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Ink-ZA: Inkorpore ZA
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J: Joule

KMY: Kemik Mineral Yogunlugu
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LASER: Laser Amplification by Stimulated Emission of Radiation

A: Dalga Boyu
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pm: mikrometre
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pM: mikromolar

MASER: Microwave Amplification by Stimulated Emission of Radiation

MgCl;,: Magnezyum Klortir
MEM: Minimum Eagle’s Medium
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mW/cm?: miliwatt/santimetre kare

NaCl: Sodyum Kloriir
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OZET

Sofuoglu N. Diisiik Diizey Lazer Tedavisinin Bifosfonata Bagli Cene Osteonekrozlarinda Cevre
Yumusak Dokudaki Biyostimiile Edici Etkisinin In Vitro Degerlendirmesi, Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agiz Dis Cene Cerrahisi Anabilim Dali, Doktora Tezi. Istanbul,
2014.

Amac: ZA kullanimima bagli meydana gelen hiicresel bozukluklarin 6nlenmesinde DDLT nin
etkinliginin aragtirilmasi

Gereg ve Yontem: Taban1 20-50 pm kalinliginda biyomimetik oktakalsiyum fosfat tabakasi ile
kapl kiiltiir kuyucugu olusturuldu. Kiiltiir kuyucuklar literatiirde bildirildigi tizere 30 uM ZA
iceren veya icermeyen fosfat tamponlu salin ile 2 saat inkiibe edilerek absorbe ZA grubu
olusturuldu. Saglikli bireylerden yirmiyas disi operasyonu sirasinda eksize edilmesi ve atik
madde olarak kabul edilecek diseti 6rnekleri toplandi, kiiltiire edildi. 810 nm dalga boyunda,
600 um capli fiber ug igeren 0.4 W’a kadar ayarlanabilir gii¢ ¢ikisi olan, 2. giin 75 sn, 3. giin
150 sn, 4. giin 300 sn Ga-As diyot lazer kiiltiir kuyucuklarina uygulandi. Kiiltiiriin 48 ve 96 ‘nct
saatlerinde RNA, kiiltiir kuyucuklarindan Ambion PureLink® RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) standard protokollerine gore ¢ikarildi. ZA ve DDLT nin Kollajen Tip I, MMP 3,
MMP 9 ekspresyonu, hiicre apoptozisi ve hiicre morfolojisine etkisi degerlendirildi.

Bulgular: Grup 1’de elde edilen WST-1 degerlerinin 2., 3. ve 4. giin degerleri arasinda azalma
yoniinde saptanan fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Grup 2’de 2., 3. ve 4.
giinlerde gingival fibroblast hiicre sayilarinda saptanan ciddi azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Grup 3’de 2., 3. ve 4. giinlerde gingival fibroblast hiicre sayilarinda saptanan
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Grup 4’de 2., 3. ve 4. gilinlerde gingival
fibroblast hiicre sayilarinda ciddi azalma goriilmiistiir. Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Grup 1’de 48 ve 96 saat diliminde kollajen Tip 1 sentezi incelendiginde, ilerleyen
saatte hafif azalma yoniinde degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Grup 2’de 48 ve
96 saat dilimi incelendiginde kollajen Tip 1 sayisinda azalma oldugu goriildii. Bu sonug
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Grup 3’de 48 ve 96 saat dilimi incelendiginde kollajen
Tip 1 sayisinda azalma goriilmiis fakat sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamistur. Grup
4’de 48 ve 96 saat dilimi incelendiginde kollajen Tip 1 sayisinda ciddi azalma goriildi. Bu
sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Sonug¢: ZA’nin fibroblast hiicre proliferasyonu ve canliligi {izerine ileri donemde olumsuz
etkisinin ortaya ¢iktigini, ZA’ nin kollajen Tip 1 iiretimi iizerine erken dénemde uyarici etkisinin
oldugu, bu etkinin ilerleyen zamanda azaldigi, ZA’nin MMP?3 f{iretimine toksik etkisi oldugu
goriildii. ZA uygulamasinin yiizeyde fibroblast yapismasini ve yayilmasii engelleyecek bir
yiizey kimyas1 olusturmadigi, DDLT uygulamasinin yiizeyde yayilan hiicre miktar1 ve
morfolojisine olumlu/olumsuz katki saglamadig: goriildii.

Anahtar Kelimeler: Bifosfonat, Diisik Doz Lazer Tedavisi, Osteonekroz, Fibroblast,
Biostimiilasyon
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ABSTRACT

Sofuoglu, N. In vitro evaluation of the effects of low level laser therapy on the
biostimulation of surrounding soft tissues in bisphosphonate related osteonecrosis of the
jaw. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Oral Surgery.
Doctoral thesis. Istanbul. 2006.

Purpose: To investigate the effects of low level laser therapy on the prevention of
cellular dysfunctions induced by employment of zometa.

Material and method: Culture wells, coated basally with biomimetic octacalcium
phosphate 20-50 um in thickness, were prepared. Absorbed ZA group was formed by
incubating the culture wells for 2 hours using phosphate buffered saline with and
without 30 uM ZA, as reported in the literature. Gingival tissue samples, which were
excised during third molar removal surgery and were otherwise considered as waste
materials, were collected and cultured. Ga-As diode laser, containing fiber ends 600 pm
in diameter and an adjustable power output up to 0.4 W, was applied to the culture wells
for 75 sec on day 2, 150 sec on day 3 and 300 sec on day 4. RNA was extracted from
the culture wells in the 48th and 96th hours using Ambion PureLink® RNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) according to the standard protocol. ZA and LLLTcollagen
type I, MMP 3, MMP 9 expression, cell morphology and cell apoptosis has been
evaluated.

Results: When fibroblast proliferation and viability were investigated with WST-1
method, the amount of decrease detected between the measurements on days 1, 2, 3 and
4 in group 1 was statistically insignificant. Only in the 2nd group containing 30 uM ZA,
severe decrease detected in the number of gingival fibroblast cells on days 2, 3 and 4 is
found statistically significant. Only in the 3rd group, which underwent LLLT
application of 0.4 Watt, the decrease detected in the number of gingival fibroblasts on
days 2, 3 and 4 was found insignificant statistically. In the 4th group, containing 30 uM
ZA and having 0.4 Watt LLLT application, the decrease in the number of gingival
fibroblasts on days 2, 3 and 4 was found statistically significant.

Conclusion: It is found that ZA has negative effects on fibroblast proliferation and
viability in the long term, yet its toxic effects could not be prevented with the
application of LLLT. It is found that ZA represses the production of Type I Collagen in
the early period and this effect lessens in later stages, but the expected biostimulation
effect of LLLT is low. It is found that ZA has a toxic effect on MMP3 production and
this effect could not be overcome with the application of LLLT.

Key Words: Bisphosphonate, low level laser therapy, osteonecrosis, fibroblast,
biostimulation.
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1. GIRIS VE AMAC

GIRIS

Bifosfonatlar (BP), kalsiyum iyonlarinin  selasyonunu  kolaylastiran
pirofosfatlarin sentetik analoglaridir (67,192). Kalsiyum kristallerine afinitelerinden
dolay1 kemige baglanma potansiyelleri ¢ok yiiksek olan bifosfonatlar, osteoklastlarin
mevalonat donglisiinii inhibe ederek osteoklast kaynakli kemik rezorpsiyonlarini
azaltirlar (190,199). Ugiincii jenerasyon olan ve nitrojen igeren Zoledronik Asit (ZA)
bifosfonatlar arasinda en etkili preparattir (102). ZA, kemik dongisii ve
remodelasyonun azaltilmasi istenen tiimor metastazlar, yiiksek hiperkalsemi ve
metabolik kemik hastaliklar1 gibi saglik sorunlarinin tedavisinde etkinliginin ¢ok yiiksek

olmasi nedeniyle tercih edilmektedir (117,174).

Son yillarda yapilan calismalar, 6zellikle ZA tedavisinin hastalarin ¢enelerinde
osteonekroz meydana getirebilecegini ortaya koymustur (79). Cenelerin bifosfonat
kullanimina bagli gelisen osteonekrozu (CBBON), bas-boyun bélgesinden kesinlikle
radyasyona maruz kalmamis maksiller veya mandibuler kemigin en az sekiz hafta agiz
icine ekspoze olmasi ile klinikte gozlemlenen iyilesmeyen yaralar seklinde tanimlanir.
Intravendz (I.V) bifosfonat tedavisi gdren hastalarin  %0.8-%12’lik bdliimiiniin
CBBON’dan etkilendigi bildirilmistir (212). Uzun siire (10-59 ay) L.V bifosfonat
kullanan hastalarda dis ¢ekimi ve subgingival kiiretaj gibi invaziv dental tedavilerin ve
protez vuruklar1 gibi mukoza biitiinliigliniin bozuldugu durumlarin CBBON olusumunu

tetikleyebildigi gosterilmistir (203).

[liyak kemikle karsilastirildiginda ¢ene kemiklerinde bulunan stromal hiicrelerin
proliferasyon yeteneklerinin fazla olmasi, maksilla ve mandibulanin yiiksek doz
bifosfonata duyarli hale gelmesiyle sonuglanmaktadir (9,42,217). Alveolar kretler
tibiadan on kat, mandibular kanal seviyesinin lizerindeki bdlgeden bes kat ve
mandibular kanal altindaki inferior kismindan 3.5 kat daha fazla kemik yapim yikim

hizina sahiptir. Bu nedenle alveolar kemikte BP birikimi ve yogunlugu diger alanlara



gore daha fazladir (169). ZA’nin kemik yapim yikimi yiiksek olan ¢enelerde diger
kemiklere oranla daha fazla biriktiginin bilinmesine ragmen CBBON’nin patofizyolojik
mekanizmasi halen aydinlatilamamistir. Bifosfonatlar osteoklast aktivitesine etki
etmenin yanisira timor hiicrelerinin adezyon, proliferasyon, migrasyon ve invazyon gibi

aksiyonlarini azaltarak sitotoksik etki gosterirler (94,190).

Bifosfonatlarin, diger hiicreler iizerinde sitotoksik etkisinin oldugunu ve
hiicrelerin gen ekspresyonlarinda degisimler meydana getirdiklerini gosteren ¢aligsmalar
mevcuttur (187,203). Bu sonuglara dayanarak CBBON’nin olusum mekanizmasinda
bifosfonatlarin osteoblast ve oral fibroblast gibi diger hiicreler iizerindeki etkisinin
degerlendirildigi calismalar planlanmaya baglanmistir (99,187,203,205). Elde edilen
veriler dogrultusunda en ¢ok kabul goren hipotez, aktif osteoklastlarin ¢evresinde kemik
yikimina bagli lokal bifosfonat saliniminin arttig1 ve bunun asidik bir ortam meydana
getirdigidir. Bu asidik ortam ve yiiksek bifosfonat miktari ¢evredeki diger hiicrelere

sitotoksik etki yapmaktadir (192).

Reid ve ark. (188) vyaptiklar1 c¢alismada bifosfonatlarin kemigin bazi
bolimlerinde oral epitele sitotoksik etki gosterecek kadar biriktigini, boylece oral
mukozada meydana gelebilecek kiigiik bir yikim ve iilserasyon gelisiminin ardindan

uzun donemde kemigin agiga ¢ikarak nekrozuna sebep oldugunu bildirmislerdir.

Bu bilgiler 1s18inda, oral mukoza hiicrelerinin bifosfonat toleransinin
arttirilmasinin ve stimiile edilmesinin CBBON olusumunun 6nlenmesi ve tedavisi igin
bir alternatif olabilecegini diisiinmekteyiz. Diisiik doz lazer tedavisinin (DDLT) etki
mekanizmasinin ¢ok iyi bilinmemesine ragmen, bazi biyokimyasal mekanizmalar
tetikleyerek yara iyilesmesini arttirdig1 ve inflamatuar mekanizmalarda pozitif bir etkisi
oldugu oOne siiriilmektedir (61). Fibroblast kiiltiirlerinde gergeklestirilen bazi
caligmalarda, farkli dalga boylarina sahip lazer 1s1gmin hiicre proliferasyonunu (44),
deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezini (135), fibroblast biiylime faktorii iiretimini
(250) ve miyoblastik 6zellesmeyi artirdigi bildirilmistir (182). Wong ve Wilder-Smith

(244) kemoterapi 6ncesi profilaksi amactyla uygulanan lazerin oral mukozit gelisiminin



sikligimi ve ciddiyetini azalttigini bildirmislerdir. Yiiksek mitotik aktiviteye sahip
hiicreler diisiik aktiviteli hiicrelere gore sitotoksik ajanlara daha duyarlidir. Bu sebeple,
DDLT wuygulamasiyla gingival fibroblastlarin erken hiicre dongiisiine girmesi
saglanarak bifosfonatin sitotoksik etkisinin azaltilabilecegi ve CBBON tedavisine katki

saglayabilecegi fikrini savunmaktay1z.

AMAC

Bu c¢alismanin  amaci, ¢ene  kemiklerindeki  bolgesel  bifosfonat
konsantrasyonunun yumusak doku iizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla, in
vitro kosullar altinda deneysel bir modelin olusturulmasidir. Bu amagla, kiiltiir
kuyucuklarmin taban1 kemige benzer bir apatit tabakasiyla kaplanacaktir. Bifosfonatl
kemigi taklit etmek amaciyla ZA bu apatit tabakasina absorbe edilecektir. Saglikl
bireylerden elde edilen gingival fibroblastlar ZA iceren kalsiyum fosfat tabakasi
tizerinde kiiltiire edilecek ve ilk 6nce ZA’in yumusak doku hiicreleri iizerinde sitotoksik
ve genetik etkileri degerlendirilecektir. ZA kullanimina bagli meydana gelen hiicresel

bozukluklarin 6nlenmesinde ise DDLT nin etkinligi 6l¢iilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. DISETI
Disgeti kendini siirekli yenileyen aktif bir dokudur. Diseti kalinlig1 bireysel ve

fenotipe bagl farklilik gosterse de devamli yeni hiicrelerin yapilmasi ve 6lii hiicrelerin

doku yiizeyinden atilmasi ile kurulan denge halinde kalinligin1 korumaktadir (100,165).

2.1.1. Diseti morfolojisi ve histolojisi
Diseti, ¢enelerin alveoler progeslerini orten ve disleri kolelerinden saran oral

mukoza pargasidir. Diseti epiteli oral epitel, sulkuler epitel ve birlesim epitelinden

olusur (Sekil 2.1-1) (133).
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Sekil 2.1-1: Diseti dokusunun morfolojisi (133)



1. Oral Epitel:
Yapisik diseti ve serbest disetinin afiz bosluguna bakan yiizeyini Orter.
Keratinize veya parakeratinize yapidadir. Oral epitel histolojik olarak, stratum basale,

stratum spinosum, stratum granulosum ve stratum korneum tabakalarindan olusur (Sekil

2.1-2) (100,165,177).

Stratum corneum Lipid damlacigs
Keratohiyalin

Stratum granulosum {
Lamel ile ilgili graniiller

—

Tonofibriller
Stratum spinosum { Golgi kompleksi
Hiuicreigi bosluk

Dezmozom

Mitokondri
Graniilli endoplazmik
retikulum

Bazal membran

Stratum basale {

Sekil 2.1-2: Oral epitelin elektron mikroskobu altindaki goriintiisii (165)

a. Stratum Basale:

Bag dokusuna komsu tabakadir. Genellikle kuboidal hiicrelerden olusur ve bazal
lamina ile bag dokusuna tutunur. Bazal hiicrelerin stoplazmalarinda yaygin sekilde
dagilmig sitokeratin de denilen tonofilamentler bulunur. Bunlar keratin onciileridir.
Bazal tabaka, mitozun sik goriildiigli, ¢cekirdekleri belirgin, DNA sentezi yapilan son

derece aktif hiicreler igerir (100,165,177).



b. Stratum Spinosum:
Epitelin ara tabakasidir, genis, yildizs1 hiicrelerden olusur. Bu tabakadaki

hiicreler mitoz kabiliyetlerini koruyabilseler de bazal tabakadaki hiicrelere gére daha az

aktiftirler (100,165,177).

c. Stratum Granulosum:

Bu tabakada, karakteristik olarak, hiicrelerin stoplazmalarinda keratohyalin
graniilleri gozlenir. Hiicre c¢ekirdekleri yassilasmis ve organellerinde dejenerasyon
baslamistir. Keratohyalin tonofilamentlerin {izerine ¢okelmis, hiicre aktivitesi oldukca

azalmistir (100,165,177).

d. Stratum Korneum:

Bu tabaka yassilasmis, ¢ekirdek ve organellerini kaybetmis hiicrelerden olusur.
Hiicre membrani kalinlagsmis, hiicre ici, tonofilamentler ve izole lipid damlaciklariyla
dolmustur. Hiicre tamamen keratinize olmus, hiicreler arasi1 baglantilar bozulmus ve
hiicre canliligin1 yitirmistir. Bu durum ortokeratinizasyon olarak tanimlanir.
Keratinizasyonun tam olmadig: hiicre ¢ekirdegi ve izole organellerin izlendigi duruma
parakeratinizasyon denir. Stratum korneumda bulunan hiicreler sonugta agiz bosluguna

atilirlar (100,165,177).

2. Sulkuler Epitel:

Genelde keratinize olmayan fakat parsiyel keratinizasyon gosterebilen ¢ok katli
yassi epiteldir. Diseti kenarinda oral epitel ile devam eder ve sulkusun yan duvarini
olusturur. Sulkusun tabaninda ise birlesim epiteli bulunur. Insanda sulkuler epitel
stirekli bakteriler ile karsi karsiya oldugundan en saglikli disetinde dahi bir miktar
enflamatuar reaksiyon gozlenir. Enflamasyon epitelyal dongiliyli hizlandirir ve epitel
hiicreleri keratinize olmaya firsat bulamaz. Bu nedenle sulkuler epitelde stratum

korneum yoktur (100,165,177).



3. Birlesim Epiteli:

Keratinize olmayan ¢ok katli yassi epiteldir. Oral ve sulkuler epitelden farkli
olarak eksternal ve internal bazal lamina olmak {izere iki farkli bazal lamina mevcuttur.
Birlesim epiteli eksternal bazal lamina ile bir tarafta bag dokusuna, internal bazal
lamina ile diger tarafta dise tutunur. Sulkus tabanina yakin bolge, en kalin oldugu yer
olup yaklagik 10-30 hiicre kalinligindadir. Diseti epitelinin dongii hiz1 1-2 hafta,
birlesim epitelinin bir haftadan az, oral epitelin ise daha yavastir. Yeni hiicreler bazal

hiicrelerin boliinmesi ile olusurken, yiizeydeki eski hiicreler deskuamasyon ile agiz

bosluguna dokiiliirler (100,165,177).

4. Diseti Bag Dokusu:

Digeti bag dokusu temelde kollajen ve retikiiler fibrillerden olugmaktadir. Az
miktarda elastik ve oksitalan fibriller icerir. Fibriller, proteoglikan ve glikoproteinlerden
olugsmus ara madde i¢inde yer alirlar. Diseti bag dokusunda birkag tip hiicre bulunur.
Fibroblastlar saglikli diseti bag dokusunun temel hiicreleri olup proteoglikan ve
glikoproteinlerin sentezinde rol oynarlar (100,165,177).

Fibroblastlar bag dokusunun esas maddesi ve fibr6z komponentinin

olusumundan, korunmasindan sorumludurlar (178,163).

2.1.2. Hiicresel organizasyon

Fibroblastlar genelde kollajen 1if demetleri ile baglantt halindedir.
Fibroblastlarin sentez ve sekresyon giicii sitoplazmada bulunan endoplazmatik
retikulumun miktarma, sekresyon graniilleri, mitokondri ve Golgi kompleksinin

biytikligiine baglidir (163).

2.1.3. Fibroblast histolojisi

Fibroblastlar bag dokusunun yapisal biitiinligiiniin korunmasinda en 6nemli
gorevi Ustlenen hiicresel bilesenlerdir. Cesitli ekstraselliiler proteinleri ve proteinazlari
sentezler. Fibroblastlar aktif ve durgun olmak iizere iki safhada yasarlar. Aktif

fibroblastlar matriks i¢inde dagilmis olarak bulunur (116).



Fibroblastlarin sitoplazmalarinda hiicrelerarast madde yapimi durgunlagmis
olanlarmna fibrosit denir. Bu tanim farkli bir hiicre olmay1p fibroblastin durgun evresini
simgeler. Fibroblastlar diizensiz hiicrelerdir. Uzantilar1 diizensiz dallanmalar yapar.
Cekirdekleri oval yapida ve merkezi yerlesimli olup bir veya iki niikleolus, az miktarda
graniiler kromatin igerir. Okromatik olarak boyanirlar. Sitoplazma iginde iyi gelismis
graniillii endoplazmik retikulum ve Golgi kompleksi gozlenir. Fibrositlerin sitoplazmik
uzantilar1 daha azdir (222).

Fibrositler uyar1 aldiginda fibroblast durumuna gegerek sentez aktivitelerini
yeniden baslatabilir. Fibroblastlar kollajen, retikiiler ve elastik lifler ile amorf
hiicreleraras1 maddenin glikozaminoglikanlarint ve glikoproteinlerini  sentezler.
Eriskinlerde bag dokusunun hasara ugramasi halinde fibroblastlar bdliinerek

cogalabilirler (116).

2.1.4. Fibroblastlarin sekresyon iiriinleri

Fibroblastlar, proteinazlar, sitokinler ve biiytime faktorleri gibi pek ¢ok biyolojik
aktif molekiil sentezleyip salgilayabilirler. Ana metabolik fonksiyonlar1 kollajen,
proteoglikan ve elastin sentezidir. Fibroblastlar, yarada enflamatuar fazin sonuna dogru
goriilmeye baglar. Dokularda diigiik oksijen miktar1 fibroblast yapimini uyarir

(178,163).

2.1.5. Kollagenler

Bag dokusunun ana makro molekiilii kollajendir. Diger tiim proteinlerde oldugu
gibi kollajenin 6n maddeleri, ribozomlarda yapilir. Yeni olusan prokollajen, dis ¢evreye
salinir ve proteazlar her iki ucta bulunan propeptid kisimlarini kopararak kollajen
molekiiliinii olusturur. Kollajen fibrilleri, kovalent baglar ile birbirlerine baglanarak

kollajen liflerini olusturur (100,163).

Kollajen iiretim hizi, bir¢ok faktére baghdir. Bunlardan en 6nemlileri, dolagim
yeterliligi ve doku oksijen basincidir. Kollajen sentezi i¢in ayrica demir, askorbik asit,
piridoksin ve bakir gibi elementlere ihtiya¢ vardir. Fibroblastlar ve diger mezenkimal
hiicrelerce yapilan ve kollajen liflere sahip olan interstisyel matriksin ana elemani
proteoglikanlar olup, yeni olusan skar dokusunun %350’sini olusturur. Diger %50

miktari kollajen olusturur (177,178).



Kollajenler supramolekiiler yapilarina gore dokuz alt gruba ayrilmaktadir:

1. Fibrilyer kollajenler (Tip I, 11, 1, V, XI, XXIV, XXVII): Bu kollajenler 64
nm’lik baglayic1 yapilariyla ekstraselliler kompartmanda iyice organize olarak
fibriller olustururlar.

2. Bazal lamina kollajeni (Tip 1V): Kollajen Tip IV o6lgiilerinde kollajen Tip I’e
benzemektedir ancak fibril olusturmamaktadir.

3. Kesintili tiglii sarmallari olan fibril baglantili kollajenler: Tip 1X, XII, X1V, XVI,
XIX, XX, XXI, XXIl, XXVI kollajenler farkli boyutlarda zincirlerden olusmaktadir
ve ¢ok sayida nonkollajen yapi1 icermektedir.

4. Ag olusturan Kollajenler: Tip VIII kollajen heksagonal kafes yapida olup, agik
pordz ag olusumunda baski gerilimi olusturduguna inanilmaktadir.

5. Ankraj fibril kollajenler: Genellikle Tip VII kollajenin biiyiik nonhelezonik
sonlugu molekiill boyutunun 2/3’tinii olusturur. C terminal sonluklari dimer
olusturarak destek fibrillerle baglanip bazal laminadan altindaki bag dokusuna kadar
uzanirlar.

6. Mikrofibril olusturan kollajenler: Tip VI kollajenin biiyilk N- ve C terminal
globular zincirleri olup bu zincirler arka arkaya birleserek boncuk seklinde
filamentler olusturmaktadirlar.

7. Transmembran tip X1, XVII, XXIIl ve XXV kollajenleri: Bunlar C terminal
nonkollajen zincirlerle ekstraselliiler kollajenler arasinda transmembran kollajenleri
olup hiicre adezyonunda goérev yapmaktadirlar.

8. Multipleksin kollajenler: Tip XVIII kollajen epiteliyal ve endotelyal hiicrelerin
bazal laminasinin komponenti olup bazal lamina yapisini stabilize etmektedir.

9. Protein iceren helezonik kollajen zincirler: Biiyiik heterojen kollajen protein grubu

kollajen zincirlerden olusur fakat kollajen olarak tanimlanmamstir (163,177).

2.2. YARA IYILESMESI

Yara iyilesmesinde fibroblastlarin esas gorevi sekresyondur. Yaralanmanin 4.-5.
giinlinde graniiler endoplazmik retikulum ve golgi kompleksindeki artis ile hiicreler

hipertrofiye olurlar. Fibroblastlar, daha sonra protein ile birleserek proteoglikanlari
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olusturacak glikozaminoglikan, fibronektin, kollajen Tip 1 ve Tip 3 gibi ekstraselliiler
matriks komponentlerinin sentezine ve sekresyonuna baslar. Glikozaminoglikan ve
proteoglikanlar yara bolgesindeki maksimum konsantrasyonlara 1. haftanin sonlarina
dogru ulasir ve bunlar yiiksek derecede hidrate olarak daha sonra kollajen fibrillerinin
icine goOmiilebilecegi jel benzeri esas maddeyi olustururlar. Fibronektin ise yara
bolgesinde proteoglikanlara benzer bicimde toplanarak normal seviyelerine 2. haftanin

sonlarina dogru ulasirlar (55,104,205).

Fibroblastlar tarafindan kollajen sentezi, yaralanmanin ilk 24 saati i¢cinde baslarken,
anlaml1 bir kollajen birikimi ancak 3.-4. giinde ortaya ¢ikar. Bu giinler yaranin gerilim
kuvvetinde gozlenen ilk gercek artislara denk gelmektedir. Tip 1 ve Tip 3 kollajen ayni
anda sentezlenirken yara iyilesmesindeki esas kollajen Tip 3’tiir. Kollajen lifleri
insizyon hatti boyunca yerlesim gosterirken 1. haftanin sonlarmma dogru yaranin
kenarlarinin bir arada tutunmasina yardimci olur. Bu devrede iyilesme bolgesindeki
kollajenin ekstraselliiler yikim hiz1 artar ve birkag ay devam eder. Bu yiiksek yikim hizi

stiresince remodeling olay1 gergeklesir ve Tip 3 kollajen, Tip 1 ile yer degistirir (104).

Kollajen molekiilii muntazam bir sira iginde yikilir. Kollajenaz enzimi polipeptid
zincirin 6zel bir yerinde proteolitik bir kirilma yapar ve ortaya ¢ikan pargalar proteazlar
tarafindan peptidlere pargalanir. Bu peptidler de fagosite edilirler. Makrofajlar ve
fibroblastlar yara iyilesmesindeki histamin kollajenaz {ireticileri olmakla beraber

notrofil ve epitelyal hiicreler de bu enzimi liretme kapasitesine sahiptir (122,205).

Enflamasyon asamasinda histamin diizeyinin normalin iizerine ¢ikmasi, doku

kan akimini, anjiogenezi ve fibroplaziyi artirarak iyilesmeyi hizlandirir (104,205).

Polipeptid yapisinda olup hedef hiicredeki reseptorlerle birleserek mitojen,

kemotaktik uyarici etki gdsteren on ayri biiyiime faktorii izole edilmistir. Bunlar:

Déniistiiriicii biiyiime faktorii beta: Cok fonksiyonlu olan bu molekiil trombosit,
makrofaj ve lenfositler ile kemik, bobrek, plasenta hiicrelerinden ve diger
hiicrelerden sentezlenir. Kuvvetli anabolik olarak fibrozis ve anjiogeneze yol agar.

Trombosit kaynakh biiyiime faktorii: Trombositler, makrofajlar, damarsal

endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve bazi diiz kas hiicrelerinden kaynaklanir. Kan
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damarlarinin devamliligt bozuldugunda trombosit kaynakli biiylime faktorii yara
iyilesmesinde bir kemotaktik ve mitojen olarak goérev yapar. Ayrica kollajen
sentezini stimiile eder.

Fibroblast biiyiime faktorii: Fibroblastlarin, kondrositlerin ve endotel hiicrelerinin
cogalmasimni hizlandirarak yara iyilesmesine katki saglar. Ayrica anjiogenezisi
stimiile eder.

Epidermal biiyiime faktorii: Epidermal hiicreler i¢cin kuvvetli mitojen olup
rejenerasyonu hizlandirir. Graniilasyon dokusunun miktarini artirarak, hiicrelerden
DNA miktarmi iki katina ¢ikarir. Kollajen miktarini artirir.

Déoniistiiriicii bityiime faktorii alfa: Makrofajlardan ve trombositlerden sentezlenir.
Epitel hiicrelerinin, fibroblastlarin ve endotelial hiicrelerin tiremesini stimiile eder.
Epidermal hiicre kaynakh faktor: Epidermal hiicrelerden iiretilir. Epidermal kok
hiicreler i¢in primer uyarandir ve fibroblastlarin tiremesiniinhibe eder.

Monosit kaynakh biiyiime faktorii: Makrofajlar, yara onariminda temizleyici
olarak ve fibroplazi ile anjiogenezekatki saglayan biiylime faktorlerinin kaynagi
olarak ¢cok dnemli rol oynarlar.

insulin benzeri biiyiime faktérii: Otokrin diizenleyici olarak fibroblastlardan
sentezlenen somatomedinler anabolik hormonlardir. Yara sivisinda onemli 6l¢iide
somatomedin C bulunur. Bu madde DNA, riboniikleik asit (RNA) ve protein
sentezini, protein yikimi ve ¢ogalmasini stimiile eder.

Interlokin 1(IL 1) ve Interlokin 2(1L2):IL 1: Fibroblast stimiile edici etkisi olup
makrofaj iirlinii bir monokindir. Kronik enfeksiyonlarda, fibroblast proliferasyonunu
ve fibrozisi diizenler. Kollajen sentezini, kollajenaz ve hyaliironidaz aktivitesini
stimiile eder. IL 2: Yardimec1 T lenfositlerden sentezlenir. Dolayl olarak fibroplaziyi
etkiler. IL 1 salgilanmasini uyararak fibrogenezise katki saglar.

Fibroblast aktive edici faktor: T lenfositlerden iiretilir. Fibroblast ¢ogalmasini,

goclinii ve kollajen sentezini artirirlar (55,104,205).

2.3. HUCRE KULTURU

Enzimatik parcalanma ile dokudan ayrilan hiicrenin bir besi yeri icerisinde doku

baglantis1 olmadan in vitro olarak iiretilmesine hiicre kiiltiirii denir. Hiicre kiiltiirii ile

ilgili ilk deneysel ¢alismalar 20. yiizyil baslarinda yapilmistir. Harrison 1907’ de model
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hayvan olarak kurbagayr secerek hiicre kiiltiirii yapmaya baslamigtir. Earle ve
arkadaslar1 1943°de fare tiimdr hiicrelerini izole etmeyi basarmustir. Insan timér
hiicrelerinin devamli hiicre hatlar1 verebildiginin bulunmasi hiicre kiiltiiriine olan ilgiyi

artirmistir (248).

Canli yapilardan elde edilen dokular, viicut 1sisinda kiiltiire edilmekte ve
viicudun 0zgiin fizyolojik durumunu taklit eden besleyici sivilarda beslenerek
cogaltilmaktadir. Besleyici sivilar, hayvan embriyo ekstratlarini, plazma ve serum
amino grup asit minerallerini, seker ve tuzlari, vitamin ve antibiyotikleri icermektedir.
Bu hiicre siispansiyonu 37° C’de bekletildiginde hiicreler kabin ceperine yapisarak
iirerler. Ureme sonucunda olusan yapiya hiicre kiiltiirii denir. Cok ¢esitli kaynaklardan

saglanan ve dokulardan elde edilen hiicre kiiltiirleri ii¢ béliimde incelenir:

a. Primer (birincil) hiicre kiiltiirti
b. Sekonder veya diploid hiicre kiiltiirii
c. Sirekli veya heteroploid hiicre kiiltiirti (71).

Primer hiicre Kiiltiirii: Dogrudan dokudan tripsin ile ayrigtirilarak elde edilen
hiicrelerin invitro iretilmeleri ile elde edilen kiiltiirlere primer hiicre kiiltiirleri denir.
Primer kiiltiirler elde edildikleri dokunun 6zelliklerini tasirlar. Genellikle heterojen bir

yap1 gosterirler, hiicre hatlar1 gibi tek tip hiicreler degillerdir (142).

Primer hiicre kiiltiirleri kiigiik doku pargalarinin petri yilizeylerine ekilmesiyle
eksplant kiiltiirler halinde ya da enzimatik uygulanmasiyla tek hiicre siispansiyonu
halinde yapilabilir. Primer kiiltiirler kontaminasyon riski olan kiiltiirlerdir. Bu yiizden
calismalarda sterilizasyona Ozen gosterilmeli, tiim islemler laminar kabin iginde

yapilmalidir (71,142).

Sekonder hiicre kiiltiirii: Normal kromozom sayisina sahip diploid hiicrelerden
primer kiiltliriin pasajlanmasi ile elde edilirler. En fazla 50 kez pasajlar1 yapilabilir
(142).
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Siirekli hiicre Kiiltiirii: Teorik olarak sonsuz pasajlar1 yapilabilir. Genellikle
habis tiimorlerden elde edilirler. Laboratuar kosullarinda degisime ugrarlar ve
kromozom sayilari sabit degildir (142).

Pasajlama: Subkiiltiir veya hiicrelerin ayrilmasi olarak da bilinen bu terimle az
sayidaki hiicrelerin yeni bir kap igine aktarilmasi ifade edilir. Hiicreler diizenli olarak
ayrildiklarinda uzun siire kiiltiire edilebilirler. Boylece artmig hiicre yogunlugu

nedeniyle gergeklesen yaslanma engellenmis olur (71).

Hiicre kiiltiirleri, bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, tekrarlanabilme
ozellikleri, ara asamada kontrollerin kolay olmasi, materyaller arasinda parametrik
karsilastirmalara olanak tanimalar1 ve hayvan deneylerinde oldugu gibi canli varliklarin

oldiirilmemesi gibi insancil yaklagimlarin tercih nedeni olmaktadir (71,142).

Primer hiicre kiiltiirleri, iiretim asamasindaki zorluklara, hassas hiicreler olmasi
nedeniyle ¢alisma esnasinda ortaya ¢ikabilecek sorunlara ve bunlarin kontroliiniin son
derece gili¢ olmasina karsin, orijinal fizyolojik durumun ifadesi olmasi nedeniyle pek

¢ok ¢alismada 6rnek sistem olarak kullanilmaktadir (71).

Hiicre kiiltiiri icin gerekli ekipmanlar:
e Hiicreler

e Laminar hava akimli steril kabin

e Sterilizasyon filtreleri

e Kiiltiir ortam1 (medium)

o Kiiltiir kaplart

e Mikroskop

e Hiicre sayici cihazlar

e Destekleyici ortam bilesikleri

e Diger: steril pipetler, santrifiij, aspirasyon pompalari vb (71,142).

Laminar Hava Akimh Steril Kabin:
e Steril ¢alismaya olanak tanir.

e Horizontal ve vertikal tipleri vardir (142).
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Inkiibator:

e Tiim memeli hiicreleri i¢in CO; i¢eren inkiibator kullanilir.

e Bir¢cok memeli hiicresi i¢in; 37° C sicaklik, %95 nem ve %5 CO, gereklidir
(142).

Hiicre kiiltlirii besi yerleri laboratuar ortaminda hiicrelerin normal metabolik
aktivitelerini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan mikro c¢evreyi saglayan besleyici
sollisyonlardir. Hiicre kiiltiirii besi yerleri igeriklerindeki aminoasit, karbonhidrat,
vitamin ve iyonlarla hiicrelerin gelisimini destekler. Laboratuar ortaminda hiicrelerin
cogaltilabilmesi i¢in uygun pH sicaklik ve nemin saglanmasi ¢ok Onemlidir. Hiicre
kiiltiirii besi yerleri, igeriklerindeki iyonlarla gerekli ozmolarite ve pH’y1 da saglarlar

(71,142).

Besi yeri ihtiyaci hiicrelerin tipine, adaptasyon kabiliyetine ve hiicre kaynagi
organizmanin tiirline gore farklilik gosterir. Hiicreler besi yerinin o6zelliklerine gore
farkl1 davranabilirler. Bu yiizden c¢aligmanin amacina yonelik hiicrenin besi yeri
ithtiyaclariin belirlenmesi gerekir. Hiicrelerin canliliklarinin devami ve ¢ogalmalart i¢in
aminoasitler, karbonhidratlar, lipidler, vitaminler, iyonlar ve proteinlerin ortamda

bulunmas: sarttir. Standart bir besi yerinde iki temel soliisyon kullanilir:

1) Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumu (DMEM)
Hiicre kiiltiirlerinde olmasi gerecken temel aminoasit kombinasyonu ilk defa Eagle
tarafindan 1955°de tanimlanmistir. Kendi ismini tasiyan Minimum Eagle’s Medium
(MEM) isimli besi yeri bazi modifikasyonlarla bugiline kadar gelmistir. Dulbecco
tarafindan modifiye edilen MEM solusyonu bugiin somatik hiicre kiiltiirlerinde en sik
kullanilan besi yeri bilesenidir. DMEM hiicrelerin beslenebilmeleri i¢in gerekli glukoza,
canhiliklarimi siirdiirebilmeleri i¢in uygun ozmolarite ve pH’a, fonksiyonlarini
gorebilmeleri i¢in gerekli aminoasitlere ve vitaminlere sahiptir. Ancak tek basina hiicre

gelisimi i¢in yeterli degildir (71,142).
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2) Fetal bovine serumu (FBS)

Serum, hiicrelerin tutunabilmeleri ve ¢ogalmalar i¢in kullanilan ve igerigi tam
olarak tanimlanmamis zengin bir protein ¢ozeltisidir. Bu protein ¢ozeltisinin ig¢inde
hormonlar, enzimler, hiicrenin biiyiimesi ve ¢ogalmasini saglayan biiylime faktorleri,
yiizeylere tutunabilmesini saglayan hiicrelerarasi matris proteinleri bulunur. Hiicre
¢esidine ve uygulamalara gore besi yerindeki serum orani degisebilir. Standart bir
somatik hiicre kiiltiiriinde serum oram1 %10’dur. Sigir embriyolarinin kanlarinin
toplanmasiyla hazirlanan serumlarin iiretiminde bir standart yoktur. Farkli hayvanlardan
elde edilen serumlar birbirlerinden farklilik gosterirler. Bu da deneylerin sonuglarini
etkilemektedir. Bu dezavantajlarindan dolay1 bazi laboratuarlar serumsuz besi yerlerini
kullanmaktadirlar. Serum kullanilmayan bir besi yerinin ¢esitli biiylime ve tutunma

faktorleriyle desteklenmesi gerekir (71).

Dulbecco’nun fosfat tamponlu serumu (DFTYS)
Hiicre i¢i ve disindaki ozmotik basincit dengede tutan bir tuz solusyonudur.
Icerigindeki inorganik tuzlar ve su, hiicre metabolizmasini destekler. PH’1

tamponlayarak hiicreler i¢in uygun bir ortam saglar (142).

Tripsin
Tripsin hiicre pasajlamalarinda kullanilan temel enzimdir. Tripsin, bir serin

proteaz tipi enzimdir, lizin ve arginin aminoasitlerinden peptidleri yikar (142).

2.4. BIFOSFONATLAR

Bifosfonatlar 1865 yilinda Almanya’da, Menschutkin tarafindan sentezlenmis
olup ilk kez tekstil, yag, giibreleme gibi endiistriyel alanlarda kullanilmistir (40).
1960’11 yillarda bu ilaglarin bobrek tasi olusumunu engelleme potansiyelini hedef alan
calismalarda antirezorptif etkisi Fleisch ve ark. (93) tarafindan tanimlanmigtir. Son 30
yilda osteoklastik aktivite tizerindeki inhibitor etkilerinin ve antianjiojenik 6zelliklerinin
tanimlanmastyla, maligniteye bagli hiperkalsemi, meme, prostat, akciger kanserleri gibi
solid tiimorlerin kemik metastazlarinda ve multiple myeloma gibi kanser iligkili

hastaliklarda, ayrica osteoporoz, osteopeni, Paget hastaligi, osteogenezis imperfekta gibi
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kemik metabolizmasmin etkilendigi patolojilerde yaygin olarak kullanilmaya

baglanmistir (115,222,236,239).

Bifosfonatlar, kemik matriksinde bol miktarda bulunan ve kemik
metabolizmasinin dogal diizenleyicileri olaninorganik pirofosfatin P-O-P grubu yerine
P-C-P grubunu igeren organik pirofosfat analoglaridir (83). Bifosfonatlar kanda albiimin
basta olmak {izere proteinlere baglanarak tasinirlar. Plazma yarilanma 6mrii yaklasik iki
saattir. Kemik dokusundaki yar1 omiirleri ise yillarla ifade edilecek kadar uzundur.
Bifosfonatlar hem oral hem i.v yoldan kullanilabilirler. Ideal kosullarda peroral verilen
dozun ince barsaklardan ancak %1’i emilir. Emilen veya intravendz uygulanan dozun
%50’den fazlas1 hizla iskelet sistemine katilirken, geri kalani renal yoldan itrah olur.
Bifosfonatlarin kemikteki yarilanma omiirleri 1-10 y1l arasinda degigsmekle beraber bazi
bifosfonatlar hayat boyu kemikte kalabilmektedir. Kemikte depolanmis olan
bifosfonatlar rezorbsiyon asamasinda yeniden salinarak etki gosterir (93,141,198).

Bifosfonatlar, genellikle hidroksiapatite baglanarak ve sonrasinda onunla iligkili
osteoklastlarin aktivitelerini inhibe ederek kemik rezorbsiyonu flizerine etki ederler.
Kemik yapim yikiminin fazla oldugu bolgelerde daha fazla tutulurlar. Klinik etkilerinin

ortaya ¢ikis zamani ilacin tiiriine, kullanim siiresine ve dozuna baglidir (48,93,226).

Diizenli bifosfonat kullanimimin kemik mineral yogunlugunda artisa neden
oldugu, giinliik ya da belirli araliklarla verilen dozlarin ayni derecede etkili olmasina
ragmen doz araliklarindan ¢ok uygulanan toplam dozun oOnemli oldugu rapor

edilmektedir (170).

Bifosfonatlar osteoklastik kemik rezorpsiyonunu dort farkli sekilde engeller:
1) Osteoklastlarin kemik ylizeyinde toplanmasini engellemek,
2) Kemik yiizeyinde osteoklast aktivitesini inhibe etmek,
3) Osteoklastlarin yagsam siirelerini kisaltmak,

4) Dogrudan veya dolayl yollarla kemik mineralinin ¢6ziiniim hizin1 azaltmak (47,106).

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

klodronat, pamidronat, risedronat ve zoledronat tiretilmistir (81).
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2.4.1. Bifosfonatlarin kimyasal yapisi

Bifosfonatlar molekiil yapilarinda pirofosfatlarda bulunmayan iki grubu
icermektedir. R1 ve R2 olarak bilinen bu iki grup, molekiilin merkezindeki karbon
atomuna baglanmigtir. R1 ile birlikte bulunan fosfonat gruplariin, bifosfonatlarin
kemige tutunmalarindan sorumlu oldugu, biyoaktif R2 yapinin ise bifosfonatlarin kemik
rezorpsiyonu lizerindeki etkisinden sorumlu oldugu bildirilmistir (Tablo 2.4-1). Yan
zincirlerden biri (R1) genellikle hidroksil grubu igerir ve bu grup bilesige kemik
mineraline ve kalsiyum kristallerine yiliksek baglanma 06zelligini vererek kemik
matriksine yapismasim saglar. Ikinci serbest karbon bagma (R2) degisik kimyasal
gruplar baglanir ve bu degiskenlik bisfosfonatin antirezorptif etkinligini belirler
(90,173). Bifosfonatlarin biyolojik ve klinik etkileri, yapilarindaki varyasyonlara bagh
olarak degismektedir. Ozellikle R2 yan zincirindeki nitrojen atomu varligi énemlidir.

En etkili bifosfonatlar, nitrojen igerikli olanlardir (Tablo 2.4-2) (77).

Tablo 2.4-1: Bifosfonatlarin R1, R2 zincirlerinin molekiiler yapilari, etkinlikleri ve

osteonekroz olusturma riski siralamasi (90)

BIFOSFONAT R 1 zinciri R 2 zinciri Etkinlik Osteonekroz
olusturma risk
siralamasi
ZOLENDRONAT OH — \@ N X 10000 1
RISEDRONAT OH X 5000 2
N
IBANDRONAT OH —CH2—CH2N—CH2)4—CH3 X 5000 3
CH3
ALENDRONAT OH —(CH2)3—NH2 X 1000 4
PAMIDRONAT OH —CH2—CH2—NH2 X 100 5
5 X10 6
TILUDRONAT H 4—@ —CI
KLODRONAT CI —CI X10 7
ETIDRONAT OH —CH3 X1 8
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Tablo 2.4-2: Bifosfonatlarin, kullanim alanlari, nitrojen icerikleri, doz ve kullanim yollari
(77)

BiFOSFONAT PRIMER NiTROJEN FDA KULLANIM
ENDIKASYON  ICERIiGi ONAYI YOLU
Etidronat Paget Hastaligi Yok 1977 Giinliik Oral
300-750mg
6 ay boyunca
Tiludronat Paget Hastaligi Yok 1997 Giinliik Oral
400 mg

3 ay boyunca

Alendronat Osteoporozis Var 1995 Giinliik 10 mg Oral
Haftalik 70 mg

Residronat Osteoporozis Var 1998 Giinliik 5 mg Oral
Haftahk 35 mg

Ibandronat Osteoporozis Var 2003 Giinliik 2.5 mg Oral
Ayhk 150 mg
3 ayda bir 3 mg v
Pamidronat Kemik Var 1991 3 haftada bir v
metastazlar, 90 mg
Multipl
myeloma
Zoledronat Kemik Var 2001 3 haftada bir iLv
metastazlari, 4 mg
Multipl
myeloma
Zoledronat Osteoporozis Var 2007 Yilda 5 mg iLv
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Bifosfonatlar molekiiler yapilari, intraselliiler etki mekanizmalar1 ve azot

atomu tasimalarina gore ikiye ayrihirlar (Ebetino ve ark. 1996) (81):

1. Nonaminobifosfonatlar (Birinci Kusak)

Adenozin trifosfat (ATP)’in intraselliiler analoglarinin igine dahil olanlar:
e Etidronat
e Klodronat

e Tiludronat

2. Aminobifosfonatlar (ikinci Kusak)
Osteoklast formasyonu, fonksiyonu ve hayatta kalmalar1 i¢in gerekli olan Guanozin
trifosfat (GTP) baglayici proteinlerin fonksiyonunu inhibe edenler:

e Alendronat

e Risedronat

e Ibandronat

e Pamidronat

e Zolendronik Asit (81).

R2 zincir yapisindaki farklhihiga gore BP simiflandirilmasi:

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

2 kusak bifosfanatlar: Alendronat, Ibandronat, Pamidronat (aminobifosfonatlar)

3.kusak bifosfonatlar: Zolendronik Asit, Ibandronat, Risedronat (siklik yan zincir)
(199).

2.4.2. Bifosfonatlarin etki mekanizmasi

Amino ve nonaminobifosfonatlarin osteoklastlara karsi gosterdikleri etki
mekanizmalar1 farklidir. Nonaminobifosfonatlar osteoklast hiicresi icerisine alindiktan
sonra hidrolize olamayan ve sitotoksik etkiye sahip ATP analoglarina metabolize
olurlar. Bu ATP analoglar1 fonksiyonel olmadiklar1 i¢in hiicresel enerji metabolizmasini

aksatarak osteoklastin apoptozisine neden olur (106).
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Bifosfonatlar, fizyolojik dozlarda verildiginde, kemige yiiksek afiniteleri
nedeniyle kemik matriksine kolaylikla baglanir. Osteoklastik aktivitenin potansiyel
inhibitorleridir. Kemik metabolizmasina, osteoklastlarin hem aktivitesini hem de
sayisini azaltarak etki etmektedir. Bifosfonatlarin kemikteki etkileri doku diizeyinde,

hiicresel ve molekiiler diizeylerde incelenebilir (53,154).

Molekiiler diizeyde, alkil zincirlerindeki nitrojen atomu, osteoklastlar iizerinde
toksik etki yaratir veya osteoklastlardaki spesifik hiicre i¢ci mekanizmalara zarar verir

(226).

Pamidronat, alendronat ve risedronat gibi aminobifosfonatlar ise, nonamino
bifosfonatlarin aksine metabolize edilemez. Hiicre igerisine alinan amino bifosfonat
molekiilii esas olarak mevalonik asit gidis yolundaki kolesterol ve izopentenildifosfat,
farnesildifosfat sintaz enzimive geranil geranildifosfat enzimi gibi izoprenoid lipidlerin
sentezinden sorumlu olan, dolayisiyla osteoklast fonksiyonunda énemli olan mevalonat
mekanizmasint  inhibe ederek etki gosterir (193,198). Farnesildifosfat ve
geranilgeranildifosfat, osteoklast fonksiyonundaki diizenleyici proteinler olan Ras, Rho
ve Rac gibi proteinlerin (guanosine triphosphate-baglayici protein) prenilasyonu igin
gerekmektedir. Amino bifosfonatlarin mevalonat mekanizmasindaki inhibisyonu sonucu
hiicre proliferasyonu, hayatta kalma siiresi ve iskeletsel organizasyondan sorumlu sinyal
molekiillerin prenilasyonu ger¢eklesemediginden osteoklast fonksiyonu engellenmekte,
ATP analoglar1 olugsmakta ve osteoklastlarin apoptozu meydana gelmektedir (Sekil

2.4-1) (106,193).
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Bifosfonatlar

.

Farnesildifosfat sentez isoprenoid
—p

Mevalonat yolu -blnhlblsyonu {iretiminin
inhibisyonu
isoprenoid
inhibisyonu

.

Geranil pirofosfat
inhibisyonu

|

Ras V

Rho — Geranilasyon (Post translasyonel
inhibisyonu modifikasyon)

Rac ] [

Osteoklast inhibisyonu

Sekil 2.4-1: Amino bifosfonatlarin osteoklastik aktiviteyi mevalonat yolu iizerinden inhibe
etme mekanizmasi (106)

Bifosfonatlarin, antianjiojenik ve antineoplastik etkileri ile tiimor hiicrelerinin
apoptozisine neden oldugu, 6zellikle pamidronat ve zoledronat gibi nitrojen igerikli
bifosfonatlarin, tiimor hiicrelerinin kemik matriksine adhezyonunu engelledigi in vitro

caligmalarda gosterilmistir (148,196).

2.4.2.1. Zoledronik asit

2.4.2.2. Kimyasal yap1

ZA kimyasal olarak (l-hidroksi 2-imidazol -1- yl-fosfonoetil) bifosfonik asit
monohidrat olarak adlandirilir. Molekiil formiilii CsH19N>O7P,*H,0, molar kiitlesi 290,1
g/mol’dur. ZA sodyum hidroksit soliisyonunda biiylik Ol¢iide ¢Oziliniirken su ve

hidroklorik asitte az ¢6ziiniir, organik solventlerde ise ¢oziinmez (83,105).
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2.4.2.3. Farmakokinetik ozellikleri

Zoledronik asit infiizyonu sonrasinda viicutta ilacin plazma konsantrasyonu hizla
artmakta, infiizyon periyodunun sonunda doruk diizeyine ulasmakta, ardindan dort saat
sonra doruk diizeyinin %10’una, 24 saat sonra %1 ’ine inecek sekilde hizli azalma
gostermektedir. Tkinci ilag inflizyonunun uygulandigi 28. giine kadar doruk diizeyinin %

0.1’ini agsmayacak seviyede oldukga diisiik konsantrasyonda kalir (113).

Her 28 giinde bir verilen ilacin tekrarlanan dozlarindan sonra ilag birikimi
olmamaktadir. Zoledronik asit metabolize olmaz ve degismeden bobreklerden atilir. Tlk
24 saatte, uygulanan dozun % 39 + 16’s1 idrarda bulunur, kalani ise kemik dokusuna
baglanir. Kemik dokusundan ¢ok yavas sistemik dolasima geri serbestlenir ve

bobreklerden atilir (241).

2.4.2.4. Etki mekanizmasi

Zoledronik asit azot igeren yeni kusak bir bifosfonat molekiilii olup osteoklastik
aktiviteyi ve kemik rezorpsiyonunu engeller. ZA osteoklastlara olan etkileri nedeniyle
kemik rezorpsiyon dongiisiinde potent bir inhibisyon yapar. Osteoklast formasyonunu
ve osteoklastlarin rezorpsiyon aktivitelerini inhibe eder. Osteoklastlarin apoptotik hiicre
Olimiinii indiiklemesi de ayr1 bir etkinliktir. Diger bifosfonatlara benzer sekilde
hidroksiapatite kars1 yiiksek afinitesi oldugundan dogrudan mineralize kemige baglanir.
Kemik rezorpsiyonu ile aciga cikan bifosfonat, osteoklastlar1 tekrar etkileyerek
inhibisyon yapar. ZA diger amino bifosfonatlara benzer sekilde mevalonat gidis yolunu
bozarak etki eder. Bunun sonucu olarak osteoklast aktiviteleri bozulur ve apoptozis
meydana gelir (Sekil 2.4-2) (35,132).
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Normal osteoklast Osteoklast+BP
Dalgali membran -
Mevalonat yolu Mevalonat yolunun inhibisyony
1 )
Kk GTPaziarm prenilasyony Kig 6TPazlern prenilasycnunun inhibisyony
L L]
Aktin halkalarinn ve Aktin halkalarmn kaybr,
girintili membranin girintili ydzeyin bozuimasi,
formasyonu ve kemik ylzeyinden ayrima
! !
Hucre canlihigi Hicre apoptozisi
Kemik rezorpsiyony Azalmig kemik rezorpsiyony

Sekil 2.4-2: Dogal ortam ile bifosfonat bulunan ortamda osteoklast faaliyetleri (81)

ZA nin ileri siiriilen etki mekanizmalari:
e Osteoklast matiirasyonunun inhibisyonu.
e Kemik rezorpsiyonu bolgesine osteoklastlarin toplanmasinin inhibisyonu (83).
e Olgun osteoklast islevinin baskilanmasi.
e Sitokin liretiminin azalmasi (interlokin-6).
e Anti tlimor etkinlik (sitostatik ve sitolitik) (113,122).
e Tiimor hiicrelerinin yayilmasinin ve kemik matriksine adhezyon ile invazyonunun
engellenmesi.

e Anti anjiyojenik etki (245).
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2.4.3. Bifosfonatlarin yan etkileri

Bifosfonatlarin kullanimi sirasinda sik karsilasilabilecek ve klinik 6nem gosteren

yan etkiler su sekilde 6zetlenebilir:

e Gastrointestinal yan etkiler ve 6zofagus kanseri

¢ Renal yan etkiler

o Akut faz reaksiyonu ile iliskili semptomlar

o Kemik, eklem veya kas agrilar

e Atrial fibrilasyon

e Okiiler inflamasyon

e Subtorakanterik veya diafizal kiriklar

e Cenelerin bifosfonata bagli osteonekrozu (39,137,140,175).

2.4.3.1. Cenelerin bifosfonata bagh osteonekrozu

Bifosfonat kullanimina bagli ¢ene kemiklerinde olusan osteonekrozlar ilk olarak
2003 yilinda Marx ve ark. (140) tarafindan yaymlanmistir. Bifosfonatlarin neden
ozellikle ¢ene kemiklerinde osteonekroz olusturdugu tam olarak agiklanamamustir.
Bifosfonatlar alveol kemigi gibi yiliksek yenilenme oranina sahip olan kemiklerde ve
komsu yumusak dokuda yiiksek oranda birikirler. Buna bagli olarak mukoza
biitiinliigliniin bozulmas1 halinde yara iyilesmesinin gerceklesmedigi ve agikta kalan
cene kemiklerinde sekonder enfeksiyonlarin olustugu, ilerleyen donemde de

osteonekroza doniistiigii diisiiniilmektedir (Sekil 2.4-3) (43,68,128,188).
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Bisfosfonat +

Enfeksiyon + travma ==l Bisfosfonat [=#=| Bisfosfonat + Kemoterapi

l

Kemik rezorpsiyonuazahr

|

Yeni kemik olusturan multiselltiler aktivite azalir

|

Kemik sellUlaritesi ve kan akimi azalir

|

Hlcre nekrozuve apopitozartar

1

Cenede osteonekroz

Sekil 2.4-3: Fizyolojik kemik remodelinginin ve anjiyogenezisinin bifosfonatlarla
baskilanmas1 sonucu Kkemigin iyilesme kapasitesinin bozulmas1 ve
osteonekroz gelisimi (188)

Bifosfonat kullanimina bagli ¢enelerde gelisen osteonekroz tablosunun 3 temel
ozelligi bulunur:
1) Devam eden ya da sonlandirilmis bisfosfonat tedavisi;
2) Ceneler bolgesine radyoterapi uygulanmamis olmasi;
3) Sekiz haftadan uzun siiredir maksillofasiyal bolgede nekrotik kemigin aciga ¢ikmis
olmasi (13).

ZA ile tedavi goren hastalarda CBBON goriilme riski diger ilaglarla tedavi
gorenlere gore daha fazladir ve zamanla artmaktadir. Bunun sebebi ilacin uzun
yarilanma Omrii olabilir. Oral lezyonlar bifosfonat tedavisinden sonra 4 ay gibi bir
stirede geligebilmektedir (23,139,147).

Woo ve ark. (2006) yayinladigi 368 vaka raporunu iceren sistematik derlemede
CBBON’nin mandibulada goriilme oran1 % 65 maksillada % 26 ve her iki ¢enede

birden goriilme orani ise % 9 olarak rapor edilmistir. Vakalarin yaklasik olarak iicte
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birinin agrisiz oldugu rapor edilmistir. Kadin erkek oraninin3:2oldugu seride
lezyonlarin maksillada mandibulaya gére multifokal veya bilateral goriilme sikligi daha
fazla bulunmustur (swrasiyla % 31 ve % 23). Lezyonlarn ¢ogu posterior lingual
mandibulada mylohyoid sirta yakin olarak saptanmistir. Lezyonlarin % 60’1 dis ¢ekimi
veya diger dentoalveolar cerrahi iglemleri takiben gelisirken, geriye kalanlarin
kendiliginden olustugu bildirilmistir. Lokal travmanin muhtemel etkenlerinden dental
protez kullanim1 da dis ¢ekiminden sonra ikinci sirada gelen etken olarak goriilmektedir

(Sekil 2.4-4, Sekil 2.4-5, Sekil 2.4-6) (246).

Sekil 2.4-4: Multiple Myeloma nedeniyle ii¢ yildir ayda bir i.v. ZA kullanan 56 yasinda
kadin hastada bir yil 6nce protez vuruguna bagh gelisen CBBON’nin klinik
goriiniimii (Prof.Dr.Ozen DOGAN ONUR’un arsivinden)

Sekil 2.4-5: Multiple myeloma nedeniyle ii¢ y1l siireyle 21 giinde bir i.v. ZA ve devaminda
ii¢ y1l boyunca 21 giinde bir ibandronat kullanmis 57 yasinda kadin hastada
spontan gelisen ve ekstraoral fistiil olusumuna neden olan CBBON’nin
klinik goriiniimii (Prof.Dr.Ozen DOGAN ONUR’un arsivinden)
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Sekil 2.4-6: Prostat CA nedeniyle iki yildir ayda bir i.v. ZA tedavisi goren 78 yasinda
erkek hastada implant operasyonu ardindan meydana gelen ve ekstraoral
fistiil olusumuna sebep olan CBBON’nin klinik goriiniimii (Prof.Dr.Ozen
DOGAN ONUR’un arsivinden)

Alveolar kemik kaybindan bagimsiz dis mobilitesi ve dental etyolojiyle

iligskilendirilemeyen kemik agrilari, ¢cenelerde biiyiime hissi ve parestezi bifosfonatlarin

kemik iizerindeki toksisitesinin 6n bulgularidir (141). Ileri dSnemde mukozada tek/cok

sayida fistiillerden kotii kokulu piiy akisi ya da oroantral fistiil sebebiyle kronik siniizite

benzer yakinmalar olurken, pek ¢ok vakada kemigin asemptomatik sekilde agiga

¢ikmasi tek sikayet olarak goriilmektedir (Tablo 2.4-3) (80,82,184,242).

Tablo 2.4-3: CBBON boyutuna gore simiflama (Weitzman R. 2007) (242)

Boyut simiflamasi

Boyut diameteri

1A
1B
2A
2B
3A
3B
4A
4B

Tek lezyon, <0.5cm
Multiple lezyon,<0.5 cm
Tek lezyon, 0.5-0.99 cm
Multiple lezyon,0.5-0.99 cm
Tek lezyon, 1-2cm
Multiple lezyon, 1-2cm
Tek lezyon, >2cm

Multiple lezyon, >2 cm
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Radyolojik goriiniim olgularda degiskenlik gostermekle birlikte radyoliisent ya
da radyoopak sklerotik kemik goriiniimiinde olabilmektedir. Baz1 vakalarda ¢ekim
soketinin iyilesmedigi gozlenir (Sekil 2.4-7) (107,133). Erken déonemde radyografilerde
ozellikle molar disler bolgesinde bifosfonatlarin kemik {izerindeki toksisitesinin erken
belirtileri, alveol kemiginde ve lamina durada yaygin sklerozis (Sekil 2.4-8), genislemis
periodontal aralik halinde izlenebilir. CBBON’nin radyolojik incelemesi asamasinda
kullanilabilecek yontemler arasinda konvansiyonel radyografilerin yanmisira kemik
sintigrafisi, bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans goriintiileme, pozitron emisyon

tomografi yontemleri de yer almaktadir (16,34,37,141,246).

Sekil 2.4-7: Meme CA tamisi ile iki y1l siireyle oral yolla ibandronat ve ardindan toplam ii¢
doz olmak iizere ayda bir i.v. denosumab kullanan 78 yasinda kadin hastada
dis c¢ekimleri sonucu meydana gelen CBBON’nin radyolojik goriiniimii
(Prof.Dr.0Ozen DOGAN ONUR’un arsivinden)

Sekil 2.4-8: Meme CA nedeniyle 18 aydir28 giinde bir i.v. ZA kullanan 41 yasinda kadin
hastada bifosfonat kullammimna bagh meydana gelen lamina durada
kalinlasma ve periodontal aralikta genislemenin radyolojik goriiniimii
(Prof.Dr.0Ozen DOGAN ONUR’un arsivinden)
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Gliniimiizde gelismis olan bilgisayarli tomografi gibi goriintiileme
yontemlerinin, CBBON’nin radyolojik erken tanisinda 6nemli katki saglayabilecegi
bildirilmistir (20,38,151,184). Bunun yan1 sira Technetium 99 (Tc-99m) ile yapilan
kemik sintigrafisinin mandibuladaki nekrotik lezyonlarin goriintiilenmesinde etkili bir

ara¢ oldugu belirtilmektedir (Sekil 2.4-9) (2,12).

Sekil 2.4-9: CBBON’nin kemik sintigrafisinde tespit edilen goriiniimii (Prof.Dr.Ozen
DOGAN ONUR’un arsivinden)

CBBON’nun radyolojik olarak ayiric1 tanisinda kronik sklerozan osteomyelitis,
multiple myeloma, osteoradyonekroz, metastatik tiimorler, travmatik lezyonlar veya

Paget hastalig: diistintilmelidir (34,157,177,185,191,224,243).

Woo ve ark. (2006) CBBON vakalarinin %94 ’iinde pamidronat ya da zoledronik
asit kullanmildigini, bu hastalarin  %91,4’de  onkolojik endikasyon varligini
bildirmislerdir. Yapilan degerlendirmelere gore bifosfonat tedavisi sonucu olusan
osteonekrozlarin %46,5’1 multiple myeloma, %38,8’1 metastatik meme kanseri, %6,2’si
prostat kanseri, %4,1°1 osteoporoz, %3,5’1 diger metastatik kanserler, %0,8’1 Paget

hastaliginda saptanmustir (246).

Gasser ve ark. (2007) postmenapozal osteopeni olusturulan overektomili

siganlarda ZA kullaniminin uzun dénem koruyucu etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada,
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ZA tek dozunun (100 pg/kg) kemik iizerindeki etkisinin 32 hafta siirdigiini
bildirmiglerdir (101).

Yao ve ark. (2007) yasli overektomili sicanlarda kemik mineralizasyonunun
derecesini inceledikleri ¢alismalarinda, tek doz verilen ZA’ nin trabekiiler kemik kaybini

180 giine kadar engelledigi saptanmustir (45).

Sonis ve ark. (2009) sicanlara ZA ve kortikosteroid uyguladiktan sonra dis
¢ekimlerini yaptiklari ¢aligsmalarinda, siganlarda insanlarda olusan CBBON’ye benzer,
mukozada iilserasyon, nekrotik kemik ve inflamatuvar infiltrasyon gézlendigi, maksiller
molar disleri ¢ekilen si¢anlarin %80’ninde, mandibular molar disleri ¢ekilen siganlarin

ise %60’ 1inda ¢ekim bolgelerinde iilserasyon meydana geldigini bildirmislerdir (216).

2.4.3.2. Epidemiyoloji

Genel olarak intravendz bifosfonat kullanan hastalarda CBBON goriilme
sikliginin %0,8—12 arasinda degistigi ancak oral bifosfonat kullanan hastalarda bu
sikligin %0,09-0,34 oraninda oldugu pek ¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir

(5,9,10,24,80,111,145,152).

CBBON gelisiminde osteonekroz insidansini artirabilecek kemoterapi, immiin
sistem bozuklugu, glukokortikosteroid, metotreksat, Ostrojen kullanimi1 ve enfeksiyon
gibi diger faktorlerin rolii oldugu belirtilmistir. Kemik metabolizmasi iizerinde
katabolik etki gosteren glukokortikoidler, osteoblastogenezisi inhibe ederek
osteoblastlarin apoptozunu hizlandirmaktadir. Sentetik yapida glukokortikoid olan
deksamethazonun uzun siireli sistemik kullaniminda histomorfometrik ve klinik olarak
kemik yogunlugunda azalmaya neden oldugu bilinmektedir. Deksamethazon kanser
tedavisinde diger ilaclara ait etkilerin ortaya ¢ikmasinda yardimci madde olarak siklikla

kullanilmaktadir (80,108,139,141,155,168,204).

Onkolojik endikasyonla kullanilan bifosfonat dozlari, osteoporoz tedavisinde
kullanilan dozdan yaklasik 12 kat fazladir. CBBON olusma riskinin intravendz
bifosfonat uygulanan onkoloji hastalarinda daha fazla oldugu ve kullanma siiresinin

uzamasi ile bu riskin arttig1 bildirilmektedir (2,5,188).
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CBBON gelismesinde rol oynayan lokal ve sistemik risk faktorleri li¢ ana grup

altinda agiklanabilir (13,20,38,184).

Tlaca bagh risk faktorleri
e Bifosfonat etkinlik potansiyeli (zoledronat > pamidronat > alendronat)
e Kullanim yolu (i.v. > oral)

e Tedavinin siiresi (13).

Lokal risk faktorleri
e Dentoalveolar cerrahi
¢ Cene kemiklerine yansiyan travma
o Kotii oral hijyen
¢ Periodontal hastalik, periodontal ve dental abseler
¢ Alkol ve sigara kullanimi
e Uyumsuz protezler ve protez vuruklari
e Osteomyelit ve osteonekroz gegcmisi
e Mandibulada torus mandibularis, keskin linea mylohyoidea, maksillada

torus palatinus (13).

Demografik ve sistemik risk faktorleri
e Yaghlik (65 yas ve tizeri)
e Cinsiyet (kadin> erkek)
e Kronik kortikosteroid tedavisi
e Kemoterapi
e Ostrojen tedavisi
e Kanser tanisi
e Kanser ile es zamanli osteopeni ve osteoporoz tanist
e Malnutrisyon
e Diabet
¢ Kazanilmis immiin yetmezlik
e Anemi ve talasemi

¢ Koagiilopatiler, vaskiiler hastaliklar
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e Hiperlipidemi

¢ Bag dokusu hastaliklari

¢ Gaucher's hastalig1

o Sistemik lupus eritematozus
e Hipotiroidizm (13).

2.4.3.3. Laboratuar Testleri

Kemik yikimi, osteoklastlar tarafindan kemik yiizeyinin bolgesel olarak
asiditesinin artirilmasi ve proteinazlarin salinmasi ile yiiriitilmektedir. Kemik yikiminda
bir yandan kalsiyum ve fosfor agiga ¢ikarken bir yandan da osteoklastlar kemik Tip 1
kollajenini pargalarlar. Kollajenin par¢alanmasi ile agiga ¢ikan peptid dizileri serum ve
idrarda Olgiilerek tim iskelet sisteminin kemik yikim hizi tespit edilmeye
calisilmaktadir. Yeni kemik yapimi sirasinda kollajen sentezi artmakta ve osteoblastik
aktivite ile olusan kemik matriks proteinleri agiga ¢ikmaktadir. Kemik yapim yikiminin
biyokimyasal belirtegleri idrarda ve serumda 6l¢iilebilmektedir (Tablo 2.4-5, Tablo 2.4-
6). Osteoklastlar kemik yikiminda, osteoblastlar ise yeni kemik olusumunda gorev
almakta, bu sirada bir takim son iriinler serbestlenmektedir. Bu son irinler kemik

yapim ve yikim belirtegleri olmak {izere iki ana grup altinda incelenmektedir (208).

Tip I kollajen, kollajenin 6nciil formudur. Osteoblastlar tarafindan Tip 1 kollajen
sentezi sirasinda amino (-N) ve Kkarboksi (-C) propeptidleri ekstraselliiler
endopeptidazlar  tarafindan  koparilmaktadir. Serum Tip 1  Prokollajenin
Karboksiterminal Propeptidi (PICP) wve Tip 1 Prokollajenin  Aminoterminal
Propeptidinin (PINP) diizeyleri, kemikte osteoblastlar ve bag dokusundaki
fibroblastlarda sentezlenen yeni kollajen sentezindeki degisiklikleri yansitir. Kemik
yikimi sirasinda kollajene capraz baglarla bagli telopeptidler olarak isimlendirilen
amino- ve karboksiterminal fragmanlari dolasima salinmakta ve idrarla atilmaktadir.
NTx’in (Amino Terminal Capraz Baglh Telopeptid Kollajen) artmis konsantrasyonlari,
asirt kemik yikimini gostermektedir. NTx son zamanlarda basta osteoporoz olmak iizere
genis bir kemik hastaligi grubunda kemik yikim oranini saptayan bir test olarak kabul
edilmektedir (129).
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N-telopeptid ¢apraz baglari, kemigin organik matriksinin %90’mi1 olusturan Tip
I kollajene spesifik yapilar olup olgun kemik kollajeninin osteoklastlar tarafindan
yikimi esnasinda salinir ve degisime ugramadan idrarla atilir. Deri gibi diger Tip 1
kollajen iceren dokulardaki kollajen yikimi esnasinda NTx capraz baglar1 ortaya
cikmaz. Bu nedenle NTx kemik rezorbsiyonunun ol¢limiinde spesifik ve stabil bir
belirteg olarak kullanilabilir. Idrar veya serumda NTx ve CTx (Karboksi Terminal
Capraz Bagli Telopeptid Kollajen) immunassay yontemi ile dlgiiliirler. idrarda NTx,
kemik yikimi igin spesifik ve hassas bir gostergedir. Cilinkii kemikte osteoklast
aktivasyonu sonucu yikimlanan Tip 1 kollajenden, spesifik NTx capraz baglart dnemli
miktarda yilikselmektedir. Yapilan calismalarda, bifosfonat kullanan hastalarda idrar
NTx diizeyi 6lgimiiniin, kemik yikimi i¢in Deoksipiridinolinden (DPD) daha iyi bir
belirleyici oldugunu gostermistir. Osteoporoz baslangicini kemik mineral dansite
Olctimiinden ¢ok daha erken gdsterir ve hasta igin kolay ve zararsiz bir testtir. Hastanin
kemik rezorbsiyon diizeyinin saptanmasinda ve tedavinin takibinde 6nemli klinik yarar
saglamaktadir. Tedaviye baslamadan Once bazal seviyeler tespit edilmeli, tedavinin
takibinde ve degerlendirmesinde kontrol analizleri yapilmalhidir. Eger tedaviye
baslamadan 6nce idrar NTx degerleri anormal ise tedavi baslangicindan 4-8 hafta sonra
Olglimiin tekrarlanmasi tavsiye edilir. Bu siirede beklenen azalma saptanirsa test 6-12

ayda bir tekrarlanarak tedaviye devam edilir (Tablo 2.4-4) (64).

Tablo 2.4-4: Yas gruplarina, cinsiyete ve hormon durumuna gore NTx degerleri (64)

7-9 yas 167-578 nM BCE/mM kreatin 201-626 nM BCE/mM kreatin
10-12 yas 152-505 nM BCE/mM kreatin 173-728 nM BCE/mM kreatin
13-15 yas 103-776 nM BCE/mM kreatin 38-515 nM BCE/mM kreatin
16-17 yas 34-313 nM BCE/mM kreatin 20-144 nM BCE/mM kreatin
18 <yas 21-83 nM BCE/mM kreatin

Menopoz oncesi 17-94 nM BCE/mM Kkreatin
Menopoz sonrast 26-124 nM BCE/mM kreatin

NTx iinit = nM BCE/mM kreatin
BCE = Bone Kollajen Equivalent
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Risk faktorlerinin belirlenmesinde bir diger belirte¢ kemik yapim yikimini dlgen
CTx serum testidir (Tablo 2.4-7). CTx degeri sabah a¢ karnina alinan kandan olgiiliir.
Baz1 laboratuar sonuglart pmol/ml olarak bildirilecektir, bunlar klinik bulgularin CTx ile
korelasyon gosterdigi ¢alismalarda kullanilan birimler degildir. Béyle durumlarda sonucu

pg/ml olarak bulmak i¢in deger 7.75 e boliiniir (140).

Or: 650 pmol/ml : 7.75= 84pg/ml

100 pg/mlaltindaki degerler ¢cene kemigi osteonekrozu igin yiiksek risk grubudur.
100-125 pg/ml arasindaki degerler osteonekroz i¢in orta derecede risklidir. 150 pg/ml
tizerindeki degerlerde klinik olarak cenelerde normal kemik rejenerasyonu goriiliir.
Kemigin yapim yikimi, kanda ve idrarda kullanilan bircok belirtecle degerlendirilebilir.
CBBON’da rezorpsiyon belirtegleri kullamlir. Idrarin alinma tekniklerindeki hatalar1 ve
bicimsel degisiklikleri nedeniyle serum testi tercih edilir ve serum CTx kemik
rezorpsiyonunun tek belirleyicisidir. Serum CTx, birka¢ gilinden iki haftaya kadar
kemigin yapim yikim degisikliklerini tanimlayabilir (141).

Tablo 2.4-5: Kemik formasyon belirtegleri (208)

BELIRTECLER DOKU ANALIZ
KAYNAGI YONTEMI
Kemik Alkalen Kemik Serum Elektrofarez, Coktiirme,
Fosfataz (BAP) IRMA, EIA
Osteokalsin (OC) Kemik, trombosit Serum RIA, IRMA, ELISA,
ECLIA

C-terminal propeptid ~ Kemik, yumusak doku, cilt ~ Serum RIA, ELISA
tip I prokollajen (PICP)

N-terminal propeptid  Kemik, yumusak doku, cilt ~ Serum RIA, ELISA
tip | prokollajen (PINP)



Tablo 2.4-6: Kemik rezorpsiyon belirtecleri (208)

Kollajen ile iligkili belirtecler
BELIRTECLER DOKU

KAYNAGI

Hidroksiprolin (HYP) Kemik, kikirdak,
yumusakdoku, cilt

Hydroxylysine-glycosides Kemik,yumusak doku, cilt,

(HYL-GLYC) serum kompleman

Piridinolin (PYD) Kemik, kikirdak, tendon, kan
damarlari

Deoksipiridinolin (DPD) Kemik, dentin

MMP den olusan Kemik, cilt

Karboksiterminal Tip |
kollajen gapraz telopeptit
(ICTP, CTx-MMP)

Karboksiterminal Tip | Tip I kollajen igeren biitiin
kollajen ¢apraz telopeptit dokular
(CTx-I)

Aminoterminal Tip | kollajen Tip I kollajen iceren biitiin
capraz telopeptid (NTx-I) dokular

Kollajenlalfalspiral Tip I kollajen igeren biitiin
peptid (HELP) dokular

Non-Kollajen Proteinler
BELIRTECLER DOKU

KAYNAGI

Kemik Sialoprotein (BSP)  Kemik, dentin, hipertrofik
kikirdak

Osteokalsin (OC) Kemik

ANALIZ
ORNEGI

idrar

Idrar, Serum

Idrar, Serum

Idrar, Serum

Serum

Idrar (a/B)
Serum (yalniz

B)
Idrar

Serum

Idrar

Serum

Idrar
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ANALIZ

YONTEMIi

Kolorimetre
HPLC

HPLC
ELISA

HPLC
ELISA

HPLC
ELISA

RIA

ELISA
RIA

ELISA
ECLIA
RIA

ELISA

ANALIZ

YONTEMIi

RIA, ELISA

ELISA
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Osteoklast Enzimleri

BELIRTECLER DOKU ANALIZ ANALIZ
KAYNAGI ORNEGI YONTEMI

Tartrat-rezistans asit fosfotaz Kemik, Kan Plazma, Serum Kolorimetre,
izoform 5b (TRACP-5b) RIA, ELISA
Katepsin Osteoklast, Makrofaj Plazma, Serum ELISA

Tablo 2.4-7: Oral bifosfonat kullanan hastalarin osteonekroz risk degerlendirmesi (141)

CTx degerleri (C-terminal ¢capraz bagh telopeptit) Osteonekroz Riski

>150 pg/mL

149-126 pg/mL Minimal
125-100 pg/mL Orta

< 100 pg/mL Yiiksek

Marx ve ark. (140) CBBON riskinin kemik dongiisii belirtegleri kullanilarak
tahmin edilmesine yonelik yaptiklar1 ¢alismada oral bifosfonat kullanan ve CBBON
gelisen 30 hastayr degerlendirmistir. Caligmada hastalarin serum CTx seviyeleri takibe
alinmis ve CBBON semptomlar1 ve hikayesi ile iliskisi incelenmistir. Yazarlar
caligmanin sonucunda CTx seviyesinin 100 pg/ml’nin altina diistiigiinde yiiksek risk,
100-150 pg/ml seviyesinin orta derecede risk ve 150 pg/ml’nin iizerinin diisik CBBON
riskine sahip oldugunu belirtmektedir. Bu veriler dogrultusunda osteoporoz/osteopeni
endikasyonlar1 ile oral bifosfonat preperatlar1 kullanan olgularda, onkolojik
endikasyonla intravendz bifosfonat kullanimina gére oldukca diisiik CBBON insidansi

oldugunu bildirmislerdir.

Amerikan Oral ve Maksillofasiyal Cerrahlar Birligi (AAOMS) 2009 tarafindan
belirlenen kemik metabolizmasi ile iliskili serum parametreleri kalsitonin (131), troid
stimulan hormone (TSH), T4, T3, N-Telopeptit, C-Telopeptit, 25-Hidroksi Vitamin D,
kemige oOzgii alkalen fosfotaz, osteokalsin, paratroid hormondur (Tablo 2.4-8)
(130,131). Bifosfonat kullanan hastalarda kemikte remodelasyon ve rezorptif aktiviteyle

ilgili bu degerlerin 6nemli dl¢lide azaldig: belirtilmistir (140).
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Tablo 2.4-8: CBBON olgularinda izlenen kemik metabolizmas: ile iliskili serum
parametreleri (130)

Kalsitonin pg/mL 0.0-5.0
TSH plU/mL 0.35-5.5
T4 pg/dL 4.5-10.9
T3 ng% 79-149
NTX pmol/l 8.2-34.0
CTx pg/mL 32-580
25-Hidroksi Vitamin D ng/mL 9.5-52.0
Kemik alkalen fosfataz pg/L 0.0-21.3
Osteokalsin ng/mL 9.4-47.4
Paratiroid hormon pg/mL 16.0-87.0

2.4.3.4. Histopatolojisi

Bifosfonata bagli olusan osteonekrozun histopatolojik yapisi incelendiginde
kemik iliginde fibrozisle birlikte akut-kronik inflamatuar hiicreler, plazma hiicreleri ve
cesitli fungal-bakteriyel mikroorganizma kolonizasyonlar1 goriilmektedir. CBBON
olgularinin histopatolojik incelemelerinde belirgin bir bigimde inflamasyon goriildiigi,
en sik izlenen etken bakterinin actinomyces oldugu, ancak yaygin agiz ici
mikroorganizmast olan actinomyces ’in risk faktorii olabilecegi gibi CBBON gelisimi

sonucunda yogunlagabilecegi rapor edilmistir (54).

Mikrobiyolojik incelemede primer olarak Actinomyces olmak iizere,
Enterococcus, Candida albicans, Haemophilus influenzae, Alpha-hemolytic
streptococcus, Lactobacillus, Enterobacter ve Klebsiella pnémonia tiirleri izole
edilmistir (54).
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Intravendz bifosfonat kullanan hastalarda intraoral muayenede keskin ve sivri
kemik konturlari, basta 6zellikle retromolar bolgede linea mylohyoidea, mandibular ve
palatinal toruslar, vestibililde kemik ekzostozlari, keskin undercut alanlar incelenmeli,
periodonsiyum ve furkasyon alanlar1 klinik ve radyolojik olarak degerlendirilmelidir
(139).

Oral bifosfonatlarla indiiklenen ¢ene kemigi osteonekrozu vakalari intravenoz
bifosfonatlarla indiiklenen olgularda ti¢ 6nemli noktada ayrilir:

1) Oral bifosfonat tedavisi ¢ok daha uzun zamana yayilmaktadir.

2) Ekspoze olan kemik miktar1 ve semptomlar1 daha az siddetlidir.

3) Oral bifosfonat tedavisinin kesilmesi, ekspoze olmus kemigin kendiliginden
iyilesmesini saglayabilmektedir ve ekspoze olmus kemik 6-12 ay sonraki lokal

debridman uygulamalarina daha olumlu yanit vermektedir (141).

Marx ve ark. (140) Evre 0°da 1.V bifosfonat kullanan hastalarin miimkiinse ilag
kullaniminin 2-3 ay siire ile birakmalarini dis hekimlerine ¢ene osteonekrozundan

korunmada 6nemli katki saglayacagi i¢in onermislerdir.

AAOMS’un 2009 tarihli CBBON Durum Degerlendirme Raporunda, oral yolla
bifosfonat kullanan hastalarda, sistemik kosullarin elvermesi halinde, bifosfonat
tedavisine verilecek 6-12 aylik aranin lezyonlarin spontan sekestrasyonuna veya
debridman cerrahisini izleyerek gerilemesine katki saglayacagi bildirilmistir. Oral
bifosfonat kullaminin siiresi ve beraberinde kortikosteroid kullaniminin dis ¢ekimi gibi
cerrahi uygulamalarda farkli yaklasim gerektirdigi bildirilmistir. Ug yildan az bir siire
oral bifosfonat kullanan hastalarda kortikosteroid kullanilmamasi halinde dis ¢cekiminin
yapilabilecegi, kortikosteroid kullanilmasi halinde ise dis ¢ekiminden {ic ay Once
bifosfonat kullanimina ara verilmesi dnerilmektedir. Oral bifosfonatlarin ii¢ yi1ldan daha
uzun siire kullanan hastalarda CTx degerinin 150 pg/ml altinda ise 4-9 ay ilag tatili
verilmesi, 150 pg/ml iizerinde ise dis ¢ekiminin yapilabilecegi bildirilmistir. Bu siirecte
bifosfonat kullanimina ara verilen her ay CTx degerinde 25 pg/ml yilikselme beklenir

(Sekil 2.4-10) (141,169).
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Sekil 2.4-10: Oral bifosfonat kullanan hastalarin dis ¢ekimi protokolii (160)

Damar yoluyla bifosfonat tedavisi almakta olan hastalarda ise bifosfonat
tedavisine ara verilmesinin kisa donemde higbir yarar saglamayacagi ancak uzun siire
ara verilmesi halinde, yeni lezyonlarin olusumunun Oniine gecilebilecegi ve klinik
semptomlarin azaltilabilecegi one siiriilmektedir. Ilgili raporda her iki durumda da,
bifosfonat tedavisine ara verilmesi yoniindeki kararin mutlaka hastanin sorumlu

onkologuna danigilarak alinmasi gerektigi vurgulanmaktadir (160).

Ruggiero ve ark. (197) 6nerisine géore CBBON’de medikal tedavi, uygulanacak
olan cerrahi tedaviye giivenli bir zemin olusturur. Cerrahi tedavide amag, ¢iplak kemik
veya sokesterin olabildigince atravmatik bir yaklasimla uzaklastirilmasi ve ardindan
tutulum alaninin ¢evresindeki canli kemigin yumusak doku ile primer olarak

kapatilmasidir.

CBBON lezyonunun daha genis alana yayilarak dnemli anatomik olugsumlarla

iliskide oldugu veya patolojik fraktiir gerceklesen olgularda (AAOMS Evre 3) radikal
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yaklagimlar1 i¢eren tedaviler onerilmektedir. Bu tiir olgularda, nekrotik kemik kisminin
marjinal veya segmental rezeksiyon ile uzaklastirilmasini izleyerek lokal/rejiyonel
flepler veya vaskiilarize/nonvaskiilarize flepler yardimi ile bolgenin rehabilitasyonuna
ve fonksiyonun iadesine ¢alisilir. Hatta bazi cerrahi girisimler sonrasinda oronazal veya
oroantral fistiillerin gelisebilecegi ve bu durumlarda hastanin agiz fonksiyonlarina

obturator kullanimi ile yardimci olunabilecegi belirtilmektedir (17,141,160,197).

CBBON teshisi konan hastalarda tedavi plani, agrinin giderilmesi, yumusak ve
sert dokuda olusan enfeksiyonun kontroli ve CBBON’un ilerlemesini en aza
indirgemeyi  igermektedir. CBBON  gelisen  hastalar, osteomiyelit veya
osteoradyonekroz olgularinda uygulanan cerrahi tedavilere farkli cevap vermektedir.
Yumusak doku irritasyonuna neden olan nekrotik kemik diizeltilmeli veya
uzaklagtirilmalidir. Patolojik mandibular kirik olusan semptomatik hastalarda segmental
rezeksiyon ve plak ile immediyat rekonstriikksiyon gerekebilmektedir. Ancak
nonvaskiilerize veya vaskiilerize kemik ile rekonstriiksiyon, alict sahada nekroz gelisme

riski oldugundan problem olusturabilmektedir (154).

Cogunlukla infeksiyon bulgular1 ile karakterize olan CBBON lezyonlarinin
tedavisinde antimikrobiyal tedavi gerekliligi tizerine arastirmalar goriis birligi
tagimaktadirlar (46,197,206). Bifosfonat kullanan hastalarda agiz hijyeninin saglanmasi
ve siirdiiriilmesinin &nemi ve geregi vurgulanmaktadir. Ozellikle erken evredeki
CBBON olgularinda (AAOMS Evre 0,1) antiseptik agiz gargaralarinin (klorheksidin-
glukonat, hidrojen-peroksit) kullanimi1 ile infeksiyon riskinin azaltilabilecegi
gosterilmistir (Tablo 2.4-9) (21,78,189).
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Tablo 2.4-9: AAOMS’nin 2009 yilinda belirledigi CBBON evrelerine gore tedavi

Risk

altindaki

hastalar:

Evre 0:

Evre 1:

Evre 2:

Evre 3:

protokolii (14)

EVRE KLINIiK TEDAVI

Oral ya da 1.V bisfosfanat kullanan, nekrotik

ekspoze kemigi olmayan olgular

Nekrotik kemige yonelik klinik bulgu
gostermeyen, nonspesifik klinik semptom ve

bulgular gosteren olgular

Enfeksiyon bulgusu gézlenmeyen,

asemptomatik ekspoze nekrotik kemik varlig

Enfeksiyon bulgusu gézlenmeyen,

asemptomatik ekspoze nekrotik kemik varlig

Agr ve enfeksiyonlarla birlikte ekspoze
nekrotik kemik dokusunun alveoler kemikten
mandibulada alt sinir ya da ramusa kadar,
maksillada ise maksiller siniis ya da
zigomatik kemige kadar ilerleme gostererek
patolojik fraktiirlerle sonuglanan olgular,
ekstraoral fistiil varligi, oro-antral ya da oro-
nasal baglantimin olustugu, osteolizisin
mandibula alt sinirina ya da maksiller siniisiin

tabanina kadar ilerledigi olgular

Tedavi gerektirmez

Hasta bilgilendirmesi

Agr kesici ve
antibiyotiklerle sistemik
tedavi

Antibakteriyel agiz gargarasi
(0.12%chlorhexidine), klinik
takip, hasta egitimi

Oral antibiyotiklerle
sistemik tedavi, oral
antibakteriyel agiz gargarasi,
agr1 kontrolii, yumusak doku
irritasyonunu 6nlemek igin

yiizeyel debridman

Oral antibiyotiklerle
sistemik tedavi, oral
antibakteriyel agiz gargarasi,
agr1 kontrolii, enfeksiyonun
ve agrinin hafifletilmesi i¢in

cerrahi debridman
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Konservatif yaklasim uygulanan olgularda, kemigin agiga ¢iktigi lezyonlarda
oral antibiyotik, antienflamatuar ila¢ tedavisinin yanisira povidone iodin soliisyonu ve
%0,12’lik klorheksidin ile lokal irrigasyon yapilarak ilgili alanin temizlenmesi
onerilmektedir. Bu tedavi protokolii pek c¢ok olguda kiiclik lezyonlarin ilerlemesini
durdurmaktadir. Kemigin daha genis alanda agiga cikmasina yol acabilen kemik
rezeksiyonu gibi agresif cerrahi miidahaleler genellikle Onerilmemektedir. Mukozal
biitlinliigiin bozuldugu cerrahi islemlerde aciga c¢ikan kemigin flep kaydirilarak
kapatilmaya  calisilmast  halinde de  yikim  olusabildigi  bildirilmektedir
(29,50,85,89,221,229,241,242).

Bifosfonat kullanimina, osteonekroz varliginda veya herhangi bir dental cerrahi
Oncesi ara verilmesi konusunda goriis birligi yoktur (89,140,227,228). Ancak ilacin
yumusak dokular ve periost iizerindeki etkisinin ortadan kalkmasinin iyilesme siirecinde
etkili olacag1 belirtilmistir. Bu sebeple, dentoalveolar cerrahiden bir birka¢ ay dnce
baslayarak, islemden birkac ay sonrasina kadar oral bifosfonat tedavisinin birakilmasi
Woo ve ark (246) tarafindan Onerilmis, ancak ilacin birakilmasina ragmen yeni
lezyonlarin olusabildigi bildirilmistir. Uygun antibiyotik kullanimi, klorheksidinli
gargara ve yara ylizeyinin irrigasyonu ¢ogu vakada faydalidir (221). Marx ve ark.’na
(139) gore, kiiretaji takiben agiga ¢ikmis kemik yiizeyinin flap ile ortiilmesi veya kemik
konturunun diizeltilmesi tarzinda cerrahi tedavi yaklasimi, semptomlarmn daha

katiilesmesine ve genede kiriklara sebep olabileceginden 6nerilmemektedir.

CBBON’nin tedavisinde antibiyotik kullaniminin faydas: bilinsede bu tedavinin
stiresi ile ilgili farkli gorlisler dikkati ¢ekmektedir. Antibakteriyel tedavide tercihin
cogunlukla, genis spektrumlu penisilin tiirevleri veya penisilin kombinasyonlarindan
(fenoksimetilpenisilin, amoksisilin+klavulonat veya ko-amoksilav+klavulonat) yana
oldugu goriilmektedir (139,141). Ancak, klindamisin grubu antibiyotiklerle, CBBON
lezyonlarindan sik izole edilen actinomyces ve eikenella tiirleri iizerinde yeterli
antibakteriyel etkinlik saglanamayacagini 6ne siiren ¢aligsmalar da bulunmaktadir (210).
Bu ¢alismalarda penisilin alerjisi oldugunda antibakteriyel tedavide, metranidazoliin,
kinolon veya eritromisin ile kombine edilmesi onerilmektedir. Gerektiginde kiiltiir ve

antibiyotik duyarlilik testi sonucuna gore tedavi protokoliine nistatin gibi antifungal
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ajanlarin  veya asiklovir, valasiklovir gibi antiviral ilaglarin eklenebilecegi
belirtilmektedir (139,141,144,210).

Oral kavitede ayn1 anda birden fazla segmentte osteonekroz alani teshis edildigi
takdirde miimkiinse Once sadece bir bolgenin tedavisi yapilarak 2 ay siireyle
antimikrobiyal 6nlemler altinda bdlgenin tamamen iyilesmesi beklendikten sonra sirayla

diger bolgeler tedavi edilmelidir (50).

2.4.3.5. Bifosfonat kullannmina bagh cene osteonekrozunda diger tedavi
secenekleri

CBBON hastalarinin tedavisinde amag, hassasiyet, agri ve 6dem gibi klinik
bulgularla beraber yumusak doku ve/veya kemikteki infeksiyon bulgularini ve kemik
nekrozunun ilerlemesini ortadan kaldirmaktir. Hastada var olan klinik belirti ve
bulgular1 azaltmak veya gidermek i¢in medikal ve cerrahi tedavilerin yeterli olmadig
olgularda veya tedavinin etkinligine katki saglamak amaciyla hiperbarik oksijen (HBO)
tedavisi, paratiroid hormon (PTH), trombositten zengin plazma, ozon tedavisi ve diisikk
doz lazer tedavisi (DDLT) gibi yontemlerle desteklenebilecegi One siiriilmektedir
(4,7,96,179,232).

CBBON tedavisinde paratiroid hormon kullanilmasi tavsiye edilmektedir.
Bisfosfonat tedavisine ara vererek 6 ay boyunca PTH kullanilmasi kemikteki yapim
yikim oranini gosteren osteokalsin degerinin % 74 artmasini saglar. Aminoterminal
capraz bagl telopeptid kollajen (NTx), kemik dokusunda osteoklastik aktivite
sonucu indirgenmis kollajen {rtin miktari bildirir. Giinlik 20 pml dozlarda
verildiginde, PTH osteoblastlar1 yeni kemik yapimi i¢in stimule eder. PTH osteoklastik

aktivitede 6nemli bir degisiklik yaratmasa da osteonekrozun iyilesmesine katki saglar
(215).

Lazarovici ve ark. (2010) bifosfonat tedavisi gormiis 78 hastadan preoperatif
donemde CTx, kemik alkalen fosfotaz ve paratroid hormon degerlerini Olgerek
postoperatif donemde CBBON gelisen ve gelismeyen hastalar arasinda karsilastirma
yapmak i¢in kan 6rnegi almistir. Hastalardan 51 tanesi oral bifosfonat tedavisi, 27 hasta

ise LV bifosfonat tedavisi gormiistiir. Hastalara uygulanan cerrahi tedaviler
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konservatiftir ve postoperatif donemde hastalara 7 giin boyunca antibiyotik tedavisi
verilmistir. Cerrahi tedavi sonrasinda oral bifosfonat kullanan 4 hastada, 1.V bifosfonat

kulanan 14 hastada CBBON gelismistir. Arastirma sonucunda su verilere ulasilmistir
(129).

1.CTx seviyesinin 150 pg/ml az olmasinin CBBON gelisimi ile 6nemli derecede
iliskidir. Buna ragmen kesin bir bulgu olarak kabul edilmemelidir.

2.Kemik alkalen fosfotaz seviyesi ise CBBON gelisen oral bifosfonat kullanan
hastalarda 6nemli derece diisiiktiir.

3.Paratroid hormon seviyesi ise CBBON gelisen ve gelismeyen hastalarin hepsinde

benzer seviyelerde izlenmistir (129).

Trombositten zengin plazma (TZP)’nin CBBON tedavisinde cerrahi yontemlere
destek olarak uygulandigi ve etkinliginin arastirildigi ¢alismalarin smirli oldugu
goriilmektedir. Coviello ve ark. multipl myeloma hastalarinda dis ¢ekiminin ardindan
gelisen CBBON olgularinda yapilan cerrahi debridman bolgelerine TZP uygulamasi ile
olumlu sonug elde ettiklerini rapor etmislerdir (65). Benzer olumlu bulgular Curi ve
ark.’nin ileri evre CBBON lezyonlarma parsiyel rezeksiyonu izleyerek TZP
uyguladiklart ¢alismalarinda elde edilmistir (70). Ancak literatiirde TZP’nin, saglikli
bireyler lizerinde yapilan bir¢ok calismada dahi, cerrahi yaklasimi destekleyici roliiniin
belirsiz olmasi, bu uygulamanin kemik iyilesme mekanizmalar1 hasar gérmiis CBBON

hastalarinda ne denli basarili olabilecegini tartigilir kilmaktadir.

Mozzati ve ark. (2012) onkolojik nedenlerle 1.V bifosfonat tedavisi géren ve
CBBON gelismis 32 hastada nekrotik kemigin rezeksiyonu ve sonrasi trombositten
zengin biiylime faktorlerinden (TZBF) kullanarak kemik defekti iizerindeki mukozanin
primer kapatilmasi yontemini uygulamiglar ve olgularin basari ile tedavi edildigini,
TZBF‘nin damarlanmay1 artirip, kemik ve epitelyal dokularin rejenerasyonuna olumlu

etki yaptigini bildirmislerdir (162).

Harper ve ark. (2007) rapor ettikleri bir CBBON olgusunda, minimal invaziv
cerrahi yaklagimin giinliik diisiikk doz paratiroid hormon tedavisi ile desteklenmesinin

belirti ve bulgularin azalmasinda ve iyilesmede dnemli rol oynadigini 6ne stirmiislerdir.
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Paratiroid hormonun osteoklast ve osteoblastlart uyarip, kemik metabolizmasini ve

kemik yapim yikimini hizlandirdig1 varsayilmaktadir (110).

2.4.3.6. Ozon tedavisi
Ozon, avaskiiler nekroza bagli patolojilerde
¢ Endojen antioksidan sistemi stimiile ederek,
e Kan akimini, kirmizi kan hiicrelerini ve hemoglobin konsantrasyonunu aktive
ederek, diapedezi ve fagositozu artirarak,
e Tiim biyolojik reaksiyonlari, 6zellikle doku oksijenlenme siirecini, kalsiyum,
fosfor ve demir metabolizmasini stimiile ederek, bakterisid ajan olarak,

e Hafif analjezik etki olusturarak iyilesmeye katki saglar (Sekil 2.4-11)
(41,56,179,248).

Tek seans ozon tedavisi Tek seans ozon tedavisi
Antimikrobiyal tedavi Antimikrobiyal tedavi
15 giin 6nce 15 giin sonra
Antimikrobiyal tedavi Ozon tedavisi
B-laktam Tek seans: Haftada 2/4 kez,
Metronidazol .

Her uygulama 5 dk

Sekil 2.4-11: Antimikrobiyal kemoterapi ve non invaziv cerrahi ile birlikte ozon

tedavisi protokolii (160)

Ozon tedavisinin etkinligini artirmak i¢in invaziv olmayan cerrahi girisimlerin yani sira

antimikrobiyal kemoterapi (beta laktam grubu ve antifungal ilaglar) gerekmektedir (7).
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2.4.3.7. Hiperbarik oksijen tedavisi

Hiperbarik Oksijen Tedavisi (HBO) dokularda oksijen difiizyonunun arttirilmasi
ile 16kosit fonksiyonlarinda artis saglanarak, nekrotizan infeksiyonlarin etkin oldugu
hipoksik yara bolgelerinde antibakteriyel etkinlik saglanmasi ve yara iyilesmesine ivme
kazandirilmasi esasina dayanir. HBO tedavisi ile artirilan oksijen diizeyinin anjiyogenez
siireci iizerinde olumlu etkileri oldugu ve inert gazlarin eliminasyonunu sagladig1 da
bilinmektedir (166). Son yillarda yapilan calismalar ile HBO tedavisinin, yara
iyilesmesi lizerindeki olumlu etkilerinin hiicresel sinyalizasyon siireclerine etki eden
‘Reaktif Oksijen Tiirleri’ ve ‘Reaktif Nitrojen Tiirleri’nin olusumunu sagladigi da

gosterilmistir (97).

Hiperbarik oksijenin osteoradyonekroz tedavisindeki yeri 1970°li yillarin
sonlarindan itibaren anlasilmaya ve uygulanmaya baslanmistir. Marx, calismalarinin
sonucunda, osteoradyonekroz tedavisi icin hastalar1 ii¢ evrede ele aldigi bir protokol
olusturmustur. ‘Marx Protokolii’ veya ‘Miami Protokolii’ olarak adlandirilan bu yaklagim
yalnizca HBO tedavisi ile ve/veya nonagressiv cerrahi girisimler ile iyilesebilecek
hastalar1 daha agir olgulardan ayirt edebilmeyi, agir olgular1 ise agressiv cerrahi icin

hazirlamay1 amaglar (72).

Bu protokole gore;

1.evrede; hastalar 30 seans HBO tedavisi alirlar. Yara bakimi ve gerekiyorsa
antibiyotik tedavisi uygulanir. 30 seans HBO tedavisi sonrasinda yapilan
degerlendirmede ekspoze kemikte olumlu yanit saptanirsa 10 seans daha HBO uygulanir.
Eger yanit yetersiz ise hastanin 2. evrede oldugu kabul edilir.

2.evrede; daha 6nce 30 seans HBO tedavisi almis olan hastanin ekspoze olan 6lii
kemik dokusu transoral olarak rezeke edilir. Kanayan kemik dokusuna ulasildiginda yara
katmanlar1 kapatilir. Cerrahi sirasinda periosta azami 6zen gosterilmelidir. Hasta, cerrahi
girisimin ardindan 10 seans daha HBO tedavisine alinir.

3.evrede; mandibulanin alt sinirmi1 da tutan osteolizis, patolojik fraktiir veya
orokiitandz fistiil ile gelen hastalar ile 2. evredeki tedaviye yanit vermeyen olgular
yeralir. Hastalara 30 seans HBO uygulandiktan sonra transoral mandibula rezeksiyonu ile
6li kemik ve beraberinde nekrotik yumusak dokular cikartilir. Rezeksiyon sinirlari

kanayan kemige ulasilana kadar genisletilir. Geriye kalan mandibula segmentleri
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eksternal pin fiksasyonu veya maksillomandibiiler fiksasyon ile stabilize edilerek hasta
10 seans daha HBO tedavisine alinir. Rekonstriiksiyon cerrahisi rezeksiyondan ii¢ ay

sonra yapilabilir (72).

Hiperbarik oksijen tedavisi ¢ene kemiklerinde goriilen osteoradyonekrozun
tedavisi ve Onlenmesinde Onemli bir tedavi secenegi olmakla beraber CBBON
vakalarinda yararliligi kanitlanmamistir. Osteoradyonekrozun ve CBBON patofizyolojik
mekanizmalart birbirinden tamamen farklidir. Osteoradyonekrozda kemikhipoksik,

hiposelliiler ve hipovaskiiler yapidadir (166).

CBBON ise ilacin dogrudan osteoklastlar iizerine kimyasal toksisitesi nedeniyle
kemigin yeniden sekillenmesi ve yenilenmesinin engellenmesi sonucu olusur.
Osteoradyonekrozda radyasyon goren alanda hiposelliiler etki sonucu hipovaskiiler yap1
olusurken CBBON’unda kapillerlerdeki hasar kemik O6limii sonucu sekonder olarak

gelisir (141).

Freiberger ve ark. yaptiklari ¢alismalarda HBO tedavisinin 6zellikle bifosfonat
tedavisine ara verilmesini izleyerek yapilacak cerrahi tedaviye destek olabilecegi ancak
tek basmna wuygulanmasi halinde herhangi bir yararimin olmayacagr goriisi
savunulmaktadir (96,97). HBO’nun CBBON tedavisinde olumlu herhangi bir etkisi

olmadigini savunan ¢alismalar da bulunmaktadir (87,88,164).

HBO tedavisinin, 6zellikle metastatik kanserler nedeniyle bifosfonat tedavisi
altinda olan CBBON hastalarinda tiimoral dokularda da wvaskiiler artisa neden
olabilecegi varsayimi bu hastalarda kullanimini tartigilir hale getirmektedir. Ayrica,
HBO tedavisinin bazi kemoterapdtik ajanlarla beraber uygulanmasinin sakincalar1 da
vurgulanmaktadir (156,240). Bu farkli sonuglar ve yorumlar HBO’nun CBBON’un
tedavi protokolii icerisinde destek tedavi olarak yer almasinda soru isareti yaratmakta ve

ileri ¢caligmalar1 gerektirmektedir.
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2.4.3.8. Diisiik Doz Lazer Tedavisi

Lazer tedavisinin deri ve mukozanin beslenmesi iizerine etkinligi birgok
arastirmaci tarafindan in vivo ve in vitro ¢alismalarda gosterilmistir. Bu sonuglar, lazer
biyostimulasyon  tedavisinin, CBBON  vakalarinda da  kullanilabilecegini
desteklemektedir. Kemik biyostimulasyonunda kullanilan lazer tipleri, argon,
karbondioksit, helyum/neon, diyot ve Nd:YAG seklindedir. DDLT agiz dokularina
uygulandiginda antimikrobiyal ve biyostimulan etkiye sahiptir. DDLT nin hiicre artigini
stimule ettigini ve yara yerinin iyilesmesi iizerine etkili oldugunu goéstermistir. Kan ve
lenf damarlarinin da lazer tedavisi ile stimiile edildigi goriilmiistiir (183,233). In vitro 151n
tedavisi, hiicre biiyiime gelisimi, hiicre enzimlerinin ve proteinlerinin iiretimi {lizerine
etkilidir. Ayrica kortikosteroid veya antibiyotik gibi ilaglarla destek tedavisinden

bagimsiz olarak osteoblast benzeri hiicrelerin artigina katki saglar (98,176).

Kemik dokusunda lazerin biyostimulasyon etkisi iizerine pek ¢ok ¢alisma
yapilmistir. Bu ¢aligmalarin bazilarinda helyum-neon, goriiniir ve kizilétesi diyot lazer
kullanilmistir (98,118,165,191). Calismalardan elde edilen sonuglara gore goriisler, kizil
Otesi ve gorliniir 15181n kemik dokusunda etkili olabilecegi yoniindeyse de, tiim dalga
boylarimin biyostimiilan etki gosterdigi, bu nedenle CBBON tedavisinde lazerin

biyostimulasyon etkisinden faydalanilabilecegi bildirilmektedir (218,232).

2.5. LASERIN TANIMI

““Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation’” kelimelerinin ilk
harflerinden olusturulan LASER terimi, ’radyasyonun uyarilmis emisyonu ile 151gin
giiclendirilmesi’ anlamina gelmektedir. Lazer 15181, aktive olmus dogal gazlarin,
elementlerin, molekiillerin ve gesitli kristallerin etkilesimi ile meydana gelen, yiiksek
yogunlukta, paralel hareket eden, ayn1 dalga boyundaki elektromanyetik radyasyondan
olusan 1s1ktir (31,60,158).
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2.5.1. Elektromanyetik dalga ve fotonlar

Elektromanyetik radyasyon, uzayda yayilim gosteren bir enerji tiiriidiir. Sabit
hizdaki 151k dalgalarinin hareketinden olusan elektromanyetik enerjinin bir sekli olan
lazer enerjisinin birimine foton ya da 1518 pargasi denilir. Elektromanyetik radyasyon
iki farkli kavram olan frekans ve dalga boyu ile ifade edilir. Frekans (V) saniyedeki
yayilim sayisini ifade eder ve birimi Hertz (Hz)’dir. Dalga boyu () ise, 15181 dalga
boyunun metrik sistem ile Ol¢iimiinin sayisal ifadesidir. Dalga boyu dokular ile
reaksiyonun nasil oldugunun ve lazer 1s18inin cerrahi alanda nasil iletildiginin 6nemini
gosteren fiziksel Olclidiir. Bir radyasyonun 1sik spektrumunun gozle goriilebilir
bolgesindeki dalga boyu o 15181n ayn1 zamanda rengini de belirler. Tiim elektromanyetik
dalgalarin maksimal hizlari 151k hiz1 (C) olarak bilinir ve C=299792.458 m/sn’dir. Dalga
genisligi dalga boyundaki enerji miktarinin 6l¢timiidiir. Tipta dalga genisliginin, enerji
miktariin ve dalga yiiksekliginin biiylik olmasi tercih edilir. Dis hekimligi icin yararl
miktar mili joule’dir (J/1000) (Sekil 2.5-1) (31,49,58,91).

Ho:YAG
Pulsed Dye
Argon .
& Alexandrite Nd:YAG ErYAG Coz
KIP Ruby | Diode
Excimer
—_—
Ultraviolet Y Near Infrared ¢ Y v Vidnfrared Y
2 W W 0 M K M0 D ) A0 0 A0 00 O W 200
Dalga Boyu (nm)

Sekil 2.5-1: Elekromanyetik spektrum

Elektromanyetik spektrumdaki uzun dalga genisligi diisiik enerji tiretir. Bu kural
kizilotesi ve mikrodalgalar icin gegerlidir. Kisa dalga boyunda ise yliksek enerjili
ultraviolet 1s1nlari, X 1sinlar1 ve gama radyasyonu vardir. Lazer 1sinlarinin tasidigi enerji

ve elektromanyetik spektrum, dalga genisligi ve frekans tarafindan olusturulur (84).
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Tipta kullanilan tiim lazer cihazlar1 klinisyen tarafindan ayarlanabilir
parametrelere sahiptirler. Lazerin kullanim parametreleri, istenilen terapotik etkinin elde
edilmesinde dikkat edilmesi gereken unsurlardir. Uygulamalarda g6z Oniinde
bulundurulmasi gereken parametreler sunlardir:

e Lazer dalga boyu,

e Yayilim tipi (devamli veya atimli),
¢ Enerji yogunlugu,

e Gii¢ yogunlugu,

e Tekrarlama hizi,

e Atim sayisi,

e Siiresi ve sekli (86).

Gii¢ belirli bir zaman araliginda yapilan isin Sl¢limiidiir. Birimi Watt (W) tir.
Joule (J) ise enerji birimidir. 1 Watt 1 saniyede iiretilen 1 Joule’liik istir. Bu ayarlanabilir

parametrelerden biri ya da her ikisi lazer cihazinda bulunur (91).

Enerji = Gii¢ x Zaman  J=W xsn’ dir

Lazer 1s1gmmin merkezindeki %86’lik kismi dokular iizerinde istenilen etkiyi
yaratmak i¢in kullanilabilir ve bu oran lazer 1518 c¢alisan spot biiyiikligii olarak
adlandirilir. Geriye kalan %14’liik miktarin komsu dokulara yayildigi ve bu dokularda
biyolojik etki olusturdugu gozlemlenmistir. Lazer 1s18inmn bu iletim sekli Gaussian
dagilim modeli ile agiklanmistir ve diisiik diizeyli lazer tedavisinin temelini olusturmustur

(58).

Lazerin odaklandig1 ve enerji yogunlugunun en fazla oldugu nokta ‘fokal spot’
olarak adlandirilir. Fokal spotta enerji yogunlugu maksimumdur ve bu mesafe lazerin is
gordiigli mesafesidir. Fokal spot insizyonel ve eksizyonel islemlerde dnemlidir. Tipta

2

kesme ve koagiilasyon islemleri i¢in 1 W/cm? ile 10° W/cm? arasinda giic yogunlugu

degerleri kullanilir (230).

Lazerin biyolojik etkilerinin olugsmasi i¢in uygun giic yogunlugu gereklidir. Lazer

demetinin alan1 yogunluk hesaplamalarinda kullanilir. Her ne kadar lazer 1s1m1 kolimine
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1s1n olsa da, katedilen yolla birlikte 151n demeti ¢apinin bir miktar arttigr ve yayildig
goriiliir. Fiber optik tastyict sistemlerde ve diyot lazerlerde bu deger 15°-30° civarindadir
(161). Uygulanan 1sin demetinin alaninin belirlenmesinde kontakt ve non kontakt ¢alisma
etkilidir. Kii¢iik bir alanda odaklanmis lazer 1sininin dokuda ablasyon i¢in yeterli enerji

yogunlugunu elde etmesi miimkiindiir (36,171).

Lazer devamli veya atimli sekilde enerjisini agiga ¢ikarir. Yumusak dokuda
pedala basildigi siirece calisan devamli lazer kullanilir. Sert dokuda ise termik zarar
vermemek igin atimli lazer tercih edilir. Lazer 1s1gmin atimli modda kullanimi, yiiksek
giicte, kisa siireli atimlar uygulayarak ¢evre dokularin isinmasi ve hasari igin gegen
stirenin minimumda tutulmasini saglar (59,186). Giinlimiizde lazer cihazlarini {i¢ yayilim
tipinde kullanmak miimkiindiir:

e Devamli dalga modu,
¢ Kendiliginden atimli mod,

e Kesintili attmli mod.

Lazer sisteminde lazerin dokuya iletimi kontakt ya da non kontakt olmak iizere iki

sekilde olabilir. Cerrahi islemler i¢in kontakt uclarin kullanildig1 lazerler daha cok tercih

edilmektedirler (58,158,230).

Lazerin kullanim endikasyonlarini birincil olarak dalga boyu belirler. Spesifik
tedaviye uygun dalga boyuna sahip lazeri segmek, basarmin ilk adimidir (138). Lazer
uygulamalarinda enerji, enerji yogunlugu, atim siiresi ve sayisi, toplam etki siiresi

bakimindan gesitli varyasyonlar olusturmak olasidir (186).

Bir lazer cihazi asagidaki komponentlerden olusmaktadir:
o Aktif madde,
e Pompalama kaynagi,
e Optik rezonator,
e Optik tagiyict sistem,
e Sogutma sistemi,
e Kontrol paneli,

e Odaklayici lens (36,59,60).
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Aktif madde, uyarildiginda lazer 1gin1 salinim1 yapan dogal veya yapay maddedir.
Aktif maddenin cinsi lazerin tipini ve dalga boyunu belirler (171).

Aktif madde;

e Organik likit ise Dye lazer,

e Argon, kripton veya xenon gibi inert gazlar ve florin, klorin gibi reaktif gazlarin
karisimi ise Excimer lazer,

e Karbondioksit gazi ise CO,, lazer,

e Argon gazi ise Argon lazer,

e Yar iletken aluminyum-galyum-arsenid (AlGaAs) levhalarindan olusan mikro ¢ip
ise Diyot lazer,

e Kati kristal (Neodmiyum, Holmiyum, Erbiyum, Erbiyum-krom) ve bu kristale
katilan Itriyum-Aluminyum-Garnet (YAG) ya da Itriyum-Skandiyum-Galyum-
Garnet(YSGG) ise Nd:YAG, Ho:YAG, Er:YAG, Er,Cr:YSGG lazer adin1 alir (36).

Aktif madde, optik rezonatoér adin1 alan karsilikli aynalarin yerlestirilmis oldugu ve
pompalama mekanizmasi ile g¢evrili bir kavitede bulunur. Boslukta fotonlarin {iretilmesi
icin aktif maddeyi uyaran enerji kaynagina ihtiyac¢ vardir. Bu gorevi pompalama kaynagi
yapar. Pompalama kaynagi flas lambas1 gibi bir 151k kaynagidir. Olusturdugu 151k enerjisi
aktif madde tarafindan emilerek uyarilmis salinim ile lazer fotonlarinin olusumuna yol agar

(18,36).

Uyarilmig aktif madde tarafindan salinan ayni fazda (koherent), ayn1 dalga boyuna
sahip (monokromatik) fotonlar optik rezonator icerisinde birbirine paralel
konumlandirilmis iki ayna arasinda gidip gelmeye baglarlar. Bu islem 1smmin
giiclendirilmesidir. Aynalardan biri tam yansitici, digeri ise selektif gecirgendir ve bir
kisim 1s1min optik rezonatdrii terk etmesine izin verir. Ortami terk eden 151n aynalarin
paralelligi sayesinde kolimine, yani yayilma ve sapma gostermeyen paralel demet
halindedir (Sekil 2.5-2) (36,59).
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Sogutma sistemi
On ayna
R=95%
Arka ayna '\u - v/
S——— /,, —Akif lazer-ortami—— ~
S Lazer
—————— —* smimnin
it e
Pompalama mekanizmas|

Sekil 2.5-2: Lazer Ortamm

Sogutma sistemi, lazer cihazlariin en hacimli ve agir kismini olusturur. Isi, lazer
olusumu sirasinda ortaya ¢ikan yan iiriindiir. Doku kesme islemlerinde kullanilan lazerlerin
giicii yiiksek oldugundan, 1s1 iiretimi ve sogutma ihtiyact da artar. Sogutma sistemleri su
veya hava araciligi ile ¢alisir. Odaklayici lensler birbirine paralel fotonlardan olusan lazer
1s1nin1 daha da yogunlastirmak amaciyla kullanilirlar. Bu sayede lazerin enerji yogunlugu
ve etkisi artar, ancak kullanilan merceklerin kisa mesafeli odak uzakliklart olmasi

nedeniyle lazerin dokudaki etki derinligi azalir (18,171).

Kontrol paneli, lazerin pratikte kullanimi sirasinda bazi degerlerin uygulanan

isleme gore ayarlanmasini saglar.

Degisken parametreler:
e Enerji yogunlugu (mJ/cm?),
e Atim (pulsasyon) siiresi ( msn veya nsn),
e Maksimal atim enerjisi (mJ),

e Atim (pulsasyon) frekans1 (Hz) (36).

Dalga boyu (nm) ise aktif maddeye bagli olup sabittir, ancak bazi kombine lazer
cihazlarinda bu parametre de degistirilebilir. Kontrol panelinden uygulanan klinik

parametrelerin ¢iktist alinabilir (36).
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2.5.2. Lazerlerin siniflamasi

Medikal alanda kullanilan lazerlerin smiflandirilmasi yapilirken ¢esitli
parametreler kullanilmistir.
A. Kullanim Alanlarmma Gore Lazerler
Kullanim alanlarina goére lazerler dorde ayrilirlar.
I. Cerrahi (Sicak) lazerler: Tasidiklar yiiksek enerji sonucu meydana gelen termal etki
ile 6ncelikle lokal bir 1s1 ve dehidratasyon, sonra koagiilasyon, karbonizasyon ve
buharlasma olusur.
Il. Fotokoagiilator lazerler: Kanama kontroliinde kullanilan lazerlerdir.
I11. Fotoradyan lazerler: Kanser tedavisinde kullanimi1 denenen lazerlerdir.
IV. Soguk lazerler: Termal olmayan yollarla etki eden diisiik enerjili lazerlerdir (143).
B. Kullamlan Aktif Maddeye Gore Lazerler
I. Kat1 lazerler:
Yakut (ruby) lazer: 694.3 nm dalga boyundadir. Dermatolojide kullanilmaktadir.
Nd:YAG lazer: 1064 nm dalga boyundadir. Dishekimliginin bir ¢ok alaninda
kullanilmaktadir.
Holmium: Yttrium-Aluminum-Garnet lazer (Hol:YAG): 130 nm dalga boyuna sahip bir
lazerdir. Koagiilasyon amaciyla kullanilir.
Er:YAG lazer: 2940 nm dalga boyundadir. Dis hekimliginin bir¢ok alaninda kullanilir.
I1. S1v1 lazerler:
Dye lazer: 507-510 nm dalga boyuna sahip lazerlerdir. Cerrahide kullanilirlar.
Rhodamine lazer: 560-650 nm dalga boyundadir. Dermatolojide kullanilirlar.
I11. Gaz lazerler:
He-Ne lazer: 633 nm dalga boyundadir. Biyostimiilasyon amagli kullanilirlar.
Argon lazer: 350-514 nm dalga boyundadir. Dermatoloji, damar cerrahisi ve
oftalmolojide kullanilir.
CO; lazer: 10600 nm dalga boyundadir. Cerrahide kullanilirlar.
Excimer lazer: 193, 248, 308 nm dalga boyundadir. Oftalmolojide kullanilir.
IV. Yari iletken lazerler:
Gallium-Arsenide lazer (Ga-As): 904 nm dalga boyundadir. Biyositiimiilasyon amaglh
kullanilirlar.
Ga-Al-As lazer: 800-830nm, 904-950nm dalga boyundadir. Biyostimiilasyon ve cerrahi
amagl kullanilirlar (Tablo 2.5-1, Tablo 2.5-2) (103,209).
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Tablo 2.5-1: Lazer tipi ve dalga boyu (15)

Eximer lazerler Argon Fluoride (ArF) 193 nm Morotesi
Xenon Chloride (XeCl) 308 nm Morotesi
Gaz lazerler Argon 488 nm Mavi
514 nm Mavi-yesil
Helium-Neon (HeNe) 637 nm Kirmizi
Carbon Dioxide (CO,) 10.600 nm Kizil6tesi
Diyot lazerler (yar1 Indium Gallium Arsenide Phosphorus 655 nm Kirmizi

iletken lazerler) (InGaAsP)

Gallium Aluminum Arsenide (GaAlAs) 670-830 nm Kirmizi-

kizilotesi

Gallium Arsenide (GaAs) 840 nm Kizilotesi

Indium Gallium Arsenide(inGaAs) 980 nm Kizilotesi
Sert lazerler (Kristal Alexandrite 337 nm Mordtesi
ortaml lazer)

Potassium Titanyl Phosphate (KTP) 532 nm Yesil

Neodymium:YAG (Nd: YAG) 1.064 nm Kizilotesi

Holmium:YAG (Ho:YAG) 2.100 nm Kizilotesi

Erbium, chromium:YSGG 2.780 nm Kizilotesi

(Er,Cr:YSGG)

Erbium:YSGG (Er:YSGG) 2.790 nm Kizil6tesi

Erbium:YAG (Er:-YAG) 2.940 nm Kizilotesi
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Tablo 2.5-2: Lazerlerin ozelliklerine gore dis hekimliginde kullanim alanlari (yumusak
doku lazerleri ve dalga boylari) (74)

Lazer Tipi Dalga Dalga Uygulamalar
boyu formu
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C. Dozlarina Gore Lazerler
l. Yiiksek Doz Lazerler

Sert veya sicak lazerler olarak da adlandirilirlar. Cerrahide ve sanayide
kullanilirlar. Giigleri 80 mW’tan yiiksek olan termal etkiye sahip lazerlerdir. Tipta en
cok Argon, COy, Nd:YAG, ve Er:YAG lazerler kullanilmaktadir.

1. Orta Doz Lazerler

Yar iletken lazerler de denir.Aktif madde olarak galyum-alimiinyum-arsenid
maddesi kullanilir. Diyot lazer olarak da tanimlanir. Dalga boyu 830-904 nm’dir.
Aralikli 151 yayarlar. Indirekt penetrasyon 5 cm’ye kadar cikabilir. Orta doz lazer
olarak tanimlanan kizil6tesi lazerlerin giigleri diisiikk doz lazerlere yakindir. Bu nedenle

bazi siniflamalarda diisiik doz lazerler ig¢inde yer alirlar.

I11. Diisiik Doz Lazerler

Soguk ya da yumusak lazer olarak da tanimlanirlar. Aktif madde olarak galyum-
aliminyum-arsenid ya da Helium-Neon gazinin kullanildigi lazerlerdir. Diisiik enerjili
lazerlerin giigleri en ¢cok 50-80 mW’a kadar ¢ikabilmektedir. Dokularda fotokimyasal
etki yaratarak iyilesmenin stimulasyonunda etkili olurlar. 632.8 nm dalga boylu
lazerlerdir. Emniyetli ve pratik olup, devamli 151n yayarlar. Atimli veya devamli modda
uygulama yapilabilir. Isin kaynagina siirekli bakilirsa gézde harabiyet yapar. Helyum-
Neon lazeri yiiksek dagilim ve diigiik absorbsiyonda genis bir doku kitlesine etki eder.
Bu nedenle transkutan i1simlama tedavileri i¢in en uygun lazer tipidir. Helyum-neon
lazerin penetrasyon derinligi 0.8 mm’nin {izerinde, 10-15 mm arasindadir. Direkt
penetrasyon, lazerin karakteristik 6zelliklerinin degismeden ulastigi derinligi ifade
ederken, indirekt penetrasyon lazerin karakteristik ozelliklerinin degistigi, g¢evre

dokularin  ozelliklerine gore absorbsiyonu ile olusan derinligi ifade eder

(8,103,136,209).

Bu lazerler hiicresel aktiviteyi uyaran dalga boylarinda, soguk ve diisiik enerji
yayan kaynaklardir. Doku rejenerasyonuna yardimci sistemler olarak, tip ve
dishekimligi alaninda agrinin giderilmesi, enflamasyon ve Odemin azaltilmasi ile

iyilesmenin hizlandirilmas1 amaciyla kullanilmaktadir. Diisiik doz lazerlerin yara
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iyilesmesini hizlandirict etkisinin fibroblastlarin uyarilmasi sonucunda kollagen

yapiminin artmasina bagli oldugu one siiriillmektedir (92).

Diisiik doz lazerler dishekimliginde dentin duyarliliginin giderilmesinde, akut
lokalize osteitisin tedavisinde, aftlarin neden oldugu agrinin giderilmesi ve iyilesmenin

hizlandirilmasinda kullanilmaktadir (150).

D. Dalga boylarina gore lazerler:

1-Ultraviyole: Spektrumun ultraviyole kisminda yer alan lazerler: Excimer ve Argon
Fluoride (ArF) lazerler bu grupta yer alirlar.

2-Goriinen 151k: Spektrumun goriiliir 151k kisminda yer alan lazerler: Ar, Potassium-
Titanyl-Phosphate (KTP) lazerler bu grupta yer alirlar.

3-Enfraruj: Spektrumun kizil6tesi kisminda yer alan lazerler: GaAs, Ga-Al-As, Nd:
YAG, Er: YAG, Er,Cr:YSGG (Erbium, Chronium: Yttrium—Selenium-Gallium—
Garnet) ve CO;, lazerler bu grupta yer alir (8,136).

E. Dokuda hasar olusturma risklerine gore lazerler:

1.Smif: Disiik giicte biyolojik dokularda zarar olusturmayan giivenli (Diyot Laser)
lazerlerdir.

2.Smif: Giici 1 mW ‘in altinda olan ve 15181 gozle goriilen lazerler (He-Neon).
Dogrudan iclerine bakmadik¢a tehlike teskil etmezler. Goz kirpma refleksinin bu
lazerlere kars1 yeterli bir savunma mekanizmasi oldugu varsayailir.

3.Smif: Ciltle temas ettiklerinde tehlike teskil etmeyen, yangin tehlikesi yaratacak kadar
giicii olmayan, ancak dogrudan veya yansiyan 1siklarina bakilmasinda tedbir gerektiren
lazerlerdir. iki alt simifa ayrilir:

3a Smifi: Isiga biiyliteg, mikroskop gibi optik sistemlerle korumasiz gizle bakilabilen
lazerler.

3b Smufi: Isiga gozliiksiiz bakilmamasi gereken lazerler.

4.Smif: Yangin tehlikesi olusturan, cilt ve gozler icin tehlike teskil eden lazerler. Bu
lazerlerin yansiyan veya genisleyerek sagilan 1siklart dahi gozler icin tehlikelidir.
Emniyet tedbirlerinin alinmasi gereklidir. Tedavi amagh kullanilan lazerlerin ¢ogu bu

kategoriye girmektedir (Tablo 2.5-3) (8,136).
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Tablo 2.5-3: Tehlike riskine gore lazerlerin simflamasi (238)

Tamamen kapali sistem

G0z kirpma refleksi ile korunulabilen

goriiniir diisiik giiclii lazer

1 mW fizeri goriiniir lazer

Gortiniir olan veya olmayan yiiksek giiclii
(0.5 W’a kadar) lazer. Direkt bakista goz

hasar1 riski.

G0z ve cilt hasar1 miimkiin. Direkt veya
indirekt bakista goz hasari riski.

F. Lazer 151m1 hareketlerine gore:
1-Devamli 151n verenler
2-Atimli (Nabizsal) 151n verenler

3-Dalgali akim olarak 1s1n verenler (8,136).

2.5.3. Lazer doku etkilesimleri

2.5.4. Dokularin Optik Ozellikleri

Dis laboratuarinda lehimlemede
kullanilan Nd:YAG lazer

Cerrahi lazerlerin goriiniir kirmizi

renkte hedefleme 15181

Dental 6rnegi yok

Biyostimiilasyon amagli kullanilan

diisiik gii¢ diyot lazer (50 mW)

Oral cerrahi, dis beyazlatma ve dolgu
kavitesi hazirliginda kullanilan tiim
dental lazerler

Lazer cihaziyla c¢alisirken dokularin optik 6zellikleri ve buna bagl olusan termik

ve tibbi etkiler dikkat edilmesi gereken faktorlerdir. Lazer 151gmin doku ile etkilesimi

dokunun optik 6zelliklerine gore dort farkli sekilde gerceklesir.

e Absorbsiyon (emilim)

e Transmission (gecis)

e Reflection (yansima)

e Scatter (sag¢ilma) (Sekil 2.5-3)(60,95).
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Lazerisigi

Yansima

Sacilma

Transmisyon

Sekil 2.5-3: Lazer doku etkilesimleri

Absorbsiyon (emilim): Ik ve en ¢ok istenilen doku lazer etkilesimi, hedef
dokuca lazerin absorbsiyonudur. Doku tarafindan absorbe edilen enerjinin miktari
dokunun yapisal 6zelliklerine, lazerin dalga boyuna ve yayilim tipine gore degisiklik
gosterir. Dokular icerisinde spesifik bir dalga boyuna sahip lazer 151811 absorbe eden
yapilar kromofor olarak adlandirilir. Doku igerisindeki kromoforlarin sayisi lazer
15181min absorbsiyon miktarini belirler. Lazer 1s1ginin dokularca absorbe edilen miktari
absorbsiyon katsayisi a ile ifade edilir. Lazer 1s18min dokudaki penetrasyon derinligi
absorbsiyon miktari ile ters orantilidir. Dokuyu olusturan organik yapilar yogun olarak
mor Otesi spektrumu absorbe ederken kizil Gtesi spektrum yogun olarak su tarafindan
absorbe edilir. Kisa dalga boyuna sahip lazer 1smm1 (500-1000 nm) pigment ve
hemoglobin igerigi yogun dokular tarafindan absorbe edilir. Argon lazer hemoglobin
tarafindan fazla miktarda absorbe edilirken, Diyot ve Nd:YAG lazerler melanin

pigmentince nispeten daha fazla emilirler (Sekil 2.5-4) (57,62,194).
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Sekil 2.5-4: Farkl lazer dalga boylarinin doku elemanlari tarafindan emilim oranlari

Lazer 1s1minin enerji yogunlugu, giicii, yayilim tipi ve uygulama siiresi absorbe

edilen 151 miktarini tayin eder (211).

Devamli lazerler, dokuya kesintisiz 1s1n aktarimi ile belirli siirede daha fazla
enerji aktarimi yaptiklarindan 151 absorbsiyonu yiiksek seviyede gerceklesir. Bu
nedenle genelde diisiikk gili¢ parametreleri ile kullanilirlar. Atimli modda ise dokulara

yogun ancak kesintili enerji yollanarak absorbiyon saglanir (74).

Uzun dalga boyuna sahip olan lazerler, daha derin dokulara penetre olurlar.
Ornegin Ga-As lazerler (830-904 nm), He-Ne lazerlerden (632,8 nm) daha derin
dokulara ulasirlar. Ayrica isinlanan dokunun durumu onemli rol oynar. Yumusak
dokularda 20-30 mm’ye kadar penetre olan lazer, kemikte yalnizca 2-3 mm’ye penetre

olur. Sivi igeren dokularda, mukus membrani gibi daha fazla absorbsiyon goriiliir (201).

Dokuda kanlanmanin az olmasi, doku tarafindan absorbe edilen enerji miktarini

azaltir (26).
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Transmisyon (gecis): Ikinci etkilesim, lazerin hedef doku igin yiizeysel
dokulardan etkilesime girmeden ge¢mesi ve hedef doku araliginda etkisini
gostermesidir. Bu 6zellik biiylik oranda 15181n dalga boyu ile iligkilidir. Bu etkilesime
ornek olarak diyot ve Nd:YAG lazerlerin lens, iris ve korneadan gecerek retina

tarafindan absorbe edilmesi gosterilebilir (60,95).

Gegis, emilim ile ters orantilidir. Lazer 1sininin dokuda emilimi azaldik¢a etki
olusturmadan daha derin dokulara dogru ilerleme miktar: artar. Gegis derinliginin temel
belirleyenleri dokunun igerigi, lazerin dalga boyu ve lazer 1smninn yogunlugudur. iletim

sonucu kat edilen dokularda etki olusmaz (211).

Reflection (yansima): Yansima lazer 1s18inin hedef dokuda herhangi bir
etkilesime girmeden yiizey dokudan geri donmesidir. Dokularin homojen olmayan
yapisi lazer 1g18inin yansimasinda en 6nemli faktordiir. Bazi lazerlerdeki 151k demetleri
yansima yaptiklar1 alandan 3m’lik uzaklikta halen yeterli enerjiye sahip olabilmektedir.
Yansiyan lazer 1s18inin uygulama sirasinda korunmasi gereken goz gibi bolgelere
gelebilme ihtimali yaralanmalara neden olabilir. Bu etkilesim lazer giivenligi agisindan

onemlidir (60).

Scatter (sa¢ilma): Bir diger etkilesim de 1s181in doku icerisinde sagilmasidir.
Lazer 1s1gmin sacilmasi, hedeflenen bolgeye istenilen miktarda enerji transfer
edilmesini olanaksiz kilacak ve istenilen biyolojik etki elde edilemeyecektir. Sacilan
lazer 15181 komsu dokularda absorbe edilerek 1s1 transferine neden olarak istenmeyen
hasarlara yol agabilir. Bununla birlikte degisik dogrultuda sagilan 1sinlardan kok kanal

sistemlerinin dezenfeksiyon ve sterilizasyonunda faydalanilir (Sekil 2.5-5) (31,60).
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Sekil 2.5-5: Lazerin biyolojik dokuda etki mekanizmasi

2.5.5. Dokularin Biyolojik Ozellikleri

Lazerden kaynaklanan 151k enerjisinin hedef dokudaki etki mekanizmasi, hedef
dokunun optik 6zelliklerine, 151n1n dalga boyuna ve birim zamanda yiizeye diisen enerji
yogunluguna bagli olarak degismektedir. Lazer 1s181inin dokuda meydana getirdigi
biyolojik etkilesimler dalga boyuna, enerji miktarina, 1sinlanma siiresine ve dokularin

ozelliklerine baglidir. Lazer 1513min dokulardaki etkileri (60):

1) Fototermal etki:

Lazer enerjisi 1siya doniiserek dokuyu tahrip eder. Lazer 1s1gmin termik etkisi
denilince dokuda koagiilasyon ve buharlasma anlasilir. Olusan 1sinin derecesi ve
aplikasyon siiresine gore degisik termik etkiler olusur. Lazerin dokudaki termik etkileri
higbir zaman ayr1 ayri olusmaz. Ornegin kesme isinde oldugu gibi hepsi degisik
oranlarda ayni anda gozlenir. Lazer homojen olan bir dokuya uygulanirsa, giicii azalarak
alt tabakalara ulasir ve kismen yansiyarak rezorbe edilir. Isinin 300° C’den fazla oldugu
durumlarda doku buharlasir ve buharlasan kismin altinda 150° C’den fazla 1s1 igeren bir
bolge karbonize olur. Bundan sonraki tabakada da doku koagiile olur (Tablo 2.5-4).
Daha alt tabakada ise doku sicakliginin daha az artmasi1 nedeniyle geri doniistimii olan

hafif degisiklik meydana gelir (52,75).
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Tablo 2.5-4: Isiya bagh doku reaksiyonu (75)

37 Geri doniistimlii degisiklikler gortliir

40-45  Enzim salgilanmasi, 6dem olusumu ve zamana bagli hiicre 6limii
60 Protein denatiirasyonu, koagiilasyon nekrozu

80 Kollajen denatiirasyonu, membran defektleri

100 Kuruma

150< Karbonizasyon

300> Buharlagma

2) Fotodinamik etki:

Genellikle fotodinamik etkilesimler, 1s18a duyarli molekilleri kullanarak,
oksijenin biyokimyasal olarak reaktif formunu yani serbest oksijeni olustururlar. Serbest
oksijen radikali sitotoksiktir ve dokudaki bazi 6nemli komponentleri okside ederek
doku yikimini baglatir. Lazer 1sminin fotodinamik etkilesimi daha ¢ok kanserli
hiicrelerde kullanilir. Lazerin dokulardaki etkisini belirleyen faktorler; lazerin dalga
boyu, dokunun absorbsiyon karakteri, kullanilan giic miktari, 1smin odaklandig

alandaki keskinligi velazer ucunun objeye olan uzakligidir (249).

3) Fotoakustik etki:
Atiml lazer enerjisi, hedeflenen dokunun fiziksel olarak kesilmesine yol agan

sok dalgalar1 veya yiiksek basingl dalgalar halinde akustik enerjiye doniisiir (95,225).

4) Fotodekompozisyonel etki:

Fotodisriipsiyon: Yiiksek enerjili lazerlerin kullanilmasi ile toplam yiikii nétral
olan iyonize partikiil bulutundan olusan sekonder sok dalgasi, dokuyu mekanik olarak

tahrip eder (249).
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Fotoablasyon: Lazer 1s1n1 komsu dokulara higbir zarar vermeden hedef dokunun
atomik ve molekiiler baglarini kirar. Is1 enerjisi dokunun buharlagma sicakligindan fazla
ise enerjinin biliyiik kismi absorbe edilerek aniden patlama seklinde buharlasir. Buna
fotoablasyon denir. Dis sert dokularindan pargaciklar halinde madde kaldirilarak kavite
acma bu etki ile gergeklestirilmektedir. Absorbsiyonun siddeti doku cinsine ve lazer
dalga boyuna baglidir. Dokunun derin kisminda 1s1 enerjisi azalir, dolayistyla dokudaki
181 enerjisinin olusturdugu sicaklik da azalir. Bu durumda dokudaki termik zararlar ¢ok
az olup asagi yukari lazer 1siminin penetrasyon derinligi kadar olur. Fotoablasyonun
olugmasi i¢in sart olarak kisa lazer pulsasyonlar1 ve 1sinin doku igerisine ¢ok az bir

derinlikte girmesi gerekir (124).

5) Fotokimyasal etki:

Lazer 1s181imin herhangi bir termal etkisi olmadan absorbsiyonu ile molekiil ve
atomlarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degistirmesidir. Dokularin iyilesme ve tamir
gibi biyokimyasal ve molekiiler islemlerinde uyarict rol oynar. Enerji yogunlugu

arttiginda fotokimyasal etkiler fototermal etkiye doniisebilir (225).

2.5.6. Diyot Lazer
Dalga boyu 800-980 nm arasindadir. Sert yari iletken lazerdir. Elektrik enerjisini
151k enerjisine doniistiirmek i¢in Galyum, Arsenid, Aliiminyum, Indiyum gibi
elementlerin kombinasyonu kullanilir.
InGaAs (Indiyum-galyum-arsenid),
InGaAsP (Indiyum-galyum-arsenid-fosfor),
AlGaAs (Aluminyum-galyum-arsenid),
GaAs (Galyum-arsenid) tiimiine Diyot lazerler ad1 verilir (36,124,138).

Diyot lazerlerin iletim sistemleri fiber optik kablolardir. Yumusak doku cerrahisi
icin temaslt (kontakt) tipte, derin koagiilasyon i¢in temassiz tipte kullanilirlar
(59,60,114,181). Yiiksek oranda hemoglobin ve diger pigmentler tarafindan absorbe
edilir. Yumusak doku cerrahisinde kullanimi tercih edilir (142).
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Digetinin kesilmesi, pihtilagtirllmasi, yumusak doku kiiretaji ve sulkuler
debridmanda kullanilir. Tedavi alaninda kalin bir piht1 tabakasi olusur. Kullanimi
elektrokoterizasyona olduk¢a benzerdir. Diyot lazerin doku penetrasyonu Nd:YAG

lazerden daha az iken, 1s1 olusum orani daha yiiksektir (142).

Dental amagh kullannoma uygun mevcut dalga boylari, goriiniir olmayan
noniyonize spektrumun yakin kizilotesi kismindadir (36). Diyot lazerlerin dalga boylari
810-980 nm arasindadir ve pigmente (melanin, hemoglobin) yumusak dokular
tarafindan emilimleri ¢ok yiiksektir. Dis ve kemik gibi sert dokularda emilimleri az
oldugundan yumusak doku cerrahisinde kullanilirlar (120). Diyot lazer dalga boylarinin
suda emilimi zayiftir (138).

Diyot lazerlerden AlGaAs’in dalga boyu 800-830 nm iken, InGaAs’in dalga
boyu 980 nm’dir. 655nm dalga boyuna sahip Diyot lazer tipi de mevcuttur. Diyot
lazerler, kii¢iik ve portatif aletlerdir. 400 mikronluk fiber igeren kalem boyutunda el
pargasi ile kullanilirlar. Baz1 Diyot lazerlerde ameliyat dncesi hazirlik gerekir. Hazirlik,
1s1 enerjisini fiber ucta yogunlastirma islemi olup lazer ¢alistirilirken fiber ucun
artikiilasyon kagidina basitge vurulmasi ile gergeklestirilir. Ameliyat sonrasi fiber ucun
2-3 mm’lik kismi koparilarak yeni ug¢ agiga ¢ikartilir. Diyot lazer ile yapilan cerrahi
islemlerde fiber u¢ dokuya hafif¢ce temas halinde tutulur. Eksizyon amaciyla u¢ nazikce
kayan firga darbeleri seklinde kullanilmalidir. Iyi bir aspirasyon, hafif yanik kokusunu
azaltmada ve lazer dumanm ortadan kaldirmada &nemlidir. Islem sonrasi dokular
minimal kanamali acik kahverengi renk almalidir. Temash tipte kullanilmalari, hekime

kolaylik saglar (120).

Diyot lazerler, devamli dalga veya atimli dalga modunda kullanilabilirler. Atimh
tip, atimlar arasi dokuda sogumaya izin verirken, devamli tipte uygulamada termal
relaksasyon olusmaz, dokuda 1s1 birikimi artar. Daha fazla koagiilasyon gereken
durumlarda ya devamli dalga yonteminde calisilir, ya da atim siireleri uzatilarak

dokudaki residiiel 1s1 miktar1 arttirilir ve agik damarlar kapatilir (120).

Yumusak doku cerrahisi disinda dis beyazlatma, ciirtik tespiti, sulkuler

debridman, aftoz iilserlerin tedavisi, herpetik lezyonlarin tedavisi, periodontal cep ve
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kok kanali dezenfeksiyonu, biyostimiilasyon gibi farkli kullanim alanlar1 mevcuttur (36,

120,124,127,238).

Pigmentler tarafindan absorbe edilen diyot lazerler, yumusak dokularda diisiik
enerji seviyelerinde yiiksek penetrasyonlarindan dolayr ylizeyel ve derin doku
biyostimulasyonunda  etkilidirler.  Diyot lazerler tim DDLT islemlerinde

biyostimulasyon ve bakterisid etki amaglh kullanilmaktadirlar (124).

Lazer wuygulamalari; hiicre bolinmesi ve kollajen liflerin  artmasi,
vaskiilarizasyonun artmasi, esneme direncinin artmasi ve enzimatik degisikliklere neden
olmas1 sonucu deneysel ve klinik uygulamalarda yara ve kirik iyilesmesinin stimiile

edilmesi ve analjezi saglanmasi i¢in kullanilmaktadir (201).

2.5.7. Diisiik Doz Lazer Tedavisi (Biyostimulasyon)

Lazer 1smimin fototermal etkilerinin disinda bir diger fotokimyasal etkisi diisiikk doz
lazer tedavisi olarak da bilinen biyostimiilasyondur. DDLT, diisiik yogunlukta kizil ya da
kizil 6tesi dalga boyuna sahip lazer 1sinlarimin 107 ile 10° W/cm? gii¢ yogunlugunda ve 107

ile 10% joule/cm? enerji yogunlugunda kullamlmast ile elde edilir (213).

Hiicresel fonksiyonlarin stimiilasyonu i¢in lazerlerin kullanimina ‘diisiik doz lazer
tedavisi’ ad1 verilir. Spesifik dalga boyu ve enerji seviyesine sahip bu lazerler dokularda
termal degisikliklere neden olmadan hiicrenin biyokimyasal yapisini, proliferatif
aktivitenin stimiilasyonunu ya da inhibisyonunu etkilerler. Bu grupta kullanilan lazerlerin

etki mekanizmasi lazerlerin fotokimyasal teorisi ile agiklanmaya ¢alisilir (25,33,235).

DDLT ile dokularda elde edilen biyolojik yararlar, antienflamatuar ve analjezik etki
ile biyomodiilasyondur. Farkli dokulara uygulandigi ¢aligmalarda DDLT’nin protein
sentezine, hiicrelerin biiylime, ¢ogalma ve farklilasmalarina etki ettigi bildirilmistir (213).
Caligsmalarda, mitokondriyal sitokrom sisteminin veya endojen porforinlerin enerji absorbe
eden kromoforlar oldugu iddia edilmistir. DDLT’de lazer enerjisinin doku penetrasyonu 5-

10mm’ye kadar ¢ikabilir, boylelikle hem yiizeyel hem derin yapilara etki edebilir (237).
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Diisik doz lazerlerin kullanimi ile agrinin azaltilmasi, yara iyilesmesinin
uyarilmast veya bazi biyolojik siireclerin degistirilmesi akut patolojik olgularda kisa

stirede gergeklesirken, kronik olgularda olumlu cevap daha uzun siirede alinabilir (24).

DDLT, aft ve yumusak dokuyaralarinin iyilesmesinin hizlandirilmasinda, TME
rahatsizliklar1 ve romatizmal artritlerin tedavisinde onkoloji hastalarinda kemoterapiye ve
radyoterapiye bagli olusan {lserasyonlarin ve oral mukozitlerin tedavisinde, sinir
yaralanmalarinda, tlikriik bezlerinin hipofonksiyonlar1 ve inflamatuar rahatsizliklarina

bagli hiposalivasyonlarin tadavisinde kullanilmaktadir (247).

Diisiik doz lazer uygulamalarinda ¢ok diisiik enerji kullanildig: i¢in, dokuda
olusan termal degisiklik 1°C’den azdir. Bu nedenle diisiik doz lazerin etkileri nontermal
etki olarak tanimlanir (119,209).

Biyostimiilasyon amaciyla kullanilan lazerler, diisiik dozda kullanilan He-Ne lazer
ve Diyot lazerlerdir. Yiiksek gii¢ lazerlerin de (Er:YAG, CO,, Nd:YAG) odaklanmamis
modda ve disik giic yogunlugunda calistirildiklarinda analjezik, antiinflamatuar ve

biyomodiilan etkileri mevcuttur (36).

Diisiik doz lazerin etkinligini agiklamak i¢in iki ayr1 teori ortaya atilmuistir:
¢ Biyostimulasyon veya lazerin katalizledigi reaksiyonlar teorisi,

o Fotokimyasal teori (33).

Biyostimulasyon teorisine gore diisiik doz lazer ile verilen elektromanyetik
enerji, tim hiicre fonksiyonlarini stimiile ettiginden diisiik doz lazer cihazlarina
biyostimulasyon cihazi adi da verilmektedir. Bu etki, hiicrelerde hastaliga bagli gelisen
enerji diizeyi degisikliginin lazer ile etkilenmesi sonucu, biyokimyasal ve proliferatif
aktivitenin stimulasyonu veya inhibisyonu seklinde olabilir. Fotokimyasal teoriye gore
lazer 1sinlarinin absorbsiyonunu dokulardaki fotoreseptorler yapar. Lazerin neden

oldugu etkilerin bu fotoreseptorlerin aktivasyonuna bagli oldugu ileri stiriiliir (33,119).

Klinik uygulmalarda DDLT mekanizmasi ablasiv olmayip stimulandir ve doz ¢ok

onemlidir. Enerji yogunluguna gore, 60 mJ/cm? altr sifir biyoaktivasyon, 120-240 mJ/cm?
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biyostimulasyon, 240-300 mJ/cm? sifir biyoaktivasyon ve 300-600 mJ/cm? biyoinhibisyon
etki yapmaktadir (Tablo 2.5-5) (172).

Tablo 2.5-5: Diisiik doz lazer tedavisi ile yara iyilesmesinin hizlandirilmasina

iliskin olas1 mekanizmalar (237)

Proliferasyon

Olgunlagma

_ Hiicresel hareketlilik
Fibroblastlar

Miyofibroblastlara doniisim

PGE; ve IL-1 salgilanmasinda azalma

FGF salgilanmasinda artig

Fagositoz
Makrofajlar Fibroblast biiytime faktorlerinin (FGF) salgilanmast
Fibrin rezorbsiyonu

. Aktivasyon
Lenfositler
Proliferasyon artisi

Epitel hiicreleri Hareketlilik

Graniilasyon dokusunda artig

Endotel

Damar diiz kaslarinin gevsemesi

Enflamatuar mediyatér maddelerin sentezinde azalma
Sinir dokusu Olgunlagma ve rejenerasyon

Aksonal biiylime

A. Diisiik Doz Lazerin Biyolojik Etkileri

1. Kapiller kan akim1 artar, arterial vazodilatasyon olusur ve hiicre metabolizmasi
uyartlir.

2. Mitokondrial aktivite artar ve ATP iiretimi hizlanir.

3. Hidrostatik ve interkapiller basing artirilarak eksuda absorbsiyonu saglanir.



70

4. Antienflamatuar etki olarak kortizol seviyeleri artar.

5. Antibakteriyel etki olusur.

6. Elektrolitlerin yer degisiminin uyarilmasiyla hiicre metabolizmasinda artis meydana
gelir.

7. Antikor tiretiminde artig goriiliir.

8. Hiicresel diizeyde IL-1p, prostoglandin iiretimi azalir, endorfin ve eukefalin
salinimin1 artirarak analjezik etki olusturur.

9. Kollajen olusumu ve yaralarin vaskiilarizasyonu artar. Makrofajlarin
stimiilasyonunda, fibroblast aktivasyonunda, hiicre zar1 mekanizmasinda degisiklikler,
fagositik aktivitede artig goriiliir.

10. Hiicresel aktiviteyi, yara epitelizasyonunu arttirir.

11. Hasara ugramis optik ve periferik sinirlerin tamiri ve fonksiyonu hizlanir.

12. Kemik dokusunda osteoblast proliferasyonu ve kemik defektlerinin rejenerasyonunu
artirir.

13. Miyofibroblastlarda dejeneratif degisiklik olmaksizin DNA sentezini arttirma ve
fibroblastlarin miyofibroblastlara doniisiimiinii hizlandirir (19,24,51,167,178,247).

B. Diisiik Doz Lazerin Biyofiziksel Etkileri
1.Analjezik ve antienflamatuar etki
Analjezik etkilerin ortaya cikisinda bazi mekanizmalarin rol aldigi sanilmaktadir.
Bunlar:
e Anormal kasilmis kas lifleri depolarize ve repolarize olmaktadir.
e Kas arteriollerindeki spazm azalarak reaktif vazodilatasyon olmaktadir.
e Mitokondrilerin uyarilmasiyla transport ve metabolik siireclerde degisiklikler
meydana gelmektedir.
¢ ATP olusumuyla enerji progesi aktive edilmektedir.
e Periferal sinir aktivitesini etkileyerek agri azaltici etkisi vardir.
eKronik agri GaAs ve HeNe lazerlerle tedavi edildiginde pozitif sonuglar elde
edilmistir (Sekil 2.5-6) (200).
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Sekil 2.5-6: DDLT hiicre etkilesimi

(ATP: Adenozin trifosfat. cAMP: Cyclic adenosine monophosphate. NO: Nitric oxide. ROS:
Reaktif oksijen tiirleri)(http://www.photobiology.info/Photomed.html)

2.Biyostimulan Etki

Biyostimulasyon, canli organizmanin kendi kendini tamir ve tedavi yeteneginin
uyarilmasi ve canlandirilmasidir. Biyostimulasyon, lazerin dogrudan etkisi ve lazerin
kullanilma teknigine bagli dolayli olarak gelisen lenfatik drenaj etkisi sonucu olur.
Lazerin etkisiyle hiicre zarinin gegirgenligi artar, hiicrenin oksijen, glikoz ve aminoasit
miktar1 artar, hiicre metabolizmasi hizlanir. Lokal kan akimi hizlanir. Hiicre zarinin
aktif transport yapan enzimleri aktive olur. Sonug¢ olarak kollajen, elastin gibi biiyiik

molekiillerin sentezi hizlanir (Tablo 2.5-6) (201).

3.Yara lyilestirici Etki

Diisiik doz lazer uygulamasi, acik yaralarin iyilesmesinde bir takim regulasyon
mekanizmalarint uyararak is goriir. Yara esnekligi, kollojen sentezi, germe
dayanikliligimin artmasi fibroblastlarla ilgilidir ve epitelizasyon, epidermal hiicrelerin

proliferasyonuna baghdir. Diisiik doz lazerin selektif olarak fibroblastlar1 stimule ettigi


http://www.photobiology.info/Photomed.html
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sOylenebilir (10 J/cm*’nin altinda uygulamalarda). Degisik kademedeki iyilesme

stirecinde olan yaralara lazer uygulandiginda, yaralanmay1 takiben ilk 10-14 giinliik

zamanda yaranin esneme kuvvetine sahip oldugu bildirilmistir (Tablo 2.5-7) (200,201).

Tablo 2.5-6: DDLT’nin farkh dalga boyunda biyostimulasyon etkisi (126)

DALGA BOYU ENERJI ETKIiSI
YOGUNLUGU
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Tablo 2.5-7: Dis hekimliginde diisiik doz lazer tedavisi uygulamalarinda giincel durum

(237)
Tedavi etkinligi bilinen Etkinligi olmayan
Yara iyilesmesi Sinovit Gingivitis
Aftdz stomatit Artrit Alveolit
Pulpotqml TME rahatsizliklari HSV iilserleri
Mukozit . -
S Akut abse Periodontitis
Sinir rejenerasyonu
Kronik orofasiyal agri Akut siniizit
Dis ¢ekimi sonrasi agr1 Dental plak olusumu

Kemik rejenerasyonu

2.5.8. Lazerin Uygulama Sekilleri

1.1zgara (Grid) Teknigi: Yara iyilesmesinde kullanilir. Agik yara varsa, tizeri
steril bir kagitla ortiiliir. Tedavi alani ufak kare seklinde boliimlere ayrilir. Hedeflenen
alana lazer probu hafif¢e degdirilerek basing uygulamadan isinlama yapilir.

2.Tarama (Scanning) Teknigi: Lazer probu hedeflenen alana temas
ettirilmeden 1s1nlama yapilir. Prob ile doku arasinda 5-10 mm uzaklik olur, mesafenin 1

cm’yi gegmemesi Onerilir (60,200).

Bolgesel Isinlama: En yaygin kullanim alan1 lokal agrili sendromlardir.

Noktasal olarak agrili bolgeler tespit edilir ve dik 1sinlama yapilir (95,200).

Stimulasyon Tedavisi: Cok ince bir lazer 1511 demetiyle bazi noktalarin
uyarilmasi seklinde yapilan tedavidir. Agr1 tedavisinde motor noktalar ya da akupunktur
noktalarina stimulasyon yapilabilir. Fizyolojik disfonksiyonun oldugu alana direkt
olarak uygulanmasi en basit tekniktir (95,201).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tezin hiicre kiiltiiri ¢alismalari, Taramali Elektron Mikroskobu (TEM)
goriintiileri ve lazer uygulamalari Yeditepe Universitesi Miihendislik ve Mimarlik
Fakiiltesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii laboratuvarinda, genetik bolimi ise

Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiinde gergeklestirildi.

3.1. GERECLER
Calismamizda sistemik saglik problemi olmayan hastalarimizin, gomiik yirmiyas
dislerinin cerrahi ¢ekiminden sonra eksize edilen ve atik madde olarak kabul edilen

diseti ornekleri fibroblast kiiltiirii i¢in kullanildi.

e Zoledronik asit (Zometa, Novartis Saglik, Gida ve TarimUriinleri San. Tic. A.S.)

e Fetal bovine serum

e Penisilin/Streptomisin/Amphoterisin

e Serolojik pipet 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml

e Pipet uclari 1 ml, 20 pl, 100 pl, 200 pl

e 6 kuyucuklu steril doku kiiltiir kaplar1

e Trypsin-0.5%-EDTA

e Pipetuglari 1 pl, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl

e Eliza Plaka Okuyucu (Bio-Tek ELx800, ABD)

e Hiicrelerin morfolojik degerlendirilmesi i¢in Taramali Elektron Mikroskobu
(EvoSeries, Carl Zeiss, Almanya)

e WST-1 Hiicre proliferasyon kiti (Roche)

e Ethanol

e Glutaraldehit

e Paraformaldehit

e Sodyum kakodilat

e Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu (Sekil 3.1-1)

e o-MEM

e 24 kuyucuklu steril doku kiiltiir kaplar1 (Sekil 3.1-2)


http://www.yeditepe.edu.tr/fakulteler/muhendislik-mimarlik-fakultesi
http://www.yeditepe.edu.tr/fakulteler/muhendislik-mimarlik-fakultesi
http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCYQFjAA&url=http%3A%2F%2Fdeneyseltip.istanbul.edu.tr%2F&ei=4X8TU6S8JIu3hAegoIHQDA&usg=AFQjCNE_ST8U34Ge_rsJfdnGfql6hxIt6w
http://www.ilacprospektusu.com/firma/127/novartis-saglik-gida-ve-tarim-urunleri-san-tic-a-s
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96 kuyucuklu steril doku kiiltiir kaplari

Teknomar CHEMOCELL LRC X UV laminar akigl steril hava kabini (Sekil 3.1-3)
Lazer uygulamasi i¢in Gigaa GBOX-15A/B Diyot lazer (Wuhan, China) (Sekil
3.1-4)

Ambion PureLink® RNA Mini Kit (Life Technologies)

RT2 HT First Strand Kit 96 (Roche)

gPCR GreenMaster ile UNG/lowROX (Jena Bioscience) (PCR-306S )

Primerler: Kollajen tip I, MMP 3, MMP-9, GAPDH

V—FITC apoptoz belirleme kiti (BioVision, Mountain View, CA) kullanildi.

Sekil 3.1-2: 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplar:


http://www.ekilavuz.com/ara?t=2&s=Teknomar
http://www.ekilavuz.com/ara?t=4&s=CHEMOCELL%20LRC%20X%20UV
http://www.ekilavuz.com/ara?t=3&s=Lamınaır%20Akışlı%20Steril%20Hava%20Kabini

Sekil 3.1-4: Diyot lazer cihaz1 (Gigaa GBOX-15A/B Diyot lazer, Wuhan, China)
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http://www.ekilavuz.com/ara?t=3&s=Lamınaır%20Akışlı%20Steril%20Hava%20Kabini
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3.2. YONTEM

3.2.1. Kiiltiir kuyucuklarimin hazirlanmasi

Kiiltir kuyucuklarinin kalsiyum fosfat (CaP) ile kaplanmasi iki asamali
biyomimetik kaplama metodu ile gerceklestirildi. Ilk asamada, bes kat simiile edilmis
viicut s1vis1 (SBFx5) NaCl (40 g), CaCl,.2H,0 (1,84 g), MgCl,.6H,0 (1,52 g), NaHCO3
(1,769) ve Na,HPO,4. 2H,0 (0,89 g) tuzlarin1 1000 ml demineralize su iginde siirekli
karbon dioksit gazi desteginde (pH 5,8) ve sabit 250 rpm karistirma hizinda ¢ézerek
elde edildi. Bu yiliksek doygunluktaki SBFx5 c¢ozeltisinden her bir kuyucuga 1 ml
eklenerek 37 ° C’de 24 saat kuyucuk tabaninda bir 6n kaplama olusturuldu. Boylece
olusacak 2-3 um kalinliga sahip amorf CaP tabakasinin, bir sonraki kaplama
asamasinda ¢Okelmeyi kolaylastirmasi saglandi. Kuyucuklar daha sonra 15 dakika
demineralize su ile sonike edildi. Ikinci asamada, siipersatiire kalsiyum fosfat ¢ozeltisi
(SCS) NaCl, CaCl,.2H,O ve Na;HPO,. 2H,0 tuzlar (Mg2+ ve HCOz* iyonlari
olmadan) demineralize suda c¢oziilerek ve TRIS ve 1M HCI ile pH 7.4° de
tamponlanarak elde edildi. Bu SCS ¢6zeltisinden 1 ml kuyucuklara eklenerek ve 37 °
C’de 48 saat bekletilerek kuyucuk tabaninda bir ikinci kaplama olusturuldu. Ilk 24
saatin sonunda ¢ozelti bir defaya mahsus olarak degistirildi. Bdylece kiiltiir
kuyucugunun tabani 20-50 um kalinliginda biyomimetik oktakalsiyum fosfat tabakasi
ile kapland1 (Sekil 3.2-1).

Mag = 10.00 K XEHT = 10.01 kv 2HM

Sekil 3.2-1: CaP kaph yiizeyin TEM goriintiisii (x10000 biiyiitme)
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Kiiltlir 6ncesinde CaP kaph kiiltiir kuyucuklari, literatiirde bildirildigi {izere (6)
30 uM ZA igeren veya icermeyen fosfat tamponlu salin (PBS) ile 2 saat inkiibe edildi.
Baglanmamis ZA’y1 uzaklastirmak i¢in kuyucuklar ti¢ defa kiiltiir medyumu ile yikandi.
Boylece ZA igeren ve igermeyen test gruplari olusturuldu (Sekil 3.2-2).

s ey .

Sekil 3.2-2: ZA absorbe edilmis CaP yiizeyin TEM goriintiisii (x10000 biiyiitme)

3.2.2. Kaplama ozelliklerinin belirlenmesi

Kuyucuk tabani, kiiltiir kabindan bir makas vasitasiyla kesilerek ¢ikartildi ve
kaplama morfolojisi, CaP kristal yapist gibi ozellikler TEM ile gorintiilenerek
belirlendi (Sekil 3.2-1,2).

3.2.3. Gingival fibroblast Kkiiltiirii

Fibroblast kiiltiirii i¢in, saglikli bireylerden yirmi yas disi operasyonu sirasinda
eksize edilen ve atik madde olarak kabul edilen diseti 6rnekleri toplandi. Calisma,
Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
incelendi ve etik yonden uygun bulundu (Etik Kurul dosya no: 2011/826-576). Elde
edilen yumusak dokular keskin bir bistiiri vasitasiyla 60 mm’lik kiiltiir kaplarinda ufak
parcalara ayrilarak 37° C’de eksplant kiiltiire alindi. Kiiltiir medyumu olarak
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Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu (DMEM), %10 Fetal Bovin Serum (FBS) ve
100 iinite/ml penisilin-streptomisin kullanildi. Hiicreler kiiltiir kabinin tabaninda %
80’lik bir kaplama gosterdiklerinde subkiiltire devam edildi. Pasajlama islemleri
sirasinda 625 pg/ml tripsin soliisyonu ile hiicreler flasktan ayrilarak kiiltiire devam

edildi. Besinci pasaj hiicreleri kalsiyum fosfat kapli yiizeylerde kiiltiire alindu.

3.2.4. Absorbe ZA tasiyan CaP’in fibroblast aktivitesi iizerine etkisi (Pilot calisma)

Kalsiyum fosfat kapl yiizeylere 10 uM, 30 uM, 100 uM ve 300 uM dozlarda
ZA absorbe edilerek farkli pilot gruplar olusturuldu. Yeterli sayida hiicreye
ulasildiginda, 3x10° adet hiicre 24 kuyucuklu kiiltir kaplarmin farkh ZA
konsantrasyonlari igeren kuyucuklarina ekildi ve 37 °© C ’de 24 saat boyunca inkiibe
edildi. Bu pilot ¢alisma sonunda, fibroblastlarin birinci giin ¢ogalmalarina ve ZA’nin
sitotoksik etkisine gore WST-1 hiicre canlilig: testleri esliginde devam eden deneylerde

ZA’nin hangi konsantrasyonda CaP tabakasina uygulanacagina karar verildi.

3.2.5. Arastirma gruplari
Kalsiyum fosfat ile kaplanan kiiltiir kuyucuklar1 dort farkli grup olusacak sekilde farkl
islemlere tabi tutuldu.

Grup 1: Fibroblast kiiltlir ortaminda ZA igermeyen ve DDLT uygulanmayan kontrol
grubu

Grup 2: Fibroblast kiiltiir ortaminda 30 uM ZA igeren DDLT uygulanmayan deney
grubu

Grup 3: Fibroblast kiiltiir ortaminda ZA icermeyen, 810 nm dalga boyunda, 0.4 W
giictinde, 2. glin 75 sn, 3. glin 150 sn, 4. giin 300 sn DDLT uygulanan deney grubu

Grup 4: Fibroblast kiiltlir ortaminda 30 uM ZA igeren, 810 nm dalga boyunda, 0.4 W
giiclinde, 2. giin 75 sn, 3. giin 150 sn, 4. giin 300 sn DDLT uygulanan deney grubu

3.2.6. Diisiik diizeyli laser tedavisi (DDLT)
810 nm dalga boyunda, 600 um capli fiber ug¢ igeren (Gigaa GBOX-15A/B
Diyot lazer, Wuhan, China) 0.4 W’a kadar ayarlanabilir gii¢ ¢ikisi olan Ga-As diyot
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lazer ile 1sinlama, 24 saatte bir olmak iizere siirekli dalga modunda 3 giin kiiltiir
kuyucuklarina uygulandi. Uygulama siirecinde lazer piyasemeninin 1.5 mm kalinliginda
fiber ucu bir tutucu ile 9 mm lik mesafeye sabitlendi. Piyasemenin sabitlenmesi
sayesinde hiicreler ile piyasemen arasi mesafesinin her bir kuyucuk i¢in esitlenmesi
saglandi. Cevre kuyucuklara 15181in yansimasini1 engellemek amaciyla steril edilmis ve
yalniz lazer uygulanacak kuyucugun ylizey alani kadar bir dairesel deligi olan siyah bir
yiizey hazirlandi. Boylece lazerin yalmiz tek bir kuyucuga ulasmasi ve olasi 1smn
sacilmasinin engellenmesi hedeflendi. Isin ¢ap1 1 cm olarak ayarlandi ve hiicrelere 0.4
W 1gmlama giicii uyguland: (Sekil 3.2-3). 0.4 W’lik gii¢ biitiin deneyler boyunca sabit
tutuldu. Bu degerin literatiirde hiicrelerin biostimiilasyonu i¢in optimal oldugu kabul

edilmektedir. Isinlama 3. ve 4. grupta her kuyucuga

2.glin 04WX75sn=301J]
3.glin 0.4 W X 150sn=601J
4. glin 0.4 W X 300 sn =120 J enerji olarak uyguland1 (119).

Sekil 3.2-3: Laminar hava akimh kabinde yalniz lazer uygulanacak kuyucugu acikta
birakan siyah zemin ile 9 mm’ye sabitlenmis lazer uygulamasi
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3.2.7. WST-1 yontemi ile kiiltiir ortaminda ZA ve DDLT nin gingival fibroblast
hiicre canlihgi ve proliferasyonuna etkisinin incelenmesi

Canl1 hiicre sayisini belirlemek ve sitotoksisiteyi saptamak amaciyla WST-1 Kiti
kullanilmaktadir. Hiicreler, %10 FBS eklenmis medyumda, CO; inkiibatoriinde 37 °C
sicaklikta kiiltiire edildi. Hiicreler 5x10* hiicre/ml olacak sekilde seyreltilip, 24
kuyucuklu kiiltiir kabmin son iki siitunu hari¢ her bir kuyucuga 1000 pl eklendi. Her bir
konsantrasyon i¢in li¢ kopya kuyucuk kullanild1 ve tiim zaman araliklarinda ti¢lii olarak
tekrarlandi. iki, {ic ve dort giinliik inkiibasyon siirelerini takiben, hiicreler PBS ile ii¢
kez yikandi. WST-1 (Roche, USA) testi iireticinin talimati dogrultusunda uygulandi.
Her bir kuyucuga WST-1 proliferasyon reaktorii (Sul WST1 ve 45ul medyum) eklenip,
37°C’de 2 saat siiresince enkiibe edildi (plaklar aliminyum folyo ile kaplandi).
Enkiibasyonun ardindan, optik dansiteler 490 nm ELISA plak okuyucu ile
degerlendirildi (Bio-Tek ELx800, USA) (Sekil 3.2-4).

Canlilik yiizdesi (%) = Isleme tabi tutulmus hiicrelerin ortalama absorbsiyonu / Islem

uygulanmamis hiicrelerin ortalama absorbsiyonu x 100

Sekil 3.2-4: Elisa Plaka Okuyucu

3.2.8. RNA izolasyonu ve real time PCR analizi

Kiltiirtin 48 ve 96 ‘nci saatlerinde RNA, kiiltiir kuyucuklarindan Ambion
PureLink® RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) standard protokollerine gore
cikarildi. RNA kalitesi ve miktari nanodrop ile dlgtildii. Komplementer DNA (cDNA),
RT2 HT First Strand Kit 96 (Roche) kullanilarak yiiksek kaliteli 5 ng RNA’dan
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sentezlendi. 2 ul cDNA eklenerek gPCR GreenMaster ile UNG/lowROX (Jena
Bioscience) (PCR-306S ) kiti kullanilarak Stratagene Mx3005P cihazi ile real time PCR
gergeklestirildi. H,O negatif kontrol olarak kullanilirken, GAPDH dongiiniin
normalizasyonu i¢in segildi. Kollajen Tip I, MMP 3, MMP 9 ekspresyonlari
degerlendirildi (Tablo 3.2-1).

Tablo 3.2-1: Ekspresyonu degerlendirilen genlerin ileri ve geri primer dizilimleri

ileri Primer Geri Primer Ist CDNA Genomik

Gen ert ©C) |boyutu (bp) | DNA (bp)
MMP-3 5’-GGCTTTCCCAAGCAAATAGC-3’ 5’>-GTGCCCATATTGTGCCTTCT-3’ 57 205 1276
MMP-9 5’-GAACCAATCTCACCGACAGG-3’ 5’-GCCACCCGAGTGTAACCATA-3’ 59 67 868
KOL1Al 5’-CCCCAGCCACAAAGAGTCTA-3’ 5’-CTGTACGCAGGTGATTGGTG-3’ 59 164 1627
GAPDH 5’-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’ 5’-GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3’ 59 185 185

3.2.9. Hiicre apoptozunun degerlendirilmesi

Biitiin deney gruplarindaki apoptotik hiicreler, annexin V-FITC apoptoz
belirleme kiti (BioVision, Mountain View, CA) ile boyanarak belirlendi. Ozetle,
hiicreler 3 kere PBS ile yikandi ve annexin V-FITC ve propidyum iyodid (PI) ile 5 dk.
oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Annexin V-FITC baglanmasi, FITC sinyal
dedektorii FL1 ve fikoeritrin emisyon sinyal dedektorii FL2 ile PI boyamas1 yapilarak
FACScan sitometre kullanilarak gerceklestirildi. Histogramlar, FITC boyanmis
propidyum iyodide-negatif hiicreleri gosterecektir.

3.2.10. Hiicre morfolojisinin degerlendirilmesi
Taramali Elektron Mikroskobu (TEM) (Evo Series, Carl Zeiss, Almanya)

kullanilarak, hiicrelerin morfolojisi ve sitoiskeletsel yapisit {izerine ZA’nin etkisi
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degerlendirildi (Sekil 3.2-5). 24 ve 96 saatlik inkiibasyon periyotlar1 sonunda 4° C’de %
2.5 glutaraldehit, % 2 paraformaldehit ve 0.1 M sodyum kakodilat tampon ¢ozeltisinde
(pH 7.4) bir gece boyunca fikse edildi. Fiksasyon sonrasi 6rnekler PBS ile yikandi ve
0.1 M sodyum kakodilat tampon ¢ozeltisinde (pH 7.4) -4° C’de saklandi. Elektron
mikroskobunda goriintiilenmeden 6nce deiyonize su ile temizlendi ve kurutuldu. Son
olarak yiizeyler, taramali elektron mikroskobu goriintiilemesi i¢in altin ile kaplandi ve
kaplama cihaz1 20 mA akimda ve 0.05 mbar basingta 20 saniye boyunca 10 nm altin

tabakas1 olusturulmasi i¢in ayarlandi.

Sekil 3.2-5: Taramal Elektron Mikroskobu (Evo Series, Carl Zeiss, Almanya)

3.2.11. istatiksel Analiz

Bu calismada istatistiksel analizler NCSS (Number Cruncher Statistical System)
2007 Statistical Software (Utah, USA)  paket programi ile yapilmistir. Verilerin
degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel metotlarin (ortalama, standart sapma) yani
sira ¢oklu gruplarin tekrarlayan Ol¢iimlerinde Friedman testi, gruplar arasi
karsilagtirmalarda Kruskal Wallis testi, alt grup karsilastirmalarinda Dunn’s ¢oklu
karsilagtirma testi, 48 ve 96 saat karsilastirmasinda Wilcoxon testi kullanilmistir.

Sonuglar, anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. WST-1 yontemi ile Kiiltiir ortaminda ZA ve DDLT’nin gingival fibroblast

hiicre canlilig1 ve proliferasyonu iizerine etkisi

WST-1 yontemi ile gingival fibroblast hiicrelerinin proliferasyonu ve canlilig
incelendiginde fibroblast kiiltiir ortaminda ZA igermeyen ve DDLT uygulanmayan
kontrol grubunda (Grup 1) elde edilen WST-1 degerlerinin 2., 3. ve 4. giin degerleri
arasinda azalma yoniinde saptanan fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p=0,882) (Tablo 4.1-1) (Sekil 4.1-1).

WST-1 yontemi ile gingival fibroblast hiicrelerinin proliferasyonu ve
canliligmin incelendigi fibroblast kiiltiir ortaminda 30 uM ZA igeren DDLT
uygulanmayan deney grubunda (Grup 2) 2., 3. ve 4. giinlerde gingival fibroblast hiicre
sayilarinda saptanan ciddi azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0001)
(Tablo 4.1-1) (Sekil 4.1-1).

WST-1 yontemi ile gingival fibroblast hiicrelerinin proliferasyonu ve
canliliginin incelendigi fibroblast kiiltir ortaminda ZA igermeyen, 810 nm dalga
boyunda, 0.4 Watt giiciinde, 2. giin 75 sn, 3. giin 150 sn, 4. giin 300 sn DDLT
uygulanan deney grubunda (Grup 3) 2., 3. ve 4. giinlerde gingival fibroblast hiicre
sayilarinda saptanan azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,417) (Tablo
4.1-1) (Sekil 4.1-1).

WST-1 yontemi ile gingival fibroblast hiicrelerinin proliferasyonu ve
canliligimin incelendigi fibroblast kiiltiir ortaminda 30 uM ZA igeren, 810 nm dalga
boyunda, 0.4 Watt giiciinde, 2. giin 75 sn, 3. giin 150 sn, 4. giin 300 sn DDLT
uygulanan deney grubunda (Grup 4) 2., 3. ve 4. giinlerde gingival fibroblast hiicre
sayilarinda ciddi azalma goriilmiistir. Bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p=0,0001) (Tablo 4.1-1) (Sekil 4.1-1).



Tablo 4.1-1: WST-1 yontemi ile gingival fibroblast hiicre proliferasyonunun sayisal

degerlerinin karsilastirilmasi
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WST-1 2.Giin 3.Giin 4.Giin p
Grup 1 0,654+0,071 0,633+0,043 0,599+0,106 0,882
Grup 2 2,121+0,301 1,024+0,104 0,653+0,119 0,0001
Grup 3 0,719+0,065 0,559+0,189 0,538+0,23 0,417
Grup 4 2,205+0,214 0,942+0,178 0,505+0,158 0,0001
p 0,0001 0,0001 0,265

Grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4’in 2. giin WST-1 degerleri ortalamalari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir (p=0,0001) (Tablo 4.1-1)
(Sekil 4.1-2). Kontrol grubunun 2. giin WST-1 degerleri grup 2 ve grup 4’den
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunurken (p=0,001, p=0,001), grup 3 ile
aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p=0,248). Grup 3’{in 2. giin
WST-1 degerleri grup 2 ve grup 4’den istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
bulunmus (p=0,001), grup 2 ile grup 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmemistir (p=0,753) (Tablo 4.1-2) (Sekil 4.1-2).

Grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4’lin 3. giin WST-1 ortalama degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir (p=0,0001) (Tablo 4.1-1) (Sekil 4.1-2).
Kontrol grubunun WST-1 ortalama degerleri grup 2 ve grup 4’den istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik bulunmus (p=0,001, p=0,001), grup 3’tin WST-1 degerleri grup
2 ve grup 4’den istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmus (p=0,001,
p=0,005), diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir
(Tablo 4.1-2) (Sekil 4.1-2).

Grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4’lin 4. giin WST-1 ortalama degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik g6zlenmemistir (p=0,265) (Tablo 4.1-1) (Sekil
4.1-2).
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Tablo 4.1-2: WST-1 yontemi ile gruplar arasinda gingival fibroblast hiicre
proliferasyonunun karsilastirilmasi

Dunn’s Coklu Karsilastirma Testi 2.Giin 3.Giin
Grup 1/Grup 2 0,001 0,001
Grup 1/Grup 3 0,248 0,753
Grup 1/Grup 4 0,001 0,001
Grup 2/Grup 3 0,001 0,001
Grup 2/Grup 4 0,753 0,345
Grup 3/Grup 4 0,001 0,005

Fibroblast kiiltiir ortaminda 30 uM ZA igeren, DDLT uygulanmayan deney
grubunun (Grup 2) 2. giin WST-1 ortalama degerleri 3. giin ve 4. giin WST-1 ortalama
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,021,
p=0,012). Aymi deney grubunun 3. giin WST-1 ortalama degerleri 4. giin WST-1
ortalama degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur

(p=0,014) (Tablo 4.1-3) (Sekil 4.1-1).

Fibroblast kiiltiir ortaminda 30 pM ZA igeren, 0.4 Watt DDLT uygulanan deney
grubunun (Grup 4) 2. giin WST-1 ortalama degerleri 3. giin ve 4. giin WST-1 ortalama
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,033,
p=0,011). Aym1 deney grubunun 3. giin WST-1 ortalama degerleri 4. gin WST-1
ortalama degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p=0,038) (Tablo 4.1-3) (Sekil 4.1-1).

Grup 1 ve grup 3’liin WST-1 ortalama degerlerinin 2.,3. ve 4. giin ortalama
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gdzlenmediginden giinler arasi

karsilastirma yapilmamaistir.



Tablo 4.1-3: WST-1 yontemi ile gruplar arasinda gingival

proliferasyonunun giin ve gruba gore karsilastirilmasi
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fibroblast hiicre

Dunn’s Coklu Karsilastirma Testi Grup?2 || Grup 4
2.Giin / 3.Giin 0,021 0,033
2.Giin /4.Giin 0,012 0,011
3.Giin / 4.giin 0,014 0,038
WST-1 @2.Gin
2,5 1 @3.Gun

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Grup 4

Sekil 4.1-1: WST-1’in gruplara gore 2.-3.-4. giinde gingival fibroblastlara etkisinin

karsilagtirmasi
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WST-1 BGrup 1
/ BGrup 2
2,5 1 OGrup 3
OGrup 4
2 | p
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05 Vv
0 _
2.Gin 3.Giin 4.Gin

Sekil 4.1-2: WST-1’in 2.-3.-4. giinde gruplara gore gingival fibroblastlara etkisinin
karsilastirilmasi

4.2. ZA ve DDLT’nin Kollajen Tip 1 Sentezi Uzerine Etkisi

Fibroblast kiiltiir ortaminda ZA igermeyen ve DDLT uygulanmayan kontrol
grubunda (Grup 1) 48 ve 96 saat diliminde kollajen Tip 1 sentezi incelendiginde,
ilerleyen saatte hafif azalma yoniinde degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir
(p=0,513) (Tablo 4.2-1) (Sekil 4.2-1).

Fibroblast kiiltiir ortaminda 30 uM ZA igeren DDLT uygulanmayan deney
grubunda (Grup 2) 48 ve 96 saat dilimi incelendiginde kollajen Tip 1 sayisinda azalma
oldugu goriildii. Bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,002) (Tablo
4.2-1) (Sekil 4.2-1).

Fibroblast kiiltiir ortaminda ZA i¢ermeyen 0.4 Watt DDLT uygulanan deney
grubunda (Grup 3) 48 ve 96 saat dilimi incelendiginde kollajen Tip 1 sayisinda azalma
goriilmiis fakat sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamistur (p=0,448) (Tablo
4.2-1) (Sekil 4.2-1).
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Fibroblast kiiltlir ortaminda 30 uM ZA igeren, 0.4 Watt DDLT uygulanan deney
grubunda (Grup 4) 48 ve 96 saat dilimi incelendiginde kollajen Tip 1 sayisinda ciddi
azalma goriildii. Bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,047) (Tablo
4.2-1) (Sekil 4.2-1).

Tablo 4.2-1: 48 ve 96 saat diliminde gruplar arasinda kollajen Tip 1 sayisal degerlerinin
karsilastiriimasi

Kollajen 48 Saat 96 Saat

Tipl || Ort£SS | Median (IQR) || Ort+SS | Median (IQR) p

Grup 1 |2,36=1,16] 2,06 (1,38-3,64) |2,34+0,19] 2,43 (2,12-2,47) | 0,513

Grup 2 [|4,86+0,64| 4,54 (4,45-5,59) [[1,21+0,09| 1,26 (1,1-1,27) || 0,002

Grup 3 |4.83x1,41] 548 (3,21-5,79) |[3,68+2,53] 2,66 (1,82-6,56) || 0,448

Grup 4 ||8,13+2,04] 7,33 (6,61-10,44) ||2,05+1,68]] 1,4 (0,8-3,96) || 0,047

p 0,007 0,321

Tablo 4.2-2: Gruplara gore 48 ve 96 saat diliminde kollajen Tip 1 sayisal degerlerinin

karsilastirilmasi
Dunn’s Coklu Karsilastirma Testi 48 Saat
Grup 1/Grup 2 0,207
Grup 1/Grup 3 0,216
Grup 1/Grup 4 0,004
Grup 2/Grup 3 0,998
Grup 2/Grup 4 0,082
Grup 3/Grup 4 0,079

Kollajen Tip 1 miktarinin 48 saat sonunda gruplar arasi ortalama degerleri
karsilastirildiginda grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4’lin degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik gozlenmistir (p=0,007) (Tablo 4.2-1) (Sekil 4.2-2). Kontrol
grubunun 48 saat sonunda elde edilen kollajen Tip 1 ortalama degerleri grup 2 ve grup

3’iin kollajen Tip 1 ortalama degerlerinden istatistiksel olarak anlamsiz, grup 4’iin
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kollajen Tip 1 ortalama degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
bulunmus (p=0,207, p=0,216, p=0,004), diger gruplar aras1 karsilastirmada istatistiksel
olarak anlamli farklilik gozlenmemistir (p=0,998, p=0,082, p=0,079) (Tablo 4.2-2)
(Sekil 4.2-2).

96 saat sonunda gruplar arasinda kollajen Tip 1 miktarinda fark istatistiksel
olarak anlamsiz bulunmustur (p=0,321) (Tablo 4.2-2) (Sekil 4.2-2).

Kollajen Tip 1 048 Saat
@96 Saat

S B N W b~ O O N 00 ©

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 4.2-1: Gruplara gore 48 ve 96 saat diliminde kollajen Tip 1 degisiminin

karsilastirmasi
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Kollajen Tip 1 BGrup 1
BGrup 2 |
OGrup 3
97 = OGrup 4
8 4
7 4

48 Saat 96 Saat

Sekil 4.2-2: 48 ve 96 saat diliminde gruplar arasinda kollajen Tip 1 degisiminin

karsilastirmasi

4.3. ZA ve DDLT’nin MMP3 Sentezi Uzerine Etkisi

Fibroblast kiiltiir ortaminda ZA igermeyen ve DDLT uygulanmayan kontrol
grubunda (Grup 1) 48 ve 96 saat dilimi incelendiginde MMP3 miktarinda goriilen
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,026) (Tablo 4.3-1) (Sekil 4.3-1).

Fibroblast kiiltiir ortaminda 30 uM ZA iceren DDLT uygulanmayan deney
grubunda (Grup 2) 48 ve 96 saat dilimi incelendiginde MMP3 miktarinda az miktarda
artis goriildii. Bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamistur (p=0,127) (Tablo
4.3-1) (Sekil 4.3-1).

Fibroblast kiiltiir ortaminda ZA icermeyen 0.4 Watt DDLT uygulanan deney
grubunda (Grup 3) 48 ve 96 saat dilimi incelendiginde MMP3 miktarinda az miktarda
artis goriildii. Bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,119) (Tablo
4.3-1) (Sekil 4.3-1).
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Fibroblast kiiltiir ortaminda 30 uM ZA igeren, 0.4 Watt DDLT uygulanan deney
grubunda (Grup 4) 48 ve 96 saat dilimi incelendiginde MMP3 miktarinda ciddi artig
goriildii. Bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,047) (Tablo 4.3-1)
(Sekil 4.3-1).

Tablo 4.3-1: 48 ve 96 saat diliminde gruplar arasinda MMP3 sayisal degerlerinin

karsilagtirmasi
48 Saat 96 Saat

MMP3 | Ort£SS | Median (IQR) | Ort£SS || Median (IQR) p
Grup 1 [[0,07+0,02|| 0,08 (0,05-0,08) | 0,01=0 || 0,01 (0-0,01) 0,026
Grup2 | 0,1£0 0,1 (0,09-0,1) |f0,27+0,15}| 0,34 (0,1-0,36) || 0,127
Grup 3 [[0,12+0,01f 0,12 (0,1-0,13) [0,23+0,08]] 0,25 (0,15-0,29) | 0,119
Grup 4 ||0,22+0,03{| 0,22 (0,19-0,26) || 0,55+0,2 | 0,63 (0,33-0,7) | 0,047
P 0,001 0,026

Tablo 4.3-2: Gruplara gore 48 ve 96 saat diliminde MMP3 sayisal degerlerinin
karsilastirilmasi

Dunn’s Coklu Karsilastirma Testi | 48 Saat 96 Saat
Grup1/Grup 2 0,308 0,137
Grup1/Grup3 0,055 0,224
Grup1l/Grup4 0,001 0,004
Grup 2/ Grup 3 0,613 0,983
Grup 2/Grup 4 0,001 0,103
Grup 3/Grup 4 0,001 0,062
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Gruplar arasi karsilagtirmada 48 saat diliminde grup 1, grup 2, grup 3 ve grup
4’iin  MMP3 ortalama degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

gbzlenmistir (p=0,001) (Tablo 4.3-1).

Kontrol grubunun 48 saat sonunda elde edilen MMP3 ortalama degerleri grup 2
ve grup 3’ilin ortalama degerlerinden istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,308, p=0,055),
grup 4’tin MMP3 ortalama degerlerinden anlamli derecede diisiik bulunmustur
(p=0,001). Grup 2’nin grup 3 ile MMP3 degeri karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli farklilik gézlenmemis (p=0,613), grup 2 ve grup 3’iin MMP3 ortalama degerleri
grup 4’tin MMP3 ortalama degerleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmustur (p= 0,001) (Tablo 4.3-2) (Sekil 4.3-2).

Gruplar arasi karsilastirmada 96 saat diliminde grup 1, grup 2, grup 3 ve grup

4’in  MMP3 ortalama degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

gozlenmistir (p=0,026) (Tablo 4.3-1).

Kontrol grubunun 96 saat sonunda elde edilen MMP3 ortalama degerleri grup 2
ve grup 3’ilin ortalama degerlerinden istatistiksel olarak anlamsiz (p=0,137, p=0,224),
grup 4’tin MMP3 ortalama degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
bulunmustur (p=0,004). Grup 2’nin grup 3 ve grup 4 ile MMP3 degeri
karsilagtirildiginda  istatistiksel olarak anlamli farklihk g6zlenmemis (p=0,983,
p=0,103), grup 3’tin MMP3 ortalama degerleri ile grup 4’iin MMP3 ortalama degerleri
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamustir (0,062) (Tablo
4.3-2) (Sekil 4.3-2).

Calismamizda yapilan realtime PCR iglemleri sonucunda numunelerden MMP9

ekspresyonu gozlenmediginden veri gosterilememektedir.
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Sekil 4.3-1: Gruplara gore 48 ve 96 saat diliminde MMP3 degisiminin karsilagtirmasi
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Sekil 4.3-2: 48 ve 96 saat diliminde gruplar arasinda MMP3 degisiminin karsilastirmasi
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4.4. ZA ve DDLT nin Hiicre Apoptozu Uzerine Etkisi

Fibroblast kiiltiir ortaminda ZA igermeyen ve DDLT uygulanmayan kontrol
grubunda (Grup 1) 48 saat dilimi incelendiginde canli hiicre yiizdesi (% 96,79) diger
gruplara gore yiiksek bulunmustur (Sekil 4.4-1). Fibroblast kiiltiir ortaminda 30 uM ZA
iceren DDLT uygulanmayan deney grubunda (Grup 2) 48 saat dilimi incelendiginde
6li hiicre ylizdesinde (% 11,47) kontrol grubuna gore (Grup 1) artig goriildii (Sekil
4.4-1). Fibroblast kiiltiir ortaminda ZA igermeyen 0.4 Watt DDLT uygulanan deney
grubunda (Grup 3) 48 saat dilimi incelendiginde hem erken (% 3,38) ve ge¢ (% 1,28)
apoptotik hiicre ylizdesi hem de 6li hiicre ylizdesinde (% 3,36) kontrol grubuna gore
(Grupl) az miktarda bir artig gozlendi (Sekil 4.4-1). Fibroblast kiiltiir ortaminda 30 uM
ZA igeren, 0.4 Watt DDLT uygulanan deney grubunda (Grup 4) 48 saat dilimi
incelendiginde Olii hiicre yiizdesinde (%17,45) diger gruplara gore ciddi artis gorildii
(Sekil 4.4-1).

Fibroblast kiiltiir ortaminda ZA igermeyen ve DDLT uygulanmayan kontrol
grubunda (Grup 1) 96 saat dilimi incelendiginde olii hiicre yiizdesi (% 0,38) diger
gruplara gore diisiik bulunmustur (Sekil 4.4-1). Fibroblast kiiltiir ortaminda 30 uM ZA
iceren DDLT uygulanmayan deney grubunda (Grup 2) 96 saat dilimi incelendiginde
canlt hiicre ylizdesinde (% 83,64) kontrol grubuna goére (Grup 1) azalma goriildii (Sekil
4.4-1). Fibroblast kiiltiir ortaminda ZA icermeyen 0.4 Watt DDLT uygulanan deney
grubunda (Grup 3) 96 saat dilimi incelendiginde 6zellikle erken apoptotik hiicre yiizdesi
ve 0li hiicre yiizdesinde (% 26,33) diger gruplara gore ciddi miktarda artis gozlendi
(Sekil 4.4-1). Fibroblast kiiltiir ortaminda 30 uM ZA igeren, 0.4 Watt DDLT uygulanan
deney grubunda (Grup 4) 96 saat dilimi incelendiginde canli hiicre yiizdesi (%90,65)
diger gruplara gore yiiksek bulunmustur (Sekil 4.4-1).



Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Pl

Annexin V

Sekil 4.4-1: Hiicre apoptozunun flow-sitometrik degerlendirmesi (Kuadrantlar; sol alt =

Canl hiicreler, sag alt = erken apoptoz, sag iist = gec apoptoz, sol iist = olii
hiicreler)
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4.5. ZA ve DDLT’nin Hiicre Morfolojisi Uzerine Etkisi

Tiim deney gruplar1 96 saat sonrasinda gorsel olarak taramali elektron
mikroskobunda degerlendirildiginde, gerek ZA uygulamasinin gerekse DDLT
uygulamasinin  hiicre  morfolojisinde  6nemli  degisimlere sebep olmadigi
gozlemlenmistir. Biitlin yiizeylerde hiicrelerin benzer baglanma ve yayilma karakterleri
sergiledikleri izlenmistir (Sekiller 4.5-1,2,3,4). Ozellikle kristal yapisinin daha piiriizlii
oldugu bolgelerde fillopodial uzantilarin kristal pitleri arasinda uzandigi gozlemlenmis
(Sekiller 4.5.1, 4.5-4) ve hiicrenin bu uzanma davranis1 biitiin yiizeylerde saptanmuistir.
Hiicreler biitiin yiizeylerde yasst morfolojiye sahip olmuslardir. Bu gozlem ZA
uygulamasinin yiizeyde fibroblast yapismasini ve yayilmasini engelleyecek sekilde bir
yiizey kimyasi olusturmadigint diigiindiirmiistiir. Ayrica DDLT uygulanan gruplarda,
gerek yiizeyde yayilan hiicre miktar1 gerekse hiicre morfolojisi agisindan pozitif veya

negatif bir etkiyi ortaya koyacak farklhiliklar gézlemlenmemistir.

sy A Lokt e i
10pm
|—| EHT =10.00 kv Mag= 5.00KX

= T S

Sekil 4.5-1: ZA icermeyen ve DDLT uygulanmayan kontrol grubunun 96 saat sonrasinda
TEM goriintiisii (biiyiitme x5000)



98

10pm
|—| EHT = 10.00 kV Mag= 5.00 KX

Sekil 4.5-2: 30 um ZA iceren DDLT uygulanmayan deney grubunun 96 saat sonrasinda

TEM goriintiisii (biiyiitme x5000)

10pm
|—| EHT = 10.00 kV Mag= 5.00KX

Sekil 4.5-3: ZA icermeyen 0.4 Watt DDLT uygulanan deney grubunun 96 saat sonrasinda
TEM goriintiisii (biiyiitme x5000)



EHT =10.00 kV Mag= 5.00KX ﬁ

Sekil 4.5-4: 30 pm ZA iceren, 0.4 Watt DDLT uygulanan deney grubunun 96 saat

sonrasinda TEM goriintiisii (biiyiitme x5000)
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5. TARTISMA

[lk olarak 2003 yilinda Marx, Migliorati, Mehrotra, Ruggiero, Rosenberg ve ark.
tarafindan yapilan es zamanli yaymlar ile CBBON’nin tanimlanmasinin ardindan
arastirmacilar kemoterapdtik ajanlara ve kortikosteroidlere bagli gelistigi diisiiniilen
lezyonlarin aslinda bifosfonat kullanimi ile dogrudan iliskili komplikasyonlar oldugu
gerceginde bulusmuslardir. Izleyen yillarda CBBON iizerinde artan sayida in vivo ve in
vitro ¢aligmalar yapilmis ve bunlarin sonuglar1 bilimsel yaymnlarda yer almaya
baglamistir (11,146,152,195).

Bifosfonatlarin, osteoklastlar iizerindeki kisitlayici etkisi ile kemik yapim
yikimimin azaldig bildirilmektedir. Bifosfonatlar ayrica vaskiiler endotelyal biiyiime

faktorii ve yeni kapiller olusumunu da engellemektedir (74).

Pamidronat ve ZA’nin alendronat gibi oral bifosfonatlara gore osteoklastlar
tizerinde daha giiglii etkiye sahip olduklari, uzun dénem kullanimlar1 sonucunda
osteoklastlarin, kemigin rezorbsiyonunu engelleyerek, osteoblastlarin ve osteositlerin
aseliiler kemik matriksinden ayrilarak Oliimiine neden olduklari, bununla birlikte

kapiller dejenerasyon, avaskularizasyon ve mikrokiriklara yatkinligin izlendigi

bildirilmektedir (82,134).

Marx ve ark. (2005) yaygin olarak kullanilan Pamidronate, Zoledronate ve
Alendronate adli li¢ bifosfonat preparatinin kullanildigi 119 CBBON olgusunu
degerlendirdikleri ¢alismada hastalarin 32°nin Pamidronate (%26), 48’nin Zoledronate
(%40.3), 36’smmin o6nce Pamidronate ardindan Zoledronate (%30.2) ve 3’niin
Alendronate (% 2.5) kullandigin1 bildirilmislerdir. Klinik olarak kemik agiliminin
gbzlenmesi ve semptomlarin olusmasina kadar gecen ortalama siire Pamidronate
kullanan hastalarda 14.3 ay, iki ilact kombine kullanan hastalarda 12.1 ay, Zoledronate
kullanan hastalarda ise 9.4 ay ve Alendronate kullananlarda 3 yil olarak ifade
etmisglerdir (139).

Calismamizda, literatlir verileri dogrultusunda, en hizli CBBON gelismesine

sebep olan preparat olmasi nedeniyle ZA’y1 tercih ettik.
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Kobayashi ve ark. sicanlarda dis ¢ekimini takiben ¢ekim soketine lokal olarak
ZA uyguladiklari, yara iyilesmesinde olusan farkliliklar1 inceledikleri arastirmalarinda
ZA’nin yeni kemik olusumunu inhibe ettigini, vaskiilarizasyonu bozdugunu, oral
mukoza epitel hiicrelerinin goclinii Onledigini ve bu durumun soketin bakteri
kontaminasyonuna yol agtigini, kemik yiizeyini 6rten yumusak dokuda toksik etki

olusturdugunu bildirmislerdir (123).

Bauss ve ark. yliksek dozda lokal bifosfonat uygulanmasi halinde oral epitelde

toksik etkinin arttigini bildirmistir (30).

CBBON’nin klinik tablosuna bakildiginda, epitelizasyonu bozulmus dis eti ile
birlikte nekrotik kemik goriilmektedir. Yumusak dokudaki iyilesme gecikmesi,
CBBON’nin sadece kemik dokusu kaynakli degil, yumusak dokuda da es zamanli

gelisen toksik etki sonucu olustugunu diistindiirmelidir (125).

CBBON lezyonlarinin evrelendirilmesinde saglanan goriis birligi heniiz ideal
tedavi yontemi i¢in olusturulamamistir. Giiniimiizde genel olarak CBBON tedavisi
medikal, cerrahi, destekleyici tedavi yaklasimlarinin birlikte uygulanmasi seklinde

yapilmaktadir (14).

Cok sayida olgu raporunun yansittig1 tizere CBBON tedavisinde, yalniz medikal
tedavi, yalniz cerrahi tedavi veya her iki tedavinin birlikte uygulandigi olgularin
¢cogunda tam basar1 saglanamamistir. Bu nedenle CBBON tedavisinde klinisyenler ve

arastirmacilar iyilesmeye destek tedavi yontemlerinin arayisina yonelmislerdir.

CBBON tedavisinde destekleyici olarak uygulanan farkli yaklagimlar heniiz
tartisilirken, son yillarda diisiik yogunluklu lazer enerjisi ile saglanan
biyostimiilasyonun olumlu etkisini yansitan arastirmalarin sayisinin her gecen giin
arttig1 gorilmektedir. Lazer enerjisinin diisiik enerji yogunlugunda uygulanmasi ile
saglanan antiinflamatuar ve antibakteriyel etkilerin dokularda onarim ve yeniden
yapilanma siirecinin hizina, mitotik aktivitenin uyarilmasina ve kemikte organik

matriksin depolanmasina olumlu yansidigi yapilan ¢ok sayida in vivo ve in vitro
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calisma ile kanitlanmistir. Bu 6zelliklerinin yanmi sira, yan etkilerinin/risklerinin yok
denecek kadar az olmasi, farmakolojik olmamasi ve kolay uygulanabilir bir yontem
olmast1 DDLT’nin CBBON tedavisinde destekleyici roliinii giiglendirmektedir
(11,149,180,207,233).

Vescovi ve ark. (231) 19 CBBON hastasinin tedavisinde medikal/cerrahi
yaklasimin Nd:YAG lazer biyostimiilasyonu ile destekli tedavi modellerinin sonuglarini
karsilastirdiklar1 ¢alismada, DDLT uygulanan 9 hastanin 8’inde tamamen iyilesme ve
bir hastada semptomlarda gerileme rapor etmiglerdir. Bu sonucu, DDLT uygulanmayan
10 hastanin 5’inde tamamen iyilesme ve bir hastada semptomlarda gerileme olarak
izledikleri sonugla karsilastirarak DDLT uygulamasinin CBBON tedavisinde ideal bir
destekleyici yaklasim olabilecegine dikkati ¢gekmislerdir.

Freiberger ve ark. (96) CBBON tedavisi i¢in 16 hastada hiperbarik oksijen
tedavisi uygulamiglar ve sonuclarini % 62,5 oraninda iyilesme ve semptomlarin

kaybolmasi seklinde rapor etmislerdir.

Curi ve ark. (69) cerrahi rezeksiyon yaptiklar1 ic CBBON hastasina islem
sirasinda ve sonrasinda BP tedavisini kesmeden rezeksiyon yaptiktan sonra cerrahi
bolgeye trombositten zengin plazma uygulayip bolgeyi primer olarak kapatmiglar, 6-8

aylik takip sonucunda iki hastada tam, bir hastada kismen iyilesme elde etmiglerdir.

Scoletta ve ark.’nin 20 CBBON olgusu iizerinde cerrahi yaklagim olmaksizin
antimikrobiyal tedaviyle beraber uygulanan Ga-As diyot lazer biyostimiilasyonunun,
postoperatif donem klinik bulgulart ve iyilesme diizeyi iizerindeki etkilerini
degerlendirdikleri ¢calismada, DDLT uygulanan grupta agri, 6dem ve diger infeksiyon
bulgularinda anlamli diizeyde azalma oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle konservatif
yaklasim gerektiren hasta gruplarinda CBBON tedavisinde lazer biyostimiilasyonunun
klinik 6nemine dikkat cekilerek, DDLT nin kolay uygulanan, morbidite diizeyini

arttirmayan ve yan etkisi olmayan bir yontem oldugu vurgulanmistir (207).

Vescovi ve ark. (232) yaptiklari bir diger ¢alismada, Nd:YAG lazer

biostimiilasyonu ve/veya konvansiyonel medikal/cerrahi yaklagimlarla tedavi edilen 28
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CBBON olgusunda, postoperatif donemde semptomlarin ciddiyeti, pily formasyonu,
mukozal fleplerin primer iyilesmesinde basar1 gibi  klinik  degiskenleri
degerlendirmistir. Calismada DDLT uygulanan 14 hastadan olusan grupta, 9 hastada
agr1 kontrolii, infeksiyon bulgularinin, piiy drenajinin ve fistiil varliginin giderilmesi
konusunda klinik bagar1 saglanmig, 3 hastada ise, 4-7 aylik takip donemlerinde

semptomlara yonelik iyilesme kaydedildigi rapor edilmistir.

CBBON tedavisinde medikal ve cerrahi tedavinin yan1 sira Ozon, HBO, DDLT
alternatifleri i¢erisinde DDLT haricindeki yontemlerin katkisinin disiik oldugu (HBO,
Ozon) bilgisine dayanarak aragtirmamizda destekleyici tedavi yontemi olarak DDLT yi
tercih ettik (72,96,179).

Aragtirmamizda saglikli bireylerin, enfeksiyon bulgusu olmayan gémiik yirmi
yas dislerinin cerrahi ¢ekiminden sonra elde edilen disetinden hazirlanan fibroblast
hiicre kiiltiirlerinde 30 pM ZA’nin ve 810 nm dalga boyunda, 0.4 W giiciinde 2. giin
75sn, 3. giin 150 sn, 4. giin 300 sn uygulanan DDLT’nin fibroblast hiicrelerinin
proliferasyonu, canliligi, kollajen Tip 1 sentezi, MMP3 ve MMP9 seviyeleri iizerine
etkilerini inceledik.

Calismamizda insan diseti fibroblast hiicrelerine 2., 3. ve 4. giin sonunda ZA ve
DDLT’nin hiicre sayis1 ve canliligi tizerine etkilerini degerlendirdik. Kontrol grubu
olarak tasarlanmis, ZA icermeyen ve DDLT uygulanmayan grubun 2., 3. ve 4. giin
fibroblast hiicre sayisinda azalma yoniinde fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p=0,882).

Kendi i¢inde degerlendirilen, yalniz 30 uM ZA uygulanan 2. deney grubunun 2.,
3. ve 4. giin sonunda fibroblast hiicre sayisinda ciddi azalma goriilmiis, fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0,0001). Bu deney grubunun fibroblast hiicre sayisinda
saptanan artig 2. ve 3. giinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p=0,001),

4. glinde ise istatiksel olarak anlamsiz bulunmustur.

Calismamizda elde edilen bu veriler literatiirde bildirilen sonuglar ile uyumlu

bulunmustur.
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Calismamizda insan diseti fibroblast hiicrelerine yalniz 810 nm dalga boyunda
0.4 W giiclinde, 75 sn DDLT uygulanan 3. deney grubunun 2., 3. ve 4. giin sonunda
kendi i¢inde yapilan degerlendirmesinde fibroblast hiicre sayisinda ve canliliginda az
miktarda azalma saptanmis, fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,417).
Yalniz DDLT uygulanan 3. deney grubunun 2. giin sonunda elde edilen hiicre sayisi ve
canliligr degerleri kontrol grubuna goére hafif artis yoniinde degiskenlik gosterirken
(p=0,248), 3. ve 4. giin hiicre sayilarinda hafif azalma saptanmis ancak fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p=0,753).

Calismamizda elde edilen bu sonuca dayanarak DDLT’nin erken donemde
biyostimulatif etki gosterdigini, ilerleyen zaman ve dozda etkinliginin azaldigim

savunmaktay1z.

Calismamizda 30 uM ZA ile birlikte 0.4 W giiciinde DDLT uygulanan 4. deney
grubunun kendi ig¢inde yapilan degerlendirmesinde 2., 3. ve 4. giin sonunda fibroblast
hiicre sayisinda ciddi azalma goriilmiis, fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,0001). Bu deney grubunun fibroblast hiicre sayis1 ve canliliginda kontrol grubuna
gore 2. ve 3. giin artis yoniinde saptanan fark anlamli bulunurken (p=0.001, p=0.001), 4.

giinde azalma goriilmiis ve fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.

Gruplar arasi karsilagtirmada 30 uM ZA igeren 2. ve 4. deney gruplarinin 2. ve
3. giin fibroblast hiicre proliferasyonu degerleri arasinda fark istatistiksel olarak
anlamsiz (p=0,753 p=0,345) bulunurken, 2. deney grubu ile 3. deney grubunun, 3.
deney grubu ile 4. deney grubunun arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p=0,001 p=0,001 p=0,001 p= 0,005).

Arastirmamizda elde edilen veriler dogrultusunda ZA uygulanmis gruplarda
baslangigta saptanan fibroblast hiicre sayisindaki artisin ilerleyen zamanda korunamayip
diismesinin ilacin toksik etkisi ile ilintili, DDLT’ nin biyostimiilatif etkisinin diisiik

oldugu goriisiindeyiz.

Bamias ve ark. ZA kullanan 252 hastayi inceledikleri prospektif arastirmalarinda

111 multiple myeloma hastasinin 11’inde (% 9.9), 70 meme kanseri hastasinin 2’sinde
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(% 2.9), 46 prostat kanseri hastasinin 3’tinde (% 6.5) ve diger 25 kanser hastasinin
1’inde (% 4) CBBON saptamislardir. ilacin verilis sayis1 ve bisfostonata maruz kalman
siire ortalama degerleri CBBON gelisen hastalarda 35 infiizyon ve 39.3 ay, CBBON
gelismemis hastalarda 15 inflizyon ve 19 ay olarak bildirilmistir. CBBON gelisim
insidansi1 4-12 aya kadar BP alan hastalarda %1.5 seviyesinde iken, 37-48 aya kadar BP
alan hastalarda %7.7 seviyesine yiikselmektedir. Arastirmacilar CBBON gelisiminin BP
kullanimina bagli oldugunu, bu komplikasyonun gelisiminde ilaca maruz kalma

sliresinin en énemli risk faktorii oldugunu bildirilmislerdir (24).

Hikita ve ark. ¢alismalarinda, dis ¢gekimi dncesinde ¢ekim bolgesine 16 giin siire
ile lokal olarak alendronat uyguladiklari 5 haftalik erkek si¢anlarda, dis ¢ekim soketinde
yeni kemik olusumunun geciktigini, ayrica iyilesme siirecinin erken ddnemindeki

enfeksiyonun, CBBON gelisimini tetikleyebilecegini bildirmislerdir (112).

Correia ve ark. insan periodontal ligaman kaynakli fibroblastlarin hiicre kiiltiirii
calismalarinda bifosfonatlarin yumusak doku hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin oldugu,
hiicre proliferasyonunun baskilandigi ve mukozal kalinligin azalmasi sonucu kemigin

aciga ¢cikmasi ile CBBON nin tetiklendigini savunmuslardir (63).

Bifosfonat tedavisinin en énemli yan etkisi olan CBBON’nin tedavisinde ¢esitli

tedavi yontemleri denenmekte ve bu yontemlerin etkinligi literatiirde tartigilmaktadir.

Dimitrakopoulos ve ark. (77) ZA velveya pamidronat kullanimi sonrasi yapilan
dental tedavileri izleyerek CBBON gelisen 11 hastaya medikal ve/veya cerrahi tedavi

uygulamislar, yalniz bir hastada tam iyilesme elde etmislerdir.

Stockman ve ark. (219) i.v. bifosfonat kullanan 50 hastada CBBON tedavisinde
yaranin primer olarak kapatildigini, cerrahi tedavi ile birlikte medikal tedavi yaptiklarin

ve %89 basari elde ettiklerini belirtmislerdir.

Vieillard ve ark. (234) pamidronat ve/veya ZA kullanan 13 hastanin 12’sine
sekestrostomi ve kiiretaj, birisine ise parsiyal mandibula rezeksiyonu yapmuislar,

yaklasik 13 aylik takip siiresinde sadece bes hastada iyilesme gozlemlemislerdir.
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Merigo ve ark. (148) pamidronat veya ZA kullanan dort hastada olusan
CBBON’nin cerrahi ve medikal tedavisinden 6 ay sonra rekiirrens oldugunu

belirtmislerdir.

Pamidronat veya ZA kullanim1 sonrasi dis ¢ekimini izleyerek CBBON gelisen
yedi hastada, lokal debridman ve antibiyotik tedavisi uygulayan Mortensen ve ark.
(160) bu tedaviye cevap alinamayan ii¢ hastada eksizyonel yontem uygulamislar ve

bunlardan sadece iki tanesinde olumlu sonuglar elde ettiklerini rapor etmislerdir.

Acil ve ark. farkli dozlarda intravenéz ZA, Pamidronate ve oral alendronate’in
insan diseti fibroblastlari, osteoblastlar ve osteogenik sarkoma hiicreleri (SaOS-2
hiicreleri) lizerine etkilerini arastirdiklari ¢aligmalarinda tim BP dozlarinin in vitro
kollagen iiretimini ve hiicre proliferasyonunu azaltti§ini, en fazla inhibitor etkinin ZA

grubunda gozlendigini bildirmislerdir (3).

Calismamizda ZA ve DDLT nin kollajen Tip 1 sentezine etkisini 48 saat ve 96
saat diliminde karsilastirmali olarak inceledik. ZA icermeyen, DDLT uygulanmayan
kontrol grubunun 48 ve 96 saat sonunda elde edilen kollajen Tip 1 miktarinda ilerleyen

zamanda istatistiksel anlamlilik tasimayan hafif azalma gortilmistiir (p=0,513).

Yalniz 30 uM ZA uygulanan 2. deney grubunun ve ZA ile birlikte 0.4 W DDLT
uygulanan 4. deney grubunun kendi i¢inde yapilan degerlendirmesinde 48 saat ve 96
saat sonunda kollajen Tip 1 miktarinda ciddi azalma saptanmig ve sonug istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p=0,002 p=0,047).

Tiim ¢aligma gruplarinin 48 saat sonunda elde edilen kollajen tip 1 degerlerinin

arasinda saptanan fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,007).

ZA, DDLT, ZA+DDLT uygulanan deney gruplarinin 48 saat sonunda kollajen
tip 1 miktarindaki artisinin kontrol grubu ile yapilan karsilagtirmasinda ZA+DDLT
uygulanan 4. deney grubunda istatistiksel olarak anlamli (p=0,004), diger gruplararasi

karsilastirma sonuglar istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.
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Kollajen tip 1 miktarinin 96 saat sonunda gruplararasi ortalama degerleri

karsilastirildiginda aradaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p=0,321).

Kontrol grubunun 96 saat sonunda elde edilen kollajen tip 1 degerlerinin diger
deney gruplarinin degerleri ile yapilan karsilastirmasinda fark istatistiksel olarak

anlamsiz bulunmustur.

Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda kollajen Tip 1 iiretiminin ZA varliginda
erken donemde artig gosterdigi, ilacin toksik etkisinin ilerleyen zamanda devam ettigi,

DDLT uygulamasinin ise erken donemde olumlu katki sagladig1 sonucuna vardik.

Migliorati ve ark.’nin kanser tedavisi goren hastalarda gelisen oral
komplikasyonlarin nedenlerini inceledikleri klinik ¢alismalarinda, her bireyin
bifosfonata farkli cevaplar vermesinin ve artan CBBON riskinin sorumlusunun genetik

polimorfizm oldugu bildirilmistir (153).

Scheper ve ark. ZA’ nin yumusak dokular ve kemik {izerine in vitro ortamda oral
mukoza hiicreleri kullanarak yaptiklar1 ¢alismada farkli konsantrasyonlarda ZA (0.25-3
umol/1) etkisini incelemisler, artan ZA konsantrasyonlari ile birlikte hiicre apoptozisi ve
proliferasyonunda doza bagh etki goriildigiinii bildirmislerdir. Hiicre apoptozisinde
TNF, BCL-2, Caspase, IAP, TRAF ve Death Domain ailesi gibi pek ¢ok genin
ekspresyonunda degisimler gozlenmistir. Western Blot analizi ile caspase 3 ve 9’un
aktive formlarinda artis oldugu saptanmistir. Sonu¢ olarak, ZA‘nin disik
konsantrasyonlarda oral mukoza dokularma hizli ve dogrudan etki ederek, gen
regiilasyonu yoluyla hiicre apoptozis mekanizmasini indiikledigi, osteonekroz
olusumunda yumusak doku hasarinin olasi neden olabilecegi sonucuna varilmigtir

(202).

Balla ve ark. bifosfonat nekrozlu 46 hastada CYP2CS8 rs1934951 SNP’nin
etkilerini ve bunun pek ¢ok klinik ve biyokimyasal faktorlerle olan iliskisini
arastirmiglardir. Hastalardan kan 6rnekleri alinarak DNA elde edilmis, CYP2C8 geninin
SNP analizi yapilmis, genetik degerlendirme ile birlikte klinik ve biyokimyasal
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degiskenler 6l¢iilmiistiir. Sonug olarak, normal GG genotipi yerine AG genotipine sahip
deneklerde mandibulada lokalize CBBON riskinin 19.2 kat fazla oldugu bildirilmistir.
Maksillar lokalizasyonlu CBBON ile intravendz BP tedavisi ve serum lipid markerlari
arasinda giiclii pozitif korelasyon tespit edilmistir. Mandibular CBBON’nin, serum
kalsiyum, 25-Hidroksi Vitamin D ve PTH olgtimleri, oral BP kullanimi ve tedavi

stiresinin uzunlugu ile pozitif korelasyon gosterdigini bildirmislerdir (22).

Ravosa ve ark. insan oral fibroblast ve epitel hiicre kiiltiiriinde ZA ‘nin hiicrelerin
proliferasyonu, apoptozisi ve migrasyon kapasitesi iizerindeki etkilerini
degerlendirmistir. ZA uygulamasinin, hem oral epitel hiicrelerinin hem de
fibroblastlarin proliferasyonunu inhibe ettigi, apoptozisi arttirdigi, oral fibroblastlarin
hareketliligini azalttigi goriilmistir. Quantitative real-time PCR analizi ile ZA
tedavisinin oral fibroblastlarda Tip | kollajenin kollajenlal ve kollajenla2 zincirlerinin
ekspresyonunu inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu veriler dogrultusunda arastirmacilar ZA
tedavisinin, oral fibroblastlarin bilyiime ve go¢ kapasitelerini bloke etmek ve Tip 1
kollajen yapimini azaltmak yoluyla reepitelizasyon igin gerekli granulasyon dokusu

olusumunu engelleyerek yara iyilesmesini bozdugunu bildirmislerdir (187).

Basso ve ark. DDLT uygulamasi ile insan diseti fibroblast hiicre kiiltiiriinde
biyostimiilan etki olusturulan yeterli enerji dozlarinin belirlenmesi amaciyla
planladiklari in vitro ¢alismada InGaAsP diyot lazer (780 + 3 nm; 40 mW) kullanarak
0.5, 1.5, 3, 5, ve 7 J/lcm2 enerji dozlarinda, 24 saatte bir ve toplam {i¢ giin 1ginlama
yapmislardir. Son 1s1nlamadan 24 saat sonra hiicre metabolizmalar1 dlgiilerek, en etkili
iki doz (0.5 ve 3 J/ecm2) secilmis ve bu dozlarda hiicre sayis1 ve migrasyon kapasitesi
degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, fibroblastlarin 0.5 ve 3 J/cm2 dozlarinda
1sinlanmasinin, lazer uygulanmayan gruba kiyasla hiicre metabolizmasinda anlamh
olglide artis olusturdugu, her iki enerji dozunun, hiicre sayist ve hiicre migrasyonunda
belirgin artisa yol actigi, DDLT’nin fibroblastlarda in vitro biyostimulasyon etki
yarattig1 bildirilmistir (28).

Bayram ve ark. bifosfonatlarin osteoblast hiicrelerinde olusturdugu inhibitor ve
sitotoksik etkiye karsi, diisiik doz lazer uygulamasi ile biyostimiilatif etki yaratarak
olusabilecek degisiklikleri aragtirmiglardir. Bu calismada Saos-2 insan osteoblast
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benzeri hiicreleri kullanilarak 0, 1, 10, 100 uM konsantrasyonlarinda ZA hiicre kiiltiir
ortamina verildikten sonra 24. ve 48. saatte 0, 0.25, 0.50 watt diyot lazer uygulanmistir.
Lazer uygulamasini izleyen 48. saatte osteoblast hiicrelerinde lazerin biyostimulatif
etkilerini degerlendirmek iizere osteoblastlar, proliferasyon, ALP aktivitesi ve ALP
spesifik aktivitesi yoniinden incelenmis ve hem ila¢ dozuna, hem de lazer giiciine bagl
olarak bu degerlerdeki olas1 degisiklikler karsilastirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda
ZA uygulanan gruplarda hiicre sayisi azalirken farkli lazer giiclerinin tiim hiicreler
lizerinde artan proliferasyon ve/veya differansiyansiyon ile sonuglanan biyostimulatif

etki sagladigini bildirmislerdir (32).

Simon ve ark. 28 giin devamli olarak ZA ve pamidronata maruz birakilan insan
diseti fibroblast, osteoblast ve osteosarkoma (SaOS-2) hiicreleri tarafindan sentezlenen
Tip 1, II, III ve V kollagenlerinin ekspresyonu, ELISA ve real-time PCR testleri ile
degerlendirilmistir. Real-time PCR incelemesinde ZA’nin tiim konsantrasyonlarda gen
ekspresyonunu %16 oraninda azalttig1, maksimum gen ekspresyon oranlar: fibroblastlar
icin %31, osteoblastlar i¢in % 56 ve SaSO-2 hiicreleri i¢in %14 olarak 6l¢ililmiistiir. Bu
calismada azalmis kollagen yapimi Olgiilmiis, boylece uzun silire zoledronik asit ve
pamidronata maruz birakilmanin olumsuz etkileri bildirilmistir. Bifosfonata maruz
kalan hiicrelerce ekstraselliiler matriks proteinlerinin iiretiminde olusan azalmanin,

osteonekroz olusumu ve yara iyilegsmesinde bozuklugun nedeni olabilecegi bildirilmistir
(214).

Calismamizda ZA ve DDLT’nin MMP3 sentezine etkisini 48 saat ve 96 saat
diliminde karsilastirmali olarak inceledik. ZA igermeyen, DDLT uygulanmayan kontrol
grubunun 96 saat sonunda MMP3 miktarinda goriilen azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,026). 30 uM ZA uygulanan 2. deney grubunun ve sadece 0.4 W
DDLT uygulanan 3.deney grubunun 96 saat sonunda MMP3 miktarinda saptanan artis
istatistiksel olarak anlamsiz bulunurken (p=0,127 p=0,119), 30 uM ZA+ 0.4 W DDLT
uygulanan 4. deney grubunda anlamli artis bulunmustur (p=0,047).

Calismamizda hem 48 saat hem 96 saat sonu MMP3 degerlerinin gruplararasi

arasi karsilagtirmasinda fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,001 p=0,026).
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Kontrol grubuna gore diger tiim c¢alisma gruplarinda MMP3 degerlerinde
yiikselme saptanmis ancak sadece ZA+DDLT uygulanan 4. deney grubu ile hem 48 saat
hem 96 saat verileri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,001
p=0,004). 30 uM ZA uygulanan 2. deney grubunun ve DDLT uygulanan 3. deney
grubunun MMP3 degerleri ile ZA+DDLT uygulanan 4. deney grubunun 48 saat sonu
degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,001 p=0,001).

Elde ettigimiz veriler dogrultusunda tek basina ZA uygulamasinin MMP3
sentezi lizerinde anlamli fark yaratmadigi, biyostimiilatif etkisi beklenen DDLT nin tek
basina MMP3 sentezinde yeterli etkinlik gostermedigi, ZA+DDLT nin birlikte MMP3

degerlerinin artisinda daha etkin oldugu sonucuna vardik.

Dickson ve ark. Ga-Al-As lazerin ALP enzim aktivitesi tizerine etkilerini
inceledikleri ¢alismalarinda doku orneklerine 10 J/em? doz lazer uygulamuslardur.
Calisma sonucunda, lazer uygulanan grup drneklerinde ALP enzim aktivitesinin kontrol

grubuna oranla daha yliksek oldugu bildirilmistir (76).

DDLT uygulamas1 yapilan in vitro c¢aligmalarda kollajen fibrillerde artis
izlenmistir. Bu bulgu DDLT’nin kemik onarimi iizerine erken donem etkisi olarak
yorumlanabilir. Bazi ¢alismalarda ise DDLT’yi takiben yapilan in vitro ¢alismalarda
kollajen {iretiminde artis izlenmistir. Bu ¢alismalarda kemikle beraber yumusak
dokularda da yararli etkileri oldugu saptanan 1-5 J/cm? dozlar uygulanmustir. Biyolojik

dokuyu uyarici etkilerin 1s1nin dozuna bagli oldugu gosterilmistir (159,223).

Takeda Y, dis ¢ekimi sonrasi siganlarda AlGaAs lazerin bir hafta siire ile giinliik
kullaniminin yara iyilesmesinde fibroblast proliferasyonu ve kemik matriksinin

olusumunda artig yoniinde katki sagladigini bildirmistir (220).

Hakki ve Bozkurt, insan diseti fibroblastlarina 940 nm diyot lazer uyguladiklar
caligmalarinda, hiicre proliferasyonu ile biiyiime faktorleri ve Tip I kollajenin mRNA
ekspresyonu tizerindeki etkisini insan diseti fibroblastlarina farkli parametrelerde lazer
uygulamiglar, hiicre proliferasyon miktarinda hicbir grupta kontrol grubuna kiyasla

anlamli bir fark saptayamamiglardir. Lazer uygulanan gruplarda IGF, VEGF, TGF- ve
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mRNA ekspresyonunda anlamli artislar tespit ettiklerini, sadece diyot lazerin

biyostimulasyon modunda Tip I kollajen mRNA seviyesinde anlamli artig oldugunu

bildirmislerdir (109).

Damante ve ark. gingivoplasti sonrasi insan oral mukozasinin iyilesmesinde 15
mW, 670 nm GaAlAs diyot lazerin etkilerini incelemislerdir. 7. 14. 21 ve 60 giin sonra
dokulardan elde edilen insizyonel biyopsi 6rneklerinin 1s1n mikroskopunda morfometrik
degerlendirmesi sonucu, (gingivoplasti sonrast DDLT’nin yara iyilesmesini

hizlandirmadigini bildirmislerdir (73).

Kreisler ve ark. DDLT nin insan diseti hiicrelerinin proliferasyon hizindaki
etkisini in vitro ortamda arastirdiklar1 calismalarinda, diseti bag dokusundan elde edilen
insan diseti fibroblast hiicreleri kiiltiire edilmis ve 1.96-7.84 J/cm enerji yogunlugu ile
10 mW giiciinde devamli modda 809 nm yar1 iletken lazer 1sinina tabi tutulmustur.
Lazer 1511 24 saat arayla bir kez, iki kez ve {i¢ kez olmak iizere 75-300 saniye arasinda
uygulanmustir. Hiicre proliferasyonu 24, 48 ve 72 saat sonra Ol¢iilmiistiir. Sonug olarak,
lazer uygulanan hiicrelerde daha yiiksek proliferasyon aktivitesi gozlendigi,
irradyasyondan 24 saat sonra artisin en belirgin seviyesinde olup, enerjiyle ters orantili
bir sekilde 48 ve 72 saat sonra azaldigi, DDLT nin etki siiresinin sinirli oldugu, klinik
uygulamalarda istenen etkiyi elde etmek i¢in tekrarlayan uygulamalar yapmak gerektigi

bildirilmistir (121).

DDLT’nin temel hedefleri yara iyilesmesinin hizlandirilmasi, agrinin ve
inflamatuar cevabin azaltilmasidir. DDLT dokularin temel birimi olan farkli 6zellikteki
hiicrelerde biyolojik fonksiyonlar etkileyerek inflamasyon ve iyilesme iizerinde olumlu
sonuglar ortaya c¢ikarmaktadir. Yara iyilesmesinin biitiin fazlarinda etkisi olan
DDLT’nin, ozellikle hiicrelerin proliferatif asamasinda etkili oldugu gosterilmistir
(158).

Calismamizda da 810 nm dalga boyunda, 600 um c¢aplh fiber ug i¢eren (Gigaa
GBOX-15A/B Diyot lazer, Wuhan, China) 0.4 W’a kadar ayarlanabilir gii¢ ¢ikis1 olan
Ga-As diyot lazer ile 1s1nlama, 24 saatte bir olmak {izere siirekli dalga modunda 3 giin

kiltiir kuyucuklarina uygulandi.  Arasgtirmamizda tek basmma DDLT uygulanan
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gruplardan elde edilen verilerin kontrol grubu ile ve kendi aralarinda yapilan
karsilagtirmasinda fibroblast hiicre proliferasyonu, kollajen tip 1 sentezi, MMP3 {iretimi

tizerine olumlu bir katkisinin olmadigi saptandi.

Basi ve ark. (2012) sicanlarda nitrojen igerikli BP’nin dis ¢ekimi sonrasi yara
iyilesmesi silirecinde matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) ekspresyonuna etkisini
arastirmiglardir. Sicanlar postoperatif 1, 3, 7, 21. giinlerde sakrifiye edilerek western
blotting ve multiplex elisa testleri ile hedeflenen protein arastirilmig, RT-PCR analizi ile
hedef mRNA miktar1 Olciilmils ve zimografi ile MMP-9 enzimatik aktivitesi
degerlendirilmistir. ZA uygulanan grupta, kontrol grubuna kiyasla dis ¢ekiminden 21
giin sonraki kemik mineralizasyonu oraninda anlamli azalma tespit edilmistir. ZA
verilen si¢anlarda postoperatif 3. ve 21. giinde MMP-9 spesifik mMRNA seviyesinde,
postoperatif 3. ve 7. giinlerde ise MMP-9 protein seviyesinde artis saptanmistir. Ayrica
ZA grubunda MMP-9 enzimatik aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla artig bildirilmistir
(27).

Bifosfonatlarin oral yumusak dokular tizerindeki etkileri Landesberg ve ark.
tarafindan pamidronat preparatinin kullanildig1 in vitro ¢alisma ile gosterilmistir. Bu
calismada pamidronatin oral keratinosit hiicre proliferasyonunu baskilayarak yara

lyilesmesini geciktirdigi fakat apopitoza neden olmadig: belirtilmistir (128).

Aminobifosfonatlarin oral mukozanin fibroblast hiicrelerinin proliferasyonunu
baskiladig in vivo calismalarla gosterilmisken, apopitotik etkileri ile ilgili kesin veri
bildirilmemistir (202).

Cozin ve ark. ZA ve pamidronatin primer insan oral fibroblastlar1 tizerindeki
etkilerini arastirdiklar1 in vitro ¢alismalarinda primer diseti fibroblastlarinin hiicresel
proliferasyonu, migrasyonu ve apoptozisini incelemisler, hem pamidronatin hem de
ZA’nin hiicre migrasyonunu azalttigini1 saptamislardir. Bu ¢aligmada hiicre alt katman
adezyonunda kaylp ve F-actin demetinde azalma saptanmistir. Bu etkilerin
geranilgeriolden (GGOH) ve insan trombosit kaynakli biiyiime faktérii BB (rhPDGF-
BB) muamelesi ile geri doniistiiriilebilmesinin, CBBON’nin tedavi seceneklerinin

belirlenmesinde 6nem tasidigini agiklamiglardir (66).
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Arastirmamizda ZA ve DDLT nin hiicre apoptozu iizerine etkisi incelendiginde
fibroblast kiiltiir ortaminda ZA ve DDLT i¢ermeyen kontrol grubunda 48 ve 96 saat

diliminde ilerleyen zamanda canli hiicre sayisinda artis saptanmistir (%96.79 : %99.62).

Deney gruplarinin 48 ve 96 saat dilimleri arasinda 2. ve 3. deney grubunda 6lu
hiicre sayisinda artis yoniinde (Grup 2: %11.47 : % 16.36 - Grup 3: %3.38 :%26.33), 4.
deney grubunda ise azalma (Grup 4: %17.45 : %9.35) yoniinde fark saptanmistir.

Kontrol grubu ile diger deney gruplar1 arasinda 48 saat diliminde canli hiicre
sayisinda azalma oldugu goriilmiistiir. Olii hiicre sayisinda en belirgin artis (% 17.45),

30 uM ZA ve 0.4 W DDLT uygulanan 4. deney grubunda saptanmustir.

Fibroblast kiiltiir ortaminda ZA igermeyen, DDLT uygulanmayan kontrol
grubuna gore diger deney gruplari arasinda 96 saat diliminde canli hiicre sayisinda

azalma oldugu goriilmiistir.

ZA ve DDLT nin hiicre morfolojisi lizerine etkisinin degerlendirilmesi amaciyla
yapilan TEM incelemesinde 30 uM ZA ve 0.4 W DDLT uygulamasinin hiicre
morfolojisinde 6nemli degisimlere sebep olmadigy, biitiin yiizeylerde hiicrelerin benzer
baglanma ve yayillma karakteri sergiledikleri izlenmistir. ZA uygulamasinin yiizeyde
fibroblast yapismasini ve yayilmasini engelleyecek bir ylizey kimyast olusturmadigi,
DDLT uygulamasinin yilizeyde yayilan hiicre miktar1 ve morfolojisine olumlu/olumsuz

katki saglamadig1 goriisiindeyiz.

Calismamizdan elde edilen tiim bu veriler dogrultusunda ZA‘nin hiicre
proliferasyonu ve canliligini inhibe ettigi, apoptozu artirdigi, ilerleyen zamanda toksik
etkinin siirdiigii, DDLT nin ZA’ ’nin olumsuz etkilerini giderecek biyostimiilan etkisinin
yetersiz oldugu, farkli enerji seviyelerinde ve siirelerde DDLT uygulamalari ile

diizenlenecek ¢alismalara ihtiya¢ oldugu goriisiindeyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, gu¢lii anti-rezorptif etkisi nedeniyle malignitelerde kemik
metastazlarinin onlenmesinde yaygin olarak tercih edilen BP’lerden Zoledronik Asit
(ZA) ve DDLT nin insan diseti fibroblast hiicre proliferasyonu, canliligi, kollajen Tip 1,
MMP3 ve MMP9 sentezi iizerine etkilerini inceledigimiz c¢alismamizin bulgulari

dogrultusunda;

1. Tim gruplarda ilerleyen zamanla fibroblast hiicre sayisi ve canlilifinda azalma
saptanmigtir. 30 uM ZA uygulanan 2. ve 4. deney grubunda fibroblast hiicre sayis1 ve
canliliginda kontrol grubuna oranla 2. ve 3. glinde anlamli artis saptanmis, fakat 4.
giinde kontrol grubu degerlerine yaklasmistir. Bu bulguya dayanarak ZA’nin
fibroblast hiicre proliferasyonu ve canlilig1 iizerine ileri donemde olumsuz etkisinin
ortaya c¢iktigini, ZA’nin toksik etkisinin DDLT uygulamasiyla onlenemedigini

savunmaktay1z.

2. Calismamizda kollajen Tip 1 sayisal degerlerinin 48 ve 96 saat dilimi sonunda
ilerleyen zamanla artis yoniinde gosterdigi fark kontrol grubunda anlamsiz
bulunmus, sadece ZA uygulanan grupta anlamh azalma goriilmiis, sadece 0.4 W
DDLT uygulanan grupta ise azalma yoniinde anlamsiz fark saptanmistir. ZA’nin
DDLT ile birlikte uygulandigi grupta anlamli azalma goriilmiistir. Bu bulgular
esliginde ZA’nin kollajen Tip 1 iiretimi lizerine erken donemde uyarict etkisinin
oldugu, bu etkinin ilerleyen zamanda azaldigi, ancak DDLT’nin erken dénemde
kontrol grubuna gore diisiik biyostimiilan etki gosterdigi, ilerleyen zamanda ise

DDLT uygulamasinin beklenen biyostimiilan etkisinin olmadigini savunmaktay1z.

3. Calismamizda MMP3 degerleri incelendiginde ilerleyen zamanda kontrol grubunda
anlamli azalma, sadece 30 uM ZA ve sadece 0.4 W DDLT uygulanan gruplarda
anlamli olmayan degisme goriilirken, ZA’nin DDLT ile birlikte uygulandig: grupta
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anlamli artig goriilmiistiir. Bu bulgular esliginde ZA’nin MMP3 ekspresyonunu

yiikselttigi, DDLT uygulanmasi ile ekspresyonun daha da arttig1 sonucuna vardik.

. Calismamizda ZA ve DDLT’nin hiicre apootozu iizerine etkileri
degerlendirildiginde, sadece 30 uM ZA ve sadece 0.4 W DDLT uygulanan 2. ve 3.
deney gruplarinda 48 ve 96 saat dilimlerinde ilerleyen zamanda 6lii hiicre sayisinin
arttigi, ZA ile birlikte DDLT uygulanan 4. deney grubunda ise 6li hiicre sayisinin
azaldigr saptanmistir. Ancak kontrol grubunda canli hiicre sayisi tiim deney

gruplarindan yiiksek sayidadir.

. Calismamizda ZA ve DDLT nin hiicre morfolojisi iizerine etkisinin incelendigi TEM
goriintiilerinde 30 uM ZA ve 0.4 W DDLT uygulamasinin hiicre morfolojisinde
onemli degisimlere sebep olmadigi, biitlin yiizeylerde hiicrelerin benzer baglanma ve
yayilma karakteri sergiledikleri izlenmistir. ZA uygulamasiin yiizeyde fibroblast
yapismasint ve yayilmasini engelleyecek bir ylizey kimyasi olusturmadigi, DDLT
uygulamasinin yiizeyde yayilan hiicre miktari ve morfolojisine olumlu/olumsuz katki

saglamadigin1 savunmaktay1z.

. Calismamizdan elde edilen tiim bu veriler dogrultusunda ZA‘nin hiicre
proliferasyonu ve canliligini inhibe ettigi, apoptozu artirdigi, ilerleyen zamanda
toksik etkinin siirdiigli, DDLT nin ZA nin olumsuz etkilerini giderecek biyostimiilan
etkisinin yetersiz oldugu, farkli enerji seviyelerinde ve siirelerde DDLT uygulamalari

ile diizenlenecek caligsmalara ihtiya¢ oldugu goriisiindeyiz.
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BILGILENDIRILMIiS GONULLU ONAY FORMU

Sorumlu Arastirmacinin Beyani

Yirmi yas disi olarak adlandirilan dislerin folikiilleri belirli ortodontik
nedenlerden dolay1 ameliyatla alinir. Alinan folikiil bu operasyonlar sonucu elde edilen
bir atik materyal olup atilmaktadir. Son yillarda yapilan calismalar bu atik materyalin
kok hiicre icerdigini ve bu hiicrelerin doku miihendisligi acisindan biiyiik 6neme sahip
oldugunu ortaya koymustur. Dental folikiil kok hiicreleri deneysel pek ¢ok ¢alismanin

ana malzemesi olarak bilime hizmet etmektedir.

Biz de insan dental folikiilii icerisinde bulunan degerli kok hiicrelerin izole
edilmesi ve bu hiicrelerin bifosfonat kullanimina bagl ugradiklari degisikliklerin ve
diisiik diizeyli laser tedavisine verdikleri cevabin belirlenmesini amaglayan “Diisiik doz
lazer tedavisinin bifosfonat kullannmina bagh gelisen cene osteonekrozlarinda
cevre yumusak dokuda biyostimiile edici etkisinin in vitro degerlendirmesi” adli bir
aragtirma yapmaktayiz. Bizim yaptigimiz ve bu konuda diinyada yapilan diger
aragtirmalardan elde edilen sonuglar gelecekte bifosfonat kullanimina bagli gelisen yan

etkilerin tedavisine katkida bulunabilir.

Ozetle bu arastirmada biz, sizden operasyon sonucu ¢ope atilacak olan
disinizden elde ettigimiz dental folikiilden kok hiicre izolasyonu yapip bu hiicrelerin
cogalma ve farklilagma potansiyellerini arastiracagiz. Arastirmada hiicrelerin davranig
bicimleri incelenecek, hiicreler herhangi bir sekilde depolanmayacak, tedavi veya ticari

amacl kullanilmayacaklardir.

Size dental folikiiliiniizden elde edebilecegimiz hiicrelerinizi arastirma amagl

kullanmamiza izin vererek, bu arastirmaya katilmanizi teklif ediyoruz.

Bu aragtirmaya katilirsaniz, size ait bilgilerin gizliligine biiyik saygi
gosterilecek ve ihtimamla korunacaktir. Tedavinizin normal ticreti disinda, arastirmada

yapilacak harcamalarla ilgili, herhangi bir parasal sorumluluk altina girmeyeceksiniz.
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Bu aragtirmaya goniilli katilmaya karar verdiginiz ic¢in de size herhangi bir ddeme

yapilmayacaktir.

Arastirmaya katilmak zorunda degilsiniz. Arastirmaya katilmadiginiz igin tibbi

bakiminiza ve benim ile olan iligkinize herhangi bir zarar gelmeyecektir.

Katilimcimin/Hastanin Beyani

Saymn Prof. Dr. Ozen Onur tarafindan Istanbul Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Agiz, Dis, Cene Cerrahisi Anabilim Dali’'nda tibbi bir arastirma yapilacagi
belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra

bdyle bir aragtirmaya “katilimc1” olmam teklif edildi.

Eger bu aragtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu aragtirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarmin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda

kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk

altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim.Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayict bir davranigla karsilasmis degilim.Eger katilmay1
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “disim ve
¢evre dokusunda bulanan hiicrelerimin arastirma amach kullanilmasinda hic¢bir
sakinca olmadi@1” kararin1 aldim.Yapilacak arastirmaya bu sayede verdigim destekten

tiim kalbimle mutluluk duymaktayim.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.
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GONULLUNUN
Adi, soyadt: ..
Adres:
Tel:
Imza:
Tarih:

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR iCiN VELi VEYA
VASININ

Adi, soyadt: Lo

Adres:

ACIKLAMAYI YAPAN ARASTIRMACININ
Ady soyadt:

AAIES:

RIZA ALMA iSLEMINDE BASTAN SONA TANIKLIK EDEN KURULUS
GOREVLISININ

Adi soyadt:

Adres:
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HASTA TAKIiP FORMU

Hastaya ait bilgiler:
Adi Soyadi:.......cccccovieii it

Yasi:........
Dogum Yeri:.......ccccocovvieeannn.

Telefon:.........cc.occuuvee e,

AGFOS: ..o oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sistemik degerlendirme:

Kardiovaskiiler sistem. ... ... ... ... ccocoovuvnnn..

Solunum Sistemi. ... vvvenven e e e e

Endokrin Sistem. ... .o vv v et e e e e e

Allerjiler: ... oo vee v e e e,

Kemik/eklem rahatsizliklari: ... ...............

Kullanilan ilaglar: ... ... ... ..o oo vvevannn.

Arastirmaya alinacak dise ait bilgiler:

Operasyon tarihi:..................

Santral Sinir SISteMi. ... vvevenven e et e e e e

SINdirim SIStemi. ... coecee et et e e e e,

Hematopoyetik sistem. ... ... ... coe v vee e cenene e

Genitoliriner SiStem. ... ... .o ceuve cer vee eeenennnn.

Neoplazmalar: ......... oo et verieieeven e,

Hamilelik/Kontraseptif kullanimi. ... ... ............

Operasyonu yapan Rekim ve KUFUMUL: ... ... ... ... o cevoe s it oot et e et e st e e et e et e et e e e e

Radyolofik MUAYENE: ... ... ... ....ceiei it e et s et et e et et e et e e et e e et e e e e een et e e e e e e

KIINTK MUBYENE: ... os et i et e et e et e e et s et e et e et tes et ees ae een it 2s be eas ben eae 2en be 2es ae 2en e 2n sea aes ves

Dise ait postoperatuar BULGUIAP: ... ... ... ... ... v e cee s e et et et e e ee e e et et e e tee e e een e et e e
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ETIiK KURUL KARARI



T.L.
iSTANBUL UNIVERSITESI
iISTANBUL TIP FAKULTESI
KLINiK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Sayi: 908 Tarih :  03.06.2011

Konu : Prof.Dr. Ozen Dogan ONUR hk,

Sayin Prof. Dr. Ozen Dogan ONUR
Dis Hekimligi Fakiiltesi - Klinik Bilimleri Bolimii
Agiz, Dis, Gene Hastaliklar Cerrahi Anabilim Dali

Sorumlu arastiriciligini ttslendiginiz ve Doktora Ogrencisi Dt. Nesimi SOFIYEV'in yiriitecegi 2011/826-
576 dosya numarall "Dusiik Duzey Lazer Tedavisinin Bifosfonata Bagh Gene Osteonekrozlarinda Gevre

Yumusak Dokudaki Biyostimule Edici Etkisinin In Vitro Degerlendirmesi” baslikli tez calismas|
kurulumuzun 27.05.2011 tarihli 08 sayil toplantisinda etik yonden uygun bulunmus olup, tutanaklar ekte

sunulmustur.
Bilgilerinize saygilarimla rica ederim.

/
Prof.Dr. A. Yaglz/z./l')?ESiN

istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Aragtirmalar
Etik Kurul Bagkani

Eki: Tutanak
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KLINIK ARASTIRMA BASVURUSU ETiK KURUL DEGERLENDIRME FORMU

ETIK KURULUN ADI Istanbul Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
'ACIKADRES | 1U. Istanbul Tip Fakiiltesi Hulusi Behget Kiltiiphanesi Kat 3 Gapa Fatihvistanbul 34380
TELEFON 0212 414 20 00 - 313 46 i
(FAKS 102124142153 - o -
EPOSTA | i -

ARASTIRMANIN ACIK ADI

| Etkisinin In Vitro Degerlendimesi

Diisik Diizey Lazer Tedavisinin Bifosfonata Bagli Gene
Osteonekrozlarinda Cevre Yumusak Dokudaki Biyostimiile Edici

ARASTIRMA
PROTOKOLUNUN KODU B
EUDRACT NUMARASI .
SORUMLU ARASTIRMACI Prof. Dr. Ozen Dogan ONUR
UNVANI/ADI/SOYADI
' SORUMLU Dig Hekimligi S
ARASTIRMACININ
UZMANLIKALANL .}
KOORDINATORUN Prof. Dr. Ozen Dogan ONUR
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATORUN Dis Hekimligi R
UZMANLIK ALANI |
ARASTIRMA MERKEZI istanbul Universitesi Dig Hekimligi Fakilltesi
ARASTIRMA MERKEZININ | Istanbul Universitesi Dig Hekimligi Fakiiltesi
ACIK ADRESI S
BASVURULAN ETIK Istanbul Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
BASVURU KURULUNADI
BILGILERI DESTEKLEYICI VE AGIK
|\ADRESI | .
DESTEKLEYICININ YASAL | -
TEMSILCISI VE ADRESI | S
UZMANLIK UZMANLIK TEZ AKADEMIK AMACLI (X)
TEZI/AKADEMIK AMAGLI o ‘ o 7
FAZ 1
FAZ2 .
FAZ3 o T e |
ARASTIRMANIN FAZI VE s
TURD S
| BE/BY
DIGER Diger ise belitiniz. i
iLAC DISI ARASTIRMA Belirtiniz:
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ | COK I\(}ERKEZLI ULI‘J(SAI, ULUSLARARASI
MERKEZLER . ’
Belge Adi Tarihi ,‘4’ Blelyon Dili
umarasi
“ - égg?g?gﬂfu 01.02.2011 1 Turkge X Ingilizce Diger
DEGERLENDIRILEN . Tiirkge ingilizce Diger
BELGELER ARASTIRMA BROSURU . ¢ 9 9
BILGILENDIRILMIS . e we
GONULLU OLUR FORMU 01.02.2011 1 Turlﬁggx B Ingl!lzicrey v ,Plger_ )
~ |OLGURAPORFORMU | - | |Tikge  Ingiizce Diger
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Belge Adi Agiklama
ARASTIRMA BUTGESI X
SIGORTA
DEGERLENDIRILEN HASTA KARTI/GUNLUKLERI ]
DIGERBELGELER |LAN . ]
YILLIK BILDIRIM - - -
SONUG RAPORU S
GUVENLILIK BILDIRIMLERI
) Anabilim Dali Bagkanigindan Ust Yazi ve Akademik Kurul Karar,
DIGER Literatir Kaynag, Sorumluluk Paylagim Belgesi, Olgu Rapor Formu,
ilgili Elemanlarin Bilgilendirildigine Dair Belge, CV, CD
Karar No: 08 Tarih : 27.05.2011
S, Prof. Dr. Ozen Dogan ONUR ve Doktora Ogrencisi Dt. Nesimi SOFIYEV'in koordinatorligi ve
KARAR BILGILERI sorumlulugunda yapilmasi tasarlanan ve yukarida bagvuru bilgileri verilen tez bagvuru dosyasi ve arastirma ile
ilgili belgeler gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis, gerceklestirilmesinde etik
sakinca bulunmadigina toplantiya katilan etik kurul tyelerinin oy okluguile karar verilmigtir.
ETIiK KURUL BILGILERI B
istanbul Universitesi insan Denekler Uzerinde Yiiriitiilecek Bilimsel Aragtirmalar ve Efik
GALISMA ESASI Degerlendirme Kurullar: Yonergesi, 10 Aralik 2010 tarihli, T.C. Saghk Bakanhgr Iyi Klinik
Uygulamalar Klavuzu

| ETIK KURUL BASKANI UNVANI/ADI/SOYADI: Prof, Dr. A. Yagiz URESIN

J

| ETIK KURUL UYELERI -]
Unvani/Adi/Soyadi Uzmanlik Alani Kurumu Cinsiyet isk* | Kabm™ [ ima
YN —— ) | A~
Prof. Dr. A. Yagiz Farmakoloji ve Istanbul Tip EX K E HX EX H
URESIN Klinik Farmakoloji | Fakultesi (Etik Kurul
Baskani i
Prof. Dr. Berrin UMMAN | Kardiyoloji Istanbul Tip E KX |E HX |EX [H 7
Fakultesi (Etik Kurul
Bagkan Yardimelsi)
Prof. Dr. Ahmet GUL Romatoloji Istanbul Tip EX K E HX | E HX T Katilad.
Fakiiltesi
Prof. Dr. Rukiye EKER Cocuk Sagligi ve | Istanbul Tip E KX E HX | EX H
OMEROGLU Hastaliklari Fakiltesi
Prof. Dr. Oduzhan Néroloji Istanbul Tip EX K E HX EX H
COBAN Fakiltesi
Prof. Dr. Pinar SAIP Onkoloji I.U. Onkoloji E KX E HX | EX H
I R Enstitiist .
Uzm. Dr. Ahmet Riza Biyokimya Haydarpasa EX K E HX EX H
URAS Numune Egitim ve ]
Arag.Hast Biyokimya
Prof.Dr. Aysen BULUT Halk Sagligi Emekli E KX E HX E HX T Katilmad.
Dog.Dr. Tufan TUKEK I¢ Hastaliklar Okmeydani Egitm | EX K E HX |E HX T Katilmadi.
ve Aras.Hast I
Hast.1.Dahiliye
Klinig ) [ alORE
Prof. Dr. Unal KUZGUN Ortopedi Sisli Etfal E. ve Arg. | EX K E HX EX H \
Hst
Prof. Dr. Ahmet O. Eczacilik 1.0. Eczacilik EX | K E HX |E [ HX Jimad). .
ARAMAN Fakiltesi ,:mﬁ;
| Av. Dilek TEMIZ OZBEK | Hukukgu Istanbul Universitesi | E KX |E HX |EX |H k
Prof. Dr. Demir TIRYAKI | Biyofizik Emekli EX K E HX E HX imadi.
M. Kerim AKMAN |IBF iktisat Ozel (Ekonomist) EX K E HX | EX H 3
bolimi d v

* :Arastirma ile Iligki

** Toplantida Bulunma
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