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OZET

Bifosfonatlarin indiikledigi Cene Osteonekrozlarinda Hidrojen Sulfit Donériiniin (GYY4137)
Etkinliginin Deneysel Hayvan Modeliyle Degerlendirilmesi

Bifosfonata bagli osteonekroz giiniimiizde pratikte sik goriilmektedir. Bifosfonatlar kemikte
birikerek kemik remodelasyonunu bozmakta ve 06zellikle remodelasyonun yiiksek oldugu cene
kemiklerinde spontan veya c¢ekim sonrasi ilaca bagli osteonekroz olusumunda rol oynamaktadir.
Histopatolojik olarak nekroz bolgesinde kemik lakiinalarinda O6lii osteositler, periferde azalmis
osteoblast ve osteoklastlar goriilmektedir. Hidrojen sulfit sinyal sisteminin yapilan bazi ¢caligmalarda
bolgede osteositlerin olusumunu destekledigi ve kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden

osteosit ve osteoblastlarin olusumunu indiikledigi ortaya ¢ikmustir.

Hidrojen sulfit sinyal molekiiliiniin osteogenezde ve kemik remodellinginde rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, H>S'nin ¢esitli sinyal yollarmi diizenlemek
icin bir gaz ileticisi olarak hizmet ettigini gostermistir. Ayrica yapilan ¢alismalarda kok hiicrelerden
osteogenezde rol oynayan gesitli hiicrelerin olusumunu da kontrol ettigi 6grenilmistir. Hidrojen
sulfit gaz halinde oldugu icin saf halde kullanilamaz. Son yillarda ¢esitli hidrojen sulfit dondr
molekiilleri gelistirilmistir. GYY4137 bu donodrlerden birisidir ve yapilan ¢alismalarda terapotik ajan
olarak kullanilmaktadr. Calismamizda yiliksek doz Zoledronik asit(200 pg/kg) kullanarak siganlarda
dis ¢ekiminden sonra deneysel ilaca bagli osteonekroz modeli olusturarak hidrojen sulfit donoriiniin
(GYY4137) intrapeitoneal(i.p) 25mg/kg/glin uygulanmasiin osteonekroz alanlarindaki rejenerativ

etkisi histopatolojik olarak incelenmistir.

Bu alanda yapilan ¢aligmalar daha ¢ok osteoporoz tedavisi i¢in yapilmis olup daha once bifosfonat
ile iligkili osteonekrozlarda hidrojen sulfit dondriinin(GYY4137) terapdtik etkinligi
arastirilmamistir. Yapilacak ¢alisma hidrojen sulfit dondriiniin(GYY4137) bifosfonat ile iliskili

osteonekrozda terapotik etkinliginin arastirilmasina olanak saglamigtir.

Anahtar Kelimeler: BRONJ, Bifosfonatlar, Hidrojen Sulfit, Osteonekroz
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ABSTRACT

Evaluation Of Hydrogen Sulfite Donor (GYY4137) In Experimental Animal Model In
Biphosphonate-Induced Jaw Osteonecrosis

Bisphosphonate-induced osteonecrosis is common in practice today. Bisphosphonates
accumulate in the bone and impair bone remodeling and play a role in the formation of drug-induced
osteonecrosis, either spontaneously or after extraction, especially in jawbones where remodeling is
high. Histopathologically, dead osteocytes in bone lacunae, decreased osteoblasts and osteoclasts in
the periphery are seen in the necrosis region. It has been revealed in some studies that the hydrogen
sulfide signaling system supports the formation of osteocytes in the region and induces the formation

of osteocytes and osteoblasts from bone marrow-derived mesenchymal stem cells.

Hydrogen sulfide signaling molecule is thought to have a role in osteogenesis and bone
remodeling. Recent studies have shown that HS serves as a gas transmitter to regulate various
signaling pathways. In addition, studies have shown that stem cells control the formation of various
cells that play a role in osteogenesis. Since hydrogen sulfide is gaseous, it cannot be used in pure
form. Various hydrogen sulfide donor molecules have been developed in recent years. GYY4137 is
one of these donors and is used as a therapeutic agent in studies. In our study, the regenerative effect
of intrapeitoneal (i.p) 25mg/kg/day administration of hydrogen sulfide donor (GYY4137) on
osteonecrosis areas was examined histopathologically by using high-dose Zoledronic acid (200

Ma/kg) to create an experimental drug-induced osteonecrosis model in rats after tooth extraction.
Studies in this area have been mostly done for the treatment of osteoporosis, and the

therapeutic efficacy of hydrogen sulfide donor (GY'Y4137) in bisphosphonate-related osteonecrosis

has not been investigated before. The work to be done has enabled the investigation of the

therapeutic efficacy of hydrogen sulfide donor (GYY4137) in bisphosphonate-related osteonecrosis.

Keywords: BRONJ, Bisphosphonates, Hydrogen Sulfite, Osteonecrosis
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1. GIRIS ve AMAC

Bifosfonat grubu ilaglar, kemik metabolizma bozukluguna yol agan osteoporoz, Paget hastaligi,
multipl myeloma, kemik metastazi olan kanserler ve malignansi hiperkalsemisi gibi sistemik
hastaliklarin  tedavisinde kullanilmakdadir. Bifosfonatlar inorganik pirofosfat analoglaridir.
Kullanimlarindaki amag; osteoklastlarin hiicresel fonksiyonlarinin inhibisyonu veya osteoklast
apopitozisi ile kemik mineral yogunlugunda artis, serum kalsium dizeylerinde azalma
saglanmasidir. Bu durum terapdtik olarak etkili olsa da kemigin rejenerasyon mekanizmalarini

bozarak, mineralizasyonu azaltir, elastikiyeti diisiiriir ve devital kemik alanlar1 olusturur.?

Bifosfonat grubu ilaglar giinimizde anti-rezorptif, anti-anjiojenik ve timorosidal ajanlar olarak
kullanilmaktadir. Ancak bu ilaglarin 6zellikle intravendz yolla uygulanmasi sonrasinda renal
yetmezlik, akut faz reaksiyonu, atriyal fibrilasyon gibi yan etkileri goriilmiistiir. Bunun yaninda gene

kemiklerinde osteonekroz gibi istenmeyen klinik tablolar da rapor edilmistir.?

Bifosfonatlarin ¢ene kemiklerinde olusan osteonekrozla iliskisi ilk olarak 2003 yilinda Marx
tarafindan bildirilmistir.®> Genellikle kanser hastalarinda karsilasilan bu klinik tablo baslangicta,
kullanilan kemoterapitik ajanlara ve steroidlere baglanmis ve ‘osteokemonekroz’ olarak
isimlendirilmistir.* Ancak sonradan, bifosfonat disinda bir neden olmayan nekroz vakalarma
rastlanmasi1 bu vakalarin bifosfonat ile iliskilendirilmesine yol agmis ve es zamanli olarak da
literatiirde olgu raporlarinin sayisit artmaya baslamistir. Bu olgu raporlarinda isimlendirme farkh
sekillerde yapilmistir. 2009 yilda Amerikan Oral ve Maksillofasiyal Cerrahi Dernegi daha 6nce bas-
boyun bdlgesinden radyoterapi almamis, bisfosfonat kullanmis ve ya kullanmakta olan hastalarin
cenelerinde 8 haftadan uzun sire agik kalmis kemik goriintiisiinii ‘bisfosfonata bagh ¢ene kemigi
osteonekrozu (BRONYJ) olarak tanimlamistir. 2014 yilindan itibaren ila¢ kullanimina bagl ¢cenelerde

goriilen osteonekroz (MRONJ) adiyla kapsami genisletilmigtir.

Klinik olarak BRONIJ ag1z igerisinde; cogu zaman agrisiz ekspoze alveolar kemik ve ya yumusak
dokularda enfeksiyon bulgularinm eslik ettigi hastalik olarak izlenir. Ileri dereceli olgularda ise bu
tabloya intra ve ekstraoral fistiiller ve patolojik fraktirler de eslik edebilir. Radyografik olarak
cenelerde yaygin skleroz, alveoler kemikte kalinlagsma ve ¢ekim bosluklarinda yetersiz kemiklesme

izlenir.*



BRONJ lokal ve sistemik risk faktorleriyle iliskilendirilebilir. Lokal risk faktorleri arasinda
oral cerrahi islemler, protez vuruklari, periodontal hastaliklar gdsterilebilir. Diabet, obezite gibi diger
sistemik hastaliklarin varligi, kullanilan bifosfonatn tiirii, dozu, verilis yolu, siiresi, kemoterapotik ve
kortikosteroidler gibi faktorler de BRONJ olusumuna zemin hazirlayan sistemik faktorler arasinda

gosterilebilir.

BRONJ hastalarinda tedavi agrinin, hassasiyetin, 6dem ve enfeksiyon bulgularinin ortadan

kaldirilmasini hedeflemektedir. Uygulanan tedaviyi medikal ve cerrahi olarak ikiye ayrabiliriz.*

Medikal tedavide genis spektrumlu antibiotikler, oral antiseptik gargaralar, agrikesiciler
kullanilmaktadir. Cerrahi tedavide sekestrotomi kiiretaj parsiyel rezeksiyonlar kullanilabilir. Daha
genis alana yayilmis nekroz vakalarinda ise radikal yaklagimli genis rezeksiyonlar yapilabilir ve

bolge kompozit fleplerle onarilabilir.

Gegtigimiz yillarda, mezenkimal kok hiicre (MKH) nakli alanindaki arastirmalarin ilerlemesi,
MKH'lerin doku rejenerasyonu icin yiiksek bir potansiyele sahip oldugu tespit edildiginden
rejeneratif tipta kilometre taglar1 getirmistir. Ek olarak, H2S son zamanlarda cesitli organ
sistemlerinde bir modiilatér veya hiicre canlili§1 / apoptoz inhibitorii olarak Onerilmistir. Son
calismalar, H>S uygulamasimin, coklu stres formlarini (diisiik oksijen, oksidatif hasar veya serum
yoksunlugu) indiiklenen apoptozisi Onleyerek MKH'lerin proliferasyonunu ve sagkalimini
giiclendirdigini gdstermistir.5”® H,S donorinin (GYY4137), distraksiyon osteogenezi tavsan
modelinde distraksiyonu destekledigi bildirilmistir.® Bununla birlikte, H2S aracili kemik
iyilesmesinin mekanizmasi hala belirsizdir. Sistatiyonin gama-liyaz enziminin (SGL) osteoblastlarda
H2S iireten baslica enzim oldugunu bildirmistir. Mekanik olarak, SGL-H>S sistemi, yeni bir islem
diizenleyici olarak RUNX2 stilthidrasyonu yoluyla osteogenez aktivitesini arttirir, bdylece kemik
iyilesmesini arttirir. Bu bulgular, H2S metabolizmasinin veya H2S dondrlerinin modulasyonunun,
osteoporoz veya diger kemik hastaliklarinin tedavisi i¢in terapotik bir yaklasim olarak hizmet

edebilecegini gdstermektedir. Bununla birlikte, molekiiler mekanizmalar arastiriimalidir.*

Literatiirde osteoblast hasarinin onlenmesinde Hidrojen Sulfide dondrinin(GYY4137)
kullanimmin etkili oldugunu gésteren calismalar vardir.** Bunun yaminda distraksiyon osteogenezi
tavsan modelinde Hidrojen Sulfide donoriiniin(GYY4137) kullanimimin bolgedeki kemik miktar1 ve
kalitesinin arttirdig1 ve plazmada miktarmin arttigi gosterilmistir.®> BRONJ tedavisinde Hidrojen
Sulfide donorunin(GYY4137) kullanimu literatiirde bildirilmemistir.



Calismamizin amaci ilaca bagli ¢ene osteonekrozu gelisen bireylerde hidrojen sulfit
donoriinin(GYY4137) sistemik uygulanmasinin BRONJ olusturulmus si¢anlarda kemik iyilesmesi,
yumusak doku iyilesmesi ve osteonekrozdaki histopatolojik olaylara etkisini deneysel hayvan modeli

ile degerlendirmektir.

Calisma Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu ve KTU

Saglik Bilimleri Enstitiisii Y0netim Kurulu tarafindan onaylanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Bifosfonatlar
2.1.1 Bifosfonatlarin Tarihcesi

Bifosfonatlar saglik alaninda ilk olarak, radyoaktif maddelerin kemige taginmasi i¢in, kemik
goriintiilemesinde kullanilmistir. Fleish ve ark. difosfonatin in vitro olarak hidroksiapati ¢6zmesi ve
in vivo olarak kemik rezorpsiyonunu engelledigini raporlamalarindan sonra tipta tedavi amagh

kullanilmaya baslanmistir.*®

Nitrojen icermeyen 1. kusak bifosfonatlar 90’1 yillarin baginda sentezlenerek uygulamaya
girmistir. Gliniimiizde sik kullanilan nitrojen igerikli bifosfonatlardan olan pamidronat’mn FDA onay1
almasiyla kanserlerin kemik metastazlari, multipl myeloma ve hiperkalsemi gibi hastaliklarin
tedavisi i¢in kullanilmaya baslanmistir. Ayn1 yi1l Fosamaxm oral kullanima sunulmasiyla beraber
osteoporozun tedavisinde ilerleme kaydedilmistir. Giiniimiizde sik kullanilan Risedronat ise 2001

yilinda FDA onay1 almis ve klinik kullanima girmistir.**

Zoledronik asit 2001 yilinda FDA onayr aldiktan sonra malignansi hiperkalsemisinin
tedavisinde kullanilmis ve onu takiben antineoplastik ajan olarak multipl myeloma tedavisinde

kullanilmistir.*4

2.1.2 Bifosfonatlarin Kimyasal Yapisi

Bifosfonatlar inorganik pirofosfatin analoglaridir. Oksijen atomlarmin karbon atomlari ile yer
degistirmesi ile olusurlar. Bu molekiiller kemik turnoverinin yiiksek oldugu alanlara biiytik ilgi
gosterirler. Bu molekiilde bulunan P-C-P baglar1 sayesinde olur. Bu yap1 Ca*? iyonlarina kolayca

baglanmay1 saglar.?



2.1.3 Bifosfonatlarin Etkileri

2.1.3.1 Antirezorptif Etki

Antirezorptif etki Bifosfonatlarin en giiclii ve onemli etkilerinden biridir. Bu bilesikler
kemikteki mineral kristallerine baglanirlar ve tekrar enjeksiyonlarda kemik matriksinde birikerek
kumulatif etki yaparlar. Osteoklastlar {izerinde etkilidirler ve farklilagmasini inhibe ederek etki
ederler. Ayrica osteoblastlar1 osteoklast inhibe edici faktor sentezi i¢in uyarirlar. In vitro olarak
osteoklast apoptozunu aktive ettikleri de gosterilmistir.® Bu etkiler osteoklast sayisin1 azaltir, kemik

rezorpsiyonu azalir ve serum kalsium seviyesinde azalma ile kemik turnoverini baskilar.®

1. Kusak bifosfonatlar(tiludronate, etidronat ve klodronat) osteoklastlar icerisinde birikerek
ATP’nin sitotoksik analoglarina metabolize olur ve hiicre igerisinde birikirler. Bu birikme sorunu
ATP ile yarisirlar ve osteoblastlar yasamsal fonksiyonlar icin gerekli enerjiyi alamazlar. Bu
apopitozisi tetikler. Osteoklastlarm sayis1 azalir ve kemik rezorpsiyonu bloke edilmis olur. Bu da

kemik turnoverini baskilar.t’1®

2. kusak bifosfonatlar(aledronat, pamidronat, ibandronat, risedronat ve zoledronik asit) ise
mevalonat yolu enzimlerinden “Farmes-Difosfat Sentaz”1 inhibe ederek etki ederler. Bu enzim
kolestrol ve sterol sentezinde rol aldigindan, hiicreler bu bilesikleri sentezledikleri yol bloke olacagi

icin, osteoklastik aktivite inhibe olur.®

2. kusak bifosfonatlarin hidroksiapatite baglanarak, hidroksiapatit kristallerinin yikimini
bloke ettigi ve boylece kemik rezorpsiyonunu baskiladigi bir mekanizma da bu ajanlarin antirezorptif

etkilerini aciklamak icin 6ne siiriilmektedir.?°

2.1.3.2 Timorosidal Etkileri

Bifosfonatlarin giiniimiizde antirezorptif etkileri kadar tiimorosidal etkileri de vardir. Kemik
dokularinda osteoklast kokenli kemik rezorpsiyonuna neden olan ve tiimor gelisimine neden olan
bazi1 faktdrlerin inhibisyonu, bu ajanlarin tiimorosidal etkilerinin temeli olarak goriilmektedir. Ancak

tiimorosidal etkinin antirezorptif etki sayesinde olustugu diisiiniilmektedir.?!



Osteoklast inhibisyonu IL-6 iiretimi ve kemik matiksinden salinan biiyiime faktorlerinin
azalmasina sebep olmaktadir.?? Bifosfonatlarin tiimorosidal etkilerine bakildiginda son zamanlarda
yapilan caligmalar 2. kusak bifosfonatlarin tiimér hiicrelerini dogrudan apoptozise ugratarak etki
ettigine dikkat cekmektedir. Bunun yaninda kanser hiicrelerinin adezyon proliferasyon ve invazyon

gibi yeteneklerini sinirlarlar.?

2.1.3.3 Anti-anjiyojenik Etkileri

Anjiyojenez mevcut damarlardan yeni damarlarin olusmasi siirecini tanimlar. Tiimérler yeni
olusmaya bagladig1 zaman siire¢ anjiyojenez ile baslamaktadir. Bifosfonatlarmn nitrojen icerikli

olanlar1 kapiller olusumu endotelyal hiicre proliferasyonu ve gocii gibi anjiyojenez basamaklarini
inhibe eder.?

Kemik iliginde bulunan monositler tarafindan hiicre i¢ine endositoz yolu ile almnan
bifosfonatlardan zoledronik asit bazik-fibroblast blylime faktori(bFGF) araciligi ile anjiyojenezi
inhibe ettigi ve apoptozisi aktive ettigi gosterilmistir.?* Benzer bulgular Stresing ve ark. tarafindan da

rapor edilmistir.?

Bu c¢aligmalara dayanarak bifosfonatlarin anjiyojenezi inhibe ettigi ve kemik iliginden

myeloid hiicrelerin tiimdr bdlgesine gd¢iinii engelledigi gosterilmistir.?

2.2 Bifosfonat Ilaclarin Smiflandirmasi

2.2.1 Nitrojen Icermeyen Bifosfonatlar

30 yili askindir nitrojen igermeyen 1. Kusak bifosfonatlar 30 yili askin bir siiredir
kullanilmaktadir. 1. Kusak ilaglarm kemik rezorpsiyonunu engellemedeki etkileri zayifdir.?® Bu
bifosfonatlar intraselliler olarak metabolize edilir ve ATP’nin sitotoksik anologlarina doniisiirler. Bu
anologlar hidrolize edilemiyorlar.** Bu gruptaki bifosfonatlar; Etidronat (Didronel), Tiludronat

(skelid), Klodronat(Bonefos, Loron)’tir.



2.2.2 Nitrojen Iceren Bifosfonatlar

Bu gruptaki bifosfonatlar mevalonat yolagi tizerinden etki ederler. Farnesil difosfat ve geranil
difosfatin  olusumunu diizenleyen enzimlerin inhibisyonuna neden olurlar.?’?® Bu gruptaki
Bifosfonatlar; Alendronat, Pomidronat, ibandronat, Risedronat, Zoledronat, Olpadronat, Neridronat’tir.

Tablo1:Piyasada Bulunan Bifosfonat Iceren Ilaglar

Oral Bifosfonatlar

Ticari form Uretici firma Etken madde
Actonel Procter&Gamble Risedronate
Pharmaceuticals
Boniva RocheLaboratories [bandronate
Fosamax Merck&Co. Alendronate
Fosamax Plus D Merck&Co. Alendronate
Skelid SanofiPharmaceuticals Tiludronate
Didronel Procter Etidronate

&GamblePharmaceuticals
IntravenozBifosfonatlar

Ticari form Uretici firma Etken madde
Aredia Novartis Pamidronate
Zometa Novartis Zolendronicacid
Bonefos Schering AG Clodronate
2.2.2.1 Alendronat

1995-den giiniimiize kadar oral kullanilan bifosfonat grubu ilagtir. Osteoklastlarm aktif
oldugu bolgelere baglanarak aktivitelerini diisiirlir ve rezorpsiyonu onler. Alendronat kemik turnover

hizin1 azalarak remodelasyonu 6nler.?®

2.2.2.2 ibandronat

FDA tarafindan 2005 yilinda onaylanan ibandronat osteoklast aktivitesini inhibe eder kemik

rezorpsiyonunu ve kemik turnover hizini azaltir.®°



2.2.2.3 Pamidronat

Intravenéz kullanim igin onerilen 2 bifosfonattan biridir. Hidroksiapatit ile birlesir ve
demineralizasyonu engeller. Osteoklast aktivitesini bloke ederek giiclii antirezorptif etki saglar.

Kansere bagli hiperkalsemilerde etkilidir ve sik kullanilir.?%%

2.2.2.4 Risedronat

Risedronik asit, osteoklast aktivitesini azaltarak, kemik rezorpsiyonunu ve kemik turnoverini
inhibe eder.%°

2.2.2.5 Zoledronat

Nitrojen iceren bifosfonatlardan olan zoledronik asit, osteoklast aktivitesini ve kemik
rezorpsiyonunu engeller. Hidroksiapatite afinitesi yiiksektir ve direkt kemige baglanir. Uygulama
sekli intravendzdiir ve bobrekler tarafindan metabolize edilmeden atilir. Kansere bagli hiperkalsemi,
meme kanseri ve multipl myelom osteolitik kemik metastazlarmi tedavi etmek igin

kullanilmaktadir.3?



Tablo 2:Bifosfonatlarin Tedavi Endikasyonlart Dozu ve Kullanim Sekli

Bifosfanat Endikasyon Doz Kullanim yolu

Etidronate(didronel) Paget hastaligi 300-750mg/gin 6 ay Oral
Heterotopik
Ossifikasyon

Tiludronate (Skelid) Paget hastaligi 400mg/giin 3 ay Oral

Alendronate (Fosamax) Osteoporoz 10mg/gin, 70mg/hafta  Oral
Paget hastaligi

Risedronate (Actonel)  Osteoporoz 5 mg/gin, 35mg/hafta ~ Oral
Paget Hastalig1

Ibandronate (Bovina) Postmenopozal 2.5mg/gun, 150mg/ay  Oral
osteoporoz

Pamidronate (Aredia) Malignansi 90mg/ 3 hafta v

hiperkalsemisi

Multiple myeloma

Kemik metastazi

Paget Hastalig1

Zoledronate Malignansi 4 mg/ 3 hafta v

hiperkalsemisi

Multiple myeloma

Kemik metastazi

Paget Hastalig1

2.3 Bifosfonat Kullammina Bagh Gelisen Cene Osteonekrozu

Ik kez 2003 yilinda Marx tarafindan bildirilen bifosfonata bagh ¢ene osteonekrozu(BRONYJ)
bildirilmistir.> AAOMS tarafindan yapilan BRONJ tamimi “bifosfonat tedavisi gdrmis,
maksillofasiyal bolge radyoterapi 0ykist olmayan, cene kemiklerinde ekspoze kemikle karakterize

ve 8 hafta sureyle iyilesmeyen lezyonlar” seklindedir. Bifosfonat grubu ilaglarmn kullanimina bagli



olarak gelisen, kemikteki turnover’in baskilanmasma sebep olan, mikro-yaralanmalarin

onarilamamasina bagl gelisim mekanizmast BRONYJ igin tarif edilmistir. 32

Bifosfonatlar diger kemiklere oranla ¢enelerde daha fazla toplanma egilimindedirler. Allen ve
ark. alendronat kullaniminin mandibulada kortikal kemik olusumunu iliak kemige oranla 10-20 kat

azalttigmni raporlamislardir.

2.3.1 BRONJ’un Gériilme Sikhg

BRONJ gorulme sikligini tespit etmek, lezyonun tespit edilebilmesindeki karmasiklik ve
klinik seyirdeki farkliliklar nedeniyle zordur.?® Yapilan calismalarda %0.94-10 arasmmda BRONIJ
olgular1 rapor edilmistir.**® Hoff ve ark. meme kanseri ve multipl myeloma olan toplam 1886
hastay1 inceledikleri ¢alismada sirasiyla %1.2 ve %2.4 oraninda BRONJ bildirmislerdir.>® Wang ve
ark. ise meme %CA 2.5, myeloma %3.8 ve prostat kanseri icin %2.9 oraninda BRONJ

raporlanslardir.®

BRONIJ gelisiminde maksilla ve mandibulanin tutulum riski de degerlendirilmelidir. Maksilla
ve mandibulanin tutulum oranlarina bakildiginda literatiirde mandibulanin tutulum oranmin

maksilladan 2 kat daha fazla oldugu goriilmektedir. 38

2.3.2 Hastahigin Patofizyolojisi

Hastaligin ortaya ¢ikmasindan yillar gegmis olsa da patofizyolojisi tam olarak belli degildir.
Bunun igin cesitli teoriler ileri siiriilmiistiir.*3 Hastahgm sadece cene kemiklerinde ortaya ¢ikmasi
faktorii de farkli teorilerin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Bunlar arasinda kemik rezorpsiyonunun
asir1 baskilanmasi, kronik mikritravma, kemik remodelasyonun bozulmasi, anjiogenezis inhibisyonu,
bagisikligin baskilanmasi, D vitamin eksikligi, yumusak dokulara toksik etki, enflamasyon ve

enfeksiyon gibi teoriler vardir.4+:3442

Kemik rezorpsiyonunun asir1 baskilanmasi kemik turnoverinin baskilanmasina sebep olur ve
kemik doku kendini yenileyemez. Bu da yumusak doku toksisitesinin orataya ¢ikmasina zemin
hazirlar ve dokularin direnci diiser. BRONJ icin gerekli zemin olusur.*® Ancak bifosfonatlarin

sOylenen etkiyi yapabilmesi i¢in dokularda yeterli miktarda toplanmas1 gerekir.
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2.3.3 Cene Kemiklerinde Duyarhhk

Bifosfonatlar kemik turnoverinin yiiksek oldugu bdlgelerde daha fazla birikirler. Cene
kemiklerinde rezorpsiyon ve remodelasyon hizinin diger kemiklerden yiiksek olmasi bu ilaglarin
bolgeye afinitesini arttirir. Osteonekroz ilk olarak alveol kemikte goriiliir. Sonradan bazise dogru
yayillmaya baslar. Cene kemiklerindeki bu turnover hizina baglh olarak artmig remodelasyonun
predispozan bir faktér oldugu diisiiniilmektedir.**® Yapilan hayvan calismalar1 bifosfonat
kullaniminin,  intrakortikal kemik turnoverini azalttigmi gostermistir.33#44° Bunun yanmda
osteonekroz olusabilecek hastalardan alinan 6rneklerle kontrol grubunun karsilastirildigi calismada

osteoklastik aktivitenin artt11 ve yeni kemik formasyonunun azaldig1 gosterilmistir.*

2.3.4 Enflamasyon / Enfeksiyon

BRONJ’a enfeksiyon ve enflamasyonun etkileri tartigmali olarak kalmaktadir. Yapilan
calismalarda BRONIJ bolgelerinden alinan 6rneklerde Actinomycesler ve baska bir¢ok bakteri izole
edilmistir. Buna ragmen ekspoze kemik bolgeleri oral bakterilerle kontamine olacagindan bdlgenin
net mikroflorasini izol etmek zordur. Bunun yaninda alinan 6rneklerde viriis ve mantar tiirleri de

izole edilmistir.*

Uzun sireli bifosfonat kullanan hastalarda kemik turnoveri durmaya yakin bir noktada oldugu
icin, nekroze kemik bdlgeleri yeterince ¢abuk dokular tarafindan uzaklastirilamaz ve kronik

osteomiyelitis olusma riski artar.*®

Enfeksiyon faktoriinin BRONJ olugsmasinda esas faktor olup olmadigi, bu ilaglarin uzun
stireli kullaniminin neden oldugu lenfopeninin enfeksiyon olusumunda artisa yol agip agmadigi ve

nekrotik alana enfeksiyonun sonradan katilip katilmadig: bilinmemektedir.*’

2.3.5 Anti-Osteoklastik Aktivite

Bu ilaglar, osteoklastlarin farklilagsmasini ve fonksiyonunu inhibe ederek apoptozisi tetikler,
bu sayede kemigin yeniden sekillenmesini ve turnover’i inhibe eder. Bifosfonatlarin uzun siireli
kullanimi, osteoklastlarin fonksiyonunun bozulmasina yol agar ve osteoblastlar kemigi rezorbe

edemez. Bu da aselliler kemik matriksinde hiicre 6limine yol acgar. Bunu takiben kapiller damar
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dejenerasyonu, avaskiilerite ve mikrofraktiirler olusur. Bunun sonucunda oral bakteriler kemige

invaze olur ve nekroz gelismesine sebep olur.*®

2.3.6 Anti-Anjiyogenezis Aktivasyonu

Anjiogenezi dedigimizde epitel hiicrelerinin migrasyonu, farklilagmasi ve biiyiimesiyle yeni
kan damarlarinin olusmasi tanimlanmaktadir. Anjiyogenez, tiimor biyiimesini ve kan damarlarma
invazyonu etkileyerek metastazda rol oynar. Anjiogenez igin, vaskiler endotelyal biylime
faktort(VEGF) gibi sinyal molekillerinin, endotelyal reseptorlere baglanmasi gerekmektedir. VEGF
yeni kan damarlarinin olusumunu tetikler.334® Anjiyogenez inhibisyonu bu nedenden dolay1 dnemli
bir hipotezdir.*® Zoledronik asit uygulamasinm, in vitro ¢alismalarda, anjiyogenezi inhibe ettigini

gostermistir.>%24

2.3.7 Yumusak Doku Toksisitesi

Bu ilaclarin esas hedefi osteoklastlar olsa da yumusak dokular {izerinde toksik etkileri
bildirilmistir. Oral epitel, servikal ve prostat hiicreleri bifosfonata maruz kaldiktan sonra bu

hiicrelerde proliferasyonun azaldig1 ve apoptozisin arttig1 goriilmiistiir. *°

Alveol kemiginde biriken bifosfonatlar oral epitel iizerinde de toksik etkilidir. Bu ilaglar1
kullanan bireylerde oral mukoza biitiinliigli bozuldugundan, kemik ekspoze olur ve burada ¢ogu

zaman sekonder enfeksiyon olusur. Bu da osteonekroz olusumuna zemin hazirlar.*¢47

2.3.8 immun Yetmezlik

Kanser tedavisi goren hastalarin anamnezinde c¢esitli kemoterapi ajanlar1 ve steroid kullanma
Oykiisii genellikle vardir. Kemoterapi ajanlart ve steriodler enfeksiyon olusumuna ortam
olusturmaktadir. Oral mukozanin direncinin diismesi sonucu enfeksiyon gelisir ve BRONJ olugmasi

icin ortam hazir olur.>!

Yapilan hayvan deneylerinde ekspoze kemik olusumu mukozada iilserasyon iyilegsmenin
gecikmesi ve enflamasyon gibi ¢esitli olaylarin bifosfonatlarin kemoterapi ve steroidlerle beraber
kullanimida olustugunu gdstermistir.>*® Mevcut teoriler BRONJ olusumunun multifaktoryel

oldugunu diisiindiirmektedir.*°
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2.3.9 BRONJ Olusumuna Zemin Hazirlayic1 Faktorler

Lokal Faktorler*?

Dis ¢ekimleri

Ag1z i¢i invaziv cerrahi uygulamalari

Dis eti hastaliklar1

Travma

Kot agiz hijyeni

Dental enfeksiyon mevcudiyeti

Sigara, alkol kullanimi

Sistemik Faktorler*?

2.3.10 BRONJ’un Tamis1 ve Klinik — Radyolojik Bulgulari

hikayenin klinik bulgularla oOrtiismesi gerekir. BRONJ lezyonlari agiz iginde cogu zaman
asemptomatik olarak bulunur ve kiigiik lezyonlarin hasta farkinda degildir. Bu tabloya enfeksiyonun
katilmasiyla beraber hastalarda semptom olur, hastalar agr1 semptomlari ile doktora bagvuru yapar ve
lezyon bu sekilde ortaya ¢ikar. BRONJ tanismin koyulmasida erken donemdeki bulgulardan biri de
dis mobilitesidir. Bu dis mobilitesi herhangi bir periodontal hastalikla iligkili degildir.

rezonans goriintiileme yontemleri kullanilabilir. Radyografik bulgulari, erken donem ve ge¢ donem

bulgular olarak ikiye ayrabiliriz. Lezyon baslangi¢ asamasinda ise radyografik bulgular snirlidir ve

Kullanilan bifosfonatin tiirli, dozu
Hastanin genel sistemik durumu

Kemige metastaz yapmig kanser vakalari
Kortikosteroid terapisi

Diabetes mellitus

Kematerapotik ilag kullanimi

Bu hasta grubunda tani koyabilmek igin hastanin medikal ve dental hikayesi dinlenilir. Bu

Radyografik degerlendirmede ise; ortopantomografi, bilgisayarli tomografi ve manyetik
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periodontal aralikta daralma, kortikal kemikte kalinlasma, gecikmis iyilesme ile karakterize ¢ekim
bosluklari, alveoler bolgelerde radyoliisent alanlar seklinde goriilebilir. Ge¢ donem bulgular arasinda
ise genis osteolizis alanlari, sekestrasyon olusumu ve patolojik frakturler, izlenebilecek bulgular

arasindadir,>3%

Son yillarda semptomatik ve asemptomatik BRONJ lezyonlar1 olan bireylerde, 3 fazli kemik
taramalar1 goriintiileme amaciyla kullanilmaktadir. Bu yontemle nekroz bdlgelerinde yiiksek diizeyde
radyoniiklid emilimine bagli olarak, lezyonun tanisi, gelenekseksel yontemlere gére 10-14 giin kadar
daha erken koyulabilir. Baska bir goriintiileme yontemi de tetrasiklin kemik floresan metodudur. Bu
yontemle, osteonekroz alanlarinin sinirlar1 net bir sekilde belirlenebilir. Bu yontemde sadece canli

kemik alanlar1 goriintii verdiginden, cerrahi tedaviye destek amaciyla kullanilmaktadir.®

A ._!L{'

Resim 1: BRONJ 'un klinik gorinimi
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Resim 3: BRONJ 'un panoramik goriintiilemesi

BRONJ riskini degerlendirmek i¢in bazi serum belirtegleri vardir. Marx ve ark. serum
kollajen terminal telopeptid(CTX) diizeylerinin 6nemli oldugunu ve BRONJ gelismis hastalarda
degerlendirilmesi gerektigini belirtmistir.>® Serum CTX seviyelerinin marker olarak Kabul edilmesi

bazi otdrler tarafindan elestirilse de ilag tatili igin yararli olabilecegi kabul edilmistir.>®

2.3.11 BRONJ Evreleme Sistemi

Hastaliklarin evrelendirilmesi farkli evrelerdeki belirti ve bulgularin gruplandirilmast ve
degerlendirilmesi siirecini tanimlamaktadir. Evreleme tedavi yonteminin secilmesinde ve sonuglarin
tahmin edilmesinde Onemlidir. BRONJ lezyonlarmm evrelendirilmesi i¢in farkli sistemler

onerilmektedir. Weitzman ve ark. 2006 yilinda evreleme sistemi Onermistir fakat bu
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kullanilabilirligini kaybetmistir.®

McMahon ve ark. Onerdigi sistemde ise, hastaliin erken
evrelerinde radyolojik ve histolojik sonuglara gore evreleme teklif etmislerdir. Ancak bu Oneri,
uygulamasi zaman alici ve zor oldugu i¢in kabul gérmemistir.>’ Kwon ve ark. ise serum CTX

diizeylerini baz alan evreleme sistemi teklif etmis ancak sonradan bu sistem de kabul gérmemistir.>®

Amerikan Oral ve Maksillofasiyal Cerrahi Dernegi (AAOMS) 2009 yilinda BRONJ evreleme

sistemi 6nermistir ve kabul gérmiistiir. 32

16



Tablo 3. BRONJ evreleme sistemi

BRONJ Evresi
Risk kategorisinde

Oral veya IV bifosfonat kullanan
hastada nekrotik kemik bulunmamakta

Evre 0
Klinik olarak nekrotik kemik
g0zlenmemekte
Spesifik olmayan semptomlar ve klinik
bulgular mevcut

Evre 1
Asemptomatik hastada enfeksiyon
bulgusu olmadan aciga ¢ikmis nekrotik
kemik varligi

Evre 2
Aciga ¢cikmis nekrotik kemik varligi
[1gili bolgede agr1 ve eritemle birlikte
enfeksiyon varligi
Purdlan direnaj olabilir, olmayabilir

Evre 3
Agr1 ve enfeksiyonla birlikte agiga
¢ikmis nekrotik kemige asagidaki
bulgulardan 1 veya birkaginin eslik
etmesi:
Nekrotik kemigin alveoler kemik
smirlarmi asarak patolojik kemik
kirigma sebep olacakkadar biiyiik
olmasi1 (6rn. Maksillada maksiler siniiz
ve zigomaya kadar uzanmasi)
Ekstraoral fistiil varligi
Oroantral/oronazal agikligin varlhigi
Osteolizis varligi
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Tedavi Yaklasin
Herhangi bir tedavi gerekli degildir
Hasta bilgilendirilmelidir

Semptomatik tedavi

Agri kesiciler

Antibiotik kullanimini da igeren
sistemik tedavi

Oral antibakteriyel agiz gargarasi
(klorheksidin glukonat %0.12, 2 ay siire
ile glinde 2 kez)

Hastanim 3 aylik aralarla kinik takibi
Hasta egitimi

Bifosfonat tedavi endikasyonlarmin
hekimi tarafindan tekrar
degerlendirilmesi

Oral antibakteriyel agi1z gargarasi
(klorheksidin glukonat %0.12, 2 ay sire
ile giinde 2kez) Oral antibiyotiklerle
semptomatik tedavi

Agr1 kontrolii

Yumusak doku irritasyonunu ortadan
kaldirmak icin yiizeysel debridman
Oral antibakteriyel ag1z gargarasi

Agr1 kontrolii

Antibiotik tedavisi

Cerrahi olarak nekrotik kemigin
debridmani veya rezeksiyonu



BRONI tanisinin dogrulanmasi i¢in kriterler:

Bifosfonat tedavisi altinda olan, ¢ene kemiklerine radyoterapi uygulanmamis hastalarda 8-12
haftada iyilesmeyen agiga ¢ikmis kemik varliginin olmasi osteonekroz tanisini dogrular.
Hastaligin evresine bakilmaksizin, etkilenmemis kemik aciga ¢ikartilmadan mobil kemik,
sekestr parcalar1 uzaklastirilmalidir. Ac¢iga ¢ikmis nekroze kemik icindeki disin c¢ekimi
diisiiniilmelidir.

Hastanin allerjisi yoksa genellikle uzun siireli diisiik doz penisilin grubu tercih edilmelidir.
Yiiksek dozlar akut alevlenmelerde kullanilabilir. Amoksisilin 500 mg, 14 giin siireyle giinde
3 kez (Metronidazole ile kombine edilebilir), Metronidazole 250 mg,14 gun sireyle glinde 3

kez kullanilmalidir.

2.4 Kemik

Kemik dokusu iskelet sisteminin en onemli bdliimiinii olusturur ve bag doku kokenlidir.

Destek, dayaniklilik ve koruyucu gibi gorevleri vardir. Kafatasi ve toraksta olan yasamsal organlar1

korur. Metabolik degisiklikler seklinde yaralanma nutrisyonel etkilenmelere ve endokrinolojik

olaylara cevap verir.%®>° Kemik dokusunun asagidaki temel konksiyonlar1 vardir:

1. Mekanik fonksiyon; Kaslarm kemiklere yapisma yerleri ve bu kaslarin fonksiyonu igin

dayanak gorevi gormesidir.

Koruyucu fonksiyon; Kafatasi ve toraks boslugundaki organlarin ve diger dokularin
korunmas. Kemik iligini i¢cerisinde muhafaza ederek kan elemanlarmin olusumunu saglamasi.
Metabolik fonksiyon; Fosfat, kalsium ve kalsium ionlarinin depolanmasi ve homeostaz

fonksiyon.

Kemik dokusu viicutta iyon dengesinin saglanmasinda 6nemlidir. Viicuttaki total kalsiumun

%99’u, fosforun %88’i, magnezyumun %50’sini kendinde tutar ve bu iyonlar i¢in depo gdrevi gorur.

Biiylimenin saglanmasinda ¢ok onemlidir ve hematopoetik hiicreler barindiran bir doku olarak gorev

yapar.6°'61
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Kemik morfolojik yapi1 olarak, kortikal, spongiyoz ve non-lamellar olarak 3’e ayrilir. Non-
lamellar kemik erigkinde genelde bulunmaz. Embriyonik donemde ve hiperparatiroidizmin oldugu

olgularda gorulmektedir.

Kortikal kemik, sert bir yapida olup, kompakt veya lamellar kemik olarak da bilinir. Tim
kemiklerin dis ylizeyleri kortikal kemikten olusur, ayn1 zamanda uzun kemiklerin gévde kismi da
kortikal kemikten olusur. Lamellar yapilar Haversian ve Volkman kanallarinin etrafinda yerlesir. Bu

sistem kemigin vaskiiler destegini olusturur ve kemik hiicreleri arasinda baglanti kurar.

Spongiyoz kemik ise uzun kemiklerin metafiz ve diafiz bolgelerinde, yassi kemiklerin ise
merkezinde bulunmaktadir. Spongiyoz kemik, kortikal kemige destek saglayan, trabekiiler yapida,
stingerimsi sekilde bulunur. Bu yap1 kan damarlar1 igerir ve kemigin beslenmesi ve trabekiler

kemigin desteklenmesinde rol oynar.®?

241 Kemik Matriksi

Kemik, organik ve inorganik kisimlardan olusur. %65-70 oraninda inorganic, %30-35
oraninda organic kisim vardir. Bu organik bilesenlerin %95°1 kollajenden olusur. Agirlikl olarak tip

1 kollajen bulunmaktadir. Geri kalan kisim ise hiicrelerden ve sudan olusmaktadir. %263

2.4.2 Organik Matriks

Kemigin organik yapisi kollajenden ve kolajen olmayan protein yapidan olusur. %90-96
oraninda kollajen ve %4-10 oraninda ise kollajen olmayan protein yapilar organik yapiy1 olusturur.
Kollajen yapilar arasinda farkliliklar vardir. Organik matriksin esas yapisal bileseni Tip 1 ve Tip 5
kollajenden olusur. Derideki kollajenle benzer 6zellikler tasir ve daha yogun, mekanik olarak daha
direngli bir yapist vardir. Bu mekanik direngli yap1 inorganik matriksin olugmasi i¢in gerekli yapiy1

olusturur.%

2.4.3 Inorganik Matriks

Inorganik matriks dedigimizde, en 6nemli bilesen Hidroksiapatit(HA) kristalleridir. Kemigin en
onemli bileseni olan bu kristaller Caio (PO4)s (OH)2 kimyasal yapidadir ve 20-80 nm uzunlugundadir.
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Kemik dokusunun sertlik ve dayanikliligini saglayan inorganik matriks, kemigin kuru agirliginin
%50’ni olusturmaktadir. Ancak hacim olarak %25’lik kisma denk gelmektedir.®®®> HA kristalleri
kemigin kollajen lifleri ile baglant1 halindedir. Yiiksek gerilme ve sikisma direncine sahip kemik

dokusu bunun sayesinde devamliligini siirdiiriir ve dayamkliligini korur. %68

2.4.4 Kemik Doku Tipleri

Kemik dokusu primer ve sekonder kemik olmak tizere iki tipdir.5’

2.4.4.1 Primer Kemik Matriks

Primer kemik dokusu organik matriksin diizensiz oldugu embrion siirecinde gozlenir. Alana
diisen hiicre sayis1 yliksektir ve zamanla sekonder kemige doniisiir. Embrion doneminde esas olarak

goriiliir, kafatas1 yass1 kemiklerinde ve dis alveol soketlerinde rastlanabilir.%

2.4.4.2 Sekonder Kemik Dokusu
Embriyonik gelisim siirecinde primer kemigin yerini, 3-7u kalinliktaki lamellerden olusan
sekonder kemige birakir. Sekonder kemik de makroskopik olarak kortikal ve spongiyoz kemikten olarak

ikiye ayrilir.%’

Sekil 1. Primer ve sekonder kemik

2.4.4.3 Kortikal Kemik

Kortikal kemik tum yassi kemiklerin dig kismimni ve uzun kemiklerin govdesini olusturur.
Erigkin iskeletin %80’ini olusturan kortikal kemik, homojen dagilimli, kompakt bir goriiniime

sahiptir. Mikroskopik olarak ise lamellar kemik ve diizenli kanallardan olusan bir yapidir. Haversian
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kanallar1 uzun eksene paralel yerlesir ve bu kanallar Volkman kanallar1 ile bir birine baglanir. Bu
sayede periost ile kemik iligi arasinda baglant: saglanir ve kemik metabolizmasinda rol oynar.
Haversian sistemi 4-20 kanaldan ibarettir ve biofonksiyonel kuvvetlere cevap vermesini saglar.
Kemik hiicreleri bu kanallar tizerinde yerlesir, ince kanalciklar vasitasiyla birbirlerine ve damar
iceren kanallara baglanirlar. Her kanal endosteum ile ¢evrilidir ve i¢ind ekan damarlari, sinirler ve

gevsek bag dokusu bulunmaktadir.®0

2.4.4.4 Spongioz Kemik

Trabekiiler kemik bolgelerinin birbiriyle anostomoz yaparak olusturdugu siingerimsi bir
yapidir. Bu yap1 kemiklerin i¢ bolgelerinde ve biiyiime merkezlerinde yer alir.5? Kemik trabekiilleri
arasinda birbiriyle baglantili bosluklar ve bosluklarin igerisinde kemik iligi vardir. Bu trabekiiler
yapinin kemigi beslemesi ve kortikal kemigi destekleme fonksiyonlar1 vardir. Hacimsel olarak biitiin

viicudun kemiklerinin %20°ni olusturur ve direngsiz bir yapidir.”

25 Kemik htcreleri

Osteoblastiar

Osteoklastlar Osteoprogenitar

hiicreler

=

- Osteoid

et Kermik matril

/

- Osteosit

~ Kanalikuli

Sekil 2: Kemigin hiicreleri’
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2.5.1 Osteoprogenitor kok hicreler

Osteoprogenitdr hiicreler mezenkim hiicrelerinden kdken alir. Igsi sekilli, soluk boyanan,
oval ¢ekirdekli hiicrelerdir. Mitozla boliiniip farklilasarak, osteoblast, osteoklast, fibroblast ve

kondroblastlara doniisiirler.®

2.5.2 Osteoblastlar

Osteoblastlar osteoprogenitor hiicrelerden koken alirlar. Sekil itibariyle silindrik ve kiibik
sekilli olabilirler. Aktif kemik olusan tiim bolgeleri tek tabaka seklinde kaplarlar. Kemik matriksinin
organik kisminin olugsmasindan sorumludurlar ve demineralize organik matriksin kalsifikasyonunu
baslatir ve kontrol ederler.”>’* Kemik proteinlerinin %90°m1 olusturan Tip 1 kollajeni, kemik matriks
proteinlerini ve biiylime faktorlerini salgilarlar. Bunun yaninda kemik rezorpsiyonunun
diizenlenmesinde osteoklastlarla beraber rol alirlar. Osteoblastlar kemik olusumu bittigi zaman
mineralize matrikse gomiilerek osteositlere doniisiirler ve ¢evreleri igin matriks sentezleyerek sabit

bir yapiya doniisiirler.”

2.5.3 Osteositler

Osteositler lameller kemik lamelleri arasinda, lakiina denen bosluklarda yer almaktadirlar.
Kanalikiiller ile birbirlerine baglanan komsu lakiinalar besin maddelerinin hiicreden hiicreye gecisini
saglarlar. Kemigin ekstraselliiler matriksinin devamliliginin korunmasinda énemli rol alan osteositler
kemik matriksinin bakimindan sorumludurlar ve herhangi bir nedenle 6liimlerini takiben matrikste

coziinmeler gozlenmektedir.”
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Sekil 3. Osteosit™
2.5.4 Osteoklastlar

Cok cekirdekli blylk hucreler olan osteklastlar, kemik iligindeki monosit-makrofaj gibi
progenitor hiicrelerden koken almaktadirlar. Bu hiicreler kemik rezorpsiyonundan sorumludurlar.
Ayrica “Howship lakiinas1” ad1 verilen yiizeysel ¢ukurlarm igerisine yerlesmislerdir.”
Osteoklastlarin kemik matriksine bakan yiiziindeki diizensiz yapida olan firgamsi kenarlar1 kemik
rezorbsiyonu i¢in mikro g¢evre olusturmakla gorevlidir. Osteoklastlardan kemik matriksini rezorbe
edebilen asit, kollajenaz ve diger proteolitik enzimler salinir. Bu enzimlerin meydana getirdigi asidik
ortam, kalsifiye olmus temel maddeyi c¢Oziiniir serbest hale getirmektedir. Bu silire¢ farkh
bolgelerdeki kemigin rezorpsiyonunu takiben osteoblastlar tarafindan olusturulan yeni kemik
olusumu ile yer degisimini icerir. Kemigin yapim ve yikim olaylar1 sonucu remodelinginde,

osteoklastlar osteoblastlarla beraber 6nemli rol alirlar.”®"
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Sekil 4. Osteoklastlar™

2.6 Hidrojen Sulfit Sinyal Moleklu

Hidrojen sulfit (H2S), ¢liriik yumurtalarin kokusuna sahip renksiz ve zehirli bir gazdir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar, H2S'nin ¢esitli sinyal yollarmi diizenlemek i¢in bir gaz ileticisi olarak
hizmet ettigini gdstermistir.” H2S kemik kiitlesinin olugsmasi ve korunmasiyla da ilgilidir ¢iinkii Ca?*
iyon akisin1 Ca®* kanallar1 iizerinden diizenleyerek kok hiicre islevini kontrol eder. HoS eksikligi,
kok hiicrelerin osteojenik farklilagmasmi bozar. Buna gore, sistatiyonin b-sentaz (CBS) eksikligi

olan bireyler osteopenik bir fenotip sergiler.”

2.6.1 Hidrojen sulfit metabolizmasi

Hidrojen sulfit metabolizmasindaki her hangi bir dengesizlik kusurlu kemik hemostazi ile
ilgilidir.  Memelilerde H»S, iki piridoksal-50-fosfata bagli enzim tarafindan katalizlenen L-
sisteinden(sistatiyonin b-sentaz (CBS) ve sistatiyonin g-liyaz (SGL)) sentezlenir. Kemik iligi
mezenkimal kok hiicreleri (KIMKH) ve KIMKH tiirevi osteoblastlar, kemik mineral yogunlugunu
(KMY) korumak i¢in kemik olusumundan ve osteoklast aracili kemik rezorpsiyonunun
dengelenmesinden sorumludur. KIMKH'lerin H»S iiretip iretmedigi veya H2S seviyelerinin KIMKH
fonksiyonunu etkileyip etkilemedigi bilinmemektedir. Yapilan ¢alismada KIMKH'lerin hem CBS
hem de SGL'i ifade ettigini ve H.S iirettigini gdsterilmistir . Daha da énemlisi H>S KIMKH'lerde kok
hticre 6zelliklerini korumak icin gereklidir.”
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2.6.2 Doku rejenerasyonuna etkisi

Gectigimiz yillarda, mezenkimal kok hiicre (MKH) nakli alanindaki arastirmalarin ilerlemesi,
MKH'lerin doku rejenerasyonu igin yiiksek bir potansiyele sahip oldugu tespit edildiginden
rejeneratif tipta kilometre taglar1 getirmistir. Ek olarak, H>S son zamanlarda cesitli organ
sistemlerinde bir modiilatéor veya hiicre canliligi / apoptoz inhibitdrii olarak Onerilmistir. Son
calismalar, H>S uygulamasinin, ¢oklu stres formlarini (diisiik oksijen, oksidatif hasar veya serum
yoksunlugu) indiiklenen apoptozisi Onleyerek MKH'lerin proliferasyonunu ve sagkalimini
giiclendirdigini gdstermistir.”’®® Baska bir ¢alisma H2S dondriinin (GYY4137) distraksiyon
osteogenezi tavsan modelinde distraksiyonu destekledigini bildirmistir.? Diger bir ¢alismada ise

endojen hidrojen sulfit seviyelerinin distraksion osteogenezi sirasinda yiikseldigi bildirilmistir. 2

2.6.3 Kemik iyilesmesi iizerine etkisi

Bununla birlikte, H2S aracili kemik iyilesmesinin mekanizmasi hala belirsizdir. Sistatiyonin
gama-liyaz enziminin (SGL) osteoblastlarda H-S iireten baslica enzim oldugu bildirilmistir. Mekanik
olarak, SGL-H2S sistemi, yeni bir islem diizenleyici olarak RUNX2 siilthidrasyonu yoluyla
osteogenez aktivitesini arttirir, bdylece kemik iyilesmesini arttirr.  Bu bulgular, H>S
metabolizmasinin  veya H>S dondrlerinin  modulasyonunun, osteoporoz veya diger kemik
hastaliklarmin tedavisi i¢in terapotik bir yaklasim olarak hizmet edebilecegini gostermektedir.

Bununla birlikte, molekiiler mekanizma arastiriimalidir.°

H.S, KiMKH'lerde kok hiicre 6zelliklerini korumak icin gereklidir.”® Bu hipotez,
calismamizda bifosfonatla iliskili c¢ene osteonekrozlarinda hidrojen sulfit dondriinlin etki
mekanizmasimin anlasilmasina yardimei olacaktir. Ozellikle bu etkisini nekroz alanindaki bos kemik
lakunalarma KIMKH’in géciinii saglayarak gosterecegini diisiinmekteyiz. BP ile iliskili osteonekroz
gelismis alana kok hiicrelerin gogli kemik rejenerasyonunu arttirabilir ve klinik olarak iyilesme ile

sonuclanabilir.

Son yillarda BP ile iliskili osteonekroz gelisiminin engellenmesi ve tedavisini dngoren birgok
caligma yapilmistir. Farkli tiirde sistemik ve lokal preparatlarin etkinligini degerlendiren yaynlar
mevcuttur. HzS dondriiniin bu siiregte olan etkisini degerlendiren caligma bulunmamaktadir.

Yapmay1 planladigimiz projede sistemik olarak uygulanan H2S dondriiniin BP ile iliskili osteonekroz
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olusumunu 6nlemede etkinligini degerlendirmektir. Calismamizdan elde edilecek sonuglar ile bir¢ok
hastanin muzdarip oldugu bu sikintili medikal siiregte hastalarin tedavisi ve yasam kalitesine olumlu
anlamda katkida bulunulmasi istenmektedir. Ayrica bu c¢alismadan yola ¢ikarak H>S dondrinin

bir¢ok farkli kemik yikim bozuklugunda tedavi siirecine 151k tutmasi diisiiniilmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Deney Hayvanlan

Bu c¢ahisma Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
03.09.2019 tarihli, 2019/48 protokol no’lu onay1 ile Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi
Cerrahi Arastirma Merkezi'nde yiiriitiilmiistiir. Calismamizda 42 adet ergin disi 250-300 gr
agirhiginda wistar sican kullanilmistir. Tiim hayvanlar ¢aligma Oncesi sistemik enfeksiyon ve
anatomik malformasyon agisindan degerlendirilmistir. sicanlar Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Cerrahi Arastirma Merkezi'nde her grup i¢in ayr1 kafeslerde, ayni laboratuvar sartlarinda
barindirilmistir. Hayvanlar i¢in standart sartlar olan 20+2 C° sicaklik, 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik %50£10 nem orani ve havalandirma tertibati olan giines alan bir ortam saglanmustir.
Hayvanlar herhangi bir kisitlama ve 6zel kosul uygulamaksizin standart sican yemi ve musluk suyu

ile beslenmistir.
3.2 Deney gruplarinin olusturulmasi
Bu calisma klasik cerrahi, farmakolojik’® ve histomorfometrik’®®® yontemlerin kullanilacagi
in vivo deneysel bir ¢alismadir. Calismada rastgele segilmis 250-300 g agirhiginda ve kontrol
grubunda 6, diger deney gruplarinda da 12 adet olmak {izere toplam 42 adet disi sigan kullanilmistir.
Sicanlar deney boyunca 12 saat karanlik-aydinlik ortamda tutulacak, standart yemlerle

beslenecektir. Siganlarm hepsi 8 haftalikken deney periyoduna dahil edilmistir. Tiim Siganlar deney

basladiktan 16 hafta sonra sakrifiye edilmistir
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Tablo 4: Deney gruplar

Gruplar Isimlendirme

1. Kontrol grubu. Kontrol

2. Serum grubu SF, SF+Ext

3. Zoledronik asit grubu ZA, ZA+Ext

4. Zoledronik asit + Hidrojen ZA+HS, ZA+EXt+HS
sulfit grubu

1.Kontrol grubundaki hayvanlar normal anatomik degerlendirme i¢in kullanilmistir.

2.Serum grubunda sag birinci molar ¢ekilmis SF+Ext grubu olusturulmustur. Sol birinci molar
cekilmeyerek SF grubu olusturulmustur.

3.Zoledronik asit grubu sag birinci molar gekilerek ZA+Ext grubu olusturulmustur. Sol birinci molar
cekilmeyerek ZA grubu olusturulmustur.

4.Zoledronik asit + Hidrojen sulfit grubu sag birinci molar ¢ekilerek ZA+Ext+HS grubu

olusturulmustur. Sol birinci molar ¢ekilmeyerek ZA+HS grubu olusturulmustur.
3.3 Deneye Hazirhk

Cahsmamizdaki siganlardan dis cekimi Oncesi anestezi uygulamak icin once tartilarak
agirhiklar: belirlendi. Her havyan icin uygun anestezi dozu hesaplandiktan sonra 50mg/kg ketamin
hidroklorir (Ketalar® flk., Pfizer, 50mg/ml soliisyon) ve 10mg/kg ksilazin hidroklorir (Rompun ®
enj. %2 sol. Bayer, Germany) islem yapilacak gruba intraperitoneal olarak uygulanip, karanlik,
sessiz bir odada bekletildi.

3.4 Deney asamasi

1. Konrol grubu: cerrahi islem uygulanmadi. 8. haftanin sonunda hayvanlar sakrifiye edilmistir.
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Resim 4. Salin enjeksiyonunun IP yapilas:

3. Serum grubu: cerrahi iglem uygulanmadi. Bu gruptaki 12 sigana 8 hafta boyunca haftada 2
kere intraperitoneal (i.p.) 0.1 mg/kg serum fizyolojik enjekte edildi., 8 haftanin sonunda

hayvanlar sakrifiye edildi.
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Z3
£
Resim 5. BP enjeksiyonunun IP yapilmasi

3.Bifosfonat + Dis ¢cekim grubu: bu gruptaki 12 sicana 8 hafta boyunca haftada 2 kere 200 ug/kg
zoledronat(Ostezolen®, Recordati, Turkiye) i.p. enjekte edildi, hayvanlar bir gece a¢ birakildiktan
sonra cerrahi islem(mandibula sag birinci molar dis ¢ekimi) gergeklestirildi ve hayvanlar 8 hafta

daha yasatildi. Dis ¢cekim islemini takip eden 8. haftanin sonunda sakrifiye edildi.

4.Bifosfonat + Dis ¢ekimi + Hidrojen sulfit grubu: bu gruptaki 12 sigana 8 hafta boyunca haftada 2
kere 200 pg/kg zoledronat(Ostezolen®, Recordati, Turkiye) i.p. enjekte edildi, hayvanlar bir gece
ac brrakildiktan sonra cerrahi islem(mandibula sag birinci molar dis ¢ekimi) gerceklestirildi. Dis
¢ekimini takip eden 7 giin boyunca sicanlara Hidrojen sulfit donori(GY4137) 25 mg/kg/gun i.p.
olarak enjekte edildi. Dis ¢ekimini takip eden 8. haftanin sonunda hayvanlar sakrifiye edildi

Strandartizasyon: Dis ¢ekimi i¢in kullanilacak cerrahi ekipman steril Ortii lizerine yerlestirildi.
Mandibula sag 1.molar dise ulasmak i¢in yanak ekarte edildi. 15 no’lu bistlri ucuyla atravmatik

sekilde periodontal ligamanlar kesildi. Dislerin koklerini korumak i¢in bistiiri ucuyla elevasyon
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gergeklestirildi. Dis liikkse edildikten sonra portegli yardimiyla atravmatik sekilde cekildi. Butin
deney gruplarinda ayni cerrahi yontemle ayni dis ¢ekildi.

SN

Resim 7. Bisturi ile periodontal ligamentlerin kesilmesi
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Resim 10. Deney gruplarinmin birinden ¢ekilmis 12 adet molar dis
3.5 Otenazi ve Histolojik Orneklerin Toplanmasi
Sicanlar servikal dislokasyon yontemi kullanilarak sakrifiye edilmistir. Sag ve sol mandibula,

dis ¢ekim soketi ve yumusak dokuyu da igerecek sekilde diseke edildi. Histolojik ve histopatolojik

analiz icin fiksatif solusyona konularak laboratuara gonderildi.
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EES

Resim 11. Alinan Histopatolojik doku drnegi

3.6 GYY4137 molekUlinUn sentezlenmesi

Hidrojen silfir (H2S) tipki Nitric oxide (NO) ve karbon monoxide gibi biyolojik 6neme sahip
endojen gazotransmitter tiirler arasmda yer almaktadir. Ozellikle H2S in potansiyel biyolojik onemi
ile alakali yapilan son yillardaki calismalarda elde edilen sonuglar bu molekiiliin bu sahadaki
Oneminin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Genellikle biyolojik deneylerde kullanilan ve H2S salan
ilaglar, Sodyum hidrosiilfide (NaHS) gibi basit siilfide tuzlarmnin sulu ¢ozeltide H2.S salinimi ile
ortaya ¢cikmaktadir. Ancak hiicrelerden endojen H2S salinimi siilfid tuzlarindan az miktarda ve ¢ok
yavas bir oranda ag¢iga ¢cikmaktadir. Bu nedenle H>S 1 genis bir zaman diliminde serbest birakabilen
organik bilesikler dizayn edilmistir.8!

Bu caligmada hem in vitro hem de in vivo olarak yapilan deneylerde H2S salinimi oldukca
yavag olarak bilinen Morpholinium 4-methoxyphenyl(morpholino)phosphinodithioate (GYY4137)
bilesiginin kullanilmasi planlandi. GYY4137, Lawesson's reaktifi ve morpholine bilesiklerinin
dichloro methane (DCM) icerisinde muamele edilmesi sonucunda kristal formda elde edilebilen bir
biesiktir. Bu ¢alismada ticari olarak satin alinan Lawesson's reaktifi ve morpholine bilesikleri 0
°C’de DCM igerisindeki reaksiyonu sonucunda sentezlendi.

Bu ¢alismada kullanilan tiim reaktifler, aksi belirtilmedikge ticari olarak mevcuttu. *H NMR

Spectra: Bruker 400 (Bruker Biospin AG, Fallanden, Switzerland) spectrometre.
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Lawesson's reaktifinin (10 g, 0.025 mmol) Dichlorometan (100 mL) icerisindeki 0 °C’deki
cozeltisine, Morpholine (9.62 g 0.11 mol) yine Dichlorometan (50 mL) icerisindeki ¢ozeltisi damla
damla ilave edildi. Reaksiyon karigimi 4 saat boyunca oda sicakliginda karistirildi. Reaksiyon
sonucunda olusan iiriin reaksiyon ortaminda ¢okelir. Bu ionik tuz stzildi ve Dichlorometan (3x100
mL) kullanilarak yikandi ve vakum altinda kurutuldu. 12.4 g Beyaz renkli kat1 67% verimle elde
edildi. Daha once karakterize edilmis bir literatiir bilesigi olan GYY4137 igin alman 8'H NMR
spektrumunun literatiir ile uyumlu oldugu belirlendi.®?
81H NMR (500 MHz, D20) & 8.04 — 7.98 (m, 2H), 7.08 — 7.05 (m, 2H), 3.96 — 3.94 (m, 4H), 3.88 (s,
3H), 3.73 -3.71 (m, 4H), 3.31 - 3.28 (m, 4H), 2.86 (dd, J = 9.5, 5.4 Hz, 4H).

i85 :

T T t T ™wror T
g E 5 g i3 &8 &

i) 45
f1 (ppm)

Sekil 5. NMR Spectrum grafigi
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Resim 12. Distille suda ¢oziilmiis GYY4137 kristali

3.7 Histolojik Doku Takibi

Caligmamizin histopatolojik degerlendirmesi Karadeniz Teknik Universitesi Tibbi Patoloji Ana
Bilim Dalr’nda yapilmistir. Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra alman kemik dokulari, %10
paraformaldehit’de tespit edilmistir. Sonrasinda dekalsifikasyon i¢in %10 EDTA (pH 7.4)
soliisyonunda yumusayincaya kadar bekletilmistir ve her giin soliisyon yenilenmistir. Dokular
yumusadiktan sonra tekrar suda yikanmis ve ardindan rutin 151k mikroskobi takibi yapilip parafine
gOmiilmiistiir. Parafin bloklardan Leica mikrotom (Leica, Germany) ile 5 pm kalinliginda alinan
kesitler igin adheziv lamlar kullanilmistir. Ardindan alinan kesitlerde hematoksilen-eozin boyamalar
gerceklestirilmistir. Ardindan kesitler dehidrate edilip, ksilenle seffaflandirma sonrasi kapatilmis ve
151k mikroskobunda degerlendirilmeye alinmistir.

Doku orneklerinde 151k mikroskobu dlzeyinde c¢ekim soketlerinin iyilesme potansiyeli

degerlendirilmistir. Alinan kesitlerde enflamasyon, nekroz, vaskiiler proliferasyon, osteoblast varligi,
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osteoklast varligir ve fibroblastik proliferasyon degerlendirilmistir. Hiicre sayimi igin osteoblast,
osteoklast, osteosit ve fibroblast sayimi esit biiyiikliikte alanlardan yapilmistir.

3.8 istatistiksel Analizler

Calismada yer alan degiskenlerin normal dagilima uygunluk gosterip gostermedigi Shapiro-
Wilk testi ile degerlendirildi. Degiskenlerin tanimlayici istatistiklerinin gosteriminde ortanca
(minimum-maksimum) degerleri verildi.

SF, ZA, ZA+HS, SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarmin her biri i¢cin enflamasyon,
nekroz, vaskuler proliferasyon, osteoblast, osteoklast ve fibroblastik aktivite durumunun
gosteriminde say1 (n) ve yiizde degerleri verildi.

SF, ZA, ZA+HS, SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarinin enflamasyon, nekroz, vaskiiler
proliferasyon, osteoblast, osteoklast ve fibroblastik aktivite durumu agisindan karsilastirilmasinda
Ki-Kare testi kullanildi.

Yine, SF, ZA, ZA+HS, SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarinin osteoblast sayisi,
fibroblast sayisi, osteoklast sayis1 ve vaskiiler yapi sayisi agisindan karsilastirilmasinda Kruskal
Wallis testi kullanild. ikili karsilastirmalar icin Bonferroni metodu tercih edildi.

Istatistiksel analizler ve hesaplamalar icin IBM SPSS Statistics 26.0 (IBM Corp. Released 2019.
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 26.0. Armonk, NY: IBM Corp.) programi kullanild1 ve
istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

SF grubunun %83.3%linde (n=10) enflamasyon yokken, %16.7’sinde (n=2) vardir. Yine SF
grubunun tamaminda (n=12, %100.0) nekroz, vaskiiler proliferasyon ve osteoklast yoktur. Bu
sicanlarin  %33.3’iinde (n=4) osteoblast yokken, %66.7’sinde (n=8) vardir. Benzer sekilde
%66.7’sinde (n=8) fibroblastik aktivite yokken, %33.3’tinde (n=4) vardir (Tablo 1). SF+Ext ve
ZA+Ext+HS gruplarinin %50.0’sinde (n=6) enflamasyon yokken, %50.0’sinde (n=6) vardir. SF+Ext
ve ZA+HS gruplarinin tamamimda (n=12, %100.0) nekroz yokken, ZA grubunun %83.3’iinde
(n=10), ZA+Ext grubunun %33.3’tinde (n=4), ZA+Ext+HS grubunun %58.3’linde (n=7) nekroz
yoktur. SF+Ext grubunun %66.7’sinde (n=8), ZA grubunun %50.0’inde (n=6), ZA+Ext grubunun
%33.3linde (n=4), ZA+Ext+HS grubunun %16.7’sinde vaskiiler proliferasyon vardir. Benzer sekilde
SF+Ext ve ZA+Ext grubu siganlarin tamaminda (n=12, %100.0), ZA grubunun %83.3’iinde (n=10),
ZA+HS ve ZA+Ext+HS gruplarmmm %66.7’sinde (n=8) osteoblast vardir. SF+Ext grubunun
%16.7’sinde (n=2), ZA ve ZA+Ext gruplarinm %350.0’sinde (n=6), ZA+HS grubunun %91.7’sinde
(n=11), ZA+Ext+HS grubunun tamaminda (n=12, %100.0) osteoblast vardir. Yine, SF+Ext, ZA ve
ZA+Ext gruplarinin %83.3’tinde (n=10), ZA+Ext grubunun %16.7’sinde (n=2) ve ZA+Ext+HS
grubunun %50.0’sinde (n=6) fibroblastik aktivite vardir.

Resim 13. ZA+Ext grubu nekrotik kemigin histopatolojik goriintiisii
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Resim 14. ZA+Ext grubu nekrotik kemigin histopatolojik goriintiisii(2)

Resim 15. ZA grubu molar dis kokii ¢cevresinde artmuis fibroblastik proliferasyon ve diizensiz kemik

adalar
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Tablo 5. Gruplara gére dlgiim degerlerinin dagilimi

SF
Enflamasyon
Nekroz
Vaskiler Proliferasyon
Osteoblast
Osteoklast
Fibroblastik Aktivite
SF+Ext
Enflamasyon
Nekroz
Vaskiler Proliferasyon
Osteoblast
Osteoklast
Fibroblastik Aktivite
ZA
Enflamasyon
Nekroz
Vaskler Proliferasyon
Osteoblast
Osteoklast
Fibroblastik Aktivite
ZA+Ext
Enflamasyon
Nekroz
Vaskiler Proliferasyon
Osteoblast
Osteoklast
Fibroblastik Aktivite
ZA+HS

Enflamasyon

Yok Var
n (%) n (%)
10 (83.3) 2 (16.7)
12 (100.0) 0 (0.0)
12 (100.0) 0 (0.0)
4 (33.3) 8 (66.7)
12 (100.0) 0 (0.0)
8 (66.7) 4 (33.3)
6 (50.0) 6 (50.0)
12 (100.0) 0 (0.0)
4 (33.3) 8 (66.7)
0 (0.0) 12 (100.0)
10 (83.3) 2 (16.7)
2 (16.7) 10 (83.3)
2 (16.7) 10 (83.3)
10 (83.3) 2 (16.7)
6 (50.0) 6 (50.0)
2 (16.7) 10 (83.3)
6 (50.0) 6 (50.0)
2 (16.7) 10 (83.3)
2 (16.7) 10 (83.3)
4 (33.3) 8 (66.7)
8 (66.7) 4 (33.3)
0 (0.0) 12 (100.0)
6 (50.0) 6 (50.0)
2 (16.7) 10 (83.3)
11 (91.7) 1(8.3)
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Nekroz
Vaskler Proliferasyon
Osteoblast
Osteoklast
Fibroblastik Aktivite
ZA+Ext+HS
Enflamasyon
Nekroz
Vaskuler Proliferasyon
Osteoblast
Osteoklast
Fibroblastik Aktivite

12 (100.0)
12 (100.0)
4 (33.3)
1(8.3)
10 (83.3)

6 (50.0)
7 (58.3)
10 (83.3)
4(33.3)
0(0.0)
6 (50.0)

0(0.0)
0(0.0)
8 (66.7)
11 (91.7)
2 (16.7)

6 (50.0)
5 (41.7)
2 (16.7)
8 (66.7)
12 (100.0)
6 (50.0)

SF ve ZA, ZA ve ZA+HS gruplar arasinda enflamasyon durumu agisindan anlamli farklilik

vardir (sirayla; p=0.004, p=0.001). SF ve ZA+HS gruplar1 arasinda anflamasyon durumu agisindan

anlamli farklilik bulunamamustir (p>0.05) (Tablo 2) (Sekil 1).

Resim 16. SF grubu molar dis kokii ¢evresinde saglikli kemik dokusu
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Tablo 6. SF, ZA ve ZA+HS gruplarinin enflamasyon durumuna gére karsilastirilmasi

Enflamasyon

Yok Var

n (%) n (%) P
SF 10 (83.3 2 (16.7

(83.9) (6.7 0.004
ZA 2 (16.7) 10 (83.3)
SF 10 (83.3 2 (16.7

(833) (167 >0.999

ZA+HS 11 (91.7) 1(8.3)

ZA 2 (16.7 10 (83.3

(16.7) (83.3) 0.00d

ZA+HS 11 (91.7) 1(8.3)

Enflamasyon

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
A C A E C E

B Yok M Var

Sekil 6. SF, ZA ve ZA+HS gruplarinin enflamasyon durumuna gére karsilastiriimasi

SF ve ZA, SF ve ZA+HS, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda nekroz durumu agisindan anlamli
farklilik yoktur (p>0.05) (Tablo 3) (Sekil 2).
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Tablo 7. SF, ZA ve ZA+HS gruplarinin nekroz durumuna gére karsilastirilmasi

Nekroz
Yok Var
n (%) n (%) p
SF 12 (100.0 0 (0.0
( ) 0.0) 0.478
ZA 10 (83.3) 2 (16.7)
SF 12 (100.0) 0 (0.0)
ZA+HS 12 (100.0) 0 (0.0)
ZA 10 (83.3 2 (16.7
(83.3) (16.7) 0.428
ZA+HS 12 (100.0) 0 (0.0)
Nekroz
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
A C A E C E
M Yok ®mVar

Sekil 7. SF, ZA ve ZA+HS gruplarinin nekroz durumuna gore karsilagtiriimasi

SF ve ZA, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda vaskiiler proliferasyon durumu ag¢isindan anlaml
farklilik tespit edilmistir (p=0.014) (Tablo 4) (Sekil 3).
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Tablo 8. SF, ZA ve ZA+HS gruplarinin vaskiiler proliferasyon durumuna gore karsilagtirilmasi

Vaskuler Proliferasyon

Yok Var
n (%) n (%) p
SF 12 (100.0 0 (0.0
( ) ©0) 0.014
ZA 6 (50.0) 6 (50.0)
SF 12 (100.0) 0 (0.0)
ZA+HS 12 (100.0) 0 (0.0)
ZA 6 (50.0 6 (50.0
(50.0) (50.0) 0.l

ZA+HS  12(100.0)  0(0.0)

Vaskiler Proliferasyon

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
A C A E C E

B Yok M Var

Sekil 8. SF, ZA ve ZA+HS gruplarinin vaskiiler proliferasyon durumuna gore karsilastirilmast

SF, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoblast durumu agisindan anlamli farklilik tespit
edilmemistir (p>0.05) (Tablo 5) (Sekil 4).
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Tablo 9. SF, ZA ve ZA+HS gruplarinin osteoblast durumuna gére karsilastirilmasi

Osteoblast
Yok Var
n (%) n (%) p
SF 4 (33.3 8 (66.7
( ) ( ) 0.640
ZA 2 (16.7) 10 (83.3)
SF 4 (33.3 8 (66.7
( ) ( ) >0.999
ZA+HS 4 (33.3) 8 (66.7)
ZA 2 (16.7 10 (83.3
( ) ( ) 0.640
ZA+HS 4 (33.3) 8 (66.7)
Osteoblast
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
A C A E C E
M Yok ®mVar

Sekil 9. SF, ZA ve ZA+HS gruplarinin osteoblast durumuna gére karsilastirilmasi

SF ve ZA, SF ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoklast durumu agisindan anlamh farklilik
oldugu bulunmustur (sirayla; p=0.014, p<0.001). ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoklast durumu
acisindan anlaml farklilik yoktur (Tablo 6) (Sekil 5).
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Tablo 10. SF, ZA ve ZA+HS gruplarinin osteoklast durumuna gére karsilastirilmast

Osteoklast
Yok Var
n (%) n (%) p
SF 12 (100.0) 0(0.0
ZA 6(5(0.0)) aiso.z)) 0.014
SF 12 (100.0) 0(0.0
ZA+HS 1(;.3) ) 11( (91).7) <0001
ZA 6 (50.0 6 (50.0
ZA+HS 1§8.3)) 11( (91.)7) 0.069
Osteoklast
100%
80%
60%
40%
20%
0%
A C A E C E
B Yok M Var

Sekil 10. SF, ZA ve ZA+HS gruplarinin osteoklast durumuna gére karsilastirilmasi

SF ve ZA, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda fibroblastik aktivite durumu agisindan anlamli
farklilik oldugu belirlenmistir (sirayla; p=0.038, p=0.004). SF ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoklast
durumu agisindan anlamli farklilik yoktur (Tablo 7) (Sekil 6).
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Tablo 11. SF, ZA ve ZA+HS gruplarinin fibroblastik aktivite durumuna gore karsilagtirilmasi

Fibroblastik Aktivite

Yok Var
n (%) n (%) p
SF 8 (66.7 4(33.3
( ) ( ) 0.038
ZA 2 (16.7) 10 (83.3)
SF 8 (66.7 4(33.3
( ) ( ) 0.640
ZA+HS 10 (83.3) 2 (16.7)
ZA 2 (16.7 10 (83.3
( ) ( ) 0.004
ZA+HS 10 (83.3) 2 (16.7)

Fibroblastik Aktivite

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
A C A E C E

B Yok M Var

Sekil 11. SF, ZA ve ZA+HS gruplarimin fibroblastik aktivite durumuna gore karsilastirilmasi

SF+Ext ve ZA+Ext, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda enflamasyon durumu
acisindan anlaml farklilik olmadig1 belirlenmistir (p>0.05) (Tablo 8) (Sekil 7).
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Tablo 12. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarinin enflamasyon durumuna gore karsilagtirilmasi

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Enflamasyon
Yok Var
n (%) n (%) P
SF+Ext 6 (50.0) 6 (50.0)
0.193
ZA+Ext 2 (16.7) 10 (83.3)
SF+Ext 6 (50.0) 6 (50.0)
>0.999
ZA+Ext+HS 6 (50.0) 6 (50.0)
ZA+Ext 2 (16.7) 10 (83.3)
0.193
ZA+Ext+HS 6 (50.0) 6 (50.0)

Enflamasyon

B D

B F

B Yok ®mVar

D F

Sekil 12. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarinin enflamasyon durumuna gore karsilagtirilmasi
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Sekil 13. ZA+HS grubunda molar dis kokii ¢evresindeki saglikli kemik dokusu

Sekil 14. ZA+HS grubunda molar dis kokii cevresindeki saglikli kemik dokusu ve normal
boyutlardaki periodontal aralik
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SF+Ext ve ZA+Ext, SF+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda nekroz durumu agisindan

anlamli farklilik oldugu belirlenmistir (sirayla; p=0.001, p=0.037). ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplari

arasinda nekroz durumu agisindan anlamli bir farklilik yoktur (p>0.05) (Tablo 9) (Sekil 8).

Tablo 13. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarimin nekroz durumuna gore karsilastiriimasi

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0

X

Nekroz
Yok Var
n (%) n (%) p
SF+Ext 12 (100.0) 0(0.0)
0.001
ZA+EXxt 4 (33.3) 8 (66.7)
SF+Ext 12 (100.0) 0(0.0)
0.037
ZA+Ext+HS 7 (58.3) 5(41.7)
ZA+Ext 4 (33.3) 8 (66.7)
0.413

ZA+Ext+HS 7 (58.3) 5 (41.7)

Nekroz

B D B F

B Yok ®mVar

D F

Sekil 15. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarinin nekroz durumuna gore karsilastirilmasi
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SF+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda vaskiiler proliferasyon durumu agisindan anlamli

farklilik vardir (p=0.038). SF+Ext ve ZA+Ext, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda vaskiiler

proliferasyon durumu agisindan anlamli farklilik yoktur (p>0.05) (Tablo 10) (Sekil 9).

Tablo 14. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarimin vaskller proliferasyon durumuna gore

karsilastiriimasi

Vaskdler Proliferayon

Yok Var
n (%) n (%) p
SF+Ext 4 (33.3) 8 (66.7)
0.221
ZA+Ext 8 (66.7) 4 (33.3)
SF+Ext 4 (33.3) 8 (66.7)
0.038
ZA+Ext+HS 10 (83.3) 2 (16.7)
ZA+Ext 8 (66.7) 4 (33.3)
0.640
ZA+Ext+HS 10 (83.3) 2 (16.7)
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Vaskiler Proliferasyon

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0
B D B F D F

M Yok mVar

X

Sekil 16. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarimin vaskiler proliferasyon durumuna gore

karsilastiriimast

SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda osteoblast durumu ag¢isindan anlamli
farklilik olmadigi belirlenmistir (p>0.05) (Tablo 11) (Sekil 10).

Tablo 15. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarinin osteoblast durumuna gore karsilastirilmasi

Osteoblast

Yok Var

n (%) n (%) p
SF+Ext 0(0.0) 12 (100.0)
ZA+Ext 0(0.0) 12 (100.0)
SF+Ext 0(0.0) 12 (100.0) 063
ZA+Ext+HS 4 (33.3) 8 (66.7) '
ZA+Ext 0(0.0) 12 (100.0)

093

ZA+Ext+HS 4(333)  8(66.7)
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Osteoblast

100%
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10%

0
B D B F D F

B Yok M Var

X

Sekil 17. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarinin osteoblast durumuna gore karsilagtirilmasi

SF+Ext ve ZA+Ext+HS, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda osteoklast durumu
acisindan anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir (sirayla; p<0.001, p=0.014). SF+Ext ve ZA+Ext
gruplar1 arasinda osteoklast acisindan anlamli farklilik yoktur (p>0.05) (Tablo 12) (Sekilll).

Sekil 18. ZA+Ext+HS grubunda osteoklastlarin varligi ve aktif remodelling goriintiisti
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Tablo 16. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarinin osteoklast durumuna gére karsilastirilmast

Osteoklast
Yok Var
n (%) n (%) p
SF+Ext 10 (83.3) 2 (16.7)
0.193
ZA+Ext 6 (50.0) 6 (50.0)
SF+Ext 10 (83.3) 2 (16.7)
<0.001
ZA+Ext+HS 0 (0.0) 12 (100.0)
ZA+Ext 6 (50.0) 6 (50.0)
0.014
ZA+Ext+HS 0 (0.0) 12 (100.0)
Osteoklast
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
B D B F D F
M Yok ®mVar

Sekil 19. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarinin osteoklast durumuna gére karsilastirilmasi

SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarinin arasinda fibroblastik aktivite durumu agisindan
anlamli farklilik olmadig1 belirlenmistir (p>0.05) (Tablo 13) (Sekil 12).
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Tablo 17. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarimin fibroblastik aktivite durumuna gore

karsilastiriimasi

Fibroblastik Aktivite

Yok Var
n (%) n (%) p
SF+Ext 2 (16.7) 10 (83.3)
>0.999
ZA+Ext 2 (16.7) 10 (83.3)
SF+Ext 2 (16.7) 10 (83.3)
0.193
ZA+Ext+HS 6 (50.0) 6 (50.0)
ZA+Ext 2 (16.7) 10 (83.3)
0.193

ZA+Ext+HS 6 (50.0) 6 (50.0)

Fibroblastik Aktivite

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
B D B F D F

B Yok ®mVar

Sekil 20. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarimin fibroblastik aktivite durumuna gore

karsilastiriimast
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SF grubunun osteoblast ortancasi 11.00 (min=0.00, mak=70.00), ZA grubunun osteoblast
ortancast 30.50 (min=0.00, mak=110.00) ve ZA+HS grubunun osteoblast ortancasi 14.00’tiir
(minimum=0.00, maksimum=95.00). SF, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoblast Olglimleri
acisindan anlamli farklilik yoktur (p>0.05). SF grubunun fibroblast ortancasi 0.00 (min=0.00,
mak=160.00), ZA grubunun fibroblast ortancasi 71.50 (min=0.00, mak=440.00) ve ZA+HS
grubunun fibroblast ortancast 14.00’tiir (minimum=0.00, maksimum=57.00). SF, ZA ve ZA+HS
gruplar1 arasmda fibroblast dlgiimleri a¢isindan anlamli farkhilik vardir (y?= 7.828, p=0.020). SF
grubunun osteoklast ortancasi 0.00 (min=0.00, mak=2.00), ZA grubunun osteoklast ortancasi 0.50
(min=0.00, mak=10.00) ve ZA+HS grubunun osteoklast ortancast 2.50’dir (minimum=0.00,
maksimum=16.00). SF, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoklast Gl¢iimleri agisindan anlamli
farklilhik oldugu tespit edilmistir (y?= 12.864, p=0.002). SF grubunun vaskiiler yap1 ortancas1 0.50
(min=0.00, mak=5.00), ZA grubunun vaskiiler yap1 ortancast 6.00 (min=0.00, mak=25.00) ve
ZA+HS grubunun vaskiiler yap1 ortancast 1.50°dir (minimum=0.00, maksimum=6.00). SF, ZA ve
ZA+HS gruplar arasinda vaskiiler yap1 dlgiimleri agisindan anlamli farkhilik vardir (y?= 15.319,
p<0.001) (Tablo 14).

Tablo 18. SF, ZA ve ZA+HS gruplarimin 6l¢iim degerlerine gore karsilastirilmasi

SF ZA ZA+HS

Ortanca Ortanca Ortanca

(Min-Mak) (Min-Mak) (Min-Mak) X2 p
Osteoblast 11.00 (0.00- 30.50 (0.00- 14.00 (0.00-

2.244 0.326

sayisi 70.00) 110.00) 95.00)

0.00 (0.00- 71.50 (0.00- 14.00 (0.00-
Fibroblast sayis1 7.828 0.020

160.00) 440.00) 57.00)
Osteoklast

0.00 (0.00-2.00)  0.50 (0.00-10.00)  2.50 (0.00-16.00) 12.864 0.002
sayisl

Vaskiiler  yap1
0.50 (0.00-5.00)  6.00 (0.00-25.00) 1.50 (0.00-6.00)  15.319 <0.001
sayist

Min: Minimum, Mak: Maksimum

SF ve ZA, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda fibroblast degerleri a¢isindan anlamli farklilik
oldugu belirlenmistir (sirayla; p=0.011, p=0.033). SF ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoklast
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degerleri agisindan anlamli farklilik vardir (p<0.001). SF ve ZA, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda da

vaskuler yapi1 degerleri agisindan anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir (sirayla; p<0.001,
p=0.004) (Tablo 15).

Tablo 19. SF, ZA ve ZA+HS g ikili karsilagtirma sonuglart

SF-ZA SF-ZA+HS ZA-ZA+HS

p p Y
Fibroblast sayis1 0.011 0.787 0.033
Osteoklast say1si 0.075 <0.001 0.070
Vaskiiler yap1

<0.001 0.408 0.004

sayi1st

SF+Ext grubunun osteoblast ortancasi 20.00 (min=4.00, mak=82.00), ZA+Ext grubunun
osteoblast ortancast 88.00 (min=2.00, mak=430.00) ve ZA+Ext+HS grubunun osteoblast ortancasi
4.50’dir (minimum=0.00, maksimum=42.00). SF+Ext, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda
osteoblast oOl¢iimleri agisindan anlamli farklihk vardir (y?= 14.852, p=0.001). SF+Ext grubunun
fibroblast ortancasi 63.00 (min=0.00, mak=250.00), ZA+Ext grubunun fibroblast ortancasi 342.50
(min=0.00, mak=610.00) ve ZA+Ext+HS grubunun fibroblast ortancasi 3.00’tiir (minimum=0.00,
maksimum=110.00). SF+Ext, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda fibroblast ol¢iimleri
agisindan anlaml farklilik vardir (y?= 13.923, p=0.001). SF+Ext grubunun osteoklast ortancasi 0.00
(min=0.00, mak=4.00), ZA+Ext grubunun osteoklast ortancast 0.50 (min=0.00, mak=5.00) ve
ZA+EXxt+HS grubunun osteoklast ortancasi 5.50’dir (minimum=1.00, maksimum=20.00). SF+EXxt,
ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda osteoklast dlgiimleri agisindan anlamli farklilik vardir
(x?= 200.911, p<0.001). SF+Ext grubunun vaskiiler yap1 ortancasit 3.00 (min=0.00, mak=>5.00),
ZA+EXxt grubunun vaskiiler yap1 ortancasi 20.50 (min=0.00, mak=42.00) ve ZA+Ext+HS grubunun
vaskuler yapi ortancasi 2.50’dir (minimum=0.00, maksimum=6.00). SF+Ext, ZA+Ext ve

ZA+Ext+HS gruplari arasinda vaskiiler yap1 6lgiimleri agisindan anlamli farklilik vardir (2= 8.381,
p<0.015) (Tablo 16).
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Tablo 20. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarinin 0lcUm degerlerine gore karsilagtiriimasi

SF+Ext ZA+Ext ZA+EXt+HS
Ortanca Ortanca Ortanca
(Min-Mak) (Min-Mak) (Min-Mak) x2 p
Osteoblast 20.00 (4.00- 88.00 (2.00- 4.50 (0.00-
14.852  0.001
sayisl 82.00) 430.00) 42.00)
Fibroblast 63.00 (0.00- 34250 (0.00- 3.00 (0.00-
13.923 0.001
sayisl 250.00) 610.00) 110.00)
Osteoklast 5.50 (1.00-
0.00 (0.00-4.00) 0.50 (0.00-5.00) 200.911 <0.001
sayisl 20.00)
Vaskiiler yap1 20.50 (0.00-
3.00 (0.00-5.00) 2.50 (0.00-6.00) 8.381 0.015
sayisl 42.00)

Min: Minimum, Mak: Maksimum

SF+Ext ve ZA+Ext, ZA+Ext ve ZA+EXt+HS gruplar1 arasinda osteoblast degerleri agisindan
anlamh farklilik vardir (swrayla; p=0.019, p<0.001). ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda
fibroblast dlglimleri agisindan anlaml farklilik vardir (p<0.001). SF+Ext ve ZA+Ext+HS, ZA+EXxt
ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda osteoklast Olgiimleri agisindan anlamli farklilik vardir (sirayla;
p<0.001, p=0.001). Yine, SF+Ext ve ZA+Ext, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda da vaskiiler
yap1 6l¢iimleri agisindan anlamli farklilik vardir (sirayla; p=0.013, p=0.011) (Tablo 17).

Tablo 21. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarimn ikili karsilastirma sonuglar

SF+Ext- ZA+Ext-
SF+EXt-ZA+Ext  ZA+Ext+HS ZA+EXt+HS
p Y P
Osteoblast say1s1 0.019 0.140 <0.001
Fibroblast sayis1 0.076 0.051 <0.001
Osteoklast say1s1 0.339 <0.001 0.001
Vaskiiler yap1 sayis1  0.013 0.945 0.011
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5. TARTISMA

Bifosfonatlar yara iyilesmesini ciddi 6lciide etkileyen ilaglardan bir tanesidir.2® Endojen
inorganik pirofosfatlarmm kemik metabolizmasin1 diizenleyen ve metabolize olmayan sentetik
analoglaridir. Bifosfonatlar karmasik bir etki mekanizmasi iizerinden etki ederler. Kemik
remodellinginin hiicresel ve biyokimyasal metabolik yoluna etki ederler. Ozellikle, osteoklastik
aktiviteyi gucli bir sekilde inhibe ederler.* Bifosfonatlar; kemik dokusunun remodelyasyonu
sirasinda, osteoklastik aktivite sonucunda kemikten salinan kalsiyum ve fosfor kristallerinin lizerine
tutunurlar. Bu etkiler nitrojen iceren ve icermeyen bifosfonatlar icin benzerdir, ancak hucresel
etkileri farkhidir.®® Nitrojen icermeyen bifosfonatlar®® osteoklastlar tarafindan hidrolize edilemeyen
ATP analoglarin1 inaktive etmek amaciyla metabolize edilirler. Bu durum osteoklastlar igin
sitotoksiktir ve apoptozisi tetikler.8”4° Nitrojen iceren bifosfonatlarm etki mekanizmasma
baktigimizda, mevalonat yolundaki farnesil pirofosfat sentetaz enzimini inhibe ettiklerini
gorulmektedir. Ek olarak, nitrojen iceren bifosfonat grubu ilaglar osteoklastlarin kedini yenileme
oranin1 azaltarak osteoblastlar1 tetikler.® Biitiin bu etkilerin yaninda tiimér hiicrelerinin apoptosisini
tetiklemek, parenkim dokusuna timar hicrelerinin adhezyonunu 6nlemek ve timoriin ¢evre dokulara

invazyonunu inhibe ederek, antitiimorosidal etki gosterirler.*®

Bifosfonat grubu ilaglarm antianjiyogenetik ve T-hiicrelerini aktive etme dzellikleri vardir.®®
Intravendz(i.v.) olarak kullanilan bifosfonatlar gelismis biyoyararlanima sahiptirler ve
gastrointestinal yan etki gostermezler.*® Siklikla kemik metastazlari, osteoporoz, multiple miyelom
ve diger kemik hastaliklarinin tedavisinde kullanilirlar. Bifosfonatlarin uzun siireli kullanimi
sonucunda gelisen ve ciddi bir yan etki olan ¢ene kemiginin osteonekrozu (ONJ), ilk kez Marx ve
ark® tarafindan tammlanmstir. I.v bisfosfonatlarla tedavi edilen hastalarin maksillofasiyal
bolgelerinde agiga ¢ikmis nekrotik kemik ile karakterize ve iyilesmeyen alanlarmm mevcut oldugu
gozlemlemistir. Amerikan Oral ve Maksillofasiyal Cerrahi Dernegi (AAOMS), 2009 yilinda
yaymladiklar1 bildiride, daha ©nce bas-boyun bolgesinden radyoterapi almamis, bisfosfonat
kullanmis ya da kullanmakta olan hastalarin ¢enelerinde 8 haftadan uzun siire mukozadan agiga
cikan kemik goriintiisiinii ‘bisfosfonata bagli c¢ene kemigi osteonekrozu (BRONIJ)® olarak

tanimlamustir.®?

Cene kemiginde osteonekroz gelistigi zaman kemik dokusu, kigik travmalardan sonra bile

genellikle iyilesemez ve kemik agiga ¢ikar. Kemik biitiinliigiiniin bozuldugu, kemigin agiga ¢iktigi
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cenelerin bifosfonatla iligkili osteonekrozunda iyilesme siirecini hizlandirmak ve sorunsuz bir

iyilesme saglamak ilk hedef olmustur.?®

Kemik dokusu, remodeling mekanizmasimi kullanarak yasamini siirdiiren 6zel bir bag
dokusudur. Kemikteki yikim osteoklastik aktivite sonucu gergeklesirken, yapim osteoblastik aktivite
sonucunda gerceklesmektedir. Kemikte bir hasar meydana geldiginde kemik iyilesme

mekanizmalariyla kendini yeniler.*

Yara iyilesmesi; biitiinliiglinii kaybetmis dokunun normal
fizyolojik, anatomik ve histolojik yapisinin yeniden geri kazamilmasi seklinde tanimlanir.
Beraberinde yara iyilesmesi, organize ve sistemli bir takim hiicresel ve biyokimyasal olaylardan
olusmaktadir. Bir dis ¢ekim soketinin iyilesmesi sekonder yara iyilesmesi i¢in giizel bir 6rnektir.
Disin ¢ekilmesinin hemen ardindan, ¢ekim soketi kanla dolmaktadir. Dis ¢cekim soketlerinde olusan
piht1 24-48 saat icinde organize olur ve ilk haftada olusan pihti, inflame hiicrelerin iizerine go¢ ettigi
gegcici bir fibrin iskele olusturur. Bu asamada piht1 organize olur ve ylizeyinbe yara etrafindaki epitel
yiirlimeye baslar. Bunu takiben ikinci haftada piht1 fibroplazi yoluyla organize olmaya devam eder
ve cevre kemikten yeni kan damarlari pihtinin merkezine dogru ilerlemeye baslar. Ugiincii haftada,
graniilasyon dokular1 dis ¢ekim soketini doldurmaya baslar ve yaranin etrafinda bir kemik iskelesi
olusur. Yara yiizeyine yiiriiyen epitel, hi¢ yara izi birakmadan bolgeyi tamamen epitelize eder ve

iyilesme tamamlanir. %1929

Literatiirde yara iyilesmesini degerlendirmek i¢in in vivo ¢alismalarda birgok hayvan modeli
kullanilmistir. Bunlar arasinda, kopek, koyun, maymun gibi hayvan modelleri olmakla birlikte,
hayvan teminindeki zorluklar nedeniyle arastirmacilar baska modeller {izerinde c¢alismaya
yonelmislerdir. Yara iyilesmesinin degerlendirildigi birgok c¢alismada deney hayvani olarak si¢an
kullanilmugtir.***® Sigan kullanimi maliyet ve bakim agisindan daha avantajli bir model olmanin yani
sira kemik metabolizmalar1 ve fizyolojileri hakkinda daha fazla bilgi olmasi agisindan tercih
edilmektedir.®® Siganlarn deney hayvani olarak sik tercih edilmesinin diger nedeni de, hizli
tireyebilmesi, deney uygulama asamasmda kullanimmin pratik ve postoperatif bakimmin kolay
olmasi, kisa siirede genetik agidan benzer gruplar olusturula bilmesidir. Arastirmalarda yara
iyilesmesi modeli i¢in disi sicanlarin mandibular disleri ¢ekildigi i¢in bizde ¢alismamizda ayni
modeli kullanmayi tercih ettik. Literatiirde arastirmacilar tarafindan olusturulan fare, sigan, kdpek,
domuz gibi cesitli BRONJ hayvan modelleri mevcuttur.®” Deneysel olarak olusturulan bifosfonata
bagl osteonekroz hayvan modeli igin en siklikla siganlarm tercih edildigi goriilmiistiir.”®% Bizde

calismamizda BRONJ olusturmak i¢in sigan modelini tercih ettik.
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Aragtirmalarda siganlarda BRONJ hayvan modeli olusturmak igin zoledronik asit
kullanilmaktadir. Ancak sicanlarda zoledronik asitin kullanimiyla ilgili standart bir doz veya
uygulama yontemi bulunmamaktadir. Caligmalarda birbirinden farkli dozlar, farkli araliklarla, farkl
uygulama yoOntemleriyle kullanilmis ve yine farkli basar1 oranlarinda BRONJ olusumu
goriilmiistiir. %819 Wistar sicanlarda calisma yapan Gutierrez ve ark.®* deneklere 7 ve 14. giinlerde
0.06 mg/kg zoledronati intraperitoneal yolla uygulamislardir. Deneklerin 2. haftada dis ¢ekimlerini
gerceklestirmiglerdir. Yaptiklart histolojik incelemelerde enfeksiyon, osteonekroz ve inflamatuar

hiicre infiltrasyonu parametrelerinin kontrol grubundan daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Takaoka ve ark.% Sprague Dawley sicanlarda gerceklestirdikleri bir ¢alismada diabetik ve
saglikli siganlara bifosfonat uygulamislardir. 21 hafta boyunca 2 haftada bir 0.035 mg/kg zoledronat
i.v olarak verilen deneklerin sol maksiller molar disleri ¢ekilmistir. Cekimi takiben 2, 4 ve 8.
haftalarda sakrifikasyonlar1 gergeklestirilen sicanlardan elde edilen kesitler histolojik olarak

incelenmis ve bifosfonatin etkisi degerlendirilmistir.

Dayisoylu ve ark.!®* yaptiklar1 ¢alismada, BRONJ olusturulan siganlarin alveol onarmminda
paratiroid hormonun etkilerini degerlendirmislerdir. Siganlara, sekiz hafta boyunca her (¢ glnde bir
0.1mg/kg zoledronik asit (ZOL) intaperitonal olarak enjekte etmislerdir. 4 haftalik tedaviden sonra,
mandibular sol 1.molar disi ¢ekmislerdir. Bizim ¢alismamizda kullanilan zoledronik asitin dozu,

uygulama sekli ve stiresi Dayisoylu ve ark.’®’nin yaptiklari ¢alisma referans alinarak yapilmustir.

Gilintimiizde BRONJ gelisen hastalarda medikal tedavi, medikal/cerrahi tedavi ve
medikal/cerrahi tedaviye ek olarak c¢esitli destekleyici tedavileri iceren bircok tedavi yontemi
kullanilmaktadir. Destekleyici tedaviler arasinda; ozon tedavisi, hiperbarik oksijen tedavisi,
trombosit konsantreleri, teriparatit tedavisi, DESL uygulamalar1 ve FDT gibi yontemler

kullanilmaktadir, 102193

Fliefel ve ark.2%2’nin yaptig1 sistematik derlemede; minimal invaziv cerrahi tedavinin BRONJ
tedavisinde en sik kullanilan ydntem oldugu gosterilmistir. Inceledikleri galismalarda BRONJ
gelisen toplam 767 hastanin sekestrektomi, kiiretaj veya debridman ile tedavi edildigi goriilmiistiir.
Bu sonuglar, Alons ve ark.'® "nin yedi hastay: sekestrektomi ve kiiretaj ile tedavi ettigi ¢alisma ile
korelasyon gostermistir. Mitsimponas ve ark.!®® BRONJ gelisen hastalarda kemik debridmani, apse
drenaji, iilser eksizyonu ve ekspoz alanlarin primer olarak kapatilmasi dahil olmak iizere gesitli

cerrahi prosediirler kullanmislardir. Bu yontemler ile hastalarda %53'liik bir genel basar1 oran1 elde
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ettiklerini bildirmislerdir. Eckert ve ark.'% opere edilen 24 hastada% 58 basar1 oran1 bildirmislerdir.
Aragtirmacilar cerrahi prosediir olarak, nekrotik kemigin rezeksiyonu ve yumusak dokuda primer
kapama yapmuislardir. Millesi ve ark.’®” BRONJ gelisen hastay1 sekestrektomi, debridman ve kismi
rezeksiyonla 6 ayda tedavi etmisler ve genel olarak % 50 basari orami bildirmislerdir. Otto ve
arkadaslar®® ise tekrarlayan BRONJ vakalarinda cerrahi tedavinin, tek iyilestirici tedavi oldugunu

savunmuslar ve radikal tedaviyi uygulamiglardir.

AAOMS yonergesinde ise gore cerrahi tedavinin mumkin oldugu kadar uzun siire
ertelenmesi gerektigi ve ila¢ tedavisinin dncelikli tercih edilmesi gerektigi bildirilmektedir.** Van
den Wyngaert ve ark.'® ve Scoletta ve ark.!® BRONJ'un medikal tedavisinin vakalarin% 50'sinde
mukozal iyilesme sagladigmi bildirmislerdir. Bununla birlikte, calisma grubundaki BRONJ
lezyonlarmin iyilesme orani, tedavi sirasindaki BRONJ evresi ile onemli 6l¢iide iliskili oldugu ve
daha yiiksek evrelerde daha diisiik iyilesme oranlar1 oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte
Gomez Font ve ark.®® BRONJ’un tedavisinde uzun siireli antibiyotik kullanimmi ve giinde 3-4 kez

klorheksidin gargara kullanimin1 6nermislerdir.

BRONIJ tedavisinde biiyiime faktorlerinin uygulanmasi da yumusak ve sert doku iyilesmesini
arttirdig1 i¢in bir tedavi segenegi olarak kabul edilmektedir. Kemotaktik ajanlar gibi davranarak,
anjiyogenezi, gocu, proliferasyonu ve kok hiicrelerin kemik olusturan hiicrelere farklilasmasini
uyarirlar.’® Bazi calismalarda tekrarlayan BRONJ vakalarmin kemik rezeksiyonu ve ardindan
topikal PRP ile tedavi edildigi bildirilmistir.28!! Cardoso ve ark!'? yaptiklar1 bir ¢alismada; toplam
30 Wistar Albino siganda BRONJ gelistirilmesi sonrasi cerrahi tedaviye ek olarak PRP uygulamasimi
degerlendirmislerdir. Siganlar1 esit iki gruba ayirmislar ve 15 giinde bir olmak iizere toplamda dort
kere intravendz olarak 0.035 mg/kg oraninda zoledronik asit uygulamislardir. Ilk gruptaki siganlarda
dis cekimi sonrasi gelisen BRONJ modeline kars1 sekestrektomi ve PRP uygulamasi yapmislardir.
Ikinci gruptaki siganlarda ise dis ¢ekimi sonrasi gelisen BRONJ modeline sadece sekestrektomi
uygulamiglardir. Calisma sonuglarmi mikro BT ile degerlendirmislerdir. Calismadan elde edilen
sonu¢larda BRONJ gelisimi sonrasi sekestrektomiye ek olarak PRP uygulamasinin iyilesmeye

anlaml katk1 sagladig1 bildirilmistir.*2

Hidrojen sulfit (H2S), ¢esitli fizyolojik ve patolojik kosullarda énemli roller oynayan gaz
halindeki sinyal molekiilii olarak kabul edilmistir.'** H,S'nin endojen konsantrasyonlar1 genellikle
diisiiktiir, bu da kesin biyolojik fonksiyonlarinin ayirt edilmesini zorlagtirr. H2S'nin fizyolojik

rollerinin arastirilmasi, hiicre Kulturi ve hayvan c¢alismalarinda molekulin eksojen olarak
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uygulanmasi ile yapilmaktadir. Eksojen bir HoS kaynagina olan bu ihtiyag, kimyagerlerin biyolojik
kosullar altinda H>S salmimi yapan kimyasal molekdller gelistirmeleri i¢in benzersiz bir zorluk
saglar. H2S dondrleri olarak adlandirilan bu molekdller belirli tetikleyicilerin etkisi ile HoS salgilar

ve endojen tretimi taklit eder.**

Yakin zamanda gelistirilen H2S donorleri, klinik oncesi ve erken klinik ¢aligmalarda gesitli
patolojik siireglere karst umut verici etkiler gostermektedir. Ornegin, H2S dondrlerinin, anti-
inflamatuar tedavi sirasinda gastrointestinal iilserlerin onlenmesinde etkili oldugu bulunmustur.
Ozellikle, kimyasal yapis1 kiikiirt iceren ve H2S salabilen gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan
kokli ilaglar vardir. Dolayisiyla, bu ilaclarin terapotik etkisi, kismen ilag metabolizmasi sirasinda
meydana gelen H>S salmimmin ve/veya bu ilaglarn endojen hidrojen siilfit liretimi lizerindeki

etkisinin sonucu olabilir.1®

Onceden sadece toksik bir ajan olarak bilinen hidrojen sulfit (H2S), son yillarda
kardiyovaskiiler sistemin homeostazinda anahtar rol oynayan 6nemli bir endojen gazotransmitter
olarak kabul edilmistir. HoS'nin miyokardiyal iskemi/reperfiizyona (I/R) karst sergiledigi koruyucu
role iliskin artan kanitlar, H>S'nin kardiyoprotektif etkisini agiklayan olas1 etki mekanizmasina artan
bir ilgi literatiirde arastirmalarin artmasma sebep olmustur. Su anda, anti-inflamatuar, antioksidan,
iyon kanallar1 gibi proteinleri degistirebilen sulfhidrasyon mekanizmalar1 gibi bircok etKki
mekanizmasi 6grenilmis ve dogrulanmistir. Mitokondriyal koruma ve anti-apoptotik mekanizmalarin

yanmda pro-anjiyogenez etkisi bile tarif edilmistir.*1®

Kemik kaybina karsi hidrojen siilfitin terap6tik potansiyelini arastrmak igin yapilan bir
caligmada siganlarmm GYY4137 (suda ¢oziiniir bir hidrojen siilfiir dondrii, glinde 25 mg/kg, i.p.) ile
tedavi edilmesi serumdaki osteokalsin diizeylerini 6nemli Olgiide arttirmustir. Ayni siganlarin
GYY4137 ile tedavisi osteoblast yiizey alanini arttirmustir. Modellenmis mikro graviteye maruz
birakilan MC3T3-E1 hicrelerinde, GYY4137, artan mRNA ekspresyonu ve alkalin fosfataz
aktivitesi ile geligsmis osteoblastik farklilasmayr uyardigi goriilmiistir. GY'Y4137'nin modellenmis
mikro graviteye maruz kalan siganlarda kemik yapisini1 korudugunu ve modellenmis mikro gravite

altinda MC3T3-E1 hiicrelerinde osteoblastik farklilagsmay1 destekledigini gdsterilmistir.*t’

Ma ve ark!® H,Snin glukokortikoid kaynakli osteoporoz iizerindeki terapétik etkilerini
aragtirmistir. Deksametazonun (Dex) in vivo olarak kemik iliginde iki H2S Ureten enzimi, sistatiyon

B-sentaz ve sistatyon g-liyaz'rt azalttigmi bulmuslardir. GY'Y4137'i tedavisi, Dex'in kemik olusumu
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Uzerindeki inhibitOr etkisini 6nemli dlglide azaltmistir. GYY4137, Wnt ligandlarinin artan {iretimi

yoluyla Wnt sinyalini aktive ederek osteoblastogenezi destekledigi gosterilmistir.

GYY4137 ayrica, ERK 1/2'ye bagl bir antioksidan mekanizma yoluyla osteoblastlarin
olusumunu ve farklilasmasmi uyarabilir ve hidrojen peroksit tarafindan indiiklenen MC3T-E1'in
oksidatif hasarmi basarili bir sekilde inhibe edebilir.'® GYY4137nin SIRT1 yolu araciligiyla
partikiil kaynakli inflamasyonu ve osteolizi &nleyebildigi bulunmustur.’?® GYY4137, kontrolli
salimli bir H>S donori olarak, endojen H2S olusumunu simiile edebilir ve eksojen bir donor olarak
sodyum siilfirden daha fazla avantaja sahiptir.?® Endojen H.S takviyesi olarak GYY4137'nin
intraperitoneal enjeksiyonu ile sigan plazmasindaki HoS'nin fizyolojik seviyesi arttirilabilir ve
kalsiyum ve fosfor metabolizmasinin dengesini diizenlemek i¢in kullanilabilir. Bu bilgiler 151ginda
calismamizda Deneysel BRONJ Modeli olusturdugumuz siganlarda GYY4137 molekili

kullanilmistir.

Scheper ve ark.!?? oral mukozay1 temsil eden insan hiicre kiiltiirii, insan diseti fibroblast hiicre
kiiltiirlerini kullanarak bir ¢alisma yaymlamislardir. Hiicre kiiltiirleri 0.25, 0.50, 1 veya 3 Imol/I artan
doz miktarlarinda zoledronikasit’e maruz birakilmis ve hiicrelerdeki apoptozun fiziksel belirtileri
mikroskobik olarak belirlenmis. ilk hiicre hasar1 3 Imol/l dozda 6 saat gibi bir erken vakitte
gozlenirken, 1 ve 0.5 Imol/l zoledronikasit’e maruz birakilan hiicrelerde sirasiyla 10 ve 14 saatte
g6zlendi. 24 saatte hem keratinosit hem fibroblast hiicrelerinin pargalandig1 ve yiizen 6li hiicreler
gostermeye basladigr goriildii, bu da zoledronik asitin doza bagli sekilde apoptozu tetikledigini
gosterir. Calismamizda da benzer sekilde zoledronik asit grubunda kontrol grubuna goére daha fazla

epitel kayb1 ve enflamasyon olusmustur.

Vasconcelos ve ark.1? 2012 yilinda yaptiklar1 deneysel hayvan calismasinda siganlar 3 gruba
ayrilmistir. Kontrol grubunda 10, zoledronik asit grubunda 12, klodronat uygulanan grupta 12 olmak
iizere 34 disi sican kullanilmistir. Biitiin sicanarda dis ¢ekimi ve disin ¢ekildigi arkin karsi tarafinda 3
mm uzunlugunda ve 1 mm derinliginde yumusak doku yaras1 olusturulmustur. Dis ¢ekim bolgesinde,
zoledronik asit grubunda klodronat ve kontrol gruplarma kiyasla nekrotik kemik ve mikrobiyal
kolonilerin orani anlamli lgiide daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Zoledronik asit grubuna kiyasla
klodronatta bag dokusu oran1 anlaml1 derecede daha yiliksek olmasina ragmen, ancak kontrol grubuna
gore anlamli bulunamamistir. Yumusak doku yara bolgesinde, nekrotik kemik ve mikrobiyal
kolonilerin oranlar1 zoledronik asit ve klodronat gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli dlgiide

daha ytliksek bulunmustur. Bag dokusu orani, klodronat ve zoledronik asit gruplarma kiyasla kontrol
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grubunda Onemli Glglide daha artmis oldugu goriilmiistiir. Bizim calismamizda kotrol grubuna
kiyasla zoledronik asit grubunda enflamasyon agisindan fark olsa da istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamamistir. Bu Orneklem sayismmin az olmasi ile agiklanabilir. Nekrotik kemik
degerlendirildiginde zoledronik asit grubu 6rneklerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Ayni zamanda Vasconcelos ve ark.!?® calismasimnda
mikrobiyal kolonilerin anlamli artis1 ile bizim ¢aligmamizda yer alan inflamasyon artisinin pozitif
benzerlik gosterdigi distiniilmektedir. Calismamizdaki bu bulgular literatiirde BRONJ modeli
olusturulan siganlarin histopatolojik verileri ile korelasyon gostermekte ve zoledronik asit uygulanan

sicanlarda 6nemli oranda iyilesme problemi oldugu goriilmektedir.

Literatiirde GYY4137 molekiiliiniin daha 6nce BRONJ modeli {izerinde etkilerini arastiran
calisma bulunamamistir. Calismamizda GYY4137 molekiiliinin BRONJ lezyonlar1 iizerindeki
etkileri arastirilmistir. Dig ¢cekimini takiben rezidlel alveoler kemikte enflamasyon nedeniyle ortama
salmacak olan bifosfonatin yumusak dokuda ve makrofajlar Uzerinde toksisitye neden olmasi
nedeniyle fibroblastik aktivitede artis, olasi osteonekroz alanlar1 ve siddetli enflamasyon
beklenmektedir. Calismamizdan elde edilen bulgular giincel literatiirii ve konuyla ilgili hipotezleri
desteklemektedir. SF, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplarindaki fibroblastik aktivite agisindan anlaml
fark bulunamamustir. SF grubunda ZA+Ext+HS grubuna gore vaskiler proliferasyon daha fazla idi,
bu fark istatistiksel olarak anlamliydi. SF grubunda ZA+Ext grubuna gore vaskiiler proliferasyon
daha fazla olsa da bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. ZA+Ext grubunda ZA+Ext+HS
grubuna gore vaskiiler proliferasyon daha fazla olsa da bu fark anlamli degildi. Osteoblastlara
baktigimizda ZA+Ext+HS grubunda osteblast daha az denekte goriilse de SF ve ZA+Ext gruplarina
kiyasla istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Osteoklastlara baktigimizda ZA+Ext+HS grubunda SF
ve ZA+Ext gruplarma kiyasla daha fazla denekte osteoklast vardi ve bu fark istatistiksel olarak
anlamliydi. ZA+Ext grubunda SF grubuna kiyasla daha fazla denekte osteklast goriilmesine ragmen
bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. ZA+Ext grubunda SF grubuna kiyasla daha fazla nekroz
goriilmiistiir, bu fark istatistiksel olarak anlamliydi. ZA+Ext+HS grubunda da SF grubuna kiyasla
daha fazla nekroz goriillmiistir, bu fark da istatistiksel olarak anlamliydi. ZA+Ext grubunda

ZA+Ext+HS grubuna gore daha fazla nekroz goriilse de bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

ZA+Ext grubunda osteoblast sayilarina bakildiginda SF ve ZA+Ext+HS gruplarina gore daha
fazla osteoblast vardi1 ve bu fark istatistiksel olarak anlamliydi. ZA+Ext grubunda osteoblastlarin
daha fazla olmasi kemigin matiirasyonunun tamamlanmamasi ile agiklanabilir. ZA+Ext+HS

grubunda osteoklast sayilar1 SF ve ZA+Ext gruplarma gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha

65



yiksek bulunmustur. Bifosfonatlarin osteoklastlar tizerindeki toksik etkilerini dikkate aldigimizda bu
durum GYY4137’nin bu etkiyi azaltmasi ve osteoklast proliferasyonunu arttirmasi ile agiklanabilir.
ZA+EXxt grubunda SF ve ZA+Ext+HS gruplarna gore daha fazla fibroblast vardi, bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. ZA+Ext grubunda fibroblastlarin daha fazla matiirasyonun bozuldugu,
remodelasyonun azalmasi veya olmamasi anlamma gelmektedir. Ikili karsilastirmalara baktigimizda
ZA+Ext+HS grubunda fibroblast sayis1 ZA+Ext grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede
diisik bulunmustur. Bu GYY4137 molekiiliiniin zoledronik asitin olusturdugu osteonekrozu
engelleyebilecegini diisiindiirmektedir. ZA+EXt grubunda vaskiiler yap: sayilarina baktigimizda SF
ve ZA+ExttHS gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti. SF grubundaki
beklenen normal iyilesme ¢ekim sonrasi 8’ci haftada tamamlanmistir. ZA+Ext+HS ve SF grubunda
vaskiiler yap1 sayisinin yakin olmasi ve ZA+Ext grubundan daha diisiik olmas1 ge¢ evrede ZA+Ext
grubunda iyilesmenin hala tamamlanmadig1 ve matiir kemigin olusmamasi ile agiklanabilir. ikili
karsilagtirmalara baktigimizda ZA+Ext+HS grubunda vaskiiler yap1 sayis1 ZA+Ext grubuna kiyasla
daha az bulunmustur ve bu fark istatistiksel olarak anlamlidir. GYY4137 molekiilii bifosfonatin

etkisini azaltmis ve nekroz olusumunun daha az denekte olugsmasini saglamistir.

Hidrojen sulfit dondrlerinin tipta kullanimi umut vaad etmektedir. Calismamiz GY Y4137 nin
BRONIJ vakalarinda kullanimimi degerlendiren ilk ¢alisma olma o6zelligini tasimaktadir. Bu
molekiiliin BRONJ {izerindeki etkilerini degerlendiren daha genis klinik ve hayvan c¢alismalarma

ihtiya¢ vardir.

Calismamizin limitasyonlart:

1.Hayvan calismasi olmasi

2.Histomorfometrik analiz yapilmamasi

3.BRONJ’ un hayvan modelini olusurmak i¢in kullanilan zoledronik asitin dozuyla ilgili standart
protokoliin olmamas1

4. Degerlendirmek i¢in az sayida sigan kullanilmasi

5.GYY4137 molekili ile ilgili standart ptotokoliin olmamasi
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6. SONUCLAR

1. SF ve ZA, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda enflamasyon durumu agisindan anlaml
farklilik vardir. SF ve ZA+HS gruplar1 arasinda anflamasyon durumu ag¢isindan anlamli farklilik
bulunamamastir.

2. SF ve ZA, SF ve ZA+HS, ZA ve ZA+HS gruplari arasinda nekroz durumu agisindan
anlamli farklilik yoktur.

3. SF ve ZA, ZA ve ZA+HS gruplar: arasinda vaskiiler proliferasyon durumu agisindan
anlamli farklilik tespit edilmistir.

4, SF, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoblast durumu agisindan anlamli farklilik
tespit edilmemistir.

5. SF ve ZA, SF ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoklast durumu agisindan anlamli
farklilik oldugu bulunmustur . ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoklast durumu agisindan anlamli
farklilik yoktur.

6. SF ve ZA, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda fibroblastik aktivite durumu agisindan
anlaml farklilik oldugu belirlenmistir. SF ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoklast durumu agisindan
anlaml farklilik yoktur.

7. SF+Ext ve ZA+Ext, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda enflamasyon durumu
acisindan anlamli farklilik olmadigi belirlenmistir.

8. SF+Ext ve ZA+Ext, SF+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda nekroz durumu
acisindan anlamli farklilik oldugu belirlenmistir. ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda nekroz
durumu agisindan anlamli bir farklilik yoktur.

9. SF+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda vaskiiler proliferasyon durumu agisindan
anlamli farklilik vardiwr. SF+Ext ve ZA+Ext, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda vaskiiler
proliferasyon durumu ag¢isindan anlamli farklilik yoktur.

10. SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda osteoblast durumu agisindan anlaml
farklilik olmadig: belirlenmistir.

11.  SF+Ext ve ZA+Ext+HS, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda osteoklast durumu
acisindan anlamh farklilik oldugu tespit edilmistir. SF+Ext ve ZA+Ext gruplar1 arasinda osteoklast
acisindan anlamli farklilik yoktur.

12.  SF+Ext, ZA+Ext, ZA+Ext+HS gruplarinin arasinda fibroblastik aktivite durumu

acisindan anlamli farklilik olmadigi belirlenmistir.
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13.  SF, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoblast dl¢limleri agisindan anlamli farklilik
yoktur.

14.  SF, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda fibroblast dl¢iimleri acisindan anlamli farklilik
vardir.

15.  SF, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoklast dl¢liimleri agisindan anlamli farklilik
oldugu tespit edilmistir

16. SF, ZA ve ZA+HS gruplar1 arasinda vaskiiler yapi1 dlglimleri agisindan anlamli
farklilik vardir.

17.  SF ve ZA, ZA ve ZA+HS gruplar arasinda fibroblast degerleri agisindan anlamli
farklilik oldugu belirlenmistir.

18. SF ve ZA+HS gruplar1 arasinda osteoklast degerleri agisindan anlamli farklilik vardir.

19. SF ve ZA, ZA ve ZA+HS gruplar arasinda da vaskiiler yap1 degerleri agisindan
anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir.

20. SF+Ext, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda osteoblast Olgiimleri agisindan
anlaml farklilik vardir

21. SF+Ext, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda fibroblast Slgiimleri agisindan
anlamli farklilik vardir.

22. SF+Ext, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda osteoklast dlgiimleri agisindan

anlamli farklilik vardir.

23. SF+Ext, ZA+Ext ve ZA+Ext+HS gruplar1 arasinda vaskiiler yap1 élgiimleri agisindan

anlamli farklilik vardir.
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