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OZET

Nitrojen I¢eren Bifosfonatlarin Oral Mukoza Hiicre Kiiltiirleri Uzerine Doza

Bagh Etkilerinin incelenmesi

Bifosfonat kullanimi ile iliskili olarak ¢ene kemiklerinde goriilen osteonekroz
(BRONJ), oral ve maksillofasiyal cerrahide tedavisi oldukca zor ve karmasik
patolojilerden biridir. Hasarli veya gecikmis yumusak doku epitelizasyonu hemen
her BRONIJ vakasinda goriilmektedir. BRONJun yumusak veya sert dokunun
hangisinden koken alarak basladigi hala belirsizdir. Kurulan hipotezlerde oral
mukozanin BRONJ’un gelismesinde 6dnemli rol oynadig1 diistiniilmiistiir. Bu hipotezi
desteklemek veya reddetmek amaciyla, bu calisma insan diseti fibroblastlari tizerinde
alendronat ve pamidronatin in vitro etkilerini arastirmak ve karsilastirmak igin
planlanmistir. Primer fibroblast kiiltiirleri, alt1 saglikli goniilliiden alinan diseti
biyopsileri kullanilarak standart hiicre kiiltiirii sartlarinda tretilmistir. MTT kiti
kullanilarak alendronat ve pamidronatin sitotoksik konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
Alendronat ve pamidronat 10*-10"M arast konsantrasyonda; 6, 12, 24, 48 ve 72 saat
stireyle kiiltir medyumuna uygulanmistir. Hiicre proliferasyonu ve apopitoz
indiiksiyonu immunohistokimyasal olarak Ki-67 ve kaspaz 3 tutulumu ile
degerlendirilmis ve iki ilag i¢in karsilagtirilmistir. Pamidronat ve alendronatin her
ikisinin de, ilag uygulanmayan kontrol kiiltiirleri ile karsilagtirildiginda doz ve
zamana bagli olarak apopitozu indiikledigi ve proliferasyonu baskiladigi
goriilmiistiir. Hiicre proliferasyonundaki degisiklikler her iki ilag grubu i¢in benzer
olsa da, kaspaz 3 aktivasyonunun her doz ve uygulama zamam i¢in pamidronat
grubunda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide fazla oldugu bulunmustur (p:0.046).
Bifosfonatlarin, doza ve zamana bagli olarak insan diseti fibroblastlar1 iizerinde
indiikledikleri kaspaz 3 yolagi ile belirlenmis apopitozis, BRONJ un patogenezinde

yumusak dokunun 6nemini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: BRONIJ, osteokemonekroz, oral fibroblast, primer kiiltiir,

nitrojen iceren bifosfonat, apopitozis, hiicre proliferasyonu, sitotoksisite



ABSTRACT

The Evaluation of Nitrogen Containing Bisphosphonate’s Effect on Oral
Mucosa Cell Culture

Bisphosphonate related osteonecrosis of the jaw (BRONJ) has become one of the
most obstinate and complicated pathology in oral and maxillofacial surgery.
Defective or delayed epithelialization of soft tissue has been observed in almost
every BRONJ case. Whether BRONJ starts from bone or soft tissue is still
controversial. It has been hypothesized that the soft tissue of the oral mucosa could
play a significant role in BRONIJ. In order to support or reject this hypothesis, our
study was planned to investigate and compare the in vitro effects of alendronate and
pamidronate on human gingival fibroblasts. Primary fibroblast cultures were set up
from 6 healthy volunteers’ oral mucosa biopsy under standard cell culture conditions.
The cytotoxic concentrations of alendronate and pamidronate were determined by
MTT assay. Alendronate and pamidronate were added to culture medium at
concentrations of 10 to 107M for at 6, 12, 24, 48 and 72 hours. Cell proliferation
and induction of apoptosis were evaluated and compared with
immunohistochemically by Ki-67 and caspase-3 staining, respectively. Both
pamidronate and alendronate induced apoptosis and inhibited cell proliferation in a
dose and time dependent manner compared to untreated control cells. Although cell
proliferation ratios were similar for both drugs, caspase activation in every
application time and dose was significantly higher in pamidronate than alendronate
(p:0.046). Bisphosphonates induce apoptosis via caspase-3 pathway on human
gingival fibroblasts in a dose and time dependent manner emphasizing the

importance of soft tissue in BRONJ.

Key words: BRONIJ, osteochemonecrosis, oral fibroblasts, primary cultures,

nitrogen containing bisphosphonate, apoptosis, cell proliferation, cytotoxicity
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KISALTMALAR ve SIMGELER

AAOMS: American Association of Oral and Maxillofacial Surgery
ABD: Amerika Birlesik Devletleri

APAF-1: Apoptotik proteaz aktive edici faktor-1

Ark.: Arkadaslari

ATP: Adenozin trifosfat

Bcl: B-hiicreli lenfoma

BRONJ: Bifosfonat kullanim1 nedeniyle ¢cene kemiklerinde olusan osteokemonekroz
BSA: Sigir serum albumini

Ca"": Kalsiyum iyonu

CARD: Kaspaz iyilestirme bolgesi

CRP: C- reaktif protein

DD: Oliim bdlgesi

DED: Bir cift 6liim tetikleyici bolge

DISC: Oliimii tetikleyen sinyal bileseni

Dk: Dakika

DMEM: Dulbecco’nun modifiye eagle medyumu

DNA: Deoksiriboniikleik asit

EDTA: Etilen Diamin Tetra Asetikasit

ELISA: Enzim ilintili immiin test

FBS: Fetal sigir serumu
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FDA: Food and Drug Administration

GTPaz: Guanozintrifosfat baglayan enzim
HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution

HCI: Hidroklorik asit

HO: Heterotropik osifikasyon

IL-6: inter 16kin 6

pl: mikrolitre

ml: mililitre

MMP2: Matriks metalloproteinaz-2

MRI: Manyetik rezonans goriintiileme

MTT : [3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazoliumbromide]
NaCl: Sodyum klorid

NHS: Normal insan serumu

nm: Nanometre

PBS: Fosfat tampon soliisyonu

PDL: Periodontal ligament

PTH: Paratiroid hormon

RANK: Reseptor aktivator niikleer faktor kB
RANKL: Reseptor aktivator niikleer faktor kB ligand
RPM: Dakikada devir sayist

TGF B-1: Transform edici biiyiime faktorii -1

TNF-a: Timor nekroz faktor o
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TSH: Tiroid stimiile edici hormon

TUNEL: Terminal Uridine Deoxynucleotidyl Transferase dUTP Nick End Labelling
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1. GIRIS ve AMAC

Bifosfonatlar kalsiyum kristallerine olan afiniteleri sayesinde, sistemik olarak
kullanildiklarinda kemigin yapisina gegerek hidroksiapatite tutunurlar ve bir dizi
mekanizma ile osteoklastlarin yaptig1 rezorpsiyonu durdururlar. Bu etkileri sayesinde
kemikte yikima neden olan her tiirlii osteopenik hastalik ve kemik kanserinin

tedavisinde ¢1g1r acan bu ilag, tiim diinyada giderek artan bir oranla kullanilmaktadir.

Uretildigi ilk yildan beri jenerasyonlar: degiserek gelisen bifosfonatlar,
glinlimiizde nitrojen igeren ve igermeyen olmak tiizere iki temel gruba ayrilirlar ve
yaygin olarak nitrojen igeren bifosfonat grubundan olan zolendronat, pamidronat ve

alendronat kullanilmaktadir.

Baslangicta ilacin kullanimina bagli olusan yan etkiler akut faz reaksiyonlari,
gastrointestinal ve renal yan etkiler olarak bilinirken, ilk kez 2003 yilinda bu ilacin
kullantminin bir komplikasyonu olarak ¢ene kemiklerinde osteokemonekroz olustugu
bir dis hekimi olan Marx ve ark. tarafindan rapor edilmistir ve o yildan beri literatiirde

yayinlanan vaka sayis1 2000’e ulagsmistir.

Amerikan Oral ve Maksillofasiyal Cerrahi Dernegi (AAOMS: American
Association of Oral and Maxillofacial Surgery)’nin 2007 yilinda yayinladig: bildirgeye
gore bifosfonatlarla iliskili olarak ¢ene kemiklerinde olusan osteokemonekroz (BRONJ:
Bisphosphonate Related Osteonecrosis of the Jaw); bas boyun bolgesinden herhangi bir
radyoterapi almamis olup bifosfonat tedavisi géren hastalarda, sekiz haftadan uzun

stiredir mevcut olan ve iyilesmeyen ekspoze kemik nekrozu olarak tanimlanmaktadir.

[lacm {i¢ y1l kullanimindan itibaren osteokemonekroz goriilme riski %1,3 ile
%12 arasindadir. Bu osteokemonekrozlarin tedavisi klinik olarak olduk¢a zordur ve

hastanin yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir.

[lacin neden oldugu osteokemonekroz sadece kemik dokuda degil yumusak
dokuda da hasarlara neden olmakta ve yara iyilesmesini geciktirmektedir. Bu

osteokemonekrozun onlenebilmesi veya tedavi edilebilmesi i¢in oral kavitedeki kemik



ve yumusak dokuya yonelik arastirmalar yapilmaktadir. Heniiz olayin patogenezi tam

aciklanamamustir ve ideal bir tedavi protokolii olusturulamamustir.

Cene kemigi ile ilgili ¢ok sayida caligma yapilarak bifosfonat tiirlerinin kemik
dokudaki etkileri anlasilmis olmasina karsin bifosfonat kullanimini takiben neden

sadece ¢ene kemiklerinde osteokemonekroz olustugu hala agiklanmamustir.

Bifosfonatlarin oral yumusak dokudaki etkilerine yonelik bilimsel arastirmalar
siirlidir.  Osteokemonekrozlarin  dnlenebilmesi ve bifosfonatlarin  patogenezinin
aciklanabilmesi i¢in ilacin oral yumusak dokudaki -etkilerinin de tam olarak

anlasilmasina ihtiyag vardir.

Oral yumusak dokuya yonelik calismalar daha 6nce hayvan dokusu ve hazir
hiicre kiiltiir preparatlarin {izerinde immunohistokimyasal isaretleyici tutulumunu veya
hiicresel diizeydeki degisimleri gézlemleyerek yapilmistir. Bifosfonatlarla iligkili olarak
cene kemiklerinde olusan osteokemonekrozun patogenezinde oral yumusak dokunun
roliinlin yorumlanabilmesi i¢in dogal insan dokusu flizerinde yapilacak in vitro

caligmalara ihtiyac vardir.

Bifosfonatlarin yumusak doku {tizerindeki etkileri degerlendirilirken siklikla
intravendz kullanilan zolendronat ve pamidronatin etkileri incelenmistir. Tiim diinyada

en sik kullanilan bifosfonatlardan biri olan alendronatla ilgili ¢aligmalar yetersizdir.



Bu bilgiler 15181nda bu tez ¢alismasinda;

Pamidronat ve alendronatin oral mukozanin temel hiicresi olan fibroblastlar tizerindeki
apoptotik etkisini kaspaz 3 ve proliferatif etkisini Ki-67 ile immunohistokimyasal olarak

incelemek ve karsilagtirmak,

Bifosfonat tiirleri arasinda osteokemonekroz olusturma riski yliksek olan pamidronat ve
alendronatin, primer insan oral mukoza fibroblast kiiltiir hiicreleri {iizerine olan

sitotoksik etkisini yorumlamak,

Osteokemonekrozun patogenezinde, oral yumusak dokunun primer olarak rol alip

almadiginin degerlendirilmesi,

Bifosfonatlara bagli ¢ene kemiklerinde olusan ve tedavisi olduk¢ca zor olan

ostekemonekrozun dnlenmesine ve tedavisine 11k tutmak amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Bifosfonatlarin Tarihcesi

Bifosfonatlar 19. yy ortalarinda Almanya’da kimyagerler tarafindan
tiretilmislerdir. 1k olarak endiistride kalsiyum karbonat depolanmasini &nleme
ozellikleri sayesinde petrol borularini kalsiyum tuzlarinin kaplamasini1 engellemek icin
kullanilmiglardir (1). Ayrica lehimleme esnasinda kalsiyum karbonat azalmasim

onleyebilen giiclii bir selasyon ajani olarak da kullanilmaktadirlar.

Bifosfonatlarin biyolojik 6zelliklerinin 1968°de rapor edilmesiyle birlikte klinik
kullanimlar1 giindeme gelmistir. Ik olarak bobrek tasi olusmasini énlemek amaciyla
kullanilmislardir (2). Kalsiyum fosfata yiiksek afiniteleri olmasindan dolayr 1970’lerin
sonlarinda klinikte kemiksel gama grafileri elde edilmesinde kullanilmislardir. Daha
sonra lreticiler dis macunlarina bifosfonat katarak anti-tartar, anti-plak etkilerinden
yararlanmiglardir. Osteoklastik aktiviteyi inhibe ederek sagladiklar1 antiresorptif
mekanizma sayesinde 1987 yilindan beri pek c¢ok osteopatinin tedavisinde

kulanilmaktadirlar (1).

2.2 Bifosfonatlarin Kimyasal Yapisi

Bifosfonatlar stabil inorganik pirofosfonat analoglaridir ve kimyasal yapilar
pirofosfonatlara benzerdir. Pirofosfonatlar endojen kemik mineralizasyonunu
diizenlerler. Pirofosfonatta 2 fosfat1 baglayan ajan oksijen iken (Sekil 2.1), bifosfonatta

iki fosfat1 baglayan merkezi eleman karbondur (Sekil 2.2).

Bifosfonatlardaki merkezi karbon molekiiliiniin varligi, iki tane yan zincirin
baglanmasina olanak saglar ve bu kimyasal farklilik sayesinde bifosfonatlar daha diregli
bir yapiya sahiptir, pirofosfonatlar gibi asidik ortamda hidrolize olmazlar. Bifosfonatlar
merkezi elemanlar1 ile kemikteki hidroksiapatite baglanirlar, periferal zincirleri ise

degiskendir (3).
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Sekil 2.1: Pirofosfonatin kimyasal yapisi.

OH R1 OH
I I

o] —|P C Pl—]|0
I I I
OH R2 OH

Sekil 2.2: Bifosfonatlarin kimyasal yapisi.

P-C-P baginin merkezindeki karbon atomuna R1 ve R2 olarak adlandirilan iki
yan zincir baglanir. R1 zinciri genellikle hidroksil grubudur ve kemige olan afiniteden
sorumludur. R1 zincirinin antirezorptif mekanizmada etkinligi ¢ok azdir. Antirezorptif
mekanizmadan sorumlu major zincir azot grubu olan R2 zinciridir (4). Antirezorptif etki
ile yeni osteositlerin demineralizasyonu arasindaki terap6tik indeks oraninin artigindan

R2 zinciri sorumludur (5).



2.3 Bifosfonat Tiirleri

Iki farkl1 bifosfonat grubu bulunmaktadur;

2.3.1 Nitrojen Icermeyenler
- Etidronat
- Tiludronat
- Klodronat
- Medronat

Nitrojen igermeyen bifosfonatlar ayn1 zamanda [. Jemerasyon bifosfonatlar
olarak da bilinirler. 30 yili askin siiredir klinik kullanimlart mevcuttur. Kimyasal
yapilarinda merkezi karbon atomuna baglanan basit zincirlerden (medronat, klodronat,
etidronat) veya klorofenil grubu igeren zincirlerden (tiludronat) olusurlar ve en diisiik

etkinlige sahip olan bifosfonatlardir (6).

2.3.2 Nitrojen Icerenler (Aminobifosfonatlar)
- Alendronat
- Risedronat
- Pamidronate
- Zolendronat

- Ibandronate

Nitrojen iceren bifosfonatlardan alendronat ve pamidronat 2. Jenerasyon
bifosfonatlar olarak kabul edilirler. Kimyasal yapilarinda tek bir nitrojen atomu i¢eren

basit alifatik zincirlere sahiptirler (7).

Risedronat, ibandronat ve =zolendronat ise daha potent 3. Jenerasyon
bifosfonatlar olarak tanimlanirlar. Risedronat heterosilik halka yapisina ve zolendronat

ise iki nitrojen atomu iceren bes iiyeli imidazol halka yapisina sahiptirler (8).



Yaygin olarak kullanilan bifosfonatlarin kimyasal yapilar1 (Sekil 2.3.):
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Sekil 2.3: Giiniimiizde kullanim1 en ¢ok tercih edilen nitrojen iceren ve igermeyen

bifosfonatlarin kimyasal yapilari.

2.4 Bifosfonatlarin Etki Mekanizmasi

Bifosfonatlarin etki mekanizmalar1 tam olarak aciklanmamis olmasina karsin
hidroksiapatit ¢oziinmesini engelledikleri, kemik iligi onciil hiicrelerinin osteoklastlara
farklanmasini inhibe ettikleri, osteoklast inhibitdr faktorii uyardiklari, osteoklast

apopotozisini ve anti-anjiojenik etki sagladiklari kesin olarak kanitlanmistir (5, 9, 10).

En eski ve en az giiclii bifosfonatlar olan 1. Jenerasyon bifosfonatlar kemik
dokuya ulastiklar1 zaman osteoklastlar tarafindan yakalanarak hiicre i¢inde ATP toksik
analoglarima doniistiirtilirler ve etkilerini bu yolla gosterirler. 1. Jenerasyon

bifosfonatlar viicutta cok hizli metabolize edilirler (5).



Nitrojen iceren bifosfonatlar (2. ve 3. jenerasyon bifosfonatlar), nitrojen

icermeyen bifosfonatlardan ortalama olarak 100-2000 kat daha giigliidiirler (Tablo 2.1.)
(11).

Tablo 2.1: Bifosfonat tiirlerinin rolatif etkinlik dereceleri.

Bifosfonat Tiirii Etkinlik
Derecesi
Etidronat 1
Tiludronat 50
Alendronat 1000
Residronat 1000
Ibandronat 1000
Pamidronat 5000
Zolendronat 10000

Aminobifosfonatlar mevalonat yolu iizerinden antirezorptif etkilerini gosterirler
(12). Kolesterol iireten mevalonat yolunun anahtar enzimlerinden biri olan
farnesildifosfat sentez enzimini inhibe ederler. Farnesildifosfatin inhibisyonu sonucu
Guanozintrifosfat baglayan (GTPaz) Ras, Rho ve Rac proteinlerinin post-translasyonel
modifikasyon(prenilasyonu) i¢in gereken isoprenoid yaglar iiretilemez. Bunun sonucu
olarak da Ras, Rho ve Rac proteinlerinin aktivasyonu gerceklestirilemez. Isoprenoid
yaglarinin eksikligi geranil pirofosfat enziminin inhibisyonuna neden olur ve Ras, Rho
ve Rac enzimlerinin geranilasyonu da inhibe edilmis olur (1, 5, 9). Ras, Rho ve Rac
hiicre proliferasyonunu, hiicre sag kalimin1 ve hiicresel iskelet organizasyonunu

diizenlerler. Protein prenilasyonunun inhibe olmasi ve Ras sinyal iletiminin buna bagh

8



olarak kesilmesi osteoklastlarda hiicre i¢inde vezikiiler transportun bozulmasina yol agar
(13). Bunun sonucunda da osteoklastin kemik rezorpsiyonunu olusturabilmesi igin

gereken yiizey 6zellikleri olusamaz ve rezorpsiyon baskilanmis olur (Sekil 2.4).

Klodronat gibi nitrojen icermeyen bifosfonatlar mevalonat yoluna etki edemezler
(5). Eski ve yeni tiim bifosfonatlarin yiiksek dozlari osteoklast apopitozisine neden
olurlar (2). Aminobifosfonatlar, 1. jenerasyon bifosfonatlardan farkli olarak rezorptif

aktiviteyi inhibe edebilmek i¢in osteoklast apopitozisine ihtiya¢ duymazlar.

Bifosfonatlar

Farnesildifosfat sentez l isoprenoid

Mevalonat yolu ’ inhibisyonu Uretiminin
inhibisyonu
isoprenoid
inhibisyonu
Geranil pirofosfat
inhibisyonu
| |
Ras :‘\ =
Rho _’ Geranilasyon (Post-translasyonel
inhibisyonu modifikasyon)
Rac ] [

Osteoklast inhibisyonu

Sekil 2.4: Nitrojen igeren bifosfonatlarin osteoklastik aktiviteyi mevalonat yolu

uzerinden inhibe etme mekanizmasi.

Bifosfonatlar ozellikle aktif yenilenme olan alanlarda kemik yiizeyinde
yerlesmis hidroksiapatit kristallerine ¢ok kolay bir sekilde baglanirlar ve uzunca bir siire
de bagli kalirlar ¢iinkii osseoz pirofosfatazlar tarafindan enzimatik bozunmaya
ugratilamazlar. Kemik yiizeyinde baglh olduklar1 alanlardan salinirlar ve osteoklastlar
tarafindan O6ziimsenirler. Olgun osteoklastlara oldugu gibi 6nciil osteoklast hiicrelerine
de etki gosterebilirler (14). Bu sayede kemikte rezorptif aktivite miktarinda ve buna

bagli olarak turn-over oraninda azalmaya neden olurlar.



Bifosfonatlarin uzun siire kullanimi1 kemikteki yenilenme metabolizmasini bozar
ve ‘donmus kemik’ olarak adlandirilan kemik yapinin olusmasina neden olurlar.
Donmus kemik yapisinda kemigin tamir mekanizmasi bozulur ve iskelette &nce

mikrolezyonlar olusur, zaman igerisinde osteokemonekrozlar goriilmeye baslar (7).

2.5 Bifosfonatlarin Farmakokinetik Ozellikleri

Bifosfonatlar oral biyoyararlanimi ¢ok diisiik olan ilaglardir. Sistemik
biyoyararlanimlar1 %1-10 arasidir ve biyoyararlanim bireysel farkliliklar gosterebilir
(15). Besinle birlikte alinma, 6zellikle kalsiyum ve demir iceren besinlerle kompleks
olusturma potansiyelleri nedeniyle biyoyararlanimi oldukc¢a diisiiriir. Giinliik bifosfonat
kullanim rejiminde doz sabah a¢ karnina giinde bir kez olacak sekilde verilir. Yaklasik
%30-65 oraninda plazma proteinlerine baglanirlar veya plazmada ¢ok ufak kiimeler
halinde bulunurlar. Kalan kisimlar1 ise serbest dolasir (16). Absorbe edilen ilacin bir

kismi1 kemige tutunur, tutunma orani ilacin etkinlik derecesi ile iligkilidir.

Kandaki ortalama omiirleri kisa olmasina ragmen (30dakika — 2saat) kemikle bir
kez birlestikleri takdirde ortalama 10 y1l bozulmadan kalabilirler. Kan yoluyla kemikten
ilk gecislerinde kandaki miktarinin neredeyse tiimii kemikte tutunur. Bu sayede kemige
gecis mekanizmalari cok hizlidir (17). Oral kullanimda gastrointestinal alandan ilacin %
1’1, intravendz kullanimda yaklasik 9%50°si kemige ulasabilmektedir (18). Viicuttan

atilimlari renal yolla gerceklesir (19, 20).

2. 6 Bifosfonatlarin Osteoklastlar Disinda Etkiledigi Diger Hiicreler

2.6. 1 Osteoblast

Kemik hiicresinin Onciilii olan olgunlagsmamis hiicre c¢esididir. Cogalarak,
olgunlasmamis kemik hiicresine doniisiir. Boylece kemiklerin olusumunda ve
yenilenmesinde rol oynayan poligonal hiicrelerdir. Kemik yiizeyinde yan yana dizili bu
hiicrelerin, kemik i¢ine dogru uzanan cikintilar1 vardir. Osteoblastlarin kemik yapimi,

kisiden kisiye degisiklik gosterir.
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Bifosfonatlarin  osteoblastlara olan etkisi osteoklastlara olan etkisi kadar 1iyi
aciklanamamistir. Aminobifosfonatlar tedavi edici dozlarda osteoblast farklilasmasini
ve kemik apozisyonunu uyarirlar ederler. Osteoblastlar reseptor aktivator niikleer faktor
Kb ligand (RANKL), Transforming Growth Factor B-1(TGF B-1) ve Tumor Necrosis
Factor o (TNF-a) ailesinden osteoprotogerin salgilayarak kemikteki turn-overi
diizenlerler. Osteoblastlarin salgiladigit RANKL, osteoklastlarin onciil hiicrelerden olgun
hiicrelere farklilanms1 i¢in gereken uyariy1 saglarlar (21). RANKL onciil osteoklastlar
tizerindeki RANK reseptorlerine  RANK’in baglanmasin1 saglar ve farklilasma
gerceklesir. Bu sayede kemikte rezorptif aktivite baslar. Osteoprotogerin ise RANKL
antagonistidir ve rezorpsiyonu durdurmak i¢in yine osteoblastlar tarafindan salgilanir
(Sekil 2.5). Kemikte rezorpsiyon olmasi osteoblastlardan biliyiime faktorii salinimini
uyarir. Fakat bu konuyla ilgili yeterli c¢alisma yoktur (14). Yiiksek dozlarda ise

bifosfonatlar osteoblastlara sitotoksik etki gostererek apopitozislerine neden olurlar.

Osteoblast

RANKL GF

Osteoprotogerin

Prekirsér R
RANK > > osteoklastlar > > osteokalstlar

Osteoprotogerin 1 — RANKL Ilﬂl:‘> l

Sekil 2.5: Osteoblastlarin salgiladig1 ajanlarin rezorpsiyona olan etkisi.
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2.6. 2 Endotel

Dolagim sistemindeki tim yapilarin, kalp bosluklari, atardamarlar, kilcal ve
toplardamarlar, lenf damarlari, i¢ yiizlinii O6rten ¢ok ince, kaldirim tas1 gibi dizilmis

hiicre dizisidir.

Bifosfonatlarin endotelyal hiicre proliferasyonu, adezyonu ve migrasyonunu
bozdugu in vitro olarak gosterilmistir (14). Mevalonat yolundaki farnesil difosfat
sentetaz enzim inhibisyonu sonucu gerekli protein prenilasyonu ger¢eklesmedigi zaman

endotel yapilanmasi bozulur ve anti- anjiyogenik etki ortaya ¢ikar (22).

2.6. 3 Tiimor Hiicreleri

Bifosfonatlar tiimor hiicrelerinde apopitozise neden olurlar ve timor
invazyonunu engellerler (23, 24). Hastalarin sag kalim oranlarimi artirirlar. Anti-
anjiogenik mekanizmalar1 rejenerasyonu Oneleyerek anti-tiimoral etkilerine katki
saglamaktadir (1). Bifosfonatlarin anti-tiimoral etkileri anti-resorptif etkileri gibi farnesil

difosfat sentetaz enzim inhibisyonu yolu ile olugsmaktadir (25).

2.6. 4 Oral Epitel Hiicreleri; Keratinosit ve Fibroblast

Epitel terimi Yunanca epi (iistte, lizerinde) ve theleos (Ortii) sozciiklerinden
olusmustur. Epitel hiicreleri, gelismekte olan embriyonun ii¢ germinatif tabakasi olan
ektoderm, endoderm ve mezodermden kdken alir (26). Epitel doku, organizmada yaygin

bir dagilim gosterir.

Oral mukozanin epiteli keratinizedir ve basal membran araciligi ile altindaki
bag dokusuna baglidir. Agiz boslugu tamamiyla mukoza ile kapl olup epitelin kaynagi,
dilde endoderm, dudak, yanak, gingiva, vestibulum oris, damak, agiz tabaninda ise
ektodermdir. Oral mukoza genelde c¢ok katli yassi epitel ve bag dokusundan olusan
lamina propria olarak iki tabakadan olusur. Lamina proprianin altinda damarlar, yag

dokusu, tiikriik bezleri bulunur ve submukoza olarak isimlendirilir (27).
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Oral mukoza salg1 yapan bezleri igeren ¢ok katli yassi epitelden olusan bir yar1
mukoza goriinlimiindedir. Oral mukoza c¢igneme fonksiyonu ve mekanik olarak
etkilenmesine uyumlu olarak hem epitel, hemde bag dokusunda c¢esitli bdlgelerde

degisiklik gosterir.

Keratinosit; oral epitelde fiziksel, mikrobiyal ve kimyasal uyaranlara karsi koruma
gorevi saglayan hiicrelerdir. Travmaya daha ¢ok maruz kalan sert damak ve gingivada
oral epitelyum keratinosit yogunlugunun daha fazla olmasi nedeniyle sert, stratum
papillarisi oldukca yogun, periosta dogrudan yapismig ve hareketlilik gostermeyen
lamina propriasti 4 kathh orto ve parakeratinize epitel ile kaplidir.
Ayrica sitokin uyarilar1 sayesinde proinflamatuar yanitta direkt olarak gorev alirlar (28).
Hiicre kiiltiiriinde sitokeratin boyamayla isaretlenirler fakat kiiltiir ortaminda

tiretilmeleri olduk¢a zordur.

Aminobifosfonatlarin, miirin oral keratinositlerin apopitozisine neden olmadan
hiicresel  proliferasyonlarin1  inhibe  ettigi  bilimsel olarak  gdsterilmistir.
Aminobifosfonatlar insan oral mukozasinin keratinositlerinde de proliferasyonu
baskilarlar fakat apoptotik etkileri belirsizdir (29). Keratinosit proliferasyonu olmadan

oral mukozada yara iyilesmesi bozulur.

Fibroblast; ekstraselliiler matriks ve kollajen iireten, doku stromasini saglayan, yara
iyilesmesinde 6nemli rol oynayan ve bagdokuda en ¢ok bulunan hiicredir. Oral mukoza
bag dokusunda yaygin olarak bulunurlar ve turn-overlari ¢ok yiiksektir. Hiicre
kiiltiiriinde kollojenaz boyama ile isaretlenirler ve kiiltiirde ¢ogalma kapasiteleri ¢ok

yiiksektir (27).

Aminobifosfonatlarin oral mukoza fibroblast hiicrelerinde proliferasyon
baskilanmasina neden oldugu in vivo ¢alismalarla gosterilmistir (30), apopitotik etkileri

ile ilgili kesin veri yoktur.

Bifosfonatlar kemikte yeterli konsantrasyona ulastiklart zaman kemige komsu,
kemik yiizeyini 6rten yumusak dokuda toksik etki olustururlar (31). Bifosfonatlarin
mevalonat yolundaki farnesil difosfat sentetaz enzimini inhibe etmeleri nedeniyle

epitelde hiicre proliferasyonu da inhibe edilmis olur. Buna baglh olarak oral kavitede
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mukoza biitiinliiglinlin bozulmasina neden olan cerrahi girisim ya da dental travma
sonrasinda yara iyilesmesi gecikir. Oral bifosfonat kullanimina bagli gastrodzefageal

epitelde irritasyon ve iilserasyon benzeri epitelyal bozulmalar goriiliir (32).

2.7 Bifosfonatlarin Endikasyonlar:

Bifosfonatlar postmenapozal donemde kadinlarda proflaktik veya terapotik
amacli olarak kemik mineral densitesini artirdifi ve osteoporoza bagli olusan kemik

kiriklarini azalttig1 i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (33).

Bu ajanlar ayrica yaslanmaya, glukokortikoid kullanimina ve 0&strojendeki

azalmaya bagl olarak kemikte olusan kitlesel azalmay1 engellemektedir (34).

Paget’s hastaligi (35), fibroz displazi (36), heteretropik ossifikasyonlar (37),
ankilozan spondilit (20) gibi kemikle iligkili hastaliklarin tedavisinde tercih
edilmektedir.

Kemige metastaz oOzelligi olan gogiis, prostat ve akciger kanserlerinin
tedavisinde anti-timoral etkileri nedeniyle kullanilmaktadir (199). Kemikte
kontrolsiizce yikima neden olan tiimér hiicrelerini inhibe eder. Bifosfonatlar son yillarda
kemik metastazlarinin tedavisinde standart haline gelmisdir. Bifosfonatlar kemikte
yerlesmis timorlin veya metastazin yaptig1 lokal kemik yikimi, agr1 ve hiperkalsemiyi

etkin sekilde azaltabilir (38).

Osteogenezis imperfektali cocuklarda kemik frajilitesi artmakta ve bunun

siddetine bagl olarak pediatrik dozlarda aminobifosfonatlar kullanilmaktadir (37).

Multiple myleoma’da osteoklastik aktivitenin stimule olmasi sonucu olusan

iskelet komplikasyonlarini 6nlemeye yonelik kullanilmaktadir (25).

Glukoserebrolipidaz enzim bozukluguna bagl olusan otozomal gecisli lizozomal
depo hastalig1 olan Gaucher Sendromunun tedavisinde de bifosfonatlar kullanilmaktadir

(39). Retikiiloendotelyal sistemde lipit birikimi meydana gelmektedir ve hastaligin
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klinik bulgularindan biri osteoporotik kemik lezyonlaridir. Gaucher hastalarinda kemik

lezyonlarinin tedavisinde kullanilmaktadir.

2.8 Bifosfonatlarin Kontrendikasyonlari

Adolesanlarda  Oonemli  beyin  yaralanmalarindan  sonra  heterotropik
ossifikasyon(HO) olusmasini 6nlemek amaciyla bifosfonat kullanimina bagl Rasitik
Sendrom olustugu rapor edilmistir. Bu yas grubunda kullanimi 6nlenmelidir (40). Orta
ve ileri derecede yanik hastalarinda patolojik heterotropik ossifikasyonlar %25-50
oraninda olugmaktadir. Kalsifikasyonu onledigi bilinen bifosfonatlar, yanik hastalarinda
HO olusmasin1 6nlemek amaciyla salisilatlar ve warfarinle birlikte uygulanmigtir. Fakat
Shafer ve ark.’nin yapmis oldugu caligmanin sonuglarina gore etidronat-disodyumun
HO olugmasmi oOnlemedigi ayrica insidansini artirdigi belirlenmistir (41). Yanik

hastalarinda bifosfonatlar 6nerilmemektedir.

FDA (Food and Drug Administration) tarafindan heniliz tanimlanmamis
olmasma karsin oOzellikle kadinlarda %1-3 atrial fibrilasyon riski olusturduklar

distintilmektedir. Kardiyolojik problemi olan hastalarda dikkat edilmelidir (42).

Ozefagus darh@ ve akalazya gibi 6zefajiyal bosalmay1 geciktiren 6zefagus
anormalliklerinde uygulanmamalidir. En az 30 dakika dik oturamayan ya da ayakta
duramayan hastalarda kontrendikedir. Hipokalsemide kontrendikedir. Ciddi bobrek

yetmezligi olan hastalarda kreatinin klerensi nedeniyle kullanilmamalidir (41).

Gebe kadinlar tizerinde yapilmis yeterli ¢alisma yoktur. Bu nedenle ancak
potansiyel yararlar1 beklenen potansiyel zararlarindan {istiin oldugunda gebe kadinlarda
kullanilmahdir (Gebelik kategorisi C). Uriiniin bilesimindeki herhangi bir maddeye
kars1 asir1 duyarlilik s6z konusuysa kullanimi kisitlanmalidir. Birgok ila¢ insan siitiine
gectiginden ve bifosfonatlarin yeni doganlarda olasi yan etkileri nedeniyle, annenin ilact
kullanmasinin 6énem derecesi goz Oniine alinarak, ilacin kullanimina ara verilmesi ya da

bebegin anne siitiiyle beslenmesine son verilmesi diisiiniilmelidir (43).
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2.9 Bifosfonatlarin Klinik Kullanimlari

Multiple Myeloma, metastatik tiimdrler, osteogenezis imperfekta, hiperkalsemi
yaratan maligniteler intravendz tedavi gerektirirken, genellikle osteoporoz ve Paget’s

hastaliginda oral uygulama yeterli olmaktadir (9).

Bifosfonatlarin ¢ok ¢esitli uygulama profilleri vardir (Tablo 2.2). Oral bifosfonat
rejimi genellikle haftada bir tek doz seklinde uygulanmaktadir. Giinliikk diizenli
kullanimi sonucu gastrointestinal sistemin iist bolgelerinde mukoza irritasyonu yapmasi
nedeniyle haftalik uygulama daha yaygin olarak kullanilmaktadir (44). Oral kullanilan
bifosfonatin etkinligini artirabilmek i¢in ilacin yemekten 30 dakika dnce sadece su ile

birlikte alinmas1 gerekmektedir (2).

Intravendz uygulama igin injeksiyonluk bifosfonat soliisyonlar1 250-500ml salin
icinde seyreltilerek yavas infiizyonla (en az 2 saat) hastaya verilir. Acil bir durum
olmadig siirece kronik intravendz bifosfonat uygulamasi aylik periyodlarla uygulanir

(45).
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Tablo 2.2: Bifosfonatlarin mevcut olan dozlari, uygulama sekli, uygulama periyodlar

ve FDA onay tarihleri gosterilmistir.

Bifosfonat Verilis Uygulama Food & Drug

Tiiri yolu Periyodu Administraton

onay tarihi

Etidronat 400mg Oral Aralikh 1977
Klodronat 300mg v Aralikh ABD’de onay1
800mg Oral Giinliik yok
BK’da onay1
var
Tiludronat 200mg Oral Aralikh 1997
Pamidronat 30mg v Aralikh 1991
90mg v Aralikh
Alendronat 10mg Oral Giinliik 1995
70mg Oral Haftahk
Risedronat Smg Oral Giinliik 1998
35mg Oral Haftahk
Zoledronat 4-5mg v Aralikh 2001
Ibandronat 2,5mg Oral Giinliik 2003-2005-
150mg Oral Ayhk 2006
3mg v Aralikh
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2.10 Bifosfonatlarla Ilgili Dishekimliginde Yapilmis Uygulamalar

Detartraj ajanlarinin yapisinda anti tartar etkisi nedeniyle kullanilmaktadir.
Periodontolojide mukoperiosteal flap cerrahisini takiben ya da periodontitise baglh
olarak kemik dongiisii hizlanmakta ve alveol kemikte rezorbiyon goriilmektedir. Bu
rezorpsiyonun onlenmesi i¢in bifosfonatlarin sistemik ya da lokal uygulamasi hayvan
modellerinde denenmis ve higbir sistemik yan etki olusmadan bagarili sonuglar elde
edildigi goriilmiistiir. Kemige lokal uygulandig: takdirde %20-30 abzorbe edildigi ve

bunun rezorpsiyonu durdurmada etkili oldugu belirlenmistir (46).

Hidroksiapatit kapli implantlar ve titanyum implantlarin alveole yerlestirilmeden
once bir hafta boyunca 37C”ta 0.lmmol nétroal alendronat-sodyum soliisyonunda
bekletilmesi sonucu cerrahi sonrasi implant ¢evresi periferal kemik miktarinda belirgin

artis oldugu goriilmiistiir (47).

Aviilsiyona ugramis, agiz disinda uzun siire kalmis, 6zellikle de bu siire boyunca
uygun ortamda saklanamayan dislerde periodontal ligament hiicreleri canliligini
kaybeder. Kok yiizeyinde PDL hiicrelerinden yoksun bdlgelere osteoklastlarin
tutunmasi daha kolay oldugundan rezorpsiyon baslar. Bu durumu yavaslatabilmek igin
dis sokete yerlestirilmeden 6nce Hank’in dengelenmis tuz soliisyonu (HBSS: Hank'’s
Balanced Salt Solution) ve alendronat-sodyumdan olusan soliisyonda bekleterek sokete
yerlestirme denenmistir. Sonu¢ olarak inflamatuar rezorpsiyon oraninda azalma
belirlenmistir. Osteoklastla iligkili eksternal kok rezorpsiyonunu engelledigi ve

apeksogenezis iizerinde olumlu etkileri olabilecegi diistiniilmektedir (48).

Distraksiyon osteogenezisle birlikte anabolik mekanizmay1 artirmasi amaciyla
bifosfonatlar kullanilmigtir. Tavsanlar iizerinde yapilan ¢aligmada distraksiyon fazinin
ilk 3 giinlinde alendronat injeksiyonu yapilarak post operatif donemde distraksiyon
bolgesinin  histolojik, radyografik Ozellikleri degerlendirilmistir. Alendronatin

distraksiyon araliginda yeni kemik olusumunu hizlandirdig: belirlenmistir (49).
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2.11 Bifosfonat Kullaniminin Sistemik Yan Etkileri

Oral bifosfonatlarin absorbsiyonlarinin ¢ok simirlt olmasi ve dispepsi, bulanti,
kusma, mide agris1 ve diyare gibi gastrointestinal yan etkilerinin olmasi bir¢ok hasta

grubu tarafindan tolerasyonlarini sinirlamaktadir.

Giinlik oral kullanimdan sonra {ist gastrointestinal sistemde 0Ozefajitis,
Oszefageal lilserasyon benzeri lezyonlar olusmasi nedeniyle artik giiniimiizde alendronat
ve risedronatin haftalik kullanilmast tercih edilmektedir (2). Oral bifosfonat

kullanamayan hastalarda intravendz uygulama tercih edilmektedir.

Intravendz bifosfonatlar iyi tolere edilmelerine karsin %20 hastada grip benzeri
halsizlik (2), akut ates, kemik agrisi, renal toksisite veya akut bobrek yetmezligi, gegici
hipokalsemiye ve IL-6, TNF- a , CRP ve elastaz salinimina neden olmaktadirlar (20).
Intravendz bifosfonatlarin uygulanmasimi takiben plazma kreatinini takip etmek

gerekmektedir.

Bifosfonat kullanimina bagh olarak sklerit, iridosiklit, orbital miyozit ve uveit
gibi oftalmolojik yan etkiler de bildirilmistir (50). Bu komplikasyonlarin doza bagimli
oldugu bobrek fonksiyonlarinin bozulmasinin bir sonucu olarak ortaya c¢iktigi

belirlenmigtir (51).

Diizenli bifosfonat kullaniminin 6zellikle hipertansif, diyabetik, kalp anomalisi
veya kalp yetmezligi bulunan kadin hastalarda atriyel fibrilasyon riskini artirdig:
distintilmektedir (52). Bu hasta grubunda olusabilecek yan etkiler hayati 6nem

tasidigindan dikkat edilmelidir.

2.12 Bifosfonat Kullaniminin Oral Kavitedeki Yanetkileri

2.12.1 Osteokemonekroz
Bifosfonat kullanimini takiben turn-overin azalmasina bagl ¢ene kemiklerinde

osteokemonekrozlar olusmaktadir (36). Bu osteokemonekrozlarin genellikle ilacin 2 yil
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streyle kullanimindan sonra ve %1-12’lik bir oranla goriildiigli bilinmektedir.
Literatiirde rapor edilen bifosfonat kullanimina bagli olusan ¢ene kemigi nekrozlarinin
cok biiyiik bir kismi1 intravendz kullanimdan sonra olusmustur (1). Diinya genelinde 2,5
milyon kisi intravendz bifosfonat tedavisi gérmektedir ve bu konuyla ilgili ¢alisma ve

raporlar giderek artmaktadir.

Osteokemonekrozun Patogenezine Yonelik Teoriler:

I. Kemik doku: Cene kemiklerindeki osteokemonekroz patogenezi tam olarak

coziilememis olmasina ragmen digli hastalarda periodontal aralik yoluyla cep sivisi
elemanlarinin ~ siirekli  ekspoze olmasinin  osteokemonekroz riskini  artirdig
diisiiniilmektedir. Bu ekspoz inflamasyona neden olur ve cevap olarak ossedz turn-
overda artis beklenir. Bifosfonatlar teropatik dozlarda kullanildigi zaman mevalonat
yolu iizerinden osteoklastarin rezorptif aktivitesini inhibe ederler fakat osteoblastlar
stimule ederler ve osteoblastlarin RANKL iireterek uyardifi rezorpsiyonu
engellemezler. Bu sayede kemik metabolizmasina daha az sitotoksik etki olustururlar.
Bifosfonatlarin yiiksek dozda kullanilmasi hem osteoblastlar hem de osteoklastlarda
hiicre ici Ca"™ birikmesine neden olarak sitotoksik etki olusturur. Buna baglh olarak
kemik turn-overi bozulur ve gereken remodelasyon ger¢eklesemez (144). Kemikte turn-

overin azalmasi avaskiiler nekroz riskini artirir.

Total ya da parsiyel dissizlikte hastalarin kullandigr hareketli protezin
uyumsuzlugu alveolar krette irritasyon yaratarak inflamasyona neden olur, bu durumda
turn-over da artis olmasi gerekirken yiiksek doz bifosfonatin neden oldugu sitotoksik
etkiye bagl olarak rezorpsiyonla birlikte apozisyonda da azalma olur ve sonugta
ilerleyen donemde osteokemonekroz olusur. En ¢ok etkilenen bolgeler mukozanin ¢ok
ince oldugu milohiyoid ¢ikintinin iizeri, mandibuler alveol kemigin lingual yiizeyi, torus

ve ekzositoz olan bolgelerdir (43).

Kemik apozisyonu ve rezorpsiyonu normal kemik homeostazisinin
saglanabilmesinde onemli rol almaktadir. Osteoklastik aktivite bagladig1 zaman, olusan
yeni kemik matriksinin matiirasyonu i¢in sitokinler ve biiyiime faktorleri salgilanir.
Kemikte resorbsiyonun azalmasiyla birlikte apozisyon da azalmaya baslar, kemik

onarim metabolizmasi, kemik biiyiime-gelisme kapasitesi ve kemik kalitesi bozulur.
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Travma, periodontal hastalik, periradikiiler lezyon ya da dental isleme bagli olarak
nekroz olustugu durumda osteoklastlar nekrotik kemigi ortadan kaldirmak icin gerekli
aktivasyonu gosteremezler. Nekrotik doku hacmi yeterli seviyeye ulastigi zaman lokal

degisiklikler baglar (53).

Oral kavitenin genis bir mikrofloraya sahip olmasi, oral kavitede asla aseptik bir
ortam olusturulamamasi, alveolar kemigin turn-over oraninin ¢ok yiiksek olmasi ve
travmaya yatkin olmasi ¢ene kemiklerinde osteokemonekroz olusmasi riskini artirir.
Tiim iskelet sisteminden farkli olarak cene kemikleri digler araciligr ile siirekli dig
cevreyle iliskidedir. Vaskiilarizasyon 06zellikleri nedeniyle %60 mandibula, %30
maksillada osteokemonekroz goriiliirken, %10 her iki kemikte birlikte goriilmektedir

(399).

AAOMS tarafindan belirlenen kemik turn-overi ile iligkili serum isaretleyiciler
kalsitonin, tiroid stimiile edici hormon (TSH), T4, T3, N-Telopeptit, C-Telopeptit, 25-
hidroksi vitamin D, kemige 6zgli alkalen fosfoataz, osteokalsin ve paratiroid hormon
(PTH)’dur (54). Bu isaretleyiciler kemikteki osteopeniyi degerlendirmek icin
kullanilirlar. Bifosfonat kullanan hastalarda kemikte remodelasyon ve rezorptif

aktiviteyle ilgili degerler 6nemli 6l¢lide diismektedir.

II. Yumusak doku: Adoélesanlarda veya erigkinlerde steroid kullanimina bagh

kemiklerde osteokemonekroz rapor edilmistir (55). Fakat bu nekrozlar bifosfonata bagh
olusan nekrozlardan farkli olarak genellikle ekstremitede biiyiik eklemlerde
olusmaktadir. Bifosfonatlarin neden o6zellikle ¢ene kemiklerinde osteokemonekroz
olusturdugu tam olarak agiklanamamistir. Bifosfonatlar turn-overin yiiksek oldugu

alanlarda birikirler.

Alveol kemigi viicutta en yiiksek turn-over oranina sahip olan kemiklerdendir.
Kemikteki bifosfonat yeterli konsantrasyona ulastigi zaman kemigi Orten yumusak
dokuda sitotoiksik etki olusturur. Oral mukoza hiicrelerinin apopitozisine neden
olmadan hiicre proliferasyonunu, hiicreler arasi baglantiy1 bozar ve hiicresel nekroza
neden olabilir. Alveol kemikte biriken bifosfonatin oral mukozada sitotoksik etki
olusturmasina bagli olarak mukoza biitlinliigiiniin bozulmasi halinde yara iyilesmesinin

gerceklesmedigi ve buna bagli olarak acikta kalan c¢ene kemiklerinde ikincil
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infeksiyonlarin gelistigi ilerleyen donemde de ekspoze osteokemonekroza doniistigi

diisiiniilmektedir (29, 32).

III. Anti-anjiogenezis: Bifosfonatlar kanser hastalarinda anti-anjiogenetik 6zellikleri

sayesinde tlimor  hiicresinin  proliferasyonunu baskilayarak tiimdral hiicrelerin
yayilmasint onlemede kullanilirlar (56). Bifosfonatlarin obliterasyona neden oldugu
distiniilmektedir. Ayrica bifosfonatlarin kemikte yenilenmeyi baskilamasi kemigin
yapisinda neovaskiilarizasyonunda  bozulmasima neden olmaktadir. Bozulan
vaskiilarizasyon en ufak travmayi takiben sekonder olarak yara iyilesmesinde

yetersizliklere neden olmaktadir (57).

IV. Infeksiyon Teorisi: Normal agiz mikroflorasinin en baskin mikroorganizmasi olan

Aktinomiges Israeli, BRONJ vakalarinda yapilan histopatolojik incelemelerde ¢ok
yiiksek oranda izole edilmektedir (58, 59). Mukozanin biitiinliigliniin bozuldugu
durumlarda aktinomigeslerin kemige invaze olarak heterojenik bir floraya neden oldugu
ve kemikte osteomiyelit benzeri klinik bir tabloyla enfeksiyona bagli nekroz
olusturdugu diisiiniilmektedir (60). Infeksiyonun BRONJ’da primer ya da sekonder

roliiniin ayrimi tam olarak yapilamamugtir.

V. Genetik Teori: Lehrer ve ark. bifosfonatlarla iliskili ¢ene kemiklerinde olusan

osteokemonekrozun genetik mutasyona bagli olarak hassas bireylerde olustugu
hipotezini savunmuslardir (39). Matriks metalloproteinaz ailesinden MMP2 genindeki
mutasyonun  bifosfonatin  yarattigit  osteokemonekrozla iliskili  olabilecegini
digtinmiiglerdir. MMP2 genindeki mutasyonlar daha o©Once kemik matriksindeki
bozukluklarla  birlikte  goriilen = Winchester  sendromu  gibi  sendromlarla
iliskilendirilmistir. Ayrica zolendronat ve alendronatin neden oldugu atrial fibrilasyonla
viicutta ilgkili tek genin MMP2 oldugu belirlenmistir (399). MMP2 geninin
bifosfonatlar gibi hem kardiyovaskiiler sistem hem de kemik dokuda etkileri vardir fakat
bu konuyla ilgili kesin sonuglara ulasabilmek icin daha ¢ok arastirma yapilmasi

gerekmektedir.

2.12. 2 Dis siirme gecikmesi:
Pediatrik donemde uygulandigi takdirde dis siirme fizyolojisi i¢in gerekli olan

osteoklastik aktiviteyi baskiladigi i¢in dis siirme yolunda diren¢ olugmasina ve buna
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bagli olarak eriipsiyonda gecikmeye neden olmaktadir. Pediatrik hasta grubunda etik
acidan bu konuda klinik calisma yapilmasi sinirlidir. Goldrat ve ark. tarafindan
osteogenezis imperfekta tanisi konmus bifosfonat tedavisi géren ve gérmeyen ayni yas
grubu cocuklar {lizerinde yapilan bir degerlendirmede bifosfonat tedavisinin ortalama

19,5 ay dis siirme gecikmesine neden oldugu saptanmstir (37).

Osteopetrotik farelerde yapilan ¢alismalarda osteoklastik rezorptif aktivitenin
yoklugu nedeniyle dislerin siiremedigi ve saglikli farelerden alinan dalak hiicrelerinin
injeksiyonu sonrasinda osteoklastik farklilasma ve dis eriipsiyonunun goriildiigli rapor

edilmistir (37).

2.12.3 Oral Mukoza irritasyonu
Keratositlerin hiicresel dongiisiiniin bifosfonatlar tarafindan bozulmasi miik6z membran
yenilenmesini ve yara iyilesmesini olumsuz etkiler. Bu konudaki hipotezler: 1.
Bifosfonatlarin yumusak dokuda ytiksek konsantrasyona ulastigi zaman farnesil difosfat
sentetaz1 engelleyerek hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve turn-over1 baskiladigi 2.
Ozellikle aminobifosfonatlarin (nitrojen zinciri iceren bifsofonatlar) yapisinda hiicre
proliferasyonunu engelleyerek yara iyilesmesini bozdugu seklindedir (29). Ayrica anti-

anjiogenik etkisi nedeniyle iskemiye neden olur.

2.13 Osteokemonekrozda Klinik Bulgular

AAOMS bifosfonat kullanimina baglh c¢ene kemiklerinde olusan osteokemonekrozun
kesin tanisi i¢in 3 karakteristik 6zellik belirlemistir (61, 62);

Devam eden ya da ge¢miste uygulanmis bifosfonat terapisi

Bas-boyun bolgesinde daha 6nceden radyoterapi uygulanmamis olmasi

Ekspoze nekrotik kemigin maksillada olmasi ve/veya en az 8 haftadir var olmasi
Bifosfonata bagli olusan osteokemonekrozun tipik klinik goriintiisiinde inflame

olmus diseti veya agiz mukozasi ile ¢evrili, devital, ekspoze kemik ylizeyi vardir (53).

Vakalarin %82’sinde ¢ene kemiginde spontan agri ilk bulgudur (63).

23



Bifosfonata bagli olusan osteokemonekrozun agizda bir¢ok patoloji ile karisabilen
spesifik olmayan bulgular1 vardir (4, 10). Bunlar;

Dislerde hassasiyet

Mukozada iilserasyon

Yumusak dokuda sislik

Spontan olabilecegi gibi 6zellikle ¢ignerken veya dis firgalarken goriilen siddetli agr1

Maksiller siniis bolgesi tutulumunda siniizit, oroantral fistiil, mukoperiosteal
genisleme, Schneider miik6z mebraninda yeni kemik olusumu goriilebilir

Inflamasyonun tiim bulgular

[ltihabik drenaj

Akut abse

Alveol kemikte ekspoz (Resim 2.1, 2.2)

Osteomiyelit

Ossedz sekestre olusumu

Trismus

Halitozis

Deride fistiilizasyon

Parestezi/Anestezi

Aktinomiges infeksiyonu olabilmektedir.

Bifosfonata bagli olusan ostekemonekroz semptomatik olabilecegi gibi aylarca
kemikte hicbir ekspoz olusturmadan asemptomatik olarak da devam edebilir.
Osteokemonekroz dental ya da periodontal bir rahatsizligin bulgulariyla kendini belli
edebilir. Bu nedenle bifosfonat kullandig1 bilinen hastada rutin dental tedavi yapildig

durumda semptomlarda diizelme olmuyorsa osteokemonekrozdan siiphe edilmelidir

(18).
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Resim 2.1: Sag iist ¢cene premolar dis ¢ekimini takiben olusan BRONJ.

Resim 2.2: Sag alt cenede protez irritasyonu nedeniyle olusan BRONJ.
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2. 14 Osteokemonekrozun Radyografik Bulgular:

Osteokemonekrozun baslangi¢ fazlarinda 6zgiin olmayan radyolojik bulgular
vardir. Periodontal infeksiyonlarda oldugu gibi periodontal aralikta genisleme goriiliir.
Lezyon ilerledik¢e genis radyolusent alanlar goriiliir ve bazen klinik ¢ene kemigi

fraktiirleri ile sonuglanabilir. Olas1 bulgular;

e  Trabekiiler yapinin genislik, mineral densitesi, lakiinleri, trabekiil formasyonunda
degisiklikler (Resim 2.3)

e  Kortikal kemikte erozyon (Resim 2.4)

e  Osteosklerozlar

e  Periosteal yeni kemik olugumu

e  Kiicilik (15mm’den kii¢iik) veya biiyiik (15mm’den biiyiik) sekestrelerdir (64).

Resim 2.3: Osteokemonekroz nedeniyle trabekiilasyonu bozulmus alveolar kemigin

radyografik goriintiisii.
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Resim 2.4: Osteokemonekroz nedeniyle erozyona ugramis mandibuler kortikal kemigin

radyografik goriintiisii.

Manyetik  rezonans  goriintilemede (MRI) kemik iligindeki ©6dem
gozlenebilmektedir. Kemik iliginde 6dem kemikteki iskemi ve nekrozun erken
bulgusudur (65). Radyoniikleotid kemik taramalar1 kemikteki vaskiilarizasyon
degisikliklerini en iyi goriintiileyen tekniklerdir. Bu taramalar osteokemonekrozun erken

tanisinda yardimet1 olabilir (65).

Sintigrafi kemik yogunlugundaki degisiklikleri gdstererek nekroz baslangici,
nekroza yatkin kemik metabolizmasinda bozulmalarin oldugu bolgeleri veya nekrozun
subklinik  evrelerini ~ gostererek  bifosfonatt  diizenli  kullanan  hastalarda
osteokemonekrozlar olusmadan once %66 gibi bir oranla erken taniya yardimci

olabilmektedir (66).

2.15 Osteokemonekrozun Histolojik Bulgular:

Bifosfonata bagli olusan osteokemonekrozun histolojik yapisi incelendiginde
kemik iliginde fibrozisle birlikte akut-kronik inflamatuar hiicreler, plazma hiicreleri ve

cesitli  fungal-bakteriyel = mikroorganizma  kolonizasyonlar1  goriilmektedir.
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Mikrobiyolojik incelemede primer olarak aktinomigesler olmak iizere, enterokoklar,
kandida albikans, hemofilus influenza, alfa hemolitik streptokoklar, laktobasiller,

enterobakterler ve klebsiella pndmonia tiirleri izole edilmistir (111).

Bifosfonata bagli osteokemonekrozlarda, olayin infeksiyon kisminda baskin
olarak rol aldig1 bilinen Aktinomigesler, flamentdz, Gr(+) ve anaerobik
mikroorganizmalardir (60). Oral mukoza biitiinliigiiniin bozulmadig1 durumlarda normal
agiz florasmin elemani olarak oral mukoza yiizeyinde yer alirlar fakat mukoza
biitiinliigiiniin bozuldugu durumlarda kemige invaze olarak patojen hale gelirler. Uzun

stiren kronik inflamatuar bir etkiyle kemikte yikima ve osteolizise neden olurlar (60).

2.16 Osteokemonekrozun Predispozan Risk Faktorleri

Osteokemonekrozlar genellikle yiiksek doz kullanan hastalarda goriliir.
Osteokemonekrozlarin 6zellikle intravendz kullanilan zolendronat ve pamidronatla
iligkili oldugu yapilan vaka raporlarinda gosterilmistir. Buna ragmen literatiirde nitrojen
icermeyen disodyum klodronatin oral kullanimindan sonra rapor edilmis agrili, ekspoze

ve plriilan akinti ile birlikte goriilen osteokemonekroz vakast bulunmaktadir (67).

Kanser tedavisi goren hastalarda kullanilan bifosfonat orani osteoporoz
tedavisinde kullanilan bifosfonatin 12 kat1 kadardir ve osteoporoz tedavisinde oral
almirken, timor tedavisinde intraven6z uygulanmaktadir. Bu nedenle ¢ene kemiginde
osteokemonekroz genellikle kanser hastalarinda goriilmektedir. Oral bifosfonat
kullanimindan sonra goriilen osteokemonekrozlar tiim osteokemonekrozlarin %35’ini

olusturmaktadir (68).

Yapilan degerlendirmelere  gore bifosfonat terapisi sonucu olusan
osteokemonekrozlarin %46,5’1 multiple myeloma, %38,8’1 metastatik gogiis kanseri,
%6,2’si prostat kanseri, %4,1’1 osteoporoz, %3,5’1 diger metastatik kanserler, %0.8’1

Paget’s hastaliginda goriilmektedir (35).

Bifosfonat tiirlerinin ¢oktan aza dogru osteokemonekroz olusturma riskleri:

zolendronat, pamidronat, alendronat, risedronat, ibandronat seklindedir (10). Intravendz
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uygulama ajanlar1 olan zolendronat ve pamidronat karsilastirildigi zaman zolendronat
kullanan hastalarda ¢ene kemiginde rapor edilen osteokemonekroz vakasi sayisinin 2

kat1 oldugu belirlenmistir (20).

Bifosfonat terapisinin 3 yildan uzun olmasi osteokemonekroz gelisme riskini
artirmaktadir. IV kullanimi takiben 6 ay igerisinde ve parenteral kullanimi takiben 23 ay

sonra olustugu rapor edilen osteokemonekroz vakalari vardir (68).

Osteogenezis imperfektanin tedavisinde cocuklarda bifosfonatlar
kullanilmaktadir. Fakat ¢cocuklarda rapor edilmis hi¢bir osteokemonekroz vakasi yoktur.

Bu da osteokemonekrozda yasin rol oynadiginin bir gostergesidir.

Cene kemiklerinde agrili, ekspoze osteokemonekrozlar spontan olarak
olusabilecegi gibi iatrojenik travma, uyumsuz protez irritasyonu, dental yaralanmadan
sonra gelisebilir. Bifosfonata bagli ¢ene kemiklerinde osteokemonekroz olugumu ile

birlikte osteomiyelit goriilmesi genellikle travmaya sekonder olugsmaktadir (69).

Periodontal tedavi, dis ¢ekimi gibi invaziv mindr cerrahi islemlerden sonra
gelisebilir. Osteokemonekrozun major etkeni dis ¢ekimi olarak kabul edilmektedir. Dig
enfeksiyonu, ¢iirtik tedavisi, dental restorasyon ve endodontik tedavi sonrasinda gelisen
vakalar da rapor edilmistir (53). Oral kavitede klinik ve radyografik olarak bulgular
olan periodontitisin varlig1 riski artirmaktadir. Torus ve ekzositozlarin varligi riski

artirmaktadir (188).

Hastanin 65 yas iizeri olmasi, alkol veya tiitiin kullanim aliskanlig1 diabetes
mellitus, bobrek yetmezligi, anemi gibi sistemik hastaliklar osteokemonekroz riskini

artiran 6onemli predispozan etkenlerdir (13, 20).

Kanser tedavisi goren hastalarda periferal vaskiiler hastaliklar, hiperviskozite
sendromlari, ¢ene kemiginin 6zellikle orofaringeal kanser nedeniyle radyasyona maruz
kalmasi, kemoterapotik ajanlar ve antianjiogenik ajanlarin (glukokortikoit, thalidomit,
bortezomit) ek olarak kullanilmasi  osteokemonekroz riskini artirir  (70).
Osteokemonekrozlarin %61’inde 6nceden glukokortikoit kullanildig: belirlenmistir (10).

Osteokemonekroz riski kanser populasyonunda 4 kat daha fazladir (11).
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Obesite onemli bir risk faktoriidiir. Ozellikle kanser hastalari iizerinde yapilan

degerlendirmede obez bireylerde osteokemonekroz riskinin yiiksek oldugu belirlenmis

(71).

2.17 Osteokemonekrozun Tedavisi

[lk kez 2003 yilinda Marx ve ark. rapor ettigi ilk bifosfonata bagh
osteokemonekroz vakasiyla, klinikte tedaviye yanit vermeyen, osteomiyelit benzeri
bulgular1 olan, nekrotik patolojinin etiyolojisi agiklanms oldu (72). Onceleri invaziv
cerrahi yoOntemlerle tedavi edilmeye calisilsa da tedaviyi takiben nekrozun klinik
seyrinin kotiilestigi gortildi. Klinik deneyimlerin artmasiyla birlikte BRONJ’un

tedavisinde konservatif yontemler tercih edilmeye baglanmistir.

AAOMS tarafindan 2007 yilinda BRONJ’un klinik seyri evre I, II ve III olmak
lizere ilic ana gruba ayrilmigtir (73). Bu ii¢ evre birbirinden tam keskin sinirlarla
ayrilmasa da klinik duruma bagli olarak hepsinin birbirinden farkl tedavi gereksinimleri

vardir

(Tablo 2. 3).
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Tablo 2. 3: BRONJ’un klinik evrelerine gore onerilen tedavi segenekleri.

Evre Asemptomatik kemik Antibakteriyel agiz gargarasi
I ekspozu Kilinik takip
Hasta bilgilendirilmesi
Komsu yumusak dokuda Semptomatik tedavi
herhangi bir inflamasyon,

o6dem veya infeksiyon

bulgusu yok
Evre Agrili ekspoze kemik Antibakteriyel ag1z gargarasi
11 Semptomatik tedavi
Komsu yumusak dokuda Agri kontrolii
sislik/sekonder infeksiyon Superfasiyal debridman
Antibiyograma uyumlu
antibiyotik terapisi
Evre Agrili ekspoze kemik Antibakteriyel agi1z gargarasi
11 Semptomatik tedavi
Komsu yumusak dokuda Agr1 kontrolii
sislik/ sekonder infeksiyon Superfasiyal debridman
Antibiyograma uyumlu
Ekstraoral kutanoz fistiil/ antibiyotik terapisi
patolojik fraktiir Hiperbarik oksijen

Cerrahi kemik greftleri
Kemik Stimulatorleri, Biiyiime
Faktorleri

Paratroid Hormon vb. ajanlar

Hastada bifosfonat tedavisine karar verildiyse Ozellikle invaziv islemler basta
olmak tizere tiim dental tedaviler bitirildikten sonra ilag terapisine baglanmalidir. Daha
sonradan risk olusturabilecek durumlar s6z konusuysa radikal tedaviler diisiiniilmelidir.
Hasta osteokemonekroz riski konusunda bilgilendirilerek agiz hijyeninin Onemi

vurgulanmalidir.
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Bifosfonat terapisine baslandiktan sonra diizenli dental takip yapilmalidir.
Invaziv dental islemler ozellikle yiiksek doz veya intravendz bifosfonat kullanan

hastalarda olabildigince onlenmelidir. Bu hastalarin protez uyumu maksimum olmalidir

©9).

Oral bifosfonat kullanan hastalarda dentoalveolar cerrahi kontrendike degildir.
Cerrahi iglem gerektigi takdirde bifosfonat tedavisine siklikla 1 ay ara verilmesi
onerilmektedir (65). Marx ve ark. bifosfonat kullanan hastarda invaziv dental islem
endikasyonu konulduysa kemigin normale doniip nekroz riskinin ortadan tamamen
kalkabilmesi i¢in en az 6-9 ay terapiye ara verilmesini Onermistir (36). Bifosfonat
kemikte ¢cok uzun yillar devamlilik gosterebilen bir ilag olmasina karsin ilaca ara
verilmesi antianjoigenik etkinin ortadan kalkmasina neden olmaktadir. Uluslar arasi
Myeloma Kurulusu (International Myeloma Foundation) bifosfonat terapisi goren
hastalarda oral cerrahi islem gerekmesi durumunda da 2-4 ay ilacin kesilmesinin

osteokemonekroz riskini belirgin dl¢iide azalttigin1 savunmaktadir (13).

Bifosfonat kullanan hastalarda kemikte agrili, ekspoze, osteokemonekroz
olugsmasi durumunda agriy1 kontrol etmek ve mukozanin biitiinliigiinii saglamak c¢ok
zordur. Bu osteokemonekrozlar siiperinfeksiyonlardir ve hekim ilk secenek olarak
cerrahi tedavi uygulamaktan kaginmalidir. Konservatif tedavi ve takip onerilmektedir.

Antimikrobiyal tedavi osteokemonekroz tedavisinin en énemli kismini olusturmaktadir

(11).

Konservatif tedavi olarak;

%0,2’lik kloroheksidinli agi1z gargarasi (2 ay stireyle)

Hiberbarik oksijen terapisi

Antibiyograma uygun antibiyotik tedavisi (penisilin-klavulonik asit, metranidazol,
doksisiklin, hastanin penisiline allerjisi varsa klindamisin)

Sekestreleri uzaklastirmak i¢in agresif olmayan yiizeyel kiiretaj uygulanabilir (64).
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2.18 Osteokemonekrozun Ayirici Tamilan

2.18.1 Phossy Jaw

20. yiizyilda fiize-mermi ve saat gibi endiistri sektorleri calisanlarinda beyaz
fosforla temasa bagl olarak ‘phossy jaw’ diye adlandirilan ¢ene kemigi nekrozlari
goriilmiistiir. Calisanlar ciddi oral {ilserler, siddetli agri1, kotii koku ile birlikte goriilen
sekestrelerle karakterize nekrozlardan yakinmiglardir. Dis ¢ekimi sonrast ¢ok kotli bir
tablo olusmaktadir ve infeksiyona bagli mortalite oram1 ¢ok yiiksektir.
Osteoradyonekroz ve osteokemonekroz tablolar1 ile benzer histolojik o6zellikler
belirlenmistir. Osteoradyonekrozdan farkli olarak phossy jaw tablosunda hastaligin

temelini bakteriyel bilesenler olusturmaktadir (70, 74, 75).

2.18.2 Osteoradyonekroz

Klinik semptom ve bulgular1 osteokemonekrozla benzerdir. Histolojik olarak her
iki patolojideki nekroz yapist benzemesine karsin osteoradyonekrozda farkli olarak oli
kemik alanlar1 arasinda canli kemik alanlart da izlenir. Her ikisinde de medular
bosluklarda inflamasyon ve fibrozis olusur. Kan damar1 obliterasyonu
osteoradyonekrozda daha fazladir (1). Avaskiiler nekroz paternleri farklidir.
Osteoradyonekroz siklikla mandibulada izlenirken osteokemonekroz hem maksilla hem
mandibulada goriilebilir. Osteokemonekrozda c¢ene kemiginde etkilenmis nekrotik
dokunun sinirlar1 genellikle belirgin degildir ve osteoradyonekrozdan farkli olarak

radikal cerrahi tedavi tercih edilmez (53).

2.18.3 Osteomiyelit
Osteomiyelit genellikle odontojenik kaynakli ya da travmaya bagli olarak gelisen
kemik iligi inflamasyonu ile baslayan bir enfeksiyondur. Radyografik olarak sinirlari
belirgin olmayan radyolusent bolgeler ve radyoopak sekestreler izlenir.
Osteokemonekrozda oldugu gibi sislik, agri, fistiil olusumu, piirulan akint1 goriilebilir

fakat genellikle klinik tablosunda ekspoze nekrotik kemik yoktur (76).
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2.18.4 Multiple Myeloma
Immatur plazma hiicrelerinin kemik iliginde proliferayonu ile karakterize malign
bir neoplazidir. Tiim iskelet sistemini etkileyebilir. Cene kemiklerinde maksilla veya
mandibulay1 tutan litik lezyonlar yapabilir. Klinik olarak lezyonlar sislik, agri,
hiperemiye neden olabilir. Radyografik olarak sinirlar1 belirgin olmayan osteolitik

alanlar goriiliir (77).

2.18.5 Cene Kemigine Metastaz

Oral malign tiimorlerin %1°1 metastatik kemik hastaliklaridir. Genellikle
posterior mandibulada lokalize olurlar ve agri, parestezi ya da anestezi, dis kayiplar1 ve
kemik yikimi ile birlikte goriiliirler. Klinik goriintiileri bifosfonata bagli olusan
osteokemonekrozla karistirilabilir. Kemikteki metastas osteokemonekroza gore cok
daha agresif bir tedavi gerektirir ve iki lezyonu ayrimi bu agidan ¢ok Onemlidir.
Bifosfonata bagli osteokemonekroz oldugu diisiiniilen klinik tablo kemikteki metastazi
gizleyebilir ya da hem osteokemonekroz hem metastaz goriilebilir (78). Bu nedenle
kemige metastaz riski olan, kanser tedavisi goren hastalarda c¢ene kemiklerinde

osteokemonekroz olusmasi halinde biyopsi alinarak incelenmelidir.

2.19 Bifosfonatlara Alternatif Olabilecek ilaclar

Osteoklastlar1 direkt olarak inhibe etmeden ve osteoklast apopitozisine neden
olmadan kemik rezorpsiyonunu onleyen ilaglar iiretilmektedir (13). Bu sayede kemikte

turn-overin bozulmadig diistintilmektedir. Bu ilaglar;

2.19.1 NE 107790 BP

Risedronatin fosfonokarboksilat analogudur. Mevalonat yolunda 6zgiin Rab
protein prenilasyonunu bozarak etkilerini gosterirler. Risedronattan farkli olarak
osteoklast sayisini azaltmadan osteoklastlarin morfolojisini degistirerek rezorpsiyonu

baskilar. Antirezorptif etkileri zayiftir (79). Klinik kullanim1 yaygin degildir.
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2.19.2 Doxorubicin

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotik bir ajandir. Bir artrasilin
antibiyotigidir. Etki mekanizmast tam olarak aciklanamamis olmasina karsin
makromolekiiler DNA  biyosentezini inhibe ederek etkilerini = gdsterdikleri

diisiiniilmektedir (80).

2.19.3 Pegylated Liposomal Doxorubicin
Anti-kanser ilagtir. Lipozom iceren doksorubisinlerin polietilen glikol ile kapli olmasi
fagositoza karsi direngli olmalarin1 ve daha stabil kalmalarini saglar. Yar1 omiirleri

normal doksirubisine gére daha uzundur (81).

2.19.4 Denosumab
Kemik metastazi, multiple myeloma ve osteoporozda etkili sekilde
kullanilmaktadir. Ozgiin RANKL antikorudurlar. Osteobalstlar tarafindan (iiretilen
RANKL, preosteoklastlara RANK baglanmasini saglar ve osteoklast iiretilmesinde rol
alir. RANKL baskilandigi zaman preosteoklastlar osteoklastlara doniistiiriilemez.
Osteoporoz tedavisinde bifosfonatlara gore ¢ok daha etkilidirler. Bifosfonatlar kemikte
turn-overin fazla oldugu alanlarda birikirler fakat denosumab kemikte uniform bir etkiye

sahiptir (2).

Alendronat ve denosumab karsilastirildigi zaman, kemigin yenilenmesini
baskilama 06zelligi denosumab kullanan bireylerde daha baskindir. Gilinlimiizde
denosumab  kullanan  hastalarda  rapor edilmis  osteokemonekroz  vakasi
bulunmamaktadir. Denosumab ¢ok yeni bir ilactir ve kemikte yenilenmeyi baskilamasi
nedeniyle olusabilecek komplikasyonlari yorumlamak icin daha uzun yillara ihtiyag

vardir.

2.19.5.1 Protelous
Stronsiyum renalat selasyonu olan bu tablet osteoporoz tedavisinde
bifosfonatlara alternatiftir. 1980’li yillarda piyasaya giren ilacin giiniimiize kadar

kullanimina bagli gelismis bir osteokemonekroz komplikasyonu rapor edilmemistir.
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Osteoporoza bagli kirik olugmasini 6nlemede alendronattan daha etkin oldugunu

savunan ¢aligmalar vardir (82).

2.20 Hiicre Kiiltiirlerine Uygulanacak Ila¢ Konsantrasyonunun Ayarlanmasi

2.20.1 MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazoliumbromide]
Metodu
MTT, bir ilacin veya ajanin hiicre iizerindeki sitotoksik etkisini renk
degisikligine bagli yorumlamaya yarayan bir yontemdir. Hiicre canliigi ve
proliferasyon miktar1 ve ilacin 1C50(%50 Inhibitér Konsantrasyon) degerini sayisal
verilerle ifade etmeye yardimci olur. MTT uygulandigi ortamdaki canli hiicrelerin
mitokondrisindeki enzimlerin yapisina baglanir. Enkiibasyon doneminin ardindan
kiiltiirlere dodeksil siilfat+etanol+hidroklorik asit kombinasyonundan olusan c¢ozelti
katilarak canli hiicrelere baglanmig MTT’ler tuz haline getirilir. Olusan tuz hiicrenin
canlilig1 ile dogru orantili olarak ilk uygulandig1 anda olusan sar1 renkten giderek mor
rengin tonlarina doniisiir. Canliligin ve proliferasyonun ¢ok oldugu hiicre koyu mor
boyanirken, sitotoksik etki olusmus canliligin1 azalmis veya kaybolmus hiicreler agik
mor veya pembe renkte boyanir (83). Bu renk degisimi sayesinde ELISA yogunlukdlger

sayesinde doza bagimli sitotoksik etki olusumu doz egrisi ile ifade edilir.

36



2.21 immunohistokimyasal Boyama

Immiinohistokimya istenilen proteinin antijen- antikor iliskisine dayanarak
gdsterilmesi temeline dayanir (84). Istenilen protein hiicre zar1, sitoplazmasi (kaspaz 3)
ya da c¢ekirdeginde (Ki-67) yerlesim gosteriyor olabilir. Hiicrede gosterilmek istenen
proteinler antijen kabul edilir. Bu proteine karsi baska bir canli immiinize edilerek
antikor iiretilir. Ornegin; insana ait bir hiicredeki protein igin fare, tavsan, keci gibi
hayvanlara bu protein antijen olarak verilir ve buna kars1 antikor olusturmasi: saglanir.
Elde edilen bu antikor immiinohistokimyasal yontemlerde primer antikor olarak
adlandirilir. Primer antikor gelistirildigi kendine 6zgii antijene baglanir. Bdylece antijen
antikor kompleksi olusur. Ancak bu kompleksin goriiniir hale gelmesi i¢in floresan
isaretli ikinci bir antikor kullanilir. Bu ikinci antikor sekonder antikor olup primer
antikora kars1 spesifik olarak {iretilmis isaretli bir immunoglobiilindir (Ornegin; primer
antikor fareden elde edilmisse sekonder antikor anti- fare, tavsandan iiretilmisse anti-
tavsan olmalidir). Floresan isaretli sekonder antikor primer antikora kovalent olarak
baglanir. Bu asamadan sonra floresan mikroskopta istenilen proteinler goriiniir hale
gelmistir. Floresan mikroskopta 151k kaynagindan gelen 151k absorblanir ve farkli bir

renkte (yesil, kirmizi, turuncu, sar1) yansir ve fotograflanir.

2.22 Apopitoz (Programlanmis Hiicre Oliimii)

Apopitoz; gelismis organizmalarda gereksinim duyulmayan ve islev kaybina
ugrayan hiicrelerin, diger hiicrelere zarar vermeden genetik bir program esliginde
Olimiidiir. Embriyo déoneminden baslayarak tiim yasam siiresince apopitoz diizenegi ve

programli hiicre 6liimii vardir (85, 86).

Apopitotik hiicre 6liim programinda {i¢ ana protein ailesi is goriir (87, 88). Bunlar:
1) B-hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) ailesi proteinleri
2) Kaspazlar (cysteine aspartate proteinases-Caspases)

3) Apopitotik proteaz aktive edici faktor-1 (APAF-1)

Bu anahtar bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu, apopitozda gdzlenen yapisal

degisikliklerden, mitokondriyon hasarindan, DNA par¢alanmasindan, kromatin
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yogunlagmasindan, hiicre zarmin apopitozise 6zgii tomurcuklanmasindan ve sonugta

apoptotik cisimciklerin sekillenmesinden sorumludur (86).

Apopitoz; CD95 o6lim reseptorii lizerinden olan dig (ekstrensek) ve
mitokondriyon {lizerinden olan i¢ (intrensek) yolaklar ile gergeklesir. Dis yolda
kaspazlar, belli &liim substratlarim yikarak apopitozun gerceklesmesini saglarlar. i¢
yolak ise pro- ve anti-apopitotik proteinler tarafindan diizenlenir. Apopitozda hiicrede
goriilen yapisal ve biyokimyasal degisimlerin hicbirisi ‘olmazsa olmaz’ nitelikte
degildir, ¢linkii apopitoz birbirinden farkli yolaklar {izerinden ytiriir. Apopitoz birkac

saat ile birkag¢ giin arasinda siirebilir (89).

DNA parcalanmasi, karyoreksis (cekirdegin kiigiikk pargalara ayrilmasi),
sitoplazmanin daha yogun, organellerin daha siki paketlenmis hale gelmesi, hiicre
zarinda balonlagmalar (apopitotik cisimler) olusmasit apopitozun ana yapisal

ozellikleridir (90).

Apopitozu tespit etmekte kullanilan yontemler; hiicre yapisindaki degisimlerin
gozlenmesi, DNA kiriklari, kaspazlar, par¢alanmis substratlar, diizenleyici ya da
baskilayicilarin saptanmasi olarak 6zetlenebilir. Diigiik molekiil agirliklit DNA pargalari
agaroz-jel elektroforezi ile rahatlikla tespit edilir. Endoniikleazlar, niikleozomlar
arasindaki baglayict DNA’y1 hedef alirlar ve bu noktalardan parcalanan DNA merdiven
goriintlisii verir. Kirik noktalar1 siklikla 3°-OH ucu igerdiginden, DNA kiriklar1 TUNEL
(Terminal Deoxyuridine Triphosphate Nick-End Labeling) yontemiyle isaretlenir.
TUNEL yontemi nekrozdaki ya da DNA onarmm igindeki hiicreleri de
isaretleyebildiginden giivenilirligi fazla degildir. DNA agaroz jel elektroforezi ile
desteklenmelidir (91).

Apopitozisin erken evrelerinde bir protein ailesi olarak bilinen kaspazlar aktive
olurlar. Bu proteinler normal hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli olan, 6zellikle hiicre
iskeleti yapisal proteinleri ve DNA onariminda rol alan ¢ekirdek proteinlerin
parcalanmasindan sorumludurlar. Ayn1 zamanda kaspazlar DNazlar gibi g¢ekirdekte

DNA’y1 ve ayrica diger hiicresel bilesenleri pargalayan enzimleri aktive ederler (92).
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Cogu saglikli hiicre birgok kaspazi inaktif Onciiller (zimojen) olarak igerir.
Kaspaz zimojenleri az miktarda katalitik aktiviteye sahip olmasma karsin c¢esitli
diizenleyici molekiiller ile kontrol altinda tutulmaktadir. Apoptotik sinyal aldiginda,
kaspaz zimojenleri proteolitik parcalanmaya ugrayarak kalirlar aktif enzimleri

olustururlar (92).

Kaspazlar uzun 6nciil bolgeli kaspazlar (kaspaz 1, 2, 4, 5, 8,9, 10, 11, 12, 13) ve
kisa onctil bolgeli kaspazlar (kaspaz 3, 6, 7, 14) olarak iki alt gruba ayrilirlar. Uzun
onciil bolgeli kaspazlar, 6zel protein-protein etkilesim bdlgeleri igerir ve kaspaz
aktivasyonunda ¢ok 6nemli role sahiptirler. Bu bolgeler; prokaspaz molekiillerinin, 6zel
Oliim sinyali komplekslerine doniisiimiine aracilik ederek otokatalatik aktivasyonlarina
yol agar. Sinyaller aracilig1 ile aktive olan kaspazlar oncii kaspazlar olarak bilinir ve
hiicre sinyali ve apoptotik 6liim arasinda bir bag olusturur. Ana oncii kaspazlar 2, 8, 9
ve 10°dur. Bu kaspazlar ya kaspaz iyilestirme bolgesi (CARD) (kaspaz 2, 9) ya da bir
cift 6lim tetikleyici bolge (DED) igerir (kaspaz 8, 10). Baslatic1 kaspazlarin 6nciil-
bolgelerinin birbirleriyle yapismasi kaspaz aktivasyonu i¢in esas etkiyi olusturur.
Herhangi bir ligandin 6liim reseptoriine baglanmasi 6liim bolgesini (DD) igeren
molekiillerin, DED ve CARD bdlgelerini igeren uzun dnciil-bolgelerin yapismasina etki
eder. Bu yapisma Oliimii Tetikleyen Sinyal Bileseni’nin (DISC) olusmasina neden olur.
DISC ise kaspaz 3’1 aktive eder. Kaspaz 9 ise APAF-1 ve sitokrom c ile apopitozom
bilesenini olusturarak aktive olur ve prokaspaz 3’1 aktive eder (93). Kaspaz 3 antijeni

immunohistokimyada sitoplazmik olarak boyanmaktadir.

2.23 Proliferasyon (Hiicre cogalmasi)

Proliferasyon; kontrollii veya kontrolsiiz sekilde hiicre boliinmesine bagli hiicre
miktarindaki niifus artisidir. Hiicre cogalmasini incelemek i¢in en sik kullanilan
antijenlerden biri hiicre dongiisiinde proliferatif evredeki hiicrelerde niikleer antijeni
ifade eden monoklonal bir antikor olan Ki-67’dir. Ki-67 antijeni pozitif yiklii, alkalin

non-histon bir proteindir (94).

Ki-67 antijeni hiicre dongiistinlin dinlenme evresi (Go) disinda her evrede (Gy, S,

G, M) ifade edilir. Ifadelenmesi G, evresinin basinda belirgindir ve ge¢ G; evresi
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stiresince ¢ekirdekte birikir. Antijenin ifadelenmesi hiicre dongiisii ilerledik¢e artar, en
yiiksek yogunluguna mitozda ulasir ve sonra belirgin sekilde azalir. Mitozdan hemen
sonra miktar1 en diisiik diizeyde gozlenmektedir (95). Bu protein, tiim proliferatif
hiicrelerde (normal hiicre ya da tiimor hiicresi) immiinohistokimyasal olarak ¢ekirdekte

boyanma 6zelligi gostermektedir (96).
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Yapilan literatiir incelemesinde sinirli sayida c¢alismada bifosfonatlarin oral
mukozadaki farkli hiicre gruplar1 iizerinde olusturdugu etkilerin incelendigi
goriilmiistiir. Bu calismalarin tiimii dogal fare oral mukozasi ya da dnceden iiretilmis
sentetik oral mukoza hiicre kiiltiir preparatlar1 {izerinde yapilmistir. Bu ¢aligmalarda
pamidronat ve zoledronatin, oral fibroblastlar veya keratinositler {izerindeki etkilerine
bakilmistir ve calismalarin sonuglarinda farkliliklar mevcuttur. Zoledronatla yapilan
calismalarda apopitozisle birlikte hiicre proliferasyonunun baskilandig1 goriiliirken,
pamidronatin apopitozise neden olmadan hiicre proliferasyonunu baskiladigi rapor
edilmigtir. Ayrica en yaygin kullanilan bifosfonat tiirii olan aledronatla ilgili ise hic¢bir

yumusak doku ¢alismasi bulunmamaktadir.

Bifosfonat kullanan hastalarda %12’ye varan bir oranda ¢ene kemiklerinde
goriilen nekrozlarda hemen hepsinde oral mukoza irritasyonu da birlikte goriilmektedir.
Birgok arastirmact 2007 yilindan beri kurduklari hipotezlerde nekrozun tedavi
edilebilmesi i¢in yumusak dokudaki patofizyolojinin de bilinmesi gerektigini ve
kemikte olusan nekrotik olaylarla yumusak doku kaybmin iligkili oldugunu
savunmaktadir. Ancak bu konuda yapilan deneysel ¢alismalar patogenezi yorumlamak

konusunda yetersizdir.

Bifosfonatlarin epitel hiicresi lizerinde olan etkisi osteoklastlara olan etkisi kadar
iyi acgiklanamamistir. Dogal insan oral epitel hiicreleriyle ilgili kesin bir veri
bulunmamaktadir. Dogal insan mukozasi iizerinde yapilmis incelemelere yonelik veriler

gastroinstestinal sistemle sinirhidir.

Planlanan caligma insan oral mukozasindan elde edilen primer fibroblast hiicre
kiiltiirleri lizerinde, farkli endikasyonlar i¢in kullanilan iki farkli bifosfonat tiirii olan
alendronat ve pamidronatin apopitoz ve proliferasyon iizerine olan etkilerini,
immunohistokimyasal boyama teknigiyle incelemek ve karsilastirmak amaciyla

yapilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Kullanmilan Cihazlar
¢ Buzdolabi, Argelik, Tiirkiye
¢ CO, inkiibator Heraus, Heracell, Almanya
e ELISA okuyucu, Biotek Instrument ELx800, ABD
e Flouresans atagmanli mikroskop, Nicon Eclips E600, Japonya
e Hava akim kabini, Cytobaby CB1204, Danimarka
o [s1k mikroskobu, Leica DM500, Almanya
e invert mikroskop, Olympos CK40, Japonya
e Normal human serum (NHS)
e Otomatik mikropipet (10, 100, 1000 pl skalasinda), Costar, italya
e Otomatik mikropipet (10,100 ve 1000 ul skalasinda), Eppendorf, ABD
e Santrifiij, Harrier 15/80, Ingiltere
¢ pH metre, Orion 420A, ABD
¢ Vorteks, Dragon Laboratory, Cin

3.2 Kullanilan Kitler ve Kimyasallar

e Alendronat Sodyum Trihidrat, A4978, Sigma-Aldrich, ABD

e Aseton, 5704, Merck, Almanya

¢ Besiyeri, DMEM-F12, F0455, Biochrom, Almanya

e BSA Sigir serum albumini, A3174, Sigma-Aldrich, Isvigre

¢ Etidyum Bromiir, 160539, Sigma-Aldrich, ABD

e Fetal Bovin serum, S0215, Biochrom, Almanya

e HCI, H1758, Sigma-Aldrich, ABD

e yodin, Batticon Antiseptik Soliisyon, Tiirkiye

¢ Kloroheksidin diglukonat, Listerine Advanced Antiseptic Mouthwash, ABD

¢ L-Glutamin, K0282, Biochrom, Almanya

e MTT 3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide;
Sigma-Aldrich, ABD

e Pamidronat disodyum Trihidrat, P2371, Sigma-Aldrich, ABD

e PAP pen, 71310, Zymed Laboratories, ABD

e Penisilin-streptomisin-neomisin karisimi, A2212, Biochrom, Almanya
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¢ Primer Antikor
Anti- vimentin, clone vim3B4 Monoclonal Mouse, M7020, Dako, Danimarka
Anti- caspase 3, Ab-3 (3CSP03) Monoclonal Mouse, 1123R908A, Thermo Scientific,
ABD
Anti- Ki-67, RM-9106-R7,9106R1003 A, Thermo Scientific, ABD

¢ Sekonder Antikor
Polyclonal Rabbit Anti- Mouse Immunoglobins FITC, F0313, Dako, Danimarka
Polyclonal Mouse Anti- Rabbit Immunoglobins FITC, F0232, Dako, Danimarka

Sodium dihydrogen phosphate monohydrate  (NaH,PO4.H,0), 106346, Merck,
Almanya

Disodium hydrogen phosphate dihydrate (Na,HPO4.2H,0), 106342, Meck, Almanya
Sodium chloride (NaCl), 109889, Merck, Almanya

Sodium dodesil siilfat (SDS), 239313, Sigma-Aldrich, ABD

Stok PBS (Fosfat tampon stok soliisyonu)

PBS (Fosfat tampon soliisyonu)

PBS-BSA (Fosfat tampon soliisyonu- %2,5 sigir serum albumini (PBS-BSA) karigimi)
Tip I Kolejenaz, C1-28, Biochrome, Almanya

Tripsin-EDTA ¢ozeltisi % 0,05, L2143, Biochrom, Almanya

Tripan mavisi, T8154, Sigma-Aldrich, ABD

3.3 Kullanmilan Kimyasallarin Hazirlanmasi:

3.3.1 Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) Hazirlanmasi

Soliisyon I :

Sodium dihydrogen phosphate monohydrat 13.7 gr
NaCl 87.66 gr
Distile su 1000 ml
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Soliisyon II :

Disodyum hidrojen phosphate dihydrate 71.2 gr
NaCl 350.64 gr
Distile su 4000 ml

Stok soliisyonu:

Hazirlanan soliisyon I ve soliisyon II ayri ayn siiziildiikten sonra 4000 ml.
soliisyon II + 500 ml. soliisyon I karistirildi. Bir pH metre yardimi ile gerekirse

sollisyon I eklenerek stok soliisyonun pH’s1 6,9’a ayarlandi.

Kullanma soliisyonu:

Stok soliisyonu 1/10 oraninda distile su ile sulandirildi. Yine aymi sekilde

gerekirse soliisyon I eklenerek kullanma soliisyonun pH’s1 7,4 olarak ayarlandi.

3.3.2 Fosfat Tampon Soliisyonu-Sigir Serum Albumini (PBS-BSA)
Hazirlanmasi:
Hazirlanan fosfat tampon soliisyonu (PBS) icine 1/40 oraninda %30'luk BSA

steril bir enjektorle eklenerek hazirlanda.

3.3.3 ilaclarin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Alendronat Sodyum Trihidrat: C;H,,NaNO-P,-3 H,O

Alendronat Sodyum Trihidrat’in molekiil agirligi: 325,02 g
Suda ¢6ziiniirligii: 10 mg/ml

3,25 gram Alendronat Sodyum hassas terazide tartilarak 1 ml distile suda
¢oziildii. Bu yolla 102 M stok ¢dzelti elde edildi. Stok soliisyon steril distile su ile
seyreltilerek 107, 10 ve 10 M’lik ¢ézeltiler elde edildi.

Pamidronat disodyum tuz hidrat: C;HyNO,;P,Na, - xH,O

Pamidronat disodyum tuz hidrat’in molekiil agiligi: 279,03g

Suda ¢6ziiniirliigii:28 mg/ml
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2,8 mg apmidronat disodyum tuz hidrat hassas terazide tartilarak 1 ml suda
coziilerek 10" M stok ¢ozelti elde edildi. Stok soliisyon steril distile su ile seyreltilerek
102,107, 10 ve 10° M’lik ¢ozeltiler elde edildi.

3.4 Hastalar
Caligma kapsamina 20-30 yas arasi, sigara, alkol ve herhangi bir ilag
kullanmayan, saglikli, 3 erkek, 3 kadin, toplam 6 hasta dahil edildi. Hastalarin tiimii

calisma konusunda bilgilendirildi ve aydinlatilmis onam formunu okuyarak imzaladi.

3.5 Primer Fibroblast Kiiltiiri

3.5.1 Primer Fibroblast Eldesi

Ortodontik tedavi amagh gomiilii dislerin yiizeyine braket yapistirilmas: gereken
durumlarda, gomiilii disin iizerindeki diseti kesilerek c¢ikarilmaktadir ve bu islem
kapison izolesi olarak adlandirilmaktadir. Uygulama yapilacak olan primer fibroblastlar
kapison izolesi uygulanan hastalardan elde edildi. Hastalara kloroheksidin diglukonat ve
iyodin ile agiz gargarasi yaptirildi. Sterilizasyon ve asepsiye 0zen gosterilerek rutin
kapison izolesi uygulamasi yapildi. Elde edilen tam kalinliktaki diseti drnekleri kod
numarasi verilerek anonimize edildi. Diseti 6rnekleri transport medyum (3 ml DMEM-
F12 igerisine 1 damla penisilin-streptomisin-neomisin karigimi) igerisine alinarak

laboratuvara ulastirildi.

Laboratuvara ulastirilan 6rnekler, hava akim kabininde, 3 cm c¢apinda steril petri
kutular1 igerisinde bistiiri ile mekanik olarak pargalandi. Bu pargalar daha sonra
enzimatik parcalama icin Tip I kollagjenaz (5 mg/10 ml DMEM-F12) igerisinde
37°C’lik inkiibatérde 60 dk bekletildi. Siire sonunda doku ve kollajenaz karisimi steril
bir tiipe alinarak 500 g’de, 9 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatan atildi.
Elde edilen ¢okeltiye, 3 ml hiicre kiiltiirii besi yeri (%10 FBS, %2 L-Glutamin, %1
penisilin/streptomisin  karisimi1 igerecek sekilde hazirlanmis +4 %C’de bekletilen
DMEM-F12) eklenerek 25 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarma ekildi. Kiiltiir kaplar1 %5 CO,
ve %95 nem igeren 37°C’lik inkiibatore kaldirildi. Hiicre gelisimi invert mikroskop ile
takip edilerek 2-3 gilinde bir besi yeri degistirildi. Ekim sonras1 7 ile 10 giin arasinda
hiicrelerin kiiltiir kaplarina yapismaya basladig1 gézlemlendi (97).
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3.5.2 Primer Fibroblastlarin Pasaji

Hiicrelerin kiiltiir kabinin %80’ini kapladig1 invert mikroskop ile belirlendikten
sonra, kiiltlir kaplarindaki besi yerleri hava akim kabini igerisinde steril pipet
araciligiyla alind1 ve kaplara 2 ml %0,05’lik Tripsin-EDTA karisimi eklendi. Kiiltiir
kaplart 37°C’lik inkiibatérde 8-10 dk bekletilerek yapismus hiicrelerin ayrilmasi
sagland1. Steril tiiplere alinan tripsin-EDTA, hiicre karisimu iizerine toplam hacim kadar
DMEM-F12 besi yeri eklendi. Tiip igeriginin iyice karigmasi saglandi ve 500 g’de, 9
dakika santrifiij edildi. Santriflij sonras: slipernatan atildi. Elde edilen ¢okeltiye, 3 ml
hiicre kiiltiirii besi yeri eklenerek tekrar 25 cm?®’lik hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Bu,
hiicrelerin 1. pasaj1 olarak etiketlendi. Tiim 6rneklerden 4 kez pasaj yapilarak, yaklasik
15 giinliik siire sonucunda deneyler icin yeterli hiicre sayisina ulasildi. Tiim hastalarda

4. pasaj sonunda elde edilen hiicreler deneysel ¢alismalarda kullanildu.

3.6 Hiicre Sayisinin ve Canlihiginin Belirlenmesi

Hiicre sayilart Thoma lami ile sayilarak belirlendi. Thoma lamiin lameli
kapatildiktan sonra sayimi yapilacak sivi bir pipet araciligiyla lama damlatildi. Isik
mikroskobunda 10X biiylitme ile alan sayildi. Bu alandan elde edilen hiicre sayis1 1

cm’’e normalize edilerek ¢ozeltideki toplam hiicre sayisina ulagildu.

Hiicre canliligi hiicrelerin tripan mavisini alma testi ile belirlendi. Hiicre
stispansiyonu 9/1 oraninda tripan mavisi boyasi ile karistirilarak Thoma lamina bir pipet
araciligiyla damlatildi. Koyu mavi boyanan hiicreler, zar gecirgenliginin bozulmasi
sebebiyle boyay1 igerisine alan 6lii hiicreler olarak degerlendirildi. Hiicre canliligt

%98’1n tlizerinde olan kiiltiirler calisma kapsamina dahil edildi.

3.7 MTT Yéntemi ile Hiicre Kiiltiirlerinde Uygulanacak Ila¢ Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

MTT [3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazoliumbromide] testi
kimyasallarin hiicre kiiltiirleri iizerindeki sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde
kullanilan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir. Temel olarak bu ydntem ile hiicre

canliliginin ve proliferasyonunun uygulanan kimyasal ajan konsatrasyonuna bagl
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degisimi degerlendirilir. Sar1 renkli bir tetrozolyum tuzu olan MTT, yasayan hiicrelerin
mitokondriyon enzimleri ile indirgenmekte ve reaksiyon sonucunda suda ¢dziinmeyen
mor renkli kristaller olusmaktadir. Bu kristallerin organik ¢déziiciiler (SDS, DMSO,
izopropanol gibi) eklenerek ¢oziinmesiyle olusan renk 540 nm dalga boyunda optikal
yogunlugun dlgiilmesiyle kantite edilir. MTT testinde sitotoksisite arttikga formazan
olusumu azalmakta, renk acilmakta yani 6l¢iilen optik yogunluk da azalmaktadir. Hiicre
proliferasyonunun konsantrasyona bagli egrisinden hiicrelerin %50’sinin canli oldugu

konsantrasyon (ICsg) hesaplanir.

3.7.1 MTT Yonteminin Uygulanisi

Kiiltiirlere uygulanacak ila¢ konsantrasyonu bu calismaya 6zgii olarak 48 ve 72
saat i¢in ayr1 ayri belirlendi. Bunun i¢in; 96 kuyucuklu ELISA plaginmn ilk siitununu
olusturan kuyucuklara 150’ser pl hiicre kiiltiirii besi yeri eklendi. Bu siitun, besi yeri
kontrolii olarak kullanildi. ikinci siituna 100 pl hiicre kiiltiirii besi yeri i¢inde hiicre
siispansiyonu eklendi. Bu kolon, hiicre kiiltiirii kontrolii olarak kullamldi. Ugiincii
siituna, igerisinde test edilecek ila¢ konsantrasyonunun 1.5 kat1 olacak sekilde (her iki
ilag i¢inde 1.5 X 10™ M) ilag iceren 200 pl hiicre kiiltiirli besi yeri eklendi. Kalan 4 ile
12. siitunlar arasina ise sadece 100 ul hiicre kiiltiirii besi yeri eklendi. Ugiincii kolona
eklenen ilaglar 100 pl olacak sekilde yatay diizlemde seri diliisyona tabi tutuldu. Daha
sonra besi yeri kontrolii hari¢ tiim kuyucuklara, kuyucuk basina en az 10 000 hiicre
icerecek sekilde 50 pl hiicre kiiltiirii besi yeri eklendi. Siire bagimli toksik ilag¢
konsantrasyonunu belirlemek tizere 48 ve 72 saatlik uygulama gruplart olusturuldu
(Resim 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4). izleyen 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar sonunda her
kuyucuga 20 pul MTT (5 mg/1 ml distile su) eklendi. MTT ile 4 saatlik inkiibasyon
sonrasinda tiim kuyucuklara 100 pl %10°luk SDS (50 g SDS + 5 ml 1 N HCI + 500 ml
distile su) eklendi. Bir gece inkiibasyonun ardindan plaklar ELISA okuyucuda 540 nm
dalga boyunda okundu. Hiicre ¢ogalmasini %50 oraninda engelleyen inhibitor
konsantrasyonu (ICsyp) doz bagimli ¢ogalma grafiginin logaritmik egim ¢izgi denklemi
araciligiyla hesaplandi. Hesaplama sonrasinda her iki ilag icin de sitotoksik etkinin 10
*M ile 10"M arasinda oldugu belirlendi. ilag etkilerini degerlendirmek igin kiiltiirlere bu

konsantrasyon araliginda ila¢ uygulanmasi karar verildi.
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1Csp degerine bagli olarak ¢alismada uygulanacak ila¢ konsantrasyonlart:
Alendronat i¢in: 10'4, 107, 10%ve 10" M
Pamidronat i¢in: 10'4, 10'5,10'6 ve 107 M olarak belirlendi.

Resim 3.1: Alendronat grubu, 48. saat MTT sonuglari.
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Resim 3.2: Pamidronat grubu, 48. saat MTT sonuglart.

Resim 3.3: Alendronat grubu 72. saat MTT sonuglart.
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Resim 3.4: Pamidronat grubu 72. Saat MTT sonuglart.

3.8 ilaclarin Uygulanmasi

Dordiincii pasaj sonrasi elde edilen hiicreler etilen oksit ile steril edilmig lamelli
alt1 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi. Her bir kuyucukta yaklasik 500 000 hiicre olacak
sekilde ekim yapildi. Kuyucuklarin her birinde 2 ml hiicre kiiltiirii besi yeri eklendi.
Hiicrelerin lamellere yapisabilmesi ve boliinme fazina gecebilmesi i¢in kiiltiir kaplari 48

saat, 37° C’de hiicre kiiltiirii kosullarinda inkiibe edildi (Resim 3.5).
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Resim 3.5: Lamel ve medyum yerlestirilmig altili flask 6rnegi.

Kiiltiir kaplar1 48 saat sonunda invert mikroskop ile incelenerek hiicrelerin
lamellere yapisma ve yiizeyi kaplama ozellikleri kontrol edildi. Caligma kapsamina
alian kiiltiir kaplarinin hig birisinde 48 saat sonunda c¢alismay1 baslatmay1 engelleyecek

bir olumsuzluk goriilmedi.

Daha once yapilan c¢alismalarda bisfosfonatlarin sitotoksik etkilerini
degerlendirmek {iizere 6, 12, 24 saatlik uygulmalar yapildigi literatiir bilgisinde
mevcuttu. Calismamizda bu uygulama siirelerine ek olarak 48 ve 72 saat sonrast etkileri

gozlemlendi.

Her bir hastadan elde edilen ve yeteri sayida 6’1 kiiltiir kabina bdliinen
fibroblastlara son konsantrasyonlari 10'4M, 10°M, 10°M ve 10"M olacak sekilde
pamidronat ve alendronat uygulandi. Bunun i¢in 6’11 kiiltiir kabindaki hiicre kiiltiir besi
yerleri alinarak yeniden taze 2 ml besi yeri eklendi. Bu kuyucuklarda istenen son ilag
konsantrasyonlarina ulagmak i¢in tablo 3.1°de belirtilen sekilde ilaglar eklendi. Aym
zamanda her bir hastanin ila¢ uygulanmamus fibroblastlari, belirtilen siirelerde kiiltiire

edilerek kontrol grubu olustuldu.
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Tablo 3.1: Alendronat ve pamidronat i¢in hazirlanan stok soliisyon konsantrasyonlari,

uygulanmak istenen son konsantrasyonlar, kiiltiire eklenen soliisyon hacmi ve

kiiltiirdeki toplam s1vi miktarinin hacmi gosterilmektedir.

Ulasilmak Stok Eklenen Kiiltiir
istenen son soliisyonunun hacim kabmin son
konsantrasyon konsantrasyonu hacmi

10*M 10°M 2ul 2ml

10°M 10°M 2ul 2 ml

10°M 10*M 2l 2ml

10'M 10°M 2 ul 2 ml

Her bir konsantrasyon i¢in 6, 12, 24, 48 ve 72 saat siirelerle inkiibasyon
gerceklestirildi. Belirtilen siire sonunda fibroblastlarin yapismis oldugu lameller
alinarak kurumasi icin bir gece +4 °C’de bekletildi. Bu lameller daha sonra

immunohistokimyasal boyamalarda kullanildu.
3.9 immunohistokimyasal Boyama Yontemi

3.9.1 Orneklerin Hazirlanmasi

Calismada her bir konsantrasyon i¢in 6, 12, 24, 48 ve 72 saat siirelerle
inkiibasyonu yapilan fibroblast hiicre kiiltlinde belirtilen siire sonunda hiicrelerin

yapismis oldugu lameller alinarak bir gece +4 °C’de bekletildi.
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3.9.2 indirekt immiinofloresan Boyama Yéntemi
Hazirlanan lameller Kaymaz ve ark. tarafindan kullanilan indirekt
immiinofloresan boyama teknigine uygun olarak asagidaki islemler sirasiyla

uygulanarak gerceklestirildi (98).

e Lameller, molekiiler sieve eklenerek suyu alinmig saf asetonda, oda 1sisinda 10 dakika

tespit edildi.

e Fikse edilmis lameller 30 dakika kurutulduktan sonra lamellerin {izerinde PAP pen ile
sinirlandirilan 4 ayr1 alan olusturuldu. 1. Alan: anti- vimentin, 2. Alan: anti- kaspaz 3, 3.

Alan: anti Ki-67, 4. Alan: negatif kontrol alan1 olarak belirlendi.

e (alismada anti-vimentin, anti-kaspaz 3, anti- Ki-67 pimer antikorlar1 kullanildi. Bu
antikorlar onerilen oranlarda (6r.1/100) PBS-BSA karisimi ile sulandirilarak lameller
iizerinde PAP pen’le ¢evrelenen belirlenmis alanlara damlatildi ve nem odasinda
(lizeri kapakla kapatilmig, 1slatilmis gazli bez igeren nemli kiivet) 1 saat siireyle oda
1sisinda inkiibe edildi. Negatif kontrol boyamasi i¢in kullanilan 4. alan i¢in primer
antikor basamagi atland1 (antikor icermeyen PBS/BSA soliisyonu damlatildi) ve bunu

izleyen basamaklar aynen uygulandi.

e Lameller PBS yikama soliisyonu ile 3 kez 10 dakika siire ile yikandi.

¢ 1. alan (anti-vimentin) ve 2. alana (anti-kaspaz 3) 1/50 oraninda “Polyclonal Rabbit
Anti- Mouse Immunoglobin”i ve 1/100 oraninda normal insan serumu eklenmis PBS-
BSA soliisyonu; 3. ve 4. alana (anti-Ki-67) 1/40 oraninda “Polyclonal Mouse Anti-
Rabbit Immunoglobin”i ve 1/100 oraninda normal insan serumu eklenmis PBS- BSA

sollisyonu damlatildi ve 30 dakika siireyle 1s1iktan korunarak nem odasinda bekletildi.

e Lameller PBS yikama soliisyonu ile 3 kez 10 dakika siire ile yikandi, 1siktan korunarak

yikandai.
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¢ Cekirdek (zemin) boyanmasi i¢in tiim alanlara birer damla distile su i¢inde hazirlanmis

2 pg/ml etidyum bromiir soliisyonu damlatildi.

e Lameller, lam {izerine yerlestirildi, iizerlerine 1 damla sulu kapama maddesi (aqueous

mounting medium) eklenerek diger bir lamelle kapatildi ve 1s1iktan korunarak saklandi.

3.9.3 immiinofloresan Boyamasim Degerlendirme

Vimentin Tutulumu: Sitoplazmada yaygin olarak anti-vimentin reaktivitesi
(FITC-ile sar1-yesil renkte isaretlenmis) bulunan, ¢ekirdekleri etidyum bromidle turuncu

olarak boyanmus hiicreler vimentin tutulumu olan hiicreler olarak kabul edildiler.

Ki-67 Tutulumu: Cekirdekte yaygin olarak anti-Ki-67 reaktivitesi (FITC-ile
sari-yesil renkte isaretlenmis) bulunan, ¢ekirdek zemini etidyum bromidle turuncu
olarak boyanmis hiicreler Ki-67 tutulumu olan hiicreler olarak kabul edildiler.

Calismada sayim yapilirken hiicrelerin Ki-67 tutulum yogunluklar1 goz ard1 edildi.

Kaspaz 3 Tutulumu: Sitoplazmada yaygin ya da bolgesel olarak anti-kaspaz 3
reaktivitesi (FITC-ile sari-yesil renkte isaretlenmis) bulunan, ¢ekirdek zemini etidyum
bromidle turuncu olarak boyanmis hiicreler kaspaz 3 tutulumu olan hiicreler olarak
kabul edildiler. Apopitozun varlig1 ilerleyen asamalarda cekirdekte goriilen yapisal
degisikliklerle (smirlarda diizensizlesme, ¢ekirdekte kii¢iilme-karyoreksis ve

parcalanma) desteklendi.

3.9.4 immunohistokimyasal Mikroskopta Hiicre Sayim Yontemi
Immiinofloresan yéntemi kullanilarak immiin boyama uygulanmis lameller
floresan atagsmanli mikroskop (Nicon Eclips E600, Japonya) ile degerlendirildi.
Lamellerdeki kaspaz 3 ve Ki-67 ile isaretlenmis alanlar X100 biiylitmede iki arastirmaci
tarafindan kor olarak (gruplar bildirilmeden) incelendi ve her alanda yiiz hiicre sayilarak
reaktif olan hiicre sayilar1 belirlendi. Goriintiiler Leica DMR Research Microscope-

Germany mikroskobuna bagli Leica DC 500 kamera ile alind1.
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3.10 istatistiksel Yontem

Hicbir kimyasal ajana maruz kalmamis kontrol grubu ile pamidronat veya
alendronat uygulanmis c¢alisma gruplan kiiltiirlerindeki hiicresel degisiklikler
karsilagtirmali olarak incelendi. Calismada veriler farkli sonu¢ grubundan birinde yer
almakta olup tekrarlanan Ol¢iimleri bulunmaktadir ve bu oOl¢limler birbirleri ile
bagimlidir. Bu nedenle tekrarlanan varyans analizi (repeated measure) uygulandi.
Verilerin kaydedilmesi ve istatistiksel analizler SPSS 17 paket programi ile
gerceklestirildi. Fakat ¢oklu karsilastirmalart yapilirken 1. tip hatanin 0,05 olasiliginda
sabit tutulmasi i¢in programin meniileri yeterli olmadigi icin “syntax” fonksiyonu
kullanildi. Kiiresellik varsayimi saglanmadigi durumlarda “Greenhouse Geisser”

serbestlik derecesi diizeltmeli istatistik yontemi kullanilarak degerlendirme yapildi.
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4. BULGULAR

4.1 MTT Yontemi ile ICsy Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Her iki bifosfonat da uygulama konsantrasyonuna bagli olarak hiicre canliligini
48 saat igerisinde daha fazla azaltti ancak hiicre canliliklar1 72 saatlik zaman
periyodunda 48 saat uygulamaya gore daha yiiksekti (Sekil 4.1). Egrilerden hesaplanan
ICso degerleri de (Sekil 4.2) ilaclarin ilk 48 saat igerisindeki etkinliginin daha yiiksek
oldugunu gostermekteydi. Ozellikle alendronatin etkinligi 72 saatlik inkiibasyonda ciddi
sekilde azaldi. Pamidronat alendronata gore daha yiiksek sitotoksik etki gosterdi. Tim
uygulamalarda sitotoksisite 1 uM’dan yiiksek konsantrasyonlarda daha dik artis gdsterdi
ve 10 uM’dan yiiksek konsantrasyonlarda ise hiicre canlilig1t %20’nin altina diistii. Tiim
veriler incelendiginde her iki ilacin da sitotoksik konsantrasyonlarmnin 0.1-100 pM

arasinda oldugu belirlendi ve hiicrelere buna gore uygulandi.

100 -
30 - - =4=PAM 725
80 - AL72s
70 - == PAM 48s
60 - == AL 485

50 -
40 -
30 -
20 -
10 - \
0 :

huicre canlihgi (%)

0,0001 0,0010 0,0100 0,1000 1,0000 10,0000  100,0000
log [konsantrasyon (uM)]

Sekil 4.1: 48 ve 72 saat uygulama sonrast pamidronat ve alendronat i¢in belirlenen doz

bagimli hiicre canlilig1 grafigi.
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Sekil 4.2: Pamidronat ve alendronatin zamana bagimli ICsy degerleri.

4.2 Uygulanan Konsantrasyon ve Siireye Gore Elde Edilen Sonug¢lar

Alt1 farklh bireyden elde edilen fibroblast 6rneklerinin her birine iki farkl
ilag i¢in 4 farkli doz ve 5 farkli zaman siiresince uygulama yapildi. Ayn1 zamanda
her bireyden uygulama yapilmayan kontrol grubu hazirlandi ve uygulama yapilan
hiicrelerde oldugu gibi histokimyasal olarak degerlendirildi. Vimentin pozitif
boyanma lamel iizerindeki hiicrelerin fibroblast oldugunu kontrol etmek igin
kullanildi. Her bir lamelde kaspaz 3 ve Ki-67 tutulumu gdsteren ve gdstermeyen
hiicreler sayilarak skorlama yapildi. Bu yolla immiinreaktivite sayisal veri olarak

degerlendirildi.

Pamidronat uygulanmis hiicrelerde kaspaz 3 tutulum yiizdelerini gosteren
tanitic1 veriler Tablo 4.1°te, Ki-67 tutulum yiizdelerini gosteren tanitici veriler
Tablo 4.2°de, alendronat uygulanmis hiicrelerde kaspaz 3 tutulum yiizdelerini
gosteren tanitic1 veriler Tablo 4.3’te, Ki-67 tutulum yiizdelerini gdsteren tanitici
veriler Tablo 4.4’de, kontrol grubunu olusturan hiicrelerde kaspaz 3 ve Ki-67
tutulum yilizdelerini gosteren tanitici veriler ortalama degerleri ve standart

sapmalari ile birlikte Tablo 4.5’de gosterilmistir.

57



Tablo 4.1: Pamidronat uygulamasi sonrasi hiicrelerin kaspaz 3 skorlar1 ve tanitici istatistikler.

Siire (saat) 6 12 24 48 72
Konsantrasyon (M) | 10* | 10° | 10°| 107 | 10®* | 10° | 10° [ 107 | 10* | 10° | 10° | 107 |[10*| 10° | 10° | 107 | 10* | 10° | 10° | 107
Ornek 1 32 18 8 0 14 12 6 6 62 60 18 8 67 20 25 9 83 79 60 27
Ornek 2 18 7 4 2 21 8 2 1 46 20 14 10 51 23 19 11 60 55 29 18
Ornek 3 21 17 13 7 19 13 10 7 38 25 14 8 49 35 21 15 55 40 32 18
Ornek 4 62 27 11 0 15 10 10 10 64 60 68 30 51 16 11 7 57 25 18 7
Ornek 5 23 21 11 9 26 31 26 24 85 80 34 16 52 45 26 7 51 42 31 20
Ornek 6 18 9 8 4 20 16 12 8 34 25 14 7 48 30 19 12 60 49 21 18
Ortalama 29.00| 16.50 | 9.16 | 3.66 | 19.16 | 15.00 | 11.00 | 9.33 54.83 | 45.00 | 27.00 | 13.16 | 53 | 28.16 | 20.16 | 10.16 61.00 | 48.33 | 31.83 | 18.0
Std. Sapma 1697 | 7.47 | 3.18| 3.72 4.3 8.29 8.17 | 7.78 19.18 | 24.89| 21.53| 8.86 | 7.01 | 10.72| 538 | 3.12 11.29 | 18.10| 1490 | 6.41
Tablo 4.2: Pamidronat uygulamasi sonrasi hiicrelerin Ki-67 skorlar1 ve tanitici istatistikler.
Siire (saat) 6 12 24 48 72
Konsantrasyon (M) | 10* | 10° | 10° | 107 | 10®* | 10° | 10° | 107 | 10* | 10° | 10° | 107 | 10* | 105 | 10°| 107 | 10* | 10° | 10° | 107
Ornek 1 32 18 | 61 68 | 48 | 50 | 52 | 71 | 37 41 | 60 | 76 | 21 | 38 | 60 | 85 8 10 | 11 | 29
Ornek 2 26 | 23 | 43 | 62 | 33 | 37 | 46 | 51 | 18 23 | 38 | 60 | 16 | 28 | 32 | 48 | 11 15 | 43 | 48
Ornek 3 25 35 | 58 | 67 | 23 | 29 | 37 | 43 | 20 24 | 36 | 40 | 18 | 27 | 38 | 41 15 | 22 | 30 | 34
Ornek 4 85 60 | 64 | 77 | 39 | 42 | 50 | 62 | 30 44 | 51 85 | 20 | 45 | 52 | 70 | 30 | 37 | 45 | 47
Ornek 5 28 39 | 64 | 62 | 30 | 52 | 70 | 66 | 33 48 | 40 | 49 | 45 | 47 | 76 | 78 | 10 | 29 | 32 | 40
Ornek 6 24 | 27 | 30 | 51 | 29 | 39 | 59 | 62 | 26 20 | 46 | 58 | 20 | 19 | 24 | 31 11 19 | 24 | 30
Ortalama 36.6 | 33.66 | 53.33 | 64.50 | 33.66 | 41.50 | 52.33 | 63.33 [27.33 | 34.83 | 45.16 | 61.33 | 23.33 | 34.00 | 47.00 | 58.83 | 14.16 | 22.00 | 30.83 | 38.00
Std. Sapma | 23.84 | 15.01 [ 13.85| 8.59 | 8.75 | 8.54 | 11.29] 2.30| 7.42]10.83| 9.13 | 16.70 [ 10.76 | 11.09 | 19.33 | 21.84 | 8.08 | 9.75 | 12.57 | 831
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Tablo 4.3: Alendronat uygulamasi sonrasi hiicrelerin kaspaz 3 skorlar1 ve tanitici istatistikler.

Siire (saat) 6 12 24 48 72
Konsantrasyon (M) | 107 | 10° | 10° | 107 | 10% | 10° | 10° | 107 | 10* | 10° | 10° | 107 | 10” | 10° | 10° | 107 | 107 | 10° | 10° | 107
Ornek 1 30 | 26 15| 2 5 6 4 |1 |26 ] 13 ] 2|1 18 15 6 1 52 27 1 1
Ornek 2 17 | 10 5 3 20 | 18 | 10 | 2 | 24 | 15 | 11| 8 | 20 | 19 11 9 42 29 16 10
Ornek 3 12 9 6 6 16 | 10 | 8 | 5 | 25 14 [ 11| 7 | 29 | 17 13 10 | 35 28 21 12
Ornek 4 16 | 14 6 5 19 11 5 03 |16 125 | 2] 60 | 49 15 3 57 47 5 1
Ornek 5 14 | 12 8 0 12 8 6 [ 2 | 18 | 13 | 7| 8 | 60 | 35 10 5 77 35 12 10
Ornek 6 16 | 11 6 3 21 15 | 7 | 4 | 28| 23 | 12] 6 | 32| 30 11 7 38 28 17 10
Ortalama 17.50 | 13.66 | 7.66 | 3.16 | 15.50 | 11.33 | 6.66 | 2.83 | 22.83 | 15.00 | 8.00 | 5.33 | 36.50 | 27.50 | 11.00| 5.83 | 50.16 | 32.33 | 12.00| 7.33
Std. Sapma 6.37 | 628 | 3.72| 2.13| 6.09 | 445 | 2.16 | 1.47 | 475 | 4.04 | 4.00|3.07 | 18.94 | 13.14 | 3.03 | 3.48 | 1558 | 7.73 | 7.64 | 4.96
Tablo 4.4: Alendronat uygulamasi sonrasi hiicrelerin Ki-67 skorlar1 ve tanitici istatistikler.
Siire (saat) 6 12 24 48 72
Konsantrasyon (M) | 10* | 10° | 10° | 107 | 10®* | 10° | 10° | 107 | 10* | 10° | 10° | 107 | 10* | 105 | 10° | 107 | 10® | 10° | 10° | 107
Ornek 1 17 | 27 | 38 | 60 | 50 | 64 | 66 | 70 | 28 | 34 | 60 | 69 | 8 42 49 | 65 18 | 30 | 42 | 60
Ornek 2 23 | 21 | 40 [ 53 | 24 | 28 | 32 | 49 | 17 | 25 | 28 | 43 | 20 | 23 28 | 40 16 | 20 | 30 | 34
Ornek 3 43 | 49 | 56 | 70 | 47 | 60 | 61 | 74 | 38 | 42 | 55 | 66 | 29 | 37 35 | 49 24 | 30 | 32 | 50
Ornek 4 49 | 48 | 59 | 68 | 40 | 53 61 | 64 | 42 | 48 | 65 | 65 | 29 | 47 67 | 56 | 35 | 54 | 64 | 65
Ornek 5 42 | 24 | 25 | 47 | 26 | 37 | 43 | 53 | 29 | 43 | 56 | 80 | 20 | 30 45 | 58 20 | 35 | 25 | 52
Ornek 6 28 | 36 | 47 | 59 | 30 | 35 | 46 | 57 | 26 | 30 | 50 | 58 | 20 | 27 37 | 42 16 | 20 | 34 | 41
Ortalama 33.66|34.16 | 44.16 | 59.50|36.16 [46.16 | 51.50 | 61.16 | 30.00 | 37.00 | 52.33 | 63.50 | 21.00 | 34.33| 43.50|51.66 | 21.50 |31.50|37.83 | 50.33
Std. Sapma | 12.7612.18 | 12.57| 8.73 |11.07|14.79 | 13.21|9.82 |8.92 |8.76 | 12.94|12.34|7.74 | 9.24 | 13.70|9.72 | 7.25 |12.54|13.97| 11.53
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Tablo 4.5: Kontrol grubu hiicrelerin kaspaz 3 ve Ki-67 skorlar1 ve tanitici istatistikler.

KASPAZ 3 Ki-67

Siire (saat) 6 12 24 48 72 6 12 24 48 72
Ornek 1 0 1 0 4 1 89 70 70 95 71
Ornek 2 2 1 1 3 4 72 62 77 50 51
Ornek 3 3 4 7 6 8 76 60 51 47 48
Ornek 4 0 3 1 6 1 76 90 90 70 69
Ornek 5 3 5 0 2 6 75 83 55 87 60
Ornek 6 2 2 3 2 5 56 68 66 47 45
Ortalama 1.66 2.66 2.00 3.83 4.1 74 72.16 | 68.16 66 57.33
Std. Sapma 136 1.63 2.68 1.83 2.78 10.6 11.90 | 14.35 21.33 11.03
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4.3 Calsmada Incelenen Tiim Degiskenler Arasindaki Tekrarlanan Olciimlii

(Greenhouse Geisser Diizeltmeli) Varyans Analizi Sonuclar:

Bu calismada etkilesim etkisi anlamli ¢ikan degiskenlerin tek degiskenli olarak
anlamlilig1 olsa da degerlendirmeye alinmamis etkilesim etkisi ile etki gosterdigi

degiskenler istatistiksel analize dahil edildi.

4.3.1 Kaspaz 3 ve Ki-67 Tutulumu iliskisi

Kaspaz 3 ve Ki-67 tutulum oranlar1 arasindaki iliski calismaya dahil edilen tiim
orneklerde istatistiksel olarak degerlendirildiginde, iki farkli antikorun tutulum oranlar

arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli (p: 0.000) bulundu (Tablo 4.6).

Apopitoz indeksi (kaspaz 3 tutulumu) yiiksek olan ayni gruplara ait 6rneklerde

proliferasyon orani (Ki-67 tutulumu) daima diismiis olarak bulunmustur.

(Calisma sonucunda elde edilen verilere gore iki farkli bifosfonat tiirii olan
alendronat ve pamidronatin, olusturduklari kaspaz 3 ve Ki-67 tutulum yiizdeleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik (p: 0.025) vardi (Tablo 4.6). Apopitoz
indeksi (kaspaz 3 tutulumu) pamidronat grubunda belirgin 6lgiide daha yiiksekken,
proliferatif indeks (Ki-67 tutulumu) alendronat grubunda daha yiiksek bulundu.

4.3.2 Kaspaz 3 ve Ki-67 Tutulumu ile ila¢c Konsantrasyonu iliskisi

Alendronat ve pamidronat uygulanan gruplarin tiim konsantrasyonlara ait
orneklerinde kaspaz 3 ve Ki-67 tutulum oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark (p: 0.000) bulundugu belirlendi (Tablo 4.6). Genel olarak konsantrasyon arttik¢a

apopitoz miktarinda artis ve proliferasyon miktarinda diisiis gdzlendi.

Alendronat ve pamidronatin, ila¢ konsantrasyon degisimine bagl olusturduklari
kaspaz 3 ve Ki-67 tutulum oranlar1 uygulanan bes farkli konsantrasyon igin istatistiksel
olarak degerlendirildiginde; ayni konsantrasyonda alendronat ve pamidronat uygulanmig
orneklerin kaspaz 3 ve Ki-67 tutulum oranlar1 arasindaki farkliliklar (p: 0.046)

istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 4.6). Aymi konsantrasyonda alendronat

61



uygulanmis lamellerin Ki-67 tutulumu, pamidronat uygulanmis lamellerin ise kaspaz 3

tutulumu yiiksektir.
4.3.3 Kaspaz 3 ve Ki-67 Tutulumu ile Ila¢ Muamele Siiresi Iliskisi

Her iki ila¢ grubu birlikte degerlendirildiginde, kirk sekiz saat ilag
muamelesinden sonra apopitotik indekste belirgin bir artis ve yirmi dort saat ilag
muamelesinden sonra proliferasyonda diisiis gézlense de kaspaz 3 ve Ki-67 tutulum
ylizdelerinin ila¢ uygulama siiresine bagli degisimi istatistiksel olarak anlamh

bulunmadi (Tablo 4.6).

Alendronat ve pamidronat grubunda, bes farkli ilag muamele siiresinde olusan
kaspaz 3 ve Ki-67 tutulum oranlar1 degerlendirildiginde, ilag muamele siiresinin iki grup
arasinda apopitotik ve proliferatif indeks agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olusturmadig1 belirlendi (Tablo 4.6). Ilag muamele siiresi degistikce her iki ilag

grubu icin benzer apopitotik ve proliferatif indeks degisim oranlari dl¢iildii.

4.3.4 Kaspaz 3 ve Ki-67 Tutulumunun ila¢ Konsantrasyonu ve ilac Muamele

Siiresine Gore Degisimi

Alendronat ve pamidronat uygulanmis tiim 6rneklerde, ila¢ uygulama siiresi ve
ilag konsantrasyonu degistik¢e olusan kaspaz 3 ve Ki-67 tutulumu degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamli fark (p:0.000)  bulundu (Tablo 4.6). Artan ilag
konsantrasyonu ile birlikte ilacin muamele siiresi uzadik¢a kaspaz 3 tutulumda 6nemli
artis oldugu belirlendi. Ilag konsantrasyonu ve ilag muamele siiresi azaldik¢a Ki-67

tutulum orani artigiyla birlikte proliferatif indekste 6nemli artis bulundu.

Alendronat ve pamidronat gruplarinin verileri birbirine paraleldir. Fakat iki
ilacin verileri birbirinden ayrilmadan tiim veriler genel olarak degerlendirildiginde
bifosfonatlarin ilag muamele siliresi uzadik¢a ve konsantrasyon arttikca istatistiksel

olarak anlamli (p:0.000) sekilde toksik etkiler olusturdugu belirlendi (Tablo 4.6).

62



Tablo 4.6: Calismada incelenen tiim degiskenler arasindaki tekrarlanan Ol¢iimli

varyans analizi tablosu (Greenhouse Geisser Diizeltmeli).

Degiskenler

Antikor  tutulum  degerleri

%
(kaspaz 3/Ki-67) 110.099 0.000
Blfpsfgna}t ve antikor tutulumu 12.134 0.025%
etkilesimi
AnFlqu . tutulumu  ve doz 129.733 0.000*
etkilesimi
Bifosfonat ve doz etkilesimi 8.134 0.046*
AnFlkO'r .tutulumu ve zaman 35965 0.126
etkilesimi
Bifosfonat ve zaman etkilesimi .653 0.716
Zaman ve doz etkilesimi 3.798 0.000*
Angkolr tgtulumu-zaman ve doz 4576 0.000%
etkilesimi

*p<0.05

4.4 Tahmini Marjinal Ortalama Istatistik Verileri

4.4.1 Pamidronat ve Alendronat Grubu I¢in Tahmini Marjinal Ortalama

Kaspaz 3 ve Ki-67 Tutulum Veriler

Pamidronat grubunda kaspaz 3 antikoru tutulum yiizdesi genel ortalamasi
21.513+1,74, Ki-67 antikoru tutulum yiizdesi genel ortalamasi 45.97343,540 olarak;
Alendronat grubunda kaspaz 3 tutulum yiizdesi genel ortalamast 13,060+0,431, Ki-67
tutulum ytizdesi genel ortalamasi ise 47,147+3,603 olarak bulundu (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7: Farkli iki bifosfonat tiirline gore, kaspaz 3 ve Ki-67 antikorunun tutulumuna

ait tanitict istatistikler.

Giiven Arahigi (% 95)
Bifosfonat | Antikor | Ortalama | Std. Hata —
Alt simir Ust Simir
Kaspaz 3 21.513 1.744 16.671 26.355
Pamidronat
Ki-67 45.973 3.540 36.145 55.802
Kaspaz 3 13.060 431 11.864 14.256
Alendronat
Ki-67 47.147 3.603 37.144 57.150

4.4.2 Cahsma Genelinde Degisen ilac Konsantrasyonuna Bagh Tahmini Marjinal

Ortalama Kaspaz 3 ve Ki-67 Tutulum Verileri

Pamidronat, alendronat ve kontrol gruplarini birbirinden ayirmaksizin, ¢alismada
degerlendirilen tiim Orneklerin doza bagli degisen kaspaz 3 ve Ki-67 antikor tutulum
oranlarma bakildiginda, kaspaz 3 tutulum oraninin ¢alisma genelinde en yiiksek
goriildiigii oran 10*M konsantrasyonda 35.950+2.186 iken Ki-67 tutulum orani ise en
yiiksek olarak hi¢ ila¢ uygulanmadiginda 67.533+4.751 olarak hesaplandi. En diisiik
kaspaz 3 tutulum yiizdesi hi¢ ilag uygulanmadiginda 2.867+0.682 olarak ve en diisiik
Ki-67 tutulum orani ise 10*M konsantrasyonda 27.750+2.766 olarak hesapland: (Tablo
4.8).
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Tablo 4.8: Pamidronat ve alendronat verilerini birbirinden ayirmadan, calismada
uygulanan bes farkli ilag konsantrasyonundaki genel Kaspaz 3 ve Ki-67 antikor

tutulumuna ait tanitici istatistikler.

Antikor Konsantrasyon Ortalama | Std. Hata Gilven Arall-g 1% 23)
(M) Alt Stmir | Ust Simir
10" 35.950 2.186 29.880 42.020
? 10° 25.283 1.710 20.536 30.030
2 10° 14.450 775 12.297 16.603
2 107 7.883 743 5.819 9.948
Kontrol 2.867 682 975 4.759
10" 27.750 2.766 20.069 35.431
- 107 34.917 3.398 25.483 44.350
h 10° 45.800 3.303 36.630 54.970
z 107 56.800 3.478 47.144 66.456
Kontrol 67.533 4.751 54.341 80.725

4.4.3 Pamidronat ve Alendronat Gruplan Icin flac Konsantrasyonlarina Gore

Tahmini Marjinal Ortalama Kaspaz 3 ve Ki-67 Tutulum Verileri

Pamidronat ve alendronat grubunda doza bagimli kaspaz 3 ve Ki-67 tutulum
oranlar1 ayr1 ayr1 degerlendirildiginde, pamidronat grubunda en yiiksek kaspaz 3
tutulumu orani 10*M konsantrasyonda 43.400+3.160 olarak; en yiiksek Ki-67 tutulum
orani ise 10”M konsantrasyonda 56.367+4.336 olarak belirlendi. Alendronat grubunda
ise en yiiksek kaspaz 3 tutulum orani pamidronat bulgularma paralel sekilde 10™*M
konsantrasyonda 28.500+1.428 ve en yiiksek Ki-67 tutulumu ise 10”’M konsantrasyonda
57.233 £3.723 olarak belirlendi (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9 Pamidronat ve alendronatin uygulandiklar1 doza gore olusan antikor

tutulumuna ait tanitici istatistikler.

Bifosfonat Antikor Konsantrasyon Ortalama | Std. Hata Giiven Arahgl (% 95)

™M) Alt Stmir | Ust Siir
10* 43.400 3.160 34.627 52.173
10° 30.600 3.673 20.401 40.799
Kaspaz 3 10° 19.833 2.181 13.777 25.890
*é 107 10.867 912 8.336 13.398
E Kontrol 2.867 .682 975 4.759
.= 10 27.033 3.100 18.427 35.639
§ , 107 33.200 3.109 24.568 41.832
A Ki-67 10° 45.733 3353 36.423 55.044
107 56.367 4366 44244 68.490
Kontrol 67.533 4.751 54.341 80.725
10* 28.500 1.428 24.536 32.464
107 19.967 1.016 17.146 22.787
Kaspaz 3 10° 9.067 1.070 6.096 12.037
§ 107 4.900 1.130 1.763 8.037
E Kontrol 2.867 .682 975 4.759
S 10 28.467 3.323 19.240 37.694
ﬁ Ki-67 10° 36.633 4375 24.487 48.779
10° 45.867 4.826 32.469 59.264
107 57.233 3.723 46.898 67.569
Kontrol 67.533 4.751 54.341 80.725

4.4.4 Cahsma Genelinde ila¢ Konsantrasyonu ve flac Muamele Siiresine Gore

Degisen Tahmini Marjinal Ortalama Kaspaz 3 ve Ki-67 Tutulum Verileri

Calisma genelinde pamidronat, alendronat ve kontrol gruplarini birbirinden
ayirmadan yapilan degerlendirmede kaspaz 3 ve Ki-67 antikor tutulum oranlarinin, ilag
konsantrasyonu ve ayni zamanda ilag muamele siiresine goére olan degisimleri
degerlendirildi. Kaspaz 3 tutulum oranit her ilag muamele siiresi i¢in en yiiksek
konsantrasyon olan 10*M’da belirlenirken, Ki-67 tutulum oram ise her ila¢ muamele
stiresi i¢in hi¢ ila¢ uygulanmamis kontrol grubunda en yiiksek olarak olgtildii (Tablo

4.10).
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Alt1 saatlik ilag muamelesi i¢in en yiiksek kaspaz 3 tutulum orani calisma
genelinde ortalama olarak 23.2504+4.249, en yiiksek Ki-67 tutulum orani 74.00+4.143
olarak hesaplandi. Oniki saatlik ilag muamelesi i¢in en yiiksek kaspaz 3 tutulum oram
calisma genelinde ortalama olarak 17.333+1.718, en yiiksek Ki-67 tutulum orani
72.167£3.586 olarak hesaplandi. Yirmi dort saatlik ilag muamelesi i¢in en yiiksek
kaspaz 3 tutulum orani ¢alisma genelinde ortalama olarak 38.833+3.502, en yiiksek
Ki-67 tutulum oran1 68.167+£6.464 olarak hesaplandi. Kirk sekiz saatlik ilag muamelesi
icin en yliksek kaspaz 3 tutulum orani ¢alisma genelinde ortalama olarak 44.7504+2.814,
en yiiksek Ki-67 tutulum orani 66.000+9.687 olarak hesaplandi. Yetmis iki saatlik ilag
muamelesi i¢in en yliksek kaspaz 3 tutulum orani ¢aligma genelinde ortalama olarak
55.583+4.001, en yuksek Ki-67 tutulum orant 57.333+£5.028
olarak hesaplandi (Tablo4.10).
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Tablo 4.10 Alendronat, pamidronat ve kontrol grubu verilerinin birbirinden ayirmadan
caligmadaki tiim orneklerin kaspaz 3 ve Ki-67 antikor tutulumunun, doz ve zaman

degiskenlerine gore tanitici istatistikleri.

Kaspaz 3 Ki-67
.. Giiven Arahg Giiven Arahg
ot | )| Ortaama | S0 L0099 1| s | (605
Hata Alt Ust Hata Alt Ust
Simir Simir Simir Simir
10 23.250 4249 | 11.452 | 35.048 35.167 6.419 | 17.345 | 52.988
107 15.083 2.506 | 8.127 | 22.040 33.917 4.990 | 20.061 | 47.772
6 10°¢ 8.417 1.102 | 5.356 | 11.477 48.750 4.107 | 37.347 | 60.153
107 3.417 .870 1.001 5.832 62.000 3.362 | 52.665 | 71.335
Kontrol 1.667 .624 -.065 3.398 74.000 4.143 | 62.496 | 85.504
10 17.333 1.718 | 12.564 | 22.103 34917 3.522 | 25.139 | 44.695
107 13.167 1.426 | 9.206 | 17.127 43.833 3.866 | 33.100 | 54.567
12 107 8.833 1.417 | 4.900 | 12.767 51.917 2.949 | 43.730 | 60.103
107 6.083 1.302 | 2.469 9.697 60.167 3.030 | 51.754 | 68.579
Kontrol 2.667 .667 .816 4.518 72.167 3.586 | 62.210 | 82.124
10 38.833 3.502 | 29.110 | 48.556 28.667 2.686 | 21.209 | 36.125
10° 30.000 4432 | 17.694 | 42.306 35917 3.358 | 26.593 | 45.241
24 10°¢ 17.500 3490 | 7.810 | 27.190 48.750 4.242 | 36.973 | 60.527
107 9.250 1.528 | 5.009 | 13.491 62.417 4.192 | 50.779 | 74.054
Kontrol 2.000 1.179 | -1.272 | 5.272 68.167 6.464 | 50.221 | 86.112
10 44.750 2.814 | 36.938 | 52.562 22.167 2.248 | 15.924 | 28.409
107 27.833 1.944 | 22.437 | 33.230 34.167 3.983 | 23.109 | 45.224
48 107 15.583 786 | 13.401 | 17.766 45.250 6.133 | 28.221 | 62.279
107 8.000 1.296 | 4.401 11.599 55.250 7.053 | 35.668 | 74.832
Kontrol 3.833 799 1.614 6.053 66.000 9.687 | 39.105 | 92.895
10" 55.583 4.001 | 44.475 | 66.692 17.833 3.223 | 8.884 | 26.782
107 40.333 2.785 | 32.601 | 48.066 26.750 3.960 | 15.756 | 37.744
72 10 21917 1.895 | 16.656 | 27.177 34.333 4.529 | 21.758 | 46.908
107 12.667 1.764 | 7.769 | 17.564 44.167 3.005 | 35.824 | 52.509
Kontrol 4.167 1.269 .643 7.691 57.333 5.028 | 43.374 | 71.292
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4.4.5 Pamidronat ve Alendronat Gruplan i¢in Ila¢ Konsantrasyonu ve Muamele
Siiresine Gore Degisen Tahmini Marjinal Ortalama Kaspaz 3 ve Ki-67 Tutulum

Verileri

Pamidronat ve alendronat ila¢ gruplart i¢in ayri ayri, ilag dozu ve muamele
stiresine gore degisen kaspaz 3 ve Ki-67 antikor tutulum oranlarina bakildiginda, her iki
ilag grubunda da en yiiksek kaspaz 3 tutulum oranlarimin 10™*M ila¢ konsantrasyonunda
oldugu; en yiiksek Ki-67 tutulum oranlarmin 10'M ila¢ konsantrasyonunda oldugu

goriildi (Tablo 4.11).

Pamidronat ve alendronat grubunda her ikisinde de alti saatlik ilag muamele
stiresinde olusan kaspaz 3 tutulumunun, on iki saatlik ilag muamelesi sonucu olusan
kaspaz 3 tutulumdan daha yiiksek oldugu goriildii. Pamidronat grubunda yirmi dort saat
ilag muamele siiresinde kaspaz 3 tutulumu belirgin 6l¢iide artmakta, kirk sekiz saatte
yirmi dort saatle ayn1 kalmakta ve daha sonra artmaya devam edip yetmis iki saatte pik
yapmaktadir. Alendronat grubunda ise kaspaz 3 tutulum orani yirmi dort saatlik ilag

muamelesi ve tizeri siirelerde orantili olarak artmaktadir (Tablo 4.11).

Pamidronat grubunda Ki-67 tutulum oranmin ilag muamele siiresine bagh
degisimi degerlendirildiginde, alt1 saatlik ilag muamelesindeki oranin on iki saatten
yiiksek oldugu, yirmi dort saatteki Ki-67 tutulum oraninin on iki saatten yiiksek fakat
alt1 saattekinden diisiik oldugu belirlendi. Kirk sekiz saatte tulum yiizdesi diismekte ve

yetmis iki saatte bu diisiis devam etmektedir (Tablo 4.11).

Alendronat grubunda Ki-67 tutulum oraninin ila¢ muamele siliresine bagh
degisimi degerlendirildiginde, yirmi dort saatteki tutulum orani on iki saattekinden; on
iki saatteki tutulum orani da alt1 saattekinden daha yiiksek olarak bulundu. Kirk sekiz ve

yetmis iki saatteki Ki-67 tutulum yiizdeleri ani bir diigiis gostermektedir (Tablo 4.11).

Pamidronat grubunda kaspaz 3 ve Ki-67 tutulumunun her zaman dilimi i¢in
konsantrasyona gore karsilastirmali incelemesinde: Alt1 saatlik ilag muamelesi i¢in en
yiiksek kaspaz 3 tutulum orani 10*M konsantrasyonda 29.000+2.272, en yiiksek Ki-67
tutulum oram 107M konsantrasyonda 64.500+3.880 olarak hesaplandi. On iki saatlik
ilagc muamelesi i¢in en yiiksek kaspaz 3 tutulum orani 10*M konsantrasyonda
19.167+1.900, en yiiksek Ki-67 tutulum orani 10”M konsantrasyonda 59.167+4.216

olarak hesaplandi. Yirmi dort saatlik ilag muamelesi i¢in en yliksek kaspaz 3 tutulum
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oran1 10*M konsantrasyonda 54.833+8.197, en yiiksek Ki-67 tutulum oram1 107"M
konsantrasyonda 61.333+7.507 olarak hesaplanmistir. Kirk sekiz saatlik ilag muamelesi
icin en yiiksek kaspaz 3 tutulum oran1 10*M konsantrasyonda 53.000+2.911, en yiiksek
Ki-67 tutulum orani 10”M konsantrasyonda 58,833+9.954 olarak hesapland:. Yetmis iki
saatlik ilag muamelesi i¢in en yiiksek kaspaz 3 tutulum orani1 10*M konsantrasyonda
61.000+4.509, en yiiksek Ki-67 tutulum oran1 10”M konsantrasyonda 38.000+3.764
olarak hesaplandi1 (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4; Tablo 4.11).
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Sekil 4.3: Pamidronat grubunda ila¢ konsantrasyonu ve uygulama siiresine gore degisen

kaspaz 3 tutulum egrisi.
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Sekil 4.4: Pamidronat grubunda ilag konsantrasyonu ve uygulama siiresine gore degisen

Ki-67 tutulum egrisi.
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Alendronat grubunda kaspaz 3 ve Ki-67 tutulumunun her zaman dilimi i¢in
konsantrasyona gore karsilastirmali incelemesinde: Alt1 saatlik ilag muamelesi i¢in en
yiiksek kaspaz 3 tutulum oram 10 M konsantrasyonda 17.500+2.703, en yiiksek Ki-67
tutulum oran1 10”7 M konsantrasyonda 59.500+3.916 olarak hesaplandi. On iki saatlik
ilag muamelesi icin en yiiksek kaspaz 3 tutulum orami 10™*M konsantrasyonda
15.500+£2.625 olarak, en yiiksek Ki-67 tutulum oram1 107 M konsantrasyonda
61.167+4.197 olarak hesaplandi. Yirmi dort saatlik ilag muamelesi i¢in en yiiksek
kaspaz 3 tutulum oram 10™* M konsantrasyonda 22,833+1.878 olarak, en yiiksek Ki-67
tutulum oram 107 M konsantrasyonda 63.500+5.233 olarak hesaplandi. Kirk sekiz
saatlik ilag muamelesi i¢in en yiiksek kaspaz 3 tutulum orani1 10 M konsantrasyonda
36.500+4.954 olarak, en yiksek Ki-67 tutulum oram1 10'M konsantrasyonda
51,667+4,438 olarak hesaplandi. Yetmis iki saatlik ilag muamelesi i¢in en yiiksek
kaspaz 3 tutulum oram 10™* M konsantrasyonda 50,167+6,146 olarak, en yiiksek Ki-67

tutulum oram 10”7 M konsantrasyonda 50,333+5,134 olarak hesaplandi (Sekil 4.5 ve
Sekil 4.6; Tablo 4.11).
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Sekil 4.5: Alendronat grubunda ila¢ konsantrasyonu ve uygulama siiresine gore degisen

kaspaz 3 tutulum egrisi.
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Sekil 4.6: Alendronat grubunda ila¢ konsantrasyonu ve uygulama siiresine gore degisen

Ki-67 tutulum egrisi.

Tablo 4.11 Alendronat ve pamidronat ila¢ gruplarinda, kaspaz 3 ve Ki-67antikor

tutulumuna ait tanitici istatistikler.
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Konsant Guvin Arahg Std. Guvezl Arahg
. Std. (% 95) (0% 95)
Siire rasyon | Ortalama - Ortalama | Hata =
(saat) ™M) Hata Alt Stmir Ust Al Ust
Sinir Sinir Sinir
Pamidronat Alnedronat

10* 29.000 7.272 8.808 49.192 17.500 2.703 9.996 25.004
10° 16.500 3.175 7.684 25.316 13.667 2.789 5.924 21.410

6 10° 9.167 1.394 5.295 13.038 7.667 1.624 3.156 12.177

10” 3.667 1.667 -.961 8.294 3.167 943 .549 5.784

Kontrol 1.667 .624 -.065 3.398 1.667 .624 -.065 3.398

10* 19.167 1.900 13.891 24.443 15.500 2.625 8.213 22.787

10° 15.000 3.215 6.075 23.925 11.333 2.034 5.685 16.982

12 10° 11.000 2.769 3.312 18.688 6.667 928 4.090 9.243

10”7 9.333 2.682 1.886 16.780 2.833 .667 982 4.684

Kontrol 2.667 .667 .816 4.518 2.667 .667 .816 4.518

- 10 54.833 8.197 32.074 77.592 22.833 1.878 17.619 | 28.048
N 10° 45.000 10.206 16.663 73.337 15.000 1.780 10.059 | 19.941
= | 24 10° 27.000 7.909 5.041 48.959 8.000 1.826 2.931 13.069
Q 10”7 13.167 3.362 3.831 22.502 5.333 1.404 1.434 9.232
Kontrol 2.000 1.179 -1.272 5.272 2.000 1.179 -1.272 5.272

10 53.000 2911 44919 61.081 36.500 4.964 | 22.718 | 50.282

10° 28.167 4.773 14916 41418 27.500 2.901 19.445 | 35.555
48 10° 20.167 2.339 13.672 26.662 11.000 1.291 7.416 14.584
10”7 10.167 1.213 6.798 13.535 5.833 1.537 1.567 10.100

Kontrol 3.833 .799 1.614 6.053 3.833 .799 1.614 6.053

10 61.000 4.509 48.480 73.520 50.167 6.146 | 33.102 | 67.232
10 48.333 6.704 29.720 66.947 32.333 2.789 | 24.590 | 40.076
72 10° 31.833 5.312 17.084 46.583 12.000 3472 2.360 21.640
10” 18.000 2.517 11.013 24.987 7.333 2.261 1.056 13.610

Kontrol 4.167 1.269 .643 7.691 4.167 1.269 .643 7.691

10* 36.667 9.911 9.150 64.183 33.667 4.997 19.792 | 47.541
10° 33.667 5.442 18.558 48.775 34.167 5.487 18.931 | 49.402
6 10° 53.333 6.314 35.804 70.863 44.167 5.735 | 28.244 | 60.089
10”7 64.500 3.880 53.727 75.273 59.500 3916 | 48.628 | 70.372
Kontrol 74.000 4.143 62.496 85.504 74.000 4.143 | 62.496 | 85.504
10* 33.667 3.965 22.658 44.676 36.167 4.604 | 23.385 | 48.949
10° 41.500 3.636 31.404 51.596 46.167 6.368 | 28.485 | 63.848
12 10° 52.333 3.621 42.280 62.387 51.500 5986 | 34.880 | 68.120
10”7 59.167 4.216 47.460 70.873 61.167 4.197 | 49.515 | 72.818
Kontrol 72.167 3.586 62.210 82.124 72.167 3.586 | 62.210 | 82.124
10 27.333 3.180 18.505 36.162 30.000 3.902 19.168 | 40.832
=~ 10° 34.833 4.110 23.423 46.243 37.000 3.636 | 26.904 | 47.096
it 24 10° 45.167 4.160 33.617 56.717 52.333 5426 | 37.268 | 67.399
~ 10”7 61.333 7.507 40.489 82.177 63.500 5.233 | 48.970 | 78.030
Kontrol 68.167 6.464 50.221 86.112 68.167 6.464 | 50.221 | 86.112

10 23.333 4.230 11.590 35.076 21.000 3.391 11.585 | 30.415
10° 34.000 4.839 20.565 47.435 34.333 4.216 | 22.627 | 46.040

48 10° 47.000 8.635 23.027 70.973 43.500 5444 | 28.385 | 58.615
10”7 58.833 9.964 31.169 86.497 51.667 4.438 | 39.345 | 63.988

Kontrol 66.000 9.687 39.105 92.895 66.000 9.687 | 39.105 | 92.895
10 14.167 3.408 4.706 23.627 21.500 3.131 12.806 | 30.194
10° 22.000 3.131 13.306 30.694 31.500 5.193 17.081 | 45.919
72 10° 30.833 5.563 15.389 46.278 37.833 6.180 | 20.674 | 54.992
10”7 38.000 3.764 27.550 48.450 50.333 5.134 | 36.078 | 64.588
Kontrol 57.333 5.028 43.374 71.292 57.333 5.028 | 43.374 | 71.292
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Kaspaz 3 tutulum degeri ortalamalar1 (apopitoz indeksi) ve Ki-67 tutulum degeri
ortalamalarinin (proliferatif indeks) her ikisi de kadinlarda daha yiiksek olarak 6l¢iildii
(Sekil 4.7). Calismaya dahil edilen iicii erkek ticli kadin bireyden olusturulan 6rneklerin
kaspaz 3 ve Ki-67 antikoru tutulum degerleri arasindaki farklilik cinsiyete gore

istatistiksel olarak degerlendirildiginde hi¢bir anlamli fark bulunmadi.

Kaspaz-3

Kaspaz-3

Sekil 4.7: Cinsiyete gore kaspaz 3 ve Ki-67 degerlerinin ortalama oranlarina
bakildiginda, kadinlarda erkeklere gore her iki antikor tutulum oraninin daha yiiksek

oldugu goriilmektedir.

Ki-67 tutulumunun her iki ila¢ grubunda da genel olarak birbirine benzer
oranlarda oldugu goriilmekle birlikte, alendronat grubunda proliferasyonun ortalama %5

oraninda daha yliksek oldugu bulundu (Sekil 4.8).

Kaspaz 3 tutulumu pamidronat grubunda ortalama olarak %20 nin iizerindeyken

alendronat grubunda bu oran %10’a yakind (Sekil 4.8).
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Kaspaz-3

Ki-67

Kaspaz-3
Alendronat . Ki-67

Pamidronat

Sekil 4.8: Mavi siitunlarla pamidronat, kirmizi siitunlarla alendronat bulgular
belirtilmistir. Ki-67 tutulum oranlar1 pamidronat ve alendronat i¢in benzerken, kaspaz 3

tutulumu pamidronat grubunda belirgin dl¢iide daha yiiksektir.

Her iki ila¢g uygulamasi birlikte degerlendirildiginde kaspaz 3 tutulum oranlar
ortalama olarak %30’un altinda iken Ki-67 tutulum ortalamalar1 %45 in iizerindeydi. Bu
oranlar ilag muamele stirelerine bagl olarak degisiklik gostermekteydi (Sekil 4.9). Yine
iki ilag¢ birlikte zamana gore degerlendirildiginde alt1 saatlik ilag uygulamasinda kaspaz
3 tutulum degeri en diisiik iken, Ki-67 tutulum degeri ¢ok ytiksekti; bunun tam aksine
yetmis iki saatte en yliksek kaspaz 3 tutulum oranlar1 goriiliirken, en diisiik Ki-67

tutulumu gozlendi.

Hem alendronat hem pamidronat grubunda, ilacin muamele siiresi uzadikca
apopitoz indeksinin arttigi ve ilacin uygulandigu kiiltiirde hiicre proliferasyon
kapasitesinin giderek azaldigi goriildii. Apopitozun yirmi dordiincii saatte belirgin
olarak artmaya basladigi; yirmi dort ve kirk sekizinci saatteki apopitoz degerlerinin

birbirine ¢ok yakin oldugu ve yetmis ikinci saatte pik yaptig1 belirlendi (Sekil 4.9).

Her iki ilag grubu bulgulart bir arada degerlendrildiginde maruz kalma siiresi

uzadikga proliferasyon oraninin anlamli bir sekilde giderek azaldig: saptandi. On ikinci
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saatteki ortalama proliferasyon orani, altinci saatteki proliferasyon oranindan %2 gibi
bir oranla daha yiiksekti. En yiliksek Ki-67 tutulumu degeri %50°nin iizerindeyken, en
diisiik Ki-67 tutulumu %30 civarindaydi. Alt1 ve on ikinci saat proliferasyon oranlari
birbirine yakinken, yirmi dordiincii saatte proliferasyon oranlarinda ani bir disiis
goriildii ve beklenen sekilde en diisiik proliferasyon indeksi en uzun siire olan yetmis

ikinci saatte olgiildi.

| 24saat

Kaspaz-3

| 48saat | 72saat

Ki-67

Sekil 4.9: Kaspaz 3 tutulumu ve Ki-67 tutulumu degerlerinin zamana goére degisimi her
iki ila¢ icin birlikte gosterilmistir. Mavi siitunlarla gosterilen kaspaz 3 degisimidir,
kirmiz1 siitunlarla gosterilen Ki-67 degisimidir. ilag muamele siiresi arttikca kaspaz 3

tutulum oram artarken; Ki-67 tutulum orani azalmaktadir.

Her iki ila¢ uygulamasi birlikte degerlendirildiginde kaspaz 3 ve Ki-67 tutulum
oranlarmin uygulanan ila¢ dozlarina gore degisiminde anlamli bir fark goriildii. lag
konsantrasyonu arttikca kaspaz 3 tutulum orani artmakta ve Ki-67 tutulum orani
azalmaktaydi. Calisma genelinde, kaspaz 3 tutulumu en yiiksek olarak yaklasik %40’ lik

bir oranla 10*M’da 6l¢iildii; en diisiik olarak %2’lik bir oranla hic ilag uygulanmamis
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kontrol grubunda olgiildii (Sekil 4.10). Ki-67 tutulumu i¢in ayni degerlendirme
yapildiginda, en yiiksek oranin %70 olarak hi¢ ila¢ uygulanmamis kontrol grubunda; en

diisiik oranin %25 olarak 10*M’da goriildiigii belirlendi (Sekil 4.10).

Apopitoz ve proliferasyon indekslerindeki degisimler 10*M ve 10°M’da
birbirine yakin ve paralel oranlarda iken, 10°M -10"M ve hi¢ ila¢ uygulanmamus
kontrol grubundaki degisimler daha belirgindi. Elde edilen oranlara bakildiginda
calismada 10*M ve 10°M dozlarmin belirgin toksisite gosterdikleri goriildii (Sekil
4.10).

Kaspaz-3

Sekil 4.10: Her iki ilag grubu i¢in kaspaz 3 ve Ki-67 tutulumunun, uygulanan ilag
dozlarma gore degisimi incelendiginde kaspaz 3 tutulumunun konsantrasyon diistiik¢e

azaldig1 ve Ki-67 tutulumunun konsantrasyon diistiikge arttig1 goriilmektedir.
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4.5 Vimentin, Ki-67 ve Kaspaz 3 Antikoru ile Immiinohistokimyasal Boyama

Bulgulan

4.5.1 Vimentin

vimentin 135 nolu lamel*100

Resim 4.1: Calismada yetmis iki saat siireyle 10°M pamidronatla muamele edilmis
kiiltiire ait lamelden elde edilen goriintiide 5 tane vimentin ile sitoplazmalar1 yesil
cekirdekleri turuncu boyanmus fibroblast hiicresi goriilmektedir (Orijinal bilylitme X63;

etidyum bromid ¢ekirdek boyali; FITC isaretli).
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Resim 4.2: Higbir ilagla muamele edilmemis yirmi dordiincii saat kontrol grubuna ait
bir lamelde vimentin ile boyanmus fibroblast hiicreleri goriilmektedir (Orijinal biiytitme

X20; etidyum bromid ¢ekirdek boyalr; FITC isaretli).

Resim 4.3: Alt1 saat 10 M pamidronatla muamele edilmis lamelden elde edilen
goriintiide y1ldiz ve i8si sekilli karakteristik fibroblast hiicre sitoplazma yapis1 vimentin
boyamasi ile gosterilmistir (Orijinal biiylitme X63; etidyum bromid ¢ekirdek boyali;
FITC isaretli).
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4.5.2 Ki-67

Alendronat 48h 10-6 ki67+

Resim 4.4: Kirk sekiz saat 10°M alendronata maruz kalmis lamelden alinmus
goriintiide, toplam yedi fibroblast hiicresinden isaretlenen iki tanesinde Ki-67 tutulumu

pozitiftir (Orijinal bliylitme X100; etidyum bromid ¢ekirdek boyali; FITC isaretli).
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Resim 4.5: Alt1 saat 10* M pamidronatla muamele edilmis lamelden elde edilen
goriintiide, beyaz isaretle gosterilen hiicrede Ki-67 tutulumu daha az, mavi ile
isaretlenen hiicrelerde Ki-67 tutulumu daha yogun olarak goriilmektedir (Orijinal

biiyiitme X63; etidyum bromid ¢ekirdek boyali; FITC isaretli).
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Resim 4.6: Alti saat 10* M alendronatla muamele edilmis lamelden elde edilen
goriintiide iki hiicrenin ¢ekirdeginde belirgin Ki-67 reaktivitesi izlenmektedir. (Orijinal

biiyiitme X63; etidyum bromid ¢ekirdek boyali; FITC isaretli).
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4.5.3 Kaspaz 3

Resim 4.7: On iki saat 10”7 M alendronatla muamele edilmis lamelde kaspaz 3 tutulumu
pozitif fibroblast hiicresi isaretlenerek gosterilmistir (Orijinal biiyiitme X100; etidyum

bromid ¢ekirdek boyalr; FITC isaretli).
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Resim 4.8: On iki saat 10* M pamidronatla muamele edilmis lamelden elde edilen
goriintlide 10 hiicre arasinda kaspaz 3 tutulumu pozitif olan {i¢ fibroblast hiicresi

isaretlenerek gosterilmistir (Orijinal biiylitme X40; etidyum bromid ¢ekirdek boyali;
FITC isaretli).
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4.5.4 Negatif Kontrol

Resim 4.9: On iki saat alendronat 10°M ile muamele edilmis lamelde negatif kontrol
icin primer antikor basamag atlanarak gergeklestirilen boyamada herhangi bir spesifik
reaktiviteye rastlanmamustir. (Orijinal biiyiitme X63; etidyum bromid ¢ekirdek boyali;
FITC isaretli).
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5. TARTISMA

Bifosfonatlar mevalonat yolu tizerinden osteoklastlarin apoptotik 6liimiine neden
olarak kemikte rezorptif aktiviteyi durdururlar (99). Bu sayede basta hormonal
bozukluklara bagli olusan osteoporoz olmak {izere tiim patolojik kemik
rezorpsiyonlarini tedavi ederler. Malign kemik rahatsizliklarinda bifosfonatlar
hiperkalsemiyi, patolojik kemik kiriklarini, metastast ve kemik agrisini Onleyerek,

hastalarin yasam kalitesini artirirlar ve dmriinii uzatirlar (100).

Alendronat ve pamidronat bifosfonatlar arasinda en sik kullanilan ilaglardandir
(1, 9, 35). Popiilasyonda goriilen BRONJ’larin %27’°si pamidronat, %4’li alendronat
kullanimi ile iligkilidir (101). Pamidronat ve alendronat karsilastirildiginda, alendronatin
antiresorptif etkinligi pamidronata gore 10 kat daha fazladir (100). Pamidronat aylik 90
mg/kg’lik dozda kanser hastalarinda kullanilirken, alendronat haftalik 70 mg/kg dozda
osteoporoz tedavisinde kullanilmaktadir. Aylik intraven6z bifosfonat tedavisi goren
kanser hastlarinda osteokemonekroz olusma riski %2-13 arasindayken, haftalik oral
tablet formunu kullanan hastalarda bu oran 100,000-200,000°de 1 gibi ¢ok diisiik bir
oran olarak belirlenmistir (102). Bazi ¢alismalarda ise oral bifosfonat kullanimini

takiben BRONJ gelisme riski daha yiiksek olarak rapor edilmistir (103, 104).

Onceleri BRONJ un patogenezini yorumlayabilmek igin kemik doku galigmalar
yapilirken gliniimiizde yumusak doku ¢alismalar1 daha fazla 6nem kazanmistir (14, 105,
106). Kemik dokuda bifosfonatlarin osteoblast (107), osteoklast (108) ve timor
hiicrelerinde (109) degisken faktorlere bagl olarak neden olduklar etkiler ¢ok sayida
calismada degerlendirilmistir. Yumusak dokuya yonelik olarak deneysel ¢aligmalarda
mikromolar konsantrasyondaki bifosfonatlarin monosit, makrofaj, (110), endotel (111),
oral epitel hiicreleri (30) ve periodontal ligamentlerdeki fibroblastlar (112, 113)

iizerinde olusturdugu sitotoksik etki incelenmistir.

Oral yumusak doku {iizerinde bifosfonatlarin sitotoksik etkilerini degerlendiren
calismalarda, alendronat kullanimini takiben BRONJ olusma riskinin ¢ok diisiik oldugu

bilindigi i¢in zolendronat ve pamidronat gibi intravendz kullanilan, etkinligi yiiksek
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ilaclar tercih edilmistir. Haftalik alendronat kullanimina ragmen gastrik mukozada
iilserasyon (114), 6zefajitis (115) ve disfaji (116) rapor edilmistir. Wallace ve ark.’nin
yapmis olduklar bir ¢alismada, alendronat ve pamidronatin in vitro olarak sigan gastrik
mukoza dokusu {iizerinde topikal uygulanmalarini takiben olusturduklart etkiler
incelenmistir ve irritasyona neden olduklar1 goriilmiistiir (117). Bu irritasyonu gastrik
mukoza ylizeyinde yer alan mukusun yapisindaki yiizey aktif fosfolipidlerin yapisini

bozarak olusturduklarini diistiniilmiistiir (117).

Yiiksek mukoza irritasyon potansiyeli nedeniyle Ozefagus anomalisi olan
bireylerde alendronatin oral tablet formunun kullanilmasi kontrendikedir. Bu olumsuz
etkileri bilinmesine ragmen alendronatin oral mukoza hiicreleri {izerindeki
konsantrasyona bagli etkilerini degerlendiren bir calisma bulunmamaktadir. Bizim

calismamiz oral insan mukozasinda alendronatin etkilerini degerlendiren ilk ¢alismadir.

Daha once higbir ¢aligmada bifosfonatlarin etkileri primer oral fibroblast hiicre
kiiltiirii tizerinde degerlendirilmemistir. Az sayida diger ¢alismada miirin oral fibroblast
hiicre kiiltiirii (29) ya da hazir tam kalinlik 3 boyutlu oral mukoza bantlar1 kullanilmigtir
(105).

Fibroblastlar genel olarak proliferasyon kapasitesi yiiksek olan hiicrelerdir ve bu
nedenle iretilmeleri oldukca kolaydir. Keratinositler izole edilmesi, yasatmasi ve
tiretmesi olduk¢a zor olan hiicrelerdir. Bu nedenle bir¢ok arastirmaci keratinositi
degerlendirmek icin hazir hiicre kiiltiirii bantlarin1 kullanmay1 tercih etmistir ya da
hiicreleri yasatmak icin standart kiiltiir medyumundan farkli medyumlar kullanmistir.
Calismamizda oral mukozadan alinan 6rneklerden keratinositler de izole edilmis ancak
sitotoksik calisma ve degerlendirme yapilabilecek miktarda keratinosit iiretilmesinde

karsilasilan giicliik nedeniyle ¢alismada degerlendirilmemistir.

Bifosfonatlarin neden oldugu BRONJ’un patogenezini dogru sekilde
yorumlayabilmek i¢in, hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda ilacin saf formunun kullanilmasi
gerekmektedir. Bu ¢alismada alendronat sodyum trihidrat ve pamidronat disodyum tuz
hidratin saf tuz formlar1 c¢ozelti haline getirilerek hiicre kiiltiirlerine belirlenen

konsantrasyonlarda uygulanmistir.
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Daha o6nce oral yumusak doku tlizerinde bifosfonatlarin etkilerine yonelik yapilan
caligmalarda farkli bifosfonat tiirleri farkli doz araliklarinda uygulanmislardir.
Zolendronat 10®-10° ve pamidronat 10*-10” doz araliginda uygulanmistir (29, 30).
Insan kaynakli primer hiicre kiiltiiriine uygulanms bifosfonat konsantrasyonu ile ilgili
yeterli veri bulunamadifi igin bizim calismamzda MTT testi yapilarak, ELISA
yogunlukoélcer yardimi ile pamidronat ve alendronatin fibroblastlar iizerinde toksik etki
olusturdugu konsantrasyonlar belirlenip, ICsy degeri hesaplanmis ve doz ayarlamasi

0zglin olarak yapilmstir.

Hiicre kiltiir calismalarinda apopitozu degerlendirebilmek igin genellikle 151k
mikroskobunda (May Grunwalde Giemsa and tripan mavisi tutulumu), florosan
mikroskopta (akridin oranj/etidyum bromid veya anneksin V/propidyum iyodin
tutulumu), TUNEL kiti veya agardz jelde genomik DNA fragmanlarinin elektroforezi
yoluyla sayisal Ol¢timii yapilir (118). Apopitoz icin aragtirmalarda kullanilan higbir
yontem apopitoza 0Ozgii degildir ve %100 giivenilirlikleri yoktur. Laboratuvarda
apopitozun tespit edilmesinde; kaspazlarin yalnizca gegici olarak ortamda bulunduklari,
kiiltiirdeki hiicrelerin eninde sonunda nekroza gittikleri, apopitozun 2-3 saat kadar kisa
bir zamanda sonug¢landig1 unutulmamalidir. Apopitozun dis veya i¢ yolaktan uyarilmasi
farketmeksizin, kaspaz 3 aktivasyonu apopitoz varligini kesin olarak gostermektedir. Bu
nedenle bizim g¢alismamizda apopitoz oraninin giivenilir olarak degerlendirilmesi i¢in

kaspaz 3 isaretlemesiyle immiinfloresan inceleme yontemi tercih edilmistir.

Hiicre kiiltiiriinde proliferasyonu degerlendirmek i¢in MTT, MTS/PMS reaktif
kiti, Calcein Viability kiti ve benzeri kitler siklikla kullanilmaktadir (105). Ki-67
monoklonal antikoru ile proliferasyon degerlendirmesi literatiirde kabul goérmiis ve
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bizim ¢alismamizda Ki-67 tutulumunun
kantitatif olarak degerlendirilmesi yapilarak proliferasyona yonelik kolay ve giivenilir

yorum yapilmistir.

Kobayashi ve ark. sicanlarda dis c¢ekimini takiben dis ¢ekim soketine lokal
olarak zoledronat uygulanmiglar ve yara iyilesmesinde olusan farkliliklart
incelemiglerdir (31). Zolendronatin yeni kemik olusumunu inhibe ettigini,
vaskiilarizasyonu bozdugunu, oral mukoza epitel hiicrelerinin gdcilinii 6nledigini ve

bunun da soketin bakteri kontaminasyonuna yol ac¢tigin1 bulmuslardir. BRONJ un klinik
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tablosuna bakildiginda karakteristik olarak epitelizasyonu bozulmus dis eti ile birlikte
nekrotik kemik goriilmektedir. Kemikteki nekroz bifosfonatlarin osteoklastik aktivite
inhibisyonuna sekonder olarak turn-overin asir1 baskilamasinin bir sonucu olarak
olusmaktadir. Fakat yumusak dokudaki iyilesme gecikmesi BRONJ’un sadece kemik
doku kaynakli degil, yumusak dokuda da es zamanli bir patolojiye neden olarak
olustugunu diistindlirmelidir. Aslinda bu durum ilacin yumusak dokuda olusturdugu

toksisitenin bir kanitidir (119).

Diizenli bifosfonat kullanimi1 kemikte osteoklastik rezorpsiyonu baskilasa da
kemige dis ¢cekimi gibi eksternal bir travma gelmesi durumunda reaksiyoner olarak ilgili
bolgede rezorpsiyon meydana gelmektedir. Reid ve ark. bu rezorpsiyon bolgesinde
onceden birikmis olan bifosfonatlarin serbestleserek ¢evre yumusak dokuda sitotoksik
etki olusturdugunu ve uzun siiredir bifosfonat kullanan bireylerde yara iyilesmesinin bu
nedenle geciktigini savunmaktadir (Sekil 5.1.) (2). Bunun aksine Hasmim ve ark.
zoledronik asitin insan umblikal ven endotel hiicresi iizerinde olusturdugu adezyon,
migrasyon ve canlilik degisimini prenilasyona bagiml sinyal iletim yolagina yonelik
olarak inceledikleri ¢alismada, bifosfonatlarin yumusak dokuda toksisite olusturabilmek

icin komsu kemik dokuya ihtiya¢ duymadig1 sonucunu vurgulamiglardir (120).

Bisfosfonatlara

ﬁ;:g:llukoza < | bagh ep.itelyal,
mezensimal
/' vasklilerve
l T immiin
Lokaltravma hicrelerde
sitotoksisite
infeksiyon |
Mikrobiyal 4
Biyofilm
Formasyonu Bisfosfanat
, | salinimi
Hasarl Kemik Osteoklastik

rezorpsiyon

Sekil 5.1: Lokal travmanin kronik olarak uzun siiredir bifosfonat kullanan bir bireyde
cene kemigi ve komsu yumusak dokuda osteokemonekroz oncesi olusturdugu
degisiklikler sematik olarak gosterilmistir.
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Oral mukozadaki yara iyilesmesi dokunun temel hiicreleri olan keratinosit ve
fibroblastin birbirini stimule etmesi ile meydana gelir (121). Once keratinositler
fibroblastlar1 biiylime faktorii tiretmesi i¢in uyarir. Daha sonra fibroblastlarin iirettigi
bliylime faktorleri parakrin etkilesimi sayesinde keratinositleri uyarir. Keratinositler,
fibroblastlar ve kemik iligi hiicreleri bir arada ¢alisarak yara iyilesmesini gerceklestirir.
Bu siirecte koordinasyonu saglayacak olan RANK mediyatorleri, biliylime faktorleri,
kemik morfojenik proteinleri ve immun sistem elemanlar1 bifosfonatin hiicre icine
invazyonu sonucu olmasi gerektigi gibi calisamaz ve bifosfonatin etkiledigi yumusak

dokuda yara iyilesmesi bozulur (50).

Neden bifosfonat kullaniminin bir komplikasyonu olarak sadece ¢ene
kemiklerinde osteokemonekroz olustugu konusunda ¢ok sayida hipotez kurulmustur. Bu
hipotezlerden en yaygin kabul goreni viicuttaki en yiiksek remodelasyon oranina sahip
kemigin ¢ene kemikleri olmasidir. Alveolar kortikal kemigin remodelasyon orani iliyak
kortikal kemigin remodelasyonundan 10-20 kat daha fazladir (122). Yiiksek
remodelasyon orani nedeniyle alveolar kemikte viicuttaki diger kemiklere oranla 100 kat
daha fazla bifosfonat birikmektedir (2). Bifosfonatlarin uzun siire kullanimiyla ¢ene
kemiklerinde remodelasyon dramatik boyutlarda inhibe olmaktadir ve bu inhibisyon

osteokemonekrozun kemikteki patogenezinde rol oynamaktadir.

Dis c¢ekiminin yapildig1 alveol bolgesinde turn-over miktart mandibuler kanal
bolgesine gore 2 kat daha fazla, basal kemige gore ise 3-5 kat daha fazladir (123). Bu
nedenle BRONJ’lar hep turn-overin daha yiiksek oldugu alveol bdlgesinde
goriilmektedir. AAOMS’nin ve bircok arastirmacinin da kabul ettigi gibi o6zellikle
diizenli olarak intravendz bifosfonat kullanan hastalarda invaziv dental cerrahi
islemlerden olabildigince kagmilmas1 gerektir§i ve konservatif tedavilerin tercih
edilmesi gerektigi savunulmaktadir. Evrensel olarak kabul gérmiis konservatif tedavinin
tam aksine Ferlito ve ark. diizenli zoledronat kullanan 43 hastada 102 dis ¢ekimini
takiben BRONJ olusmasin1 Onlemek i¢in disin ¢ekildigi bolgede alveoloktomi
yapmiglardir ve postoperatif donemde higbir nekroz vakasi olusmadigini rapor

etmislerdir (124).
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Bifosfonatlardan bagka hormonlar, kalsitonin, Ostrojen reseptor modiilatorleri
veya glukokortikoidler de kemikte remodelasyonu baskilayan ilaglardir. Bu ilaglarin
kemik remodelayonunu baskilama oranlart %50’nin altindadir ve bu ilaglarin
kullanimina bagli kemikte osteokemonekroz olusumu bifosfonatlara gore ¢ok daha

diisiik bir oranda rapor edilmistir (122).

Oral kavite ¢ok genis bir mikrofloraya sahip oldugundan, oral mukoza yiizeyinde
aseptik kosullar1 elde etmek c¢ok zordur. BRONJ’un patogenezinde mikrobiyal
paterninde rol aldigr bilinmektedir. Bu nedenle insan oral mukozasindan alinan
orneklerden elde edilen hiicre kiiltiiriiniin infekte olma ihtimali ¢ok yiiksektir. Yapilan
caligmada oral mukoza Ornegi alinacak hastalara preoperatif olarak kloroheksidin
diglukonat ile agiz gargarasi yaptirilip, 6rnegin alinacagi yiizey iyodin ile silinmistir.
Bizim c¢alismamizda 6rneklerin laoratuvara taginmasinda kullanilan transport medyuma
streptomisin-neomisin ve penisilin kombinasyonu katilmistir. Ayrica ayni antibiyotik
karisimi pasajlama yapilirken kullanilan medyuma da katilmistir. Buna ragmen
laboratuvara gotiiriilen 6rneklerden birinde, 1. haftada infeksiyon tesbit edilerek 6rnek

calisma dis1 birakilarak yeni 6rnek olusturulmustur.

Bu tez c¢alismasina dahil edilen erkek ve kadin orneklerin sonuclari kendi
arasinda karsilastirildiginda hem apopitoz hem proliferasyon degerlerinin kadinlarda
daha yiiksek oldugu goriildii fakat anlamli bir iliski kurulamadi. Ornek say1s1 az oldugu
icin cinsiyete yonelik bir yorumlama yapilmadi. Literatiir bilgisi degerlendirildiginde de
bifosfonatlarin yumusak veya kemik doku tizerindeki etkisinde cinsiyetin roliine dair bir

bilgi bulunamadi.

Yapilan ¢aligmada alendronat ve pamidronatin her ikisinin de hiicresel
proliferasyonu baskiladigi ve apopitozu indiikledigi belirlendi. Proliferasyondaki azalma
direkt olarak apopitoz indiiklenmesi ile iliskilendirildi. Pamidronat grubunda beklenen
sekilde kaspaz 3 tutulumu alendronat grubuna goére daha yiiksek oranda gdzlendi.
Bunun nedeninin pamidronatin kimyasal etkinlik derecesinin alendronattan bes kat fazla

olmasi olabilecegi diisiiniildii.

Pamidronat grubunda gozlenen yiiksek apopitoz orani literatiirle uyumlu

bulunmugtur. Nitrojen iceren bifosfonatlarin farkli dokular {izerindeki -etkilerini
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inceleyen bir calismada, pamidronatin fibroblast hiicre kiiltiiriinde %61 oraninda
apopitoza neden oldugu belirlenmigtir (105). Literatiirde alendronatin oral yumusak
dokuda olusturdugu etkiyi aciklayan bir g¢alisma bulunamamamistir. Alendronatin,
BRONJ olusturma riski ¢ok diisiik olmasina ve klinik kullanimda intravendz kullanilan
bifosfonat tiirlerine gére BRONJ ac¢isindan daha giivenilir kabul edilmesine karsin,
bizim c¢alismamizda alendronatin da fibroblast hiicresinde %?28,5’a varan bir oranda

apopitozu indiikledigi belirlendi.

MTT testi sonuglarmma gore hem pamidronat hem alendronat igin ayni
konsantrasyon araligmim (10#-107M) calisilmas: gerektigi belirlendi. MTT sonuglari
ile uyumlu olarak her iki ilag grubunda da apopitozun en yliksek oldugu toksik doz 10
*M olarak 6lciildii. Daha 6nce yapilan oral mukoza calismalarinda pamidronat i¢in
toksik dozlar bizim c¢alismamizla benzer sekilde 10, 10° ve 5X10°M olarak
belirlenmistir (29, 105, 125).

[lag uygulamasindan sonra erken ddnem apopitoz ve proliferasyon
indekslerindeki degisiklikleri yorumlayabilmek i¢in bizim c¢aligmamizda 6nceki
caligmalardan farkli olarak alt1 ve on ikinci saat degerlendirmeleri yapildi. Ilag muamele
stiresi uzadikg¢a kaspas 3 tutulumu ve dolayist ile apopitoz oraninin artmasi beklenirken
pamidronat ve alendronat grubuplarinin her ikisinde de alti saatlik ila¢ uygulama
stiresinde olusan kaspaz 3 tutulumunun, on iki saatte olandan daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. On ikinci saatte apopitoz oranindaki diislisiin, hiicrelerin canliligini
korumak i¢in ortaya koyduklar1 bir savunma mekanizmasi ile direnglerini artiriyor
olmalarindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Yirmi dordiincii saatte apopitozun tekrar
artmaya basladigi ve her iki ila¢ grubunda da kaspas 3 tutulum oraninin yetmis iki saatte

pik yaptig1 saptandi.

[lag uygulama siiresi uzadik¢a Ki-67 tutulum orani yani proliferasyon miktarinin
diismesi beklenir. Bizim c¢alismamizda pamidronat grubunda beklenen sekilde alti
saatlik ila¢ uygulamasinda Ki-67 tutulum oranmi en yiiksek olarak 6l¢iildii ve on ikinci
saatte proliferasyonda bir diislis gozlendi. Beklenenin aksine yirmi dordiincii saatte
tekrar proliferasyonda artig gozlendi ve altinci saatteki kadar olmasa da on ikinci saatten

daha yiiksek bir proliferasyon miktar1 belirlendi. Alendronat grubunda ise
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proliferasyonun alt1 saatlik ilag muamelesinden yirmi dordiincii saate kadar diizenli bir
sekilde arttig1 ve en yliksek Ki-67 tutulumunun yirmi dordiincii saatte olustugu
belirlendi. Bu beklenmeyen proliferasyon miktar1 degisimlerinden ilk yirmi dort saatte
proliferasyon indeksinin ila¢ uygulamasindan etkilenmedigi, her iki ilag uygulamasina
bagli proliferasyondaki azalmanin kirk sekiz saatten sonra basladig1 yorumu yapilabilir.
Her iki ilag grubunda da kirk sekizinci saatte proliferasyonda dramatik boyutlarda
diismekte ve Ki-67 tutulum oranmi beklenen sekilde yetmis ikinci saatte oldukca

azalmaktadir.

Calismamizda doz degisimi apopitozu ve proliferasyonu etkileyen en onemli
degisken olarak belirlendi. Ila¢c uygulama siiresi anlamli bir farklilik olusturmasa da
literatiirde daha Once bu konuyla ilgili yapilan g¢aligmalarla uyumlu sekilde hiicre
kiiltiirtinde toksik etkilerin yirmi dort saat ve daha uzun siiren bifosfonat uygulamasini

takiben olustugu belirlendi (29, 30).

Bifosfonatlarin oral yumusak doku {lizerindeki etkileri ilk kez 2009 yilinda
Landesberg ve ark. trafindan pamidronatla yapilan bir ¢aligma ile gosterilmistir (29). Bu
calismada pamidronatin miirin oral keratinositlerinde hiicre proliferasyonunu
baskilayarak yara iyilesmesini geciktirdigi fakat apopitoza neden olmadig1 belirtilmistir.
Degerlendirmeler 3X10°, 10* ve 3X10“M konsantrasyonda yapilmustir (29).
Proliferasyonun 10* M konsantrasyonda baskilanmaya basladigim fakat calisilan
dozlarda apopitoz olusmadigini belirtmiglerdir. Kim ve ark. 2011 yilinda {i¢ boyutlu
sentetik insan oral mukoza hiicre kiiltiir bantlar1 iizerinde yaptiklar1 calismada
pamidronatin fibroblast ve keratinosit hiicre kiiltiirleri lizerinde sitotoksite, hiicre
yaslanmasi, apopitoz ve proliferasyon agisindan olusturdugu etkileri degerlendirilmistir
(125). Uyguladiklart 10°M ve 5x10°M’lik pamidronat konsantrasyonlarma bagl
olarak, keratinositler ilizerinde apoptotik etki olusmazken fibroblastlarda apopitoz
meydana geldigini gérmiislerdir ve her iki hiicrede de proliferasyonun baskilandigini
gormiislerdir (125). Walter ve ark. 2011 yilinda yayinlamis olduklar1 calismada
pamidronatin 5X10°M konsantrasyonda fibroblastlarda hem apopitoz hem de hiicre
canliliginda azalmaya neden oldugunu bulmuslardir (105). Bu c¢aligmalarin sonuglari
bizim ¢alismamizla uyumludur. Bizim calismamizda fibroblastlarda 6zellikle 10* ve
10°M konsantrasyonlarda hem pamidronat hem de alendronatla muamele edildiginde

onemli Ol¢iide apopitoz meydana geldigi goriildi. BRONJ’un klinik tablosunda
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meydana gelen kemik ekspozu, alveol kemigini orten oral yumusak dokunun temel iki
hiicresi olan keratinositlerin ve fibroblastlarin prolifere olamamasi ve fibroblastlarin ek

olarak apopitoza ugramalari ile agiklanabilir.

Bifosfonatlarin patogenezine yonelik kurulan ¢ok sayida teori arasindan kemik
ve yumusak doku yapilan caligmalarla en ¢ok desteklenen ve kabul gorendir (122).
Bizim tez ¢alismasinda elde edilen verilere gore, BRONJ un patogenezinde yumusak
dokunun o6nemli rolii oldugu belirlenmistir. Bifosfonatlar hem c¢ene kemiginin
remodelasyonunu bozarak hem de yumusak dokunun kemigi 6rtme mekanizmasini

inhibe ederek BRONJ’u olustururlar.

BRONIJ vakalarinin %5-15’1lik kismi higbir travma veya invaziv cerrahi girisim
hikayesi olmaksizin spontan olarak olugsmaktadir (106). Bifosfonatlarin oral yumusak
dokuda indiikledigi apopitoz ve baskiladigi proliferasyon sonucu spontan kemik
ekspozlar1 olusabilir. Bu ekspozlar turn-over’s ve angiogenezi bozulmus kemikte
bakteriyel invazyona ortam hazirlayarak takip eden siirecte osteomiyelit ve BRONJ
gelismesi ile sonuglanabilir (60, 126). BRONJ un patogenezindeki infeksiyon paterni,

yumusak doku biitiinliigiiniin bozulmasina sekonder olarak gelisir.

Genel prensibe gore BRONJ vakalarinda kemik tizerindeki asemptomatik, sinirl
acikliklarda konservatif tedavi uygulanmalidir ve cerrahi tedavi sadece semptomatik
hastalarda denenmelidir. Bir¢ok vakada osteokemonekrozun cerrahi tedavisinden sonra
defektin ilk haline gore biiylidiigl bilinmektedir. Katz ve ark. 2005 yilinda yayinladigi 3
vaka raporunda disle iliskili semptomatik osteokemonekrozun, dis c¢ekimi ya da
endodontik-cerrahi tedavi yerine konvansiyonel endodontik tedavi ile basarili sekilde

giderildigini belirtmistir (20).

Prospektif olarak yapilan bir calismada, bifosfonata bagli ¢ene kemiklerinde
ekspoze osteokemonekroz teshis edilen 16 hasta degerlendirilmistir (53). Bu hastalarda
7’sine cerrahi tedavi (sekestretomi ya da siiperfisiyal kiiretaj) uygulanirken, 9’una
sadece antimikrobiyal (gilinliik 2gr amoksisilin/klavulanat-potasyum + 1,5gr
metranidazol) konservatif tedavi uygulanmistir. 5-24 aylik kontroller sonunda iki

gruptaki iyilesme arasinda hi¢bir farklilik belirlenmemistir (53).

94



Oral kavitede ayn1 anda birden fazla kadranda osteokemonekroz teshis edildigi
takdirde dental acidan miimkiinse Once sadece bir bolgenin tedavisi yapilarak 2 ay
stireyle antimikrobiyal dnlemler altinda tedavi edilen bdlgenin tamamen iyilesmesi i¢in

beklendikten sonra sirayla diger bolgeler tedavi edilmelidir (188, 127).

Periapikal patoloji, aktif abse, siniis perforasyonu, ciddi periodontitis ya da
piiriilan cep akintis1 kendi baglarina osteokemonekroz riski tasiyan patolojilerdir. Bu
durumlarda kemik iligi etkilenmistir ve bifosfonat kullanan hastalarda acil tedavi
edilmeleri gerekmektedir. Birden fazla kadran etkilenmis olsa bile en kisa siirede

timiinii tedavi etmek gerekmektedir (101).

Dis hekimleri bifosfonat kullanan hastalarinin tedavisi ve takibi ic¢in diizenli

olarak yenilenen http://www.ada.org/2995.aspx sitesinden faydalanabilirler (18).

Hekimler bifosfonata bagli ¢cene kemiklerinde teshis ettikleri osteokemonekroz
vakalarim1 www.fda.gov/MedWatch/report.htm internet adresi ile FDA’ in olusturdugu

FDA Med Watch programina bildirmelidirler (127).

BRONJ’un patogenezi anlagildikca tedavisine yonelik c¢alismalar giderek
artmaktadir. Ziebart ve ark. bozulan kemik remodelasyonu ve yumusak doku
migrasyonunu tedavi etmek i¢cin BRONJ bolgesine topikal olarak geranil-geraniol
uygulanmasinin etkili oldugunu savunmaktadirlar (128). Bifosfonatlarin mevalonat
yolagi iizerinde baskiladiklar1 geranilasyonu tekrar stimule etmek i¢in ekternal olarak
geranil-geraniol uygulanmasinin  BRONJ’da tedavi edici rolii olabilecegini
diistinmiislerdir. Scheper ve ark. bifosfonat kullanimina bagli oral mukozadaki
fibroblast ve kertinositlerde meydana gelen apopitozun, siRNA ile tedavi edilebilecegini
savunmaktadir zira siRNA, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivasyonunu durdurarak apopitozu
inhibe etmektedir. TUNEL and Annexin-V flow sitometre kitlerini kullanarak
zolendronatin epitel hiicreleri tizerindeki apopitotik etkisinin incelendigi bu ¢alismada,
kaspaz 3 ve kaspaz 9 yolag: ile apopitozun meydana geldigini gosterilmistir (30).
Bifosfonatlarin oral epitelde yaratti§i apopitotik indiiklenmenin Onlenebilmesi igin,
bifosfonata bagli olusan apopitozun intrensek ya da ekstrensek hangi yolakla meydana

geldigini arastiran ileri calismalar gerekmektedir.

95



Bizim ¢alismamizin sonuglarinin destekledigi gibi bifosfonatlarin oral yumusak
dokuda olusturduklar1 apopitozun geri ¢evrilmesine yoOnelik alinacak Onlemler
proliferasyonu indiikleyecek, yara iyilesmesini hizlandiracak ve bu yolla kemikteki
ekspozu ortadan kaldiracaktir. Kemik ekspozunun giderilmesi BRONJ un tedavisindeki
en Onemli basamaktir. Bifosfonat kullanimma bagli oral yumusak dokuda meydana
gelen yikimlart gidermeye yonelik daha ileri bilimsel arastirmalarin yapilmasi

gerekmektedir.

Bifosfonatlarin uzun siire kullanimin1 takiben BRONJ geligsmesi bifosfonatlara
alternatif olabilecek ilaglar1 giindeme getirmistir. Ozellikle kanser tedavisinde
doxorubicin (80), metastas1 onlemede denosumab (129) ve osteoporoz tedavisinde de
protelous (130) denenmistir. Etki mekanizmalar1 bifosfonatlardan farkli olan bu
ilaglarin, klinik basarilarin1  prospektif veya restrospektif olarak bifosfonatlarla
karsgilagtiran caligmalar yapilmistir (131, 132). Genel olarak bu ilaglarin kanser
tedavisinde bifosfonatlar kadar etkili olmadig1 diisiiniiliirken, osteoporoz tedavisinde
etkili bir alternatif olabilecekleri savunulmaktadir. Ancak 2011 yilinda denosumab
kullanimin izleyerek ¢ene kemiginde BRONJ’a benzer osteokemonekroz gelistigi de
rapor edilmistir (133). Kemigin dogal metabolizmasini etkileyen her tiirlii ilacin uzun
donem kullanimindan sonra kemikteki apozisyon ve rezorpsiyon dengesini bozacagi ve

osteokemonekroz agisindan risk olusturacagi unutulmamalidir.

Osteokemonekrozun tedavisinde, kemikteki turn-overt1 artiracak PTH
kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Bifosfonat terapisine ara vererek 6 ay boyunca PTH
kullanilmasimin kemikteki turn-over oranim1 gosteren osteokalsin degerinin %74
artmasin1  sagladigi bildirilmistir. Aynm1 c¢alismada PTH’nin osteoklastik aktivitede
onemli bir degisiklik yaratmasa da osteokemonekrozun iyilesmesine katki sagladigi

savunulmustur (134).

Marx ve ark. serumda 6l¢iilen TLX telopeptit degerinin osteokemonekroz riskini
belirleyen bir deger oldugunu gostermistir. Bu deger 100 pg/ml den az ise
osteokemonekroz riski yiiksek, 100-150 pg/ml arasinda ise orta derecede risk, 150 pg/ml
‘den fazla ise risk diisiik olarak kabul edilmektedir. TLX degeri kemikte turn-over

arttigi zaman yiikselmektedir. Bifosfonat terapisi goren hastalarda terapiye 1 ay ara
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verilmesi sonucu kemikte remodelasyon metabolizmasinin iylestigi ve turn-overin

arttigi TLX degernin 25,9’dan 26,4’e yiikseldigi belirlenmistir (36).

Diizenli bifosfonat kullanan bir hastada BRONJ gelismesini énlemeye yonelik
proflaktik amagli veya BRONIJ gelismis bir hastada yara iyilesmesini hizlandirabilmek
icin hastanin medikal durumu uygunsa 3 ay ya da daha uzun siire ile bifosfonat
terapisine ara verilmesi tavsiye edilse de klinik uygulama da bifosfonat terapisine ara
verilmesinin BRONJ’un tedavisinde ¢ok etkili olmadigi goriilmiistiir (114, 135).
Bifosfonatlar kemikteki remodelasyon alanina bir kez tutundumu on yil hi¢ bozulmadan
kalabilirler. Bu nedenle kisa donem ilact kullanmamak bifosfonatin kemikte
olusturdugu degisiklikleri ortadan kaldirmaz. Onemli olan BRONJ gelismeden once

gerekli 6nlemlerin alinmasidir.

Uzun siiren bifosfonat terapisi, 6zellikle lokal travma ve dental prosediirleri
takiben cene kemiklerinde BRONIJ olusturabilir (53). 2004 yilinda toplam 214
bifosfonata bagli osteokemonekroz vakasi rapor edilirken, bir y1l sonra 2005°de bu say1
561’e yiikselmistir (10). Toplumda osteoporoz probleminin goriilmesi kacinilmazdir.
Buna bagli olarak alendronatin 19. yilizyillda en c¢ok recete edilen ilag oldugu
belirlenmistir (12). Ciddi kemik rahatsizlig1 olan bir hastada 6nlem alinmadig: takdirde
kalca ya da vertebra kirigma bagli 6liim riski bifosfonat kullanimima bagli ¢ene
kemiklerinde BRONJ olusma riskinden c¢ok daha yiiksektir (70). Oral bifosfonat
kullanimi osteoporozu olan hastalarda vertebra kiriklarimi %50, gdgiis ve ekstremite
kiriklarin1 = %35-50 oOnlemektedir. Bu veriler bifosfonat kullaniminin kaginilmaz

oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Diseti bag dokusunda en yogun olarak bulunan fibroblastlar iizerinde, nitrojen
iceren Dbifosfonatlardan alendronat ve pamidronatin olusturdugu apopitotik etkiyi
kaspaz 3 ve proliferatif etkiyi Ki-67 antikor tutulum orami ile inceledigimiz bu

sitotoksisite ¢calismasinda;

Insan diseti dokusundan elde edilen primer fibroblast kiiltiiriinde hem alendronat hem de
pamidronat i¢cin MTT kiti kullanilarak toksik konsantrasyon araligi 0.1-100 uM olarak

0zgln sekilde belirlendi.

En yiiksek doz olan 10*M’da ve en uzun ila¢ muamelesi siiresi olan yetmis iki saatin
sonunda alendronatin %50,167; pamidronatin %61,00 oraninda apopitoz olusturdugu ve
iki ilag grubu arasindaki apopitoz indeksi farkinin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlendi (p: 0.046).

Pamidronat grubunda 10*M’da yetmis ikinci saatte proliferasyon miktar1 %14,167 iken
alendronat grubunda bu oran %21,58 olarak belirlendi ve iki ilag grubu arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p: 0.046).

Higbir ilag muamelesi yapilmamis kontrol grubunda altinci saatte apopitoz orani
%1,667 ve yetmis ikinci saatte %4,167 olarak belirlendi. Kontrol grubu ve calisma
gruplar1 arasindaki apopitoz indeksi farki istatistiksel olarak anlamli bulundu (p:0.000).

Kontrol grubunda altinci saatte %74 olarak belirlenen proliferasyon indeksi yetmis
ikinci saatte %57,3’e diistii. Kontrol grubu ve c¢alisma gruplar1 arasindaki proliferatif

indeks farki istatistiksel olarak anlamli bulundu (p:0.000).

Calisma genelinde ila¢ uygulama siiresi arttik¢a kaspaz 3 tutulum oram artarken, Ki-67
tutulum oraninin her dozda ve siirede azaldigi goriildii. lag uygulama siiresi ile
apopitoz-proliferasyon indeksi degisimi arasindaki iliski degerlendirildiginde, hem
kontrol grubu ile ¢alisma gruplari arasinda (p:0.126); hem de alendronat ve pamidronat
gruplarinin kendi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi belirlendi

(p:0.716).
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BRONIJ olusturma riski ¢ok diisiik oldugu bilinen alendronatin da oral yumusak dokuda

intravendz uygulanan bifosfonat tiirleri gibi sitotoksik oldugu gosterildi.

Osteokemonekroz multifaktoriyel bir olaydir ve tim oral kaviteyi etkileyen bir
patolojidir. Kemik doku kadar yumusak doku da osteokemonekrozun patogenezinde
onemli yer tutmaktadir. Caligmamizin verileri 1s18inda, bifosfonat kullanimina baglh
cene kemiklerinde olusan nekrozlarda yumusak dokuda olusan hasarin tiim g¢abalara
ragmen tedavi edilememesinin nedeninin bifosfonatlarin yumusak dokuda olusturdugu

apopitoz ve proliferasyonun baskilanmasi oldugu diisiiniildii.

BRONJ’un tedavisinde gelismeler saglayabilmek i¢in hem oral yumusak doku
hem sert dokuya yonelik daha c¢ok klinik ve laoratuvar ¢alismasina ihtiya¢ vardir.
BRONJ’un patogenezinde yumusak ve sert dokunun rolii diisiiniilerek, bu patolojinin
olusmasint 6nlemek veya olustugu zaman geri cevirebilmek icin neler yapilabilcegi
konusunda ileri in vitro ¢alismalar planlanmahdir. Ozellikle yaygin kullanimi
kacinilmaz olan ajanlarin yerel dokudaki keratinosit ve fibroblastlar basta olmak iizere
hiicreleri hangi mekanizmalar iizerinden olumsuz olarak etkilediklerine yonelik
arastirmalar, yardimci tedavi yontemlerinin gelistirilmesine ve uygulanmasima 6nemli

katki saglayacaktir.

Bifosfonatlarin farkl: tiirlerinin veya bifosfonatlara alternatif oldugu diisiiniilen
ilaglarin oral yumusak doku iizerindeki etkilerini arastiran karsilastirmali ¢alismalara

ithtiyag vardir.

Bizim ¢alismamiz da dahil olmak {izere bundan 6nce yapilmis tiim bifosfonat-
oral yumusak doku iligkisini inceleyen calismalar saglikli hiicreler iizerinde yapilmstir.
Klinikte BRONJ’un uzun siire bifosfonat terapisi goérmiis bireylerde olustugu goz
Oniinde bulundurularak, bifosfonata belli siire maruz kalmis diseti dokusunda

bifosfonatlarin etkisi ¢alisilmalidir.

Bifosfonat kullanimina bagli ¢ene kemiklerinde osteokemonekroz olusmasini

Onleyebilmek icin, bifosfonat terapisine baslamadan 6nce hastalar mutlaka dishekimine
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konsiilte edilmeli, dental kontroller yapilmali, gerekli dnlemler alinmalidir. Diizenli
dental kontroller tiim terapi boyunca devam etmelidir. Hastalar agiz hijyenine dikkat
etmeli ve olasi travmadan dental dokular1 korumalidir. BRONJ un ciddiyeti, tedavisinin
zorlugu ve hayati1 ne kadar olumsuz etkileyebilecegi hastaya vurgulanmalidir. Gerekli

tiim 6nlemler BRONIJ olusmadan 6nce alinmalidir.
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