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OZET

Gingival Fibroblastlarda Bifosfonat Uygulamasina Bagh Olusan Yaranin

Iyilesmesinde Ozonun Etkilerinin in Vitro Olarak Degerlendirilmesi

Bifosfanat kullanimina bagh ¢ene kemigi nekrozu (BRONJ) uzun dénem bifosfonat
terapisi altindaki hastalarda goriilen, iyilesmeyen oral mukoza ve ekspoze c¢ene
kemigi ile karakterize bir komplikasyondur. Etyopatogenizini agiklamak i¢in 6nceleri
kemik doku iizerinde durulurken giliniimiizde yumusak doku caligmalari 6nem

kazanmustir.

Hastalarin yagam kalitesini énemli derecede etkileyen BRONJ ‘un tedavisi oldukca
karmagik ve giictiir. Hiperbarik oksijen terapisi, lazer gibi bir¢ok alternatif yontem
denenmistir ancak kesin bir tedavi protokolii olusturulamamistir. Son donemlerde
BRONIJ tedavisinde ozonun faydali oldugunu bildiren vaka raporlart literatiirde yer

almistir.

Bu ¢alismada, gingival fibroblastlarda bifosfonat uygulamasina bagli olusan yaranin

iyilesmesinde ozonun etkilerinin in vitro olarak degerlendirilmesi amag¢lanmistir.

18-30 yas arasi, saglikli 6 hastadan siirmemis dislerin ortodontik tedavi ile
stirdiiriilmesi i¢in iizerinin agilmasi sirasinda elde edilen gingival doku 6rneklerinden

fibroblast kiiltiirii elde edilmistir. istenilen miktarda hiicreye 6 - 9. pasajda ulagilmustir.

Kiiltiirlere yalnizca pamidronat, pamidronat + ozon veya yalnizca ozon uygulamasi
yapilarak 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmistir ve herhangi bir uygulama yapilmayan
kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Pamidronat + ozon uygulamasi yapilan grupta, 24
saat inkiibe edilen kiiltlirlere pamidronat ve ozon es zamanli olarak uygulanirken, 48
ve 72 saat inkiibe edilen kiiltiirlere pamidronat uygulamasi sonrasi 24. saatte ozon

uygulanmistir. 3ml besiyeri icindeki kiiltiirlere son konsantrasyon 10 M olacak



sekilde pamidronat uygulanmistir. Ozon uygulmasi Ozonytron X medikal ozon

jeneratorii araciligi ile uygulanmistir.

Inkiibasyon siiresi dolan kiiltiirler 1 ml Tripure Isolation Reagent igine alinarak total
RNA izolasyonu gergeklestirilmistir VE -20°C’de saklanmistir. COL1A1 ve COL1A2
genlerinin ifadelenme diizeyleri, housekeeping gen olarak GAPDH kullanilarak
incelenmistir. RT-PCR yontemi ile COL1A1 ve COL1A2 genlerinin ifadelenmeleri

incelenmistir.

Ozon uygulamasi, yalnizca ozon uygulanan grupta ve ozon ve pamidronatin birlikte
uygulandigr grupta COL1A1 ve COL1A2 gen ifadelenme diizeylerini arttirmistir.
Ozon grubunda en anlamli artis 48 saatte goriiliirken, ozon + pamidronat grubunda 72
saatte, yani ozonun 24. saatte uygulanarak, 48 saat ozona maruz kalma siiresi sonunda
gozlenmistir. Ozon uygulamasi sonrast 72 saatte ozonun etkisinin ortadan kalktig

belirlenmistir ve COL1A1 ve COL1A2 ifadelenmelerinde artig goriilmemistir.

Calismadan elde edilen bulgular ozon uygulamasinin yara iyilesmesinin énemli bir
basamagi olan kollajen sentezini arttirdigin1 ortaya koymaktadir. Ozonun kollajen
sentezine olan maksimum etkisi uygulamadan 48 saat sonra goriilmiistiir ve 72 saat
sonunda 48 saate gore diisiis gézlenmistir. Bu bulgu dogrultusunda, oral mukozal

yaralarda ozon uygulamasi 48 saat araliklar ile yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: BRONJ, Ozon, COL1A1, COL1A2, in vitro



ABSTRACT

Effect Of The Ozone On Healing Of Bisphosphonate Related Wounds Using
Gingival Fibroblasts: An In-Vitro Study

Bisphosphonate related osteonecrosis of the jaws (BRONJ) is a complication seen in
patients undergoing long-term bisphosphonate therapy and characterized by non-healing
oral mucosa and exposed necrotic jaw bone. Previously, bone tissue studies was
commonly performed to explain the pathogenesis of BRONJ, recently soft tissue

researches became more important.

Treatment of BRONJ is still complicated. Alternative modalities as hyperbaric oxygen
and laser have been tired in BRONJ treatment, however; there has not been effective
treatment protocol yet. Recently, some case reports have been published stating the

effect of ozone therapy in BRONJ treatment have been published.

The purpose of this study was to evaluate the effect of the ozone on healing of

bisphosphonate related wounds using gingival fibroblasts in-vitro.

6 healthy patients, with age range 18-30 included in this study. Human gingival
fibroblasts obtained from gingiva excised above unerupted teeth for orthodontic

traction. Sufficient cell number was achieved at passage 6-9.

Cultures were treated with only pamidronate, pamidronate + ozone or only ozone and
incubated 24, 48 or 72 hours and compared with untreated group. Pamidronate and
ozone were applied simultaneously to the cultures incubated 24 hours. The cultures,
incubated 48 and 72 hours, treated with ozone 24 hours after pamidronate application.
Final concentration of applied pamidronate was regulated as 10* M and ozone

application was made by OzonytronX medical ozone generator.

Vi



Total RNA isolation was achieved by 1ml Tripure Isolation Reagent application to
cultures at the end of the incubation period and freezed at -20°C. COL1Al and
COL1A2 gene expressions were evaluated with RT-PCR. GAPDH was used as

housekeeping gene.

COL1A1 and COL1A2 expressions were higher in ozone group compared with control
group at 48 hours. In pamidronat + ozone group, COL1Aland COL1A2 expressions
was increased at 72 hours which means 48 hours after ozone application. After 72 hours

of ozone application, there was no increase in COL1A1 and COL1A2 expressions.

The results of this study show that; ozone induced the collagen expression, an important
phase of wound healing. Maximum effect of ozone on collagen expression was
observed at 48 hours after application and collagen expression decreased at 72 hours. In
oral mucosal wounds, ozone must be applied at 48 hours intervals to keep increased

collagen expression.

Key words: BRONJ, Ozone, COL1A1, COL1A2, in vitro
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1. GIRIS ve AMAC

Bifosfonatlar, endojen inorganik pirofosfat analoglaridir ve kalsiyum
kristallerine olan afiniteleri sayesinde, sistemik olarak kullanildiklarinda kemigin
yapisindaki hidroksiapatite, pirofosfonatlarin baglanmasini saglayarak osteoklastlarin
yaptig1 rezorpsiyonu durdururlar. Metabolize olmadiklar i¢in kemik igerisinde ¢ok
uzun siire yiiksek konsantrasyonda bulunurlar ve aktif remodelling bolgelerinde

osteoklast gelisimini ve aktivitesini inhibe ederek kemik rezorpsiyonunu azaltirlar.

Bifosfonatlar, nitrojen icermeyen ve nitrojen igeren bifosfonatlar olmak iizere 2
ayrt gruba ve 3 jenerasyona ayrilmaktadirlar. Nitrojen igeren bifosfonatlar, nitrojen

icermeyen bifosfonatlara gore ¢ok daha etkilidirler.

Bifosfonatlar, osteoklastik aktivite ile iligkili kemik kaybmin gorildiigi
osteoporoz, Paget hastaligi, multiple myeloma, metastatik meme ve prostat kanseri

tedavisinde 1987 yilindan bu yana yaygin olarak kullanilmaktadir.

Onceleri bifosfonatlarin yan etkileri akut faz reaksiyonlar1, gastrointestinal yan
etkiler ve renal yan etkiler olarak bildirilken ilk kez 2003 yilinda bu ilacin kullaniminin
bir komplikasyonu olarak ¢ene kemiklerinde osteonekroz olustugu bir dis hekimi
tarafindan rapor edilmistir ve bu komplikasyon giderek artan vaka sayisiyla literatiirdeki

yerini almigtir.

Bifosfonatlar ile iliski osteonekroz viicutta ¢ene kemilklerinden baska higbir
iskeletsel bolgede goriilmemektedir ve bu osteonekrozlarin tedavisi klinik olarak

oldukca zor olup hastanin yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir.

[lacin neden oldugu osteonekrozun dnelenebilmesi veya tedavi edilebilmesi igin
oral kavitede kemik ve yumusak dokuya yonelik arastirmalar yapilmaktadir. Cene
kemigi ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma yapilsa da bifosfonat kullanimini takiben neden

sadece c¢ene kemiklerinde osteonekroz olustugu hala aciklanmamistir. Bifosfonatlarin



oral yumusak dokudaki etkilerine yonelik bilimsel arastirmalar sinirlidir. Heniiz olayin
patogenezi tam agiklanamamistir ve konservatif tedavi, cerrahi tedavi, hiperbarik
oksijen tedavisi gibi ¢esitli tedavi alternatifleri denenmis ancak ideal bir tedavi
protokolii olusturulamamistir. Son donemlerde bisfosfonata bagli osteonekroz
vakalarmin tedavisinde ozon terapisinin faydali olduguna iligkin vaka raporlar
literatiirde yer almig, ancak bu konuda yapilmig in vitro herhangi bir calismaya

rastlanmamuistir.

Bu bilgiler 1s181nda bu tez ¢alismasinda;

- Bifosfonat ile muamele edilmis gingival fibroblastlarda ozonun COL1A1 ve

COL1A2 sentezine olan etkisini in vitro olarak degerlendirilmesi

- Literatiirde heniiz kesin bir tedavisi olmayan, tedavi siireci olduk¢a uzun ve
sikintili olan BRONIJ lezyonlarinda yumusak doku iyilesmesinde ozon
tedavisinin etkinligini in vitro olarak ortaya koyarak, klinik uygulamalara 151k

tutmak

- Bu calismanin verileri dogrultusunda aftdz lezyonlar, iilserasyonlar gibi agiz

yaralariin tedavisinde ozonun klinik kullanimina 1s1k tutmak

- Oral ve maksillofasiyal cerrahide ilizerinde ¢ok sinirli sayida ¢alisma bulunan
ozon tedavisi ile ilgili in vivo ve in vitro calismalara Oncli olmak

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Oral Mukoza

Miik6z membran, viicutta dis ortamla iliskiyi saglayan, nazal pasaj, farenks,
gastrointestinal kanal ve iirogenital bolge gibi alanlarda bulunan nemli yiizey Ortiisiine

verilen isimdir ve oral kavite de, oral miik6z membran ile ortiiliidiir (Nanci, 2007).

Oral mukozanin baslica doku komponentleri oral epitel ad1 verilen ¢ok kath
yasst1 epitel ve altindaki lamina propria ad1 verilen kontektif bag dokudur. Oral epitel ve
lamina propria “’rete peg’’ adi verilen epitelyal ¢ikintilar ile birbirlerine baglanirlar

(Squier, 2011).

Epitel terimi Yunanca epi (iistte, tizerinde) ve theleos (6rtii) sozciiklerinden
olusmustur. Epitel hiicreleri, gelismekte olan embriyonun {i¢ germinatif tabakasindan
koken alir. Epitel dilde endoderm, dudak, yanak, dis eti, vestibulum oris, damak ve agiz
tabaninda ise ektoderm orijinlidir. Lamina propria fibroblastlar ve bag dokusu, kii¢iik

kan damarlari, inflamatuar hiicreler ve ekstraseliiler matriksi barindirir (Giinhan, 2003 ).

Keratinosit: Keratinositler oral epitelde patojenik ajanlara, mekanik ve kimsayal
uyaranlara karsi koruma gorevi tistlenen hiicrelerdir. Ayrica sitokin uyarilar1 sayesinde

proinflamatuar yanitta direkt olarak gorev alirlar.

Travmaya daha ¢ok maruz kalan sert damak ve gingiva keratinosit
yogunlugunun daha fazla olmasi nedeniyle sert, periosta direk olarak yapismis ve
hareketlilik gdstermeyen, lamina propriast 4 katli orto ve parakeratinize epitel ile

kaplidir (Ruch, 1990).

Fibroblast: Fibroblast ekstraseliiler matriks ve kollajen iireten, doku stromasini

saglayan, yara iyilesmesinde 6nemli rol oynayan ve bagdokuda en c¢ok bulunan


http://tr.wikipedia.org/wiki/Yunanca
http://tr.wikipedia.org/wiki/Embriyo

hiicredir. Oral mukoza bag dokusunda yaygin olarak bulunurlar ve turn overlari ¢ok

yiiksektir (Odelle, 1998).

Yanaklar, dudaklar ve sert damagin bazi1 boliimlerinde mukoza altinda kan
damarlar1 ve sinirleri igeren ve mukozayr altindaki kemikten ayiran, submukoza adi
verilen gevsek bag doku bulunur ve submukoza, damarlar, yag dokusu, tlikriik bezlerini
icerir. Gingiva ve sert damagin diger boliimlerinde mukoza altindaki kemigin periostuna
submukoza olmaksizin direk olarak baglanir ve bu siki, elastik olmayan yapiya

mukoperiosteum adi verilir (Squier, 2011).

Yanaklar, dudaklarin i¢ kismi, dilin alt yiizeyi, agiz tabani ve yumusak damak
gibi hareketli kisimlarin epiteli non-keratinize iken dil sirt1, sert damak ve dis eti epiteli

keratinizedir (Squier 2001.)

Oral mukoza, oral kavitenin cesitli boliimlerinde 6nemli yapisal farkliliklar
gostermektedir ve oral mukozanin yapisi ¢esitli fonksiyonel adaptasyonlari
yansitmaktadir. Oral kavitede, fonksiyonlarina gore ¢igneyici mukoza, ortiicli mukoza

ve Ozellesmis mukoza olmak lizere baslica ii¢ ¢esit mukoza mevcuttur (Squier, 2011;

Nanci, 2007).

Oral mukoza agiz boslugunu bir bariyer gibi kaplayarak tat alma, c¢igneme,
yikama, enzimatik sindirim iglemlerini baglatma ve immiin sisteme yardimci olma gibi

fonksiyonlar1 gérecek sekilde 6zellesmistir.

2.2. Yara lyilesmesi

Doku yaralanmasiyla baslayip dokunun normal durumuna doénmesine kadar
gecen olaylar dizisi yara iyilesmesi olarak adlandirilir. Yara iyilesmesi birbiri ile i¢ ice
seyreden programli {ic fazdan olusan dinamik bir olaydir. Tiim bu fazlar matriks
proteinleri, epitel hiicreleri, sitokinler ve biiyiime faktorleri arasindaki etkilesimler

tarafindan diizenlenir (Senol, 1995). Bu fazlarin herhangi birinde meydana gelen



kesintiler ve aksakliklar yara iyilesmesinin gecikmesine veya iyilesmeyen kronik yara
olusmasina sebep olur. ideal yara iyilesmesi hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve

remodelasyon fazlarini igerir.

2.2.1. Hemostatik ve Enflamatuar Faz (0-3 giin)

Yaralanma sonrasi ilk yanit kanamanin kontrolii i¢in vazokonstriksiyondur,
yaralanmayi takiben yara bolgesindeki yikima ugramis damarlar hemen daralir. Bolgeye
trombositlerin gogiinii takiben hasarli dokudan tromboplastik doku iirlinleri disar1
salinir. Trombositler kiimelenerek ilk hemostatik tikacit olusturur. Pihtilasma ve
kompleman sistemleri harekete gecer. Intrinsik ve ekstrinsik pihtilasma sistemleri
protrombinin trombine aktivasyonunu saglar. Aktive trombin, fibrinojeni daha sonra
polimerize olarak kalict pihtiy1 olusturacak olan fibrine c¢evirir (Robbins, 1994,
Broughton, 2006). Pihtinin iki gérevi vardir; agiga g¢ikan dokularin gegici olarak
korunmasini saglamak ve hiicre gocii icin gegici bir matriks olusturmak (Siervo, 2008).
Kan pihtisinda kanin hiicresel elemanlar1 olan alyuvarlar, akyuvarlar ve trombositler
ayrica plazma fibronektini, vitronektin ve trombosporin bir fibrin matriks igerisinde

bulunur (Senol, 1995).

Trombusun olusumunu takiben hemostaz saglanir. Piht1 ve yara c¢evresindeki
dokulardan proenflamatuar sitokinler biliylime faktorleri salinarak enflamatuar
hiicrelerin yara bolgesine go¢ etmesini saglarlar. Enflamatuar hiicreler yara bolgesine
goc ederler ve noétrofil, makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu ile karakterize olan

enflamatuar fazi indiiklerler (Guo, 2010).

Yara bolgesine ilk gelen enflamatuar hiicreler arasinda notrofiller
cogunluktadir. Notrofillerin gorevi yara bolgesini istila eden mikroorganizmalari,
proteaz ve reaktif oksijen iiriinleri iireten debris hiicrelerini ortamdan uzaklastirmaktir

(Guo, 2010).



2-3 giin icinde enflamatuar hiicre sayisit monositlerin hakimiyetine gecer. Kanda
dolagan monositler yara bolgesine go¢ eder ve makrofajlara doniisiir. Makrofajlarin yara
tyilesmesinde ¢esitli gorevleri vardir. Makrofajlar yara debridmani, apoptotik hiicrelerin
temizlenmesinin yani sira yara iyilesmesi prosesinde gorevli hiicreleri hedef alan
polipeptid medyatorleri salgilarlar (Polimeni, 2006). Makrofajlar araciligiyla sinyal
gonderilen lenfositlerin cevabi antijene 6zgiidiir, antijenin tanimlanmasiyla ona 6zgiil
lenfositler lenf diiglimlerinde ¢ogalir ve savasmak icin bolgeye transfer edilir. Apoptotik
hiicrelerin temizlenmesi ile fibroblast, keratinosit farklilasmasi ve anjiogenezi
indiikleyerek iyilesmenin proliferatif fazina gegisi destekler (Peterson, 2003; Guo,
2010).

Bu sathada yara dayanikliliginda 6nemli bir kazan¢ meydana gelmez ¢iinkii
kollajen birikimi az miktardadir. Bu safhada yaray1 bir biitiin halinde tutan ve az da olsa

gerilme dayaniklilig1 saglayan materyal fibrindir (Peterson, 2003).

2.2.2. Proliferasyon veya fibroblastik faz (3-12 giin)

Makrofajlarca salinan biiylime faktorleri, fibroblastlarin bolgeye gogiinii arttirir,
cogalmalarin1 hizlandirir ve kollajen sentezlemelerini saglar. Doku biitiinliigiiniin
kazanilmasi bu fazda gerceklesir, damarlanmanin ve epitelizasyonun yeniden olusumu

saglanir (Senol, 1995).

Proliferatif faz ve enflamatuar faz birbirinden net olarak ayirt edilemez ve
proliferatif faz epitelyal proliferasyon ve gegici matriks ilizerine epitelyal hiicre gocii ile
karakterizedir. Yaralanmadan yaklasik 4 giin sonra, gecici ekstraseliiler matriks (ECM),
graniilasyon dokusuyla yer degistirmeye baglar. Kapillerlerin invazyonuyla
iligkilendirilen bu morfolojik degisim ayni zamanda hiicresel seviyede  kalici
elemanlarimin  bolgede olusmasiyla kendini gdsterir. Bunlar, fibroblastlar ve

fibroblastlar tarafindan olusturulan kollajen ve kan damarlaridir (Singer, 1999) .



Fibroblastlar ve endotelyal hiicreler en baskin hiicreler olup, fibroblastlar yara
iyilesmesinde gorev alan en 6nemli mezankimal hiicrelerdir ve ekstraseliiler matriksin
(ECM) major komponentleri olan kollajen, glikozaminoglukan ve proteaglukan
iretiminden sorumlu  hiicrelerdir ve kontraktil o6zellikleri sayesinde yara

kontraksiyonunu saglarlar (Gosain, 2004).

Ekstraseliiller Matriks: ECM dinamik, sabit olarak tekrarlanan ve lokal olarak
yapilan ve hiicreleri ag seklinde saran kompleks makromolekiildiir. Her dokuda belli
oranda bulunur. ECM hiicre adezyonu i¢in maddeler igcermesi ve biiyiime faktorleri
deposu olmas1 nedeni ile hiicrelerin diferansiasyonlari, hareket ve ¢ogalmalarina uygun,
icinde yasayabilecekleri ortami saglar. ECM yapim ve yikimi morfogeneze, yara

tyilesmesine, kronik fibrozis olayina ve tiimdr invazyonu ve metastazina eslik eder.

ECM’nin {i¢ temel bileseni vardir;

- Gerilme ve kasilma giiclinli saglayan kollajen ve elastin gibi fibroz yapisal

proteinler

- Kayganligi ve esnekligi saglayan proteoglikanlar ve hyaliironan gibi sulu,

hidrate jeller

- Matriks elementlerine birbirine ve hiicrelere baglayan adeziv glikoproteinler

Kollajen: Fibréz yapisal proteindir ve gerilme giliciini saglar. Yaklasik 30
kollajen tipi saptanmustir, bazilar1 spesifik hiicre ve dokulara 6zgiidiir. Kollajen tiretimi,
doku hasarmin yaklagik 3-5. giiniinde baslar ve PDGF, TGF-B, EGF, IGF1, FGF-2, gibi
bliyiime faktorleri tarafindan stimiile edilirler. TGF-B kollajen ve diger matriks
elemanlarinin yapimini uyarir, fibrotik lezyonlarin gelisiminde rol oynar. Kollajen
sentezini etkileyen birgok biiylime faktorii ve sitokin trombosit, makrofaj, keratinosit ve
fibroblastlar tarafindan enflamasyon alaninda salmir ve bu hiicrelerden olusan
enflamatuar odaklar genellikle kollajen sentezindeki degisikliklerin yogunlastig
yerlerdir (Buduneli, 2001; Kumar, 2007; Bilezikian, 2008).



Elastin: Fiziksel gerilme sonrasinda dokularin gevseyerek eski durumlarina

donmesini saglar.

Proteoglikanlar ve hyaliironan: Bag doku yapi ve permaabilitesini
diizenlemede gorevlidirler. Proteoglikanlar, kayganlik ve esneklik saglarlar ve hiicre
biiyiime, farklilasmasini ve adezyonunu diizenleyen integral membran proteinleridir.

Hyaliironan, su baglama giiclinden o6tiirti akiskan jelatin benzeri matriksi olusturur.

Adeziv glikoproteinler ve adezyon reseptorleri: Hiicre-hiicre adezyonu, hiicreler
arast ve ECM arasinda baglant1 ile ECM komponentlerinin birbiri ile baglantilarini
saglar. Adeziv glikoproteinler fibronektin ve laminin igerir (Buduneli, 2001; Kumar,
2007).

Proliferatif fazda gerceklesen diger bir olayda anjiogenezdir. Doku hasarinin 2.
giiniinde endotelyal hiicreler, gegici ECM {izerinde, fibroblastlara benzer sekilde gog
ederler. Endotelyal hiicrelerin hareketi, VEGF, FGF, anjiopoietin ve TGF- B tarafindan
stimiile edilir. Ayrica ECM’nin kendisi de endotelyal hiicreler i¢in bir stimiilandir.
Endotelyal hiicreler iizerlerinde bulunan integrin reseptorler sayesinde ECM yi tanirlar.
VEGF, FGF ve TGF-f bu reseptorlerin hiicre yiizeyindeki sayisin arttirir (Baum, 2005;
Broughton, 2006).

2.2.3. Yeniden Sekillenme Faz1 (6-14 giin)

Iyilesmenin en uzun siiren sathasidir, haftalar hatta aylar siirebilir (Senol, 1995).

Bu siire yaranin genisliginden ziyade yapisal 6zelligine bagl olarak degisir.

Bu asamada yeni olusmus kapillerlerin sayis1 azalarak yara bolgesindeki damar
yogunlugu normale doner. Gevsek fibriler yapidan kollajen agina dogru bir degisim
olur. Kollajen de kendi i¢inde degisime ugrar, baslangictaki baskin olan Tip III kollajen
yerini Tip I kollajene birakir. Bu da dokunun gerilme direncini ve esnekligini arttirir.

Ancak yara dayanikliligi, yaralanmamis doku dayanikliliginin %80-85’ini gecemez



(Siervo, 2008) Remodelasyon fazinin en kritik olaylarindan biri ekstraseliiler matriks

remodelasyonu ile normal doku yapisina donmesidir.

2.2.4. Yara lIyilesmesini Etkileyen Faktorler

Birgok faktor yara iyilesmesini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Bu faktorler
genel olarak lokal ve sistemik faktorler olarak siniflandirilmaktadir. Lokal faktorler
yaranin karakterini direk olarak etkilerken, sistemik faktorler kisinin yara iyilesme

kapasitesini etkiler (Guo, 2010; Scardina, 2013).

Yara Iyilesmesini Etkileyen Lokal Faktérler

- Oksijenlenme
- Enfeksiyon
- Yabanci cisim varlig

- Kanlanma

Yara lyilesmesini Etkileyen Genel Faktorler

- Yas ve cinsiyet

- Cinsiyet hormonlar1

- Stres

- Iskemi

- Diabet, fibrozis, keloid gibi hastaliklar

- Obezite

- Kemoterapi ve kortikosteroidler gibi kullanilan ilaglar

- Alkolizm ve sigara kullanim1

- AIDS, kanser ve radyoterapi gibi bagisiklik sisteminin zayifladigi durumlar
- Beslenme (Guo, 2010; Scardina, 2013)



2.3. Bifosfonatlarin Tarih¢esi

Bifosfonatlar 19. yilizyilin ortalarinda Alman kimyagerler tarafindan
sentezlenmistir. ilk olarak endiistride boru hatlar1 iizerine kalsiyum karbonat

¢Okelmesini engellemek amaciyla kullanilmiglardir (Fonte, 2008).

Bifosfonatlarin biyolojik 6zellikleri 1968 ‘de Fleisch ve ark. tarafindan rapor
edilmistir ve klinik kullanimlar1 giindeme gelmistir. Ilk olarak bobrek tasi olusumunu
onlemek amactyla kullanilan bifosfonatlar daha sonra dis macunlarinda anti-tartar ajan
olarak kullanilmislardir (Reid, 2008; Fleisch, 1968). Osteoklastik aktiviteyi inhibe
ederek sagladiklar1 antirezorptif etkilerinin kesfedilmesinden sonra osteoporoz,
metastatik meme ve prostat kanseri, multiple myeloma, Paget hastalig1 gibi bircok
hastaliga bagli olusan komplikasyonlar1 Onlemede yaygin olarak kullanilmaya

baslanilmistir (Fonte, 2008; Fleisch, 1998).

2.4. Bifosfonatlarin Kimyasal Yapisi

Bifosfonatlar, kemik matriksinde bol miktarda bulunan ve kemik
mineralizasyonunun dogal diizenleyicisi olan inorganik pirofosfat analoglaridir ve
kimyasal yapilar1 benzerdir. Pirofosfonatta iki fosfati baglayan ajan oksijen iken,
bifosfonatta iki fosfati baglayan merkezi eleman karbondur. Asidik ortamda kolay
hidrolize olan P-O-P yapis1 (Sekil 2.1) yerine daha stabil olan P-C-P yapisina eklenen
R1 ve R2 yan zincirleri (Sekil 2.2) bifosfonat molekiiliine karakteristik 6zelliklerini

verir (Czuryszkiewicz 2005; Soydan, 2009).

Bu kimyasal farklilik sayesinde bifosfonatlar daha direngli bir yapiya sahiptir ve
asidik ortamlarda hidrolize olmazlar. Bifosfonatlar merkezi elemanlar ile kemikteki
hidroksiapatite baglanirlar, periferal zincirleri ise degiskendir ve onlar sayesinde

antirezorptif etkinliklerini gosterirler (Czuryszkiewicz, 2005).
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OH OH

OH OH

Sekil 2.1. Temel profosfat yapisi

OH R1 OH
I I I
ol —1|pP C Ppl—lo
I I
OH R2 OH

Sekil 2.2. Merkezi karbon atomuna baglanan R1 ve R2 zincirlerini gosteren temel bifosfonat yapisi

R1 genellikle hidroksil grubudur ve bu grup, bilesige kemik mineraline ve
kalsiyum kristallerine yliksek baglanma 0Ozelligini vererek kemik matriksine
yapismasint saglar. R1 zincirinin antirezorptif mekanizmada etkinligi cok azdir.
Antirezorptif mekanizmadan sorumlu major zincir azot grubu olan R2 zinciridir
(Ashcroft, 2003).

2.5. Bifosfonatlarin Simiflandirilmasi

Bifosfonatlar kimyasal olarak nitrojen iceren (aminobifosfonatlar) ve nitrojen
icermeyenler olmak {izere iki ana gruba ayrlir. Nitrojen igermeyen bifosfonatlar,

bifosfonatlar igerisinde en diisiik etkinlige sahiptirler.
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2.5.1. Nitrojen Icermeyen Bifosfonatlar:

- Etidronate
-Tiludronate

-Clodronate

2.5.2. Nitrojen Iceren Bifosfonatlar (Aminobifosfonatlar, N-BPs)

- Alendronate
- Risedronate
- Pamidronate
- Zoledronate
- Ibandronate

Ug farkli Bifosfonat jenerasyonu bulunmaktadir;

1. Jenerasyon
- Etidronat
- Klodronat

- Tiludronat

1. Jenerasyon bifosfonatlar merkezi karbon atomuna baglanan basit zincirlerden
(medronat, klodronat, etidronat) veya klorofenil grubu iceren zincirlerden (tiludronat)

olusurlar ve en az potent olan bifosfonatlardir (Ashcroft, 2003).

2. Jenerasyon
- Alendronat

- Pamidronat

12



Nitrojen igeren bifosfonatlardan alendronat ve pamidronat 2. Jenerasyon
bifosfonatlar olarak adlandirilirlar ve tek bir nitrojen atomu iceren basit alifatik

zincirlere sahiptirler.

3. Jenerasyon
-Risedronat
-Zolendronat

Risedronat, ibandronat ve zolendronat ise 3. jenerasyon bifosfonatlar olarak
adlandirilirlar. Risedronat heterosiklik halka yapisina, zolendronat ise 2 nitrojen atomu
iceren 5 lyeli imidazol halka yapisina sahiptir ve bu yapi ilact diger bifosfonatlara gore

daha potent bir hale getirmektedir (Ashcroft, 2003; Papapoulos, 2006).

Yaygin olarak kullanilan bifosfonatlarin kimyasal yapilar (Sekil 2.3);

OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH
|1 | \/ \/ \/ | \/
Ommmn Poss Comen P os— O mmmm P /\ G To] O mmmm P P s— O
1 L) '

OH CH,  OH
H,N
Etidronat Klodronat Pamidronat

OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH OH

AVANRVARERY e NP
1 O

CH,
Alendronat ibandronat Zolendronat

(6]

6]

_/\/\ N
HaN CHJ

Sekil 2.3. Giiniimiizde kullanim1 en ¢ok tercih edilen nitrojen igeren ve icermeyen bifosfonatlarin
kimyasal yapilar1
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2.6. Bifosfonatlarin Etki Mekanizmasi

Bifosfonatlarin etki mekanizmalar1 tam olarak agiklanmamis olmasina karsin
hidroksiapatit ¢ozlinmesini bloke ettikleri, kemik iligi onciil hiicrelerinin osteoklastlara
farklilasmasini inhibe ettikleri, osteoklast inhibitor faktorii stimile ettikleri, osteoklast
apoptozisini ve anti-anjiojenik etki sagladiklar1 kesin olarak kanitlanmistir (Senel,
2007; Leite, 2006; Naveau, 2006).

Bifosfonatlar merkezi ajanlar1 ile kemikteki hidroksiapatite baglanirlar.
Antirezorptif yapidan sorumlu esas yapir ise R2 zinciridir (Soydan, 2009;
Czuryszkiewicz, 2005).

1. Jenerasyon bifosfonatlar en eski ve en zayif bifosfonatlardir. R2 zincirleri
kisadir. Kemik dokuya ulastiklar1 zaman osteoklastlar tarafindan yakalanarak hiicre
icinde Adenozin trifosfat (ATP) ‘nin sitotoksik etkili analoglarina metabolize olurlar.
Bu analoglar fonksiyonel olmadiklarindan hiicre metabolizmasint engelleyerek
osteoklast apoptozuna neden olurlar. 1. jenerasyon bifosfonatlar viicutta ¢ok hizli
metabolize edilirler (Senel, 2007).

Nitrojen i¢eren bifosfonatlar, nitrojen icermeyen bifosfonatlardan 100-2000 kat
daha giicliidiirler ve mevalonat biyosentetik yolu iizerinden antirezorptif etkilerini
gosterirler. Kolesterol iireten mevalonat yolu iizerinde anahtar enzimlerinden biri olan
farnesildifosfat sentetaz enzim aktivitesini inhibe ederler. Farnesildifosfatin inhibisyonu
sonucu Guanozintrifosfat’larin translasyon sonrasi lipit modifikasyonu (prenilasyon)
icin gereken isoprenoid yaglari {iretilemez ve Ras, Rho ve Rac proteinlerinin
aktivasyonu gergeklestirilemez. Bu proteinler, hiicre proliferasyonu, hiicre sag kalimini

ve hiicresel iskelet organizasyonunu diizenlerler (Sekil 2.4).

Protein prenilasyonunun inhibe olmasi ve Ras sinyal iletiminin buna bagli olarak
kesilmesi osteoklastlarda hiicre i¢inde vezikiiler transportun bozulmasma yol agar.

Bunun sonucunda da osteoklastin kemik rezorbsiyonunu olusturabilmesi i¢in gereken
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yiizey 6zellikleri olusamaz ve rezorbsiyon baskilanmis olur (Dannemann, 2006; Rogers,
2000; Gutta, 2007).

Nitrojen icermeyen bifosfonatlar ise mevalonat yoluna etki edemezler (Senel,
2007). Osteoklast hiicresi tarafindan yakalandiktan sonra hiicre iginde hidrolize
olmayan ATP’nin sitotoksik etkili analoglarina metabolize olurlar. Bu analoglar
fonksiyonel olmadiklarindan hiicre metabolizmasini engelleyerek osteoklast apoptozuna

neden olurlar (Rogers, 2000; Gutta, 2007).

Bifosfonatlar

Farnesildifosfat sentez isoprenoid
Mevalonat yolu *inhibisyonu * p

dretiminin
inhibisyonu
isoprenoid
inhibisyonu
Geranil pirofosfat
inhibisyonu
|
Ras ~
Rho _b Geranilasyon (Post-translasyonel
inhibisyonu modifikasyon)
Rac 1

~~

Osteoklast inhibisyonu

Sekil 2.4. Nitrojen i¢eren bifosfonatlarin osteoklastik aktiviteyi mevalonat yolu iizerinden inhibe etme
mekanizmasi

Bifosfonatlar 6zellikle aktif remodelasyon olan alanlarda kemik yiizeyinde
yerlesmis hidroksiapatit kristallerine ¢cok kolay bir sekilde baglanirlar ve uzunca bir siire
de baglh kalirlar, cilinkii osseoz pirofosfatazlar tarafindan enzimatik bozunmaya
ugratilamazlar. Kemik yiizeyinde bagli olduklar1 alanlardan salinarak osteoklastlar
tarafindan Oziimsenirler. Olgun osteoklastlara oldugu gibi immatiir, 6nciil osteoklast
hiicrelerine de etki gosterebilirler. Bu sayede kemikte rezorptif aktivite miktarinda ve

buna bagli olarak yapim-yikim oraninda azalmaya neden olurlar (Naidu, 2008).
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Bifosfonatlarin uzun siire kullanimi kemikteki remodelasyon metabolizmasini
bozar ve ‘donmus kemik’ olarak adlandirilan kemik yapinin olusmasina neden olur.
Donmus kemik yapisinda kemigin tamir mekanizmasi bozulur ve iskelette once
mikrolezyonlar olusur, zaman igerisinde osteonekrozlar goriilmeye baslar (Russell,

2008).

Bifosfonatlar tiimor hiicrelerinde apoptozise neden olurlar ve kemikteki timor
hiicrelerinin intraseliiler matrikse ge¢cmesine engel olarak tiimor invazyonunu
engellerler (Smith, 2003; Coxon, 2004). Hastalarin sag kalim oranlarini artirirlar. Anti-

anjiogenik mekanizmalari, anti-tiimoral etkilerine katki saglamaktadir (Font, 2008).

2.7. Bifosfonatlarin Osteokalstlar Disinda Etkiledigi Diger Hiicreler

2.7.1. Osteoblast

Osteoblastlar, kemik hiicresinin onciilii olan olgunlagsmamis hiicrelerdir.
Cogalarak, olgunlasmis kemik hiicresine doniisiir ve kemik doku olusum ve onariminda
rol oynar. Aktif kemik olusumunun devam ettigi tiim kemik yiizeylerinde yan yana
dizilidirler ve matriks sentezinin baslamasi ile kiibik veya prizmatik sekilli hiicrelere

dontsiirler (Kierszenbaum 2006).

Bifosfonatlarin osteoblastlara olan etkisi osteoklastlara olan etkisi kadar iyi
aciklanamamistir. Aminobifosfonatlar terapotik dozlarda osteoblast farklilagsmasini ve
kemik depozisyonunu uyarirlar. Osteoblastlar reseptdr aktivator niikleer faktor Kb
ligand (RANKL), Transforming Growth Factor 3-1(TGF B-1) ve Tumor Necrosis Factor
o (TNF-a) ailesinden osteoprotogerin salgilayarak kemikteki yapim-yikimi diizenlerler.
Osteoblastlarin  salgiladii  RANKL, osteoklastlarin prekiirsér hiicrelerden matiir
hiicrelere diferansiasyonu i¢in gereken stimiilasyonu saglar. RANKL prekiirsor
osteoklastlar tizerindeki RANK reseptorlerine RANK’in baglanmasini saglar ve
farklilasma gerceklesir (Sekil 2.5). Bu sayede kemikte rezorptif aktivite baslar.
Osteoprotogerin ise RANKL antagonistidir ve rezorpsiyonu durdurmak igin yine

16


http://tr.wikipedia.org/wiki/Kemik
http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre

osteoblastlar tarafindan salgilanir. Kemikte rezorpsiyon olmasi osteoblastlardan biiyiime
faktorii salinimini uyarir. Yiiksek dozlarda ise bifosfonatlar osteoblastlara sitotoksik etki

gostererek apoptozislerine neden olurlar .(Naidu, 2008; Garcia-Moreno, 1998)

Osteoblast

RANKL GF

Osteoprotogerin

Preklrsoér Matar
RANK > > osteoklastiar 2> | osteokalstlar

Osteoprotogerin ' [ —y RANKL IIIJI:.'> l

Sekil 2.5. Osteoblastlarin salgiladigi ajanlarin rezorpsiyona olan etkisi

2.7.2. Endotel

Dolagim sistemindeki tiim yapilarin i¢ yiliziinii 6rten ¢ok ince, kaldirim tas1 gibi
dizilmis hiicre dizisidir. Bifosfonatlar endotelyal hiicre proliferasyonu, adezyonu ve
migrasyonunu bozar ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) inhibisyonuna
neden olur (Naidu, 2008). VEGF inhibisyonu yapmasi ile bifosfonatlar antianjiyogenik
etki olusturmaktadirlar (Maahs, 2011).

2.7.3. Oral Epitel Hiicreleri

Epitel hiicreleri, ektoderm, endoderm ve mezoderm olmak iizere gelismekte
olan embriyonun her ii¢ germinatif tabakasindan koken alirlar ve epitel doku,

organizmada yaygin bir dagilis gosterir (Giinhan, 2003).
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Oral mukozanin epiteli keratinizedir ve bazal membran aracilig ile altindaki bag
dokusuna baghdir. Oral mukoza genelde ¢ok katli yassi epitel ve bag dokusundan
olusan lamina propria olarak iki tabakadan olusur. Lamina proprianin altinda damarlar,

yag dokusu, tiikriik bezleri bulunur ve submukoza olarak isimlendirilir (Odell, 1998).

Bifosfonatlar kemikte yeterli konsantrasyona ulastiklar1 zaman kemige komsu,
kemik yilizeyini orten yumusak dokuda toksik etki olustururlar. Bifosfonatlarin
mevalonat yolundaki farnesil difosfat sentetaz enzimini inhibe etmeleri nedeniyle
epitelde hiicre proliferasyonu da inhibe edilmis olur. Buna bagli olarak oral kavitede
mukoza biitiinliigliniin bozulmasina neden olan cerrahi girisim ya da dental travma

sonrasinda yara iylesmesi gecikir.

Scheper ve ark. yaptiklar1 ¢alisma sonucunda bifosfonatlarin keratinositlerde
apoptoza neden oldugunu rapor etmislerdir (Scheper, 2009). Landesberg ve ark. ise
bifosfonatlarin keratinositlerde apoptoza neden olmadan hiicre proliferasyonunda

yavaglamaya neden oldugunu bildirmislerdir (Landesberg, 2008).

Aminobifosfonatlar, miirin oral keratinositlerin apoptozisine neden olmadan
hiicresel proliferasyonlarin1 ve yara iyilesmesini inhibe etmektedir (Landesberg, 2008).

Keratinosit proliferasyonu olmadan oral mukozada yara iyilesmesi bozulur.

Aminobifosfonatlarin oral mukoza fibroblast hiicrelerinde apoptoza neden

oldugu in vivo galismalarla gosterilmistir (Sheper, 2009).

Bifosfonatlarin oral epitelyal hiicreler ve fibroblastlarda proliferasyon, apoptoz
ve go¢ kapasitelerine etkisinin degerlendirildigi ¢alismada, zometanin hem oral epitel
hiicrelerinde hem de fibroblastlarda proliferasyonu inhibe ettigi ve oral epitel
hiicrelerine kiyasla fibroblastlarda apoptoz oraninin daha fazla oldugu rapor edilmistir.
Yine ayni ¢alismada zometanin oral bifosfonatlarda kollajen sentezi ve depolanmasini

inhibe ettigi bildirilmistir (Ravosa, 2011).
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2.8. Bifosfonatlarin Endikasyonlari

Oral bifosfonatlar, kadinlarda postmenapozal osteoporozun tedavisinde veya
profilaksisinde, osteoporoza bagli olusan kemik kiriklarin1 6nlemek amaciyla yaygin
olarak kullanilmaktadir ve bu komplikasyonlar1 %50 ‘ye kadar azalttig1i rapor
edilmektedir (Liebermann, 1994). Daha az yaygin olarak Paget hastaligi, fibroz
displazi, heteretropik ossifikasyonlar, osteogenezis imperfekta gibi kemikle iliskili
hastaliklarin tedavisinde tercih edilmektedir. Bu ajanlar ayrica kortikosteroid

kullanimina bagli olarak kemikte olusan kitlesel azalmay1 engellemektedir (Ruggiero,
2009; Fleisher, 2010).

Anti-timoral etkileri ile kemikte kontrolsiizce yikima neden olan timor
hiicrelerini inhibe eden bifosfonatlar bu kanserlere bagli metastazlarin tedavisinde
standart haline gelmistir ( Lipton, 2000). Intravenéz bifosfonatlar kemik dokuya
metastaz yapan kanser tiirlerinde goriilen, malignensiye bagli hiperkalsemi, patolojik
kiriklar, spinal kord sikismasi, kemik agris1 gibi kemik komplikasyonlarinin tedavisinde

yaygin olarak kullanilmaktadir (Ruggiero, 2009; Fleisher, 2010).

Multiple myleoma’da osteoklastik aktivitenin stimule olmasi sonucu olusan

iskelet komplikasyonlarini 6nlemeye yonelik kullanilmaktadir (Shipman, 1998).

2.9. Bifosfonatlarin Kontrendikasyonlari

Adolesanlarda ciddi beyin yaralanmalarindan sonra heterotropik osifikasyon
olusmasini dnlemek amaciyla bifosfonat kullanimina bagli Rasidik Sendrom olustugu

rapor edilmistir. Bu yas grubunda kullanim1 6nlenmelidir (Silverman, 1994)

FDA tarafindan heniiz tanimlanmamis olmasina karsin 6zellikle kadinlarda %1 -
3 atrial fibrilasyon riski olusturduklar1 diistiniilmektedir. Kardiyolojik problemi olan

hastalarda dikkat edilmelidir (Pazianas, 2011).
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Ozefagus darligi ve akalazya gibi Ozefagal bosalmay1 geciktiren Ozefagus
anormalliklerinde uygulanmamalidir. En az 30 dakika dik oturamayan ya da ayakta

duramayan hastalarda kontrendikedir. Hipokalsemide kontrendikedir (Shafer, 2008).

Ciddi bobrek yetmezligi olan hastalarda kreatinin klirensi nedeniyle

kullanilmamalidir (Pazianas, 2011).

Yiiksek doz bifosfonat kullaniminda plasenta gecis ve fetus iizerinde olumsuz
etkiler s6z konusudur, bu nedenle hamilelerde kullanilmamaktadir. Anne siitiine gecip
geemedigi  kesin olarak bilinmemekle birlikte emzirmekte olan kadinlarda
onerilmemektedir. Annenin ilact kullanmasinin 6nem derecesi géz Oniine alinarak,
ilacin kullanimina ara verilmesi ya da bebegin anne siitiiyle beslenmesine son verilmesi

diisiiniilmelidir (Fleisch, 2000; Soydan, 2009).

2.10. Bifosfonatlarin Yan Etkileri

Bifosfonat kullanan hastalarda bulanti, kusma, dispepsi, mide agrisi, diyare ve
gastrodzefagal reflu ve iilserler gibi gastrointestinal yan etkiler goriilmektedir (Cryer,

2002).

Intravendz bifosfonatlar %20 hastada grip benzeri halsizlik, akut ates, kemik
agrisi, renal toksisite veya akut bobrek yetmezligi, gegici hipokalsemi ve IL-6, TNF a,
CRP ve elastaz salinnmina neden olmaktadir (Reid, 2008, Katz, 2005). Bifosfonat
kullananlarda bobrek fonksiyonlarimin bozulmasinin sonucu olarak sklerit, orbital
myozit ve iiveit gibi oftalmolojik yan etkiler de bildirilmistir. Bu nedenle bobrek
yetmezligi olan hastalar da kreatinin klirensi, serum elektrolit diizeyi ve albuminiiri
degerleri takip edilmelidir. Bu hastalarda optimal bobrek toleransina sahip

bifosfonatlarin tercih edilmesi 6nerilmektedir (Banzragch, 2010).

Baslangicta ilacin kullanimma bagli olarak olusan yan etkiler bu sekilde

bilinirken, ilk kez 2003 yilinda maksillofasiyal bdlgeye 6zgii bir komplikasyon olan
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bifosfanatlar ile iligkili ¢ene kemigi nekrozunu (BRONJ: Bisphosphonate Related
Osteonecrosis of Jaws) tanimlanmistir. BRONJ, her gecen giin artan vaka sayisi ile

nadir goriilen ancak tedavisi gii¢ olan ciddi bir komplikasyon olarak dikkat ¢ekmektedir

(Marx, 2005).

2.11. BRONJ

Bifosfonata bagli ¢gene kemigi nekrozu (BRONYJ) ilk kez 2003 yilinda Marx ve
ark. tarafindan yayinlanan raporda tanimlanmistir. Bu tarihten itibaren giderek artan
vaka raporlari ilacin kronik kullaniminda olusan kiimiilatif etkisinin nekroz olusumunda

etkili oldugunu gostermistir (Marx, 2003).

AAOMS (American Association of Oral and Maxillofacial Surgens), BRONJ u
basboyun bolgesinde radyoterapi hikayesi olmayan, bifosfonat tedavisi gormiis yada
gormekte olan hastada maksillofasial bolgede, bir doktor tarafindan teshis edildikten
sonra 8 hafta veya daha uzun siiredir iyilesmeyen ekspoze kemik varligi olarak

tanimlamaktadir (Ruggiero, 2009).

2.11.1. Patofizyolojisi

BRONIJ gelisiminin patogenezi tam olarak agiklanamamistir ve konuyu tek
basina agiklayabilen bir goriis bulunmamaktadir. Kemik remodelinginin bozulmasi,
daha oOnceden var olan dental problemler, lokal travma, kanser tadavileri, azalmig
anjiyogenez ve bozulmus kemik mikrogercevesinin yol agtigi enfeksiyon gibi
multifaktoriyel etyoloji bir ¢ok ¢alisma tarafindan desteklenmektedir (Migliorati, 2005).
BRONJ’un patogenizini anlamada en onemli nokta patolojinin ¢ikis noktasinin kemik

mi yumusak doku mu oldugudur.
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Osteokemonekrozun Patogenezine Yonelik Teoriler:

1. Kemik doku: Bifosfonatlarin kemik huicreleri olan osteoblastlar, osteoklastlar

ve osteositler iizerine olan fizyolojik etkileri kapsamli olarak arastirilmaktadir.
Bifosfonatlarin baslica hedef hiicreleri osteoklastlardir (Rodan, 1996). Ozellikle
intraseliiler olaylart etkileyerek osteoklastlarm uyardigi kemik remodelingini
engellemektedir. Bifosfonatlarin osteositler iizerine olan etkilerine dair heniiz oldukca
az bilgi mevcut olup, hiicre canlilig1 ve biitiinliigline iliskin hem direkt hem de indirekt

etkilerinin bulundugu bilinmektedir (Allen, 2008; Plotkin, 2005).

Bifosfonatlarin kemik dokuda birikerek uzun yillar kalabildigi bilinmektedir.
Son zamanlarda da osteosit lakiinleri i¢inde biriktigi bildirilmistir ve zaman iginde
yilksek doz bifosfonat ile karsi karsiya kalan osteositlerin hiicre canliliklarinin

etkilendigi diistiniilmektedir (Roelofs, 2008).

Osteoblastlar bifosfonatlardan en az etkilenen kemik doku hiicreleri olarak
goriilmektedir. Bifosfonat varliginda kemik formasyonunda meydana gelen azalma,
osteoklast inhibisyonuna bagli kemik remodelinginin baskilanmasi nedeniyle kemik
rezorpsiyonu ve formasyonu arasindaki iliskinin bozulmasinin sonucudur (Boyce, 1995;

Eriksen, 2002).

Kemik apozisyonu ve rezorbsiyonu normal kemik homeostazisinin
saglanabilmesinde onemli rol almaktadir. Osteoklastik aktivite basladigi zaman, olusan
yeni kemik matriksinin matiirasyonu i¢in sitokinler ve biiyiime faktorleri salgilanir.
Kemikte rezorbsiyonun azalmasiyla birlikte apozisyonda azalmaya baglar, kemik tamir
metabolizmasi, kemik biiylime-gelisme kapasitesi ve kemik kalitesi bozulur. Travma,
periodontal hastalik, periradikiiler lezyon ya da dental isleme bagli olarak nekroz
olustugu takdirde osteoklastlar nekrotik kemigi ortadan kaldirmak igin gerekli
aktivasyonu gosteremezler. Nekrotik doku hacmi yeterli seviyeye ulastigt zaman lokal

degisiklikler baslar (Montebugnolo, 2007).
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Bifosfonatlar diisiik dozlarda kullanildigi zaman mevalonat yolu {izerinden
osteoklastlarin rezorptif aktivitesini inhibe ederler fakat osteoblastlar stimule ederler ve
osteoblastlarin RANKL fiireterek uyardigi rezorpsiyonu engellemezler. Bu sayede kemik
metabolizmasina daha az sitotoksik etki olustururlar. Bifosfonatlarin yiiksek dozda
kullanilmas1 hem osteoblastlar hem de osteoklastlarda hiicre ici Ca® birikmesine neden
olarak sitotoksik etki olusturur. Buna bagli olarak kemik turn-over1 bozulur ve gereken
remodelasyon ger¢eklesemez (Naidu, 2008). Cene kemiklerinin remodeling kapasitesi
uzun kemiklere oranla oldukca yiiksektir ve remodeling baskilanmasina bagli BRONJ
gelisimi hipotezi patogenezin agiklanmasinda olduk¢a kabul gormektedir (Allen,

2009a).

AAOMS tarafindan belirlenen kemik turn over: ile iligkili serum isaretleyicileri
kalsitonin, TSH, T4, T3, N-Telopeptit, C-Telopeptit, 25 Hidroksi vitamin D, kemige
0zgl alkalen fosfoataz, osteokalsin ve PTH’dur (Lehrer, 2008). Bu isaretleyiciler
kemikteki osteopeniyi degerlendirmek i¢in kullanilirlar. Bifosfonat kullanan hastalarda

kemikte remodelasyon ve rezorptif aktiviteyle ilgili degerler 6nemli 6l¢iide diismektedir

(Lehrer, 2008).

2. Yumusak doku: Kemikte birikerek yiiksek konsantrasyona ulasan

bifosfonatlarin oral epitel hiicreleri lizerine direk toksik etkisi bulunmaktadir ve dental
islemler veya herhangi bir travma sonrast normal yumusak doku iyilesmesini
bozmaktadir (Reid, 2007; Reid, 2009). Alveol kemiginde biriken bifosfonatin oral
mukozada sitotoksik etki olusturmasina bagli olarak mukoza biitlinliigliniin bozulmasi
halinde yara iylesmesinin gerceklesmedigi ve buna bagli olarak acikta kalan g¢ene
kemiklerinde sekonder infeksiyonlarin gelistigi, ilerleyen donemde de ekspoze

osteonekroza doniistiigli diistiniilmektedir (Landesberg, 2008; Reid, 2007).

3. Antianjiogenezis:  Bifosfonatlar kanser hastalarinda antianjiogenetik

ozellikleri sayesinde tiimdr hiicresinin proliferasyonunu baskilayarak tlimoral hiicrelerin
yayilmasint Onlemede kullanilirlar (Santini, 2003). Kemik remodelasyonu ile
anjiyogenez arasinda olduk¢a yakin iliski vardir. Bifosfonatlarin kemikte

remodelasyonu baskilamasi kemikte anjiyogenezin bozulmasina neden olmaktadir.
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Vaskiilarizasyonun bozulmasi sonucu en ufak travmayi takiben yara iyilesmesinde

aksaklik meydana gelmektedir (Santini, 2006).

4. infeksivon: BRONJ lezyonlarinda ¢ok sayida bakteri rapor edilmis olup,

aktinomiges en yiiksek oranda izole edilen mikroorganizmadir (Hansen, 2006; Hansen,
2007; Hellstein, 2005). Mukozanin biitiinliigiiniin bozuldugu durumlarda aktinomigesler
kemik {izerinde biyofilm tabaka olusturur ve bu tabakaya baska mikroorganizmalarin da
tutunmasi sonucu heterojenik bir floraya neden olurlar. Bunun sonucunda da kemikte
osteomiyelit benzeri klinik bir tabloyla enfeksiyona bagli nekroz olusturdugu
disiiniilmektedir (Yeung, 1999). BRONJ’lu bir ¢cok hastada bu mikroorganizmalarin
izole edilmesine ragmen, infeksiyonun BRONJ olusumunda primer etken mi yoksa

sekonder bir olay m1 olduguna dair kesin bir kanit bulunmamaktadir (Allen, 2009a).

5. Genetik _Teori: Lehrer ve arkadaslar1 bifosfonatlarla iliskili ¢ene

kemiklerinde olusan osteonekrozun genetik mutasyona bagli olarak hassas bireylerde
olustugu hipotezini savunmuslardir. Matriks metalloproteinaz ailesinden MMP2
genindeki mutasyonun bifosfonatin yarattigi osteokemonekrozla iligkili olabilecegini
diisiinmiislerdir. MMP2 genindeki mutasyonlar daha once kemik matriksindeki
bozukluklarla  birlikte goriilen  Winchester Sendromu  gibi  sendromlarla
iliskilendirilmistir. Ayrica zolendronat ve alendronatin neden oldugu atrial fibrilasyonla

viicutta ilskili tek genin MMP2 oldugu belirlenmistir (Lehrer, 2009).

6. Diger Teoriler: Diabet gibi es zamanli olarak bulunan hastaliklar (Khamaisi,

2007), obezite ve sigara gibi yasam tarzi ile iliskili faktorler (Wessel, 2008), dis ¢ekimi
gibi miidahaleler (Mavrokokki, 2007), kortikosteroidler gibi es zamanli kullanilan
ilaglar (AAOMS, 2007) BRONI ile iliskilendirilen diger etkenlerdir.

2.11.2. Risk faktorleri

AAOMS, BRONIJ gelisimine neden olan risk faktorlerini; ilag ile iliskili, lokal,

demografik, sistemik ve genetik faktorler olarak siniflandirmistir (Ruggiero, 2009).
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llag ile iliskili risk faktdrleri kullanilan bifosfonatin tedavi siiresi, dozu ve
potentlik derecesi ile iligkilidir (Allen, 2009a). Zoledronatin pamidronattan daha potent
oldugu ve i.v. kullanimin oral kullanimdan daha yiiksek ila¢ birikimine neden oldugu
bilinmektedir. BRONIJ gelisimi oral bifosfonatlarda stirekli kullanimin tigiincii yilindan
itibaren goriilmeye baglarken, i.v. kullanimlarda 6 aydan daha kisa siirelerde bile

goriilebilmektedir (Durie, 2005).

IL.v BPs kullannm: BRONJ olusumunda en 6nemli risk faktdriidiir. Oral
bifosfonat tedavisi altindaki hastalar intravenoz bifosfonat kullanmakta olan hastalara

kiyasla BRONI i¢in oldukga diisiik risk tasimaktadirlar (Ruggiero, 2009).

Dentoalveolar cerrahi iglemler, lokal anatomi ve eslik eden oral problemler lokal
risk fakorlerini olusturmaktadir. Dis cekimi, dental implant uygulamasi, periapikal
cerrahi ve periodontal cerrahi iglemler gibi invaziv girisimlerin BRONJ riskini 5-21 kat

arttirti@1 bildirilmistir (Migliorati, 2005).

Maksilla ve mandibulada mevcut torus, kemik ekzositozlari, keskin mylohyoid
kenarlar gibi {iizerindeki mukozanin inceldigi bolgelerde BRONJ ile daha sik
karsilagildig1 rapor edilmistir (Almazrooa, 2009). Doku ile uyumsuz protez kullanan
hastalarda, periapikal veya periodontal abse gibi enfeksiyonlarin varliinda da BRONJ
riskinin yedi kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Silverman, 2009).

Demografik faktorler olarak yas, irk ve kanser diagnozu bulunmasi BRONJ
gelisimi agisindan risk faktorleri arasinda belirtilmistir (McLeod, 2007). Hoff ve ark.
1.v. bifosfonat tedavisi goren hastalarda yaptiklar1 caligmalarda artan yas ile BRONJ
arasinda iliski oldugunu tespit etmislerdir (Hoff ve ark., 2008). Bardos ve ark. beyaz
irktan olan hastalarin siyah irktan olanlara gére daha yiiksek BRONJ riskiyle karsi
karsiya olduklarini bildirmislerdir (Bardos ve ark., 2006). Metastatik bir odak varligi ile
BRONJ arasinda anlamliya yakin degerler oldugu bildirilmistir (Wessel, 2008). Bu
durum BRONJun aymrict tamisinda c¢ene kemigi metastazlarimin géz Oniinde

bulundurulmas: gerekliligini ortaya koymaktadir. BRONJ oldugu diisiiniilen bir tablo
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kemik metastazin1 perdeleyerek tedavinin prognozunu olumsuz yonde etkileyebilir ya

da hem osteonekroz hem de metastaz birlikte goriilebilir (Bedogni, 2007).

Genetik diizensizliklerin BRONJ gelisiminde Onemli risk faktorlerinden biri
oldugu diisiiniilmektedir. Multiple myeloma hastalarinda Sitokrom P450-2C genindeki
tek niikleotid polimorfizminin (CYP2CS), i.v. bifosfonat kullaniminda Bronj riskini
yiikselttigi bildirilmistir (Sarasquete, 2008). Katz ve ark. multiple myeloma hastalarinda
kollajen tip 1, alfa 1(COL1A1), Matriks metalloproteinaz 2(MMP 2), Reseptor aktivator
niikleer faktor K B (RANK), Osteoprotegerin (OPG), ve Osteopontin (OPN)’deki tek
niikleotid polimorfizmlerinin de BRONJ riskini yiikselttigini bildirmislerdir (Katz ve
ark., 2011).

2.11.3. Aymricr Tamlar

BRONJ’un ayirict tanilarinda periodontal hastaliklar, gingivitis, mukozitis,
enfeksiydz osteomiyelit, temporomandibuler eklem hastaliklari, ¢iiriiklerin olusturdugu
periapikal patolojiler, osteoradyonekroz, nevralji ile goriilen kavitasyonel osteonekroz

ve kemik tlimorleri veya metastazlar1 géz Oniinde bulundurulmalidir (Van Den

Wyngaert, 2007).

2.11.4. BRONJ Evreleri ve Klinik Bulgulari:

AAOMS, bifosfonata bagl ¢ene kemiklerin osteonekrozunun kesin tanisi i¢in 3

karakteristik 6zellik belirlemistir;

1. Devam eden ya da gegmiste uygulanmig bifosfonat terapisi
2. Bas-boyun bolgesinde radyoterapi hikayesi olmamasi

3. Maksilla veya mandibulada ekspoze nekrotik kemigin en az 8 haftadir var

olmasi
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Glinlimiizde en yaygin kullanilan BRONJ evreleme protokoli AAOMS
tarafindan 2009 yilinda yaymlanmistir. Bu rapora gore bifosfonat kullanmakta olan
hastalar BRONJ gelisim riski ve¢ BRONJ’un siddetine gore evrelenmis ve bu evrelere
gore tedavi protokolleri belirtilmistir (Ruggiero 2009). Bu sisteme gore 5 grup

tanimlanmaistir;

Risk grubu: Bifosfonat tedavisine baglayacak veya baglamis olup BRONJ

bulgusu mevcut olmayan hastalar bu grupta yer almaktadir.

Evre 0: Oral yada i.v. bifosfonat tedavisine baglamis olup klinik olarak teshis
edilen nekrotik kemik alan1 bulunmadan ve odontojenik bir neden olmadan dental agri,
TME boélgesine yansiyan kiint agri, sinlis agrisi gibi nonspesifik semptomlarin
goriildiigli gruptur. Kronik periodontal problem olmaksizin dis kayiplar1 goriilebilir ve

pulpal bir neden olmadan periapikal ya da periodontal fistiiller goriilebilir.

Evre 1: Bu gruptaki hastalarda ekspoze kemik mevcuttur ancak herhangi bir

enfeksiyon bulgusu mevcut degildir.

Evre 2: Ekspoze kemik ile birlikte agr1 ve enfeksiyon bulgular1 da mevcuttur.

Evre 3: Ekspoze ve nekrotik kemigin bulundugu tabloya asagidaki bulgulardan
bir yada birkaginin eslik ettigi gruptur;

e Ekstraoral fistiil
¢ Oroantral yada oronazal agiklik

e Ekspoze alanin alveol kemigini astig1 durumlar (zigomatik kemik, mandibula

inferior border gibi)
e Osteolizis varligi

e Patolojik fraktiir
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Bifosfonata bagli olusan osteonekrozun tipik klinik goriintiisiinde inflame olmus
diseti veya agiz mukozasi ile gevrili, devital, ekspoze kemik yiizeyi vardir (Resim 2.1)
(Montebugnolo 2007). Vakalarin %82’sinde ¢ene kemiginde spontan agr1 ilk bulgudur
(Limonta, 2007).

Resim 2.1. BRONJ’un klinik goriiniimii-ekspoze nekrotik kemik.

Bifosfonata bagli olusan osteonekrozun agizda birgok patoloji ile karigabilen

spesifik olmayan bulgular1 vardir (Bianchi, 2007; Naveau, 2006). Bunlar;

e Dislerde hassasiyet

e Mukozada iilserasyon

¢ Yumusak dokuda sislik

e Spontan olabilecegi gibi Ozellikle ¢ignerken veya dis fircalarken goriilen
siddetli agr1

e Maksiller siniis bolgesi tutulumunda siniizit, oroantral fistiil, mukoperiosteal
genisleme, Schneider miikdz mebraninda yeni kemik formasyonu goriilebilir

e inflamasyonun tiim bulgular

e [ltihabik drenaj

e Akut abse

o Alveol kemikte ekspoz
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e Osteomiyelit

e Trismus

e Halitozis

¢ Deride fistiilizasyon
e Parestezi/Anestezi

e Aktinomiges infeksiyonu

Bifosfonata bagli olusan ostekemonekroz semptomatik olabilecegi gibi aylarca
kemikte hicbir ekspoz olusturmadan asemptomatik olarak da devam edebilir.
Osteonekroz dental ya da periodontal bir rahatsizligin bulgulariyla kendini belli edebilir.
Bu nedenle bifosfonat kullandig1 bilinen hastada rutin dental tedavi yapildigi takdirde
semptomlarda diizelme olmuyorsa osteokemonekrozdan siiphe edilmelidir (Expert panel

recommendations of American Dental Association, 2008 ).

2.11.5. BRONJ’un Radyolojik Bulgulari

BRONJ’un radyolojik  bulgulart  spesifik degildir ve osteomiyelit,
osteoradyonekroz, kanser metastazi ve Paget’s hastalii gibi durumlarda da
gorllebilecek semptomlardir (Arce, 2009). BRONIJ tespitinde radyolojik olarak en sik
basvurulan goriintiileme yontemleri periapikal ve panoramik grafilerdir. Osteonekrozun
baslangi¢ fazlarinda periodontal infeksiyonlarda oldugu gibi periodontal aralikta
genisleme goriiliir. Lezyon ilerledik¢e genis radyoliisent alanlar goriiliir ve bazen klinik

cene kemigi fraktiirleri ile sonuglanabilir. Olasi bulgular;

e Trabekiiller yapmin genislik, mineral densitesi, lakiinleri, trabekiil

formasyonunda degisiklikler meydana gelir (Resim 2.1) .
e Kortikal kemikte erozyon olusur.
e Osteosklerozlar olusur.

e Periosteal yeni kemik olusumu izlenir.
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o Kiiciik (I5mm’den kiigiikk) veya biiyilk (15mm’den biiylik) sekestreler
gozlenir (Bedogni, 2008).

Resim 2.2. Osteokemonekroz nedeniyle trabekiilasyonu bozulmus alveolar kemigin radyografik
gorintisi

Manyetik rezonans goriintileme (MRI) ile kemik iligi, norovaskiiler yapilar ve
lenfadenopati ile birlikte enflamasyona bagli degisimler takip edilir. Kemik iligindeki
o0dem gozlenebilmektedir ve kemik iliginde 6dem kemikteki iskemi ve nekrozun erken

bulgusudur (Ruggiero, 2007).

Radyontikleotid kemik taramalar1 kemikteki vaskiilarizasyon degisikliklerini en
1yl goriintiileyen tekniktir. Bu taramalar osteokemonekrozun erken tanisinda yardimeci

olabilir (Ruggiero, 2007).

Sintigrafi kemik yogunlugundaki degisiklikleri gostererek nekroz baslangici,
nekroza yatkin kemik metabolizmasinda bozulmalarin oldugu bélgeleri veya nekrozun
subklinik  safthalarin1  gostererek  bifosfonati  diizenli  kullanan  hastalarda
osteokemonekrozlar olusmadan once %066 gibi bir oranla erken taniya yardimci

olabilmektedir (O'Ryan, 2009).
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2.11.6. BRONJ’un Histolojik Bulgulari

Kemik iliginde fibrozisle birlikte akut-kronik enflamatuar hiicreler, plazma
hiicreleri ve cesitli fungal-bakteriyel mikroorganizma kolonizasyonlar1 BRONJ un

histolojik incelemesinde goriilmektedir.

Mikrobiyolojik incelemede primer olarak aktinomicesler olmak {izere,
enterokoklar, kandida albikans, hemofilus influenza, alfa hemolitik streptokoklar,
laktobasiller, enterobakterler ve klebsiella pnomonia tiirleri izole edilmistir

(Dannemann, 2006).

BRONJ’un infeksiyon kisminda baskin olarak rol aldigi bilinen aktinomigesler
normal agiz florasinin elemani olarak oral mukoza ylizeyinde yer alirlar fakat mukoza
biitiinligiiniin bozuldugu durumlarda kemige invaze olarak patojen hale gelirler. Uzun
stiren kronik enflamasyon sonucu kemikte destriiksiyon ve osteolizise neden olurlar

(Kaplan, 2009).

2.11.7. BRONJ’un Hematolojik Bulgulari

Hematolojik bulgular a¢isindan giiniimiizde en ¢ok kabul edilen bulgu serum C
terminal telopeptid (CTX) diizeyinin degerlendirilmesidir (Marx, 2007). Organik kemik
matriksinin %90’indan fazlas1 kemik i¢inde sentezlenen tip 1 kollajenden olusur.
Normal kemik metabolizmas: sirasinda, tip 1 kollajen parcalanir ve kii¢lik fragmanlari
seruma gecip idrar ile atilir. Fizyolojik veya patolojik olarak yiikselmis kemik
metabolizmasinda tip 1 kollajenin pargalanmasi artar ve kollajen fragmanlarinin
kandaki seviyesi de yiikselir. Bu kollajen tip 1 fragmanlar o6zellikle C terminal
telopeptidlerdir (CTX). Serum CTX diizeyi kemik turnoverinin gii¢lii bir belirtecidir.
Bifosfonat kullanimi1 gibi kemik rezorpsiyonunun inhibe edildigi durumlarda serum

CTX diizeyi ¢ok diisiik seviyelere inebilir (Lehrer, 2008).
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Marx, serum CTX diizeyinin 100 pg/ml’nin altinda oldugu durumlarda BRONJ
riskinin yliksek, 100-150 pg/ml oldugunda orta ve 150 pg/ml seviyesinde iken diisiik
oldugunu belirtmistir (Vescovi, 2010).

Kronik bifosfonat kullanimi mevcut olan hastalarda dentoalveoler cerrahi
girisimlerden 6nce serum CTX seviyesinin tespiti hastanin BRONJ riskini belirlemek

agisindan dnemlidir.

2.11.8. BRONJ Tedavi Secenekleri

BRONJ vakalarmin tedavisinde yaymlanmig olan pek c¢ok tedavi alternatifi
bulunmaktadir ancak bu yOntemlerin higbiri kesin tedavi sekli olarak kabul
edilmemektedir. Bu vakalarda izlenen protokol BRONJ’un tedavisinden daha ¢ok

tablonun ilerlemesini engellemeye yonelik girisimleri icermektedir.

L.v. bifosfonat tedavisine baslayacak olan hastalari ila¢ kullanimima baslamadan
once detayli agiz muayeneleri yapilarak, biitiin invaziv dental girisimleri tamamlanmali

ve optimal periodontal saglik saglanmalidir (Ruggiero, 2009).

AAOMS’un 2009 yilinda yayinladig: bildiriye gore (Ruggiero, 2009);

Risk Grubu: Nekrotik kemik mevcut olmayan risk grubu hastalarda BRONJ

gelismesini onlemek i¢in hasta egitimi yeterlidir.

Evre-0: Klinik olarak nekrotik kemik goriilmeyen ancak nonspesifik
semptomlarin bulundugu bu hastalara agr1 kesiciler ve antibiotikler gibi semptomatik

tedaviler uygundur.

Evre-1: Ekspoze nekrotik kemigin goriildiigli asemptomatik bu hastalarda

antibakteriyel ag1z gargaralari, hastanin egitimi ve diizenli takibi uygundur.
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Evre-2: Ekspoze nekrotik kemik ve g¢evresinde eritem ve agrt mevcut olan bu
evrede antimikrobiyal gargara, oral antibiyotik, agri kesiciler ve yumusak doku

irritasyonunu engellemek i¢in nekroze kemigin yilizeyel debridmani uygundur.

Evre 3: Agri ve enfeksiyonun mevcut oldugu, patolojik kiriklara veya ekstraoral
fistlillere sebep olabilen ekspoze kemik varliginda agri ve enfeksiyonun kontroli,

antibiyotik tedavisi, debridman ve rezeksiyon onerilmektedir.

Evre-2 ve evre-3 vakalarda oOnerilen tedaviler tartismalidir. Debridman,
rezeksiyon, antibiyotik tedavisi, agr1 ve enfeksiyonun kontrolii hasta kooperasyonunun
zor oldugu ve hastalarin yasam kalitesinin diismesine sebep olan ve maliyeti yiiksek

olan tedavilerdir.

Minimal invaziv tedavi alternatifleri hastalarin yasam kalitesini yiikseltmeyi
amaclamaktadir. Denenmis olan yontemlerin hi¢ biri BRONJ tedavisinde yeterli
etkinligi gdstermemistir ve hasta sayisinin artigina ragmen etkin bir tedavi protokoliiniin
bulunmayist yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekliligini ortaya koymustur.
Trombositten zengin plazma (PRP) (Lee, 2007), hiperbarik oksijen (HBO) (Friberger,
2007), lazer (Rugani, 2010) ve pentoksifilin-alfa tokoferol (Delanian, 2005)

uygulamalari gibi alternatif tedavi yontemleri {izerinde ¢aligmalar devam etmektedir.

Giintimiizde BRONJ tedavisinde farkli bir alternatif olarak ozon terapisinin

cesitli yontemleri de uygulanmaya baslanmustir.

Agrillo ve ark. (2006) BRONIJ teshisi konulmus 30 hastada lokal minor kiireta;
iceren cerrahi tedavi, antibiyotik, antifungal, antiviral, askorbik asit ve %0,2
Klorheksidin gargaraya ek olarak operasyon Oncesi, sirasinda ve sonrasinda ozon
uygulamislardir. Ozon uygulamasina ozon jeneratdrii (ozonytron) ile haftada iki kez
5’erdakika olmak iizere yirmi gilin siire ile devam etmislerdir ve lezyonlarin

tyilesmesinin hizlandigin1 bildirmislerdir.
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Petrucci ve ark. (2007) BRONJ’lu 12 multiple myeloma hastasinda cerrahi
tedavi ve antibiyotik tedavisine ek olarak cerrahi oncesi ve sonrasi 7’ser giin ozon
uygulamasi sonrasinda hastalarin 8’inde tamamen iyilesme, 4’linde ise lezyonlarda

kismi iyilesme g6zlendigini rapor etmislerdir.

Ripamonti ve ark. (2012) BRONIJ lezyonlarinin ozon gazinin etkinligi ve tolare
edilebilirligini degerlendirdikleri ¢calismalarinda 2,5 cm’den biiyilk BRONIJ lezyonlarina
her bir lezyon i¢in en az 10 seans olmak iizere 6zel bir apereyle ozon gazi uygulamislar
ve medikal ozon gazinin BRONJ tedavisinde etkili ve giivenilir bir alternatif oldugunu

belirtmislerdir.

Ripamonti ve ark. (2011) yayinladiklari bir bagka raporda konservatif tedaviye
yanit vermeyen 2,5 cm’den biiyiik BRONJ lezyonlarina 10 seans ve her seansta 10’ar
dakika ozon yagi uygulamasi sonrasi 3 ila 10 uygulamada oral mukozada tamamen

iyilesmenin gergeklestigini bildirmislerdir.

BRONI tedavisinde de ozonun kullanildig1 ve tedavide olumlu etkileri oldugunu
bildiren vaka raporlar1 ve klinik ¢alismalar mevcuttur ancak BRONJ tedavisinde ozonun
kemik yada oral mukozaya olan etkisini degerlendiren herhangi bir in vitro ¢alismaya

yapilan literatiir taramasinda rastlanmamustir.

2.12. Ozon

Ozon (03), triatomik oksijen veya trioksijen olarakta bilinen ve 3 adet oksijen
atomundan meydana gelen bir bilesiktir (Stopka, 2003). Ozon, oda sicaklifinda acik
mavi renkte bulunan kendine has kokusu olan bir gazdir. Ozon kelimesi yunanca koku
anlamindaki “’ozein’’ kelimesinden kdken alir ve 1840 yilinda, ozon terapisinin babasi
olarak kabul edilen Alman kimyac1 Christian Friedrich Schonbein tarafindan verilmistir

(Bocci, 2004).
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Ozon (03), oksijen molekiili (Oz) ve aktif atomik oksijen (O+2)’nin
birlesmesinden meydana gelir. O, molekiiliiniin aktif atomik oksijene (0*%) doniismesi
sirasinda yiiksek enerjiye ihtiya¢ vardir ve bu reaksiyonu ultraviyole 1sinlar katalize

etmektedir.

Ozonun molekiil agirligi 4798 g/moldiir (Stopka, 2003). Dogada atmosferin
stratosfer tabakasinda 1-10 ppm konsantrasyonunda bulunan ozon, stratosfer
tabakasinda B ve C tiirli ultraviyole isinlarin1 absorbe ederek yeryiiziinii zararli

ultraviyole 1sinlarindan koruyan bir filtre gorevi goriir (Seidler, 2008; Bocci, 2006).

Ozonun medikal alandaki ilk uygulamasi 1. Diinya savasi sirasinda Alman
askerlerinde gangren tedavisinde kullanilmasidir (Bocci, 2009). Ozon terapisi,
oksijen/ozonun gaz olarak, su veya yag i¢inde ¢ozlinmiis sekilde kullanildig1 cok amagli
bio-oksidatif tedavi olarak tanimlanabilir (Gopalakrishnan, 2012). Ozon terapisinin
cesitli hastaliklarda ve calismalardaki bagarili uygulamalarina iligkin raporlar ozon

terapisine olan ilginin her gecen giin artmasina sebep olmaktadir (Seidler, 2008).

2.12.1. Ozonun Etki Mekanizmalari

Ozonun insan viicudunda immunomodiilatér, immunostimiilator, analjezik,
antienflamatuar, antihipoksik, antimikrobiyal, biyoenerjik, biyosentetik (karbonhidrat,
lipid ve protein metabolizmasi aktivasyonu), antihipoksik ve hemostatik etkileri oldugu

bilinmektedir (Seidler, 2008; Sushma 2011; Gopalakrishnan, 2012).

2.12.1.1. Antimikrobiyal EtKi

Ozonun iizerinde en ¢ok calisilan etkisi antimikrobiyal etkisidir. Ozonun gram
pozitif ve gram negatif bakteriler, virlisler ve mantarlara etkisi bulunmaktadir. Cift
baglarin ozonolizisi ile stoplazmik membranin harabiyeti, hiicre i¢i proteinlerin

oksidasyonu ve organellerin fonksiyon kaybi sebebiyle hiicre Sliimiine neden olarak
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antimikrobial etkisini saglamaktadir. Saniyeler igerisinde mikrobiyal hiicre duvarina

zarar vererek hiicre lizisine sebep olmaktadir (Seidler, 2008; Gopalakrishnan, 2012).

Bu etki mikrobiyal hiicrelere karsi segici olup, yiiksek antioksidatif
yeteneklerinden dolayr insan viicut hiicrelerine zarar vermemektedir. Viral
enfeksiyonlarda, viral proteinlerin sentezinde rol alan ters transkriptaz enziminin

aktivitesini degistirerek gosterir (Seidler, 2008).

2.12.1.2. Bagisiklik Sistemini Uyaric1 Etki

Ozon, hiicresel ve humoral bagisiklik sistemini etkilemekte, immunokompetan
hiicrelerin ¢ogalmasi ve immiinoglobulinlerin sentezini uyarmaktadir. Makrofaj

fonksiyonunu aktive etmekte, mikroorganizmalarin fagositozunu arttirmaktadir.

Ozon organizmada bagisiklik sistemini aktive ederek bagisiklik hiicrelerinin
sitokin iiretimini indiikler ve bu sitokinler de diger bagisiklik sistemi hiicrelerini aktive
ederek direncli hastaliklara kars1 bagisiklik sisteminde bir kaskadin baglamasini saglar.
Dolayisiyla medikal ozon uygulamasi immiin yetmezligi olan hastalarda bagisiklik

sistemini aktive etmede oldukga faydalidir.

Ozon, interlokinler, 16kotrenler ve prostoglandinler gibi yara iyilesmesinde
yararli ve enflamasyonu azaltmada etkili biyolojik olarak aktif maddelerin sentezini
saglamaktadir (Seidler, 2008).

2.12.1.3. Antihipoksik Etki

Ozon, kan ile oksijen taginmasini ve dokulardaki oksijen basincini arttirarak
hiicre metabolizmasin1 etkileyen glikolizis, krebs dongilisii ve yag asitlerinin

oksidasyonu gibi aerobik stiregleri aktive etmektedir.
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Eritrosit agregasyonunu Onler ve eritrositlerin oksijen ile kontak yiizeylerini
artirarak oksijen tasinmasini arttirir. Dolasimi uyarma 6zelligi, ozonu dolasim
bozukluguna baglh hastaliklarin tedavisinde ve organ fonksiyonlarinin yeniden

saglanmasinda degerli kilmaktadir (Bhateja, 2012; Seidler, 2008).

2.12.1.4. Analjezik- Detox Etkisi

Arteriol ve veniillerin dilatasyonunu saglayan NO (nitrik oksit) gibi

vazadilatorlerin sekresyonuna sebep olmaktadir(Bhateja, 2012; Seidler, 2008).

2.12.1.5. Biyoenerjik- Biyosentetik Etki

Protein sentezi mekanizmasini aktive etmekte, hiicrelerde ribozom ve
mitokondri oraninin artmasini saglamakta ve bodylece doku ve organlarda hiicresel

seviyede fonksiyon ve rejenerasyon potansiyelinin artmasina sebep olmaktadir (Seidler,
2008).

2.12.2. Dis Hekimliginde Ozon Kullanim

Optik noropatiler, glokoma, dejeneratif retinal hastaliklar gibi goz hastaliklari,
iskemik hastaliklar, ortopedik, dermatolojik, pulmoner, renal, hematolojik ve
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde ve ¢ok ¢esitli uzmanlik alanlarinda kullanimi
gerceklestirilmis olan ozonun dis hekimligindeki kullanimi son zamanlarda artmistir

(Re, 2008; Arita, 2005; Bocci, 2004).

Dis hekimliginde ozon, ilk olarak 1930’lu yillarda Dr. E. A. Fish tarafindan
dezenfeksiyon ve yara iyilesmesini saglamak amaciyla ozonlu su formunda

kullanilmistir (Gopalakrishnan, 2012).

Baslangi¢ ciirtikleri, ¢iiriik kavitelerinin sterilizasyonu, kok kanallarinin

sterilizasyonu, periodontal cepler, epitelyal yaralarin iyilesmesi, kanal tedavisi yapilmis
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renklesmis dislerin beyazlatilmasi, periimplantitis tedavisi, avulse diglerin yikanmasi ve
protez temizleyici olarak kullanilmasi ozonun dis hekimliginde kullanildigi alanlardir

(Estrela, 2007; Arita, 2005; Baysan, 2000) .

Dis ciiriiklerinin birincil etkeni plak biyofilm tabakasidir. Ozonlu su, dental plak
birikimini, dolayisla ¢iiriik olusumunu engellemektedir. Baslangi¢ ¢iiriiklerinde
demineralize olmus alana uygulanan ozon, ¢iiriikk olusturan bakterilerin 6lmesini saglar

(Gopalakrishnan, 2012).

Ekspoze kok yiizeyini Orten smear tabakasi iyonik kalsiyum ve florun dentin
tiibiillerine penetrasyonunu engellemektedir. Ozon, smear tabakasini kaldirarak dentin
tubullerini aciga ¢ikarmakta, caplarini genisletmekte, kalsiyum ve flor iyonlarinin bu
tiibiillere kolayca girerek tiibiilleri tikamasimni saglamaktadir. Bu sekilde dentin
hassasiyetini hizli1 ve diger geleneksel yontemlere gore daha daha uzun siireli olarak

ortadan kaldirmaktadir (Gopalakrishnan, 2012; Azarpazhooh, 2009; Dihnhardt, 2008).

Mikroorganizmalar kok kanal tedavisinde basarisizligin en dnemli sebeplerinden
biridir. Ozon kok kanalinda bulunan mikroorganizma sayisini azaltmada en giiglii
ajanlardan biridir (Cardoso, 2008). Kok kanal yiizeyinde bulunan nekrotik debris
tabakasini bakterisidal ve efervesan ozellikleri sayesinde ortadan kaldiran ozon, kok
kanallarinin sterilizasyonu saglar. Kanallarin rutin temizligi, sekillendirilmesi ve
irrigasyonu tamamlandiktan sonra uygun siire ve konsantrasyonda uygulanan ozon
endodontik tedavinin basarisinda etkilidir. Yapilan ¢aligmalar ozon gazi, ozonlu su ve

ozonlanmis yagin endodontide kullanimini tesvik etmektedir (Valacchi, 2011).

Ozonun, herpes labialis, aftoz iilserasyonlar, akut nekrotizan iilseratif gingivitis
gibi  durumlarda  yumusak doku iyilesmesini  hizlandirdigr  bilinmektedir

(Gopalakrishnan, 2012).

Ozonun kemik metabolizmasi ve kemigin onarim siireci lizerine pozitif etkileri

bulunmaktadir. Dis ¢ekim soketlerine uygulandiginda soket {lizerinde psddomembran
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olusturarak soketi travmadan koruyarak iyilesme siiresini kisaltmaktadir. Alveolit
tedavisinde soketteki nekrotik dokular uzaklastirildiktan sonra soketin ozonlu su ile
yikanmasinin iyilesmeyi hizlandirdigi rapor edilmistir (Gopalakrishnan, 2012; Sushma,

2011, Filippi).

Bas ve boyun bolgesinde osteomiyelit tedavisinde cerrahi, antibiyotik ve
hiperbarik oksijen tedavisine ek olarak ozon terapisi uygulandiginda iyilesmenin daha

hizl1 oldugu bildirilmistir (Gopalakrishnan, 2012; Sushma, 2011).

Multiple myeloma hastalarinda osteoradyonekroz tedavisinde antibiyotik,
cerrahi ve ozon terapisinin kombinasyonu uygulandiginda hem osteoradyonekroz
insidansinda hem de lezyonlarin boyutlarinda azalma oldugu bildirilmistir

(Gopalakrishnan, 2012).

Cardosa, herpes labialis ve mandibuler osteomiyelit tedavisinde ozonlanmis yag

uygulamasinin geleneksel yontemlere gore daha hizli iyilesme sagladigini belirtmistir

(Macedo, 2005).

Ozonlu suyun epitelyal yara iyilesmesine olan etkisini palatinal mukozadaki
defektlerde degerlendiren Filippi ve ark. ozonlu suyun oral mukozada yara iyilesmesini
hizlandirdigim1 ve bu etkinin yara iyilesmesinin ilk iki giliniinde goriildiigini

belirtmislerdir (Filippi).

Aviilse dislerin ozonlu su ile 2 dakika siire ile irrigasyonu mekanik temizlik ve
kok ylizeyinin dekontaminasyonunu saglarken kok yiizeyinde bulunan periodontal doku

hiicrelerine herhangi bir negatif etki géstermemektedir (Ebensberger, 2002).

Ebensberger ve ark. (2002) yeni ¢ekilmis ve ozonlu su ile irrige edilmis tigiincii
molar dislerin kok yiizeyinde bulunan periodondal ligament hiicrelerinin

proliferasyonunun degerlendirildigi bir ¢aligmada steril izotonik salin solusyonu ile
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irrige edilen dislere gore ozonlu su ile irrige edilen dislerde proliferasyonun daha iyi

oldugunu bildirmislerdir.

Ramzy ve ark. (2005) agresif periodontitisli hastalarda yalnizca distasi temizligi
ve kok ylizeyi diizlestirme yapilan hastalara gore ilave olarak ozonlu su ile irrige edilen
periodontal ceplerde plak indeksi, gingival indeks ve bakteri sayisinda daha belirgin

iyilesme elde edildigini bildirmislerdir.

Huth ve ark. (2006) periodontal harabiyeti olan dislerin kok ylizeylerindeki
periodontal ligament hiicrelerinde inflamasyon ile iligkili NF-kappaB sistemini
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda ozonlanmis medium ile inkiibe edilen periodondal
ligament hiicrelerinde NF-kappaB aktivitesinin inhibe oldugunu ve ozonun

antienflamatuar kapasitesi oldugunu rapor etmislerdir.

Karapetian ve ark. (2007) periimplantitis tedavisinde geleneksel tedavi, cerrahi
tedavi ve ozon terapisini degerlendirdikleri caligmada bakteri sayisinda en belirgin

azalmanin ozon terapisi grubunda oldugunu bildirmislerdir.

Kok kanal tedavisi yapilmis dislerde kuron renklesmesi ozellikle anterior
dislerde estetik agidan oldukga sikintili bir durum yaratmaktadir. Ozon hem kanal
tedavisi sonrasi renklesmis hemde tetrasikline bagli renklesmelerde basarili sonuglar

vermektedir (Tessier, 2010).

Ozon gazi asitleme ve fissiir Ortiicii islemlerinden Once profilaktik olarak
uygulanabilir ve mine dokusunun fiziksel oOzelliklerine olumsuz bir etkisi
bulunmamaktadir. Derin ¢iiriik kavitelerinin ozon gazina daha uzun siire maruz kalmasi
dentin tiibiillerinde daha gii¢lii bakterisidal etki olusturarak restorasyonun klinik
basarisini arttirmaktadir ve mine ve dentin dokularinin adeziv restorasyon ile olan

baglantisini etkilememektedir (Gopalakrishnan, 2012; Sushma, 2011).
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Protez stomatitini 6nlemede plak kontrolii esastir. Protezlerde biriken plak basta
candida albicans olmak iizere ¢esitli mikroorganizmalardan olugsmaktadir. Ozonlu suyun
akrilik protezlerde bulunan candida albicans’lar iizerine etkisini degerlendirmek
amaciyla yapilan caligmada, iizrinde candida albicans kiiltiirii olusturulan akrilik
rezinler 1 dakika siire ile ozonlu suya maruz birakildiginda iizerlerinde canli candida
albicans kalmadig1 goriilmiistiir (Murakami, 2002). Ozonlu su protez materyalinin
yapisina minimum zarar vererek kullanilabilecek etkin bir protez temizleme
alternatifidir. Topikal ozon uygulamasi da protez stomatitin kontroliinde faydali olabilir

(Gopalakrishnan, 2012; Seidler, 2008).

Dis firgalama isleminden sonra dis fir¢asinin killarinda kalan mikrorganizmalari

uzaklagtirarak ~ dekontaminasyonu  saglamada da  kullanimi  Onerilmektedir

(Gopalakrishnan, 2012).

Dental iinit su tesisatlarindan biyofilm tabakasinin eliminasyonunda 10 dakika
siire ile ozon uygulandiginda canli bakteri sayisininda %65 azalma oldugu ancak

tamamen eliminasyonunu saglamada basarili olmadigi bildirilmektedir (Walker, 2003).

2.12.3. Ozon Terapisi Endikasyonlari

Arterial dolasim bozukluklar1

e Immiin yetersizlik ve immiin dengesizlik
v" Kanser hastalarinda yardimet terapi
v" Virislerin sebep oldugu hastaliklar

e Enflamatuar durumlar

e Romatizmal hastaliklar

e Deri lezyonlan ve iilserler

¢ Dis hekimligi (Noagles, 2008; Seidler, 2008; Garg, 2009).
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2.12.4. Ozon Terapisi Kontrendikasyonlar:

e Hamilelik

e Glikoz-6-fosfat dehidrogenez eksikligi (favizm)
e Hipertiroidizm

o Siddetli anemi

¢ Siddetli myastenia

e Akut alkol zehirlenmesi

e Yeni gecirilmis myokard infarktiisii

e Herhangi bir organda kanama

e Trombositopeni

e Ozon allerjisi

Uzun siire ozon gazi inhalasyonu akcigerler ve diger organlar icin zararl
olabilir. Avrupa Medikal Ozon Dernegi, olas1 hava embolisi riski nedeniyle, ozon veya
oksijen gazinin direk olarak intravendz enjeksiyonu konusunda hekimleri uyarmaktadir

(Sushma, 2011; Noagles, 2008; Seidler, 2008; GARG 2009).

2.12.5. Ozon Terapisinin Komplikasyonlar:

Ozon terapisine bagli komplikasyonlar 0,0007 oran1 ile olduk¢a nadir
gorilmektedir. Epifora, iist solunum yolu irritasyonu, rinit, oksiirtik, basagrisi, nadiren
mide bulantisi, kusma, nefes darligi, hava embolisi ve kalp problemleri bilinen yan

etkileridir (Noagles, 2008).

Psoriasis tedavisi sirasinda ozona bagli hava embolisi sonucu 6liim oldugu rapor

edilmistir.

Lumbar disk hernisyonu tedavisinde intradiskal ve peri-ganglionik O3- 02

karisim1 enjeksiyonu sonucu akut bilateral gérme kaybi1 gerceklestigi bildirilmistir.
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Ozon otohemoterapisi sonrast hepatit C ve HIV enfeksiyonu rapor edilmistir

(Bhateja, 2012).

2.12.6. Ozon Uygulama Sekilleri

2.12.6.1. Sistemik Ozon Uygulamasi

Major otohemoterapi: O3 ile ekstrakorporeal kan tedavisi ve aktive edilmis

kanin reinfiizyonu

O3 - 02 karisimin rektal iifleme ile uygulanmasi

Mindr otohemoterapi: aktive edilmis kanin intramiiskiiler enjeksiyonu

(Noagles, 2008; Seidler, 2008; Garg, 2009).

2.12.6.1. Topikal Ozon Uygulamasi

e Gaz sikistirilmis ozona dayanikli plastik kaplar ile transkiitanéz ozon

uygulamasi
e Ozonlusu
e Rektal O3 - 02 iifleme
e Intraartikiiler enjeksiyon
e Intramiiskiiler enjeksiyon

e Ozonlanmis zeytin yag1

2.12.7. Ozon Jeneratorleri

Oksijen molekiiliinii parcalayip, elde edilen atomlardan birini, baska bir oksijen
molekiiliine baglayarak ozon elde eden makinelere ozon jeneratorii adi verilmektedir
(Cetinkaya, 2011). Medikal ozon jeneratorleri ozonu yiiksek voltaj gradyanttan (5-
13mV) gecen saf oksijenden asagidaki reaksiyon ile tiretmektedir (Bocci, 2006).
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302 + 168; 400 cal = 203

[lk medikal ozon jeneratdrii Alman fizik¢i Joachim Hansler ve Hans Wolff
tarafindan gelistirilmistir (Bhateja, 2012; Gopalakrishnan, 2012). Medikal ozon, %95-
99,95 oraninda saf oksijen ve %0,05-5 oraninda saf ozon karisimi seklinde olmalidir.
Karisimdaki ozon oranit %5’ten yiiksek olmamalidir (Bocci, 2006; Gopalakrishnan,
2012). Jeneratorler ozona dayanikli, paslanmaz celik, teflon veya dogal cam gibi yiiksek
kaliteli materyallerden tiretilmelidirler (Bocci, 2006; Gopalakrishnan, 2012; Bhateja,
2012).

Ozon jeneratorlerinin ¢aligsmasi, prensip olarak 3 ana yonteme dayanmaktadir

(Gopalakrishnan 2012; Bhateja, 2012):

e UV Ozon Jeneratorleri
e Soguk Plazma Sistem Ozon Jeneratdrleri

e Corona-Discharge Sistem Ozon Jeneratorleri

Ultraviyole sistem jeneratorler diisiik konsantrayonlarda ozon iiretirler ve estetik

amagli, saunalarda ve sularin aritilmasinda kullanilmaktadir.

Soguk Plazma Sistem Jeneratorler hava ve suyun aritilmasinda kullanilirlar.

Discharge Sistem Ozon Jeneratorleri ise yiiksek konsantrasyonlarda ozon
uretirler. Kullanimi kolay ve ozon dozunun kontrollii olarak uygulanmasini saglar, tip
ve dis hekimliginde en cok tercih edilen jenerator tipleridirler (Gopalakrishnan 2012;

Bhateja, 2012).

Bu tip jeneratdrler, sabit elektrik akimi sayesinde elektronlar1 hizlandirmakta ve
bdylece kinetik enerjiyi arttirarak, oksijen molekiiliindeki oksijen-oksijen ¢ift bagini
parcalamaktadir. Bu islem sonunda ortama salinan iki oksijen atomu; diger oksijen

molekiilii ile reaksiyona girerek ozon olusmaktadir (Nogales 2008, Cetinkaya, 2011).
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Ozi—Cure (Centurion, Giiney Afrika), HealOzone (CurOzone ABD, Kavo,
Almanya), Ozonytron X-Biozonix (Mymed, Almanya), Cytozon (Hansler, Almanya),
Ozonasan (Fa. Hénsler), Neo Ozone Water—S (KORM Electronics, Japonya) ve Sander
Ozonizer (Eltze, Almanya) dishekimliginde kullanilan ozon jeneratorleridir

(Gopalakrishnan 2012; Cetinkaya, 2011).

OzonyTronX: OzonyTronX , 2005 yilinda Almanya’da Mymed tarafindan
iiretilmistir. Cihazin probu dokuya temas ettigi anda ortamda bulunan oksijen molekiilii
(02) atomlarina ayrigmaktadir. Bu atomik oksijen (O+2) gecici olarak ortamdaki oksijen
(02) ile birleserek yiliksek derecede dezenfeksiyon etkisi yapan ozon (O3) gazini
olusturur (Cetinkaya, 2011).

OzonyTronX, ana iinite, plazma probu ve aplikatérden olugmaktadir (Resim
2.3). Ana fnite, bir konnektor lizerinden aplikatore aktarilan yiiksek frekans impulslar
iiretir. Ozel cam problar soy gazlarla doludur ve elektro-manyetik enerjiyi iletip, probun
ucundan salarak aktiflenmis oksijen ve aktif bir madde olan ozonu iiretir. Uretilen
ozonun ylizeye uygulanmasi amaciyla yedi farkli prob ucu bulunmaktadir (Resim 2.4 )

(Cetinkaya, 2011).
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Resim 2.4. OzonyrTronX ozon jeneratorii prob uglari
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Cihaz tizerindeki kontrol diigmesi vasitasiyla bes kademeli olarak ozon gazinin

yogunlugunun ayarlanabildigi konsantrasyon seviyeleri bulunmaktadir. Kademelerin

konsantrasyonu, uygulama siiresi ve bu konsantrasyona gore uygulanan tedavi

secenekleri tablo 2.1° de gosterilmektedir (Cetinkaya, 2011).

Tablo 2.1. OzonytronX ozon jeneratorii kademelerinin konsantrasyonu, uygulama
stiresi ve bu konsantrasyona gore uygulanan tedavi segenekleri

0-5 ppm 120 sn

10000-25000 ppm 90 sn

25000-45000 ppm 40-60 sn

45000-100000 ppm 30-40 sn

100000-300000 ppm 40-50 sn

Hassasiyet testleri

Yumusak dokularin viral ve fungal
enfeksiyonlari, hassas dokularin (dil, dudak
vs.) dezenfeksiyonu

Gingivitis, periodontitis, hiperemi

Reimplantasyon, c¢ekim sonrast soket
dezenfeksiyonu, mine ve dentin
ylizeylerinin restorasyona hazirlanmasi,
trismus

Prob ucunun dezenfeksiyonu, kanama
kontrolii, kok kanal dezenfeksiyonu

TUV SUD (Industrie Service GmbH kurulusu/Technischer Uberwachungs-

Verein) tarafindan OzonyTronX cihazinin {irettigi ozon miktar1 ve konsantrasyonu

degerlendirilmistir. Ozon tedavisinin dis hekimliginde kisa siirelerde (20-120 )

uygulanmasi sonucu olusabilecek maksimum ozon konsantrasyonunun, insanlar igin

zararli ozon konsantrasyonu esik degerinin (TLV) %37°de kalmas1 nedeniyle, gilivenli

uygulanabilirligine izin verilmis ve herhangi bir toksik etki yaratmadigi “TUV” belgesi

ile kanitlanmistir (Cetinkaya, 2011).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

Buzdolabi, Argelik, Tiirkiye

e CO; inkiibator Heraus, Heracell, Almanya

e Hava akim kabini, Cytobaby CB1204, Danimarka

e [sik mikroskobu, Leica DM500, Almanya

e Invert mikroskop, Olympos CK40, Japonya

e Otomatik mikropipet (10, 100, 1000 pl skalasinda), Costar, Italya

e Otomatik mikropipet (10,100 ve 1000 ul skalasinda), Eppendorf, ABD
e Santrifiij, Harrier 15/80, Ingiltere

e Vorteks, Dragon Laboratory, Cin

e Ozon jeneratorii, OzonytronX - BIOZONX, Medentozone, Almanya

e LightCycler 480 Il Real-Time PCR System, Roche Applied Science, Mannheim,

Almanya

e Nanodrop 2000 Thermo Scientific, Wilmington, Amerika Birlesik Devletleri

3.2. Kullanilan Kitler ve Kimyasallar

Besiyeri, DMEM-F12, F0455, Biochrom, Almanya

e Fetal Bovin serum, S0215, Biochrom, Almanya

e Iyodin, Batticon Antiseptik Soliisyon, Tiirkiye

¢ Kiloroheksidin diglukonat, Listerine Advanced Antiseptic Mouthwash, ABD
e L-Glutamin, K0282, Biochrom, Almanya

e Pamidronat disodyum Trihidrat, P2371, Sigma-Aldrich, ABD
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Penisilin-streptomisin-neomisin karisimi, A2212, Biochrom, Almanya

TriPure Isolation Reagent (Katalog numarasi:11667157001), Roche Applied Science,

Mannheim, Almanya

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kiti (Katalog numarasi:05081955001),

Roche Applied Science, Mannheim, Almanya

COL1AL1 (collagen, type I, alpha 1), Real Time Ready Catalog Assay, Assay
ID:100861, Roche Applied Science, Mannheim, Almanya

COL1A2 (collagen, type I, alpha 2), Real Time Ready Catalog Assay, Assay
ID:103048, Roche Applied Science, Mannheim, Almanya

GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), Real Time Ready Catalog
Assay, Assay 1D:101128, Roche Applied Science, Mannheim, Almanya

Roche 480® Probes Master (Katalog numarasi: 04707494001), Roche Applied

Science, Mannheim, Almanya

3.3. Tlaclarin Stok Cézeltilerinin Hazirlanmasi

3.3.1. Pamidronat disodyum tuz hidrat: C3HINO7P2Na2 - xH20

Pamidronat disodyum tuz hidrat’in molekiil agilig1: 279,03g
Suda ¢oziintirligii: 28 mg/ml
2,8 mg pamidronat disodyum tuz hidrat hassas terazide tartilarak 1 ml suda

¢oziilerek 10" M stok ¢ozelti elde edildi. Stok soliisyon steril distile su ile seyreltilerek
10" M’k ¢ozelti elde edildi.

O OH O
Nar::—I? ‘?—Cﬂa
HO | OH
NH, **H:0

Pamidronat disodyum tuz hidrat
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3.4. Hasta Sec¢imi

Calismaya 18-30 yas arasi, sigara, alkol ve herhangi bir ilag kullanmayan,
saglikli, 3 erkek, 3 kadin, toplam 6 hasta dahil edildi. Hastalarin tiimii ¢alisma

konusunda bilgilendirildi ve aydinlatilmis onam formunu okuyarak imzaladi.

3.5. Primer Fibroblast Kiiltiirii

3.5.1. Primer Fibroblast Eldesi

Ortodontik tedavi amaglh gémiilii dislerin yiizeyine braket yapistirilmasi gereken
durumlarda, gomiilii disin tizerindeki diseti kesilerek c¢ikarilmaktadir ve bu islem
kapison izolesi olarak adlandirilmaktadir. Calisma i¢in gereken diseti O6rnekleri, rutin
kapison izolesi uygulamalarindan sonra, zaten atilacak olan digeti dokularindan elde
edilmistir. Alinan O6rneklere kod verilerek 6rnekler anonimize edilmistir ve laboratuvara
ulastirilmistir. Hastalarin izniyle alinmis olan diseti 6rneklerinden, fibroblast hiicreleri

kiiltiir ortaminda ¢ogaltilarak ileri analizler yapilmistir.

Kloroheksidin diglukonat ve iyodin ile agiz gargarasi yaptirilan hastalardan,
sterilizasyona Ozen goOsterilerek alinan tam kalinliktaki diseti Ornekleri transport
medyum (3 ml DMEM-F12 igerisine 1 damla penisilin-streptomisin-neomisin karigimi)
icerisinde 30 dakikada Baskent Universitesi Tibbi Biyoloji Laboratuvarina

ulastirilmistir.

Laboratuvara ulastirilan 6rnekler, hava akim kabininde, 3 cm ¢apinda steril petri
kutular1 igerisinde bistiiri ile mekanik olarak parcalandi. Bu parcalar daha sonra
enzimatik parcalama i¢in Tip I kollejenaz (5 mg/10 ml DMEM-F12) igerisinde 37°C Ik
inkiibatorde 60 dk bekletildi. Siire sonunda doku ve kollajenaz karisimi steril bir tiipe
almarak 500 g’de, 9 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi1 siipernatan atildi. Elde
edilen ¢okeltiye, 3 ml hiicre kiiltiirii besi yeri (%10 FBS, %2 L-Glutamin, %1
penisilin/streptomisin karigimi igerecek sekilde hazirlanmis +4°C’de bekletilen DMEM-
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F12) eklenerek 25 cm?lik hiicre kiiltiir kaplarma ekildi. Kiiltir kaplart %5 CO2 ve
%95 nem igeren 37°C’lik inkiibatore kaldirildi. Hiicre gelisimi invert mikroskop ile
takip edilerek 2-3 giinde bir besi yeri degistirildi. Ekim sonrast 7 ile 10 giin arasinda

hiicrelerin kiiltiir kaplaria yapigsmaya basladigi1 gézlemlendi.

3.5.2. Primer Fibroblastlarin Pasaji

Hiicrelerin kiiltlir kabinin %90’ 11 kapladig1 invert mikroskop ile belirlendikten
sonra, kiiltiir kaplarindaki besi yerleri hava akim kabini igerisinde steril pipet
aracilifiyla alindi ve kaplara 2 ml %0,05’lik Tripsin-EDTA karisimi eklendi. Kiiltiir
kaplar1 37°C’lik inkiibatorde 8-10 dk bekletilerek yapismus hiicrelerin ayrilmasi
saglandi. Steril tliplere alinan tripsin-EDTA, hiicre karisimi lizerine toplam hacim kadar
DMEM-F12 besi yeri eklendi. Tiip igeriginin iyice karigmasi saglandi ve 500 g’de, 9
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras: siipernatan atildi. Elde edilen ¢okeltiye, 3 ml
hiicre kiiltiirii besi yeri eklenerek tekrar 25 cm®lik hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Bu,
hiicrelerin 1. pasaji olarak etiketlendi. Tiim 6rneklerden 4 kez pasaj yapilarak, yaklasik
15 giinliik siire sonucunda deneyler icin yeterli hiicre sayisina ulasildi. Tiim hastalarda

6-9 pasaj sonunda elde edilen hiicreler deneysel ¢aligmalarda kullanilda.

3.6. Hiicre Sayisinin ve Canliliginin Belirlenmesi

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

cm® e normalize edilerek ¢ozeltideki toplam hiicre sayisina ulasildu.

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

%90’ 1n iizerinde olan kiiltiirler ¢alisma kapsamina dahil edildi.
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Her bir flaskta ortalama 1 milyon hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir.
Hiicreler flasklara ekildikten sonra bir gece bekletilerek yapigsmasi saglanmis ertesi giin
besi yeri degistirilmis tiim uygulamalar bundan sonra yapilmistir. Tiim uygulamalar iki

kere tekrar edilmistir.

3.7. Pamidronat Uygulamasi

3 ml besi yeri i¢ine otomatik mikropipet ile 1000 ul pamidronat ¢ozeltisi, son
konsantrasyon 10 M olacak sekilde uygulanmustir. Uygulama dozu olan 10™ M daha
once Baskent Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi’nde aym hiicre grubu ile yapilmus

olan doktora tezi sonuglarina gore belirlenmistir.

3.8. Ozon Uygulamasi

Calismada OzonyTronX-Biozonix® Mymed, Almanya) marka medikal ozon
jeneratdrii kullamlmigtir. Uretici firmanin  gingival tedavi igin uygulama &nerisi
dogrultusunda 3. kademede 24 cm®” lik flaska 240 saniye ( 10 saniye / cm®) uygulama
yapilmistir. Uygulama GI 90° probu kullanilarak ve prob ucu flask tabanima yapismis

hiicrelerin yiizeyine paralel olarak medium yiizeyine degdirilerek yapilmistir.

Resim 2.5. OzonytronX-Biozonx ozon jeneratorii GI 90° prob ucu
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Resim 2.6. Hiicre kiiltiiriine 0zon jeneratdrii ile ozon uygulanmasi

4.9. Uygulama Gruplar

Grup 1: Pamidronat ve ozon uygulamasi es zamanli olarak yapilarak 24 saat
inkiibe edilmistir.

Grup 2 ve 3: Pamidronat uygulamasinin 24. saatinde ozon uygulamasi yapilarak
sirastyla 24 ve 48 saat inkiibe edilmistir.

Grup 4, 5 ve 6: Yalnizca pamidronat uygulanarak sirasiyla 24, 48 ve 72 saat

inkiibe edilmistir.

Grup 7, 8 ve 9: Yalnizca ozon uygulamasi yapilarak sirasiyla 24, 48 ve 72 saat
inkiibe edilmistir.

Grup 10, 11 ve 12: Herhangi bir uygulama yapilmaksizin sirasiyla 24, 48 ve 72

saat inkiibe edilmistir.

53



3.10. RNA izolasyonu

Inkiibasyon siiresi dolan kiiltiirlerin kiiltiir ortamlar1 almarak hiicreler 1 ml
Tripure Isolation Reagent icine alinarak -20°C’de saklanmistir. Sonrasinda tiim
orneklerden  total RNA  izolasyonu ireticinin  Onerileri  dogrultusunda

gerceklestirilmistir.

TriPure; hiicrelerden ve dokulardan total RNA izolasyonu i¢in kullanilan bir
reaktiftir ve fenol ve guanidin izotiosiyanattan meydana gelen tek fazli bir soliisyondur.
TriPure, 0rnegin homojenizasyonu veya lizisi sirasinda hiicreleri parcalayip hiicre

bilesenlerini ¢ozerken RNA biitlinltigiinii saglar.

Elde edilen RNA’larin kalitatif ve kantitatif analizi Nanodrop 2000 kullanilarak

spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir.

cDNA sentezi, Ipg total RNA’dan, random hekzamerler kullanilarak
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit'1 ile gerceklestirilmistir.

COL1A1 ve COL1A2 genlerinin ifadelenme diizeyleri, housekeeping gen olarak
GAPDH kullanilarak incelenmistir. Her bir 6rnekten elde edilen cDNA’lar Roche 480®
Probes Master ve ilgili probelar kullanilarak semikantitatif RT-PCR yontemi ile analiz
edilmistir. Bu analiz sonucunda COL1A1 ve COL1A2 genlerinin ifadelenmelerinde

olusan degisiklikler AACt yontemi kullanilarak incelenmistir (Pfaffl, 2001)

3.11. istatistiksel Yontem

Oncelikle siirekli degerlerin tamimlayict istatistikleri verilmistir. Tanitict
istatistikler gosterilirken (ort+std.sapma) ve Medyan (Min.-Mak.) olarak belirtilmistir.
Veri analizi yapilirken iki faktorlii faktorlerden biri tekrarlanan varyans analizi
kullanilmistir. Tekrarli 6l¢iim varyans analizi i¢in gerekli olan onsartlardan Mauchly’s

kiiresellik Testi sonucu kiiresellik varsayiminin saglandig1r belirlenmistir. Coklu
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karsilagtirmalar Diizeltilmis Bonferroni testi ile degerlendirilmistir. Anlamhihk
diizeyi 0=0,05 olarak gosterilmistir. Veriler (SPSS, Chicago IL, Version 17) paket

programinda degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. COL1A1 Bulgulan

4.1.1. 24 Saat Inkiibasyon Bulgulari

Yalnizca pamidronat uygulamasi yapilan grupta ortalama COL1A1 degeri
1,011°dir. Pamidronat ve ozonun birlikte uygulandig1 grupta ortalama COL1A1 degeri
0,419, yalnizca ozon uygulamasi yapilan grupta 0,934, ve herhangi bir uygulama
yapilmayan grupta da 0,769 olarak bulunmugtur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamustir.

1,2

0,8

0,6 I

0,4 —

O T T T 1
PAMIDRONAT  pam + ozon OZON KONTROL

Sekil 4.1. 24 saat COL1A1 ortalama degerleri grafigi

4.1.2. 48 Saat Inkiibasyon Bulgular

Yalnizca pamidronat uygulamasi yapilan grupta ortalama COL1A1 degeri 0,746,
Pamidronat ve ozonun birlikte uygulandigi grupta 0,399, yalnizca ozon uygulamasi
yapilan grupta 1,565 ve herhangi bir uygulama yapilmayan grupta da 0,893 olarak

bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
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Pamidronat pam+ozon ozon kontrol

Sekil 4.2. 48 saat COL1A1 ortalama degerleri grafigi

4.1.3. 72 Saat Inkiibasyon Bulgular:

Yalnizca pamidronat uygulamasi yapilan grupta ortalama COL1A1 degeri 0,856,
Pamidronat ve ozonun birlikte uygulandigi grupta 1,141, yalnizca ozon uygulamasi
yapilan grupta 1,256 ve herhangi bir uygulama yapilmayan grupta da 1,357 olarak

bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmamustir.

1,6
1,4
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0 T T T
pamidronat pam+ozon ozon kontrol

Sekil 4.3. 72 saat COL1A1 ortalama degerleri grafigi
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1,8

24 s
Wm48s

m72s

pamidronat pam+ozon ozon kontrol

Sekil 4.4. 24, 48 ve 72 saat COL1A1 ortalama degerlerinin degisim grafigi

Tablo 4.1. 24, 48 ve 72 saatteki COL1A1 ortalama degerleri

0,419 0,934 0,769
0,399 1,565 0,893
1,141 1,256 1,357
1,2
1
0,8 *
0,6
0,4
0,2
0
24 saat 48 saat 72 saat
== Pamidronat Uygulanan Grupta COL1A1 Sentezinin
Zamanla Degisimi

Sekil 4.5. Pamidronat Uygulanan Grupta COL1A1 Sentezinin Zamanla Degisimi

58



1,2

0,8
0,6
0,4 B
0,2

24 saat 48 saat 72 saat

== Pamidronat + Ozon Uygulanan Grupta COL1A1
Sentezinin Zamanla Degisimi

Sekil 4.6. Pamidronat + Ozon Uygulanan Grupta COL1A1 Sentezinin Zamanla Degisimi

1,5

0,5

24 saat 48 saat 72 saat

=== 0zon Uygulanan Grupta COL1A1 Sentezinin Zamanla
Degisimi

Sekil 4.7. Ozon Uygulanan Grupta COL1A1 Sentezinin Zamanla Degisimi

1,5
1
owl
0,5
0
24 saat 48 saat 72 saat
=>&=Kontrol Grubunda COL1A1 Sentezinin Zamanla Degisimi




Sekil 4.8. Kontrol Grubunda COL1A1 Sentezinin Zamanla Degisimi

2
1,5
1
0,5
0
24 saat 48 saat 72 saat
==@==pamidronat =fll=pam+ozon ozon ==¢=kontrol

Sekil 4.9. Tiim gruplarin COL1A1 Sentezinin Zamanla Degisimi

4.2. COL1A2 Bulgulan

4.2.1. 24 Saat Inkiibasyon Bulgulari

Yalnizca pamidronat uygulamasi yapilan grupta ortalama COL1A2 degeri
0,880’dir. Pamidronat ve ozonun birlikte uygulandig1 grupta ortalama COL1A2 degeri
0,378, yalnizca ozon uygulamasi yapilan grupta 0,643, ve herhangi bir uygulama
yapilmayan grupta da 0,606 olarak bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmamastir.

24 Saat COL1A2 Ortalama Degerleri

0,9
0,8
0,7
0,6 —
0,5 —
0,4 —
0,3 —
0,2 —

O T T T 1
PAMIDRONAT  PAM+OZON OZON KONTROL
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Sekil 4.10. 24 saat COL1A2 ortalama degerleri grafigi

4.2.2. 48 Saat Inkiibasyon Bulgular:

Yalnizca pamidronat uygulamasi yapilan grupta ortalama COL1A2 degeri 0,665,
Pamidronat ve ozonun birlikte uygulandig1 grupta 0,309, yalnizca ozon uygulamasi
yapilan grupta 1,195 ve herhangi bir uygulama yapilmayan grupta da 0,709 olarak

bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

48 Saat COL1A2 Ortalama Degerleri

1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2 .

0 T T T

Pamidronat pam+ozon ozon kontrol

Sekil 4.11. 48 saat COL1A2 ortalama degerleri grafigi

4.2.3. 72 Saat Inkiibasyon Bulgulari

Yalnizca pamidronat uygulamasi yapilan grupta ortalama COL1A2 degeri 0,961,
Pamidronat ve ozonun birlikte uygulandig1 grupta 0,902, yalnizca ozon uygulamasi
yapilan grupta 1,244 ve herhangi bir uygulama yapilmayan grupta da 0,807 olarak

bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
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72 Saat inkiibasyon Grubunda COL1A2 Ortalama
Degerleri
1,4
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0 . . .
pamidronat pam+ozon ozon kontrol

Sekil 4.12. 72 saat COL1A2 ortalama degerleri grafigi

1,4

24 s
W48 s

m72s

pamidronat pam+ozon ozon kontrol

Sekil 4.13. 24, 48 ve 72 saat COL1A1 ortalama degerlerinin degisim grafigi
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Tablo 4.2. 24, 48 ve 72 saatteki COL1A2 ortalama degerleri

0,378 0,643 0,606
0,309 1,195 0,709
0,902 1,244 0,807
1,2
1
0,8 \/‘
0,6
0,4
0,2
0
24 saat 48 saat 72 saat
== Pamidronat Uygulanan Grupta COL1A2 Sentezinin
Zamanla Degisimi

Sekil 4.14. Pamidronat Uygulanan Grupta COL1A2 Sentezinin Zamanla Degisimi

0,8
0,6

0,4 B—
0,2

24 saat 48 saat 72 saat

== Pamidronat + Ozon Uygulanan Grupta COL1A2
Sentezinin Zamanla Degisimi

Sekil 4.15. Pamidronat + Ozon Uygulanan Grupta COL1A2 Sentezinin Zamanla Degisimi
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1,5

—A
1
0,5
0
24 saat 48 saat 72 saat

=== 0zon Uygulanan Grupta COL1A2 Sentezinin Zamanla
Degisimi

Sekil 4.16. Ozon Uygulanan Grupta COL1A2 Sentezinin Zamanla Degisimi

0,6 e
0,4
0,2

24 saat 48 saat 72 saat

== Kontrol Uygulanan Grupta COL1A2 Sentezinin Zamanla
Degisimi

Sekil 4.17. Kontrol Grubunda COL1A2 Sentezinin Zamanla Degisimi

1,4
1,2 A

0,8
0,6

014 F
0,2

24 saat 48 saat 72 saat

=¢—pamidronat =fll=pam+0zon ==k=0z0Nn ===kontrol

Sekil 4.18. Tiim Gruplarin COL1A2 Sentezinin Zamanla Degisimi
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5. TARTISMA

Bifosfonatlar, postmenopozal ve steroid kullanimina bagli osteoporozda, Paget
hastaliginda, maligniteye bagli hiperkalsemi, multiple myelomadaki osteolitik
lezyonlarda, gogis, prostat ve akciger kanseri gibi yumusak doku kanserlerine bagli
kemik metastazlarininin 6nlenmesi ve tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglardir

(Landesberg, 2008).

Bifosfonatlarin etki mekanizmalar1 tam olarak ac¢iklanmamis olmasina karsin
hidroksiapatit ¢oziinmesini engelledikleri, kemik iligi onciil hiicrelerinin osteoklastlara
farklilagsmasin1 inhibe ettikleri, osteoklast inhibitor faktorii uyardiklari, osteoklast
apopotozisini ve anti-anjiojenik etki sagladiklari kesin olarak kanitlanmistir (Senel,
2007; Leite, 2006; Naveau, 2006).

Fournier ve ark. (2002) bifosfonatlarin endotelyal hiicre proliferasyonunu ve neo
anjiojenezi etkilemeleri nedeniyle antianjiogenik etkileri oldugunu rapor etmislerdir.
Antiosteoklastik ve antianjiogenik etkilerin sonucunda azalmis vaskiiler destek, diisiik

yapim-yikim ve yetersiz remodelasyonun ortaya ¢iktigini belirtmislerdir.

BRONIJ ilk kez Marx tarafindan 2003 yilinda tanimlanmistir ve bu tarihten
itibaren her gecen giin artan sayida vaka raporu bildirilmistir. Nadir goriilen ama ciddi

bir komplikasyon olan BRONJ en sik i.v. zolendronat kullanimina bagli olarak meydana

gelmektedir (Marx, 2003).

Pamidronat ve alendronat bifosfonatlar arasinda en sik kullanilan ilaglardandir
(Font, 2008; Ashcroft, 2003; Rogers, 2000). Popiilasyonda goriilen BRONJ’larin
%?27’si pamidronat, %4’ alendronat kullanimu ile iliskilidir (Reid, 2009). Aylik i.v.
bifosfonat tedavisi goren kanser hastalarinda osteokemonekroz olusma riski %2-13
arasindayken, haftalik oral tablet formunu kullanan hastalarda bu oran 100,000-

200,000°de 1 gibi ¢ok diislik bir oran olarak bildirilmistir (Manfredl, 2011).
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Bizim ¢alismamizda da i.v. olarak kullanilan, en ¢ok kullanilan bifosfonat
tiirlerinden biri olan ve kullanimi sonucu BRONJ insidans1 yiiksek olan pamidronat

tercih edilmistir.

Bifosfonatlarin  neden oldugu BRONJ’un patogenezini dogru sekilde
yorumlayabilmek icin, hiicre kiiltiir ¢alismalarinda ilacin saf formunun kullanilmasi
gerekmektedir. Bu ¢alismada pamidronat disodyum tuz hidratin saf tuz formu ¢ozelti

haline getirilerek hiicre kiiltiirlerine belirlenen konsantrasyonda uygulanmaistir.

MTT, bir ilacin veya ajanin hiicre {izerindeki sitotoksik etkisini renk
degisikligine bagli yorumlamaya yarayan bir yontemdir. Hiicre canliligi, proliferasyon
miktar1 ve ilacin IC50 (%50 Inhibitér Konsantrasyon) degerini sayisal verilerle ifade
etmeye yardimcr olur. Soydan ve ark. yaptiklari c¢alismada pamidronatin gingival
fibroblastlar i¢in hiicre ¢ogalmasini %50 oraninda engelleyen inhibitor
konsantrasyonunu (ICsg) 10*M (100uM) olarak belirlemislerdir. Bizim ¢alismamizda
da Soydan ve ark.’nin belirlemis oldugu IC50 dozu referans alinmistir (Soydan, 2011).

BRONJ’un patofizyolojisi heniiz tam olarak agiklanamamistir ancak bifosfonat
kullanmakta olan hastada dis ¢ekimi, invaziv dental cerrahi islemler, zayif oral hijyen,
diyabet gibi hastaliklarin varligi, kemoterapi, kortikosteroidler gibi kullanilmakta olan
diger ilagclar BRONI i¢in ilave risk faktorlerini olusturmaktadir (Woo, 2006). Hayvan
caligmalarinda, bifosfonat uygulanan kopeklerde dental cerrahi miidahele olmaksizin
BRONIJ goériilmesi, patogenezine yonelik daha fazla caligma yapilmasi gerektigini

ortaya koymustur (Allen, 2009b).

Onceleri BRONJ un patogenezini yorumlayabilmek i¢in kemik doku ¢alismalari
yapilirken gliniimiizde yumusak doku c¢alismalar1 daha fazla 6nem kazanmistir(Naidu,
2008; Walter, 2011; Badros, 2006). Kemik dokuda bifosfonatlarin osteoblast (Gun-
11,2004), osteoklast (Khosla, 2007) ve tiimor hiicrelerinde (Mackle, 2001) degisken
faktorlere bagl olarak neden olduklari etkiler ¢cok sayida ¢calismada degerlendirilmistir.
Yumusak dokuya yonelik olarak deneysel c¢alismalarda ise mikromolar

konsantrasyondaki bifosfonatlarin monosit, makrofaj (Hewlett, 2005), endotel (Moreau,
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2007), oral epitel hiicreleri (30,K2) ve periodontal ligamentlerdeki fibroblastlar
(Correla, 2006; Agis, 2010 113) {izerinde olusturdugu etkiler incelenmistir.

Wallace ve ark. (1999)’nin yapmis olduklar1 bir c¢alismada, alendronat ve
pamidronatin in vitro olarak sigan gastrik mukoza dokusu iizerinde topikal
uygulanmalarint takiben olusturduklarn etkiler incelenmistir ve irritasyona neden
olduklar1 goriilmiistiir. Bu irritasyonu gastrik mukoza yilizeyinde yer alan mukusun

yapisindaki ylizey aktif fosfolipidlerin yapisini bozarak olusturduklar diigiintilmiistiir.

Scheper ve ark. (2009) yaptiklari ¢alisma sonucunda bifosfonatlarin
keratinositlerde apoptoza neden oldugunu rapor etmislerdir. Landesberg ve ark. (2009)
ise bifosfonatlarin keratinositlerde apoptoza neden olmadan hiicre proliferasyonunda

yavaglamaya neden oldugunu bildirmislerdir.

Simon ve ark. (2010) 28 giin siire ile zolendronat ve pamidronata maruz kalan
insan gingival fibroblastlari, osteoblastlar1 ve osteosarkoma hiicrelerinde tip 1, I, III ve
V kollajen iiretimini arastirmiglardir. 4 hafta boyunca haftalik olarak kollajen tiretimini
takip etmisler ve zolendronat ve pamidronatin fibroblastlarda tip 1 kollajen tiretimini
devamli olarak disiiriirken, osteoblastlarda zolendronat ilk haftadan itibaren tip 1
kollajen sentezini azaltmada gii¢lii bir etki gosterirken pamidronatin en giiglii etkiyi 4.

haftada gosterdigini rapor etmislerdir.

Agil ve ark. (2012) zolendronat, pamidronat, alendronat ve profosfatin 1, 5, 10,
20 uM konstantrasyonlarda, insan gingival fibroblast, osteoblast ve osteojenik sarkoma
hiicrelerinde sitotoksik etkisini in vitro olarak degerlendirmisler. Kontrol grubunda
hiicre proliferasyonunu %100 olarak kabul etmisler ve diger gruplarda buna gore
degerlendirmislerdir. 20 uM konstantrasyonda zolendronat ve alendronat uygulanan
fibroblast gruplarinda uygulamanin 1. giiniinde %100’ iin iizerindeyken, 7. giinde %1,5
civarina diistiigi rapor edilmistir.  Pamidronat uygulanan grupta ise 20 uM
konsantrasyonda, uygulamanin 1. giinlinde %060 olan proliferasyon oraninin 7. giinde

%37 civarma diistiigiinii bildirmislerdir.  Fibroblastlarin tip 1 kollajen iiretimini
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degerlendirmisler ve her bir ila¢g grubunda da kollajen iiretiminin diistiigiinii rapor

etmislerdir.

Ravosa ve ark. (2011)’nin bifosfonatlarin oral epitelyal hiicreler ve
fibroblastlarda proliferasyon, apoptoz ve goc kapasitelerine etkisini degerlendirdikleri
calismalarinda, zometanin hem oral epitel hiicrelerinde hem de fibroblastlarda
proliferasyonu inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi rapor edilmistir. Oral epitel
hiicrelerine kiyasla fibroblastlarda apoptoz oraninin daha fazla oldugunu bildirmislerdir.
Hiicre goc¢ kapasitesini degerlendirmek i¢in olusturulan yaralarda kapanma oranini takip
etmigler ve zometa ile muamele edilmis fibroblastlarin go¢ kapasitesinin kontrol
grubuna gore oldukca diisiik ve yara kapanmasinin bu grupta yavas oldugunu
belirtmislerdir. Yine ayni g¢alismada zometanin oral fibroblastlarda COLI1A1 ve
COL1A2 sentezi ve depolanmasini belirgin sekide inhibe ettigi bildirilmistir.

Bifosfonatlarin, yara iyilesmesinin onemli basamagi olan kollajen sentezini
olumsuz etkiledigi yapilan ¢alismalar sonucu ortaya koyulmustur (Agil, 2012; Simon,
2010). Bifosfonatlarin dokuda olusturdugu bu etkiyi tersine c¢evirecek, inhibe olmus
kollajen sentezini indiikleyerek yara iyilesmesi basamaklarinin normal sekilde devam
etmesini saglayacak bir mekanizmanin BRONJ’un Onlenmesi ve tedavisinde faydali

olacag diisiiniilebilir.

Bu calismalar 15181nda, bu tez calismasinda da bifosfonat ile muamele edilmis
gingival fibroblastlarda ozonun kollajen sentezine olan etkisini degerlendirmek

amagclanmistir.

Diseti bag dokusunda kollajen total doku proteinin %60’1n1 yapar ve tip | en
fazla bulunan kollajen tipidir (Narayanan, 1983, 1996; Bartold, 1998). Saglikl1 disetinde
ekstrakte edilebilen kollajenin %99’ u tip I ve III, %1’den az1 tip V’dir. Kollajenler,
sitokinler ve biiyiime faktorlerinin depolanmasi ve dagitimu ile iliskilidirler ve doku
onarimi ve yara iyilesmesinde 6nemli rol oynarlar. Gelisim, enflamasyon ve yara
tyilesmesi olaylarinda cesitli biiylime faktorleri ve sitokinler kollajen sentezini etkilerler

(Buduneli, 2001).
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Fibroblastlar, mezenkimal progenitor hiicrelerden koken alan reepitelizasyon,
kollajen sentezi, ekstraseliiler matriks rejenerasyonu, yara remodelasyonu ve FGF,
PDGF, TGF-B, VEGF gibi endojen biliyiime faktorlerinin salinmasinda 6nemli rol
oynayan hiicrelerdir. Genel olarak proliferasyon kapasitesi yliksek olan hiicrelerdir ve
bu nedenle iiretilmeleri olduk¢a kolaydir (Kim, 2009). Bizim c¢aligmamizda da
bifosfonatlarin olumsuz etkiledigi, yara iyilesmesinde dnemli bir basamak olan kollajen

sentezi degerlendirilecedi i¢in insan primer gingival fibroblast kiiltiirleri kullanilmastir.

Stirmemis dislerin ortodontik tedavi ile siirdiiriilebilmesi i¢in disin lizerindeki
diseti dokusu eksize edilerek dis yiizeyi agiga ¢ikarilmaktadir. Bu caligmada da,
fibroblast elde etmek i¢in ortodontik amagla dis lizeri agilmasi isleminden eksize edilen,

zaten atilacak olan dokular kullanilmistir.

Hiicre kiiltiirlerinde pasaj sayis1 arttik¢a hiicrelerin morfolojisi, hiicre boliinme
hiz1 ve canliligi degigsmektedir (Leigh, 1996). Bu calismada da bu durum goz Oniinde
bulundurularak gingival fibroblast kiiltiir eldesi i¢in hastalardan elde edilen canli

dokular kullanilmastir.

Yas, genel saglik durumu, kisisel aligkanliklar ve kullanilmakta olan ilaglarin
oral mukoza hiicreleri ve kollajen sentezi {izerindeki etkileri g6z Oniinde
bulundurularak, bu caligmaya 18-30 yas arasi, herhangi bir sistemik hastali§i ve ilag
kullanim1 olmayan, sigara ve alkol kullanmayan hastalar dahil edilmistir (Cardelli,

1992; Johnson, 1986).

2003 yilindan bu yana her gecen giin artan BRONIJ vakalarina ragmen gecerli ve
evrensel olarak kabul gormiis bir tedavi yontemi heniiz yoktur. Agresif cerrahi
islemlerden kaginmak, profilaktik antibiyotik kullanimi, klorheksidinli agiz gargarlari,
yiizeyel kiiretaj gibi konservatif yaklasimlarin yani sira, hiperbarik oksijen tedavisi
(HBO) gibi alternatif yontemler de BRONJ tedavisi i¢in yetersiz kalmigtir (Ripamonti,
2011; Petrucci, 2007; Agrillo, 2007).
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Antibakteriyel etkisi ve yara iyilestirici 6zellikleri sebebiyle yaklagik 100 yildir
tip ve dis hekimliginde cesitli alanlarda terdpatik olarak kullanilmakta olan ozonun
BRONJ tedavisinde kullanimina iliskin vaka raporlar1 giindeme gelmistir (Agrillo,
2006, 2007; Ripamonti, 2012). BRONJ tedavisinde ozon kullanimi ve sonuglarinin
basarili olduguna dair literatiirde vaka raporlart mevcuttur ancak ozonun bifosfonatlarin
hangi etkisini ne yonde degistirerek BRONJ tedavisinde olumlu sonuclar elde

edilmesini sagladigina dair detayli bir caligmaya rastlanmamastir.

Ripamonti ve ark. (2011) konservatif tedaviye yanit vermeyen 10 hastada, 2,5
cm ve daha kiigik BRONJ lezyonlarinda yag siispansiyonu iginde medikal ozon
uygulamasinin etkinligini degerlendirmislerdir. Ozon terapisine baslamadan Once tiim
hastalara 10 giin siire ile antibiyotik tedavisi uygulanmis ve ozon tedavisine baslamadan
Once yara kenarlar1 ultrasonik temizleyici ile temizlenmis ve lezyonlara 10 dakikalik
seanslar ile ozonlanmig yag uygulamasi yapilmigtir. Hastalarin 3’{inde 3. seans sonunda,
4’tinde 4. seans sonunda ve 3’linde de 10. seans sonunda tamamen iyilesme saglandigini

rapor etmislerdir.

Agrillo ve ark. (2006) BRONJ tedavisinde ozon jeneratorii (OzonyTronX)
kullanarak, 20 giin boyunca haftada 2 kez 5’er dk uygulama seklini yeni bir tedavi

protokolii olarak rapor etmislerdir.

Agrillo ve ark. (2007) bir bagka calismalar1 sonucunda, bifosfonat terapisi
gormekte olan hastalarda islem Oncesi ve sonrasinda antibiyotik tedavisi ile birlikte,
haftada 3’er dakikalik 2 seans olmak {izere toplam 8 seans, ozon jeneratdrii ile ozon

uygulamasi sonucunda dis ¢ekimin miimkiin oldugunu rapor etmislerdir.

Ozon en iyi bakterisid, antiviral ve antifungal ajanlardan biri olarak bilinir ve
ampirik olarak kronik yara tedavisi, trofik iilser, iskemik iilser ve diyabetik yara
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozonun yara iyilesmesindeki etkisi
bakteriyel enfeksiyonun azalmasi veya yara bolgesinde oksijenlenmenin artmasi ile

bagdastirilmaktadir (Kim, 2009).
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O3, hiicre i¢i HpO, artisina neden olur ve H,O, enflamatuar olaylar1 ve
dolayistyla biitlin yara iyilesmesini diizenlemede etkili olan transkripsiyon faktor NFKB
aktivasyonundan sorumludur. H,O, insan keratinositlerinde VEGF ekpresyonunun

indiikleyicisi olarak yara iyilesmesini stimiile etmektedir (Lim, 2006; Bocci, 1999).

Lang ve ark., in vitro ozon uygulamasinin insan bronkoepitelyal hiicrelerinde
prokollojen a; (I), ay (III) ve insan akciger fibroblastlarinda TGF 1 gen ekspresyonunu
arttirdigin1 rapor etmislerdir. TGF B’nin in vitro olarak fibroblast gen ekspresyonunu ve

tip I ve tip III kollojen sentezini stimiile ettigini bildirmislerdir (Lang, 1998).

Kim ve ark. topikal ozonlanmis zeytinyagimin akut kiitandz yara iyilesmesi
tizerine etkisini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, ozonlanmis yagin fibroblast sayis1 ve
kollajen sentezini uygulamanin 7. giiniinde diger gruplara kiyasla belirgin sekilde
attirdigini, PDGF, TGF-B, VEGF ekspresyonunda ve damarlanmada artis sagladigini
boylece akut kiitandz yara iyilesmesini belirgin sekilde destekledigini rapor etmislerdir.
Ozonun akut yara iyilesmesinde direkt ve indirekt olarak kollajen sentezi ve fibroblast

proliferasyonuna etkili oldugunu belirtmislerdir (Kim, 2009).

Yapilan c¢alismalar, FGF, PDGF, TGF-f ve VEGF gibi endojen biiylime
faktorlerinin yara iyilesme stirecini koordine eden 6nemli polipeptidler oldugunu rapor
etmislerdir. Bu faktorler yara bolgesindeki makrofajlar, fibroblastlar ve keratinositler
tarafindan salinarak reepitelizasyon, graniilasyon dokusu olusumu, kollajen sentezi ve

yeniden damarlanma olaylarinda gorev alirlar (Kim, 2009).

TGFp ailesinin iiyeleri hiicre proliferasyon ve diferansiasyonunu, ekstraseliiler
matriks modifikasyonunu, anjiyogenez, apoptoz ve immunosupresyonu diizenleyen
multifonksiyonel proteinlerdir. TGF3 makrofaj/monosit, lenfosit, platelet, fibroblast,
osteoblast ve osteoklast gibi pek ¢ok hiicre tipi tarafindan sentezlenmektedir. Osteoblast
ve fibroblast basta olmak iizere neredeyse tiim hiicrelerde TGFP reseptorii
bulunmaktadir. TGFB nin tip I kollajen sentezindeki rolii in vivo ve in vitro olarak

cesitli calismalar ile gosterilmistir. Platelet kaynakli TGFB’nin subkiitandz enjeksiyonu
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yeni dogmus farelerde dermal fibroblastlar tarafindan artmis tip I kollajen sentezi ve

graniilasyon dokusu formasyonu ile sonuglanmistir (Bilezikian, 2008).

OzonyTronX medikal ozon jeneratorii iiretici firmasi, gingival doku i¢in cihazin
3. kademesinde, 10sn/cm? siire ile uygulama dnermektedir. Bu calismada da iiretici
firmanin 6nerisi dogrultusunda GI prob ucu kullamilarak, 3. kademede, 25 cm?’lik flask
igin 250 sn (10sn/cm?) uygulama yapilmistir. Bu uygulama siiresi ve dozu klinik
uygulama i¢indir ancak in vitro uygulama i¢in herhangi bir c¢alisma ve veri

bulunmadigindan, uygulama in vivo i¢in onerilen dogrultuda yapilmuistir.

Calismamizda, yalnizca pamidronat uygulanan grupta 24 saat inkiibe edilen
kiiltiirlerde ortalama COL1A1 ve COL1A2 ifadelenmeleri pamidronat uygulanarak 48
ve 72 saat inkiibe edilen kiiltiirlere, yalnizca ozon uygulanan gruba ve kontrol grubuna
gore bir miktar artis gosterirken, pamidronat + 0zon uygulanan gruplara gore yaklasik

2,5 kat artig gostermistir.

Soydan (2011), pamidronat ve alendronatin gingival fibroblastlara etkisini
inceledikleri in vitro ¢alismalarinda her iki ila¢ uygulamasini takiben ilk 12 saat iginde
kiiltiirlerde proliferasyonda %2 oraninda bir artis olurken 24 saatten itibaren hiicrelerde
apoptoz goriildiglinli ve apoptozun 72. Saatte en yiiksek seviyeye ulastigimi
belirtmislerdir Soydan’nin bulgular1 da goz Oniinde bulunduruldugunda, hasarsiz
hiicrelere uygulanan pamidronat sonrasi ilk 24 saatte goriilen kollajen sentezi artiginin
hiicrelerin kendileri icin toksik olan pamidronat karsisinda ilk etapta savunmaya
gecerek prolifere olmasi ve hasarliymig gibi kollajen sentezleyerek pamidronat ile basa

¢ikma miicadelesinden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilebilir.

Pamidronat grubunda 24. saatten sonra COL1Al ifadelenmesinde azalma
meydana gelmis ve 72. saatte kontrol grubundaki ifadelenmenin pamidronat grubunun
yaklasik 1,6 kat1 oldugu goriismiistiir. Ifadelenmedeki azalmanin, hiicre savunmasinin
pamidronat karsisinda etkisiz kalip, pamidronatin toksik etkisinin ortaya ¢ikmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmiistiir. COL1A2 ifadelenmesinin 72. saatteki degeri 24. saatteki
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degeri ile yakin ve pamidronattozon ve kontrol gruplari ile belirgin farklilik

gostermezken ozon grubu ile farklilik géstermistir.

Ozonun tek basina uygulandigr grupta 24. saatte COLIAl ve COL1A2
ifadelenmesinin kontrol grubu ile benzer degerlerde oldugu ancak 48. saatte belirgin bir
artis ile COL1A1 ifadelenmesinin, pamidronat + ozon grubunun yaklasik 5 kati, kontrol
ve pamidronat gruplarinin yaklagik 2 kati1 oldugu goriilmiistiir. COL1A2 ifadelenmesi
ise pamidronat + ozon grubunun yaklasik 4 kati, pamidronat ve kontrol gruplarinin ise

yaklasik 2 kat1 degerlerde bulunmustur.

Ozonun tek basina uygulanmast sonucu, COLIA1 ve COL1A2 gen
ifadelenmesinin ilk 24 saatte kontrol grubu ile esit degerlerde goriiliirken, 48. saatte
ifadelenmenin kontrol grubuna gore belirgin artis gostermesinin, ozonun kollajen
sentezine direk olarak etki gdstermeyip, kollagen sentezinde etkili TGF B, PDGF gibi
faktorler araciligi ile etkili olmasindan ve kollajen artisindan 6nce bu faktorler ile ilgili
yolaklarda etkili olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir. 72. saatte COL1Al
ifadelenmesinde 48. saate gore c¢ok az bir diisiis meydana gelirken, COL1A2

ifadelenmesinde degerler 48. saat ile ayn1 degerlerde kalmustir.

Ozon cihazinin probu dokuya temas ettigi anda ortamda bulunan oksijen
molekiilii (O,) atomlarina ayrismaktadir. Bu atomik oksijen, gegici olarak ortamdaki
oksijen molekiilii (Oy) ile birleserek ozon (O3) gazint olusturur (Cetinkaya, 2011). 72.
saatte COL1A1 ifadelenmesindeki diisiis ve COL1A2 ifadelenmesinde artis olmamasi
ozon gazinin gegici olarak olusan bir molekiil olmas1 ve dolayisiyla zaman icinde
kiiltiir ortamindan uzaklasmasmin ve kiltiirlere yalmizca 1 kez ozon uygulanip
tekrarlayan uygulamalarin yapilmamasinin sonucu olarak yorumlanabilir. Tekrarlayan
uygulamalarin ~ yapilmis olmasinin ifadelenmedeki  diisiisii  engelleyebilecegi

diistiniilebilir.

COL1AZ? ifadelenmesinde, COL1A1 ifadelenmesindeki azalmanin goriilmeyip

ayni seviyede devam etmesi ozonun etkiledigi ve kollajen sentezinde gorevli olan
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faktorlerin COL1Al ve COL1A2 transkripsiyonunun farkli asamalarinda devreye

girmelerinden kaynaklanabilecegi diistliniilebilir.

Bifosfonat kullanimina bagl ¢ene kemiklerinde goriilen nekroz, ilag kullanimina
baslar baslamaz degil, uzun siire kullanim1 sonucunda, dokuda toksik etkisini gosterip,
hasar meydana getirmesi sonucunda goriilen bir tablodur. Dolayisiyla klinik
uygulamada ozon terapisi bifosfonatlar ile es zamanli degil, ilaglarin uzun siire
kullanim1 sonrasi, kiimiilatif etkisi sonucu rejenerasyon kapasitesi bozulmus olan
dokuya uygulanmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizdaki kiiltlirlere bifosfonat uygulamasi
ile es zamanli ozon uygulamasinin yani sira bifosfonat uygulamasindan 24 saat sonra
ozon uygulamasi yapilarak hem ozonun bifosfonatlarin kollajen sentezine olan etkisini
engelleyip engelleyemedigi, hem de bozulmus olan kollajen sentezini tekrar normale

dondiirme yeteneginin degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Pamidronat ve ozon birlikte uygulanarak 24 saat inkiibe edilen kiiltiirlere
pamidronat ve ozon 0. saatte es zamanli olarak uygulanmistir. 48 ve 72 saat inkiibe
edilen kiiltiirlere ise pamidronat 0. saatte uygulanmis ve 24. saatte ozon uygulamasi
yapilmistir. Dolayisiyla 48 saat inkiibe edilen kiiltiirlerin ozona maruz kalma siiresi 24

saat iken, 72 saat inkiibe edilen kiiltiirlerin ozona maruz kalma siiresi 48 saattir.

Pamidronat ve ozon birlikte uygulanarak 24 saat inkiibe edilen ve bifosfonat
uygulamasinin 24. saatinde ozon uygulanarak 48 saat inkiibe edilen gruplarda COL1A1
ve COL1A2 ifadelenmeleri, pamidronat ve ozonun tek basima uygulandigi gruplara ve
kontrol grubuna gore belirgin sekilde diisiik bulunmustur. Yapilan literatiir taramasinda
bu konu ile ilgili bir literatiir bilgisine rastlanmamakla birlikte, bu gruplardaki her iki
gen ifadelenmesinin de diisiik ¢cikmasinin, pamidronat ve ozon arasinda meydana gelen
etkilesim sonucu, birlikte uygulandiklarinda antagonist etki gostermelerinden

kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Pamidronat ile ozonun birlikte uygulandig: kiiltiirlerde 72. saatte yani ozon ile
48 saat muamale sonucunda hem COIlA1 hem de COI1A2 ifadelenmeleri artig
gostererek 24 ve 48 saat inkiibe edilen kiiltlirlerdeki ifadelenmelerin yaklagik 3,5 kati
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goriilmiistiir. Bu bulgu yalnizca ozon uygulanan grupla uyumlu olup ozon hem

COL1A1 hem de COL1A2 ifadelenmesinde 48. saatte maksimum etkisini gostermistir.

Kontrol grubunda, her iki gen ifadelenmesinde de zaman ile artis goriilmiistiir.
Kiiltiir mediumlar1 %10 FBS icermektedir ve FBS i¢inde bulunan biiyiime faktorleri
sebebiyle bu artisin meydana geldigi diistintilebilir.

Bu calismada her ne kadar saglam dokuya pamidronat uygulanarak ozonun
BRONIJ tedavisindeki etkisi degerlendirilmis olsa da, ozonun hem COL1A1 hem de
COLI1A2 ifadelenmesini arttirdigi goriilmiistiir. Calismamizda ozonun COL1A1 ve
COL1A2 ifadelenmesine olan etkisini uygulanmasi sonrast 48 saat sonunda gosterdigi
ve tekrarlayan ozon uygulamalar1 yapilmadiginda, ozonun ortamdan uzaklagmasiyla
etkisinin ortadan kalktigi goriildii. Bu bulgular dogrultusunda 48 saat araliklarla

takrarlayan ozon uygulmasinin gerekli oldugu kanisina varilabilir.

Bulgularimiza gére COL1A1 ve COL1A2 gen ifadelenmelerinde ozonun hem
tek bagina hem de pamidronat ile birlikte uygulandiginda 48. saatte maksimum etkisi
goriilmektedir. Yalnizca ozon uygulanan grupta 48. saatte her iki gen ifadelenmesinde
de kontrol grubuna gore belirgin artis goriilmiistiir. Pamidronat ve ozonun birlikte
uygulandig1 grupta 72. Saatte, yani ozon uygulamasindan sonra 48 saat inkiibe edilen
grupta 24 ve 48. saatlere gore COLI1AIl ifadelenmesi yaklasik 3 kat, COL1A2
ifadelenmesi ise yaklasik 2,5 kat olarak goriilmiistiir. Ifadelenmelerdeki bu farkliliklar
belirgin olmasia karsin, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ornek sayisinin az
ve Ornekler arasindaki gen ifadelenme diizeyi degerlerinin standart sapmalarin fazla
olmasinin  istatistiksel olarak anlamlilbik  ¢ikmasim1i  engellemis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ornek sayisinin daha fazla olmasinin, bulgularn istatistiksel olarak da

anlamli ¢itkmasini saglayabilecegi diisiiniilebilir.

Yaptigimiz literatiir taramasinda BRONJ tedavisinde ozonun etkinliginin
degerlendirildigi in vitro bir calismaya rastlanmamistir. Bu c¢alisma ile ozonun

bifosfonatlar ile muamele edilmis gingival fibroblastlar {izerindeki etkisi konusunda
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fikir sahibi olarak, daha sonraki caligmalara temel olusturmak hedeflenmistir ve bu

nedenle az O6rnek sayisi ile ¢aligma planlanmustir.

Daha Once pamidronatin fibroblastlarda kollajen sentezine etkisinin
degerlendirildigi calismalarda en yiliksek 20 uM konsantrasyon ile ¢alisilmistir (Agil,
2012; Simon, 2010). Bizim ¢alismamizda kullanilan konsantrasyon, pamidronatin
gingival fibroblastlarda hiicre ¢ogalmasint %50 oraninda engelleyen inhibitor
konsantrasyonunu (ICso) olan  10™*M (100 uM)’dir ve diger calismalara gore oldukca
yiiksektir. Diigiik konstantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru degisen aralikta
pamidronat uygulamalarinin yapilmasinin kollajen sentezinin en fazla etkilendigi ilag
konsantrasyonunu goérmemizi ve ileriki calismalarda bu konsantrasyon ile calisarak

daha anlamli sonugclar elde etmemizi saglayacagi diisiiniilebilir.

Klinikte pamidronatin uzun silire kullanimi sonrasi, ilacin metabolitlerinin
dokuda birikimi sonucu oral mukozada etkilerini goriirken, bu calismada hiicre
kiiltiiriine ilacin saf formu ve toksik dozu bir anda uygulanarak degerlendirilmistir.
Hiicre kiiltiirlerine daha diisiikk doz pamidronatin uzun siire, yavas yavas uygulanmig

olmasinin daha farkli sonuglar elde edilmesini saglayacag diisiiniilebilir.

Ozonun BRONJ tedavisindeki etkinligine dair vaka raporlart mevcuttur. Ancak
ozonun bu lezyonlarda olumlu etkisini hangi mekanizma ile gerceklestirdigi net olarak
bilinmemektedir. Ozonun yara iyilestirme etkisinin antimikrobiyal etkisi sebebiyle yara
bolgesinde enfeksiyonu oOnlemesi ve yara bdlgesinin oksijenlemesinin artmasini
saglamasi ile agiklanmaktadir (Kim, 2009). Bizim calismamiz da vaka raporlar ile
uyumlu olarak ozonun, bifosfonatlara bagli olarak yumusak dokuda olusan yaranin
tedavisinde, bozulmus olan kollajen sentezini indiikleyerek etkili oldugunu ortaya

koymaktadir.

Literatiirde ozonun BRONJ tedavisindeki etkinliginin degerlendirildigi yumusak
dokuya iliskin herhangi bir in vitro ¢alismaya rastlanmamistir. Bizim ¢alismamizda
oldugu gibi ozonun, yara iyilesmesinde etkili farkli mekanizmalar {izerine olan etkisinin

degerlendirildigi in vitro ve in vivo g¢aligmalar gereklidir. Bu sayede etki ettigi olaylar ve

76



basamaklar1 agiklanarak ozonun klinik kullaniminin daha akilci, yerinde olmasi ve

sonuclarinin daha basarili olmasi saglanabilir.

Bizim caligmamizin sonuglarinin da destekledigi gibi bifosfonatlarin oral
yumusak dokuda olusturduklari olumsuzluklarin geri ¢evrilmesine yonelik, yara
iyilesmesini hizlandiracak, proliferasyonu indiikleyecek oOnlemler yumusak doku
ilserasyonu sonucu kemikteki ekspozu Onleyerek, BRONJ’un tedavisinde faydal
olabilecektir. Bifosfonat kullannomina bagli oral yumusak dokuda meydana gelen

yikimlar1 gidermeye yonelik daha ileri bilimsel aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

77



6. SONUC VE ONERILER

Gingival fibroblastlarda bisfosfonat uygulamasmma bagli olusan yaranin

iyilesmesinde ozonun etkilerinin in vitro olarak degerlendirildigi ¢alismamizin

bulgularina gore;

1.

Pamidronat, gingival fibroblast Kkiiltiirlerinde uygulama sonrast ilk 24

saatten sonra COL1A1 ve COL1A2 gen ifadelenmelerini azaltmaktadir

Her ne kadar istatistiksel olarak anlamli farkliliklar olmasa da, ozon hem tek
basma uygulandiginda hem de pamidronat ile muamele edilmis gingival
fibroblast kiltiirlerine uygulandiginda COL1A1 ve COL1A2 gen

ifadelenmelerini arttirmaktadir

Ozon COL1A1l ve COL1A2 ifadelenmelerine olan maksimum etkisini

uygulama sonras1 48. saatte gostermektedir

Tekrarlayan ozon uygulamasi yapilmadiginda ozon gegici olarak olusan bir
gaz olmas1 sebebiyle ortamdan uzaklasarak etkisini kaybetmektedir ve

tekrarlayan uygulamalarin yapilmasi gereklidir.

Calismamizin bulgulart dogrultusunda, ozonun yara iyilesmesinin 6nemli bir

basamagi olan kollajen sentezini arttirdigi goriilmiistir. Hem BRONJ hemde oral

mukozada iyilesmenin geciktigi durumlarda uygun araliklarla ozon uygulamas: faydali

olacaktir.

BRONJ’un onlenmesi ve tedavisinde gelisme saglayabilmek i¢in hem oral

yumusak doku hem de sert dokuya yonelik daha ¢ok klinik ve laboratuvar ¢alismasina

ithtiya¢g vardir. BRONJ un patogenezinde hem yumusak hem de sert dokunun rolii

diistintilerek, bu patolojinin olusmasin1 Onleyecek veya olustugu zaman geri

cevirebilecek teropatik yotemler ile ilgili ileri in vitro ¢alismalar planlanmalidir.
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Ozonun BRONJ tedavisinde oral yumusak dokudaki etkilerinin aydinlatilmasi

icin yapilacak daha ileri caligmalarda;

- Ornek sayisi arttirlarak farkli ozon dozlari ve farkli uygulama siireleri ile

caligmalar yapilarak en etkili ozon doz ve siiresi belirlenmelidir

- Tekrarlayan ozon uygulamalari iceren, 48 saat araliklar ile ozonun
uygulandigy, kiiltiirlerin daha uzun siire inkiibe edildigi ¢calismalar yapilarak

ozonun uzun donem etkileri degerlendirilmelidir

- Bifosfonatlarin ve ozonun, kollajen sentezinin 6nceki basamaklarinda etkili
TGFB, PDGF gibi biiyiime faktorleri iizerine olan etkilerinin

degerlendirildigi ¢alismalar ile etki mekanizmalar1 ortaya koyulmalidir.

- Ozonun oral mukozanin ve yara iyilesmesinin Onemli hiicreleri olan

keratinositlere olan etkisi ¢aligilmalidir.

- Bizim c¢alismamiz da dahil olmak iizere bundan Once yapilmis tim
bifosfonat-oral yumusak doku iliskisini inceleyen c¢alismalar saglikli
hiicreler tizerinde yapilmistir. Klinikte BRONJ’un uzun siire bifosfonat
terapisi gormiis bireylerde olustugu gz 6niinde bulundurularak, bifosfonata

belli siire maruz kalmis diseti dokusunda ozonun etkileri ¢alisiimalidir.
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