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OZET

VURAL F. (2013). Nitrojen iceren ve icermeyen bifosfonat kullaniminin sican ¢ekim
yarasi ve yumusak doku iyilesmesine etkilerinin histopatolojik olarak incelenmesi.
Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Periodontoloji ABD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Anahtar Kelimeler : bisfosfonat, bisfosfonata bagli doku nekrozu, yara iyilesmesi , hayvan

deneyi, sigan

Gilinlimiizde bilimsel arastirmalarda bifosfonatlarin normal kemik dokusu iizerine etkisi
acike¢a ortaya konmus olsa da, oral mukoza iizerine etkisi yeni bir ¢alisma alanidir.Yapilan
siirli sayida ¢alisma bifosfonatlarin etkinligini, gilivenilirligini ve kullanim dozlarinin
belirlenmesi i¢in yeterli degildir. Bu konuda daha fazla ¢alisma yapilmasinin gerekliligi
ortadadir. Calismamizda nitrojen igeren ve icermeyen bifosfonat kullaniminin sigan ¢ekim
yarast ve yumusak doku iyilesmesine etkilerinin histopatolojik olarak incelenmesini
amacladik. Bu amacla 24 adet Sprague-Dawley cinsi sican 3 gruba ayrilarak calisma
yapilmigtir. Birinci gruba nitrojen igeren bifosfonat (zoledronik asit), ikinci gruba ise
nitrojen igermeyen bifosfonat (etidronik asit) 7, 14 ve 21. giinlerde subkutan olarak enjekte
edilmistir. Ugiincii grup ise kontrol grubu olarak tayin edilmistir. Dérdiincii haftanin
sonunda tiim siganlarin sag birinci mandibular molar disi ¢ekilmis, palatinal gingivalarinda
Smm uzunlugunda 1mm derinliginde kesi ger¢eklestirilmistir. Calismaya dahil edilen tiim
denekler 6 hafta sonunda sakrifiye edilmis ve elde edilen Ornekler histopatolojik
incelemeye tabi tutulmustur. Nitrojen igeren bifosfonat kullaniminin ¢ekim soketi ve
cevresinde mikroorganizma kolonizasyonunu arttirdigi, osteoklast sayisi ve damarlanmay1

baskiladigi, cekim soketi iyilesmesini geciktirdigi goriilmiistiir. Nitrojen icermeyen



bifosfonat kullaniminin osteoklast sayisi ve yumusak dokudaki damarlanmay1 baskiladigi
bulunmustur. Bunun yaninda yumusak doku yara iyilesmesine, her iki bifosfonatin da
etkisi goriilmemistir. Bu ¢alismanin sonuglarinin, ¢alisma planlamasindaki bazi noktalar
dikkate alinarak degerlendirilmesi gerekmektedir. Kanser veya osteoporoz hastalarina
kilogram basina verilen miligram dikkate alindiginda, arastirmamizda uygulanan
bisfosfonat dozlar, yiiksektir. Ilacin endikasyonu icerisinde kullanildiginda hastalarda
goriilen immiin sistemi baskilayabilecek bir hastaligin deneklerde bulunmamasi veya
cekilen dislerin klinik acidan saglikli olmasi sonuglar {izerinde etkili olabilecek faktorler
arasinda sayilabilir. Bu etkenlerin c¢alisma sonucglarin1 nasil etkileyecegi heniiz

bilinmemektedir ve yeni ¢alismalara ihtiya¢ vardir.



ABSTRACT

VURAL F. (2013). Istanbul University Institue of Health Sciences, Department of
Periodontology, Ph.D.Thesis,Istanbul.

Key Words: biphosphonate, biphosphonate induced tissue necrosis, wound healing, animal
study, rat

The effect of bisphosphonates on the resorption process of normal bone tissue has been
clearly mentioned in the literature, while their effect on the oral mucosa is a new research
area. Limited former study is not sufficient to determine the strength, reliability and dosage
of bisphosphonates. Obviously more research on this issue is neccessary. In this study, our
aim is to examine the effects of systemic use of both nitrogen containing and non-nitrogen
containing bisphosphonates on healing of rats extraction sockets and soft tissue wounds
histopathologically. Therefore 24 Sprague-Dawley rats are separated into 3 groups.
Animals in Group 1 injected with a nitrogen containing bisphosphonate (zoledronic acid)
and animals in Group 2 injected with a non- nitrogen containing bisphosphonate (etidronic
acid) on day 7,14 and 21. Group 3 assigned as a control group. After 28 days, first right
mandibular molars extracted and palatinal gingiva incised 5mm long, 1mm depth in all
animals. After 6 weeks, all rats are sacrified and the obtained samples are examined
histopathologically. Our study indicates that systemic application of nitrogen containing
bisphosphonate increases the colonization of microorganisms on and near the extraction
socket; inhibites vascularization, healing of extraction socket and decreases the amount of
osteoclasts. Also non-nitrogen containing bisphosphonates inhibit the vascularization of
soft tissues and decrease the amount of osteclasts. However there is no effect of both

nitrogen containing and non-nitrogen containing bisphosphonates on soft tissue wound



healing observed. Bu ¢alismanin sonuglarinin, ¢alisma planlamasindaki bazi noktalar
dikkate alinarak degerlendirilmesi gerekmektedir. The dosage of bisphosphonates in our
study is higher than the dosages that apply in osteoporosis and cancer treatment. ilacin
endikasyonu icerisinde kullanildiginda hastalarda goériilen immiin sistemi baskilayabilecek
bir hastaligin deneklerde bulunmamasi veya ¢ekilen dislerin klinik ac¢idan saglikli olmasi
sonuglar iizerinde etkili olabilecek faktorler arasinda sayilabilir. Bu etkenlerin c¢alisma

sonuglarini nasil etkileyecegi heniiz bilinmemektedir ve yeni ¢caligmalara ihtiyag vardir.



1. GIRIS VE AMAC

Yara iyilesmesi organizma i¢in kritik ve onemli bir siirectir. Herhangi bir nedenle hasar
goren dokular belirli bir oranda kendilerini yenileyebilmektedirler. Oral mukoza ve kemik,

onarim siirecini basariyla gerceklestirebilen dokulardandir.

Iyilesme siireci homeostaz, enflamasyon ve onu takip eden yeniden sekillenme olarak
tanimlanan ancak birbirlerinden zamanlama olarak kesin ¢izgilerle ayrilamayan ii¢ evrede
gerceklesir [1]. Cekim yarasi iyilesmesi de tipki kirik iyilesmesi gibi, ¢ekim boslugunda
hematom olusmasi, pihtinin organizasyonu, yara yiizeyinin epitelizasyonu ve c¢ekim

boslugunun kemik dokusu ile dolmasiyla iyilesir [2].

Oral mukozanin iyilesme siireci, organizmanin diger dokularina, ozellikle de deriye
olduk¢a benzer [3]. Hematom olusmasimi takiben ¢ok sayida sitokin, enflamatuvvar
hiicrelerinin  migrasyonunu saglar. Ilk 24 saat sonrasinda epitelyal hiicreler
hemidezmozomal adezyon gergeklestirir ve proliferasyon baslar. Graniilasyon dokusunun
olusumu re-epitelizasyon safhasiyla neredeyse i¢ igedir. Anjiyogenezisin sonlanmasiyla

iyilesme siireci tamamlanmis olur.[4]

Bifosfonatlar ilk olarak 1800’1 yillarda sentez edilmislerdir fakat tipta kullanima girmeleri
1960’larda olmustur. Fosfor-karbon-fosfor yapisi ile karakterize bilesiklerdir. Bunlar,

kemik mineralizasyonunun fizyolojik bir inhibitoérii olan pirofosfotlarin karbon



anologlaridir [5, 6]. Genellikle kemik mineraline baglanarak ve sonrasinda onunla iligkili

osteoklastlarin aktivitelerini baskilayarak, kemik rezorbsiyonu tlizerine etki ederler [7]

Bifosfonat bilesikleri giiniimiizde 6zellikle tiimorlerin kemik metastazlarinin 6nlenmesinde
sikca bagvurulan ajanlar haline gelmistir. Calismalar bifosfonatlarin 6zellikle osteoporoz

ve kanserlerin kemik metastazlariin 6nlenmesindeki etkinligi ortaya koymaktadir [8, 9]

Giinlimiizde bilimsel arastirmalarda bifosfonatlarin normal kemik dokusu iizerine etkisi
acike¢a ortaya konmus olsa da, oral mukoza {izerine etkisi yeni bir ¢alisma alanidir. Yapilan
sinirli sayida ¢alisma bifosfonatlarin etkinligini, gilivenilirligini ve kullanim dozlarmin
belirlenmesi i¢in yeterli degildir. Bu konuda daha fazla calisma yapilmasinin gerekliligi

ortadadir.

Nitrojen igeren bir bifosfonat olan zoledronik asit, bifosfonata bagli ¢ene kemigi
nekrozundan en ¢ok sorumlu tutulan ajandir [10-13]. Dolayisiyla ¢alisma gruplarindan
birinde zoledronik asit kullanimi uygun goriilmiistiir. Etidronate gibi nitrojen icermeyen
bifosfonatlara bagl ¢ene kemigi nekrozu vakalar1 az da olsa bildirilmis oldugundan [14-
16], ikinci ¢alisma grubunda da etidronate kullanimi planlanmistir. Boylelikle nitrojen
igeren ve igermeyen bifosfonatlarin sistemik kullaniminin, ¢ekim yaras1 ve yumusak doku

lyilesmesine etkilerini histopatolojik olarak incelenmesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KEMIK

2.1.1. Kemik dokusunun fizyolojisi

Kemik dokusu yapisinda bulundurdugu farkli hiicrelerin ve ara maddenin iizerine organik
ve inorganik tuzlarin ¢okeldigi ve bu sayede saglamlik, esneklik gibi fiziksel 6zellikler
kazanmis olan, 6zellesmis bir bag dokusudur [17]. Biyomekanik ve metabolik 6zellikleri
nedeniyle insan viicudu i¢in yapisal 6nem tasimaktadir. Kemik dayaniklilik agisindan bag
dokusundan farkliliklar gosterir. Kemige bu 6zelligi veren yapisindaki kollajen lifler, ¢ok
cesitli non-kollajen proteinler ve mineraller barindiran kemik matriksi i¢inde ¢ozliinmiis
halde bulunan inorganik tuzlardir. Kemik, mineral i¢erigi nedeniyle kalsiyum basta olmak
lizere bir iyon deposu islevi goriirken, hiicre digi sivi biitlinliigliniin ve 6zellikle iyonize

kalsiyum konsantrasyonun diizenlenmesine katkida bulunur [18, 19].

Ayrica kemik dokusu, kendisini tamir edebilen, kiitle, sekil ve yapisal Ozelliklerini
mekanik gereksinimler dogrultusunda uyarabilen ve yasam siiresince istemli fiziksel

aktivitelere direng ve destek saglayan bir sistemin temel 6gesidir [20].

2.1.2. Kemik dokusunun makroyapisal bilesenleri

2.1.2.1. Primer kemik dokusu

Fotal gelisim ve kemik onarimi sirasinda ilk olusan, olgunlasmamis kemik dokusuna
‘primer kemik dokusu’ denir ve bu doku olgunlagsmamistir. Mineral oran1 sekonder kemik

dokusuna gore daha azdir ve kollajen lifler aglar olustururlar. Hidroksiapatit kristalleri



kollajen lifler tizerine oturmustur. Osteositler ara maddede gelisigiizel dagilmislardir ve
bulunus oranlari sekonder kemik dokusuna gore daha yiiksektir. Lakunalar biraz daha
yuvarlak sekildedir. Gelisim siiresince var olan primer kemik, bazi bolgeler disinda
(kafatas1 suturlari, tendonlarin kemige tutundugu bolgeler, dislerin alveolleri gibi) yerini

sekonder kemik dokusuna birakir [21, 22].

2.1.2.2. Sekonder kemik dokusu

Buna olgunlagmis kemik dokusu da denir. Sekonder kemik dokusu lamelli bir yap1
gosterir. Kemik lamelleri ardisik sekilde diizenlenmistir ve 3-7 mikron kalinligindadir.
Kollajen lifler kemik lamelleri i¢cinde 6zel bir bigimde yerlesmislerdir. Ayni lamelde
bulunan kollajen lifler, birbirine paralel uzanirken komsu lameldekilerle ¢apraz yonde ve
spiraller yaparak seyrederler. Icerdigi hiicreler osteositlerdir ve komsu lamellerin arasina
diizenli araliklarla yerlesmislerdir. Sayica primer kemik dokusundakine gore azdirlar.
Lakunalar yassi-oval bigimlidir [21, 22]. Sekonder kemik dokusu kansell6z ve kortikal

olmak tizere iki turdir:

2.1.2.2.1. Kanselloz Kemik Dokusu

Iki kortikal kemik arasinda yer alan siingerimsi kemiktir. U¢ boyutlu trabekiiler kafes bu
yapinin temelini olusturur. Genel olarak trabekiillerin uzaysal (3 boyutlu) yonlenmesi
rastgeledir. Iliak kemigin u¢ kismi gibi bazi anatomik bolgelerde trabekiiller, yiiklemeye
uygun bi¢gimde hizalanmislardir. Trabekiiler kemik ytliklemeye gore gelismese de fizyolojik
uyaranlara ¢ok cabuk yanit verir. Bunun sebebi de kanselloz kemikteki yilizey alaninin 20

kat daha fazla olmas1 ve birim alandaki hiicre yogunlugundandir [20, 23, 24].



2.1.2.2.2. Kortikal Kemik Dokusu

Organizmadaki tim kemiklerin dis ylizeyini kompakt kemik dokusu olusturur, bu da
iskelet sisteminin %80’ini olusturur. Kortikal kemik organlar1 korur, biyofonksiyonel
uyaranlara direng gosterir, harekete olanak verir ve i¢ denge i¢in uygun bir kaynak

olusturur [25].

Kortikal kemik dokusu Haversian ve Volkman adli iki kanal sistemi i¢germektedir. Kortikal
kemikteki Haversian sisteminin fonksiyonu biyofonksiyonel kuvvetlere cevap vermektir.
Her havers sistemi uzun, sik¢a dallanan ve diyafizin uzun eksenine paralel olan bir silindir
seklindedir. Havers sistemleri, dis dairesel lameller, i¢ dairesel lameller ve hiicreler arasi
lamellerden ibaret bir dizilim gdsterir. Endost ile ortiilii her kanal icinde kan damarlari,

sinirler, ve gevsek bag dokusu bulunur [21, 26, 27].

Havers kanallari, yatay ya da oblik seyreden Volkman kanallari araciligi ile kemik iligi
bosluklari, periost ve kendi aralarinda iletisim kurmaktadir. Volkman kanallarinin dairesel
lamelleri yoktur, lamelleri delerek gecerler [28, 29]. Her lamelde lifler birbirlerine
paraleldir ve sarmal seklinde seyrederler. Bununla birlikte sarmalin agikligi her lamelde
farklidir, bu sekilde komsu iki lamelin lifleri birbirlerine yaklasik olarak dik a¢iyla keser.
Her lameller halkada bir miktar osteosit bulunur. Bu osteositler ayni lamel iginde
kanalikuli denilen ¢ok genis bir ag sistemi ile diger osteositlerle iliski halindedir. Ayrica
Volkmann kanallar1 kortikal kemige oblik bir ag1 ile penetre olurlar ve Haversian sistemle
anastomozlar yapar. Boylelikle metabolik aligveris, hormonlar gibi ¢oziinebilen sinyaller

icin vaskiiler-lenfatik kanallar1 olustururlar. [27, 30].



2.1.3. Kemigin yapisi
Kemik yapisinin %65’ini mineraller, %35’ini organik matriks hiicreleri ve su olusturur.
Inorganik maddelerin iceriginde ozellikle kalsiyum ve fosfat oranmi yiiksektir. Ayrica

bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum da bulunur [17].

Kuru kemik agirliginin %35’ini organik maddeler olusturur. Matriksin %90’1 Tip 1
kollajendir. Kollajen molekiilleri 400 A°lik gézenekler olusturacak sekilde dizilmislerdir.
Organik matriksin kollajen olmayan kismimi matriks proteinleri olusturur. Bunlar
osteokalsin, osteonektin, sialoprotein, trombostin ve serum proteinleridir. Osteokalsin,
diger adiyla kemik glaprotein (BGP) kemikte bol bulunan bir NCP’dir. Asit 6zellikteki bu
proteinin sentezi K vitaminine baglidir. Plazma seviyesi kemik yapimiyla orantili oldugu
icin osteoblast seviyesini gosteren potansiyel bir gostergedir [31]. Osteonektin de bir
NCP’dir. Osteoblast ve fibroblast tarafindan yapilir. Kollajen ve hidroksiapatitle etkilesir.
Sialik asitten zengin sialoprotein I ve II glikoprotein yapisindadir. Sadece kemikte bulunur,
hiicre ve mineral matriks arasinda koprii gorevi gordiigiinden ‘osteopontin’ adini1 da
almaktadi [32]. Trombostin kalsiyumu baglar ve hiicre tutunmasinda 6nemlidir. Serum
proteinleri serumda artmig olan albumin disinda ayni konsantrasyondadir. Bunlarin

yaninda organik matriks, proteoglikanlar1 ve sitokinleri de icermektedir.

2.1.4. Kemik hiicreleri

2.1.4.1. Osteoblastlar

Osteoblastlar kemik olusumundan sorumlu hiicrelerdir. Osteoblastlar osteoid maddeyi
salgilarlar. Kalsifikasyonla da iliskileri oldugu sanilmaktadir. Morfolojik goriintimleri

sentez durumunda olup olmamalarina baghdir. Kemiklesme bolgelerinde, gelismekte olan



kemiklerin periostiumunun kemige temas eden derin bolgelerinde diziler halinde

bulunurlar [17, 27]

Osteoblastlar yiiksek seviyede alkalen fosfataz aktivitesi gosterirler. Bu da kemik
matriksinde kalsiyum depolanmasini osteoblastlarin diizenledigini gosterir. Osteoblastlar
PAS pozitif graniiller bakimindan zengindir. Kemigin yapimi sirasinda bu graniiller kemik
matriksinin Onciileri olarak kabul edilir ve mikroskopta pembe renkli kiiclik sitoplazmik
vakuoller seklinde goriiliir. Bu hiicreler kemik matriksinin organik kismini yani kollajen
fibrilleri, proteoglikanlari, glikozaminoglikan ve glikoproteinleri salgilarlar. Bu organik

maddeye osteoid denir [18, 33].

Osteoblastlar salgiladiklar1 osteoid iginde gomiilii kalirlar. Yeni aktif kemik olusumu
durdugunda, osteoblastlarin aktiviteleri 6nce yavaslar, sonra durur. Sekilleri de yavas
yavas degismeye baslar, ig veya mekik seklindeki hiicrelere doniisiir. PAS pozitif
graniilleri stoplazmalarindan yavas yavas kaybolur. Hiicrelerin fosfataz tepkimesi de hizl
bir sekilde diiser. Sonunda osteosit haline gecerler. Kemik yapimi sirasinda, sekillenmekte
olan kemik trabekiil ve lamellerinin yiizeylerinde devamli olarak bir osteoblast sirasi
bulunur. Bunlar osteoprogenitor hiicrelerden farklilasir. Osteoblastlar boliinmezler [18,

34].

2.1.4.2. Osteoklastlar
Kemik siirekli olarak yikilan, yapisal gerilim ve viicudun kalsiyum gereksinimi gibi

etkenlerle yeniden yapilanan dinamik bir dokudur. Kemik trabekiilleri yiizeyinde ve



cogunlukla ‘Howship’ denen bosluklar icinde gozlenir. Osteoklastlar, osteoblastlarla

birlikte mekanik streslere bagl olarak kemigin sekillenmesine olanak verirler [18, 27].

Kemigin yeniden bi¢imlenme siiresinde ¢6ziiniip ¢evre dokularca emilmesinden sorumlu
cok ¢ekirdekli hiicreler olan osteoklastlar, kalsiyumun kemik dokusundan kana
salinmasinda aktif rol oynayarak, viicut sivilarinda kalsiyum konsantrasyonunun
homeostatik diizenlemesinde ¢ok Onemli rol oynarlar. Kandaki kalsiyum seviyesinin
diizenlenmesi, kemikte birbirine zit ¢alisan iki hormonla kontrol edilir. Bunlar paratiroid
bezinden salgilanan ‘paratiroid hormonu’ ve tiroid bezinden salgilanan ‘kalsitonin dir.
Paratiroid hormonu kemik yikimini uyararak kalsiyumun kemikten kana gegmesine neden

olurken, kalsitonin kalsiyumun kemikten ayrilmasini baskilar [18, 22, 27].

2.1.4.3. Osteositler

Kemik matriksi iginde hapsolan osteoblastlara osteosit denir. Dolayisiyla osteositler,
tamamen olusmus kemikte esas hiicrelerdir. Osteositin hiicre gdvdesi, i¢inde bulundugu
lakiin ad1 verilen boglugun sekline uyar. Bu hiicreler ince sitoplazmik uzantilara sahiptir.

Bu uzantilar kanalikiili denilen kii¢lik kemik kanalciklar1 icinden komsu osteositlerinkiyle

iliski kurar [19, 22]

Bu durum, kemik hiicrelerinin lakiinleri icinde tek baslarina hapsolmadiklarini, hiicre-
hiicre baglanti 6zellikleriyle birbirleriyle iliski halinde olduklarin1 gosterir. Bu bulgu,
kemigin kalsifiye olmus matriksi i¢inde gomiilii bulunan osteositlerin kan yoluyla gelen
hormonlarla nasil uyarildigin1 ve bunlara hiicrelerin nasil yanit verdigini gosterir.

Osteositlerin kemigin diger hiicre tiplerine doniisebilme 6zelligi vardir. Oyle ki, kemik



yikimi sirasinda i¢inde bulunduklari lakiinlerden disar1 ¢ikinca hemen dinlenme halindeki
osteoprogenitor hiicrelere, bunlar da osteoblastlara doniisebilir. Osteosit, kendi gelisimi
sirasinda kemik matriksiyle ¢evrilmis bir osteoblasttan baska bir sey degildir. Bulundugu
lakiin i¢inde yavas yavas hiicresel degisime ugrarken, aktivitesini de devam ettirir.
Osteosit, kendi etrafindaki kemik matriksi {izerine Onemli derecede etkide bulunur.
Osteoliz olayr aktif fizyolojik bir olay olup, osteosit etrafindaki kemik matriksinin

degisime ugratilmasi ve kemik tuzlarinin geri emilmesidir [21, 22, 24]

2.1.4.4. Kemik doseme hiicreleri

Osteoblastlarin kemik olusturma islemlerini gergeklestirmedikleri zamanlarda dinlenme
halinde olduklar1 kabul edilir. Kemik yiizeyini kaplayan yassi, ince ve uzun goriiniimlii bu
hiicreler, kemik yiizeyini doseyen hiicrelerdir. Erigkin iskeletinin biiyiik bir kismini orterler
[24]. Potansiyel osteoblast kaynaklar1 arasinda olduklari, kemik ve ekstraselliiler sivi
kompartmani arasinda bariyer olusturduklar1 ve kemikte yeni kemik olusumunun veya

rezorpsiyonunun hangi bolgede gergeklesecegini diizenledikleri tahmin edilir [21].

2.1.4.5. Osteoprogenitor hiicreler

Bu hiicreler sekonder (ikincil) kemiklerin dis ve i¢ ylizeylerini Orten periostium ve
endostium zarlarinda, bu kemiklerin icerdikleri Havers ve Volkmann kanallarinin
ortiisiinde ve biiyliyen kemiklerin metafizindeki kikirdak matriksinin trabekiillerinde

bulunurlar. Inaktif sekillerinin morfolojik yonden tanimlanmas: giigtiir.

Bunlar kemik hiicresi olma yoniinde kosullanmis mezenkim hiicrelerdir. Ancak herhangi

bir nedenle kemik yapim1 uyarildiginda, hem sayica artmalar1 hem kemik yapici hiicrelere



doniismeleriyle ayirt edilirler. Osteoprogenitdr hiicreler kemiklerin normal biliyiimesi
sirasinda aktiftirler. Erigskinlerde de yukarida soz edilen bolgelerde inaktif (hareketsiz)
dururken; kemikte yaralanma ve kiriklarin iyilesme bolgelerinde ve kemigin igten yeniden
diizenlenmesi sirasinda aktive edilerek mitozla boliiniip ¢ogalirlar. Cogalan bu hiicrelerin
bir bolimii kemigi olusturan osteoblastlara doniisiir. Osteogenez (kemik yapimi)

durdugunda osteoblastlar da osteoprogenitor hiicrelere doniisebilirler [21, 22, 24].

2.1.5. Periostium ve endostium

2.1.5.1. Periostium

Periost parlak sar1 beyaz renkli fibroz bir bag dokusudur. Eklemler disinda kemigin dis
yiizeyini orter ve kemigin ¢evre yumusak dokularla iliskisini saglar. Periostun ¢evreye olan

baglilig1 6zellikle mukozalarin dogrudan kemige yaslandigi yerlerde kuvvetlidir.

Periostun kollajen lifleri genellikle kemik ylizeyine paraleldir. Ligamanlarin ve tendonlarin
kemige tutunma yerlerinde periostiumun yapisi degisir. Sharpey lifleri denen bu yapi, kalin
kollajen lif kiimelerinin dogrudan kemige tutunmasiyla olusur ve periostiumun dairesel dis
liflerine kadar uzanir. Hiicreden daha zengin olan periostiumun i¢ tabakasi boliiniip
farklilagarak, osteoblastlar1 olusturabilme potansiyeline sahip olan yassi hiicrelerden yana
zengindir. Bu osteoprogenitor hiicreler, konumlari, yassi sekilleri, ¢ok az miktardaki
graniillii endoplazmik retikulumlar1 ve az gelismis golgi kompleksleri ile karakteristiktir

[18, 35].

2.1.5.2. Endostium



Medulla, spongioz kemik bosluklar1 ve Havers kanallarin1 igten kaplayan tabakadir.
Biiylime siiresinde endostium aktiftir. Kemik tamiri ve biiylimesinde periostiumla birlikte

gorev alir [24].

2.1.6. Kemik dokusu embriyogenezi

2.1.6.1 intramembranéz gelisim

Intramembrandz kemiklesmenin, kisa kemiklerin bliylimesinde ve uzun kemiklerin
kalinlasmasinda da rolii vardir. [36]. Bir grup mezenkimal hiicrenin osteoblasta doniismesi
ile kemiklesme siireci baslar. Mezenkimal doku yogunlagsmasi alanindaki hiicreler
boliinerek kemiklesme merkezinin devamli olarak biiyiimesinden sorumlu olan hiicreleri
(osteoblastlar1) olustururlar. Cesitli ossifikasyon bolgeleri radial olarak biiyiiylip birleserek
baslangictaki orijinal bag dokusunun yerini alirlar. Bag dokusunun kemiklsmeye
katilmayan boliimleri intramembranéz kemigin periostiumium ve endostiumunu olusturur

[24, 31].

2.1.6.2. Endokondral gelisim

Organizmada erken donemlerde (fotal donem) uzun kemikler, her iki ucu genislemis
silindirik bir safttan olusmus kikirdak modeller seklindedirler. ilk kemik dokusu, kikirdag
saran perikondriyumun i¢ kisminda olusan intramembrandz kemiklesme ile olur. Sonunda
kalsiyum c¢okmeye baslar ve kikirdak matriksi kalsifiye olur. Kalsifiye olmus kikirdak
artiklar1 iizerinde primer kemik sentezi baglar. Bu ilk kemiklesme merkezine primer
kemiklegsme merkezi denir. Primer kemiklesme merkezi epifizlere dogru genislemeye

bagslar. Kemik matriksi genislemeyi siirdiirdiik¢e bir taraftan da kalsifiye kikirdak matriksi



osteoklastlara benzeyen ¢ok gekirdekli dev hiicreler tarafindan ortadan kaldirilir [22, 24,

36].

Embriyonal gelisimin ileri safhalarinda, epifizlerin ortasinda sekonder kemiklesme
merkezleri meydana gelir. Sekonder kemiklesme merkezlerinin olusturdugu kemik dokusu
epifizleri tamamen kapladigi zaman, epifizlerde kikirdak yalnmizca iki yerde goriiliir.
Bunlardan biri eklem kikirdagi, digeri epifizyal plak (epifizyal kikirdak, biiylime pilag)'
tir. Epifizyal kikirdak bir taraftan biiyilirken diger taraftan diyafiz tarafinda olusan kemik
tarafindan isgal edilir. Epifizyal plagin biiyiimesi sona erdiginde kemik uzamasi da durur

[22, 24, 36].

2.1.7. Kemik dokusu iyilesmesi

2.1.7.1. Homeostaz ve Enflamasyon fazi

Organizmanin biitiinliigiiniin korunabilmesi igin yaralanmay1 takip eden zaman zarfinda
kanamanin kontrol altina alinmasinin ardindan pihtinin  organizasyonu baslar.
Enflamatuvar fazda ilk bir kag saat ile bir kag¢ giin iginde kirik bolgesinde hematom gelisir.
Travmanin siddetine bagli olarak, kirik uglari komsulugundaki periostium ve gevre
yumusak dokular yirtilir, damarlar yaralanir. Kirik uclarimi karsilikli ¢aprazlayan kan ve
lenf damarlarinin yaralanmasiyla, bu uglar arasindaki kemik iliginde ve etrafinda kan ve
lenf sivist toplanir. Bu sivi birikerek periostiumu kaldirir. Kanamanin durmasini ve
pihtilagsmay1 saglamak i¢in trombosit ve trombositik faktorlerin toplanmasiyla molekiiler
aracilar yaralanma bolgesinde salinir. Kanamanin pihtilasmasi ile kirik uclari arasinda,
periostium altinda ve periostium yirtilmigsa bunun etrafinda hematom olusur. Inflamatuar

hiicreler (makrofajlar, monositler, lenfositler ve polimorfoniikleer hiicreler) ve



fibroblastlar, prostoglandin etkilesimi ile kemige infiltre olurlar. Bu gelismelerle kirik
bolgesinde graniilasyon dokusu olusumu, vaskiiler doku ve mezankimal hiicre gocii olusur.
Ana beslenme gereksinimi ve oksijen, kanselloz kemik ve kas tarafindan saglanir. Bu fazda
antienflamatuvarlar ve sitotoksit ila¢ kullanimi1 enflamatuvar yanit1 degistirebilir ve kemik

iyilesmesini baskilayabilir. [22, 24, 36].

2.1.7.2. Onarim (reperasyon) fazi

Onarim fazinda fibroblastlar, kan damarlarinin yara bolgesine ilerlemesine yardim etmek
lizere stromaya yerlesmeye baslar. Damarlanma arttik¢a kollajen matriks belirginlesir. Bu
esnada osteoid salgis1 olusmaktadir. Takiben mineralizasyon olur ve kirik hatt1 bolgesi ve
cevresinde yumusak kallus olusur. ilk 4-6 haftalik siire i¢inde olusan bu kallusun fiziksel
direnci disiiktiir. Bu sebeple disaridan (algi, korse, vb.) veya iceriden (sabitleme civisi,
osteosentez vidasi vb.) desteklenmesi gerekir. Sonugcta kallus ossifiye olur ve kirik yiizleri
arasinda lameller olmayan kemik kopriisii olusturur. Eger uygun sabitleme yapilmazsa

kallus ossifikasyonu yeterince olusamaz, instabil fibroz birlesme gelisebilir [22, 24, 36].

2.1.7.3 Yeniden yapilanma (remodeling)

Kirik iyilesmesi yeniden yapilanma donemi ile sonlanir. Bu donemde kemik 6zgiin giic,
sekil ve yapisint kazanir. Bu donem aylar hatta yillar siirebilir. Aksiyal yiiklenme ile
gereksiz kemik kisimlari kaybolur. Yeterli giic genellikle 3-6 ay i¢inde saglanir [22, 24,

36].

2.1.8. Kemik iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Kemik metabolizmas1 hormonlar ve yerel faktorlerin kontrolii altindadir.



2.1.8.1. Yerel Faktorler

Kirilan kemigin beslenmesinin zayif olmasi ve kirik hematomunun disariya akmasi
(acik kirik) kirik iyilesmesini geciktirir.

Tam olmayan kiriklar (fissur) ve spongioz yapidaki kemiklerin kiriklar1 ¢abuk
kaynar. Kortikal kemik kiriklar1 daha giic kaynar. Kirik uglar birbirinden uzaksa,
kaynama gecikmesi veya kaynamama goriiliir. Eklem i¢i kiriklar sinovyal sivinin
tasidigr fibrinoliz nedeniyle geg kaynarlar.

Yeterli sckilde ve siirede kirik dokularin hareketsiz halde tutulmasi kemik
iyilesmesinin temel prensibidir.

Patolojik Nedenler; lokal malign hastaliklar, metabolik hastaliklar (DM,Rickets),
osteomyelit ve radyasyon, kirik iyilesmesini olumsuz yonde etkiler.

Enfeksiyonlar kirik iyilesmesini geciktirir [22, 36].

2.1.8.2. Genel Faktorler

Kalsitrofik hormonlarin {i¢ii kemik metabolizmasini etkiler. Bu hormonlar;

Paratiroid hormon: Plazma kalsiyum seviyesini arttirir ve gorece sabit oranlarda
ekstraselliiler kalsiyum seviyesi saglar. Osteoblastlar kalsiyum reseptorleri igceren
yegane kemik hiicreleridirler ve bu sebeple osteoblastlar paratiroid hormon
etkisindediriler.

Vitamin D: Intestinal ve renal kalsiyum baglayic1 proteinleri stimiile eder. Sonugta

aktif kalsiyum aligverisini kolaylastirir.



e Kalsitonin: Plazma kalsiyum seviyesinde akut artisa cevap olarak tiroid bezinin
parafolikiiler hiicrelerinden salinir. Kalsitonin, kalsiyuma bagli hiicresel metabolik

aktiviteyi inhibe eder.

Kemik metabolizmasi1 bazi proteinler ve biiylime faktorlerince (trombosit, makrofaj ve
fibroblast kaynakli) de etkilenir. Bu proteinler kemik iyilesmesi iizerine etki etmektedirler.
Yine bu proteinler, mezankimal kaynakli hiicrelerin (6rn. Monosit, fibroblast) kemik
hiicreleri i¢ine gogline, ilerlemelerine ve farklilasmalarina katkida bulunurlar. Bunlarin
arasinda Bone morphogenetic protein (BMP), insiilin-like growth factor (ILGF),
transforming growth factor (TGF), platelet derived-growth factor (PDGF) ve fibroblast

growth factor (FGF) kemik iyilesmesini hizlandirir. [22, 36].

2.2. Dis Cekim Yarasmin Iyilesmesi
Dis ¢ekim yarasinin iyilesmesi kirik iyilesmesine benzer agamalar gosterir.
Bu asamalar kisaca:
e cekim boslugunun hematom ile dolmasi
e pihtinin organizasyonu
e yara yiizeyinin epitelizasyonu
e ¢ekim boslugunun bag dokusunda 6rgii (woven) kemiginin olusumu
e Orgii kemiginin trabekiiler kemik ile yer degistirmesi ve alveoliin yeniden

e sckillenmesidir.

Dis ¢ekiminden hemen sonra kanama meydana gelir. Bu ayn1 zamanda artiklarin yara

bolgesinden uzaklagmasini saglar. Doku hasari orta derecede enflamatuvar yaniti



beraberinde getirir. Soketteki kan damarlarinda genisleme olur. Birinci glinde periferden
pihtiya dogru 16kosit gd¢ii olur. Ugiincii giinden itibaren piht1 graniilasyon dokusu ile yer
degistirene dek, ¢evre bag dokusundan fibroblast ve kapillerler gelismeye baslar. Alveol
kretlerinde osteoklastik aktivite sonucu rezorbsiyon meydana gelir. Besinci glinde yara
kenarlarindan epitel proliferasyonu baglar ve yedinci giinde fibroblastlarin organizasyonu
yaninda ¢ekim esnasinda zarar goren kiiglik kemik parcaciklari ya rezorbe olur ya da
sOkestr olarak atilir. On dordiincii giinde pihtinin yerini graniilasyon dokusu alir. Kalsifiye
olmamis kemik dokusu, iyilesen alveoliin gevresinde olusur. Alveoliin 6zgiin sekli on
dordiincti giinde olugsmaya baslar. Yirmi birinci giinde soket tam kalsifiye olmayan kemikle
dolar. Yaklasik bir ay boyunca ¢ekim kavitesini dolduran orgiimsii kemik ile trabekiiler

kemik yer degistirler ve normal kemik dokusunu olustururlar. [37-39].

2.3. Ag1iz Mukozasi

Insanda agiz boslugu nemli bir miikoz membran ile kaplanmistir. Agiz mukozasi yassi
epitelden ve lamina propriadan olusur [22]. Bu iki tabaka birbirinden bir bazal membranla
ayrilmistir. Mukoza agzin farkli bolgelerinde, fonksiyonel gereksinimlere gore yer yer
bolgesel degisiklikler gosterir. Cesitli sayida minér tiikiiriik bezleri ve gevsek yag dokusu
iceren derin bag dokusu submukoza olarak isimlendirilir. Yanak ve yumusak damak gibi
ag1z bolgelerinde bulunmasina ragmen, bir ¢ok bolgede submukoza yoktur ve bulunmadigi

bolgelerde miik6z membran direkt olarak alttaki kemik veya kasa yapisiktir [17, 22].

2.3.1. Agiz Epiteli
Agiz mukozasi yer yer keratinlesme sergileyen ¢ok katli yassi epitelden olusur [40, 41].

Epitelin kalinlig1 agizda bolgeden bolgeye degisir; diseti ve damakta kalin, agiz tabaninda



ise incedir. Agiz boslugunu doseyen epitel stratum basale (bazal tabaka), stratum
spinosum (dikensi tabaka), stratum granulosum (graniiler tabaka) ve stratum corneum

(boynuzsu, ylizey tabaka) olmak iizere 4 tabakadan olusur [41, 42].

Epitelin bazal tabakasi dogrudan bazal membran {izerine yerlesir ve bir sira prizmatik
hiicreden olusur. Bu tabaka hiicre ¢ogalmasinin gerceklestigi yerdir. Stratum bazaledeki bir
hiicre boliinerek yeni bir kok hiicre ve ikinci bir hiicre olusturur. Bu ikinci hiicre ylizeye
gbo¢ etmeden ve nihai farklilasmaya ugramadan Once birka¢ kez boliinebilme yetenegine
sahiptir. Epitelin bu tabakasinda, mitoz boliinmenin farkli evrelerine siklikla rastlanir.
Deride bazal tabaka genellikle tek bir hiicre tabakasindan olusurken, agizdaki epitelde
bazal tabaka iki veya li¢ hiicre kalinliginda olabilir. Bu tabaka bazal membrana yarim
desmozomlarla (hemi-desmosom) tutunmustur [42, 43]. Glikojenin dikensi tabakanin
lizerinde veya graniiler tabakadaki hiicrelerde depolanmasi mukozay: deriden ayiran

onemli bir farktir [44].

Bazal tabaka iizerinde yer alan poligonal veya kiibik hiicreler stratum spinosumu
olustururlar. Epitelin en genis tabakasi olan stratum spinozum, 1sik mikroskobunda iyi
gelismis desmozomlar1 nedeniyle genis dikensi goriiniimde hiicreler olarak goriiniir. Bu
tabakadaki hiicreler mitoz ozelliklerini koruyabilirler ancak bazal tabakadaki hiicrelere

gore daha az aktiftirler [45].

Stratum granulozum, stratum spinozumun tizerinde iki-ti¢ hiicre kalinliginda olup, sadece

ortokeratinize epitelde goriilir. Bu tabakayr olusturan hiicreler yassilagmistir,



organellerinde dejenerasyon baglamistir. Sitoplazmalarinda koyu boyanan keratohiyalin

grantilleri goriiliir. Hiicre aktivitesi son derece diigsmiistiir [45].

Stratum corneum epitelin en iist tabakasidir, organellerden yoksun fakat keratin
tonoflamentleriyle depolanmis, ¢ekirdeksiz, keratinize, yassi hiicrelerden olusur [41].
Hiicrelerin membranlar1 kalinlagmis, hiicre i¢i tonofilamentler ve izole yag damlaciklariyla
dolmustur. Bu hiicreler yilizeyden atilirlar, ancak bazal tabakalardan gé¢ eden hiicreler bu

tabakay1 devamli yeniler [42, 45].

Disleri ¢evreleyen diseti, sert damak ve dilin dorsal yiizeyi keratinize epitel ile kaplhdir.
Diseti ve sert damaktaki keratinize epitel kemik veya dislerin sementine sikica tutunmus
yogun bir fibroz lamina propria iizerine oturmustur [42]. Keratin tabakasi parakeratinize,
ortokeratinize veya her ikisinin bir kombinasyonundan olusur. Parakeratinize epitelde
graniiler hiicre tabakasi yoktur ve keratin tabakasinda c¢ekirdekli hiicreler vardir.
Ortokeratinize epitelde graniiler hiicre tabakas1 mevcuttur ve keratin tabakasindaki hiicreler
cekirdeklerini kaybetmistir [46]. Nonkeretinize epitel vestibiil, agiz tabani, yanak,
yumusak damak ve dilin ventral yilizeyi gibi mekanik streslerin az oldugu agiz bolgelerini

kaplamistir [19, 40, 44].

Ag1z mukozasinin epitel tabakasinin biiyiik bir boliimiinii epitel hiicreleri olustururken
bunlarin disinda melanin tireten melanositler, makrofaj yapisinda olan ve intraepitelyal
antijen sunan dentritik Langerhans hiicreleri, sinir iletiminde gorev alan Merkel hiicreleri

bulunur. Bunlarin tanimlanmasi igin 6zel boyamalar gereklidir [47].



2.3.2. Lamina Propria

Lamina propria mukozaya yapisal destek saglar ve fibr6z bag dokusu karakterindedir. Kan
ve lenf damarlar1 ve sinir liflerinden zengindir. Yumusak damak ve agiz tabaninda ¢ok
sayida yag hiicresi icerir. Lamina propria’da diseti disinda yer yer kiigiik tiikriik bezlerine
rastlanilmistir [41]. Lamina propria, processus alveolarisler ve damagin 6n boliimiinde

fibroz bir bag ile dogrudan periostiuma tutunmustur [41, 42].

Lamina proprianin esas hiicreleri fibroblastlardir ve fibroblastlar ekstraseliiler hiicreler
aras1 matriksin zemin maddesi olan kollajeni sentezler ve salgilarlar. Mekanik yiike bagl
olarak kollajen bantlarin yogunlugu degisiklik gosterir. Ayrica burada mast hiicreleri,

makrofajlar ve lenfositler de bulunur [42, 47].

2.3.3. Ag1iz Mukozasiin Gorevleri

Sekresyon: Sindirim enzimleri, musin, antikorlar ve tiikriik bezi kanallarindan gelen
sekresyonlar mukoza yiizeyine salgilanir.

Bariyer: Zararli maddeler, antijenler ve patojen mikroorganizmalara karsi fiziksel ve
kimyasal bir bariyer fonksiyonu goriir.

Immunolojik koruma: Mukoza igindeki lenfatik doku antikorlarla viicudun ilk savunma
hattin1 olusturur.

Absorbsiyon: Bazi metobolitlerin ge¢isine olanak saglar [40, 46] .

2.3.4. Ag1z Mukozasiin Ozellikleri

2.3.4.1. Cigneyici Mukoza



Ag1z mukozasi biiylik oranda Ortiicii mukozadan olusur. Yanagin icini, dudaklari, agiz
tabanini, dil altini, vestibiil bolgeyi ve yumusak damag doser. Ortiicii mukozanin epiteli
genellikle nonkeratinizedir ve baz1 bdlgeleri parakeratinize olabilir [46]. Ortiicii mukoza
gevsek fibroz lamina propriaya sahiptir. Ortiicii mukozanin kalinhig kendi iginde de
farklilik gosterebilir [43]. Ornegin lateral ¢igneme kuvvetlerinin etkiledigi yanagm dislere
temas eden bolgede epitel kalinlasarak uzun, dallanmis bag dokusu papillalar igerir.
Dislerin epitele siirtiinmesine bagli hasarinda ve belli bir siire sonra bu bolgede
parakeratinlesme olabilir. Dilin rahat hareket etmesi i¢in agiz tabanindaki epitel ince olup

gevsek ve kalin submukozadan olusur [47].

2.3.4.2. Cigneyici Mukoza

Cigneme mukozasinin kapladig1 sert damak ve diseti bolgeleri yogun bir fibroz laminay1
orten ve arada submukoza olmaksizin periostiuma direkt bagli olan kalin keratinize
epitelden olusur. Epitel alti bag dokusunun cigneme etkilerine dayanikliligi uzun ve

gelismis rete peglerle desteklenir [43, 46, 47].

2.3.4.3. Ozellesmis Mukoza

Ozellesmis mukoza dilin dorsal yiizeyi ile stnirlanmigtir. Agirlikl olarak keratinize olan bu
bolge aymi zamanda tat tomurcuklari ve papillalart igermektedir. Dort tip papilla
tanimlanmistir bunlar; filiform, fungiform, sirkumvallat ve foliat papillalardir. Filiform
papilla sayica en ¢ok olamidir. Dilin yiizeyine kadifemsi ve pirtiikli bir goriiniim
kazandirirlar. Bunlar dilin “V” sine paralel siralanmistir ve tat tomurcuklari igermez,
sadece mekanik rol oynarlar. Fungiform papillalar, nonkeratinize yiizeyli, mantar benzeri

diizensiz yapilardir. Dilin 6n acisinda rastgele yerlesmislerdir. Yiizeyinde arasira tat



tomurcuklar1 da igerebilirler. Sirkumvallat papillalar daha genistir. Dilin 6n 2/3°1 seklinde
dizilmistir. Bunlar etrafi ¢ukurla ¢evrili diiz tepeli papillalardir. Von Ebner bezlerinin
bosaltim kanallar1 bu ¢ukurlarin igine agilirlar. Papillalarin lateral duvarlarina yerlesmis tat
tomurcuklar1 vardir. Dilin dorsal-lateral yiizeyinde yerlesmis iyi gelismis mukoza
diiriimleri foliat papilla adini alir. Bunlar tad tomurcuklar1 veya lenfoid doku igerebilir [41,

43, 44, 46] .

2.4. Yumusak Doku Yara Iyilesmesi

Yara iyilesmesi ¢ok basamakli, hiicre yapilar1 ve doku tabakalarinin restore edildigi
dinamik ve karmasik bir siirectir. Ag1z mukozasi ve deri yaralanmalarinda benzer bir
iyilesme dizisi meydana gelir. Bunlar hemostasis, enflamasyon, graniilasyon dokusunun

sekillenmesi ve bag doku matriksinin yeniden sekillenmesinden olusur [48, 49]

Yaralanmadan sonra ilk olarak trombosit ve fibrinden olusan hemostatik tampon sekillenir.
Kapiller endotelyumun yaralanmasiyla bazal membran adheziv proteinleri, kollajen,
fibronektin ve von Willebrand faktorii kan akimina gecer. Bu yapilar trombositleri
agregasyon i¢in stimiile eder. Aktive olmus trombositler, doku faktorleri (fibroblast veya
makrofajlarin yiizeyinde bulunan bir protein) ve perivaskiiler proteinler pihtilasmay:
baglatir. Normalde serumda sessiz kalan aktive edilmis plazma koagiilasyon faktorleri,
fibrin iretimiyle sonuglanan bir seri reaksiyonu hizlandirirlar. Bu fibrin molekiilleri
hemostatik tamponu stabilize etmek ve c¢apraz baglantilar1 saglamak icin kiimelesmis
trombositlerin yilizeyindeki trombinle polimerize edilir [50, 51]. Bu piht1 ayn1 zamanda

yara iyilesmesi i¢cin bir model gorevi goriir. Fibroblastlarin, makrofajlarin, endotelyal



hiicrelerinin ve epitelyal hiicrelerinin erken migrasyonu, fibrin polimerlerinin varligina

baghdir [51].

Hemostatik tampondaki aktive olmus trombositler, yara i¢indeki enflamatuvar infiltratlar:
harekete geciren kemotaktik faktorleri ve arasidonik asit metabolitlerini (l6kotrienler,

tromboksanlar ve prostaglandinler) serbestlerler [52].

Aragidonik asit metabolitleri hemostazise vazokonstriktor olarak yardimci olurlar.
Trombositler ayn1 zamanda biiylime faktorlerini de {iretirler; o graniillerini ortama
verdiklerinde bu faktorler kemotaktik 6zelliklere sahiptirler ve yara iyilesmesinin ilk fazi
icin kritik olan enflamatuvar infiltratlar1 diizenlerler. Hemostazisin saglanmasindan sonra

yara iyilesmesi fazlar1 baslar;

2.4.1. Enflamatuvar Faz

Akut enflamasyonda PMNL’ler baslangigta yara i¢indeki baskin enflamatuvar hiicrelerdir
[49]. PMNL’ler cansiz doku ve bakterileri fagosite ederler [51]. 48 saat sonra monositlerin
akistyla yara icindeki PMNL’lerin etkinligi azalir. Dolasgimdaki monositler; PMNL’ler,
trombositler ve pihtidan agiga ¢ikan kemotaktik faktorlerle yaraya tasinirlar. Bu asamada
makrofaj olarak isimlendirilen monositler yarali dokuya girerek yaranin artiklarinin
temizlenmesini  siirdiiriirler [52]. Kronik enflamasyonda goriilen lenfositler de
enflamatuvar infiltratlarin iginde mevcuttur. Lenfositlerin makrofaj géciinii baskilayan
faktorii ve makrofaj aktive edici faktorii serbestledigi bilinmektedir. Bu akic1 mediatorler
makrofajlar1 stimiile eder ve yaradaki varliimi siirdiirmesini saglar. Makrofajlar

enflamasyonun hem akut hem de kronik fazlarinda gérev alirlar. Akut enflamatuvar faz 72



ile 96 saat siirer. Sonunda biitiin cansiz dokular yaranin kalict onariminin hazirlanmasi

sirasinda uzaklastirilir; bu gérev makrofajlar tarafindan tistlenilir [53].

2.4.2. Proliferatif (Fibroblastik) Faz

Yaralanmadan kisa bir siire sonra yara kenarindaki epitel hiicreleri, fibroblastlar ve kapiller
endotelyal hiicreler metabolik olarak yarayr doldurmak ve ortmek i¢in aktive olurlar [51,
52]. Bu gog, hiicrelerin hareket edebildigi yapi iskelesinin varligina baghdir. Fibrin
polimerlerinden olusan bu iskele enflamatuvar faz ve proliferatif faz boyunca, kollajen,
hyaluronik asit, fibronektin ve kondroitin siilfat ile yer degistirir. Fibroblastlar tarafindan
sentezlenen bu yapi ekstraselliiler matriks (ESM) olarak isimlendirilir [51]. ESM’nin
fonksiyonu hiicrelerin migrasyonu i¢in rehber bir zemin saglamaktir. ESM 16kositlerin
kemotaksisi, yeni damarlanma ve kollajen yapimini tesvik eder. Yaralanmamis mukoza,

tamir olan dokunun organizasyonuna yardimci olur [54].

Makrofajlar iyilesme zincirinin merkezdeki yonlendiricileridir. Olii doku bosluklarmda
diisiik oksijen gerilimine dayanikli olduklarindan, yeni damarlanma ve fibroblast gelisimi
icin ortam hazirlayict olabilmektedirler. Fibroblastlar goé¢ ve kollajen iiretiminden
sorumludurlar [48, 53]. Biiyiime faktorlerini ve diger hiicrelerin migrasyonunu kontrol
ederler. Makrofajlarin varligi ile yeni damarlanma arasinda dogrudan bir iligki mevcuttur.
Epitelyal hiicreler yaray1 kapatmak i¢in uyarilirlar [52]. Graniilasyon dokusu, fibroblastlar,
kapiller endotelyal hiicreler ve makrofajlarla sekillendirilir [51]. Graniilasyon dokusunda
yer alan bu fibroblastlar sahip olduklari1 kasilabilme 6zelliklerinden dolayr miyofibroblast
olarak isimlendirilir. In-vitro olarak histamin, seratonin, bradikinin, epinefrin, norepinefrin

ve prostaglandinlere diiz kaslarin fonksiyonel yeteneklerine benzer sekilde reaksiyon



verdikleri goriilmiistiir [48]. Yara graniilasyon dokusu ile dolarken fibroblastlar yara
kenarlarimi birlikte iterler ve bu klinikte biiziilme olarak goriiliir [53]. Yaradaki oksijen
gerilimi yeni kan damarlarmi artirarak dolasimin iyilesmesini saglar. Bu fibroblastlarin
proliferasyonunu baskilar ancak ekstraseliiler kollajen iiretimini stimiile eder. Yedi ile on
giin arasinda kollajenle dolan yara epitelyal hiicrelerle ortiiliir. Daha sonra skar olusumu

i¢in uzun bir siireg baglar [51, 52].

2.3.3. Olgunlasma (Maturasyon, Yeniden Sekillenme) Fazi

Yara olgunlagmas1 2 yildan daha fazla siirebilen dinamik bir siirectir. Zaman gegctikce
yaranin vaskiilaritesi azaldigir gibi makrofajlarin etkisi de azalir. Sonunda fibroblastlar
gorece damarsiz bir ekstraseliiler kollajen icinde serpilmis olarak kalirlar. Salgilanan
kollajen, o zincirinin {glii sarmaliyla tek amino asit kalintisindan olusan bir
makromolekiildiir. Glisin her ii¢ amino asit molekiiliinde de bulunur. Ancak salgilanan
kollajenin ekstraseliiler modifikasyonlart mevcuttur. Prolin ve lizin glikolizasyon
reaksiyonlari, ¢apraz baglantilarin stabilitesi ve {iglii heliks yapinin varligi i¢in 6nemli olan
hidroksitlenmeyi enzimatik olarak gergeklestirirler [55]. Baslangigta olgunlasmamis
ekstraseliiler kollajen (tip III) ve temel maddeler (proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar)
yaraya hakimdir. Olgunlasma ilerledikge makrofajlar proteaz ve Kkollajenaz serbestlerler
[56]. Temel madde azalir ve yara tip I kollajenle dolar ve olgun skar dokusu meydana
gelir. Bu yeni kollajen, direncin maksimum olmas: i¢in uzar ve ¢apraz baglantilar olusturur

[55].

Kollajenin asir1 iiretimi keloid ve hipertrofik skar ile karakterizedir. Inat¢1 hipervaskiilarite

enflamasyon tip Il (olgunlasmamis) kollajenin anormal dizilimi ve yigilmasiyla



iliskilendirilmistir [55]. Deneysel hayvan c¢alismalarinda agiz mukozasiyla deride
olusturulan esit yaralarda, yara iyilesmesi fazlarinda herhangi bir fark olmadigi, ancak

agizdaki yaralarda daha az graniilasyon dokusu ve skar olustugu goriilmiistiir [49, 57].

2.5. BIFOSFONATLAR

Bifosfonatlar fosfor-karbon-fosfor yapisi ile karakterize bilesiklerdir. Bunlar, kemik
mineralizasyonunun fizyolojik bir inhibitorii olan pirofosfotlarin karbon anologlaridir.
Pirofosfat ile yapilan Oncii caligmalar kalsiyum fosfat’a biliyiik oranda baglandiginm
gostermistir. Kalsiyum fosfata baglandiktan sonra onun kristalizasyonunu bozmakta ve
¢Oziiniirliiglinii azaltmaktadir. Ancak daha uzun siire kullanildiginda kalsifikasyon da
inhibe olmaktadir. Parenteral verildiginde ektopik kalsifikasyonlarin  azaldig
gosterilmistir. Coziiniirligiin azalmasina baglh olarak kemik rezorbsiyonunda azaltma
beklentisi olumsuz ¢ikmistir. Bunun sebebi de pirofosfatin organizmada hidrolize
olmasidir. Bu diisiinceden yola ¢ikarak organizmada siiratle hidrolize olmayan, kemik
rezorbsiyonu iizerine etkili bifosfonatlar iiretilmistir [58-60]. Bifosfonatlar ilk olarak
1800’li yillarda sentez edilmislerdir, fakat tipta kullanima girmeleri 1960’larda olmustur.
Etidronat, Paget hastaliginin tedavisinde kullanilan ilk bifosfonattir ve 100 y1l kadar dnce
sentez edilmistir. Bifosfonatlarin erken donem kullanimlart endiistriiyel olmustur [61].
Korozyon inhibitérii veya tekstilde, giibre sanayi ve yag endiistrisi gibi bir¢cok sanayi

dalinda kompleks bir kimyasal ajan olarak kullanilmistir [62].

Bifosfonatlar, inorganik pirofosfatin, P-O-P grubu yerine, P-C-P grubunu igeren ve bu
gruptaki karbon atomu tlizerinden yer degistirilmis edilmis organik anologlardir. Yaklagik

%30-65 oraninda plazma proteinlerine baglanirlar veya plazmada ufak kiimeler halinde



bulunurlar. Kalan kismi ise serbest durumdadir. Absorbe edilen ilacin bir kismi1 kemige
gecerek tutulur, bu kemige gecis oran1 klodranat i¢in yaklasik %20, etidronat i¢in %50 ve

alendronat ve pamidronat i¢inse daha fazladir [63].

Bifosfonatlar, genellikle hidroksiapatite baglanarak ve sonrasinda onunla iliskili
osteoklastlarin aktivitelerini inhibe ederek kemik rezorbsiyonu iizerine etki ederler (74).
Kemik olusum dongiisiiniin fazla oldugu bdlgelerde daha fazla tutulurlar. Antirezorbtif

etkilerinin gelisim siiresi tiire ve doza baglidir [63].

Bifosfonatlar kemik dokusunda hidroksilapatite etkin bir sekilde baglanirlar ve
osteoklastlarin bifosfonat igeren hidroksilapatit kristallerini fagosite etmesi ile olgun
osteoklastlar iizerinde metabolik zarara neden olurlar. Bu olay sadece in-vivo degil
bifosfonat kapli kemik partikiillerinde de go6zlenen dejeneratif morfoloji ile

desteklenmektedir [63, 64].

Bifosfonatlar osteoklastlarin sadece etkinliklerinde degil sayilarinda da azalmaya neden
olurlar. Ayrica osteoblastlarin osteoklastlari rezorpsiyon yerine ¢eken ve onlarm émriinii

uzatan faktoriin salinimini da inhibe ederler [64].

Tibbi kullanima ilk giren bifosfonat bilesigi etidronat’tir. Daha sonra ise alendronat,
klodronat, pamidronat ve tiludronat kullanima girmistir. Bifosfonatlarin bugiin igin bilinen
etkileri; Ca-P kristallerine baglanmalar1 ve minerallerin fazla ¢6ziinmesini engelleyerek

kemik rezorbsiyonunu inhibe etmeleridir. Bu etkiyi:



e Osteoklast ana hiicrelerinin dagilim ve osteoklast gelisimi yoniinde
farklilagmalarini baskilayarak,
e Osteoklastlarin olgunlasmasini baskilayarak ve

e Osteoklastlarin fonksiyonunu engelleyerek yapar [58-60, 65]

2.5.1 Bifosfonatlarin kullanim alanlari
Bifosfonatlar klinik olarak dort alanda kullanilirlar:
e Niikleer tipta teknesyum 99 m’e baglanarak tanit amacuyla,
e Ozellikle Paget hastaligi, tiimoral hastaliklar ve osteoporoz gibi kemik hiicresel
dongiistiniin arttig1 hastalarda anti-osteolitik ajan olarak,
e Ektopik kalsifikasyon ve ossifikasyonu olan hastalarda kalsifikasyon inhibitorii
olarak,

¢ Dis hekimliginde anti tartar ajan olarak [66],

2.5.1.1. Kemigin radyolojik goriintiilenmesinde bifosfonatlarin kullanima:

Bifosfonatlar 6zellikle hiicresel dongiiniin yogun oldugu bolgelerde kemik mineraline olan
kuvvetli eginimleri ve gama-emisyon yapan tektenyum izotopu 6zelligi gosterebilmeleri
nedeni ile kemik metastazlarinin ve kemige ait lezyonlarin tespitinde kullanilmislardir

[67].

2.5.1.2. Paget hastaliginda bifosfonatlarin kullanima:
Paget hastaligi bifosfonatlarin kullanimi ile doza bagimli olarak kemik rezorpsiyonunun
inhibe edilebildigi ilk klinik hastaliktir. Paget hastaliginda temel zarari, artan osteoklast

sayis1 ve ativitesi vermektedir. Bu nedenle bifosfonatlar Paget hastaliginin tedavisinde en



sik bagvurulan ilag¢ olmuslardir. Uzun yillar boyunca pamidronatin damar igi enjeksiyonu
kullanilsa da son yillarda daha uzun siire etki gosteren zoledronat tercih edilmektedir [61,

68, 69].

2.5.1.3. Onkolojide bifosfonatlarin kullanimi:

Bir¢ok kanser tiiri hiperkalsemi ve artan kemik yikimui ile iliskilidir. Bu biiyiik ihtimalle
kemik rezorbsiyonunu arttiran faktorlerin salininmina bagli olarak meydana gelmektedir.
Bifosfonatlar 6zellikle kemik i¢inde lokalize olmus tiimorlerde veya metastazlarinda kemik
rezorbsiyonunu engellemektedir. Klinik c¢aligmalar bifosfonatlarin sadece metastazlar
engellemekle kalmadigini ayrica esas tiimoér odaginda da kiigiilmeye neden oldugunu
gostermektedir. Bu tip etkilerin biiyime hormonu salimminda meydana gelen
degisikliklere bagl gelistigi diistinlilmektedir. Diger kemoteropatik ajanlarla birlikte
sinerjik anti-timor etki gosterdikleri kanitlanmistir. Bifosfonatlar myeloma, meme kanseri
metastazlar1 ve metastatik prostat, karaciger, bobrek hiicreli karsinom ve diger solid
timorlerde kullanilmaktadir [70-73]. Zoledronat, pamidronat, klodronat ve ibandronatin

plasebo ile karsilastirildiginda anlamli derecede etkili olduklari gosterilmistir [70, 74, 75].

2.5.1.4. Bifosfonatlarin osteoporozda kullanimi:

Osteoporoz major bir saglik problemi olsa da 1990lara kadar ¢ok sinirli tedavi metodlari
bulunmaktaydi, fakat son yillarda bifosfonatlarin kullanima girmesi ile tedavide onemli
asama kaydedilmistir. Bu amagla 6ncelikle etidronat daha sonra aledronat ve risedronat
kullanilmistir. Azalan kirik sikligir sadece kemik rezorbsiyonunun inhibisyonu ile degil

ayrica artan osteon mineralizasyonu ile aciklanabilir. Ayrica bifosfonatlar



glukokortikosteroid uygulamasi ile olusan kemik kaybinin 6nlenmesinde de etkili

olmaktadir [70, 73].

2.5.2. Bifosfonatlarin siniflamasi

Bifosfonatlar molekiiler mekanizmalarina gore ikiye ayrilirlar:

1. Adenozin trifosfat (ATP) ’1n intraselliiler analoglarinin i¢ine dahil olanlar:
e Clodronat
e Etidronat

e Tiludronat

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

e Risedronat

e Zoledronat

e Ibandronat

e Aledronat

e Pamidronat [76].

Ayrica bifosfonatlar nitrojen igerip icermediklerine gore de siniflandirilabilmektedir.

Bifosfonat Primer endikasyonu Nitrojen icerigi Doz Kullanim

Etidronat 300-750mg
Paget Hastahgi Yok Oral
(Didronel, P&G) 6 ay boyunca giinliik




Tiludronat(Skelid, 400mg

Paget Hastalig Yok Oral
S-Aventis) 3 ay boyunca giinliik
Alendronat 10mg/giin

Osteoporozis Var Oral
(Fosamax, Merck) 70mg/hafta
Residronat Smg/giin

Osteoporozis Var Oral
(Actonel, P&G) 35mg/hafta
Ibandronat 2.5mg/giin

Osteoporozis Var Oral
(Boniva, Roche) 150mg/ay
Pamidronat

Kemik metastazlar Var 90mg/3hafta intra-venéz
(Aredia, Novartis)
Zoledronat

Kemik metastazlar Vvar 4mg/3hafta intra-venéz

(Zometa, Novartis)

Tablo 1. Giiniimiizde eczanede bulunabilen bifosfonatlar dozajlari, kullammmlari ve icerikleri

Bifosfonata bagli ¢cene kemigi nekrozundan en ¢ok, nitrojen iceren bir bifosfonat olan
zoledronik asit sorumlu tutulmustur [10-13]. Bununla beraber etidronate gibi nitrojen
icermeyen bifosfonatlara bagli ¢ene nekrozu vakalar1 da az olsa da bildirilmistir [14-16].
Bazi aragtirmacilar bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozu gelisimini, oral mukozal
hiicrelerin proliferasyonun baskilanmasina baglarken [77-83], bazilar1 bifosfonatlarin
kemik hiicreleri arasindaki dengeyi etkiledigi ve boylece ¢ene kemiklerinin yaralanmaya
kars1 verdikleri normal fizyolojik yanitin baskilanmasina neden oldugunu iddia etmektedir
[110]. Calismamizda nitrojen igeren ve icermeyen bifosfonatlarin g¢ekim yarasinin

iyilesmesi tizerine etkileriyle beraber, yumusak dokudaki damarlanma ve epitel



rejenerasyonu iizerine etkilerini de incelemek hedeflenmistir zira bifosfonatlarin oral

mukoza tizerine etkileriyle ilgili ¢alismalar sinirlidir [77-83].



3. GEREC VE YONTEM

3.1.Gerec

Calismada kullanilan gerecler sunlardir:

24 adet Sprague- Dawley cinsi ortalama 350g+50g agirhiginda yetiskin erkek sigan
Ketanest® flakon (Ketamin hidrokloriir, Parke Davis, Berlin, Almanya)
Rhompun® flakon (Xylazine hydrocloride, Bayer Tiirk Kimya San.

Ltd.Sti. Istanbul, Tiirkiye)

Ameliyat seti (bisturi sap1 #3, bisturi ucu #15, cerrahi disli penset, periostium
elevatori, presel, kivrik hemostat, portegii, cerrahi makas)

ZOMETA® - Novartis (Zoledronik Asit)

Etidronate Didronel; Procter & Gamble UK (Etidronik Asit)

10 cc’lik insiilin enjektorleri

Formaldehit (% 10’luk formol)

Dietil eter

Pentothal Sodium (Sodyum Pentotal)

3.2.Yontem

3.2.1. Deney hayvanlari ve gruplari

Proje kapsamindaki hayvan deneyleri igin 1.U. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Deney

Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 31.05.2012 tarihinde 2012-88 no’lu say1 ile gerekli izin

alinmistir.



Calismada kullanilan 24 adet Sprague-Dawley cinsi ortalama 350g+50g agirhginda
yetigkin erkek sican, deney siireleri boyunca 21+1°C sicaklikta, bagil nem oran1 %40-60,
151k periyodu 12 saat aydinlik 12 saat karanlik standardim1 saglayacak sekildeki ortamda,
ameliyat sonrasi beser denek ayni1 metal kafesler i¢inde olacak sekilde muhafaza edilmistir.
Deney hayvanlari, %21 protein iceren standart sican yemi ve musluk suyu ile beslenmistir.
Tiim deneklerin cerrahi operasyonlari, 1.U. Deneysel Tip ve Arastirma Enstitiisii Deney
Hayvanlar1 Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim Dali
Laboratuvari’nda, kemik ve yumusak dokularmnin histopatolojik incelemeleri ise 1.U.
Istanbul Tip Fakiiltesi Onkoloji Anabilim Dali Tiimér Patolojisi Bilim Dalin’da

yapilmistir.

Arastirma kapsaminda 2 adet deney, 1 adet kontrol olmak iizere 3 grup olusturulmustur.
Calisma boyunca hayvanlarin beslenmesi diizenli olarak kontrol edilmistir. Beslenmeye ve

strese ait bulgular diizenli olarak haftada bir kez kontrol edilmistir.

1. Deney Grubu: Bu gruptaki hayvanlara 7, 14 ve 21. giinlerde subkutan olarak
Img/kg dexamethasone enjekte edilmis ve enjeksiyonu takiben intramuskuler
olarak 7.5 pg/kg zoledronik asit (Zometa® - Novartis) uygulanmistir. 28.glinde
intraperitonal 70mg/kg ketamin ve 13mg/kg ksilazin enjekte edilerek genel anestezi
saglanmis sonrasinda sag birinci mandibular molar dis ¢ekilmistir. Cekimi takiben
palatinal disetinde 5mm uzunlugunda, 1mm derinliginde Kesi gergeklestirilmistir.

Deney hayvanlari 6 haftalik iyilesme siirecine birakilmistir.



2. Deney Grubu: Bu gruptaki hayvanlara 7, 14 ve 21. gilinlerde subkutan olarak
Img/kg dexamethasone enjekte edilmis ve enjeksiyonu takiben intramuskuler
olarak 7.5 ng/kg etidronik asit (Etidronate Didronel; Procter & Gamble UK)
uygulanmistir. 28.giinde intraperitonal 70mg/kg ketamin ve 13mg/kg ksilazin
enjekte edilerek genel anestezi saglanmis sonrasinda sag birinci mandibular molar
dis cekilmistir. Cekimi takiben palatinal disetinde 5mm uzunlugunda, Imm
derinliginde kesi gergeklestirilmistir. Deney hayvanlar1 6 haftalik iyilesme siirecine

brrakilmstir.

3. Kontrol Grubu: Bu gruptaki hayvanlara 4. haftada intraperitonal 70mg/kg ketamin
ve 13mg/kg ksilazin enjekte edilerek genel anestezi saglanmis sonrasinda sag
birinci mandibular molar dis ¢ekilmistir. Cekimi takiben palatinal disetinde 5mm
uzunlugunda, Imm derinliginde kesi gerceklestirilmistir. Deney hayvanlar1 6

haftalik iyilesme siirecine birakilmistir.

3.2.2.Cerrahi yontem

Asepsi ve antisepsi sartlarmna uyularak cerrahi isleme hazir hale getirilen sicanlara
intraperitonal 70mg/kg ketamin ve 13mg/kg ksilazin enjekte edilerek genel anestezi
saglanmistir. Sonrasinda steril cerrahi aletlerle dil ve yanak ekarte edilmis, ucu kivrik
hemostat ile liiksasyon yapilarak, tiim si¢anlarin sag birinci mandibular molar dis
cekilmistir. Cekimi takiben palatinal disetinde 15 numara bistiiri ile Smm uzunlugunda,
Imm derinliginde kesi gergeklestirilmistir. Islemden sonra ilgili bolgelere steril gaz
tampon ile bast yapilmis ve bagka herhangi bir islem yapilmadan iyilesmeye birakilmigtir.

Sicanlarin beslenmesine yardimci olabilmek amaciyla kafeslere toz yem koyulmustur.



Calisma sirasinda yapilan uygulamalar kapsaminda deney hayvanlarindan yapilan dis
cekimleri sonrasinda biri nitrojen igeren bifosfonat grubundan digeri de nitrojen igermeyen
bifosfonat grubundan olmak {izere 2 adet sigan Oldigl i¢in ¢alisma kapsami disinda
birakilmistir. Calisma siireci sonunda yani 8.haftada tiim deney ve kontrol gruplarina ait

siganlar sakrifiye edilmistir.

3.3. Klinik Degerlendirme

Sicanlarin mandibulasinin ilgili bolgesi klinik olarak muayene edilmis ve apse, fistiil agzi,
aciga cikmis kemik varligi degerlendirilerek kaydedilmistir. Daha sonra her bir sicanin
mandibulasi cerrahi olarak ¢ikarilmis ve histolojik degerlendirmeler i¢in formaldehite (%

10’luk formol) konulmustur.

Palatinal gingivadaki ilgili bolgesi klinik olarak muayene edilmis ve apse, fistiil agzi, agiga
cikmig kemik varligi degerlendirilerek kaydedilmistir. Daha sonra her bir siganin palatinal
bolgedeki diseti cerrahi olarake ¢ikarilmis ve histolojik degerlendirmeler i¢in formaldehite

(% 10’luk formol) konulmustur.

3.4. Histolojik ve Histomorfometrik Degerlendirme

Makroskopik degerlendirme sonrasi alt ¢ceneler semfiz orta hattan sag ve sol olmak iizere
ikiye ayrilmistir. Sag cene bolgesindeki ¢ekim soketine denk gelen alan, saglam alveol
kemigini ve ¢ekim soketini 6rten mukozay1 da igerecek sekilde ¢ikartilmistir. Elde edilen
ornekler %10’luk tamponlanmis formalin soliisyonunda ve bir hafta siireyle fikse

edilmistir. Ardindan dekalsifikasyon i¢in asit ¢ozeltisine alinmustir. Asit ¢ozeltisi %20’lik



sodyum sitrat sollisyonu ve 9%50’lik formik asit soliisyonunun, %50 oraninda
karistirilmasiyla hazirlanmistir. Iki giin ara ile asit soliisyonu yenilenmistir. Kemikteki
dekalsifikasyon tamamlandiginda, c¢ekim soketinden uzunlamasina gegen Kkesitlerle
diseksiyon yapilmistir. Rutin doku takibinden geg¢irilen Ornekler parafin bloklara
gomiillmiistir. Bu bloklardan 5-7 mikron kalinliginda kesitler alinarak lam iizerine
yerlestirilmistir ve 70C sicakliktaki etiivde deparafinize edilmistir. Kesitlerin tiimi
Hematoksilen-Eozin ile boyanmistir. Tiim preperatlar 1s1tk mikroskobunda incelenmistir.
Cekim alaninin tiimii kiiciik (x40), orta (x200), biiylik (x400) biiyiitmeyle taranmustir.

Oznel degerlendirmeden kaginmak igin degerlendirmeler tek kér yapilmistir.

Deney hayvanlarinin maksillasindaki kesi bolgesinin tiimii kemige dek diseke edilmistir.
Alinan mukoza, mukoza altin1 kapsayan doku ornekleri %10’luk tamponlanmis formalin
sollisyonuna koyularak fikse edilmistir. Fiksasyonun ardindan rutin doku takibinden
gegirilen ornekler parafin bloklara gémiilmistiir. Bu bloklardan 5-7 mikron kalinliginda
kesitler alinarak lam {izerine yerlestirilmistir ve 70C sicakliktaki etiivde deparafinize
edilmistir. Kesitlerin timii Hematoksilen-Eozin ile boyanmistir. Tim preperatlar 11k
mikroskobunda incelenmistir. Kesi alaniin kiiclik (x40), orta (x200), biiyiik (x400)
biiyiitmeyle taranmistir. Oznel degerlendirmeden kaginmak igin preperatlarin hangi gruba

ait olduklar1 g6z ard1 edilerek degerlendirme yapilmistir.

3.4.1. Nekrotik Alanlarin Belirlenmesi
Cekim alaninin tiimii 151k mikroskobu ile taranmis, nekrozun goriildiigii ii¢ bélgeden, orta
bityiitmeyle fotograf ¢ekilerek nekroz alanlar1 &lgiiliip, ortalamalar1 alinmustir. Olgiimler

yapilirken Olympus Image Analysis 5 (Tokyo-Japonya) goriintii analiz programi



kullanilmistir.  Olgiimlerin degerlendirmesinde nekroz alanlar1 milimetre kare olarak

hesaplanip, goriintii alanina yiizdesi bulunmus ve ii¢ alanin ortalama yiizdesi alinmaistir.

3.4.2. Damarlanmanin Diizeyinin Belirlenmesi

Cekim alanin tiimii 151k mikroskobu ile taranmis, damarlanmanin en ¢ok goriildiigi ii¢
bolgeden, orta biiylitmeyle fotograf cekilerek damar sayisi kaydedilmis, ortalamalari
almmistir. Olgiimler yapilirken Olympus Image Analysis 5 (Tokyo-Japonya) gériintii analiz
programi kullanilmistir. Palatinal mukozadaki kesi alaninin damarlanma sayisinm

degerlendirmek i¢in de ayn1 yontem uygulanmaistir.

3.4.3. Osteoklast Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Cekim alaninin tiimii 151k mikroskobu ile taranmis, osteoklastlarin goézlemlendigi ii¢
bolgeden, orta biiylitmeyle fotograf cekilerek osteoklast sayilari kaydedilmis, ortalamalari
alinmustir. Olgiimler yapilirken Olympus Image Analysis 5 (Tokyo-Japonya) gériintii analiz

programi kullanilmistir.

3.4.4. Mikrobiyal Yiikiin Degerlendirilmesi

Cekim alan1 ve cevresindeki mikroorganizma varligi, mikroorganizmanin goriilmedigi
bolgelerde 0, mikroorganizmanin ¢ekim soketi cevresinde goriildiigii bolgelerde 1,
mikroorganizmanin ¢ekim soketinden uzakta goriildiigii bolgelerde 2 ve hem ¢ekim soketi
gevresinde hem de ¢ekim soketi ¢evresinden uzakta gorildigi bolgelerde 3 olarak

degerlendirilmistir. Palatinal mukozadaki degerlendirme de ayn1 sekilde yapilmistir.

3.4.5. Epitelizasyon Diizeyinin Belirlenmesi



Cekim alan1 ve c¢evresindeki epitel varli§i, rejenerasyon goriilen bolgelerde 2,
proliferasyon goriilen bolgelerde 1 olarak degerlendirilmistir. Palatinal mukozadaki kesi

alaninda epitel varlig1 da ayni sekilde degerlendirilmistir.

3.4.6. iltihabi Doku Reaksiyonunun Degerlendirilmesi

Cekim soketi ve ¢evresindeki iltihap varhigi, iltihabin goriilmedigi boélgelerde 0, akut
olarak goriildiigii bolgelerde 1, kronik olarak goriildiigli bolgelerde 2, karisik olarak
goruldiigli bolgelerde ise 3 olarak degerlendirilmistir. Palatinal mukozadaki kesi alaninin

iltihap varlig1 da ayn1 sekilde degerlendirilmistir.

3.4.7. Apse Olusumunun Degerlendirilmesi
Cekim soketi ve g¢evresindeki apse formasyonu, apsenin oldugu bolgelerde 1, olmadigi
bolgelerde ise 0 olarak degerlendirilmistir. Palatinal mukozadaki apse formasyonu da ayni

sekilde degerlendirilmistir.

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilrken, istatistiksel analizler icin IBM SPSS
Statistics V21.0 kullanilmistir. Calismada yer alan degiskenlere ait tanimlayici istatistikler
(ortalama, standart sapma, ortanca, min-max) elde edilmistir.  Gruplarin
karsilastirilmasinda  ‘palatinal  mukozadaki  damarlanma miktar:’ disindaki  tim
parametreler i¢in Kruskal-Wallis (¢oklu karsilastirma i¢in Dunn testi), ‘palatinal
mukozadaki damarlanma miktari’ igin ise One-Way ANOVA (¢oklu karsilastirma igin

Tukey testi) kullanilmigtir. Anlamlilik sinir diizeyi olarak p=0.005 kabul edilmistir.






4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Calismada yapilan uygulamalar, Grup 1 (zoledronik asit grubu) siganlar ile
kiyaslandiginda, Grup 2 ve Grup 3 si¢anlar1 tarafindan genel olarak daha iyi tolere
edilmistir. Grup 2 ve Grup 3 siganlarin higbirinde ¢ekim soketi bdlgesinde mukoza
lilserasyonuna, disetinde fistiil olusumuna veya agiga ¢ikmis nekrotik kemige
rastlanmamistir. Klinik olarak, mukozanin dis ¢ekim bolgesini tamamen Ortmesi ve
bifosfonata bagli osteonekrozunun taniminda yer alan agiga ¢ikmis kemik varliginin
gozlenmemesi, dis ¢ekim bosluklarinin basarili bir sekilde iyilestigi izlenimini vermistir.
Grup 1 sicanlarin 3’linde ¢ekim soketi bolgesinde aciga ¢ikmis nekrotik kemige
rastlanmistir. Higbir siganin palatinal mukozasinda tilserasyona, ilgili bolgede agiga ¢ikmis

nekrotik kemige veya diseti fistiiliine rastlanilmamaistir.

4.2. Histopatolojik Bulgular

Grup 1 siganlarin tiimiinde ¢ekim yerindeki epitel rejenerasyonu tamamlanmistir. 2’sinde
epitelde proliferasyon saglanmistir. Timiinde ndétrofil polimorf, lenfosit, plazmosit,
histiosit infiltrasyonu igeren mikst tipte iltihap izlenmis ve si¢anlarin tiimiinde apse
formasyonu goriilmiistiir. Hepsinde mikroorganizma kolonileri saptanmistir. Sicanlarin
6’sinda hem nekroze kemige bitisik hem de diger alanlarda mikroorganizma kolonileri
goriilmistiir. Sadece 1 sigcanda, yalnizca nekroze kemige bitisik mikroorganizma kolonisi

gorilmiistir.



Grup 2 sig¢anlarin tiimiinde epitel rejenerasyonu tamamlanmistir. Siganlarin 5’inde nétrofil,
polimorf, lenfosit, plazmosit, histiosit infiltrasyonu igeren mikst tipte iltihap izlenmistir.
Yalnizca 2’sinde lenfosit, plazmosit, histiositten olusan kronik iltihap hiicre infiltrasyonu
gorilmistlir. Siganlarin 5’inde apse formasyonu goriiliirken 2’sinde izlenememistir.
Sicanlarin 3’iinde mikroorganizma kolonileri nekroze kemigin uzaginda izlenmistir.
2’sinde mikroorganizma kolonileri her iki alanda goriilmiistiir. 2’sinde ise hig

mikroorganizma kolonisine rastlanmamustir.

Grup 3 sicanlarin tiimiinde epitel rejenrasyonu tam olarak goriilmiistiir. Yalnizca 2’sinde
notrofil polimorf infiltrasyonu igeren akut iltihap go6zlenmistir. Digerlerinde iltihap
saptanmamugtir. Siganlarin higbirinde apse formasyonu ve mikroorganizma kolonileri

izlenmemistir.

Tablo 2: Cekim soketi ve cevresinde nekroz kemik varhgi

N Median Min-max P
Grup 1l 7 27 18-45
Grup 2 7 12 0-26
<0,001
Grup 3 8 0 0-0

K.W.: 16,16
*Grup 1 ve Grup 3 arasinda anlamli fark goriilmistiir.

**Grup 1 ve Grup 2 arasinda anlaml fark goriilmiistiir.



Sekil 1: Nitrojen igermeyen bifosfonat uygulanan denegin ¢ekim soketi ve c¢evresindeki

mikroorganizma kolonizasyonu, iltihap ve nekroz varligi

Tablo 3: Cekim soketi ve cevresinde damarlanma miktari

n Median Min-max P
Grup 1l 7 21 15-45
Grup 2 7 35 22-46
=0,017
Grup 3 8 44 32-51

K.W.: 8,164

*Grup 1 ve Grup 3 arasinda anlamli fark bulunmustur.



Sekil 2: Nitrojen igeren bifosfonat uygulanan denekteki osteoklast varligi

Tablo 4: Cekim soketi ve cevresinde osteoklast sayisi

n Median Min-max P
Grup 1l 7 6 2-9
Grup 2 7 3 1-4
=0,0088
Grup 3 8 4,5 3-9

K.W.: 9,46
*Grup 1 ve Grup 2 arasinda anlamli fark bulunmustur.

**Grup 2 ve Grup 3 arasinda anlamli fark bulunmustur.

Tablo S: Cekim soketi ve ¢evresinde mikroorganizma varhgi

n Median Min-max p
Grup 1 7 3 1-3
Grup 2 7 2 0-3
< 0,001

Grup 3 8 0 0-0




K.W. : 14,943

*Grup 1 ve Grup 3 arasinda anlamli fark goriilmiistiir.

Sekil 3: Nitrojen iceren bifosfonat uygulanan denegin ¢ekim soketi ve ¢evresindeki

mikroorganizma kolonizasyonu

Tablo 6: Cekim soketi ve ¢evresinde epitel varhg:

n Median Min-max P
Grup 1l 7 1 1-2
Grup 2 7 1 1-1
=0,105
Grup 3 8 1 1-1

K.W.: 4,5

*Gruplar arasinda anlamli fark bulunamamaistir.



Sekil 4: Kontrol grubu deneginin ¢ekim soketi ve ¢evresindeki epitel rejenerasyonu

Tablo 7: Cekim soketi ve ¢cevresinde iltihap varhg:

n Median Min-max p
Grup 1 7 3 3-3
Grup 2 7 2 2-3
< 0,001
Grup 3 8 0 0-1
K.W. : 18,273
*Grup 1 ve Grup 3 arasinda anlamli fark goriilmiistiir.
**Grup 2 ve Grup 3 arasinda anlamli fark goriilmiistiir.
Tablo 8: Cekim soketi ve cevresinde apse formasyonu
n Median Min-max p
Grup 1l 7 1 0-1
< 0,001

Grup 2 7 1 0-1




Grup 3 8 0 0-1

K.W.:155
*Grup 1 ve Grup 3 arasinda anlamli fark goriilmiistiir.

**Grup 2 ve Grup 3 arasinda anlaml fark goriilmiistiir.

Sekil 5: Nitrojen igeren bifosfonat uygulanan denegin ¢ekim soketi ve gevresindeki apse ve nekroz

varlig.

Grup 1 sicanlarin tiimiinde palatinal mukozadaki epitel rejenerasyonu tam olarak
gozlenmistir. Siganlarin 4’tinde notrofil polimorf infiltrasyonu, 1’inde ise lenfosit, histiosit
ve plazmosit infiltrasyonu goriilmiistiir, 2’sinde iltihaba rastlanmamistir. Higbir denekte

mikroorganizma kolonizasyonu ve apse saptanmamustir.

Grup 2 sicanlarin tiimiinde palatinal mukozadaki epitel rejenerasyonu tam olarak

izlenmistir. Siganlarin birinde nétrofil polimorf infiltrasyonu; 1’inde lenfosit, plazmosit ve




histiosit infiltrasyonu goriilmiistiir. 5’inde ise iltihap gozlenmemistir. Higbir denekte

mikroorganizma kolonizasyonu ve apse saptanmamistir.

Grup 3 sicanlarin tiimiinde palatinal mukozadaki epitel rejenerasyonu tam olarak
izlenmistir. Yalnizca 1’inde noétrofil polimorf infiltrasyonu goriilmiistiir. Diger 6 sicanda

iltihap gozlenmemistir. Hicbir denekte mikroorganizma kolonizasyonu ve apse

saptanmamistir.

Sekil 6: Nitrojen igermeyen bifosfonat uygulanan denegin palatinal mukozasindaki epitel

rejenerasyonu ve damarlanmasi.

Tablo 9: Kesi yapilan yumusak dokuda damarlanma miktari

n F P Standart Sapma
Grup1 7 12,86 +/- 2,73
Grup 2 7 10,86 +/- 2,27 13,839 < 0,001 2,19

Grup 3 8 17,13 +/- 2,10




*Grup 1 ve Grup 3 arasinda anlamli fark bulunmustur.

**Grup 2 ve Grup 3 arasinda anlaml fark bulunmustur.

Sekil 7 : Nitrojen igeren bifosfonat uygulanan denegin palatinal mukozasindaki epitel rejenrasyonu

Tablo 10: Kesi yapilan yumusak dokuda iltihap varhg:

n Median Min-max P
Grup 1 7 1 0-2
Grup 2 7 0 0-2
=0,0168
Grup 3 8 0 0-1

K.W.: 3,56

*QGruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamastir.



5. TARTISMA

Bifosfonatlar, dis hekimligini de iceren pek ¢ok alanda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Kemik rezorbsiyonunu 6nleyen bu ilaglara, osteoporoz, Paget hastaligi, malignitelere bagl
hiperkalsemi, multiple myeloma ve solid tiimérlerin kemik metastazlar1 gibi metabolik ve

malign kemik hastaliklarinin tedavisinde sik¢a bagvurulur [8, 9, 84-87].

Marx ve Stern bifosfonatlarin ¢enelerde avaskiiler kemik nekrozuna yol agtigini ilk kez
2002 yilinda bildirmistir [88]. Bildirildiginden beri bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozu
olgular1 her gecen giin artmaktadir. Bifosfonata bagli ¢cene kemigi nekrozu ve tedavisi
tizerinde bilimsel tartigmalar devam etmekte ve bu durum epidemik bir problem olarak

goriilmektedir [13, 89, 90]

Bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozuna nitrojen igeren bifosfonat kullanimi sonrasi daha
stk rastlanmaktadir [15, 91]. Buna ragmen, etidronate gibi nitrojen igermeyen
bifosfonatlara bagli ¢ene nekrozu vakalart da az olsa da bildirilmistir [14-16]. Klinik
kullanimda en etkin bifosfonat olan ve nitrojen igeren zoledronik asitin [92] multiple
myeloma, metastatik meme kanseri, maligniteye baglh hiperkalsemi, Paget hastalifi ve
solid tiimoérlerin kemik metastazlarinda etkinligi kanitlanmistir [93]. Buna ek olarak oral
bifosfonatlarin gastrointestinal sistem {lizerindeki yan etkilerini en aza indirmek amaciyla,
2007 yilindaki FDA onay1 ile birlikte osteoporozun tedavisinde ve Onlenmesinde de
kullanim1 yayginlagmistir [94]. Her ne kadar osteoporozda uygulanan zoledronik asit dozu,

onkolojik amacgli dozdan 12 kat daha zayif olsa da [95], tedavi edilen hastalarda



bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozu gelistigini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir [91,

96-98].

Bifosfonat tedavisi uygulanan hastalarda ¢ene nekrozu goriilme sikliginin %1-%21
arasinda degistigi bildirilmistir [11] ve olgularin ¢ogundan yiiksek dozda intravendz

bifosfonat uygulamasi sorumlu tutulmustur [99-103]. Intravendz ilaglar arasinda ise en

fazla zoledronik asitin nekroza yol agtig1 bildirilmistir [10-13].

Bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozunun gelismesi ve meydana gelmesi ile ilgili pek ¢ok
teori One siiriilmiistiir [13, 88-90, 104-108]. Bunlardan en ¢ok kabul goreni kemigin
yeniden sekillenmesinde goriilen azalmadir [105, 106]. Dis ¢ekim boslugundaki yara
iyilesmesi gibi siireglerde, kemik hiicreleri belli bir denge icerisinde aktif hale gelirler ve
kemigin yeniden sekillenmesini saglarlar [109]. Bifosfonatlarin kemik hiicreleri arasindaki
bu dengeyi etkiledigi ve bdylece ¢cene kemiklerinin yaralanmaya kars1 verdikleri normal
fizyolojik yanitin baskilanmasina neden oldugu diistiniilmektedir [110]. Ne yazik ki bu
teori, bifosfonata bagli kemik nekrozlarmin hemen hepsinin neden maxillofasiyal bolgede
gelistigini  aciklamakta yetersiz kaliyor. Bifosfonatlarin gastrik mukozal hiicreler
tizerindeki toksik etkisi [94, 111] g6z Oniinde bulundurularak, oral mukozal hiicreler
tizerinde de ayni etkiyi gosteriyor olabilecegi 6ne siiriilmiis [78, 79] ve bazi arastirmacilar
bifosfonata bagli ¢cene kemigi nekrozu gelisimini, oral mukozal hiicrelerin proliferasyonun
baskilanmasimna baglamis [77-83]. Bununla birlikte bifosfonata bagli ¢ene kemigi
nekrozunun patogenezinin heniiz tam olarak ortaya konulamamis olmasi1 ve bifosfonata

bagli ¢ene kemigi nekrozunun insanlar iizerinde ¢alisilmasiyla ilgili sinirlamalardan dolay1



hastaligin daha iyi anlagilmasi ve tedavi segeneklerinin denenmesi i¢in basit ve giivenilir

hayvan modelleri gelistirilmesi gerekmistir [12].

Bifosfonata bagli ¢ene nekrozunun patogenezini anlamak igin arastirmacilar birbirinden
farkli hayvan modelleri kullanmislardir [85, 112-121]. Insanlar ve hayvanlarin kemik
yapisinda goriilen farkliliklara [122, 123] ek olarak, ¢alisma planlanmasinin ve edinilen
sonuglarin degiskenligi dikkate alindiginda [114, 119, 120, 124, 125], bifosfonata bagh
¢cene nekrozu modeli olarak hangi hayvan modelinin kullanilmasinin gerektigi konusu
tartismalidir. Biasotto ve ark [112] kemikte defekt olusturduklar1 sigan modelini
kullanmiglardir. Bu modelin en biiyiik avantajinin ¢ok sayida hayvan kullanilabilmesinin
kolayligi oldugunu belirtmislerdir. Bunun yaninda, bu modelin bifosfonata bagli ¢ene
kemigi nekrozu patogenezini anlamada giivenilir ve kolay tekrar edilebilir bir model
oldugu gorisiindedirler [112]. Bu nedenlerle, bu ¢alismada sigan modelinin
olusturulmasina karar verilmistir. Sican modelinin se¢ilmesinin diger nedenleri, bu
deneklerin iiretiminin kolayligi, deneyde kullanilacak ilaglarin kolay temin edilebilir
olmasi ve deneklerin kiigiik olmasi nedeniyle kullanilacak ilag miktarinin da az olmasidir.
Disi memeli hayvanlarin dénemsel hormonal farkliliklara bagli olarak stabil olmayan

metabolizmalar1 nedeniyle [33] ¢alismamizda yetiskin erkek sicanlar kullanilmustir.

Bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozundan en ¢ok nitrojen igeren bir bifosfonat olan
zoledronik asit sorumlu tutuldugundan [10-13] bir calisma grubunda zoledronik asit
kullanilmistir. Etidronate gibi nitrojen icermeyen bifosfonatlara bagli c¢ene nekrozu
vakalart da az olsa da bildirilmis oldugundan [14-16], ikinci ¢alisma grubunda da

etidronate kullanilmistir. Boylelikle nitrojen igeren ve igermeyen bifosfonatlarin yumusak



dokudaki damarlanma ve epitel rejenerasyonu iizerine etkilerini de incelemek

hedeflenmistir zira bifosfonatlarin oral mukoza {izerine etkileriyle ilgili calismalar sinirlidir

[77-83].

Bifosfonat kullanimi sonrasi kemik nekrozu en sik maksilla ve mandibulada goriiliirken
[10, 13, 126], diger kemiklerde nekroz bulgulari birkag olgu ile sinirl kalmistir [127-129].
Cenelerde bifosfonata bagli gelisen nekrozlar ise mandibulada, maksillaya gore daha sik

goriildiigii bildirilmektedir [130, 131].

Bifosfonat tedavisi devam ederken yapilacak dis ¢ekimi gibi dentoalveolar girisimlerin,
bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozu riskini anlamli derecede arttirdig1 bir¢cok caligmada
gosterilmistir [132-134]. Aymi sekilde, hayvan modellerinde de bifosfonatin dis ¢ekim
yarasi iyilesmesi {izerine olumsuz etkileri oldugu belirtilmistir [110, 112-114, 116-121].
Bu nedenle dis ¢ekimi, osteonekroz olusumunun amaglandigi sican modellerinde siklikla

uygulanmaktadir.

Bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozu gelisiminin olusturulmaya calisildigi hayvan
modellerinde hem mandibula, hem de maksillanin tercih edildigi ¢aligmalar bulunmaktadir
[110, 112-114, 116-121]. Bifosfonata baglh gelisen ¢ene kemigi nekrozlarinin
mandibulada, maksillaya gore daha sik goriiliiyor olmasi [130, 131] nedeniyle

calismamizda mandibuladan dis ¢ekimi yapilmistir.

Calismamizda kullandigimiz sican modeline benzer modeller kullanilmis calismalar

literatiirde mevcuttur [112, 114, 118-121]. Bu c¢alismalar arasinda geng¢ siganlarin



kullanildigr modeller [119, 135] oldugu gibi eriskin si¢anlarin kullanildigi modeller [120,
121] de vardir. Bizim ¢alismamizda osteonekroz goriilme sikliginin ileri yaslarda arttigi

dikkate alinarak erigkin sicanlarin kullanilmasi tercih edilmistir.

Dis ¢ekim bosluklari, yara iyilesmesine etki edecek herhangi bir ilag kullanim1 ve hastalik
olmadig siirece 1-2 ay igerisinde kemik ile dolarak iyilesmektedir [136, 137]. Bifosfonat
ile tetiklenen, bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozu sican modellerinde, dis ¢ekimi

boslugunun iyilesmesi i¢in beklenen siirenin 2 ile 8 hafta arasinda degistigi goriilmektedir

[112, 114, 118-121, 135].

Bununla birlikte, bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozu ile ilgili ¢calismalarin bir kisminda
nekrozun, deksametazon veya vitamin D eksikligi gibi etkenlerle birlikte de
olusturulabildigi gézlenmistir [114, 135]. Buna karsin bir ¢ok arastirmaci, bifosfonatin yol
act1ig1 kemik nekrozunun kanserin tiirli ve siddetinden ziyade, kullanilan bifosfonat tiiriine
ve dozuna bagh oldugu diisiincesiyle saglikli siganlar kullanmiglardir [112, 118, 119].
Ayrica literatiirde, bifosfonatlarin siganlarda kullanimiyla ilgili belirlenmis bir doz veya
verilme yontemi bulunmamaktadir. Calismamizda gruplardan birine haftada 1 kez, 3 hafta
boyunca, etkinligi en yiiksek kabul edilen, nitrojen iceren bir bifosfonat olan zoledronik
asit; digerine ise nitrojen icermeyen bir bifosfonat olan etidronat uygulanmistir. Dis ¢ekim
yarast ve yumusak dokudaki iyilesmelere etkilerini gorebilmek i¢in islemden sonra 6
haftalik bekleme siiresinin yeterli olacagi distnilmistir [120, 121]. Bu c¢alismada
deksametazon ve vitamin D eksikligi gibi sistemik durumlarin sonuca olasi etkisini

bertaraf edebilmek amaciyla saglikli siganlar kullanilmistir.



Agiz mukozasi ve deri yaralanmalarinda benzer bir iyilesme dizisi meydana gelir [48, 49].
Kollajenle dolan yara, 10-14 giin igerisinde epitelyal hiicrelerle ortiiliir ve daha sonra skar
olusumu igin uzun bir siire¢ baslar [51, 52]. Literatiirde bifosfonatlarin yumusak dokudaki
yara 1iyilesmesi Tlizerine etkilerini arastiran bir caligmaya rastlamadik. Dolayisiyla
belirlenmis bir hayvan modeli, bifosfonat kullanim siiresi, bifosfonat kullanim dozu ve

bekleme siiresinden s6z etmek miimkiin degil.

Dis ¢ekimi varligl veya yoklugunda bifosfonata bagli ¢ene kemiginin acia ¢ikmasi, pek
cok sigan ve fare ¢aligmasinda ortaya konulmustur [113-117]. insanlarda bifosfonata bagh
cene kemigi nekrozu tanisinda kemigin agiga ¢ikmasi ile ilgili belirlenen en az 8 haftalik
stirenin [12, 95], deneylerde kullanilan hayvanlara nasil uyarlanacagi bilinmemektedir.
Ayrica bu c¢alismalarin her birinde farkli mukoza ve kemik nekrozu tanimlamalari
yapitlmistir. Hayvan modellerinde evrelemeye de rastlanmadigindan, yapilan bu

tanimlamalar1 kiyaslamak zorlagsmaktadir.

Calisgmamizda zoledronik asit uygulanan gruptaki sicanlarin %42’sinde, ¢ekim soketi
bolgesinde agiga ¢ikmis nekrotik kemige rastlanmistir. Histopatolojik  olarak
incelendigindeyse nekrotik kemik varliginin ortalama %27 oldugu goriilmiistiir. Etidronat
uygulanan gruba ve kontrol grubuna gore, ¢ekim soketi iyilesmesi anlamli derecede
baskilanmistir. Calismamizin sonuglar1 zoledronik asit kullanimi1 sonrasinda bifosfonata
bagli ¢ene kemigi nekrozu gelisiminde dis ¢ekiminin yeterli bir risk faktori

olusturabilecegini gosteren ¢alismalarla uyumluluk gostermektedir [118, 138, 139].



Calismamizda zoledronik asit uygulanan gruptaki sicanlarin ¢ekim soketi ¢evresindeki
damarlanma, kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli derecede baskilanmistir. Etidronat
uygulanan grupta damarlanma, kontrol grubuna gore daha azdir fakat aralarinda anlamli bir
fark bulunamamistir. Palatinal mukozadaki yara c¢evresinde de sonuglar benzerdir.
Damarlanmanin en az oldugu grup, zoledronik asit uygulanan gruptur ve damarlanma
kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli derecede azdir. Etidronat uygulanan grupta
damarlanma, zoledronik asit uygulanan gruba goére fazladir fakat kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli derecede azdir. Pabst ve ark.’min 50 fare {lizerinde yaptigi
calismada ayr1 gruplara nitrojen iceren bifosfonat ve nitrojen icermeyen bifosfonat
uygulanmistir. Damarlarin genisligi, kapladigi alan ve kanlanmasi degerlendirildiginde,
nitrojen iceren bifosfonat uygulanan grubun degerleri nitrojen icermeyen bifosfonat
uygulanan grup ve kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede az c¢ikmistir. Nitrojen
icermeyen bifosfonat uygulanan grubun degerleri kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
az bulunmustur [140]. Aguirre ve ark. [141, 142] siganlarda, Kobayashi ve ark. [116]
farelerde, Allen ve ark. [110] kopeklerde yaptiklari calismalarda benzer sonuglara

ulagmiglardir.

Calismamizda gruplar arasinda, ¢ekim soketi ¢evresindeki epitel varlig1 acisindan anlamli
bir fark bulunamamistir. Aymi sekilde palatinal mukozadaki yara cevresinde de epitel
rejenerasyonu tam izlenmis, gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Literatiirde
bifosfonatlarin oral epitel hiicrelerine etkileriyle ilgili ¢ok az sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Allam ve ark.’nin kdpeklerde olusturdugu bifosfonata bagl ¢ene kemigi
nekrozu modelinde, zoledronik asitin oral epitel hiicreleri tizerine etkisi olmadiginm

gostermiglerdir [143]. Benzer olarak Sonis ve ark.’nin siganlar iizerinde yaptigi ¢alismada,



zoledronik asit uygulamasi sonrasinda, epitelyal hiicre apoptozi goriilmedigi kaydedilmistir
[114]. Buna karsilik Scheper ve ark. ise zoledronik asidin, oral keratinosit hiicreler ve
gingival fibroblast hiicrelerinde apoptoza neden oldugunu, bunun da oral epitel hiicrelerin

proliferasyonunu baskiladigi sonucuna varmislardir [144].

Kemik rezorbsiyonunu saglayan osteoklastlar, bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozu
histopatolojisinde en ¢ok Tlizerinde durulan hiicre gruplarindan biri olmustur. Etki
mekanizmasi osteoklastik aktiviteyi baskilamak ve osteoklastlarin apoptozuna yol agmak
olan bifosfonatlarin [145], osteoklast tizerindeki etkisi ve bifosfonata bagl ¢ene kemigi
nekrozu patofizyolojisindeki rolii, birgok ¢alismada incelenmistir [146]. Bifosfonatlarin,
osteoklastlarin  yapisin1  bozarak kemik yiizeyinden ayrilmalarina neden oldugu
gosterilmistir [147]. Hata ve ark., kemik yiizeyi ile arasinda baska hiicrelerin bulundugu
durumlarda osteoklastlari, kemik yiizeyi ile temasin1 kaybetmis olarak tanimlamislardir
[148]. Franagan ve Chambers, bifosfonatlarin kemik yiizeyine direkt olarak etki ettiklerini
ve osteoklast fonksiyonunu baskiladiklarini gostermislerdir [149]. Hikita ve ark. siganlar
tizerinde olusturduklar1 bifosfonota bagli ¢ene kemigi nekrozu modelinde, nitrojen igeren
bifosfonatin osteoklast sayisini baskiladigini kaydetmislerdir [113]. Said ve ark.’1, siganlar
tizerinde yaptiklar ¢aligmalarinda, etidronatin osteoklast aktivitesi ve sayisini azalttig
sonucuna varmiglardir [150]. Normal sartlarda osteoklast sayisi, kemik rezorbsiyonunun
giivenilir bir belirtisidir [151] ancak Weinstein ve ark., oral bifosfonat kullanan
postmenopozal kadinlarda yaptiklar1 ¢alismada, osteoklast sayisinin doza bagli bir artig
gosterdigini ancak buna ragmen bu osteoklastlarin yaklasik iigte birinin kemik yiizeyinden
ayrilmig, dev osteoklastik hiicreler oldugunu gostermislerdir [152]. Biyokimyasal

markerlarin azalmasi ve kemik yogunlugunun artmasi, normal goriiniimlii osteoklastlarin



da fonksiyonunun baskilandigini, kemigi rezorbe edemedigini diisiindiirmiistiir [152].
Calismamizda zoledronik asit uygulanan gruptaki osteoklast sayisinin, etidronat uygulanan
gruba kiyasla anlamli derecede az oldugu bulunmustur. Etidronat uygulanan gruptaki

osteoklast sayisi ise kontrol grubuna gore anlamli derecede azdir.

Aseptik veya radyasyona bagli osteonekroz, ¢ene kemigi dahil viicudun bir ¢ok farklh
kemiginde bildirilmesine ragmen bifosfonata bagli kemik nekrozu birka¢ olgu disinda
[127-129] ¢ene kemigi ile smrli kalmistir. Ehrlich ve ark., planktonik organizmlarla
kiyaslandiginda biyofilmin kemik yiizeyine sikica yapigmis, hiicreleri arasinda siki bir
iletisim ag1 olan, bir matrix i¢ine gdmiilii ve antimikrobiyal ajanlara direngli oldugunu
belirtmistir. Uzun siirede iyilesen veya iyilesmeyen kemik enfeksiyonlariin sebebini de
biyofilme baglamis ve bunu ‘biyofilm teorisi’ ile agiklamistir [153]. Sedghizadeh ve ark.
da bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozunun biyofilm kaynakli oldugu sonucuna
varmiglardir [154]. Reid de bifosfonata bagli kemik nekrozunun, birkag olgu disinda
sadece ¢cene kemiklerinde goriilmesini biyofilme baglar ¢iinkii dental girisimlerle biyofilme
maruz kalan ¢ene kemigi, bu 6zelligi ile viicuttaki diger kemiklerden farklidir [155]. Oral
kavitedeki mikroorganizmalarin bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekroz gelisiminde rol
oynayabilecegi diislinlilmiis fakat bu konuyla ilgili ¢ok siurli sayida ¢alisma yapilmigtir.
Hansen ve ark., 2007°de yaptiklar1 ¢alismada, bir grup bifosfonat tedavisi goren, bir grup
da radyoterapi goren 45 hastayr incelemislerdir. Hastalarin tlimiiniin ¢ene kemiginde
nekroz tespit edilmistir ve bu alandan biyopsiler alinmistir. Histopatolojik incelemeler
sonrasi, tim kesitlerin nekrotik kemige bitisik alanlarinda Actinomyces kolonileri
saptanmistir [156]. Yine Hansen ve ark., bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozu tanisi

koyduklar1 8 hastadan ve radyasyona bagli ¢ene kemigi nekrozu tanisi koyduklar1 10



hastadan biyopsi almiglardir. Tiim kesitlerde nekrotik kemige bitisik halde Actinomyces
kolonileri goriilmiistiir [157]. Calismamizda ¢ekim soketi ¢evresindeki mikroorganizma
sayisi, kontrol grubu ile kiyaslandiginda, nitrojen igeren bifosfonat uygulanan grupta

anlamli derecede fazla bulunmustur.

Bu c¢alismanin sonuglarinin, c¢alisma planlamasindaki bazi noktalar dikkate alinarak
degerlendirilmesi gerekmektedir. Uygulanan bifosfonat dozlari, kanser veya osteoporoz
hastalarinda kilogram basina verilen miligram dikkate alindiginda elde edilen dozdan
yiiksek bir dozda verilmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan sicanlarda, normalde klinikte
hastalarda goriildiigii gibi immiin sistemi baskilayacak bir hastalik veya cekilen dislerde
enfeksiyon bulunmamaktaydi. Bu etkenlerin ¢alisma sonuclarini nasil etkileyecegi heniiz

bilinmemekle birlikte yapilacak yeni ¢caligmalara ihtiya¢ vardir.



6. SONUCLAR

Nitrojen igeren ve icermeyen bifosfonatin, sican ¢ekim yarasi ve yumusak dokusuna
etkilerinin incelendigi bu c¢alismada bulgularin degerlendirilmesi ile su sonuglara

varilmistir:

e Literatlirde bifosfonatlarin yumusak dokudaki yara iyilesmesine etkilerini inceleyen
bir c¢alismaya rastlanmamistir. Dolayisiyla ¢alismamiz bu acidan bir ilk
niteligindedir.

e (Calismamizda, her ne kadar bifosfonat uygulanan grubun yumusak dokusundaki
damarlanma, kontrol grubuna gore anlamli derecede az olsa da yumusak doku
yarasi etrafinda mikroorganizma kolonizasyonu ve apseye rastlanmamistir.
Deneklerin tiimiinde epitel rejenerasyonu tamamlanmistir. Bifosfonat kullaniminin
yumusak doku yara iyilesmesi lizerine olumsuz bir etkisi bulunamamustir.

e (alismamizda, nitrojen iceren bifosfonat kullaniminin, ¢ekim soketi ¢evresindeki
damarlanmay1 azalttig1 bulunmustur. Bu sonug, bifosfonatlarin damarlanma tizerine
olumsuz etkisi oldugunu bir kez daha gdstermis ve bifosfonata bagh ¢ene kemigi
nekrozunda damarlanmanin rolii olabilecegi diisiiniilmiistiir.

e (Calismamizda, bifosfonat kullaniminin osteoklast sayisint anlamli derecede
azalttigt sonucuna vardik. Bifosfonata bagli c¢ene kemigi nekrozunda,
osteoklastlarin da rol oynadig diistintilmiistiir.

e (alismamizda, nitrojen iceren bifosfonat kullaniminda, ¢ekim soketi ve ¢evresinde,

yumusak dokudaki bulgularin aksine mikroorganizma kolonizasyonunun anlamli



derecede fazla oldugu goriilmiistiir. Buna dayanarak, bifosfonata bagli ¢ene kemigi
nekrozu patogenezinde, mikroorganizmalarin roliiniin dikkate alinmasinin gerektigi
distinilmistiir.

Calismamizda, bifosfonat kullaniminin ¢ekim soketi etrafindaki epitel
rejenerasyonuna olumsuz bir etkisi bulunamamistir. Buna dayanarak, bifosfonata
bagli ¢cene kemigi nekrozunun oral epitel hiicrelerinden kaynaklaniyor olamayacagi

ileri striilebilir.
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