin, 3-4
aylik pekistirmeyi takiben 9 gr/cm? ye ¢iktigii belirtmislerdir.

Krebs,®' 23 hasta iizerinde metalik implantlar kullanarak yaptigi calismasinda,
retansiyon sonrasinda dental ark genisliginde azalma bulmus ve bu azalmanin 5 yil
kadar devam ettigini belirtmistir.

RME’den sonra relaps olusumunda, pekistirme siiresi kadar, pekistirme
apareyinin tipi de énemlidir. Hicks,”” pekistirme apareyi kullanmayan hastalarda %45,
hareketli pekistirme apareyi kullanan hastalarda %22-25, sabit pekistirme apareyi
kullanan hastalarda ise %10-23 oranlarinda relaps oldugunu belirtmistir. Sabit
pekistirme apareyi olarak ekspansiyon apareyinin kendisi veya molarlar arasi
transpalatal ark, hareketli aparey olarak da Hawley apareyi kullanilmaktadir.® Hareketli
apareylerin hasta kooperasyonu gerektirmesi dezavantaj olarak gosterilmekte ve sabit

pekistirme apareylerinin kullanilmas: tavsiye edilmektedir.**"-'"°
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2.3 Kemik Histolojisi

Kemik dokusu, 6zel bir yap1 gosteren mineralize olmus bag dokusudur. Viicudun
en sert dokusu olup diger yapilar1 destekler ve pek ¢ok hayati organi korur. Kemik
dokusu kemik matriksi denilen hiicreler aras1 madde ve kemik hiicrelerinden olusur.
Kemigin kimyasal yapisinda %71 inorganik tuzlar (kalsiyumfosfat ve
kalsiyumhidroksiapatit), %18,5 kollajen, 9%0,25 mukopolisakkarid, %1,75 protein ve
%8,5 de su bulunur. Kemik dokusu mm?® basina 15 kilogram basinca ve 10 kilogram
cekme kuvvetine direnglidir. Bu kemigin elastik 6zelligindendir ve bu degerler
asildiginda kemik dokusunda kirik veya catlak olugur.>#7%125.152

Genel olarak osteoblast, osteoklast ve osteosit olmak iizere 3 ¢esit kemik hiicresi
vardir. Osteoblastlar, kemik dokusunun ylizeyine yakin olarak diziler olustururlar.
Kemik matriksinin organik kisimlarimin  sentezinden sorumludur, sonradan
mineralizasyona ugrayarak kemige saglamlik ve sertlik saglayan, kollajen liflerden
zengin, glikoprotein ve polisakkaridlerden olusan osteoid maddeyi ve matriks sentezi
siiresince transport i¢in gereken proteini sentezlerler. Inorganik yapinin depozisyonu
osteoblastlarin varligina baglidir. Kemik yapimi ilerlediginde doku i¢inde kalip
osteositlere doniisiirler. Osteoblast tabakasinin iirettigi matriksle eski kemik matriksi
temasa gecer ve arada yeni matriks tabakasi olusur. Buna kemik apozisyonu denir ve
zamanla kalsiyum tuzlarinin ¢okmesi ile tamamlanir.”>'?

Osteoklastlar, kemik rezorbsiyonundan sorumludurlar. Bu hiicreler ¢ok biiyiik,
ileri derecede dallanmis ve hareketli hiicrelerdir. Kemik rezorbsiyonunun basladig:

bolgelerde, enzimatik olarak ac¢ilmis, howship lakiina adi verilen c¢ukurcuklarda

bulunurlar. Cok c¢ekirdekli olan osteoklastlar hematopoetik dokulardan olusmustur.
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Rezorbe edecekleri kemik yiizeyine hidrolitik enzimler salgilayarak kemigin ve
kalsifiye olmus kikirdagin organik ve inorganik matrikslerini yikima ugratirlar.
Osteoblastlarla beraber kuvvete bagli olarak kemik sekillenmesine imkan verirler.
Kemik ve kikirdagin repozisyonu ve kemigin yeniden sekillenmesinde rol oynarlar.”

Osteositler kemik dokusunun olusumu sirasinda kemik matriksi i¢inde hapsolan
olgun osteoblast hiicreleridir. Iskelet sisteminin %90’11 olustururlar ve kemik
matriksinin devamliligini saglarlar. Lakunlar i¢inde yer alan bu hiicreler kemik matriksi
sentezler, mineral icerigini korur, kalsiyum ve fosfatin konsantrasyonunu kontrol
ederler.”'*"*® Kemik matriksini olusturan inorganik kisimda kalsiyum ve fosfat
miktar1 fazladir. Organik kismu tip I kollajen ve proteine bagl glikozaminoglikandan
olusur. Hidroksiapatit kristallerinin kollajen liflere baglanmasi kemigin sert yapida
olmasini saglar.””

Kemik dokusu temelde kompakt ve spongioz olmak tlizere ikiye ayrilir; kompakt
kemik c¢ok serttir ve dis kuvvetlere dayaniklidir, yasst kemiklerin i¢ ve dis ylizeylerini,
uzun kemiklerin ise dis yiizeylerini olusturur, spongioz kemik daha yumusaktir ve
kompakt (kortikal) kemige gore daha zayiftir, ancak strese dayanikli olup i¢cinde kemik
iligi mevcuttur. 7152

Kemik dokusu su siraya gore olusur; mezenkim hiicrelerinin osteoblastlara
farklilasmasi, osteoblastlarin kemik dokusunun organik kismi olan kollajen fibrilleri ve
esas maddeyi salgilamasi, organik maddenin mineralizasyonu (hidroksiapatit
kristallerinin esas maddeye ¢okmesi) ve osteoklastlarmm ortamda belirmesi.”>'*!*

Osteoblastlar yeni kemik lamelleri yaparken osteoklastlar yapilan kemik lamellerini

rezorbe ederler. Boylece bir yanda yeni kemik dokusu olusurken (apozisyon) bir yanda
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da rezorbsiyon olur. Bu esnada kemik dokusu sertligini ve devamliligini korumaya
devam eder. ">'*>1%%

2.4 Kemiklesme

Iki tiirli kemiklesme s6z konusudur; bunlar intramembrandz (zarsal, direkt)
kemiklesme ve endokondral (kikirdaksal, indirekt) kemiklesmedir. Ister zarsal ister
kikirdaksal kemiklesme olsun kemigi meydana getiren osteoblast hiicreleridir ve her iki
kemiklesmede de osteoblastlar ayni sekilde kemik yaparlar.

2.4.1. Endokondral Kemiklesme

Endokondral kemiklesme olurken once gelisecek kemigin hyalin kikirdagindan
olusan bir taslagi belirir, daha sonra taslagin kondrositleri genisler ve ardindan
parcalanip yikilirlar. Geriye kalsifiye kikirdak matriksi septalarinin birbirinden ayirdigi
genislemis lakunalar kalir. Dejenere olmus kikirdak hiicrelerinden geriye kalan bu
alanlara osteoprogenitor hiicreler ve kan damarlarindan olusan bir yap1 dolar.
Osteoprogenitor hiicreler, kikirdagimsi septumun {istiinii kemik matrisi ile kaplayan
osteoblastlara doniisiir, boylece kartilaj yapt kemik matriksiyle Ortiilmeye baglar.
Kalsifiye kikirdak dokusunda kemiklesme baglar. Sonra bu primer kemik dokusunun
yerini sekonder kemik dokusu alir.”>'*?

2.4.2 intramembranoz Kemiklesme

Osteoblastlarin salgiladiklar1 matriksin dogrudan dogruya mineralizasyonudur.
Mezenkim hiicreleri membran6éz kemigin olusacagi yere go¢ ederler ve kemigin
semasinin olusacagi bolgelere yapisirlar. Mezenkim dokusu vaskiilarize olmaya baslar.

Mezenkim hiicreleri sitolojik degisimlere bagli olarak osteoblastlara doniisiirler ve

osteoblastlar da kemik matriksini olusturmak tiizere kollajen ve proteoglikanlarin
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tretimine baglarlar. Kemiklesmenin ilk basladig1 noktaya ‘primer kemiklesme merkezi'
denir. Kemik matriksinin artmasiyla birlikte osteoblastlar birbirlerinden uzaklagmaya
baglarlar ve bazilar1 kemik matriksi icerisinde osteositlere doniisiirler. Mezenkim
hiicreleri boliinerek osteoblast olusturmaya devam ederler, bdylece kemiklesme
merkezleri artar. Bu merkezler birbirleriyle birlesir, birlesme alanlarinda bag dokusu yer
alir. Kemik matriksinin mineralizasyonu ile membrandz kemik kalsifiye olmaya baglar.
Frontal, parietal, oksipital ve temporal kemikler gibi kafatasinin bazi yassi kemikleri,
mandibula ve maksillanin bazi kisimlar1 bu tiir kemiklesme ile meydana gelir.
Intramembrandz kemiklesmenin kisa kemiklerin biiyiimesinde ve uzun kemiklerin
kalinlasmasinda rolii vardir. Dogumdan sonra kafatasi kemiklerinin i¢ ve dis
yiizeylerindeki intramembrandz kemigin yapimi yikimina nazaran belirgin bir iistiinliik
gosterir. 3:7:152

2.4.2.1 Suturlarda kemiklesme

Birbirine komsu iki kemik arasinda bulunan sutura bir bag dokusu seridinden
ibarettir. Suturada karsi karsiya gelen iki kemigin lizerini Orten periost suturada da
devam ediyormus gibi disiiniilebilir. Her iki kemik periostu suturada ayri ayr
birbirlerine sirtlarin1 vermis olarak, iki ayr1 periost halinde devam etmektedir. Periost
bir bag dokusu membramidir. Periostun en {ist tabakasi fibr6z bir tabaka olup
fibroblastlar, kollojen lifler, damar ve sinirlerden olusmustur. Periostun kemige komsu
tabakas1 ise esas kemik yapan (osteojenik) kambiyum tabakasi olup, osteoblastlarin
cogaldigi, osteoblastlar tarafindan salgilanan kollojen lifler iizerine kalsiyum tuzlarinin
cokelerek sharpey lifleri haline doniistiigii ve kemigin imal edildigi tabakadir. Suturada

kars1 karsiya gelen iki kemigin de ayr1 ayr1 birer kambiyum tabakasi ve fibroz dokudan
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olusan birer kapsiiler tabakas1 vardir. Iki kapsiiler tabaka arasinda da kan damarlarinin
bulundugu bir ara tabaka vardir. Suturada kars1 karsiya gelen iki kemigin de ayr1 ayri
birer kambiyum tabakalar1 bulundugundan, her iki kemik de ayr1 ayr biiytirler. Her iki
kemik esit miktarlarda biiyiiyebildigi gibi biri digerinden daha fazla biiyiiyebilir.'®
2.4.2.2 Ekspansiyon kuvveti uygulamasi sonrasinda suturda kemik olusumu

Periosteum kemik biiyiimesinde ve olusumunda osteoblastik ve kondrojenik
farklilasmay1 destekleyen prekiirsor hiicreleri ve birgok farkli hiicreyi barindirir.®>%1%

Midpalatal sutura uygulanan ekspansiyon kuvvetleri osteoklastlarin aktivasyonu
sonucu kemik rezorbsiyonunu ve periosteal hiicrelerin proliferasyonu ve
diferansiyonuna bagli olarak da kemik olusumunu artirir.

Hou ve ark,” fareler iizerinde yaptiklar1 bir calisma da kuvvet uygulamasi
sonucunda midpalatal suturda goriilen genisleme sonrasinda birinci giinden baslayarak
kollojen lifler sutur boyunca reoriante olurlar ayni1 zamanda periosteal hiicreler sutura
dogru migrate olmaya baslarlar. Ugiincii giinde sutur mekanik kuvvete paralel yonde
spindle-shayped hiicrelerle dolar ve kondrositlerin sayisinda azalma goriiliir. Yedinci
giinde palatal kemik uglarinda yeni kemik olusumu gozlemlenir ve bu olusan yeni
kemik yiizeyinde periosteal hiicreler iyice artmaya devam eder ve on dordiincii giinde
genislemis olan suturun i¢i fibréz doku ile dolar. Suturun oral tarafinda yeni olusan
kemik, orijinal suturun kikirdak tabakasina benzer bir yapida birka¢ tabaka kondrositle
kaplanir ancak suturun nazal tarafinda ise kikirdak benzeri yap1 olusmadan direk nazal
epitel altinda kemik olugmaya baslar.

Her iki teknikte de benzer stratejiler uygulansa da distraksiyon osteogenezi ve

ekspansiyon yontemi sonucu kemik olusumunun indiklenmesinde farkliliklar
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vardir.”®” Distraksiyondan farkli olarak ekspansiyonda bekleme siiresi, 6dem ve
notrofil infiltrasyonu ile karakterize akut inflamasyon goriilmez. Bu yiizden midpalatal
suturun ekspansiyonu sonucu olusan biyolojik cevap yara iyilesmesinden ¢ok

mekanosensitiv mekanizma ile olur.®
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2.5 Bifosfonatlar

Bifosfonatlar bazi metabolik kemik hastaliklarinda (6rnegin Paget Hastalig),
maligniteye bagli hiperkalsemi ve 0Ozellikle giiniimiizde osteoporoz tedavisi ve
onlenmesinde artan bir bicimde kullanilmaktadir.”*® Bifosfonatlar cocuklarda da
osteogenezis imperfekta, fibroz displazi, juvenil osteoporoz ve gauchers hastaligi gibi
problemlerde kullanilmaktadir.”’

Bifosfonatlar dogal olusan pirofosfat molekiiliiniin daha stabil sentetik analogudur
ve osteoklastlarin enzimatik hidrolizine direnglidir. Merkezdeki karbon atomuna ¢esitli
yan zincirler eklenerek farkli klinik etkinlik ve potensi olan bir dizi bir fosfonat
olusturulmustur (sekil 1). Azot icermeyen bifosfonatlar (etidronat, klodronat, tiludronat)
instraselliiler olarak metabolize edilerek adenozin trifosfatin sitotoksik hidrolize
edilemeyen anologlarma doniisiir."”'*” Azot igeren bifosfonatlar (alendronat, ibandronat,
pamidronat, risedronat ve ZA) protein modifikasyonunu (prenilasyon) inhibe ederler ve
kemik rezorpsiyonunun daha giiglii inhibitérleridir. **

Bifosfonatlar genellikle kemik mineraline baglanarak ve sonrasinda onunla iligkili
osteoklastlarm aktivitelerini inhibe ederek kemik rezorbsiyonu tizerine etki ederler.'*®

Kanser hastalarinda, o0zellikle kemik metastazlart olanlarda, iskelet
komplikasyonlar1 riski yiiksektir. Timor hiicreleri ile kemik mikro ¢evresi arasindaki
molekiil etkilesimi sonucunda kemik hasar1 bir kisir dongii olarak devam eder. Bu
durum siddetli kemik karsinomunda patolojik kiriklara ve Malignite Hiperkalsemisine
(MH) yol acar. MH ilerlemis kanserli hastalarin %20-40’n1 etkileyen, sik goriilen bir
komplikasyondur. MH’de IV bifosfonatlar standart tedavidir ve iskelet metastazlarinin

giincel tedavisinin biitiinleyici bir pargasidir. Bifosfonat tedavisi serum kalsiyumunu
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normallestirir, iskelet komplikasyonu insidansini azaltir ve bu komplikasyonlari
geciktirir. Bifosfonat tedavisi kemikte 151 tedavisi ve ameliyat gereksinimini de
azaltyr 20:68:90.164

Ayrica bifosfonatlar, hayvan modellerinde kemik mikro ¢evresini tiimor hiicresi
gelisimi  i¢cin daha az uygun hale getirerek iskelet timor yiikiinii azaltir
goriinmektedir.' '

2.5.1 Bifosfonatlarin etki mekanizmasi

Bifosfonatlarin, 6zellikle intravendz olarak verildiginde, kemik rezorpsiyonunu
etkili olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Bifosfonatlar mineralize kemik matrikste
birikerek, kemigi osteoklastlarin ¢oziindiirmesine karst daha direngli kilarlar.
Baslangicta kemik rezorpsiyonu iizerindeki etkilerinin, mineralize kemik matriksin
stabilitesi tlizerindeki bu fizikokimyasal etkiye bagli oldugu diisiiniilmistir ama
osteoklastlar iizerindeki molekiiler ve seliiler etkileri zamanla ortaya c¢ikarilmistir. Artik
bifosfonatlarin kemik rezorpsiyonu siireci sirasinda salindigini osteoklastlarin igine
alindigini, osteoklastlarin osteolitik etkinligini inhibe ettigini ve yasamlarini kisalttig
bilinmektedir.  Bifosfonatlar ayrica osteoblastlarin  osteoklastlara  sinyallerini

degistirerek, osteoklastlarin etkinligini dolayl olarak da inhibe eder.”®'*®

Bifosfonatlar kemik dokusunda hidroksiapatite baglanirlar. Osteoklastlarin
bifosfonat iceren hidroksiapatit kristallerini fagosite etmesi, onlarin metabolik
etkinligini inhibe eder ve daha fazla kemigi rezorbe etmesini 6nler (antiresorptif etki).
Osteoklastlarin bifosfonat iceren kemikle temasa geldiklerinde inhibe edildigi in vitro
olarak gosterilmistir. Osteoklastlarda etkinlik azalmasi yani sira sayica azalmaya da

neden olurlar.”®
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Bu olay osteoklastlarin sadece in vivo kiiltiirlerde degil ayn1 zamanda bifosfonat
kapli kemik partikiillerinde de gozlenen dejeneratif morfolojik goriintiisii ile de

desteklenmektedir.'?®

Emilen bifosfonatlar kanda alblimin basta olmak iizere proteinlere baglanarak
taginirlar. Plazmadaki yar1 omrii yaklagik 2 saattir. Kemik dokusundaki yar1 dmiirleri ise
yillarla ifade edilecek kadar ¢ok uzundur. Ideal kosullarda oral olarak verilen dozun

%1°1 emilir. Emilen veya intravendz uygulanan dozun %50’den fazlasi hizli bir sekilde

iskelet sistemine katilir. Geri kalani1 renal atilima ugrar. 1s.17e

Tibbi kullanima ilk giren bifosfonat bilesigi etidronattir. Daha sonra alendronat,

klodronat, pamidronat, risedronat ve ZA ¢ikmistir.

1 .kusak bifosfonatlar= Etidronat, Tiludronat, Klodronat (kisa alkil yan zincir)

2 kusak bifosfanatlar= Alendronat, Ibendronat, Pamidronat (aminobifosfanatlar).

3. kusak bifosfonatlar= ZA, Neridronat, Risedronat (siklik yan zincir)
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Ik kusak, azot igermeyen bifosfonatlar yaklasik 30 yil once klinik kullanima

sokulmustur. Bu ilaglar azot atomu olmayan basit yan zincirler igerir. Azot igeren

bifosfonatlar (pamidronat, alendronat, ibandronat) tek bir azot igeren alifatik yan zincire

sahiptir. Bunlar ilk kusak ilaglara goére kemik rezorpsiyonunun daha giicli

inhibitorleridir. Heterosiklik halka yapisi olan azot iceren bifosfonatlar (risedronat)

potansta ve terapétik oranda daha fazla ilerleme saglamustir.'

1
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Von Knoch ve ark,'® bifosfonatlarin insan kemik iligi stromal hiicrelerinin
proliferasyonu ve osteoblastik diferansiyasyonuna etkisini inceleyen bir deneysel
calisma yapmiglardir. Bu ¢alismada, primer olarak kemik iligi stromal hiicrelerinden
gelisen osteoblast projenitor hiicrelerinin bifosfanatlarin etkisiyle arttifi ve osteoblast
diferansiyasyonunu baslattiklarini kiiltiir ve biyokimyasal incelemeler (alkalen fosfataz
ve PCR- polimeraz zincir reaksiyonu) ile gosterilmistir.

Dishekimligi ile ilgili bifosfonatlarin kullanildig1r calismalar da yapilmistir.
Brunsvold ve ark,”® maymunlarda periodontitis gelismesi iizerine bifosfonatlarin klinik
ve radyolojik etkilerini anlamak igin yaptiklart calismada,  kemik yogunluk
Olctimlerinin karsilastirilmast sonucunda bifosfonatlarin periodontitis ilerlemesini
durdurdugunu belirtmislerdir.

Giliniimiizde implantlar bifosfonat tasiyicilarla birlikte uygulanmaya baslamistir.
2000 yilinda Denissen ve ark,*” koyunlarda yaptiklar1 ¢alismada bifosfonatli implantlar
kullanmistir. Yiiksek oranda bifosfonat kapli hidroksilapatit implantlarda normal
osteokondiiksiyon ve tamir olustugu goriilmistiir.

Meraw ve ark,'” alendronat kapli dental implantlar kullanarak giiniimiizde
kullanilan implantlarin yerine alternatifler gelistirmek amaci ile yaptiklari bir calismada
alendronatin dental implantlar g¢evresinde erken donem kemik formasyon oranim
artirdigini belirtmislerdir.

Reddy ve ark,'® bir bifosfonat tiirii olan alendronat1 arastirmislar ve periodontal
defeklerin tedavisinde kullanildiginda belirgin sekilde kemik dolumunda miktar ve

yogunluk kazanci oldugunu belirtmislerdir.
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Cerrahide aminobifosfonatlarin sistemik kullanimindan kagcinmak amaci ile Yaffe
ve ark,)’* 1997 yilinda yaptiklari calismada absorbe olan pelet vasitasi ile
aminobifosfonatlarin lokal salinim1 mukoperiosteal cerrahi ile aktive olan alveol kemik
yikimini azaltmakta etkili oldugunu gostermistir.

Mitsuta ve ark,''’ deneysel periodontitis olusturduklari ratlara topikal olarak
klodronat uygulamislar ve klodronat uygulamasinin periodontitiste olusan kemik

rezorbsiyonunu engellemede basarili oldugunu belirtmislerdir.

2.5.2 Toksik etki

Bifosfonatlarin toksik etkileri ilagtan ilaca degisiklik gostermekle birlikte
yumusak dokular ve plazmadan hizli bir sekilde uzaklastirilmasina ve ekstraselliiler
stvida kisa silirede bulunmasina bagli olarak toksisiteleri olduk¢a azdir. Akut toksisite
hipokalsemiye bagli olarak olusabilmekte, kronik toksisite ise fosfat atomuna bagl

olarak bébreklerde  goriilebilmektedir.™

Etidronat icin belirtilen ve diger
bifosfonatlarda goriilmeyen toksisite ise kemik mineralizasyonunun Onlenmesi ve

osteomalaziye yol agmasidir.*®

2.5.3 Yan etki

Tiim klinik deneyimler doz ve verilis sekli uygun oldugunda bifosfonatlarin iy1
tolere edildigini gostermistir.** Bifosfonatlara bagli en belirgin yan etki sindirim sistemi
tizerine etkileridir. Agiz yoluyla alindiginda bulanti, dispepsi, 06zefajit, gastrit veya st
gastroinstentinal sistem yolunda inflamasyon veya iilserler olusabilmektedir.*’

Bifosfonatlarin hem diisiik oral emilim sorununu hem de sindirim sistemi yan etkilerini
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gidermek amaciyla intravenéz ve perkiitandz uygulamalar yapilmaktadir.”’ Paget
hastalig1 nedeniyle yiiksek doz bifosfonat kullanan hastalarda bulanti ve diyare
olusmakta bununla birlikte 0Ozellikle pamidronatin tekrarlayan intravendz

uygulamalarindan sonra renal hasar ve g6z enfeksiyonlarinin gelistigi bildirilmistir.

84,159

2.5.3.1 Bifosfonatlara bagh olarak c¢enelerde goriilen osteonekroz

Bifosfonat kullanimina bagli osteonekroz olusumu ile ilgili ilk olgu 2003 yilinda
Miglioratim8 tarafindan bildirilmistir. 1800 yillarinda kibrit fabrikalarinda calisan
is¢ilerde endemik olarak maksilla veya mandibulada goriilen nekrozlar iiretimde
kullanilan fosfor elementine baglanmistir. Son birka¢ yilda bifosfonat kullanan

hastalarda benzer komplikasyonlarin ¢ikis1 konuyu yeniden giincellestirrnistir.151’15 7

Bifosfonat kullanimi sonrasi osteonekroz sadece maksilla ve mandibulada
goriiliirken diger kemiklerde goriilmemistir.””'**'?® Mandibulada %68, maksillada %28
ve her iki cenede %4 rapor edilmistir. Bunun nedeni ¢igneme kaslarimin faliyeti
sonucunda bu bolgede ilacin niifuz etmesinin daha fazla olusudur ayrica buradaki kemik
turnoveri tibiaya gore 10 kat daha fazladur.*'%%13

Siddetli kemik disorder hastalarinda bifosfonat kullanimina bagli olarak
osteonekroz %68 agiga ¢ikmis kemik seklinde, %23 en az tek diste mobilite seklinde,
%17 fistiil olusumu seklinde goriiliir. Genelde agik halde nekrotik kemik mandibulanin
posterior bolgesinde ve lingual tarafta goriiliir. Nekrotik kemigin acia ¢ikma nedeni

%37 dis ¢ekimi, %28 mevcut periodontal hastaliklar, %11 periodontal cerrahi, %3

implant yerlestirilmesi, %1 apikoektomi ve %25 spontan olusumdur.”
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Bifosfonat kullanimi disinda kemoterapi, glikokortikoidler, periferal vaskiiler
bozukluklar ve enfeksiyon gibi bir ¢ok diger faktor osteonekroz olusumuna katkida
bulunabilir.”'**

Bifosfonatlarin IV kullanim sonrasinda %4-10 aras1 osteonekroz insidansi
belirtilmistir ama bu hastalarda osteonekroz insidansin1 artirabilecek kemoterapi,
immiin sistem bozuklugu, glukokortikoid kullanimi ve enfeksiyon gibi diger
faktorlerinde bulundugu belirtilmigtir.***!3¢

Kullanilan bifosfonatlar doza, kullanim siiresine, devamli kullanim olup
olmadigina, ilacin cinsine gore etki g(')steririler.l77

Diisiik ila¢ konsantrasyonlarinin baslangi¢ safhasinda osteoklastik aktivite azalir
denge osteoblastik aktiviteye kayar ve kemik formasyonununda artisa sebep olur. ilag
konsantrasyonunun arttig1 orta asamada osteoklastik aktivite daha da azalir bu da yeni
kemikteki damarlanmay1 ve osteoblastik aktivitenin azalmasini baslatir ve kemik tamiri
ve kemik turnoverinda azalma gozlenir. Maksilla ve mandibulada alveoler kemikte ilag
birikiminin arttig1 sonraki sathalarda osteoklastik aktivitenin seviyesi hastalikli kemigin
ortadan kaldirilmasini saglayamayacak kadar azalir ve yeni kemik damarlanmadan ve
kanlanmadan yoksun olarak olusur. Asirt ilag birikiminin final sathasinda
programlanmis hiicre olimii hizli bir sekilde gergeklesir. Kemik rejenerasyonu
cignemenin olusturdugu mikrotravmadan dolayr miimkiin olmayabilir ve sonunda
osteonekroz olusabilir. Bunlara dis ¢ekimi, travma sekonder enfeksiyon, periodontal

hastaliklar da eklenince osteonekroz olusumu hizlanabilir.'”>'"’
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Bifosfonatlarin uzun stireli, yiiksek doz ve intravendz kullaniminin g¢enelerde
osteonekroz riskini artiran faktorler oldugu bildirilmistir.”””'’? 6 aydan fazla potent
bifosfonatlar1 kullanan hastalarda yiiksek risk oldugunu belirten ¢alismalar vardir.'*

Bifosfonatlarla alakali osteonekroz vakalar1 daha ¢ok 60 yastan biiylik hastalardir
ve birgok vakada malignensi hikayesi bulunmaktadir. Cogunlugu bifosfonat tedavisine
ilave olarak kemoterapi, steroid ve radyoterapi alan hastalardr.’’

Boyun ve ¢ene tiimorleri tedavisinde kemoterapinin toksik etkisi sonucu iskeletsel
ve vaskiler toksisite olusabilmektedir.”> Dissiz hastalarda kemoterapinin
komplikasyonuna bagli olarak ¢enelerde osteonekroz tanimlanmustir.'>

Bifosfonat tedavisinin endike oldugu bir baska rahatsizlik da osteogenezis
imperfektadir. Bu hastaligin siddetli formlarinda bifosfonatlar semptomatik bir tedavi

115396122 B, vakalarda bifosfonat kullanimi sonrasi bildirilen

haline gelmistir.
osteonekroz vakas1 bulunmamaktadir.

2.5.3.2 Bifosfonatlara bagh olarak dis hareket miktarinda azalma

Bifosfonatlarla ilgili yapilmis ¢aligmalarda bifosfonatlarin ortodontik olarak dis
hareket miktarini azalttig1 belirtilmistir. Liu ve ark,” yaptiklar1 ¢alismada lokal olarak
uygulanan bifosfonatlarin (klodronat) ortodontik dis hareketine etkisini incelemislerdir.
Ratlarda yaptiklar1 ¢calismada Once iist cenede birinci molar disleri ekspansiyon springi
vasitasi ile bukkale hareket ettirmisler ve sag molar disin subperiosteal bolgesine her li¢
giinde bir clodronat enjekte etmisler sol molar disi kontrol grubu olarak kullanmiglardir.
Elde ettikleri verilere gore klodronatin lokal enjeksiyonunun ortodontik dis hareketini

azalttigin1 ve osteoklast sayisin1 azalttiindan dolay1 ayrica kok rezorbsiyonunu da

azalttigin1 belirtmislerdir. Adachi ve ark,' calismalarinda istenmeyen dis hareketlerini
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engelleyerek ankrajin artirilmasi ve hareket etmis dislerin relaps1 farmakolojik ajanlarla
Onlenebilirse retansiyon siiresinin kisalacagini ve kompleks ortodontik kuvvet
sistemlerine kars1 gereksinimin azalacagi disilincesi ile lokal olarak uygulanan
bifosfonatlarin (risedronat) dis hareketi iizerine etkisini arastirmislardir. iki béliimden
olusan caligmalarinin birinci kisminda ratlarda ekspasiyon springi ile disleri bukkale
dogru hareket ettirmisler bu esnada sag molar disin subperiosteal alanina risedronat
enjekte etmisler diger tarafi kontrol grubu olarak belirlemisler ve dis hareketinde azalma
tespit etmislerdir. Calismalarinin ikinci boliimiinde 6nce disler ayni spring kullanilarak
3 hafta boyunca bukkale dogru hareket ettirilmis sonra ekspansiyon springi ¢ikartilarak
risedronat uygulanmis ve dozla orantili olarak dis hareketinde azalma tespit etmisler ve
BP’ nin ankraj ve retansiyon amaci ile kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Igarashi ve ark,”” ise Adachi ve ark’nin' ¢alismasimin materyal metodu ile ayni
prosediirleri kullandiklar1 caligmalarinda bifosfonat uygulamasini sistemik olarak
yapmiglardir. Ankraji artirmak ve relapst azaltmak amaci ile uyguladiklar
bifosfonatlarin beklendigi gibi hareket miktarini azaltarak ankraji artirdigimi ayrica
hareket etmis diglerde geri hareketi azaltarak retansiyonu artirdigini belirtmislerdir.

Yapilan hayvan ¢aligmalari ile bifosfonatlarin dis hareketini azalttig1 belirtilmisse
de insanlarda dis hareketini engelleyecek miktardaki bifosfonat tedavisinin siiresi ve
dozu hakkinda kesin bir bilgi yoktur.

Rinchuse ve ark,'** 2007 yilinda yayinlanan vaka sunumunda bifosfonat kullanan
2 hastanin ortodontik tedavisinde dis hareketinin c¢ok zor oldugu, bosluklarin
kapatilmasi esnasinda kok paralelliginin saglanmasinin oldukca zor oldugunu hareketin

daha ¢ok devrilme seklinde meydana geldigini belirtmistir.
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Schwartz,*® 53 yasinda metastatik akciger kanseri rahatsizligi bulunan bir
hastasinda Sinif II béliim 1 malokluzyonun tedavisi amaci ile iist 4 numaral disleri
cektiklerini ardindan ilk aylarda dislerde seviyelemenin oldugunu ve kanin
retraksiyonunun basladigin1 ama sonraki aylarda kuvvet uygulanmasina ragmen dislerde
hareket gozlenmedigini belirtmistir. Hastanin kanser tedavisi amaci ile gordiigi
kemoterapi, radyasyon ve kullandigi bifosfonatlarin maksillanin kanlanmasini
bozdugunu ve bunun dis hareketindeki azalmaya sebep olabilecegini ayrica hastanin
kullandig1 bifosfonatlarin da osteoklastik aktiviteyi baskilayarak dis hareketi engellemis
olabilecegini belirtmistir.

2.6 Zoledronik Asit

2.6.1 Kimyasal yapi

ZA kimyasal olarak (l-hidroksi 2- imidazol -1- yl-fosfonoetil) bifosfonik asit
monohidrat olarak adlandirilir ve yapisal formiilii sekil 2’de gosterilmistir. ZA beyaz,
kristal bir tozdur. Molekiil formiilii CsH;oN,O7P,*H,0, molar kiitlesi 290,1 g/mol’dur.
ZA sodyum hidroksit soliisyonunda biiyiik dl¢iide ¢oziiniirken su ve hidroklorik asitte
az ¢Oziiniir, organik solventlerde ise ¢oziinmez. ZOMETA flakonda steril toz olarak
mevcutdur. Bir flakon, 4.264 mg zoledronik aside esdeger 4 mg ZA (anhidroz) igerir.
Inaktif igeriginde mannitol, USP (hacim yapici ajan), sodyum sitrat ve USP

(tamponlayict ajan) bulunur.
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Sekil 2. ZA’nin kimyasal yapisi

2.6.2 Farmakokinetik ozellikleri

Zoledronik asit infiizyonu sonrasinda viicutta ilacin plazma konsantrasyonlari
hizla artmakta, infiizyon periyodunun sonunda doruk diizeyine ulagsmakta, ardindan 4
saat sonra doruk diizeyinin < %10’una ve 24 saat sonra da < %1’ine inecek sekilde hizli
bir azalma gostermektedir. Daha sonra, 28. giinde ikinci ilag inflizyonu uygulanincaya
kadar doruk diizeyinin % 0.1’ini agmayacak sekilde oldukca diisiik bir konsantrasyonda
uzun bir periyod olugmaktadir.

Her 28 giinde bir verilen ilacin tekrarlanan dozlarindan sonra ila¢ birikimi
olmamaktadir. Zoledronik asit metabolize olmaz ve degismeden bobrekten atilir. Tlk 24
saatte, uygulanan dozun % 39 + 16’ s1 idrarda bulunur, kalani ise kemik dokuya
baglanir. Kemik dokusundan c¢ok yavas bir sekilde sistemik dolasima geri serbestlenir
ve bobrekten atilir. Bifosfonatlarin kandaki biyolojik yar1 dmiirleri ¢cok kisadir. Kemik

dokusundaki yar1 6miirleri ise yillarla ifade edilecek kadar uzundur.
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2.6.3 Etki mekanizmalar

ZA nin ileri stiriilen etki mekanizmalarz:

-Osteoklast matiirasyonunun inhibisyonu.’

-Kemik rezorpsiyonu bélgesine osteoklastlarin toplanmasimin inhibisyonu.*’

-Olgun osteoklast islevinin baskilanmas1.”

-Sitokin iiretiminin azalmasi (interlékin-6).41

-Direkt anti timdr etkinlik (sitostatik ve sitolitik).”"*

-Tiimor hiicrelerinin yayilmasinin ve kemik matrikse adhezyon ile invazyonunun

inhibisyonu.”

-Tiimérlerde anti anjiyojenik'” etki seklinde siralanabilir.

ZA, osteoklastlar1 inhibe ederek, daha oOnce genel olarak bifosfonatlar icin
tanimlanan sekilde, kemik rezorpsiyonunu inhibe eder. Azot iceren bifosfonatlar kemik
rezorpsiyonunun giiclii inhibitorleridir. Protein prenilasyonunun inhibisyonuyla iliskili,

osteoklastlarin iglevsel inhibisyonu ve apoptozla sonuglanan kendine 6zgii bir etki

mekanizmalar1 vardir. ZA yeni kusak, giiclii, azot iceren bir bifosfonattir.

ZA malignitenin iskelet komplikasyonlarinin tedavisinde ve onlenmesinde 6nde

gelen bir terapdtik yaklagimdir ve MH’de tedavi segenegidir.**

In vitro ve in vivo galigmalar, ZA nin kemik rezorpsiyonuna biiyiik dlciide etkili

oldugunu gdstermistir.>**® Etidronatin sicanlarda kemik rezorpsiyonunu inhibe etme
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giici 1 birim kabul edildiginde, alendronatin 100-1000 birim, ZA’nin ise 10.000 birim

kadar giiclii oldugu belirtilmistir.**

Bu nedenle, ZA’nin malignitenin iskelet komplikasyonlarinin onlenmesi ve
tedavisi i¢in dnemli bir potansiyeli vardir. Ayrica ¢esitli in vivo ve in vitro klinik 6ncesi
calismalar, ZA’nin gii¢lii anti timor ve tlimorlerde anti anjiyojenik etkileri oldugunu
gostermistir. Eger bu etkinlikler klinige aktarilirsa ZA yerlesmis osteolitik kemik
hastaliginin tedavisinde etkili olmanin yan1 sira, kemik metastazlarinin gelisimini inhibe
edebilir ve ilerlemis kanseri olan hastalarda yasam siiresini uzatabilecegi

belirtilmigtir.”"*!"

ZA’nin in vitro olarak osteoklastlarin matiirasyonu ve islevi lizerinde dolaysiz
etkisi oldugu gosterilmistir. MCF7 meme karsinomu kosullu ortamli ve ortamsiz fetal
sican kalvarya kiiltiirlerinde, ZA osteoklast matiirasyonunu ve/veya kemik ylizeyde
toplanmalarmi inhibe etmistir.*’ Osteoklastlarin olgunlagsma siirecinde nce progenitdr
ve prekiirsor hiicreleri ¢ogalir ve farklilagir. Bunun ardindan fiizyon meydana gelir ve
kemik ylizeyindeki monositik prekiirsorler olgunlasir. ZA ayrica olgun osteoklastlarin
islevsel etkinligini de baskilar. In vivo ve in vitro testler, ZA’nin ¢esitli uyaranlara
cevap olarak olgun osteoklastlar tarafindan saglanan kemik rezorpsiyonunu inhibe

ettigini gostermistir. >

Preklinik caligmalarda ZA, osteoklast iliskili kemik rezorpsiyonunu daha dnce test
edilen bifosfonatlardan daha giiclii olarak inhibe etmistir.”®> Green ve ark, > gesitli
bifosfonatlarin kemik rezorpsiyonu iizerindeki etkilerini 1ki model sistemle

karsilastirmistir. Bu ¢aligmada tiroid paratiroidektomize (TPTX) sicanlarda vitamin Ds
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ile uyarilan hiperkalseminin inhibisyonu (in vivo model) ve ¢esitli uyaranlara yanit
olarak fare kalvaryasindan kalsiyum salinisinin inhibisyonu (in vitro model)
Olclilmiistir. TPTX sigan modelinde, ZA pamidronata gore 850 kat daha giiglii
bulunmustur. Fare kalvarya testinde, paratiroid hormon (PTH), PTHrP ve insan
interlokin—1 (IL—-1) ile uyarilan kalsiyum salinisini inhibe etmede pamidronatdan 40—
100 kat daha kuvvetlidir.Cesitli bifosfonatlarin TPTX siganlarda vitamin Dj ile uyarilan
hiperkalsemiyi inhibe etmede ortalama etkili dozlar1 (EDsg) ile fare kalvaryasindan
vitamin D3 ile wuyarilan kalsiyum salinimini inhibe eden %50 inhibitor
konsantrasyonlarinin (ICsg) karsilagtirilmasi, bu ilaglarin in vivo ve in vitro potanslari

arasinda yakin bir iligki géstermistir.55

Biiytimekte olan sicanlarin ZA ile kisa donem tedavisi, pamidronat ile
karsilastirildiginda, kortikal kemigi etkilemeden, trabekiiler kemikte kalsiyum ve
hidroksiprolin igerik ile radyografik dansiteyi 6nemli 6lgiide arttirmustir.'*® Birgok in
vivo deney, Ostrojen eksikligi olan hayvanlarda ZA’nin kemik kiitlesini, yapisini ve
giictinii korudugunu gostermistir. Overektomili sicanlarda haftalik 1,5 pg/kg subkiitan
ZA enjeksiyonu lomber vertebranin dansitesini korumus ve overektomi sonrasi 52.
haftada mekanik giicii saglamistir.”> Benzer sekilde, overektomili yetiskin rhesus
maymunlarinda uzun dénem ZA tedavisi 1yi tolere edilmis ve doza bagli olarak artmis
kemik dongiisiinii ve kemik kaybini, kemik mineralizasyonunu kotii yonde etkilemeden,

etkin bicimde baskilamugtir.”

Bifosfonatlarin osteoklastik aktiviteyi azalttifindan bahsedilmistir. Birinci nesil

bifosfonatlardan biri olan etidronatin osteoklastik aktivite ve relaps {lizerine olan
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etkilerine bakilmistir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla bifosfonatlarin osteoklastik
aktiviteyi baskilamasmin yani sira osteoblastik aktiviteyi artirdigi daha Once
belirtilmistir. Calismamizin da amaci iiglincii nesil ve daha gii¢lii bir bifosfonat olan
ZA’nin ratlarda ekspansion sonrasinda sistemik olarak uygulanmasi neticesinde
suturlarda kemik formasyonu {izerine etkilerini histolojik ve radyolojik olarak

degerlendirmek ve meydana gelen durumun niiks tizerine etkilerini arastirmaktir.
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamiz deneysel, radyolojik ve histolojik olmak iizere ii¢ boliim altinda
plandi. Calismamizin deneysel kismi Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvarinda, radyolojik kismi Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi Radyodiyagnostik Anabilim Dalinda, histolojik kismi ise Celal Bayar

Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dalinda gerceklestirildi.

Calismada 12 haftalik agirliklar1 200+10 gram arasinda degisen tamami erkek 36
adet wistar rat1 kullanildi. Calismada kullanilan denekler veteriner hekim tarafindan

kontrol edildi ve genel saglik durumlarinin normal olduguna dair onay alindi.

Sutural genisletme sonrasi 14 giin ve 7 giin retansiyonda tutulan gruplar ile yedi
giin retansiyonda tutulan ve etken madde (ZA) verilen calisma grubu arasindaki
farkliliklar1 incelemek ve ZA’nin retansiyon ve relaps agisindan olusturdugu etkileri
arastirmak amaci ile her bir grupta 12 hayvan olacak sekilde denekler rastgele secilerek

lic gruba ayrildi.

Grup 1: 14 giin retansiyonda tutulan kontrol grubu. (n=12)

Grup 2: 7 giin retansiyonda tutulan kontrol grubu. (n=12)
Grup 3: 7 giin retansiyonda tutulan ¢alisma grubu. (n=12)

Bu calisma Cumbhuriyet Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama

Merkezinin etik kurulu tarafindan 05.10.2006 tarih ve 83 sayili karar ile onaylandi.
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3.1 Ekspansiyon Aygiti

Calismada ekspansiyon apareyi olarak 0,5 mm’ lik paslanmaz celik telden
(dentaurum)  biikiilmiis ¢ift heliksli bir zemberek kullanilmistir. Ekspansiyon
zembereginin kollar1 arasit genislik 11 mm apareyin kollarinin uzunlugu 10mm ve
koselerde bulunan helikslerin ¢apt 2mm dir. Zemberegin kollarinin u¢ kismi sagittal
kemik iizerinde agilan deliklere girmesi i¢in helikslere 90° olacak sekilde ve 1,5mm

uzunlugunda biikiildi (Sekil 3).

heIiksgzﬁ 2 mm

Sekil 3. Caligsmada kullanilan ekspansiyon zemberegi
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3.2 Cerrahi Yontem

Deneklerin tiimiine anestezi i¢in intramuskuler yolla Ketamin hidrokloriir
(Ketalar-Eczacibasi, Tiirkiye) 90 mg/kg ve Xylazine (Rompun-Bayer, Almanya) 3
mg/kg enjeksiyonu yapildi. Anestezi sonrast deneklerin kafalarinin iist tarafindaki
tilyleri tirag edilerek asepsi ve antisepsi kurallarina dikkat etmek kaydiyla, operasyon
sahas1 povidon-iod (Batticon-Adeka, Tiirkiye) ile temizlendikten sonra (Resim 1) steril

ortiiler ile operasyon sahasi agikta kalacak sekilde ortiildii.

Vo e A

Resim 1: Calisma bolgesinin operasyon dncesi tras edilip dezenfekte edildikten sonraki

goruntiisi
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Kafatasini kaplayan deri anterio-posterior yonde 1,5 2 cm uzunlugunda sagittal
sutur agiga cikarilacak sekilde insize edildi (Resim 2). Periost eleve edildikten sonra
parietal kemigin Tlizerine sagittal suturunun her iki tarafina kumpas yardimi ile
aralarindaki mesafe 3mm olacak sekilde 2 nokta isaretlendi. Bu isaretli bélgelere serum
fizyolojik sogutmasi altinda fizyodispensir araciligi ile 2 delik agildi (Resim 3).
Hazirlanan ekspansiyon zemberegi karsilikli gelen bu 2 delige yerlestirildi (Resim 4).
Son olarak kafa derisi 4-0 kat-giit (Dogsan, Istanbul, Tiirkiye) ile siiture edildi (Resim

5).

Resim 2: Ilk insizyon sonras1 goriintii
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Resim 3: Sagittal suturun her iki yaninda agilan deliklerin goriintiisii

Resim 4: Acilan deliklere ekspansiyon apareyinin yerlestirilmesi
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Resim 5: Operasyon bdlgesinin primer olarak siiture edilmesinden sonraki goriintiisii

3.3 Operasyon Sonrasi Bakim ve Latent Donem

Tim denekler operasyondan sonra her biri ayr1 ayr1 kafeslere alinarak
veteriner hekim goézetimi altinda tutuldu. Post operatif donemde deneklere analjezik
olarak Carprofen 4 mg/kg (Rimadyl, Pfizer, New York,Illiniosis, ABD) subkutan ve
antibakteriyel olarak Ceftriaxon 25 mg/kg (Rocephin, Roche, Basel, Isvigre)

intramiiskiiler yolla 5 giin boyunca uygulandi.

Bu siire igerisinde yara bolgesinin cilt antiseptigi ile giinlilk olarak
pansumani yapildi. Kemirici olan deney hayvanlari operasyon sonrasi donemde
rat yemi ve yeteri kadar su ile beslendi. Kemik olusumunu herhangi bir sekilde

etkilememek amaciyla hayvanlara ilave bir vitamin verilmedi.
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3.4 Aktivasyon, Retansiyon ve Relaps Donemi

1. Grupta bulunan 12 denek 7 giinliik ekspansiyon donemi sonrasinda operasyon
bolgesi genel anestezi sartlarinda yukarda bahsedilen cerrahi prosediire uygun olarak
tekrar agildi. Daha Once yerlestirilen genisletme zemberegi ¢ikarilarak yerine 0,5
mm’lik celik telden hazirlanan retansiyon teli yerlestirildi.(Resim 6,7) Tek doz serum
fizyolojik (5mg/kg) subkutan olarak verildi. 14 giinliik retansiyon periyodundan sonra 6
denek histolojik inceleme amaci ile 200mg/kg sodyum pentobarbital (Petothal, Abbot,
ABD) ile sakrifiye edildi. Geriye kalan 6 denek ise retansiyon telleri ¢ikarilarak 7
giinliik relaps doneminde tutuldu ve daha sonra ayni1 yontemle sakrifiye edildi.

2. Grupta bulunan 12 denek 7 giinliik ekspansiyon dénemi sonrasinda operasyon
bolgesi genel anestezi sartlarinda yukarda bahsedilen cerrahi prosediire uygun olarak
tekrar agildi. Daha Once yerlestirilen genisletme zemberegi ¢ikarilarak yerine 0,5
mm’lik ¢elik telden hazirlanan retansiyon teli yerlestirildi. Tek doz serum fizyolojik
(5mg/kg) subkutan olarak verildi. 7 giinliik retansiyon periyodundan sonra 6 denek
histolojik inceleme amaci ile 200mg/kg sodyum pentobarbital (Petothal, Abbot, ABD)
ile sakrifiye edildi. Geriye kalan 6 denek ise retansiyon telleri ¢ikarilarak 7 giinliik
relaps doneminde tutuldu ve daha sonra ayn1 yontemle sakrifiye edildi.

3. Grupta bulunan 12 denek 7 giinliik ekspansiyon donemi sonrasinda operasyon
bolgesi genel anestezi sartlarinda yukarda bahsedilen cerrahi prosediire uygun olarak
tekrar agildi. Daha Once yerlestirilen genisletme zemberegi ¢ikarilarak yerine 0,5
mm’lik ¢elik telden hazirlanan retansiyon teli yerlestirildi. Tek doz (0.Img/kg) ZA
(Zometa, Novartis)(Resim 8) Smg/kg serum fizyolojik icerisinde diliie edildikten sonra

subkutan olarak verildi. 7 giinliik retansiyon periyodundan sonra 6 denek histolojik
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inceleme amaci ile 200mg/kg sodyum pentobarbital (Petothal, Abbot, ABD) ile
sakrifiye edildi. Geriye kalan 6 denek ise retansiyon telleri ¢ikarilarak 7 giinliik relaps
doneminde tutuldu ve daha sonra ayn1 yontemle sakrifiye edildi.

Her 3 grupta uygulanan ekspansiyon, retansiyon ve relaps siireleri Tablo I de
gosterilmistir.

Denekler sakrifiye edildikten sonra operasyon sahalarinit iceren kafataslari

cikarildi. Ornekler % 10’luk tamponlanmis formalinde korundu.

Ekspansiyon Retansiyon Relaps
n
Gruplar periyodu periyodu periyodu
(gtin) (giin) (gtin)
6 7 14 -
Grup 1
6 7 14 7
6 7 7 -
Grup 2
6 7 7 7
Grup 3 6 7 7 -
(ZA) 6 7 7 7

Tablo I: Gruplara ait ekspansiyon,retansiyon ve relaps siireleri
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Resim 7: Genigleme sonrasinda retansiyon telinin uyumlanmasi
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Resim 8: Calismada kullanilan Zoledronik Asit

3.5 Orneklerin incelenmesi

3.5.1 Radyolojik degerlendirme

Caligmadaki  sutural ekspansiyon, retansiyon ve relaps miktarlarinin
degerlendirilmesi i¢in C.U. Tip Fakiiltesi Radyodiagnostik Anabilim Dalinda
bilgisayarlt tomografi (BT) ile goriintiiler elde edildi. Ekspansiyon zembereginin
yerlestirilmesinden 6nce her gruptaki deneklerden (T1, n=12), ekspansiyon sonrasi (T2,
n=12), retansiyon sonrasi (T3, n=12) ve relaps i¢in beklenen siire sonrasinda (T4, n=6)
alman BT goriintiileri ile sagittal suturlar lizerinde agilan delikler arasi mesafeler
belirlendi.

BT cihazinda (Philips Brilliance CT Systems, Eindhoven, Netherland) hayvanlar
standart pozisyonda (Resim 9) gantriye yerlestirildikten sonra, pilot goriintiiler alindi.
Bu pilot goriintiiler lizerinde ekspansiyon bolgesinde 1 mm kalinliginda, araliksiz
aksiyel kesitler alindi. Bu kesitler daha sonra MX View Workstation programina
aktarildi. Elde edilen goriintiilerde delikler aras1 mesafe (Resim 10) ve sutur bolgesinde
retansiyon donemi sonrasinda (T3) olusan yeni kemigin yogunlugu hesaplandi (Resim

11).
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Resim 9: Tomografi goriintiileri alirken deneklerin gentriye standart pozisyonda

yerlestirilmesi

Resim 10: Tomografi kesitlerinden 6l¢iimlerin belirlenmesi
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Resim 11: Tomografi kesitlerinden yeni olugan kemik yogunlugunun belirlenmesi

3.5.2 Histolojik ve immiinohistokimyasal Degerlendirme

Gruplardan elde edilen kranium 6rnekleri % 10’luk formalin i¢inde 24 saat tespit
edildi. Ornekler EDTA (ethylenediaminotetra-asetik asit) soliisyonu igerisinde (100ml
0.1 M fosfat tamponda ¢oziinmiis pH: 7.1) 2 giinde bir degistirilerek, +4°C ‘de 3 hafta
stireyle, kontrol edilerek dekalsifiye edildiler (Resim 12).

Parafine gomiilecek ¢alisma bolgeleri dekalsifiye edilmis kranium Orneklerinden

bistiiri vasitasi ile dikkatli bir sekilde ¢ikarildi (Resim 13).
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Resim 12. Kranium 6rneginin dekalsifikasyon sonrasi goriintiisii

Resim 13: Parafine gomiilecek ¢alisma bolgesinin kraniumdan ¢ikarilmasi

Distile su ile yikanan Ornekler, derecesi giderek artan alkol serileri ile
dehidratasyonu takiben, ksilen ile seffaflastirma islemi uygulanarak parafine gomiildii.

Takip protokolii Tablo II’ de gdsterilmistir.
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Bloklardan aliman 5 um kalinliktaki kesitler histolojik degerlendirme i¢in, 1 gece
60° etiivde ve ksilende deparafinize edildikten sonra, rehidratasyon islemi uygulanarak
hematoksilen-Eozin (HE) (Surgipath, 01562E, 01602E, Peterborough, UK) ile boyandi.
Uygulanan HE boyama protokolii Tablo III” de gdsterilmistir.

Ayn1 dokulardan yapilan ek kesitler avidin-biyotin peroksidaz yontemi ile indirek
immunohistokimyasal boyama icin hazirlandi. Immunohistokimyasal yontemle
boyanacak preparatlar 60°C’ lik etiivde 1 gece bekletilip, 1 saat ksilende birakildiktan
sonra deparafinizasyon islemi tamamlandi. Kesitler derecesi giderek azalan alkol
serilerinden gegirilerek distile su asamasina getirildi. Indirek immunohistokimyasal
boyama protokolii Tablo IV’ de gosterilmistir. Kesitler once dako pen ile ¢evrelenerek
havuzcuklar olusturuldu ve tripsinize edilerek PBS (Fosfat tampon soliisyonu) ile
yikanan dokulara, dokuda bulunan peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in % 3’liik
hidrojen peroksidaz uygulandi. PBS ile yikanan kesitler 1 saat ‘’non-immun blocking’’
soliisyonunda tutulduktan sonra anti-osteonectin, anti-osteocalsin, anti-VEGF ve anti-
TGF-B primer antikorlar: ile (1/100 diliisyonlarinda) 18 saat + 4°C’de nemli ortamda
inkiibe edildi. Sekonder kit olarak avidin-biotin-peroksidaz sistemi kullanildi (Zymed).
PBS ile yikanan kesitler biotinle igaretlenmis hidrojen peroksidaz sekonder antikoru ile
30 dakika inkiibe edildi. PBS ile yikanan kesitlere 30 dakika streptavidin uygulandi.
Immunoreaktivitenin gériiniir hale gelebilmesi i¢in DAB (di amino benzidine)
uygulanan kesitler, Mayer’s hematoksilen ile artalan boyamasi yapilarak kapatma
mediumu ile kapatildi. Immunohistokimya ¢alismalarinda kullanilan kimyasal maddeler

Tablo V’de belirtilmistir.
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Immunoreaktivitelerin spesifik olup olmadigini test etmek amaci ile birer kesit
kontrol boyamasi i¢in ayrildi ve primer antikor ile aym olan IgG, primer antikor
uygulanmadan boyama gerceklestirildi.

Histokimyasal ve immunohistokimyasal yontemlerle boyanan kesitler, Olympus
BX40 marka 151k mikroskobu altinda X40 objektif ile incelenmistir.

X 40’11k biiylitme alaninda:

Aktif osteoblast sayisi: 1-10:+, 11-20: ++, >20:+++
Damar genisligi: Dar: +, orta genisikte: ++, genis: +++
olarak skorlandi.
Immunohistokimya boyanma siddetleri yari-kantitatif olarak degerlendirilerek

boyanma siddeti : + (minimal), ++ (orta) veya +++ (siddetli) olarak belirlendi.

Tablo II: Parafin takip protolii

islem Kullanilan Madde Siire
TESPIT % 10 FORMALIN 24 SAAT
DEKALSIFIKASYON EDTA 0.1 M 3 HAFTA
DEHIDRATASYON % 50 ALKOL Y2 SAAT
% 60 ALKOL s SAAT
% 70 ALKOL s SAAT
% 80 ALKOL s SAAT
% 95 ALKOL 1 SAAT
% 95 ALKOL 1 SAAT
SEFFAFLASTIRMA ALKOL: KSILEN s SAAT
KSILEN 1 SAAT
KSILEN 1 SAAT
INFILTRASYON KSILEN-PARAFIN s SAAT
PARAFIN 1 SAAT
PARAFIN 1 SAAT
GOMME PARAFIN

47



Tablo III: Hematoksilen-eozin boyama protokolii

ISLEM
DEPARAFINIZASYON
DEPARAFINIZASYON
REHIDRATASYON

YIKAMA

BOYAMA

YIKAMA
DIFERANSIYASYON
YIKAMA

BOYAMA

YIKAMA

KAPAMA

MADDE
60 °C etiivde
KSILEN

% 95 ALKOL

% 80 ALKOL

% 70 ALKOL

% 60 ALKOL
AKAR SU
HEMATOKSILEN
AKAR SU
ASIT-ALKOL
AKAR SU

EOZIN

AKAR SU

% 80 ALKOL

% 95 ALKOL
KSILEN
ENTELLAN

SURE

1 GECE

1 SAAT

2 DAKIKA
2 DAKIKA
2 DAKIKA
2 DAKIKA
5 DAKIKA
3 DAKIKA
5 DAKIKA
1 SANIYE
5 DAKIKA
2 DAKIKA
5 DAKIKA
1 DAKIKA
1 DAKIKA
1 SAAT
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Tablo IV: Indirek- immunoperoksidaz yéntemle immunohistokimya boyama protokolii

ISLEM
DEPARAFINIZASYON
DEPARAFINIZASYON
REHIDRATASYON

YIKAMA

HAVUZCUK
OLUSTURMA

YIKAMA
PEROKSIDAZ BLOK
YIKAMA
BLOCKING

PRIMER
ANTIKORLAR

YIKAMA
SEKONDER ANTIKOR

YIKAMA

YIKAMA
BOYAMA

YIKAMA

ARTALAN BOYAMA
YIKAMA

KAPAMA
FOTOGRAF

MADDE

60 ° C etiivde
KSILEN

% 95 ALKOL
% 80 ALKOL
% 70 ALKOL
% 60 ALKOL
DISTILE SU

FOSFAT TAMPON SOLUSYONU
(PBS)

DAKO PEN

TRIPSIN

PBS

% 3 HIDROJEN PEROKSIT
PBS

ULTRA V BLOK

Anti osteonectin, anti-osteocalsin,
anti-VEGF, anti TGF-f

PBS

BIOTINLE ISARETLI SEKONDER
ANTIKOR

PBS

STREPTAVIDIN

PBS

DAB (diamino benzidine)
DISTILE SU

MAYER’S HEMATOKSILEN
DISTILE SU

KAPATMA MEDYUMU

OLYMPUS MARKA
MIKROSKOBU

ISIK

SURE

1 GECE

1 SAAT

2 DAKIKA
2 DAKIKA
2 DAKIKA
2 DAKIKA
10 DAKIKA
10 DAKIKA

10 DAKIKA
3x5 DAKIKA
5 DAKIKA
3x5 DAKIKA
1 SAAT

18 SAAT
+4°C nemli

3x5 DAKIKA
30 DAKIKA

3x5 DAKIKA
30 DAKIKA
3x5 DAKIKA
10 DAKIKA
3x5 DAKIKA
3 DAKIKA
10 DAKIKA
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Tablo V: Immunohistokimyada kullanilan malzemeler

MALZEME

Dako pen

Tripsin

Hidrojen peroksidaz
Ultra V block

Monoklonal
anti- osteonectin

mouse

Monoklonal
anti-osteocalsin

mouse

Monoklonal
anti- VEGF
Poliklonal rabbit anti-
TGF-p

Biotinle  isaretlenmis
sekonder antikoru

mouse

Streptavidin

DAB-
diaminobenzidine

Mayer’s hematoksilen

UltraMount

FIRMA
Dako
Zymed
Dako
Labvision,
Zymed

Zymed
Santa Cruz
Santa Cruz,
Zymed

Zymed
Dako

Richard-Allan

Scientific
Labvision

KAT.NO
S 2002
00-3008
TA-015-HP
TA-125-UB
33-5500

33- 5400

SC-7269

SC-146

85-9043

85-9043

Ta-060-UM

ULKE
Glostrup/Denmark
Ca/USA
Glostrup/Denmark
USA

Ca/USA

Ca/USA
Ca/USA
Ca/USA
Ca/USA

Ca/USA
Glostrup/Denmark

Ca/USA

Ca/USA

50



3.6. Istatistiksel Yontem

36 denek iizerinde farkli 6l¢iim zamanlarinda elde edilen mesafe, yogunluk, relaps ve
histolojik verileri SPSS (Ver:13.0) programina yiiklenerek istatistiksel analiz yapilmistir.

Radyolojik olarak mesafelerin 6lgiildiigii verilerin (T1, T2, T3) degerlendirilmesinde
retansiyon donemi sonuna kadar elde edilen veriler gruplar arasi farklilik i¢in Kruskal-Wallis
testi, her bir gruptaki degisik periyodlarda olusan farkliligin degerlendirilmesi i¢in Friedman
testi kullanilmigtir. Anlamli bulunan sonuglarda farklilik goésteren Olglim zamanlarinin
belirlenmesi i¢in gruplarin ikiserli olarak karsilastirilmasinda Wilcoxon testi uygulanmustir.

Deneklerde retansiyon donemi sonrasinda (T3) olusan kemik yogunluk miktarlarinin
karsilastirilmast i¢in Kruskal-Wallis testi ve anlamli bulunan sonuglarda gruplarin ikiserli
olarak karsilastirilmasinda Man-Whitney U testi uygulanmistir.

Deneklerde retansiyon donemi sonrasi (T3-T4) olusan relaps miktarlarinin
degerlendirilmesinde ve histolojik olarak elde edilen verilerin degerlendirilmesinde Kruskal-
Wallis testi ve anlamli olan gruplari bulmak amaci ile Man-Whitney U testi uygulanmustir.

Verilerimiz tablolarda radyolojik degerlendirme i¢in aritmetik ortalama + standart
sapma, histolojik degerlendirmede aritmetik ortalama =+ standart sapma ve ortanca deger

seklinde belirtilip yanilma diizeyi 0,05 olarak alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Klinik bulgular

Yapilan klinik degerlendirme sonrasinda deneklerin ekspansiyon uygulamasini
genel olarak iyi tolere ettigi goriildii. Kullanilan ekspansiyon zembereginin basarili
oldugu tespit edildi. Operasyon sonrasinda diizenli olarak yapilan agirlik Slgiimlerinde
deneklerde operasyon sonrasinda kilo azalmasi gézlemlensede daha sonra deneklerin
normal kilo alimina devam ettigi ve saglik durumlarinin normal oldugu gézlemlendi.
Genel anestezi sonrasi uygulanan cerrahi islemlerin ardindan 4 denek kaybedildi. Klinik
olarak deneklerin iki tanesinde enfeksiyona rastlandi. Enfeksiyon olusan ve kaybedilen
bu denekler calismadan ¢ikartildi. Her grupta 6 olmak iizere 36 rati tamamlamak icin
toplam 42 rat kullanildi.

4.2 Radyolojik Bulgular

4.2.1Ekspansiyon miktar1 ve retansiyonun degerlendirilmesi

4.2.1.1 Grup ici degerlendirme

Biitiin gruplarda grup icinde degisik zamanlarda (T1,T2,T3) 6lciilen mesafeler
karsilastirildiginda Slgiimler arasi farkliik &nemli bulunmustur (p<0.05). Olgiimler
ikiserli olarak karsilastirildiginda T1-T2, TI1-T3 periyotlarinda mesafe artiglar
arasindaki farklilik 6nemli bulunurken, (p<0.05) T2-T3 arasindaki farklilik 6nemsiz
bulunmustur (p>0.05). Gruplara ait ortalamalar ve standart sapmalar1 tablo VI’da, bir
denekten TI1-T2-T3 periyotlarinda elde edilen tomografi goriintiileri resim 14’de

gosterilmistir.
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4.2.1.2 Gruplararasi degerlendirme

Alinan BT kesitlerinin Worksitationa aktarilmasinin ardindan elde edilen verilere
gore apareyin yerlestirilmesi i¢in acilan delikler arasi1 mesafenin gruplar arasinda
farklilik gostermedigi, rapid ekspansiyon sonucunda elde edilen genisleme miktarlari
arasinda gruplar arasi farkliligin olmadig1 ve biitiin gruplarda elde edilen ekspansiyon

miktarinin retansiyon periyodunda sabit kaldig1 gozlendi (Tablo VI).

Tablo VI. Baslangig, ekspansiyon ve retansiyon periyotlart sonrasinda gruplara ait
ekspansiyon degerleri (mm)

T1 T2 T3
GRUPLAR X4S X4S X4S SONUC
N=12
(mm) (mm) (mm)
X?=21.80
1 3.00+0,14 5.05+0.31 5.03+0.21 p=0,000
p<0.05
X?=22.20
2 2.96+0,13 5.03+0.30 5.02+0.22 p=0.000
p<0.05
X?=22.20
3 3.00+0,14 5.10+0.27 5.02+0.20 p=0.000
p<0.05
KW= 0,62 KW= 0,28 KW=0.56
SONUC p=0.731 p=0.869 p=0.756
p>0.05 p>0.05 p>0.05
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Tl T2 T3

Resim 14: T1-T2-T3 periyotlarinda elde edilen goriintiiler

4.2.2 Ekspansiyon bolgesinde olusan kemik yogunlugunun degerlendirilmesi

Retansiyon periyodu sonrasinda alinan BT kesitlerinde belirlenen ekspansiyon
bolgesinde olusan kemigin yogunluk miktar1 Grup 1’de 536 £+ 22.06 hounsfield unit,
Grup 2°de 456.42+ 17.25 hounsfield unit, Grup 3’de 597.42+ 11.25 hounsfield unit
olarak hesaplandi. Gruplara ait yogunluk degerleri karsilastirildiginda farklilik 6nemli
bulunmustur  (p<0.05). Gruplara ait yogunluk degerleri ikiserli olarak
karsilastirildiginda Grup 1 ile Grup 3, Grup 2 ile Grup 3, Grup 1 ile Grup 3 arasindaki
farklilik 6nemli bulunmustur. En fazla yogunlugun ¢alisma grubunda oldugu gozlendi
(Tablo VII). Gruplarda T3 periyodunda elde edilen goriintiler resim 15°de

gosterilmistir.
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Tablo VII: Retansiyon periyodu sonrasinda gruplara ait yogunluk degerleri
(T3)(Hounsfield unit)

GRUPLAR GRUP 1 GRUP 2 GRUP 3
N=12 X+£S X+£S X+£S
Kw=31.14
Yogunluk 536.834+22.06 456.42+17.25 597.42431.25 p=0.001
p<0.05

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Resim 15: Gruplarda T3 periyodunda elde edilen goriintiiler
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4.2.3 Relaps miktarimin degerlendirilmesi

Gruplara ait relaps yiizdeleri karsilastirildiginda gruplar arasi farklilik 6nemli
bulunmustur (p<0.05). Gruplara ait relaps miktarlar ikiserli olarak karsilastirildiginda
Grup1-Grup2, Grupl-Grup3 ve Grup2-Grup3 arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur.
Relaps oranlarina bakildiginda en fazla relapsin 7 giin retansiyonda beklenen 2. Grupta,
en az relapsin ise etken madde ZA verilen ve 7 giin retansiyonda beklenen 3.Grupta
oldugu gozlemlendi. ZA verilen 3. Grupta 7 giin retansiyon uygulanmasina ragmen 14

giin retansiyonda tutulan 1. Gruptan daha az relaps gézlemlenmistir (Tablo VIII).

Tablo VIII: Gruplara ait relaps oranlarinin karsilastirilmasi

RELAPS YUZDELERI
X+£S
%

38.66+5.21
43.00+6.67
3 13.33+4.26

KW=15.25
p=0.006
p<0.05

GRUPLAR
N=6

4.3 Histolojik Bulgular

HE boyamasi ile degerlendirilen kesitler, anti- osteonectin, anti-osteocalsin, anti-
VEGF ve anti-TGF-B primer antikorlar ile indirek immuno-histokimyasal yontemle
boyanip incelenerek immunoreaktivite dagilimlart degerlendirilmistir. Gruplara ait
histolojik degerlendirme sonuglar1 Tablo IX’de, osteonectin ve osteocalsin
immunoreaktiviteleri Tablo X’da ve VEGF ile TGF-§ immunoreaktiviteleri Tablo XI’da

belirtilmistir.
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Tablo IX: Histolojik degerlendirme

GRUPLAR OSTEOBLAST A DAMARLANMA

Grup 1 Denek 1 +++ +++
Grup 1 Denek 2 +++ +++
Grup 1 Denek 3 +++ +++
Grup 1 Denek 4 ++ ++
Grup 1 Denek5 ++ ++
Grup 1 denek 6 ++ ++
Grup 2 Denek 1 ++ ++
Grup 2 Denek 2 ++ ++
Grup 2 Denek 3 ++ ++
Grup 2 Denek 4 ++ ++
Grup 2 Denek 5 ++ ++
Grup 2 denek 6 ++ ++
Grup 3 Denek 1 +++ +++
Grup 3 Denek 2 +++ +++
Grup 3 Denek 3 +++ +++
Grup 3 Denek 4 +++ +++
Grup 3 Denek 5 +++ +++
Grup 3 denek 6 +++ +++

X 40’k biiyiitme alaninda :
Aktif osteoblast: +: 1-10
++: 11-20
+++: >20
Damar genisligi: +: Dar
++: Orta genisikte

+++: Genis



Tablo X. Immuno-histokimyasal degerlendirme (Osteonektin-Osteokalsin)

GRUPLAR OSTEONECTIN OSTEOCALSIN
Osteoblast  B. D. Osteoblast  B. D.
Grup 1 Denek 1 ++ ++ ++ ++
Grup 1 Denek 2 ++ 4/ +++ ++ ++/+++
Grup 1 Denek 3 ++ 4/ 4++ ++ ++/+++
Grup 1 Denek 4 ++ 4/ 4++ ++ ++/+++
Grup 1 Denek 5 ++/+++ ++ /- ++/+++
Grup 1 denek 6 ++/+++ ++ /A ++
Grup 2 Denek 1 +/++ + +/++ ++
Grup 2 Denek 2 +/++ + +/++ ++
Grup 2 Denek 3 ++ ++ +/++ 4+
Grup 2 Denek 4 ++ ++ +/++ +/++
Grup 2 Denek 5 ++ ++ + +/++
Grup 2 denek 5 ++ + +/++ ++
Grup 3 Denek 1 +++ ++ +++ ++
Grup 3 Denek 2 -+ ++ +++ +/4++
Grup 3 Denek 3 +++ ++ 4+ +/+++
Grup 3 Denek 4 +++ ++ ++ 4t
Grup 3 Denek 5 ++/+++ ++ /4 ++/+++
Grup 3 denek 6 A/ A+ || ++/+++

+: minimal immunoreaktivite
++: orta siddette immunoreaktivite

+++: siddetli immunoreaktivite



Tablo XI: Immuno-histokimyasal degerlendirme (VEGF-TGF-B)

GRUPLAR VEGF TGF-B
osteoblast B.D. osteoblast B.D.
Grup 1 Denek 1 ++ ++ ++ ++
Grup 1 Denek 2 ++ ++ ++ ++
Grup 1 Denek 3 ++ ++ ++ ++
Grup 1 Denek 4 ++ ++ ++ ++
Grup 1 Denek 5 /A | A A/ ++/+++
Grup 1 denek 6 ++/+++ ++ ++/+H++ ++
Grup 2 Denek 1 ++ ++ ++ ++
Grup 2 Denek 2 ++ ++ ++ ++
Grup 2 Denek 3 ++ ++ ++ ++
Grup 2 Denek 4 ++ ++ ++ ++
Grup 2 Denek 5 ++ ++ ++ ++
Grup 2 denek 6 ++ ++ ++ ++
Grup 3 Denek 1 -+ ++ o ++
Grup 3 Denek 2 +++ ++ 4+ ++
Grup 3 Denek 3 +++ ++ 4+ ++
Grup 3 Denek 4 +++ ++ +++ ++
Grup 3 Denek 5 +++ ++ 4+ ++
Grup 3 denek 6 -+ +H/+++ +++ +H/+++

+: minimal immunoreaktivite
++: orta siddette immunoreaktivite

+++: siddetli immunoreaktivite



Tablo XII: Histolojik ve immunohistokimyasal degerler

Histolojik
degerlendirme
Osteoblast
Histolojik
degerlendirme
Damarlanma
Immiino
histokimya
Osteonectin-
osteoblast
Immiino
histokimya
Osteonectin-bag
doku
Immiino
histokimya
Osteocalsin-
osteoblast
Immiino
histokimya
Osteocalsin-bag
doku
Immiino
histokimya
VGEF-osteoblast
Immiino
histokimya
VGEF-bag doku
Immiino
histokimya
TGF B -osteoblast
Immiino
histokimya
TGF B -bag doku

Grup 1

X£S

2.5+0.54

2.5+0.54

2.16+0.25

2.254+0.27

2.16+0.25

2.33+0.25

2.16+0.25

2.08+0.20

2.16+0.25

2.08+0.20

ortan
ca

2.50

2.50

2.00

2.25

2.00

2.50

2.00

2.00

2.00

2.00

Grup 2

X£S

2.00+0.00

2.00+0.00

1.834+0.25

1.50+0.54

1.41+0.20

1.83+0.25

2.00+0.00

2.00+0.00

2.00+0.00

2.00+0.00

ortan
ca

2.00

2.00

2.00

1.50

1.50

2.00

2.00

2.00

2.00

2.00

Grup 3

X+S

3.00+0.00

3.00+0.00

2.83+0.26

2.08+0.20

2.83+0.25

2.25+0.27

3.00+0.00

2.88+0.20

3.00+0.00

2.88+0.20

ortan
ca

3.00

3.00

3.00

2.00

3.00

2.25

3.00

2.00

3.00

2.00

SONUC

Kw=11.33
p=0.003
p<0.05

KW=11.33
p=0.003
p<0.05

KW=12.96
p=0.002
p<0.05

KWwW=7.52
p=0.023
p<0.05

Kw=15.14
p=0.001
p<0.05

KW=7.48
p=0.024
p<0.05

KWw=14.87
p=0.001
p<0.05

KW=1.06
p=0.588
p<0.05

KW=14.87
p=0.001
p<0.05

KW=1.06
p=0.588
p>0.05
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Tiim gruplara ait HE ve immunohistokimyasal boyali kesitlerden elde edilen
histopatolojik goriintiiler Resim 16-25' de gosterilmistir.

7 giin ekspansiyonu takiben 14 giin retansiyon uygulanan gruptan (Grup 1) elde
edilen sagital sitlir Orneklerinin boyali kesitlerinin, 151k mikroskop altinda
incelenmesinde, siitlir boyunca yeni kemik olusumu goézlenmis olup, siitiir boyunca
yerlesmis artmis aktif osteoblastlar ve genislemis kan damarlar1 izlenmistir (Resim 16).

Bu grupta anti-osteocalsin ve osteonectin primer antikorlar ile yapilan indirek
immunohistokimyasal boyamalarin degerlendirilmesinde osteoblastlarda orta, siitiir bag
dokusunda  orta/siddetli immunoreaktivite izlenmistir. TGF-B ile VEGF
immunoreaktiviteleri aktif osteoblastlarda ve siitiir bag dokusunda orta-orta/siddetli
immunoreaktivite saptanmistir (Resim 17).

7 giin ekspansiyonu takiben 7 giin retansiyon uygulanan gruptan (Grup 2) elde
edilen sagital siitiir 6rneklerinin HE ile boyali kesitlerinin, 151k mikroskop altinda
incelenmesinde, aktif osteoblastlar ve orta derecede genislemis kan damarlari ile yeni
olusan kemik dokusu gozlenmistir. Osteoblastik aktivitenin heniiz baslamis oldugu ve
olusan yeni kemik dokunun Grup 1’e gore daha az oldugu izlenmistir (Resim 18).

Bu grupta anti osteonectin ve anti-osteocalsin antikorlar1 ile yapilan indirek
immuno-histokimyasal boyamalarin degerlendirilmesinde osteoblastlarda minimal/orta,
sitir bag dokusunda orta immunoreaktivite izlenmistir. TGF-f ile VEGF
immunoreaktiviteleri aktif osteoblastlarda ve siitiir bag dokusunda orta siddette olarak
degerlendirilmistir (Resim 19).

7 giin ekspansiyonu takiben ZA uygulandiktan sonra, 7 giin retansiyon uygulanan

gruptan (Grup 3) elde edilen sagital siitiir 6rneklerinin, HE ile boyali kesitlerinin, 151k
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mikroskop altinda incelenmesinde, aktif osteoblastlarin oldugu ve osteoblastik
aktivitenin artmis oldugu, kan damarlarinin genis oldugu, gruplar arasinda en iyi
kemiklesmenin goriindiigii izlenmistir (Resim 20).

Bu grupta anti-osteonectin ve anti-osteocalsin antikorlar1 ile yapilan indirek
immuno-histokimyasal boyamalarin degerlendirilmesinde osteoblastlarda artmis
siddetli, siitliir bag dokusunda minimal/orta immunoreaktivite izlenmistir. TGF-f ile
VEGF immunoreaktiviteleri aktif osteoblastlarda ve siitliir bag dokusunda artmis
siddette olarak degerlendirilmistir (Resim 21).

Primer antikorlarin, her gruba ait immunohistokimyasal boyanmalar1 Resim 22
(Anti-Osteocalsin) Resim 23 (Anti-Osteonectin), Resim24 (Anti-TGF-B) ve Resim 25

(Anti-VEGF)’de gosterilmistir.
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Resim 16. 2 hafta retansiyon uygulanan gruptan (Grup 1) elde edilen sagital siitiir
orneklerinin mikrograflart. Aktif osteoblastlar ve genislemis kan damarlar
izlenmektedir.

P : osteoblastlar, * : kan damarlari, S: siitiir, yk: yeni olusan kemik dokusu, mk: matur
kemik

Boya: H.E. A: X 40, B: X 100, C: X 200, D: X 400 (Orijinal biiylitmeler)
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Resim 17. Grup 1’den elde edilen sagital siitlir 6rneklerinin immunohistokimyasal
boyali mikrograflari. Pozitif immunoreaktiviteler, DAB kromojeni ile kahverengi
olarak boyanmis olarak izlenmektedir. P> : osteoblastlar. A, C, E, G: X 200, B, D, F, H:
X 400 (Orijinal biiyiitmeler)
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Resim 18. 1 hafta retansiyon uygulanan gruptan (Grup 2) elde edilen sagital siitiir
orneklerinin mikrograflari. Aktif osteoblastlar ve orta derecede genislemis kan
damarlar1 ile yeni olusan doku izlenmektedir. Osteoblastik aktivitenin heniiz basglamis
oldugu ve olusan yeni kemik dokunun grup 1’e gore daha az oldugu gozlenmektedir

P : osteoblastlar, * : kan damarlari, S: siitiir, mk: yeni olusan kemik dokusu

Boya: H.E. A: X 40, B: X 100, C: X 200, D: X 400 (Orijinal biiyiitmeler)

65



Resim 19. Grup 2’den elde edilen sagital siitlir 6rneklerinin immunohistokimyasal
boyali mikrograflari. Pozitif immunoreaktiviteler, DAB kromojeni ile kahverengi
olarak boyanmis olarak izlenmektedir. P> : osteoblastlar. A, C, E, G: X 200, B, D, F, H:
X 400 (Orijinal biiyiitmeler)
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Resim 20. ZA uygulandiktan sonra, 1 hafta retansiyon uygulanana gruptan, (Grup 3)
elde edilen sagital siitiir 6rneklerinin mikrograflari. Aktif osteoblastlarin oldugu ve kan
damarlarinin genis oldugu izlenmektedir. P : osteoblastlar, * : kan damarlari, S: siitiir,
yk: yeni olusan kemik dokusu, mk: matiir kemik.

Boya: H.E. A: X 40, B: X 100, C: X 200, D: X 400 (Orijinal biiyiitmeler)
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Resim 21. Grup 3’den elde edilen sagital siitlir 6rneklerinin immunohistokimyasal
boyali mikrograflari. Pozitif immunoreaktiviteler, DAB kromojeni ile kahverengi
olarak boyanmis olarak izlenmektedir. P> : osteoblastlar. A, C, E, G: X 200, B, D, F, H:
X 400 (Orijinal biiylitmeler)
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Resim 22. Gruplardan elde edilen sagital siitiir 6rneklerinin anti-osteocalsin primer
antikoru ile indirek immunohistokimyasal yontemle boyanmis mikrograflari. Pozitif
immunoreaktiviteler, DAB kromojeni ile kahverengi olarak boyanmis olarak
izlenmektedir. P> : osteoblastlar, S: siitiir bag dokusu X 400 (Orijinal biiyiitmeler) A:
Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3
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Resim 23. Gruplardan elde edilen sagital siitlir 6rneklerinin anti-osteonectin primer
antikoru ile indirek immunohistokimyasal yontemle boyanmis mikrograflari. Pozitif
immuno reaktiviteler, DAB kromojeni ile kahverengi olarak boyanmis olarak
izlenmektedir. P> : osteoblastlar. X 400 (Orijinal biiyiitmeler)

A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3
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Resim 24. Gruplardan elde edilen sagital siitiir 6rneklerinin anti--TGF-B primer
antikoru ile indirek immunohistokimyasal yontemle boyanmis mikrograflari. Pozitif
immunoreaktiviteler, DAB kromojeni ile kahverengi olarak boyanmig olarak
izlenmektedir. P> : osteoblastlar, S: siitiir bag dokusu X 400 (Orijinal biiyiitmeler)

A: Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3
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Resim 25. Gruplardan elde edilen sagital siitiir 6rneklerinin anti-VEGF primer
antikoru ile indirek immunohistokimyasal yontemle boyanmis mikrograflari. Pozitif
immunoreaktiviteler, DAB kromojeni ile kahverengi olarak boyanmig olarak
izlenmektedir. B> : osteoblastlar, S: siitiir bag dokusu X 400 (Orijinal biiyiitmeler) A:
Grup 1, B: Grup 2, C: Grup 3
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5. TARTISMA

RME agir ortopedik kuvvetler uygulanarak maksiller darlik ve yetmezlik
sorunlarinin tedavi edildigi bir tedavi yontemi olarak kullanilmaya baslandiktan sonra
farkli yonlerden aragtirilmistir.

RME sirasinda uygulanan agir kuvvetler sonrasinda, sphenoid kemik harig¢
maksilla ile iligkide olan frontal, ethmoid, nazal, lakrimal, vomer ve zigomatik
kemiklerde hareket oldugu bildirilmistir.>'>*¢!-1%3

RME sirasinda ve sonrasinda midpalatal suturda meydana gelen degisiklikler de
incelenmis, kuvvet uygulamasini takiben kollojen liflerde gerilme, suturda aralanma ve
daha ¢ok fibroblastlarda olmak iizere osteojenik hiicrelerde bol miktarda mitotik aktivite
gorildiigli ve devaminda osteoblast sayisinda artis ve sutur boyunca yeni kemik

olusumu gozlemlendigi belirtilmistir.**-10+10>-111-196:153 pviE

nin dentofasiyal yapilar
tizerinde olusturdugu degisiklikleri inceleyen arastirmacilar, her iki maksiller kemigin
birbirlerinden ayrilmasinin paralel olmadigini, daha ¢ok bukkale rotasyon ve bukkale
devrilme seklinde oldugunu ayrica midpalatal suturdaki genisleme miktarinin anterior
nazal spina bolgesinde posterior nazal spina bdlgesinden daha fazla oldugunu
bildirmislerdir,20-36:61:62:81.140.170

RME sonrasinda uygun apareylerle ve uygun siirelerde pekistirme yapilmaz ise
relaps meydana geldigi yapilan arastirma ve klinik gozlemler sonucu ortaya konmustur.
Sannomiya ve ark,'’' cerrahi destekli hizli iist cene genisletmesi yapilmis 18 hasta
tizerinde yaptiklar1 calismada RME o6ncesi, RME sonras1 ve 3 ay sonra olmak lizere

aldiklar1 okluzal radyografiler vasitasi ile optik dansite analizi yapmislar. Analiz

sonuglarmma gore midpalatal suturda 3 ay sonra yeni kemik formasyonunun
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tamamlanmadigini  belirtmislerdir. RME uygulamasi sonrast suturun yeniden
yapilanmasi ve stabilizasyonu i¢in genelde en az 6 aylik pekistirme periyodu
onerilmektedir.'”'™" Da silva ve ark,” yaslar1 5 ile 10 arasinda degisen 17 hasta
tizerinde ekspansiyon Oncesi ve ekspansiyon sonrast BT kayitlar1 aldiklar
caligmalarinda midpalatal suturun anterior nazal spinadan posterior nazal spinaya kadar
komple kemiklestigini ve bununda 8-9 ay siirdiigiinii belirtmislerdir. Bunun yan1 sira
ekspansiyonun genisligine bagli olarak 1.5-4 yil pekistirme periyodu uygulanmasi
gerektigini belirten ¢alismalar da meveuttur.'®’

Olabilecek niiksiin nedenleri olarak alveoler kemik remodelingi, palatal konnektif
dokunun gerilimi, diger fasiyal kemiklere baglh suturlardaki rejenerasyon ve oral kas
fonksiyonlarin kalict olmamasi1 sayilabilir. Bu nedenlerin ¢ogunu arastirmacilar
midpalatal suturdaki yetersiz kemik rejenerasyonuna baglamaktadir.'®

Literatiirde ekspansiyon bdlgesinde kemik formasyon hizini artirarak tedavi
stiresini kisaltmak ve olusan kemigin kalitesini artirarak meydana gelebilecek relapslari
azaltmak ve tedavi sonucunda elde edilen durumun devamliligin1 saglamak amaci ile
degisik girisimlerde bulunulmustur.

. .o 12
Saito ve Shimizu

? midpalatal suturda kemik olusumunu stimiile etmek amaci 76
adet wistar rat1 iizerinde yaptig1 ¢alismasinda ekspansiyon siiresince midpalatal sutur
bolgesine degisik siire ve frekanslarda gallium aluminum-arsenide diode laser (Ga-Al-
As) uygulamislar. Diode lazer uygulamasinin total uygulanan lazer dozunun yam sira

lazer uygulamasinin siiresi ve frekansi ile bagimli olarak da suturda meydana gelen

kemik olusumunu artirdigini belirtmislerdir.
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Darr’® ratlarda midpalatal ekspansiyon uygulamasinda diisiik doz galyum arsenik
(Ga-As) diode laserin etkilerini inceledikleri bir ¢alismada galyum arsenik diode laser
uygulamasinin sutur boyunca kemik olusumunu indiikledigini belirtmislerdir.

. 134
Sawada ve Shimizu®®

25 adet erkek wistar rati iizerinde yaptiklari ¢calismalarinda
ratlarin kesici dislerinden destek alarak yaptiklar1 ekspansiyondan 24 saat sonra TGF-
B1’1 midpalatal sutur alanina enjekte etmisler, midpalatal suturdaki kemik formasyon
hizinda ve miktarinda artis oldugunu bildirmislerdir.

Bifosfonatlar genellikle kemik mineraline baglanarak ve sonrasinda onunla iligkili
osteoklastlarm aktivitelerini inhibe ederek kemik rezorbsiyonu iizerine etki ederler.'*®
Bifosfonatlar ile ilgili yapilan deneysel calismalarda periyodontitis cerrahisi sonrasi ve
dental implant uygulamasi sonrasi bifosfonatlarin lokal olarak uygulanmasi ile kemik
rezorbsiyonunun engellenmesi ve yeni kemik yapiminin saglandigi g(’)rl'ilml'istﬁr.39’40
Ayni zamanda tedavi amaci ile bifosfonat kullanilmasi amaci ile ilgili yapilan
caligmalarda total kemik mineral iceriginin de arttig1 gozlemlenmistir. 133

Bifosfonatlarin  osteoklastik aktiviteyr baskilamasi ortodontik alanda da
arastirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. Istenmeyen dis hareketleri kemik yikimini énleyen
ajanlarla engellenebilirse ankraj dislerde hareketin Onlenmesi i¢in kompleks
mekanizmalarin kurulmasina gerek kalmayacagini, tedavi sonunda da hareket ettirilerek
ideal iliskisi saglanmis dislerin relapsinin 6nlenebilecegi diistiniilmiistiir. Bu diisiince ile
bifosfonatlarin sistemik ve lokal kullanimlar1 ile degisik calismalar yapilmistir. Hem
sistemik hem de lokal kullanim seklinde bifosfonatlar hem ankaraj dislerin hareketini

hem de 6nceden hareket etmis dislerin relapsim azaltmstir.'’*%"?
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Ayrica Lee ve ark,** 2001 yilinda ratlarda sagittal suturda olusturulan ekspansiyon
sonrasinda osteoklastik aktiviteyi baskiliyarak relapsin onlenmesi amaci ile 44 rat
tizerinde yaptiklar1 calismalarinda deneklere ekspansiyon sonrasinda birinci nesil
bifosfonat olan etidronat uygulamislardir. Genisletme sonrasinda deneklerin yarisina
mekanik retansiyon ile birlikte bifosfonat uygulamislar diger yarisina ise mekanik
retansiyon uygulamasi olmadan sadece bifosfonat uygulamiglardir. Ekspansiyon ve
relaps miktarlarin1 elde ettikleri fotograflari imaj analiz programina aktarilmasi ile
belirledikleri c¢alismalarinda relaps miktarinin Olgiilmesinin yan1 sira histolojik
degerlendirme de yapmislar ve en az relapsin mekanik retansiyon ile birlikte bifosfonat
uygulanan grupta oldugunu, histolojik olarak da osteoklastlarin bifosfonat uygulanan
grupta daha az goriildiigiinii belirtmislerdir.

Ucgiincii nesil bifosfonat olan ZA mn diger bifosfonatlardan daha etkili oldugu
yapilan caligmalarla gosterilmistir. Bifosfonatlar osteoklastik aktiviteyi baskilamasinin
yant sira kemik olusumunu da artirmaktadir. Literatiirde ZA nin sutur bdlgesinde kemik
olusumuna katkis1 yoniinden higbir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizin amaci da
ekspansiyon sonrasi genislemis olan suturlarda pekistirme periyodunu kisaltmak ve
niiksii onlemek amaci ile ratlarda expansion sonrasinda sistemik olarak uygulanan
ZA’nin suturlarda kemik formasyonu iizerine etkilerini radyolojik, histolojik ve
immiino-histokimyasal olarak incelemek ve bu sonuclar1 retansiyon siiresi ve relaps
acisindan degerlendirmektir.

Calismamizda kullandigimiz ekspansiyon zemberegi vasitasi ile sutura ve gevre
dokulara iletilen 120 gram kuvvetin kullanim amacima uygun olarak ekspansiyon

islemini basariyla gerceklestirdigi goriilmiistiir. Calismamizda tomografi kesitlerinden

76



elde edilen bulgulara gore ekspansiyon zemberegi vasitasi ile sutura iletilen kuvvet
neticesinde tim gruplardaki suturlarda ortalama 2mm’ lik bir ekspansiyon
belirlenmistir. Miyawaki ve ark,''' ratlarda sagittal sutur da yaptiklar1 genisletme
isleminde hafif kuvvetler, orta siddetli kuvvetler ve agir kuvvetler uygulayarak
suturlarda olusan degisiklikleri gozlemlemislerdir. 14. Giiniin sonunda sutural agilmanin
orta siddetli kuvvet (100-150 gram) uygulanan grupta 3 mm agir kuvvetlerin (200-250
gram) uygulandig1 grupta 3,2 mm ve hafif kuvvet (50-70 gram) uygulanan grupta ise
2,1 mm oldugunu belirtmislerdir. Lee ve ark,* nin yaptig1 calismada ise 60 gram kuvvet
uygulamasi sonrasinda {igiincii giiniin sonunda suturlarda ortalama 1,26 mm ayrilma
gozlemlemislerdir.

BT kayitlarindan yapilan degerlendirmeye goére T1-T2 periyodunda tiim gruplarda
elde edilen 2mm lik sutural agilma diger ¢aligmalarla uyum gostermektedir.

Calismamizda ekspansiyon sonrasi genisletme zemberegi c¢ikarilmis ve yerine
retansiyon teli takildiktan sonra retansiyon periyodu sonunda elde edilen ekspansiyon
miktarnin sabit kaldig1 gézlemlenmistir. Lee ve ark,*® ekspansiyon sonrasi retansiyon
amaci ile ekspansiyon zembereginin looplarii akrilik rezin ile fixe ederek retansiyon
periyodu uygulamistir. Elde ettikleri sonuglara gére 7 giinliik retansiyon déneminde de
suturlarda bir miktar genisleme oldugunu belirtmislerdir. Suturlardaki retansiyon
doneminde gergeklesen genisleme apareyin akrilik rezin ile fikse edilmesine ragmen
kuvvet uygulamasina devam ettigini gostermektedir.

Retansiyon donemi sonrasi relaps acisindan degerlendirildiginde on dort giin
retansiyon uygulanan 1. Grupta %38, yedi giin retansiyon uygulanan 2. Grupta %43,

yedi giin retansiyon uygulanan ve ZA uygulanan 3. Grupta ise %13 relaps
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gozlemlenmistir. Etken madde ZA uygulanan 3. Grupta, ayni siire retansiyonda tutulan
Grup 2’ den ve daha uzun siire retansiyonda tutulan Grup 1’ den daha az miktarda
relaps goriilmiistiir. Lee ve ark,® rat sagittal suturunda yaptiklar1 genisletme sonrasi
birinci nesil bifosfonat uygulamasinin relapsi azalttigin1 ve bifosfonatlarin mekanik
retansiyon ile birlikte uygulanmasinin relapsin onlenmesinde daha etkili oldugunu
belirtmistir. Calismalarinda histolojik olarak kontrol grubuna goére daha az osteoklast
gozlemlediklerini, bifosfonatlarin osteoklast sayisini azaltip kemik rezorbsiyonunu
Onleyerek relaps miktarini azaltmis olabilecegini belirtmislerdir.

Calismamizda sutur bolgesinde ekspansiyon sonrasi olusan yeni kemigin
yogunlugu BT cihaz1 ile belirlenmistir. Kemik mineral yogunlugunun tespiti direkt
radyolojik yontemlerle de yapilabilmektedir fakat direkt radyolojik yontemlerin
duyarliligmin diisiik olmasi1 daha duyarli ve kantitatif degerlendirme yapilabilen
yontemlerin  gelistirilmesi  zorunlulugunu ortaya c¢ikarmistir. Kemik mineral
yogunlugunun Ol¢iilmesi amaciyla kantitatif ultrasonografi, dual enerji X —151m
absorbsiyometri (DEXA) ve kantitatif BT yoOntemleri giinlimiizde kemik mineral
yogunlugunun degerlendirilmesinde en yaygin olarak kullanilan yontemlerdir. Belirtilen
yontemlerin disinda, yerini yeni tetkiklere birakan, daha nadir olarak kullanilan, ya da
gelistirilme asamasinda olan single foton absorbsiyometri, dual foton absorbsiyometri,
single enerji X-151n1 absorbsiyometri, ndtron aktivasyon yontemi, kemik sintigrafisi ve
kantitatif magnetik rezonans griintiilleme gibi metodlar da mevcuttur. **®

Sutur bolgesinde yeni olusan kemigin yogunluk miktarlar1 karsilastirildiginda
beklendigi gibi on dort giin retansiyonda tutulan 1. Grup’ta yedi giin retansiyonda

tutulan 2. Grup’tan daha fazla miktarda kemik yogunlugu tespit edilmistir. Retansiyon
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siiresi arttitkca yeni olusan kemik yogunlugu artmistir. Bifosfonatlarin yalniz
osteoklastlar1 azaltarak degil ayn1 zamanda sutur bolgesinde genisletme sonrasi yeni
olusan kemik miktarin1 artirarak da relapsin 6nlenmesine yardimci olacagini diisiinerek
yola ¢iktigimiz ¢alismamizda gruplar arasinda radyolojik olarak genisletme bolgesinde
yeni olusan kemik yogunlugu en fazla ZA uygulanan grupta goriilmiistiir (p<0.05).
Sistemik olarak uygulanan ZA genisletme bdlgesindeki kemik yogunlugunu daha uzun
siire retansiyonda tutulan ve ayni siire retansiyonda tutulan grublara gore istatistiksel
olarak artirmistir.

Uzun  kemiklerde distraksiyon osteogenezis uygulamasmin ardindan
fonksiyonsuzluga ve distraksiyon islemi esnasinda olusan gerilime bagli olarak
osteopordz ortaya cikabilmekte ve bunun neticesinde distraktoriin ¢ikarilmasinin
ardindan rejenerat sahasinda ya da yakin bir bolgede fraktiir goriilebilmektedir.’”** Bu
sorunlarin  giderilmesi amaciyla bifosfonat kullanimina ait yapilan deneysel
calismalarda Miyazaki ve ark,''” 0,6mg/kg olarak kullandiklar1 pamidronatin
tavsanlarda distraksiyon osteogenezis uygulamasi sonrasinda ¢evre kemikteki yogunluk
Olctimiinii DEXA ile yapmiglar. Pamidronatin ilk 2 hafta i¢inde ¢evre kemikte dansite
artisina yol actig1 fakat daha sonra bu etkinin ortadan kalktigi belirtilmistir. Little ve
ark,”” kemik mineral yogunlugunu BT ile belirledikleri ¢alismalarinda klinik uygulama
icin de uygun doz olan 1mg/kg pamidronatin distraksiyon osteogenezis lizerine
etkilerini degerlendirmislerdir. 1 mg/kg’lik dozun deney grubunda kontrol grubuna gore
kemik mineral yogunlugu ve kemik mineral icerigini artirdigini rapor etmislerdir. Bu
calismanin sonuglarina gore pamidronatin nefrokalsinozise yol agma potansiyeli

bulundugu ve dolayisiyla klinik olarak etkin ve giivenilir dozun belirlenmesi i¢in yeni
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caligmalara ihtiya¢ oldugunu séylemislerdir. Bununla birlikte ZA gibi ¢ok daha kiiclik
dozlarda daha giiclii etki olusturan yeni nesil bifosfanatlarin daha anlamli sonuglar
verebilecegini de belirtmislerdir.

Williams ve ark,'”" tarafindan yayinlanan bir bagka ¢alismada Little ve ark,” nin
distraksiyon protokolii kullanilarak 1 mg/kg pamidronat ve 0.1 mg/kg ZA’nin
distraksiyon osteogenezis tizerine olan etkileri karsilastirilmistir. Kemik yogunluk
tespiti icin degerlendirmelerini BT cihaz1 ile yapmuslar. iki ila¢ da intraoperatif ve
sistemik olarak verilmis, ayrica liciincii bir grupta ZA’nin ilk uygulama dozunun aynisi
postoperatif on dordiincii giinde ayni1 yontemle verilerek tekrar dozun etkinligi de
arastirtlmistir. Distraksiyon osteogenezis sirasinda kemik mineral iceriginde olmasi
istenen artisla iligkili olarak nispi etkinlikleri kiyaslandiginda ZA, pamidronattan 18 kat
daha etkindir. 1 mg/kg pamidronat verilen grupta % 70 oraninda nefrokalsinozis
saptanirken, ZA uygulamasi yapilan her iki grupta da incelenen hicbir bobrekte
nefrokalsinozise rastlanmamustir.

Pampu ve ark,''® ZA’nin mandibular distraksiyon osteogenezis iizerine etkisini
inceledikleri ¢alismalarinda elde ettikleri kemik dansitometrisi (DEXA) sonuglara gore
0.1mg/kg tek doz intraoperatif olarak verilen ZA’nin 5 giin latent dénem ve toplam 5
mm distraksiyonun ardindan 32 giinliik konsolidasyonun sonunda hem rejenerat hem de
rejenerat ¢evresi alanlarda kemik mineral yogunlugu ve kemik mineral iceriginde
anlamli1 bir yiikselmeye yol actigini belirtmiglerdir.

Takahashi ve ark,'”® nin 2006 yilinda yaptiklari calismada distraksiyon
osteogenezis uygulamasi sonrasinda tavsan tibialarinin  radyolojik  olaraki

anteroposterior filmlerini ¢ekmisler ve filmleri scanner ile tarayip bilgisayar ile dansite
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analizi yaparak kemik yogunlugunu tespit ettikleri ¢calismalarinda, yeni olusan kemikte
bifosfonatlarin kemik formasyonunu ile birlikte kemik turn overimida artirdigini
belirtmistir.

Borba ve ark,”® 18 osteopdrdz hastasina artmus kirik riski nedeni ile sistemik
olarak tek doz 4mg ZA uygulamislar. ZA uygulamasi oncesi, ZA uygulandiktan 12 ay
sonra ve ZA uygulandiktan 18 ay sonra kemik mineral yogunlugunu DEXA ile
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda 12. ayda kemik mineral yogunlugunda artis oldugunu
18. ayda ise kemik mineral yogunlugunda 12. aya oranla azalma oldugunu ama
baslangi¢ seviyesine gore hala kemik mineral yogunlugunda artis bildirmislerdir.

Calismamizda elde ettigimiz bifosfonat uygulanan grupta kemik yogunlugunda
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede artis bu calismalarla uyum
gostermektedir.

Calismamizda histolojik olarak osteoblast sayis1 ve damarlanma en fazla ZA
uygulanan grupta gozlemlenmistir (p<0.05). ZA ekspansiyon bdlgesinde kemik
olusumundan sorumlu hiicreler olan osteoblastlar1 stimiile etmis ve bodlgedeki
damarlanmay1 artirmigtir.

Im ve ark,”' bifosfonatlarin osteoblastlar iizerinde anabolik etkilerinin oldugu,
osteoblastlarin proliferasyon ve matiirasyonunu artirdigini bildirmislerdir. Yaptiklar
calismada insan primer trabekiiler kemik hiicre kiiltiirii, osteoblast benzeri hiicre sayimi
ve polimeraz zincir reaksiyonu gibi yontemlerle bifosfonatlarin kontrol grubuna gore
anlamli derecede osteoblast sayisini artirdigini géstermislerdir.

Little ve ark,”' intraoperatif ve sistemik olarak 3mg/kg bifosfonat uygulamasinin

distraksiyon osteogenezis uygulanan kemikte osteoporozii engelledigi, histolojik
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incelemede ise osteoblast sayisinda belirgin artma ve osteoklast sayisinda azalma
gozlemlendigini belirtmistir

Altundal ve ark,’ ratlarm femurlarinda olusturduklart kemik defektlerine
yerlestirdikleri otojen kemik grefti uygulamasi sonrasi bifosfonatlarin kemik
formasyonunda meydana getirdikleri degisiklikleri incelemek icin yaptiklar
caligmalarinda bifosfonat uygulanan grupta histolojik incelemede istatistiksel olarak
anlamli derecede osteoblast sayisinda artis tespit etmislerdir.

Pampu ve ark,''® mandibular distraksiyon osteogenezis uygulamasinda ZA’ nin
etkinligini inceledikleri calismasinda ZA nin histomorfometrik olarak hem rejenerat
hem de pin ¢evresi alanlarda osteoblast sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artisa,
osteoklast sayisinda ise anlamli bir azalmaya sebep oldugunu belirtmislerdir.

Calismamizda elde ettifimiz ZA uygulanan grupta osteoblast sayisinin arttigi
yoniindeki verilerimiz bu ¢alismalarla uyum gostermektedir.

ZA uygulanan grupta damarlanmada artma oldugu hakkindaki bulgumuz
bifosfonatlarin damarlanmay1 azaltip kemigin kanlanmasini azaltarak osteonekroz
olusturdugu yoniindeki c¢alismalarla ters diismektedir. Zahrowski’nin'”” 2007’de
yayinlanan caligmasinda ZA ile ilgili olarak diisiik ila¢ konsantrasyonlarmin baslangi¢
sathasinda osteoklastik aktiviteyi azalttig1 dengenin osteoblastik aktiviteye kaydigina ve
kemik formasyonununda artisa sebep oldugunu belirtmistir. Ila¢ konsantrasyonunun
arttig1 ileriki safhalarda osteoklastik aktivite daha da azalir bu da yeni kemikteki
damarlanmay1 ve osteoblastik aktivitenin azalmasini baglatarak kemik tamiri ve kemik
turnoverinda azalma gozlenecegini belirtmistir. Pampu ve ark,''® sitemik olarak

uyguladiklar1 tek dozluk ZA’nin mandibular distraksiyon osteogenezis sonrasinda
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fibroblast sayisinda ve vaskiiler yapilarda artma egilimine sebep oldugunu tespit
etmiglerdir. Calismamizda ZA’y1 sistemik olarak tek doz uyguladigimizdan dolayi
calismamizdan elde etti§imiz sonug bu ¢alismalarla uyum gostermektedir.

Immiino histokimyasal degerlendirmede ZA uygulanan grupta sutur bdlgesindeki
osteoblastalarin immiino reaktivitelerinin diger gruplara oranla daha fazla oldugu
bulunmustur  (p<0.05). Bifosfonatlarla ilgili olarak immuno histokimyasal
degerlendirme yapilan bir ¢alisma bulunamamistir. Ama ¢alismamizda elde ettigimiz
sutur boyunca osteoblast sayisinin ZA uygulanan grupta daha fazla olmasi, genisletme
bolgesinde yeni olusan kemik miktarinin ZA uygulana grupta daha fazla olmasi ve
relapsin en az ZA uygulanan grupta olmasi bulgulari ile ZA uygulanan grupta
osteoblastlarin immuno reaktivitelerinde artis bulunmasi uyum gostermektedir.

7 giin retansiyonda tutulan ve ZA uygulanan grupta 14 giin retansiyon uygulanan
gruba gore daha az relaps gozlemlenmesi, ZA gibi farmakolojik ajanlarin yardimi ile
hem pekistirme siiresinin kisaltilabilecegi hem de elde edilen genisletme miktarinin
stabilizasyonu artirilabilirecegi diistincesini desteklemektedir. Elde edilen BT, histoloji
ve immuno histokimya bulgular1 ZA uygulamasinin ekspansiyon bolgesinde yeni olusan
kemik miktarin artirdigini géstermektedir.

Secilecek deney hayvaninin yapilacak olan ¢alismaya uygun olmasi
gerekmektedir. Sutural genisletme i¢in yapilan hayvan ¢alismalarinda maymun,**>*'*!
kedi,lﬁz’ tavsan,l 19 domuz,5 ? fare,175 ve rat 5877 86.111.129.134.145 kullanilmastir.

Suturlarda hizli genisletme yontemine yonelik deneysel arastirmalar genellikle
38,77,129,134

ratlarda yapilmis ve 180-220 gramlik wistar tiirii erkek denekler kullanilmistir.

Wistar tiirii erkek ratlarin erigkin aguhigi 300-350 gramdir.'*' 180-220 gram
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agirligindaki erkek bir ratin biiylime glisimi insanda erkek bireylerde 14-16 yasina yani
bliylime gelisimin tamamlanmasindan 6nceki doneme tekabiil etmektedir.

Denek hayvani olarak rat ve farelerin tercih edildigi farkli calismalarda degisik
suturlar caligma bolgesi olarak kullanilmistir. Lee ve ark,* Tanaka ve ark,”® Yen ve
ark,'” Steenvoorden ve ark,'*> Miyawaki ve ark,'"' ekspansiyon uygulamasin sagittal
(interparietal) suturda yapmustir. Kanekawa ve ark,”” Hou ve ark,” Saito ve ark,'”
Sawada ve ark,"** ekspansiyon uygulamasini midpalatal sutur iizerinde yapmuslardir.

Denek hayvanlarindan domuz, kopek ve ratlarin immiinitesi ile insan
immiinitesine ¢ok benzerlik gostermektedir. Etik olarak lilkemizde kopekler iizerinde
son 3 yildir ¢aligma yapilmamaktadir. Domuzlarin hem bakimi hemde opere edilmesi
zordur. Bu c¢alismanin da kolay bulunmasinin yani sira barindirilmasinin  ve
beslenmesinin kolaylig1 ve ucuz olmasindan dolay: ratlar lizerinde yapilmasina karar
verilmistir. Ayrica ekspansiyon kuvvetinin remodeling {izerindeki direk etkisini
degerlendirmek, ¢igneme ve okluzal kuvvetlerin etkilerini elimine edebilmek amaci ile
ekspansiyonu sagittal (interparietal) sutur iizerinde yapilmasi planlanmistir.

Ratlar iizerinde suturalarda ekspansiyon yapmak amaci ile aragtiricilar tarafindan
cesitli apareyler kullanilmigtir,*®77861112B4195.150 By apareylerin goriiniisleri farkls
olsa da sonucta hepsinin etki mekanizmalar1 basing altinda suturanin yirtilmasi
seklindedir. Yapilan literatiir tarama ve pilot caligma sonrasi Lee ve ark,* nin kullandig1
apereyin kullanilmasina karar verilmistir.

Lee ve ark,” sagittal suturda ekspansiyon olusturmak igin 60 gram kuvvet
uygulamislar ve ekspansiyon siiresi olarak 3 giinliik bir periyod belirlemislerdir. Saito

ve ark,'?’ ratlarda midpalatal ekspansiyonun 7 giinde oldugunu, Kanckawa ve Shimizu’’
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rapid palatal ekspansiyon uygulamasi ile 7 giin sonunda dekalsifiye edilen deneklerde
suturada a¢ilmanin meydana geldigini gézlemlediklerini bildirmislerdir.

: : 111
Miyawaki ve Forbes,

ratlar ilizerinde yaptigi calismada sutural genisletme
yapmak amaci ile kullanilan ekspansiyon kuvvetleri 50-70 gram arasi hafif kuvvetler,
100-150 gram aras1 kuvvetler orta siddetli kuvvetler, 200-250 gram aras1 kuvvetler agir
kuvvetler olarak smiflandirilmistir. 1, 4, 7 ve 14 ginliik ekspansiyon periyodlari
sonrasinda meydana gelen degisiklikler radyolojik, histolojik ve biyokimyasal olarak
degerlendirilmistir. Hafif kuvvet uygulanan grupta 7. giiniin sonunda ¢ok az bir miktar
sutural genisleme oldugu, genislemenin artan kuvvetlerle dogru orantili olarak arttigi
belirtilmistir. Dordiincli giliniin sonunda hafif kuvvetler uygulanan grupta kollojen
liflerde gerilme ve osteoblast sayisinda artis olmasina ragmen yeni kemik olusumunun
heniiz tam olarak gozlemlenmedigi 7. gliniin sonunda hafif kuvvet uygulanan grupta
yeni kemik formasyonunun gozlendigi belirtilmistir. Bu calismada ayrica kuvvet
miktar1 arttikca hiicresel proliferasyon ve kemik formasyonunda artis meydana geldigi
belirtilmistir. Dar,>® 2002 yilinda yaptig1 ¢alismada midpalatal suturda ekspansiyon
olusturmak i¢in dislerden destek aldig1 apareyi ile 120 gramlik kuvvet uygulamislardir.
Biz de ¢alismamizda interparietal suturda ekspansiyon yapmak i¢in 120 gram (orta
siddette) kuvvet uygulamayr ve yeterli ekspansiyon olugmasi i¢in 7 gilinliik bir
ekspansiyon periyodu uygulamay1 uygun gordik.

Little ve ark,’' tavsan tibiasinda gerceklestirdikleri distraksiyon protokolii
sonrasinda distraksiyon araligindaki kallusun stimiilasyonu ve daha kisa siirede daha
kaliteli yeni kemik olusturmak amagclariyla deneklere intraoperatif ve postoperatif

14. giinde 0.1 mg/kg dozunda ZA uygulamislardir. Pampu ve ark,''® tavsanlarda
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distraksiyon osteogenezis uygulamasi sonrasinda distraksiyon araliginda kemik
olusumunu artirmak amact ile intraoperatif olarak tek doz 0.1lmg/kg ZA
uygulamislardir. Amant ve ark,’ ratlarda olusturulan kirik modelinde kirik
onarimini stimiile etmek amaci ile tek doz olarak intravendz uyguladiklar
ZA’y1 0.1mg/kg dozunda uygulamislardir.

Uygulanacak ZA’nin dozu hakkinda yapilan literatiir tarama sonrasinda
calismamizda ZA’y1 0.1mg/kg dozunda uygulamay1 uygun gordiik.

. . 12
Saito ve Shimizu

? sicanlarda midpalatal ekspansiyon esnasindaki degisik doz ve
frekanslardaki diisiik dozlu Ga-Ai1-As diode laserin farkli giinlerde uygulamasinin
kemik stimiilasyon iizerindeki etkilerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, radyasyon
uygulanan ve uygulanmayan gruplarda apareylerin tatbik edilmesinden sonra ilk ii¢
giine kadar kilo kaybinin oldugunu sonraki giinlerde bu durumun ortadan kalktiginm
belirtmislerdir. Sawada ve Shimizu "** sicanlarda genislemis midpalatal sutura enjekte
edilen TGF-B; ile ilgili ¢calismalarinda deney hayvanlarinin kilolarinda birinci gilinde
yaklasik %5 lik bir azalmanin oldugunu daha sonraki giinlerde bu kilo kaybinda

diizelme oldugunu bildirmislerdir. Kanekawa ve Shimizu ’’

sicanlarda ekspansiyon
uygulamas: sonrasinda kilo kaybinin ilk iki giin oldugunu daha sonra deney grubu ile
kontrol grubu arasinda fark olmadigini belirtmistir.

Calismamizda uyguladigimiz zemberegin uygulanmasi esnasinda ve sonrasinda
apereyin yerlesimine bagli hayvanlarda herhangi bir komplikasyon goriilmemistir.

Deneklerde uygulanan operasyonlar sonrasinda bir miktar kilo azalmas1 gézlemlense de

daha sonra deneklerin normal kilo alimina devam ettigi ve saglik durumlarinin normal
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oldugu  gozlemlendi. Bu  bulgularimiz  diger  arastirmacilarla  paralellik
gostermektedir,”-5¢-1 2134
Bifosfonat kullanan hastalarda osteonekroz goriildiigii yoniinde literatiirde son

> kanser

yillarda yaymlanmus vakalar bulunmaktadir. 1982 yilinda Schwartz,"
kemoterapisinin ¢enelerde osteonekroza yol agabilecegini belirtmistir. 2003 yilindan
itibaren bifosfonatlarin kulanimi ve osteonekroz olusumu arasindaki olasi etkiden
bahseden artan sayilarda vaka sunumu bulunmaktadir, '22%43-06-87.98.101,108,109.126.130.137.166
Osteonekroz goriilen vakalarin ¢ogunlugunu ileri yastaki kanser hastalar1 olusturmakta
ve vakalarin bircogu bifosfonat tedavisine ilave olarak steroid, kanser
kemoterapisi,glukokortikoid ve radioterapi alan hastalardir. Osteonekrozun  tek
sebebinin sadece bifosfonat kullanimi bagli olarak degil kemoterapi, steroid,
glukokortikoid, radyoterapi gibi uygulanan prosediirlerden de kaynaklanabilecegini
belirten calismalar da mevcuttur, >'#48:8899:126.136.172,

Zavras ve ark,'’® 2001-2004 yillar1 arasinda tedavi olan 255.757 kanser hastasini
incelemigler toplam 224 osteonekroz vakasi bulmuslardir. Bifosfonat kullanan 26.288
hastadan 39’u, 229.469 bifosfonat kullanmayan hastadan 185’inde osteonekroz
gorildiiglinii ve bifosfonat kullanimi ile osteonegroz arasi istatistiksel olarak bir iligki
oldugunu belirtmislerdir.

Kullanilan bifosfonatlar doza, kullanim siiresine, devamli kullanim olup
olmadigina, ilacin cinsine gore etki gosterdigini belirten caligmalar, nekrotik kemik
sikayetleri ortalama 9-14 ay IV zoledronat veya pamidronat, ortalama 3 yillik
alendronat kullanimi sonrasi gozlenmektedir diye belirtmislerdir. En erken sikayet IV

kullanimda 4. ayda gdzlenirken, oral kullanimda 2. yilda gériilmiistiir.””'"
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Yapilan bir kontrollii ¢calismada 335 hasta periyodontal hastalikli ve alendronat
kullanan hastalarda 2 yildan fazla bir siireligine takip yapilmis ve osteonekroz
goriilmemis.”® Jeffcoat’® tek kor olarak yaptigi ¢alismasinda 50 hastaya 210 implant
uygulamis hastalarin yarist implant uygulamast oncesi 1-4 yil arasi oral bifosfonat
kullanmis diger yarist ilag kullanmamis ve implant yerlesimi sonrasi en az 3 yillik takip
yaptig1 vakalarda osteonekroz bulgusuna raslamamis ve implantlarda % 99 basar
belirtmistir.

Bifosfonatlarin kullanildigi bir baska problemde osteogenezis imperfektadir.
Cocuklarda ve eriskinlerde c¢enelerde osteonekroz lenfoma ve 16semi gibi
malignansilerde kortizon tedavisi gormiis hastalarda rastlanabilmektedir. Malmgrenve
ark,” 2007 yilinda sundugu ¢alismasinda osteogenezis imperfektali yas ortalamasi 8,1
olan (3 ay-20,9 yas) 64 hastaya aylik 1 kere olmak iizere ortalama 4,5 yillik (0,5-12,5
yil) tedavi neticesinde toplam 1623mg/m” (140-4020) Lk intravendz pamidronat
uygulamasi yapilmistir. 10 hastanin tedavisi oral alendronat, 2 hastanin tedavisi de IV
ZA ile devam etmis. Bu hastalarin 22 tanesinde ortalama 12.2 yas (3.4-31.9 yil)
tedaviye bagladiktan ortalama 3.6 yil sonra ¢ogu ortodontik amagh dis ¢ekimi veya
cerrahi miidahale igeren 38 cerrahi prosediir gergeklestirilmis ve klinik olarak toplam 64
hastanin hi¢birinde ¢enelerde osteonekroz goriilmemistir.

Distraksiyon uygulamasinin ardindan bifosfonatlar kullanilarak yapilan hayvan
caligmalarinin ardindan distraksiyon uygulamasi sonrasi bifosfonatlar tedavi amaci ile
insanlarda da kullanilmaya baglanmistir. 2007 yilinda Kiely ve ark,” distraksiyon
osteogenezis sonrasi regenerat olusumunda yetersizlik olan 7 hastaya regenerat

olusumunu artirmak i¢in bifosfonat (3 hastaya ortalama 8 hafta siiresince pamidronat, 4
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hastaya ortalama 18 hafta ZA) uygulamiglar. 7 hastanin 6 tanesinde baska miidahaleye

gerek kalmadan uygulanan bifosfonatlar basarili olmustur.
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6. SONUCLAR

Sistemik olarak uygulanan ZA’nin hizli genisletme sonrasinda rat sagittal
suturundaki kemik olusumuna ve relaps lizerine etkilerinin incelendigi bu calismada
bulgularin degerlendirilmesinde su sonuglara varilmistir:

1. Uygulanan ekspansiyon zemberegi suturlarda genisletme islemini basariyla
yerine getirmistir.

2. Retansiyon apareyi amacina uygun olarak suturda yeterli stabilizasyonu
saglamistir.

3. Relaps miktarlarinin degerlendirilmesinde en az relaps ZA uygulanan grupta
tespit edilmisir ve gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

4. BT incelemeleri sonucunda yeni olusan kemik yogunlugu en fazla ZA
uygulanan grupta gozlemlenmisir ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.

5. Histolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler sonucunda ZA uygulanan ve 7
giin retansiyonda bekleyen grupta osteoblast sayisinda ve damarlanmadaki artisin 7 ve
14 giin retansiyonda beklenen kontrol gruplarindan fazla oldugu gézlemlenmistir.

6. ZA uygulan grupta osteoblastlarin immiino reaktivite yoniinden daha aktif
oldugu tespit edilmistir.

Radyolojik, histolojik ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda
ZA’nin hizli genisletme sonrasinda rat sagittal suturundaki kemik olusumunu artirarak
hem ayni siire retansiyonda beklenen, hemde daha uzun siire retansiyonda beklenen

gruba gore relaps miktarini azalttigi tespit edilmistir.
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7. OZET

Oztiirk F. Zoledronik asit uygulamasinin hizli genisletme sonrasinda rat
sagital suturundaki kemik olusumuna ve relaps iizerine etkisinin incelenmesi.
Cumbhuriyet Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Ortodonti A.D Doktora Tezi,
Sivas, 2008

Hizli st ¢ene genisletmesi iskeletsel transversal yon anomalilerinden olan iist
cene darligiin tedavisinde kullanilan yontemlerden birisidir. Hizli ¢ene genisletme
sonrast elde edilen degisikliklerin kalic1 olabilmesi i¢in pekistirme yapilmasina ihtiyag
vardir. Pekistirme tedavisinin kisa siirmesi dental ve/veya iskeletsel niikslerle
sonuc¢lanabilmektedir.

Calismamizin amaci sistemik olarak uygulanan zoledronik asitin ekspansiyon
sonrasinda rat sagittal suturundaki kemik formasyonu ve relaps lizerine olan etkilerini
radyolojik, histolojik ve immiinohistokimyasal olarak arastirmaktir.

Calismamizda 36 adet Wistar rat1 kullanilmistir. 12°serli 3 grup olusturulduktan
sonra ilk gruba ekspansiyon islemi sonrasinda subkiitan olarak serum fizyolojik
soliisyonu enjekte edilmistir. Retansiyon apareyi takildiktan sonra denekler 14 giinliik
retansiyon doneminde bekletilmislerdir. Ikinci grupta da ayni prosediirler uygulanmis
fakat retansiyon periyodu olarak 7 giin beklenmistir. Uciincii grupta ekspansiyon islemi
sonrasinda 0,1 mg zoledronik asit serum fizyolojik ile diliie edilerek deneklere subkiitan
olarak enjekte edilmis ve 7 giinliikk retansiyon periyodu uygulanmistir. Retansiyon
periyodu sonrasinda her gruptan 6 fare histolojik degerlendirme i¢in sakrifiye edilmis,
geri kalan 6 fare de relapsin degerlendirmesi amaci ile yedi giin daha takip edilmistir.

Sagittal suturda acilan delikler aras1 mesafeler baslangicta (T1), ekspansiyon
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periyodunun sonunda (T2), retansiyon periyodundan sonra (T3) ve relaps periyodu
sonunda (T4) olmak iizere bilgisayarli tomografi cihaz ile 6l¢tilmiistiir.

Retansiyon donemi sonrasinda elde edilen histolojik ve radyolojik bulgulara gore
zoledronik asit kemik yapimini stimiile ederek ekspansiyon bolgesinde daha hizli kemik
olusumu saglamistir. Relaps oranlarini karsilastirdigimizda en az relaps zoledronik asit
grubunda gorilmiistiir.

Calismamizdan elde edilen sonucglara gore ekspansiyon sonrasi sistemik
zoledronik asit uygulamasi ile retansiyon siiresinin kisaltilabilecegi ve olusabilecek
relapsin azaltilmasinin saglanabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bifosfonatlar, ekspansiyon, relaps, zoledronik asit
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8. SUMMARY
Oztiirk F. Effects of systemically applied zoledronic acid on osteoblastic bone
formation and relapse at rat sagittal suture after expansion. Cumhuriyet
University Graduate School of Health Sciences, Ph.D. Thesis in Orthodontics,
Sivas, 2008

In treatment of maxillary transversal deficiency cases, one of the options is
expansion of the narrow maxilla. After expansion, retention is needed to maintain the
achieved results. If the retention phase continues for a sheet time, dental and/or skeletal
relapses may occur.

The aim of this study was to investigate the effects of systemically applied
zoledronic acid on osteoblastic bone formation and relapse at rat sagittal suture after
expansion.

For this experiment, 36 wistar rats were used. 3 groups were composed by
allocating the rats in twelves. In the first group saline solution was given subcutanously
after expansion and the retention period lasted for 14 days. In the second group, saline
solution was given subcutanously as same as the first group, but the retention period
lasted for 7 days. In the third group, 0.1mg zoledronic acid diluated with saline solution
and was given subcutaneosly after expansion and the retention period lasted for 7 days.
Computed tomography measurements were taken in the beginning (T1), after expansion
period (T2), after retention period (T3), and after relaps period (T4). After retention
period, 6 rats from each group were sacrified for histological assesment and 6 rats were

remained for observating the relaps period.
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According to the histological and radiological findings, zoledronic acid stimulated
bone formation. When we compared the relapse ratios, minimum relapse was observed
in the zoledronic acid group.

As a result of our study, by applying zoledronic acid after expansion, the retention
period can be shortened and relaps can be reduced.

Key Words: Bisphosphonates, expansion, relapse, zoledronic acid
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