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OZET

Ozer, O.N. (2021). Zoledronik asit verilen siganlarda dis ¢ekimi Sonrasi anjiyogenez
tetikleyici partikiil iceren hidrojelin kemik iyilesmesine olan etkisinin incelenmesi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi ABD.
Doktora Tezi. Istanbul.

Zoledronik asit yumusak ve sert dokudaki yara iyilesmesi tizerindeki olumsuz etkileri
nedeniyle ¢ene osteonekrozu gelisimine neden olan ilaglarin basinda gelmektedir. Bu
durumun etyolojisi, risk unsurlari, klinik seyri ve etkin tedavi yontemleri giiniimiizde
halen tartisilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, zoledronik asit verilen si¢anlarda VEGF
indiikleyicisi olan GS4012 biyomateryalini igeren PLGA-PEG-PLGA hidrojelin kemik
iyilesmesine olan etkisini anlamak amaglanmistir. Calismamizda 48 adet Sprague-
Dawley cinsi erkek sican kullanilmistir. Deney hayvanlar: her grupta 12 sigan olacak
sekilde rastgele 4 gruba dagitilarak calisma gruplar1 ve kontrol grubu olusturuldu. Her
grup sakrifikasyon zamanina gore iki alt gruba ayrildi. 1. grupta sadece dis ¢ekimleri
takiben kemik defektleri olusturuldu. 2. grupta ise siganlara zoledronik asit enjeksiyonu
sonrasinda dis ¢ekimleri ile birlikte kemik defektleri olusturuldu. 3. grupta ise siganlara
dis ¢ekimleri ile birlikte olusturulan kemik defektlerine PLGA-PEG-PLGA hidrojel
icinde GS4012 bilesigi 10 pg/kg dozunda lokal olarak uygulandi. 4. grupta siganlara
zoledronik asit enjeksiyonu sonrasinda dis ¢ekimlerinden sonra yine ayni doz PLGA-
PEG-PLGA hidrojel iginde GS4012 bilesigi lokal olarak uygulandi. Zoledronik asit,
uygulandigi gruplarda her bir hayvana 7.5 pg/kg doz ve haftada bir olmak iizere
toplamda 4 kez intraperitoneal olarak verildi. Kemik iyilesmesini histopatolojik ve
radyolojik olarak degerlendirebilmek amaciyla dis ¢ekimlerini takiben 4. ve 6. haftada
sakrifikasyonlar gergeklestirildi. Istatistiksel analizler i¢in IBM SPSS Statistics 22 (IBM
SPSS, Tirkiye) programi kullanildi. Sonug¢ olarak; GS4012’nin PLGA-PEG-PLGA
hidrojeli icinde lokal olarak siirekli salimiyla zoledronik asidin yumusak doku
tizerindeki olumsuz etkilerini ortadan kaldirabilecek bir potansiyele sahip oldugu
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: zoledronik asit, si¢an, osteonekroz, ilag tasiyici sistemler, vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii indiikleyicisi
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ABSTRACT

Ozer, O.N. (2021). Investigation of the effect of hydrogel containing angiogenesis
triggering particle on bone healing after tooth extraction in zoledronic acid treated rats.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Oral Surgery, PhD
thesis, Istanbul.

Zoledronic acid is one of the drugs that cause the development of osteonecrosis of the
jaw due to its negative effects on wound healing in soft and hard tissues. The etiology,
risk factors, clinical course and effective treatment methods of this condition are still
discussed today. The purpose of this study was to understand the effect of PLGA-PEG-
PLGA hydrogel containing GS4012 biomaterial, which is a VEGF inducer, on bone
healing in rats given zoledronic acid. In our study fourty eight adult male Sprague-
Dawley rats were used. Study groups and control groups were formed by randomly
distributing the experimental animals into 4 groups, with 12 rats in each group. Each
group was divided into two subgroups according to the time of sacrifice. In the first
group, bone defects were created only after tooth extraction. In the second group, bone
defects were created together with tooth extraction after zoledronic acid injection in
rats. In the third group, GS4012 compound in PLGA-PEG-PLGA hydrogel at a dose of
10 ng/kg was applied locally to the bone defects formed with tooth extraction in rats. In
the fourth group, after zoledronic acid injection, GS4012 compound in the same dose of
PLGA-PEG-PLGA hydrogel was applied locally after tooth extraction. Zoledronic acid
was given intraperitoneally to each animal at a dose of 7.5 pug / kg and once a week for a
total of 4 times in the groups. In order to evaluate bone healing histopathologically and
radiologically, sacrifices were performed at the 4th and 6th weeks after tooth extraction.
IBM SPSS Statistics 22 (SPSS IBM, Turkey) programs were used for statistical
analysis. As a result, it has shown that GS4012 has the potential to eliminate the
negative effects of zoledronic acid on soft tissue by locally sustained release in the
PLGA-PEG-PLGA hydrogel.

Key Words: zoledronic acid, rat, osteonecrosis, drug delivery systems, vascular
endothelial growth factor inducer



1. GIRIS VE AMAC

Ik olarak 1865 yilinda Alman kimyagerler tarafindan sentezlenen bifosfonatlar
(BP), kalsiyum iyonlarmin selasyonunu kolaylagtiran pirofosfatlarin sentetik
analoglaridir (Rogers ve ark. 2000; Cremers ve ark. 2005). Bifosfonat tiirevi ilaglarin
arasinda en gii¢lii etkiye sahip olan zoledronik asit, 2001 yilinda Food and Drug
Administration (FDA) tarafindan onay alindiktan sonra ilk kez maligniteye bagl
hiperkalseminin tedavisinde kullanilmistir. Zoledronik asit, daha sonraki yillarda ise
antineoplastik ajan olarak multiple myelom ve kemik metastazi olan tiimdrlerin

tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglardan biri haline gelmistir (Russell 2011).

Bifosfonatlar, osteoklastlarin hiicresel fonksiyonlarimin inhibisyonuna veya
osteoklast apoptozuna neden olarak kemik rezorpsiyonunun azalmasina dolayisiyla da
kemik dongiisiinii inhibe etmesiyle sonuglanan bir biyolojik etkiye sahiptir (McLeod ve
ark. 2012). Ayrica bifosfonatlar, vaskiiler obliterasyona neden olarak anjiyogenezi

engelleyecek aktiviteye de sahiptir (Maurer ve ark. 2011).

Terapotik etkilerinden dolay1 sik uygulanan bifosfonatlarin kullanimina bagl
olarak erken donemde akut faz reaksiyonlari, gastrointestinal ve renal yan etkilere
neden oldugu bilinirken (Shannon ve ark. 2011), ilk kez Marx ve Stern (2002)
tarafindan ¢ene kemiklerinde osteonekroz vakalari bildirilmistir. Ilk olarak kanser
hastalarinda karsilagilan bu klinik tablonun kullanilan kematerapétik ilaglar ve steroidler
nedeniyle meydana geldigi diisiiniilmistiir (Hellstein ve Marek 2005). Fakat zamanla
herhangi bir etyolojik neden olmadig1 halde sadece bifosfonat grubu ilag alan hastalarda
da bu klinik tablonun goriilmesi, bifosfonat kullanimi ile iligskilendirilmesine neden

olmus ve literatiirde olgu raporlarinin sayis1 ise artmaya baglamistir.

[lacin bu yan etkisi dgrenildikten sonra tedavisinde standardizasyon saglanmasi
ve vakalarin saglikli bir sekilde degerlendirilmesi amaciyla American Association of
Oral and Maxillofacial Surgeons (AAOMS) tarafindan 2009 yilinda bir bildiri
yaymlanmigtir. Bu bildiriye gore, ‘Bifosfonat kullanimina bagli gelisen ¢ene
osteonekrozu’ (BRONJ); cenelerine radyoterapi almamis olan bifosfonat kullanmis
veya kullanmakta olan hastalarda mandibula veya maksillada 8 haftadan daha fazla
stiren kemik ekspozu ile karakterize bir klinik durum olarak tanimlanmistir (Ruggiero

ve ark. 2009). 2014 yilinda ise AAOMS yayinladig: bildiride bu terimi ‘Ilaca bagh



gelisen ¢ene osteonekrozu” (MRONJ) olarak tanimlamistir (Ruggiero ve ark. 2014). Bu
tamim degisikligi, antirezorptif ajanlar (Denosumab) ve antianjiyogenik ajanlarin
(Bevasizumab, Sunitinib) kullanimindan sonra literatiirdeki olgu sayilar1 hizla artan

¢ene kemiklerinde osteonekroz yayinlarindan kaynaklanmistir.

MRONIJ gelisiminde oral cerrahi islemler, protez kullanimina bagl iritasyonlar
ve periodontal hastalik varligi gibi lokal faktorlerin yani1 sira; eslik eden
malignansilerin, diyabet gibi sistemik hastaliklarin varligi, kullanilan BP grubu ilacin
tiirli, dozu, verilis yolu, siiresi ve kortikosteroid tiirevleri gibi sistemik faktorler de rol
oynamaktadir (Brozoski ve ark. 2012).

MRONYJ, hastalarin yagam kalitesini azaltan bir klinik tablo olmakla birlikte dis
hekimlerini de tedavi edilmesi oldukc¢a zor bir durumla karsi karsiya birakmaktadir.
MRONJ’un AAOMS tarafindan bildirilen giincel tedavi yaklasgimindaki esas amact;
hastada var olan agri, 6dem ve hassasiyet gibi sikayetlerini azaltmaya dayanmaktadir.
Tedavi yontemleri, hastanin mevcut durumuna gore medikal ve/veya cerrahi igeriklidir.
Medikal tedavide oral antiseptik gargaralar ile agiz i¢i hijyenin saglanmasi, uzun siireli
antibiyotik ve analjezik kullanimi; cerrahi tedavide ise kiiretaj, sekestrotomi, genis ¢ene
kemigi rezeksiyonlari ve serbest flep operasyonlar1 yer almaktadir (McLeod ve ark
2012). Ancak AAOMS tarafindan 6nerilen bu tedavi protokolii her zaman basarili sonug
vermemektedir. Bu sebeple MRONJ gelismeden ya da olustuktan sonra tedavisi igin
kemik ve yumusak dokuda iyilesmeyi olumlu yonde etkileyebilecegi diisiiniilen yeni
yontem ya da biyomateryaller arastirilmaktadir.

Bu ¢alismadaki amacimiz; ¢ene osteonekrozunun olusumuna engel olabilmek
icin bifosfonat ilaci verilmis sicanlarda dis ¢ekimi sonrasi yara bolgesine anjiyogenezi
tetikleyici kiigiik partikiil igeren hidrojel uygulamasmin potansiyelini aragtirmaktir.
GS4012 (Merck K GaA, Darmstadt, Almanya) bir vaskiiler endotelyal biiyiime faktori
indiikleyicisidir. Yapilan arastirmalar sonucunda GS4012’nin endotelyal hiicre tiibiilii
olusumunu baslatarak anjiyogenezi destekledigi bildirilmistir (Peterson ve ark. 2004;
Wu ve ark. 2015). GS4012’nin dis ¢ekim soketinde kalabilmesi ve siirekli salimi i¢in
bir tasiyiciya ihtiyag bulunmaktadir. Mikropartikiil ilag tasima sistemleri; tibbi
uygulamalarin ¢ogunlugunda kullanilabilmesi, enjekte edilebilir ve hedeflenen dokuya
kontrollii ilag salimi gibi avantajlar1 olmasi sebebiyle literatiirde ¢ok sik karsilasilan

konularin basinda yer almaktadir (Lee ve ark. 2016).



Biz de GS4012 bilesiginin, salimin1 yapabilecek ve yara bolgesinde dagilmasini
onlemek amaciyla 1stya duyarli bir PLGA-PEG-PLGA (Poly (lactic-co-glycolic acid)-
poly (ethylene glycol)-poly (lactic-co-glycolic acid) (Sigma-Aldrich, Almanya)
kopolimer hidrojel i¢inde kullanmay1 amagladik. Bifosfonatlarin vaskiiler obliterasyon
ile anjiyogenezisi inhibe ederek osteonekroz olusumundaki roliinii etkileyebilecek bu
biyomateryalin lokal olarak dis ¢ekim bdlgesine uygulanmasiyla ¢ene osteonekrozunun

olusumuna engel olacagini diistinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. BIFOSFONATLAR

2.1.1. Bifosfonatlarin Tarihcesi

1865 yilinda ilk kez Almanya’da sentezlenen bifosfonatlar, antikoroziv ajan
olarak petrol boru hatlarinda kalsiyum tuzlarmin ¢dkelmesini engellemek amaciyla
kullanilmis daha sonra da tekstil, giibre ve yag endiistrilerinde de kullanimi devam

etmistir (Fleisch 1998; Russell ve Rogers, 1999; Russell 2011).

Insanda tedavi amacli ilk kez uygulanan BP olan etidronat 1897 yilinda
sentezlenmis ve 1969 yilinda progresif ossifikans fibrodisplazi hastaligina sahip
cocuklarin tedavisinde kullanilmistir (Russell 2011). BP’nin antitartar ve antiplak
etkilerinden dolay:1 dis macunlarinda da kullanimi olmustur (Font ve ark. 2008). Tam
amacgh ise sintigrafik tetkiklerde radyoaktif madde olan teknesyum 99m metilen
difosfatin (Tc99m MDP) kemige tasinmasinda bifosfonatlarin kalsiyum fosfonatlara
olan yiiksek afinitesinden dolay: kullanilmistir (Tofe ve Francis 1974).

BP tiirevi ilaglarin antianjiyogenik o6zellikleri ve osteoklastik aktivite tizerindeki
inhibitdr etkileri nedeniyle, maligniteye baglh hiperkalseminin, solid tiimoérlerin kemik
metastazlarinda ve multiple myeloma gibi kanser iliskili hastaliklarda; ayrica
osteoporoz, osteopeni, Paget hastaligi, osteogenezis imperfecta gibi sistemik

rahatsizliklarin tedavilerinde kullanilmaktadir (Shannon ve ark. 2011)

2.1.2. Bifosfonatlarin Kimyasal Yapisi

Bifosfonatlar, insan metabolizmasinda fizyolojik olarak birgok sentetik
reaksiyonda yan {riin olarak salinan ve kemik mineralizasyonunun endojen
diizenleyicileri olan inorganik pirofosfatlara benzer kimyasal yapida olan bilesiklerdir.
Pirofosfotlar (P-O-P) fosfoanhidrit baglari ile bagli iki fosfat grubundan olusurken
(Sekil 2-1), BP’ler (P-C-P) fosfoeter baglar ile bagh iki fosfat grubun birlesmesinden
olusur (Sekil 2-2) (Cheng ve ark. 2005; Russell ve ark. 2008).

Pirofosfatin iki fosfat molekiiliinii birbirine baglayan oksijen atomu
bifosfonatlarda yerini karbon atomuna birakmistir. Bu yer degistirme BP’yi kimyasal
acidan stabil ve hidrolitik enzimlere karsi daha direncli hale getirir. Boylece BP’ler

viicutta metabolitlere doniistiiriilemez ve degistirilmeden atilirlar (Russell ve ark. 2008).



BP’lerin kimyasal yapisi, daha kolay modifiye olmalarina imkan tanir ve bu nedenle
BP’lerin farkli jenerasyonlar1 biyolojik, terapdtik ve toksikolojik ozellikleri agisindan

birbirinden ciddi anlamda farklilik géstermektedir (Cheng ve ark. 2005).

(o} o- O R O
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Sekil 2-1: Pirofosfatlarin kimyasal yapisi Sekil 2-2: Bifosfonatlarin kimyasal yapisi

Bifosfonatlar pirofosfatlardan farkli R1 ve R2 ad1 verilen iki yan zincire sahiptir.
Molekiiliin merkezindeki karbon atomuna baglanan bu iki grubun degistirilmesi ile
farkli kimyasal, fizikokimyasal ve biyolojik karakterleri olan bifosfonatlar
olusturulabilmektedir (Bartl ve ark. 2007; Marx 2011). R1 yapisi genellikle hidroksil
grubu igerir ve BP’ye kalsiyum ve kemik mineraline yiiksek afinite kazandirarak
bilesigin kemik matriksine tutunmasini saglarken, R2 yapisi ise BP’nin antirezorptif
ozelligini belirler (Ashcroft ve ark. 2003; Papapoulos 2006).

2.1.3. Bifosfonatlarin Simiflandirilmasi

2.1.3.1. Kimyasal Yapilarina Gore Bifosfonatlarin Simiflandirmasi
Nitrojen igeren ve nitrojen icermeyen bifosfonatlar olmak tizere iki alt gruba

ayrilir (Brunton ve ark. 2006).

Nitrojen icermeyen bifosfonatlar (Alkil bifosfonatlar): Etidronat, Klodronat,

Medronat ve Tiludronat’ tir.

Nitrojen iceren bifosfonatlar (Aminobifosfonatlar): Alendronat, Pamidronat,

Ibandronat, Risedronat ve Zoledronat’tir.

2.1.3.2. Jenerasyonlarina Gore Bifosfonatlarin Simiflandirilmasi
Bifosfonatlar jenerasyonlarina gore baslica 3 gruba ayrilmaktadir (Brunton ve
ark. 2006):



1. jenerasyon: R2 yan zincirinde alkil tiirevi bulunan etidronatin, klor tiirevi
bulunan klodronatin ve klorofenil grubu bulunan tiludronatin temsil ettigi gruptur. Bu

bifosfonatlarin etkinligi daha az ve antirezorptif aktivitesi daha zayiftir.

2. jenerasyon: Nitrojen igeren aminobifosfonatlardan alendronat ve

pamidronatin temsil ettigi gruptur.

3. jenerasyon: Nitrojen igeren aminobifosfonatlardan olan ibandronatin,

zoledronatin ve risedronatin temsil ettigi gruptur.

2.1.3.3. Etkinlik Derecelerine Gore Bifosfonatlarin Siniflandirilmasi

BP’ler, aktivitelerine gore degerlendirilirken nitrojen icermeyen bir BP olan
etidronata gore potens siralamasi yapilmaktadir (Fleisch 1998; Papapoulos 2006).
Etidronatin siganlarda kemik rezorpsiyonunu inhibe etme giicii yani potensi 1 birim
olarak kabul edildiginde, bu etki klodronatta 10, tiludronatta 50, alendronat, risedronat
ve ibandronatta 1000, pamidronatta 1000-5000 ve zoledronatta ise 10.000+ birim olarak
kabul edilmektedir (Marx 2011).

2.1.3.4. Verilis Yollarina Gore Bifosfonatlarin Simiflandirilmasi

BP’ler verilis yoluna gore iki gruba ayrilmaktadirlar. Oral yoldan verilen BP’ler;
risedronat, alendronat, tiludronat ve etidronat iken, ibandronat ve klodronat ise hem oral
hem de intravendz yoldan verilebilmektedir. Intravendz verilen BP’ler ise pamidronat

ve zoledronik asittir (McLeod ve ark. 2007).

2.1.3.5. Molekiiler Diizeydeki Etkisine Gore Bifosfonatlarin Siniflandirilmasi
Nitrojen i¢cermeyen BP’ler (etidronat, klodronat, tiludronat) intraseliiler olarak
metabolize edilerek adenozin trifosfatin sitotoksik, hidrolize edilemeyen anologlaria
doniistirler. Nitrojen igeren BP’ler (alendronat, risedronat, pamidronat, ibandronat ve
zoledronik asit) ise guanazin trifosfat baglayici proteinlerin fonksiyonlarini inhibe

ederler. Nitrojen iceren BP’lerin antirezorptif etkileri ¢cok daha gii¢liidiir (Russell 2011).

2.1.4. Bifosfonatlarin Farmakokinetigi

Bifosfonatlar oral yoldan alindiginda, emilimleri paraselliiler gecis ile diisiik
oranlarda bagirsaklardan gerceklesir. Bifosfonatlar arasinda absorpsiyon agisindan ¢ok
onemli farklar bulunmamaktadir (Lin 1996; Fleisch 1998; 2000; Russell ve Rogers
1999; Cremers ve Papapoulos 2011). Oral biyoyararlanimi ¢ok diisiik olan



bifosfonatlarin sistemik biyoyararlanimi ise %1’in altindaki degerler ile %10 arasinda

degisiklik gostermektedir (Lacy ve ark. 2003) .

Oral biyoyararlanimi arttirmak amaciyla yapilan bir¢ok ¢alisma basarisizlikla
sonuglanmistir (Gertz ve ark. 1995). Bifosfonatlarin emilimi yiyeceklerle alindiginda,
ozellikle kalsiyum ve demir varliginda onemli &lglide azalir (Lacy ve ark. 2003;
Chapurlat ve Delmas 2006). Bifosfonatlar oral olarak uzun siireli agliktan sonra alinmali
ve sonrasinda 30-60 dakika herhangi bir sey yenilip icilmemelidir (Watts ve Diab
2010).

Radyoaktif isaretleme metoduyla yapilan c¢alismalarda Dbifosfonatlarin
bobreklerden hemen atilmadigini, 6ncesinde kemikte ve az miktarda dalak, bobrek ve

karacigerde dagiliminin oldugu gosterilmistir (Cremers ve Papapoulos 2011).

Nitrojen igeren veya icermeyen bifosfonatlarin metabolizasyon ve atilim yollari
farklilik gostermektedir. Nitrojen igermeyen bifosfonatlar hidrolize edilemeyen,
sitotoksik adenozin trifosfatin (ATP) analoglarina metabolize olurlar. Bu toksik yan
iriinlerin osteoklast icerisinde birikmeleri sonucunda mitokondriyal fonksiyon azalir ve
osteoklast apoptozu meydana gelir. Nitrojen igeren ve etkinligi daha yiiksek olan
bifosfonatlar ise metabolize edilmeden kemige baglanarak dolagima yavasca salinirlar

(Cremers ve Papapoulos 2011; Russell 2011).

Mlacin biiyiik kism1 (%80) hizla bébreklerden ve ok kiigiik kismu safra yolu ile
atilirken bir kismi1 da (%20) iskeletsel yapiya gegerek dolagimdan uzaklasir (Cremers ve

Papapoulos 2011).

Iskelet sistemine ulasan bifosfonatlar, osteoklastik rezorpsiyon sonucu
hidroksiapatitten ayrilir. Fakat aciga ¢ikan bu bifosfonatlar kemik tarafindan tekrar
aliabilir veya devam eden kemik olusumu sirasinda kan dolagim yoluyla tekrar kemige
ulagabilirler. Bu nedenle bifosfonatlarin iskeletsel diizeydeki yar1 omiirleri ¢cok fazla

olmaktadir (Frith ve ark. 1997; Drake ve Cremers 2010; Cremers ve Papapoulos 2011).

2.1.5. Bifosfonatlarin Farmakodinamigi

Bifosfonatlarin temel biyolojik etkisi kemik rezorpsiyonunu inhibe etmektir.
Boylece kemik dongiisiinii ve yenilenmesini azaltarak antirezorptif etki meydana gelir
(Marx ve ark. 2005). Bu etki mekanizmasi giiniimiizde tam olarak bilinmemesine

ragmen, yapilan caligmalarda bifosfonatlarin osteoklast inhibisyonuna ve/veya



dontigiimsiiz  hiicre Oliimiine neden oldugu tespit edilmistir. Bifosfonatlarin
farmakodinamigini doku, hiicre ve molekiiler diizeyde ele almak gerekmektedir

(Hughes ve ark. 1989; Watts 2001).

Bifosfonatlarin doku diizeyindeki temel etkisi, kemik dongiisiinii azaltarak
kemigin yikiminin engellemesi sonucunda kemik yapimi ile yikimi arasindaki dengenin

bozulmasina yoneliktir (Hughes ve ark. 1989 ; Stresing ve ark. 2011).

Hiicresel diizeyde bifosfonatlarin osteoklastlar1 asagidaki yollar ile etkiledigi

diistiniilmektedir (Fleisch 2000; Watts 2001):

1- Osteoklast onciil hiicrelerinin aktivasyonunun inhibe edilmesiyle o6nciil

hiicrelerin olgun osteoklastlara doniisiimiiniin engellenmesi,

2- Osteoklastin kemige kemoktaksisinin ve tutunmasinin engellenmesi,
3- Osteoklast aktivitesinin inhibe edilmesi,
4- Osteoklastin erken apoptoz nedeniyle yasam siiresinin kisalmasi.

Molekiiler diizeyde ise bifosfonatlar yapisinda nitrojen grubu varligina gore
osteoklastlar: iki farkli mekanizma ile etkiledigi ileri siiriilmistiir (Sato ve ark. 1991;
Russell ve Rogers 1999; Altundal ve Giivener 2004).

Nitrojen icermeyen bifosfonatlar, osteoklastlar tarafindan metabolize edilerek
hidrolize edilemeyen adenozin trifosfat (ATP) analoglarina doniisiir. Sitotoksik olan bu
metabolitlerin hiicre i¢inde birikimi sonucunda osteoklast fonksiyonu inhibe edilir ve

osteoklast apoptozu gergeklesir (Van Beek ve ark. 1999).

Nitrojen iceren bifosfonatlar ise farkli bir mekanizma tizerinden osteoklastlarin
aktivitesini ve canlih@mi etkiler. Bifosfonatlar hiicre ic¢ine alindiktan sonra,
osteoklastlarin fonksiyonu i¢in gerekli olan kolestroliin biyosentezindeki mevalonat
yolunun 6nemli bir enzimi olan farnesil difosfat sentazi inhibe ederek etki gosterirler
(Sekil 2-3) (Frith ve ark. 1997). Osteoklastlar, mevalonat yolu sirasinda farnesil
pirofosfat ve farnesil pirofosfattan (FPP) olusan geranilgeranil pirofosfat (GGPP) gibi
izopren ara bilesiklerini ana hiicre i¢i proteinlerden bir sinyal proteini olan
glutamiltranspeptidazlart (GTPaz) modifiye ve aktive etmek icin kullanirlar. Bu 15C
zincirine sahip FPP ve 20C zincirine sahip GGPP’ nin spesifik sinyal proteinlerine (Ras,

Rho, Rac) transfer olmasina prenilasyon prosesi denilmektedir (Luckman ve ark. 1998;



Russell ve Rogers 1999; Altundal ve Giivener 2004; Rogers ve ark. 2011). Sonug
olarak; nitrojen igeren bifosfonatlarin mevalonat yolundaki major enzimlerden olan
farnesil pirofosfat sentazi (FPPS) inhibe etmesiyle FPP olusumuna engel olmakta
dolayistyla da GGPP inhibisyonuna neden oldugundan hiicre proliferasyonu, canlilik
stiresi ve iskeletsel organizasyondan sorumlu sinyal proteinlerinin prenilasyonu
gerceklesemedigi i¢in osteoklast fonksiyonu engellenmekte ve osteoklastlarin apoptozu
meydana gelmektedir (Fisher ve ark. 1999; Green 2004). Ayrica FPPS inhibisyonu
sonucu izopentil pirofosfatlarin (IPP) birikimine neden olarak osteoklastlarin
apoptozunu indiikleyen Appl (ATP analogu) olusumuna neden olur. Ayni zamanda
biriken IPP’ler intravenoz olarak verilen bifosfonatlarin gelistirdigi akut faz

reaksiyonlarindan da sorumludur (Russell ve ark. 2008).
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Sekil 2-3: Bifosfonatlarin mevalonat yolunu inhibe etmeleri - Bartl ve ark. (2007)’dan
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Bifosfonatlarin antirezorptif etkisinin yani sira tiimorosidal ve antianjiyogenik
etkilerinin de olmasi nedeniyle klinik agidan genis bir endikasyonunun oldugunu ifade

etmek gerekmektedir.

2.1.5.1. Bifosfonatlarin Antianjiyogenik Etkileri

Anjiyogenez, yeni kan damarlart olusturmak i¢in endotel hiicrelerinin
biiylimesini, gociinii ve farklilasmasini igeren bir siiregtir (Ruggiero ve ark. 2014).
Anjiyogenez siirecinde birgok olay basamaklar seklinde birbirini izler (Sekil 2-4)
(Gacche ve Meshram 2013).

-1, -6

Diizenler D ——

¥ VEGF, FGF,
Cytokines, FGF VEGF

4. Farkhlasma 5 Stabilizasyon

Z Bazal 3. Hiicre gécii ﬁ(‘; of;:] l;:;m Olgunlasma
1. Aktivasyon membran
bozulmasi

Sekil 2-4: Anjiyogenez siirecindeki basamaklar — Gacche ve Meshram (2013)’ dan

Anjiyogeneze neden olan bir uyaran (hipoksi veya iskemi); VEGF, bFGF, TGF-
beta, PDGF gibi anjiyogenik faktorlerinin salinmasina neden olur. Ekstraseliiler matriks
(ECM) ve matriksi ¢evreleyen hiicrelerden, endotel hiicrelerinden, tiimor hiicrelerinden

salinan bu biiyiime faktorleri, sitokinler ve bunlarin reseptorlerinin endotel hiicrelerini
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uyarmalar1 sonucunda anjiyogeneze neden olan metabolik siire¢ baslar (Adair ve
Montani 2010).

Mevcut damarlarin indiiklenmeleri igin ekstraseliiler matriksin ve bazal
membranin pargalanmasi gerekir. Bu nedenle endotel, inflamatuar ya da tiimor
hiicrelerinden serin proteaz ve metalloproteinaz gibi proteolitik enzimler salgilanir
(Bloemendal ve ark. 1999). Biiylime faktorleri tarafindan aktive edilen bu proteolitik
enzimler, bazal membranin ve ekstraseliiler matriks bilesenlerinin yikimina neden
olurlar (Bloemendal ve ark. 1999; Konukoglu ve Turhan 2005). ECM’deki proteolitik
yikimdan hemen sonra endotel hiicreleri, par¢alanan matriks i¢ine go¢ etmeye baslar
(Konukoglu ve Turhan 2005). Normalde endotel hiicreleri yayilma etkisi gostermeyen
tek bir tabaka halinde goriilirken, anjiyogenez sirasinda ¢ogalip yayilma gosterirler.
Anjiyogenez siirecinde vaskiiler hiicrelerin yilizeyinde bulunan, hiicre-ECM ve hiicre—
hiicre arasindaki etkilesimde 6nemli rol oynayan avbeta3 ve avbetad gibi adezyon
molekiilleri, uyarilmis endotel hiicreleri tarafindan indiiklenir. Cogalan endotel
hiicreleri, integrinler araciligiyla diger endotel hiicreler ile siki baglant1 kurarlar ve
boylece tiip olusumunu gerceklestirirler (Pepper 1997; Bloemendal ve ark. 1999). Daha
sonra ¢ogalma durur, hiicreler morfolojilerini degistirerek bir liimen olusturacak sekilde
birbirlerine sikica tutunur. Cogunlukla perisitlerin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
endotele katilmasi ve yeni bazal membranin sentezlenmesi ile anjiyogenez siireci
tamamlanir (Kilig ve ark. 2005). Kapiller filizlenme olustuktan sonra yine bu
filizlenmenin ucunda yeni olusmus ECM’de yikilma ortaya ¢ikar ve dolayisiyla daha
ileri yayilim miimkiin olur. Damar olgunlastiktan sonra anjiyogenik faktorlerde azalma
goriiliirken, anjiyogenez inhibitorlerinde artis goriiliir. Boylece endotel hiicreleri geri

plana gegerken, damarlardan kan akimi baglayabilir (Konukoglu ve Turhan 2005).

Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) ailesi ve reseptorleri, anjiyogenez,
lenfanjiyogenez ve vaskiiler gegirgenligin temel diizenleyicileridir (Bisacchi ve ark.
2003). Bu protein ailesi; endotelyal hiicre ¢ogalmasi, ECM bozulmasi, endotelyal hiicre
gdcli, ¢ogalmasi ve tiip olusumu dahil olmak {izere anjiyogenezde c¢esitli yonlerde yeri

doldurulamaz bir rol oynamaktadir (Gacche ve Meshram 2013).

VEGEF, osteogenez ve anjiyogenezin birlestirilmesi i¢in de gereklidir. VEGF,;

endotel hiicrelerini kemik dokusuna dogru c¢eken, osteoblast ve osteoklastlarin
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farklilasmasini ve fonksiyonlarint dogrudan kontrol eden kemotaktik bir molekiil olarak

islev goriir (Gao ve ark. 2019).

Bifosfonatlarin antirezorptif etkilerinin yani sira antianjiyogenik etkilerinin de
oldugunu gosteren cok sayida c¢alisma yapilmistir. Ozellikle nitrojen igeren
bifosfonatlarin direkt olarak endotelyal hiicrelere etki etmesiyle hiicre gogiinii,
proliferasyonu ve tiip olusumu gibi anjiyogenezin temel asamalarina engel oldugunu
gosteren c¢alismalar vardir (Stressing ve ark. 2011). Wood ve ark. (2002) tarafindan
insan umblikal damar endotelyal hiicreleri (HUVEC) ile yapilan bir in vitro ¢alismada
zoledronik asidin dozuna bagli olarak temel fibroblastik biiylime faktorii (bFGF) ile

indiiklenen HUVEC’lerin ¢ogalmasini inhibe ettigi gosterilmistir.

Pamidronat ve zoledronik asit verilen kemik metastazi olan kanser hastalarinda
VEGF seviyelerinde ciddi azalmalarin oldugu gosterilmistir (Santini ve ark. 2006).
VEGF’in, bifosfonatlarin intravendz olarak verilmesinden sonra 7. ve 21. giinlerde
osteonekroz gelisen hastalarin serumlarindaki diisiis nedeniyle bir prognostik faktor

olabilecegi disiiniilmistiir (Vincenzi ve ark. 2012).

Serviks kanserinin transgenik bir fare modelinde zoledronik asit, timor
stromasinda MMP-9 ekspresyonunu aktivitesini inhibe ederek VEGF’in anjiyogenik
endotelyal hiicreler iizerindeki reseptorii ile iliskisini azalttigi bildirilmistir. Boylece
ZOL, VEGF biyoyararlanimimin azalmasina neden olarak tiimor anjiyogenezini ve

tiimdr ilerlemesini baskiladigi sonucuna varilmistir (Giraudo ve ark. 2004).

Prenilasyona bagl sinyal yollarin1 baskilayarak anjiyogenezi etkileyen
zoledronik asidin diisiik konsantrasyonlarda endotelyal progenitér hiicre (EPC)
farklilasmasini inhibe ederken; yiiksek konsantrasyonlarda ise EPC apoptozunu

indiikledigi gosterilmistir (Yamada ve ark. 2009).

Zoledronik asit, normal kemik gelisimi sirasinda anjiyogenez ve kirik sirasinda
kemik onarimiu ile iligkili olan osteopontini hem maksillada hem de mandibulada inhibe
ederek anjiyogenezi etkileyebilir. Bifosfonat tedavisi alan ve osteonekroz ile iliskili
hastalarin alveolar kemik 6rneklerinde osteopontin diizeyinin, saglikli alveolar kemige
gore istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen daha diisiik oldugu rapor edilmistir

(Wehrhan ve ark. 2015).
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BRONIJ literatiiriinde ¢ok sik karsilagilmayan bir diger antianjiyogenik yaklagim
ise bisfosfonatlarin kan akigina olan etkisidir. Bifosfonatlar kemigin yeniden
sekillenmesini baskiladigi i¢in metabolik talebin azalmasina ve bunun sonucunda da
dolayl olarak kan akisinin azalmasina neden olacaktir. Dokularin canlilig1 i¢in gerekli
olan kan sirkiilasyonunun bozulmasi BRONJ’un antianjiyogenik mekanizmalarindan

biri olacagi diisiiniilmiistiir (Allen ve Burr 2009).

Bu c¢alismalar bifosfonatlarin potansiyel antianjiyogenik mekanizmalarinin
cesitli oldugunu gostermektedir.
2.1.6. Bifosfonatlarin Endikasyonlari

Bifosfonatlarin endikasyonlarini soyle siralayabiliriz:

* Kemik metastazli kanserler ve hiperkalsemi (Brenson ve Lipton 1999)

»  Multiple myelom (Aparicio ve ark. 1998)

* Paget hastalig1r (Russell ve ark. 1974; Mee 1999; Daroszewska ve Ralston
2005)

»  Fibroz displazi (Mansoouri ve ark. 2010)

»  Osteogenezis imperfekta (Dwan ve ark. 2014)
+ Ankilozan spondilit (Viapiana ve ark. 2014)

*  Gaucher hastalig1 (Lebel ve ark. 1999)

»  Osteoporoz (Tella ve Gallagher 2014)

Gilinlimiizde en ¢ok kullanilan bifosfonatlarin ticari isimleri, endikasyonlar1 ve

tedavi dozlar1 asagida gosterilmistir (Tablo 2-1).



Tablo 2-1: Giiniimiizde en ¢ok kullanmilan bifosfonatlar

Bifosfonat Jenerik
Tirevi Ismi

Onaylanmis
Endikasyonu

Onerilen
Dozu/Verilis
Yolu

Nitrojen
Icerigi

14

(Etidronat’a
Gore)
Rolatif

Etidronat Didronat

Tiludronat = Skelid

Alendronat  Fosomax
Bonemax
Andante

Risedronat = Actonel

ibandronat = Bondronat
Bonviva

Pamidronat Aredia
Pamidem

Zoledronat = Zometa
Reclasta
Ostezolen

Paget Hastaligi,
Heterotopik Ossifikasyon

Paget Hastalig1

Osteoporoz/ Paget
Hastalig1

Osteoporoz/ Paget
Hastalig1

Postmenopozal
osteoporoz

Malignansi hiperkalsemisi
Multiple Myeloma
Kemik metastazi

Paget Hastalig1

Malignansi
hiperkalsemisi,
Multiple Myeloma
Kemik metastazi
Paget Hastalig1

2.1.7. Bifosfonatlarin Yan Etkileri

Bifosfonatlarin kullanimina bagli olarak goriilebilecek yan etkiler asagidaki

gibidir:

* Hipokalsemi (Kreutle ve ark. 2014)

Oral
Giinliik 350-
750 mg 6 Ay

Oral

Giinliik 400 mg
3 Ay

Oral

Ginliik 10-
Haftalik 70 mg

Oral

Giinliik 5 mg-
Haftalik 35 mg
Oral

Giinliik 2,5 mg-
Aylik 150 mg
Parenteral
90mg/3 Hafta

Parenteral
4 mg/3 Hafta

* Gastrointestinal yan etkiler (Pazianas ve ark. 2010)

*  Akut faz reaksiyonlar1 (Papapetrou 2009)

YOK

YOK

VAR

VAR

VAR

VAR

VAR

Giicii

50

1000

1000

1000

1000-5000

+10000

* Renal yan etkiler (Chang ve ark. 2003; Munier ve ark. 2005; Hirschberg

2012)

+ Santral sinir sistemi yan etkileri (Bartl ve Frisch 2002)

»  Okuler yan etkiler (Bock ve Felsenberg 2008)

* Atriyal fibrilasyon (Saridogan ve Giin 2010)
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* Femur bas1 atravmatik avaskiiler nekroz (Bartl ve Frisch 2002)

* Cene kemiklerinde osteonekroz (Ruggiero ve ark. 2004; Tanvetyanon ve
Stiff 2006; Marx ve ark. 2007; Migliorati ve ark. 2010)

2.2. Bifosfonatlarin Kullanimina Bagh Cene Osteonekrozu

Cenelerde bifosfonata bagli gelisen osteonekrozdan ilk kez 2002’de Marx ve
Stern, iyilesme gostermeyen kemik dokusuna debridman yapildiginda daha da kotiiye
giden ve miktarinda artis goriilen ekspoze kemik olarak bahsetmistir. Daha sonra Marx
(2003) ile Migliorati (2003) cenelerde bifonata bagli ¢ene osteonekroz olgularini
bildirmislerdir. 2004 yilinda ise Ruggiero ve ark. tarafindan 63 olgu igeren daha biiyiik
bir vaka serisi yaymnlanmistir. Khosla ve ark. (2007) yaptiklar1 calismasinda dis
¢cekiminden sonra ekspoze kemigin olusmasi i¢in 8 haftalik siirenin yeterli olabilecegini

ifade etmislerdir.

Bifosfanata bagli c¢ene osteonekrozunun ilk kez literatiirde goriilmesinden
itibaren bir¢ok olgu bildirimi rapor edilmis ve tedaviye yonelik calismalar yapilmastir.
Gorililme sikligr artan bu ciddi yan etkinin tanimmni yapmak ve standart tedaviyi
belirlemek amaciyla AAOMS, 2009 yilinda bir konsensus yayinlamistir. Bu
konsensusta; bifosfonata bagl ¢ene osteonekrozunu “Bas-boyun bolgesine radyoterapi
uygulanmamus, bifosfonat kullanmis veya kullanmakta olan hastalarin genelerinde 8
haftadan daha fazla siiren ekspoze kemik ile karakterize olan klinik bir durum” olarak

tanimlamiglardir (Ruggiero ve ark. 2009).

Bifosfonatin olusturdugu ¢ene osteonekrozlarina benzer sekilde denosumab gibi
antirezorptif (Aghaloo ve ark. 2010; Niibe ve ark. 2015; O’Halloran ve ark. 2014; Vyas
ve ark. 2014) ve bevacizumab (Serra ve ark. 2009; Van Poznak 2010) veya sunitinib
(Koch ve ark. 2011) gibi antianjiyogenik ilaglarin da sebep oldugu bildirildikten sonra,
2014 yilinda AAOMS, BRONIJ tanimim giincelleyerek MRONJ (Ilaglara bagli gelisen
¢ene osteonekrozu) olarak literatiire gecirmistir. Bu bildiriye gore MRONJ ‘Cenelerinde
radyoterapi uygulanmamis veya belirgin metastazik hastaligi olmayan, antirezorptif
veya antianjiyogenik ilaglar ile tedavi edilmis ya da edilmekte olan hastalarda
maksilofasiyal bolgede 8 haftadan daha fazla siiren ekspoze kemik ya da
intraoral/ekstraoral fistiilii bulunan bir klinik durum’ olarak tanimlamislardir (Ruggiero
ve ark. 2014). MRONJ’a sebep olan ilaglarin giincel listesi asagida tabloda
gosterilmistir (Tablo 2-2) (Singar ve ark. 2020).



Tablo 2-2: MRONYJJ ile iliskili ilaglarin listesi
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MRONYJJ ile Tliskili Ilaclar Kategori (Sinif) Farmakolojik etki
Zoledronat Bifosfonat Antirezorptif
Pamidronat Bifosfonat Antirezorptif
Ibandronat Bifosfonat Antirezorptif
Alendronat Bifosfonat Antirezorptif
Risedronat Bifosfonat Antirezorptif
Neridronat Bifosfonat Antirezorptif
Tiludronat Bifosfonat Antirezorptif
Denosumab RANKL inhibit6r Antirezorptif
Bevacizumab VEGEF inhibitor Antianjiyogenik
Aflibercept VEGF inhibitor Antianjiyogenik

Temsirolimus

mTOR yolagi (Mammalian target
of rapamcyin pathway)

Antianjiyogenik

Everolimus mTOR yolagi Antianjiyogenik
Sirolimus mTOR yolagi Antianjiyogenik
Sunitinib Tirozin kinaz inhibitorii Antianjiyogenik
Sorafenib Tirozin kinaz inhibitorii Antianjiyogenik
Imatinib Tirozin kinaz inhibitorii Antianjiyogenik
Ipilimumab Monoklonal antikor Sitotoksik

Infliximab Monoklonal antikor Sitotoksik

2.2.1. BRONJ Patofizyolojisi

Bifosfonatlara bagli ¢ene osteonekrozunun etyolojisi ile ilgili birgok deneysel ve

Klinik calismalar yapilmasina ragmen patofizyolojisi ile ilgili olarak heniiz ortak bir

fikirde bulusulamamustir. (Reid 2009; Maahs ve ark. 2011; Singar ve ark. 2020).

BRONI ile ilgili yaygin olarak kabul edilen iki hipotezden biri kemik

remodelasyonunun azalmasi, digeri ise anjiyogenezin inhibisyonudur (Zafar ve ark.

2020).

Bifosfonatlar osteoklast diferansiyasyonunu ve fonksiyonunu inhibe eder,

apoptozu arttirir. Boylece kemigin rezorpsiyonunun ve remodelasyonunun azalmasina

neden olur (Ruggerio ve ark 2014). Kemik remodelasyonu inhibisyonunun mekanik
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olarak direncin azaldigi sonrasinda da kemik nekrozunun olusacagi bolgelerde mikro

hasar alanlarinin toplanmasina neden oldugu diisiiniilmektedir (Zafar ve ark. 2020).

Alveolar kemikte remodelasyon wuzun kemiklere goére daha fazla
gergeklestiginden (Cheng ve ark. 2009) dolay1r bifosfonatlarin ¢ene kemiklerindeki
tutulumu daha fazla olur ve dolayisiyla BP’ler alveolar kemikte daha yiiksek
konsantrasyonlarda birikirler (Marx 2011). Dis ¢ekimi gibi invaziv islemlerin yapilmasi
sonucunda alveolar kemikte osteoklastik kemik rezorpsiyonuna remodeling ile yeteri
kadar cevap verilemez. Yani yiiksek remodeling ihtiyacina diisiik kemik turnover ile
yanit verilmis oldugundan yiizeyi 6rten mukozaya altindaki kemikten gelen kan akimi
zamanla azalir. Bunun sonucunda ise mukozanin doku biitiinligii bozularak ekspoze bir

kemigin ortaya ¢ikmasina neden olur (Marx ve ark. 2005.)

BRONJ patogenezinde bifosfonatlarin anjiyogenez inhibisyonu ile 6nemli bir
roliiniin oldugu diisiiniilmektedir. in vitro calismalarda zoledronik asidin anjiyogenezi
azalttigin1 gosteren sonuglar elde edilmistir (Wood ve ark. 2002; Hansen ve ark. 2006).
Ayrica Santini ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir c¢alismada zoledronik asidin

kullanildig: hastalarda VEGF seviyelerinde azalma oldugu bildirilmistir.

BRONJ patogenezindeki teorilerden birisi de Tsurushima ve ark. tarafindan
(2013) ortaya atilmistir. Calismanin sonucunda elde edilen bu teoriye gore,
mikrobiyolojik kontaminasyon sonucunda ortam pH’sinin diismesi ile daha fazla
bifosfonat salinarak kemik nekrozunda artisin goriilmesidir. Otto ve ark. (2010),
bifosfonata bagli ¢cene osteonekrozunun gelismesinde ortam pH’simin 6nemli oldugunu
belirtmis ve zoledronik asit ile diisiik pH'ta mezenkimal kok hiicre 6liimiiniin en yiiksek
seviyede oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica Sedghizadeh ve ark. (2008)
mikroorganizmalarin  bifosfonat birikimi olan kemiklerde mikrobiyal biyofilm
olusumunu kolaylagtirdigin1  ve kronik enfeksiyonlara zemin hazirladigim

bildirmislerdir.

BRONJ olusumundaki patojenik mekanizmalardan bir digerinin de
bifosfonatlarin oral mukoza tizerindeki toksik etkileri ile ilgili oldugu disiintilmektedir.
Landesberg ve ark. (2008) bifosfonat kullanilmasiyla keratinositlerin migrasyonunun
bozuldugunu, bunun sonucunda da oral mukoza hiicrelerinde yara iyilesmesini
geciktirdigini ve mukozal yaralanmalarin kolaylastigini; Reid (2009) ise potens degeri

en yiiksek olan zoledronik asidin, epitel hiicrelerinin kemik yiizeylere olan adhezyonunu
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inhibe ederek toksik etkilere neden oldugunu gostermislerdir. Bifosfonatlarin
hidroksiapatite olan afinitesinden dolayr kemik digindaki diger dokularda minimal
kalarak 6zellikle ¢enelerdeki yiiksek konsantrasyonu nedeniyle yumusak dokuda toksik
etkiye sebep oldugu ifade edilmistir (Reid ve Cornish 2012).

2.2.2. BRONJ Risk Faktorleri

BRONJ klinikte uygulanan bir isleme bagli olarak ya da patolojik nedenlerden
dolay1 gelisebilirken bazen kendiliginden de meydana gelebilir. BRONJ olusumunda rol
oynayan risk faktorleri 4 grup altinda toplanabilir (Reid 2009; Ruggerio ve ark. 2009):

+ TIlaca bagl risk faktorleri
» Lokal risk faktorleri
* Demografik ve sistemik risk faktorleri
* Genetik faktorler
flaca bagh risk faktorleri:

BRONJ gelisim riski; kullanilan bifosfonatin tiirii, verilis yolu ve tedavi siiresine
bagli olarak degisiklik gostermektedir (Ruggerio ve ark. 2009). BRONJ riski en yiiksek
bifosfonat tiirii, zoledronik asit olurken; onu sirasiyla pamidronat, alendronat, risedronat
ve ibandronat takip eder (Naveau ve Naveau 2006). Zervas ve ark. (2006) zoledronik
asit kullanan hastalarda BRONJ riskinin, pamidronat kullanan hastalara oranla 9.5 kat

daha fazla oldugunu rapor etmislerdir.

Bifosfonat grubu ilaglarin intraven6z yol ile kullaniminin oral yola gére BRONJ
riskinin ¢ok daha yiiksek bir diizeyde oldugunu gosteren gesitli ¢alismalar bildirilmistir
(Wang ve ark. 2007; Stumpe ve ark. 2009; Reid ve Cornish 2012; Otto ve ark. 2012).
Zoledronik asidin yarilanma dmriiniin uzun olmasindan dolay1 bu ilag ile tedavi goéren
hastalarda BRONJ goriilme riski, diger bifosfonat tiirleri ile tedavi gorenlere gore daha
fazladir. Zoledronik asit, onerilen aylik 4mg’lik dozlarda 3-12 ay igerisinde oral
lezyonlar gelisebilirken; pamidronat preparatlarinin 6nerilen aylik 90 mg’lik dozlarinda
10-16 ay icinde ekspoze kemik olusumuna neden olabilir. Alendronatin yarilanma
Omriiniin zoledronik asit ve pamidronata gore daha kisa olmas1 ve oral yol ile alinimi

nedeniyle daha yavas emilimi gergeklestiginden Onerilen giinlik 10 mg’lik ya da
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haftalik 70 mg’lik kullanilan dozu ile ekspoze kemigin olugsmasi igin 2 yil veya daha
fazla stire kullanilmasi gereklidir (Marx ve ark. 2005).

Lokal risk faktorleri:

Dento-alveolar islemler (dis ¢ekimi, dental implant operasyonu, periapikal
cerrahi, kemik yapisini igeren periodontal cerrahi), gene kemiklerinde travma, kotii agiz
hijyeni, periodontal hastaliklar, anatomik olusumlar (kemik ekzostozlari, toruslar,
mylohyoid kenar), agiz i¢indeki protezlerin uyumsuzlugu, alkol ve tiitiin kullanimi

BRONJ icin lokal risk faktorlerini olusturmaktadir (Ruggerio ve ark. 2009).
Demografik ve sistemik risk faktorleri:

Irk (Badros ve ark 2006), cinsiyet, yas, kanserle birlikte goriilen osteoporoz
(Ruggerio ve ark. 2009), dializ, diabet, obezite ve diisiik hemoglobin degeri olan
hastalar (Jadu ve ark. 2007), kortikosteroid kullanimi (Marx ve ark. 2005), tanisi
konulan kanserin tipi (Hoff ve ark. 2008; Wang ve ark. 2007) gibi etkenler BRONJ i¢in

demografik ve sistemik risk faktorlerini olugturmaktadir.
Genetik faktorler:

Sarasquete ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada sitokrom P450-2C (CYP2C8)
genindeki tek niikleotit polimorfizmden dolayr multiple myelomlu hastalar parenteral
yoldan bifosfonat ile tedavi edildiginde BRONJ goriilme riskinin yiiksek oldugunu
belirtmislerdir.

2.2.3. BRONJ Teshisinde Bulgular

2.2.3.1. Klinik Bulgular

Bifosfonatlarin kullanimina bagli ¢ene osteonekrozunun en tipik klinik bulgusu
olan nekroze alveol kemigi, osteoradyonekroz ve osteomyelit vakalarinda da
karsilasilabileceginden ayirici tanisinda hastanin medikal ve dental anamnezi biiyiik
Oonem tasimaktadir. Agiz boslugu igerisinde farkli biiyiikliikte ve yerlesimde yer alan,
klinik olarak ¢ogu kez asemptomatik olan nekroze alveol kemigi enfekte oldugu zaman
semptomatik hale gelir ve ilk olarak siddetli bir lokalize agr1 ile belirti vermektedir. Bu
klinik tabloya zamanla mukozal sislikler, eritem, 6dem, iilserasyon, fistiil olusumu, pii
drenaj1 gibi bulgular eklenmektedir (Marx ve ark. 2007; Otto ve ark. 2012). ileri

evrelerde bagvuran ya da kontrol altina alinamayan hastalarda inferior alveolar kanalin
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tutulumu ile parestezi, maksiller sinlis tutulumu ile oroantral fistiiller ve patolojik
fraktiirler meydana gelebilir (Ruggiero ve Mehrotra 2009; Vescovi ve ark. 2012
Beninati ve ark. 2013).

2.2.3.2. Radyolojik Bulgular

BRONJ lezyonlarmin radyografik agidan degerlendirilmesinde panoramik
grafiler osteosklerotik, osteolitik lezyonlarin ve patolojik fraktiirlerin teshisinde yeterli
olurken; manyetik rezonans goriintiileme, bilgisayarli tomografi ve kemik sintigrafisi

ise erken tan1 i¢in ya da nekrotik alanin sinirlarini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir

(Adjemian ve ark. 2009; Stockman ve ark. 2010; Rocha ve ark. 2012).

Radyografik bulgulardaki degisikliklerin sinirli oldugu BRONIJ erken dénemde;
tyilesmenin geciktigi dis ¢cekim soketleri, etkilenen bdlgede periapikal ve/veya alveol
kretinde radyolusent alanlar, peridontal ligament araliklarinda daralma ve lamina durada
kalinlasma goriilebilir. Ilerleyen donemlerde ise genis osteoliz alanlari, sekestr
formasyonu ve patolojik fraktiirler gézlenebilir (Migliorati ve ark. 2006; Khosla ve ark.
2007; Treister ve ark. 2009; Rocha ve ark. 2012). Trabekiiler kemikte genislik, mineral
dansitesi, lakiinleri ve trabekiil olusumunda degisiklikler meydana gelirken; kortikal
kemikte bozulma ve periostal kemik yapiminda ise artig gézlenir (Bianchi ve ark. 2007;

Elad ve ark.2010).

2.2.3.3. Histolojik Bulgular

BRONJ histolojisinde, ayirici tanisi yapilmasi gereken siipiiratif osteomyelit ve
osteoradyonekroz bulgularina benzer bigimde bazi bakteriyel kolonizasyonlar igeren
non-spesifik nekrotik kemik goriinlimii olmasima ragmen, santral kemik biyopsileri
incelendiginde her bir klinik tablonun kendine 06zgii mekanizmalarinin oldugu
goriilmektedir. Siipiiratif osteomyelitte kemik iligi inflamasyonu goriiliirken, BRONJ ve
osteoradyonekrozda  kemik iliginde inflamatuar  hiicre  goriilmemektedir.
Osteoradyonekrozda kemik iliginde kollajen icerikli ilik fibrozis dokusu goriiliirken,
BRONJ’da kemik iligi inflamasyonu ve fibrozis olusmaz, bu ilik dokusunun yerine bos

aselliiler alanlar izlenmektedir (Hansen ve ark. 2006).

2.2.3.4. Mikrobiyolojik Bulgular
Mikrobiyolojik incelemede en sik goriilen bakteri Actinomyces olmak iizere,

Enterococcus, Candida albicans, Haemophilus influenzae, Alpha-hemolytic
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streptococcus, Lactobacillus, Enterobacter ve Klebsiella pndmonia tiirlerinin izole

edildigi rapor edilmistir (Chiandussi ve ark. 2006).

2.2.4. BRONJ Evre ve Tedavi Yaklasimlari

Giiniimiizde en ¢ok kullanilan BRONJ klinik evre ve tedavisine yonelik
Ruggiero ve ark. 2009 yilinda AAOMS bildirgesinde olugturmus olduklar1 protokoliinii
2014 yilinda antianjiyogenik ilaglarin da ¢ene osteonekrozuna neden olmasindan dolay1

giincellemislerdir (Tablo 2-3) (Ruggiero ve ark. 2014).

Tablo 2-3: MRONUJ evrelendirme ve tedavi yaklasimi

MRONJ evresi Tedavi yaklasim

Risk Oral veya intraven6z olarak e Herhangi bir tedavi gerekli degildir.

kategorisinde | bifosfonat ilaglar ile tedavi edilen o Hasta bilgilendirilmelidir.
nekrotik kemigin olmadig1 hastalar

Evre 0 Klinik olarak nekrotik kemik e Semptomatik tedavi ve diger lokal
gozlenmemektedir. Fakat etyolojik nedenlerin konservatif
spesifik olmayan klinik bulgular, tedavisi
radyolojik degisiklikler ve e Analjezik ve antibiyotik kullanimini
semptomplar mevcuttur. da iceren sistemik tedavi.

Evre 1 Asemptomatik veya enfeksiyon e Oral antibakteriyel ag1z gargarasi
kaniti olmayan hastalarda agi13a e Hastanin 3 aylik aralarla klinik takibi
¢ikmus ve nekrotik kemik veya e Hasta egitimi ve bifosfonat tedavi
kemige dogru sonda ile fistiil varligi endikasyonlarinin hekimi tarafindan
gorilir. tekrar degerlendirilmesi

Evre 2 Aci8a ¢ikmig ve nekrotik kemik veya o Oral antibiyotiklerle semptomatik
kemige dogru sonda ile fistiil varlig1 tedavi
goriiliir. Piiriilan drenajli ya da e Antibakteriyel agiz gargarasi
drenajsiz aciga ¢ikan kemik e Agr kontrolii
bolgesinde agr1 ve eritem ile e Yumusak doku iritasyonunu
enfeksiyon kaniti mevcuttur. uzaklastirmak i¢in debridman ve

enfeksiyon kontrolii

Evre 3 Aciga ¢cikmis ve nekrotik kemik veya o Antibakteriyel agiz gargarasi
kemige dogru sonda ile bir fistiil e Antibiyotik tedavisi ve agr1 kontrolii
varhig1 gorilir. Agri ve enfeksiyonla e Uzun donem agr1 ve enfeksiyonu
birlikte agi3a ¢ikmig nekrotik kemige hafifletmek icin cerrahi debridman
asagidaki bulgulardan bir veya veya rezeksiyon

birkaginin eslik etmesi:

e Aciga cikmis ve nekrotik kemigin
alveolar kemik sinirlarin1 agmasi
sonucunda (6rn: mandibula alt
kenari, ramus mandibula,
maksiller siniis, zigoma) patolojik
fraktiir, ekstraoral fistiil, oral
antral veya oral-nasal birlesme ya
da mandibula alt kenarina, siniis
tabanina dogru uzayan osteolizis
varlig1 goriilebilir.
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2.3. Dis Cekim Yarasin Iyilesmesi

Dis ¢ekim yara iyilesmesi, Ozellesmis sekonder yara iyilesmesine bir ornek
olarak gosterilmektedir (Huebsch ve Hansen 1969). Bir disin ¢ekimi, prototipik olarak
cilt ve mukoza yaralanmalarinda da goriilen inflamasyon, epitelizasyon, fibroplazi ve

remodelasyon siralamasini aynen baslatir (Hupp ve ark. 2018).

Dis ¢ekiminden hemen sonra soket kan ile dolmaktadir. Hem intrinsik hem de
ekstrinsik yollar ile piht1 olusumu aktif edilir. Olusan fibrindeki kirmizi kan hiicreleri
yirtilmis kan damarlarin1 kapatir ve ¢ekim soketinin biiylkliglinii azaltir. Pithtinin
organizasyonu ik 24-48 saat iginde baslamaktadir. Periodontal ligament igindeki kan
damarlarinin genislemesi ve bunu takiben l6kositik gd¢ ve bir fibrin tabakasinin

formasyonu ile pihtt meydana gelmektedir (Shetty ve Bertolami 2004).

Birinci haftada fibrin pihtisi, lizerinde inflamatuar hiicrelerin go¢ edebilmesi ve
anjiyogenez i¢in gecici bir iskele seklinde organize olur. Yara cevresindeki epitel
organize olan pihtinin yiizeyine dogru biiyiir. Osteoklastlar, kret rezorpsiyonunu aktif
etmek igin alveoler kemik kreti boyunca birikirler (Shetty ve Bertolami 2004; Le ve
Shetty 2010). Anjiyogenez ise periodontal ligament kalintilari i¢inde devam eder
(Shetty ve Bertolami 2004).

Ikinci haftada piht1 fibroplazi ve neoanjiyogenez ile organize olmaya devam
eder. Osteoid trabekiilii alveolden pihti igine dogru yavag bir sekilde uzamaya baslar.
Alveoler soketin kortikal kenarinda osteoklastik rezorpsiyonu belirgin bir hale gelir
(Shetty ve Bertolami 2004, Le ve Shetty 2010).

Ucgiincii haftada ¢ekim soketi tamamen granulasyon dokusu ve yara ¢evresinde
zay1f kalsifiye kemik adaciklari ile dolar. Yara yiizeyi skar gelismeden veya minimal

skar ile tamamen epitelize hale gelir (Shetty ve Bertolami 2004; Le ve Shetty 2010).

Aktif olarak kemik remodelasyonu birka¢ hafta boyunca devam eder. Kemik
olusumu dis ¢ekiminden 6-8 hafta sonrasina kadar radyografik olarak belirgin

olmazken; 6-8 aydan sonra ise ¢ekim bolgesi ayirt edilemez (Le ve Shetty 2010).

2.4. PLGA-PEG-PLGA ve GS4012
Farmasotik bilimler; mikropartikiil, nanopartikiil ve hidrojel formunda yeni ilag
gonderme sistemlerinin gelistirilmesinde kayda deger ilerlemeler gostermistir. Bu yeni

ilag tastyicilarin ¢ogu polimerlerden ve 6zellikle biyogoziiniir diblok ve triblok seklinde
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poli kaprolakton, poli laktik, poli propilen oksit ve poli laktik-ko-glikolik gibi
hidrofobik ve poli etilen glikol ve poli etilen oksit gibi hidrofilik bloklardan olusan
kopolimerlerden yapilmaktadir (Khodaverdi ve ark. 2013).

Hidrojeller, kimyasal veya fiziksel nedenlerle olusan ii¢ boyutlu ¢apraz bagl
polimer aglardir ve 6nemli miktarda suyu (% 70'den fazla su) emebilirler. Bu polimer
hidrojeller, biyouyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilir &zelliklerinden dolay1
kontrollii ilag¢ saliminda yaygin olarak kullanilmaktadir (Cigognini ve ark. 2014; Contri
ve ark. 2014). Isiya duyarli hidrojeller; bozulan dokunun boslugunu doldurabilmesi,
basit enjeksiyon ile dogrudan hedeflenen bolgeye verilerek cerrahi komplikasyonlar
azaltabilmesi (Lai ve ark. 2012) ve ilaglar1 kontrollii bir sekilde verme yetenegi ile
enjekte edilebilir ilag verme sistemlerinde en ¢ok ilgilenilen tasiyicilar haline gelmistir
(Fang ve ark. 2009; Gong ve ark. 2012; Wang ve ark. 2013).

Poli (laktik-ko-glikolik asit) -poli (etilen glikol) -poli (laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA-PEG-PLGA) (Sekil 2-5) kontrollii ilag salinimi tasiyicist olarak en yaygin
kullanilan polimerlerden biridir. PLGA ve PEG bloklarindan olusan bu hidrojel, ilk kez
Zentner ve ark. (2001) tarafindan sentezlenmistir. Hidrofilik PEG, blok kopolimerlerine
biyouyumluluk kazandirirken; laktik asit (LA) ve glikolik asitten (GA) olusan
hidrofobik PLGA blogu, ester baglar1 nedeniyle blok kopolimerlerine biyolojik olarak

bozunabilirlik kazandirir (Zentner ve ark. 2001).

O o
O AN S OH
Hof‘\gj Vut(o o (‘g/\o};ju\ﬁy

Sekil 2-5: PLGA-PEG-PLGA kimyasal yapisi — Yang ve ark. (2018)’ dan

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), hem dikisler hem de ¢esitli ilag verme
uygulamalari gibi mekanik uygulamalarda onlarca yildir kullanilan hidrofobik, biyolojik
olarak bozunabilir bir polyesterdir. PLGA dogal olarak toksik olmayan bilesenlere,
laktik asit ve glikolik aside hidrolize olur. Poli (etilen glikol) (PEG), az bir bagisiklik
tepkisi ortaya ¢ikardigi igin iyi biyouyumluluga sahip, par¢alanamayan, hidrofilik bir
polieterdir (Garner ve ark. 2017).
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Bu kopolimerin (PLGA-PEG-PLGA) sentezi ve saflastirilmasi i¢in herhangi bir
organik ¢oziicii gerektirmemesi, sistemik toksisitesinin olmamasi, hem hidrofobik hem
de hidrofilik ilaglarin uygulanabilir olmasi, biyolojik olarak bozulabilir ve biyolojik

olarak uyumlu olmasi gibi avantajlar1 vardir. (Khodaverdi ve ark. 2012)

PLGA-PEG-PLGA hidrojel matrisi, oda sicakliginda veya altinda bir ¢ozeltidir
ve viicut sicakliginda ise bir jel haline gelir. Boylece uygulama yerinde bir ilag deposu
olarak islev yapabilir (Qiao ve ark. 2005). Hidrojelin gézenekli ag yapisini ifade
edebilmek i¢in bir kriyo-SEM goriintiisii Pratoomsoot ve ark. (2008) tarafindan
yayinlanan bir ¢aligmadan alinmistir (Sekil 2-6).

Sekil 2-6: Gozenekli ag yapisim gosteren PLGA-PEG-PLGA hidrojelinin temsili kriyo-

SEM goriintiisii - Pratoomsoot ve ark. (2008)’ dan

Laktik, PLGA iiretmek icin kullanilan hidrofobik bir monomerdir. Iceberg
teorisine gore, hidrofobik molekiiller su molekiilleri ile ¢evrildiginde, sistemin entropisi
azalir. Bu nedenle, hidrofobik molekiiller sulu bir ortamda maruz kalan yiizey alanlarini
azaltmak igin toplanir. Bu sistemde triblok kopolimerleri, hidrofobik PLGA
segmentlerinin suya maruz kalan yiizey alanini diisiirmek igin miseller olusturur.
Sicakligi arttirmadan once, hidrofilik PEG segmentleri ve su molekiilleri arasindaki
hidrojen bagi nedeniyle biyomateryal sivi formdadir. Bu durumda sulu ortamda
monomerler, ayr1 ayr1 miseller ve gruplanmis miseller halinde bulunur. Sicaklik arttikga

hidrojen baglar1 zayiflar ve PLGA segmentleri arasindaki hidrofobik baglar, miseller
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arasinda kopriiler olusturarak bir hidrojel ag1 olusturmaya baslar. Kimyasal yapiya,
molekiiler agirliga ve triblok kopolimer konsantrasyonlarina bagli olarak her sistem igin
farkli olabilen belirli bir sicakliktan sonra faz ayrimi meydana gelir ve kopolimerler

asamal1 olarak uzaklastirilir (Khodaverdi ve ark. 2012).

[lactn boyle bir termojel matristen salim davramisi esas olarak ilacin
difiizyonuna, tastyict polimer bozulmasina veya bu ikisinin kombinasyonuna baglidir
(Shang ve ark. 2017). Hidrojelin faz ge¢is sicakligni ve ilag salim hizi, triblok
kopolimerin molekiiler agirhigi, PEG igerigi, LA/GA orami ve formiilasyonda kullanilan

diger maddelere gore degisebilir (Chen ve Singh 2008).

GS4012 (4-(2-(4-Methoxyphenylsulfanyl) ethyl) pyridine, HCI), VEGF ve
VEGF aracili damar olusumunun giiclii bir indiikleyicisi olarak islev goren hiicre
gecirgen bir piridinil-tiyoeter bilesigidir. Kimyasal formiilii CisHisNOS<HCI olan bu
bilesigin molekiiler agirligi da 281.8 g/mol’ diir (Sekil 2-7).

"

N™ . HC

Sekil 2-7: GS4012 kimyasal yapisi
(https://www.merckmillipore.com/TR/tr/product/VEGF-Inducer-GS4012-CAS-328073-92-
3-Calbiochem,EMD BI0O-676491)

VEGF’in damarsal gegirgenlik faktorii olarak anjiyogenezi desteklemek icin
mikrovaskiilarizasyona etki ettigi bilinmektedir (Dvorak ve ark. 1995). VEGF,
endotelyal hiicre gogiinii ve proliferasyonunu uyararak anjiyogenezin ana diizenleyicisi
olarak goérev yapmasmin yani sira osteojenik faktorlerin diizenlenmesiyle de

osteogenezi uyarir (Grosso ve ark. 2017). GS4012’nin anjiyogenik fonksiyonlar


https://www.merckmillipore.com/TR/tr/product/VEGF-Inducer-GS4012-CAS-328073-92-3-Calbiochem,EMD_BIO-676491
https://www.merckmillipore.com/TR/tr/product/VEGF-Inducer-GS4012-CAS-328073-92-3-Calbiochem,EMD_BIO-676491
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VEGF’den daha fazla olmasmma ragmen bu kii¢iik molekiil temelde bir VEGF
indiikleyicisi olarak islev gormektedir (Hong ve ark. 2008; Best ve ark. 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu calismaya Istanbul Universitesi Rektérliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurul Bagkanligi’nin 01.02.2018 tarih 44488 sayili izni alinarak baglanmistir.
Calismamizda Istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii’nden alinan 20050 gr agirhiginda ve 10-12 haftalik 48 adet Sprague-Dawley
tiirii erkek sican kullanildi. Calisma kullanilan deney hayvanlari; 1.U. Aziz Sancar
Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Deney Hayvanlart Biyolojisi Anabilim Dali
Laboratuvari’nda 22+1 °C sicaklikta, 12 saat aydinhik, 12 saat karanhik ortami
saglayacak sekilde otomatize edilmis odada ve deney siireci boyunca her metal kafes
icerisinde 4 sican olacak sekilde yerlestirildi. Arastirma siiresince deney hayvanlarinin
standart sigan yemi ve musluk suyuna ad libitum olarak ulagmasina izin verildi. Her giin

yemleri kontrol edildi ve her hafta olmak kaydiyla deney siireci boyunca agirliklar

kaydedildi.

3.2. Calisma Gruplari

Deney hayvanlar1 her grupta 12 sican olacak sekilde rastgele 4 gruba dagitilarak
caligma gruplari ve kontrol grubu olusturuldu (Tablo 3-1). Caligmamizda kullanilan
GS4012 biyomateryalinin aktif kalma siiresi ve yara iyilesmesi dikkate alinarak 2 ayri
donemde sakrifikasyon olacak sekilde her grup kendi i¢inde iki alt gruba ayrildi.

Gruplar arasi ortalama agirliginin birbirine yakin degerlerde olmasina 6zen gosterildi.

Tablo 3-1: Deney hayvanlarimin gruplandirilmasi

4. hafta sakrifikasyon 6. hafta sakrifikasyon

1. grup (KONTROL) 6 6
2.grup (ZOL) 6 6
3. grup (GS4012) 6 6

4. grup (ZOL + GS4012) 6 6




28

3.3. Tlaclarin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Deney oOncesi si¢anlar tartilarak agirliklart kaydedildi ve uygulanacak biitiin
ilaglarin miktarlar1 hesaplandi. Zoledronik asit (Ostezolen®, Recordati, Tiirkiye ) serum
fizyolojik igerisinde seyreltilerek ve her bir hayvana 7.5 pg/kg doz olacak sekilde
haftada bir olmak lizere toplamda 4 kez intraperitoneal (i.p.) olarak verildi (Sekil 3-1).

-4 -3 -2 -1 0 4 6 (hafta)
ZOL ZOL ZOL ZOL CERRAHI 1. SAKRiFIKASYON 2. SAKRIFIKASYON
GIRISIM

Sekil 3-1: Deney plam

2. ve 4. gruplara ilk 4 hafta boyunca haftada 1 kez zoledronik asit 7.5 pg/kg i.p.
olarak verildi (Sekil 3-2), 4. haftanin sonunda dis ¢ekimlerini takiben kemik defektleri

olusturuldu.

]

3
et i

Sekil 3-2: ZOL intraperitonal enjeksiyonu
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GS4012 (Merck K GaA, Darmstadt, Almanya) (Sekil 3-3) dozu ise 10 pg/kg
olacak sekilde 10 pl suda ¢oziildiikten sonra %20 (w/v)’lik 200 ul PLGA-PEG-PLGA
(Poly(lactic-co-glycolic  acid)-poly(ethylene  glycol)-poly(lactic-co-glycolic  acid)
(Sigma-Aldrich, Almanya) (Sekil 3-4) kopolimer hidrojel soliisyonu bir buz {izerinde
karistirtlarak pipet yardimiyla deney hayvanlarinin dis ¢ekim soketlerine aktarildi ve

birkag saniye i¢cinde sertlesmesi saglandi.

Sekil 3-3: GS4012 (Merck K GaA, Darmstadt, Almanya)

Sekil 3-4: PLGA-PEG-PLGA hidrojel (Sigma-Aldrich, Almanya)
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3.4. Cerrahi Girisim

Calismamizda 48 adet Sprague Dawley soyu, 250 + 20 gr agirliginda ve 10-12
haftalik erkek sicanlara intramiiskiiler (i.m.) yoldan ketamin (50 mg/kg) ve ksilazin (10
mg/kg) uygulanarak genel anestezi olusturuldu. Lokal infiltratif olarak, lidokain
(2mg/kg) uygulanmasiin ardindan mandibuler sol 1.ve 2. molar diglerinin ¢ekimi

yapild1 (Sekil 3-5).

Sekil 3-5: Mandibuler sol 1. ve 2. az1 dislerin ¢cekim soketleri

Cekim soketlerine bifosfonata bagli kemik nekrozu olusturabilmek i¢in uygun
ebattaki frezler ile ¢evre dokulara zarar vermeyecek sekilde ve devamli serum fizyolojik
(izotonik NaCl) irrigasyonu altinda dairesel kemik defektleri olusturuldu. Hemostaz
steril tamponla saglandi. Biitiin ¢ekimler aymi cerrah tarafindan ayni teknik ile

gergeklestirildi.
1. grupta sadece dis ¢ekimleri takiben kemik defektleri olusturuldu.

2. grupta ise sicanlara 4 hafta boyunca haftada bir zoledronik asit enjeksiyonu

sonrasinda dis ¢ekimleri ile birlikte kemik defektleri olusturuldu.
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3. grupta ise siganlara dis ¢ekimleri ile birlikte olusturulan kemik defektlerine
PLGA-PEG-PLGA (Poly(lactic-co-glycolic acid)-poly(ethylene glycol)-poly(lactic-co-
glycolic acid) hidrojel iskele iginde GS4012 bilesigi 10 pg/kg dozunda lokal olarak
uygulandi (Sekil 3-6).

4. grupta sicanlara 4 hafta boyunca haftada bir zoledronik asit enjeksiyonu
sonrasinda dis ¢ekimleri ile birlikte olusturulan kemik defektlerine PLGA-PEG-PLGA
hidrojel iskele icinde GS4012 bilesigi 10 pg/kg dozunda lokal olarak uygulandi.

Sekil 3-6: PLGA-PEG-PLGA ve GS4012’nin sertlestikten sonraki goriiniimii

Cerrahi girigsim sonrasi haftada bir kez olmak iizere sakrifiye edilene kadar
agirliklan kaydedildi. Caligma siireci sonunda tiim deney ve kontrol gruplarina ait

sicanlar sakrifiye edildi.

3.5. Isik Mikroskobu Takibi ve Degerlendirme Kriterleri

Yiksek doz anestezik madde enjeksiyonu ile sakrifiye edilen deney
hayvanlarmin kafatas1 ¢ikartilip yumusak dokulardan ve deriden temizlenerek %10’ luk
tamponlanmis formaldehite alindi. Mandibuler sol 1. ve 2. az1 dislerin ¢cekim bolgesini

iceren kemik dokusu, formolde tespit olduktan sonra dekalsifikasyon islemi igin
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sodyum sitrat (%20) ve formik asit (%50) iceren soliisyona alindi. Dekalsifikasyon
islemi biten kafataslar1 rutin doku takip islemlerinden gecirilerek parafin bloklara
gomiildii. Parafin bloklardan hazirlanan 4 um incelikteki kesitler alind1 ve kesitler lam
lizerine yerlestirildikten sonra deparafinizasyon ve seffaflastirma islemlerine tabi
tutuldu. Daha sonrasinda da Hematoksilen Eozin (H.E.) boyasi ile boyandi ve 11k

mikroskobunda incelendi.

Biitiin gruplardan 4. ve 6. haftanin sonunda elde edilen kesitler asagidaki

degerlendirme Olgiitlerine gore simiflandirildi:
o {Itihap
e Fibrozis
e Nekroz
¢ Yeni kemik yapimi

e Epitel proliferasyonunun defekti kapatma orani

[ltihap ve fibrozis, bir biiyiitme alaninda kapladiklar1 bélgenin yiizdesine gore

asagidaki sekilde degerlendirilmistir:
Mltihap;
¢ %0 ise (0)
® %05- %30 arasin1 kapliyorsa (1)
 %30-60 arasini kapliyorsa (2)
 %60’dan fazlasini kapliyorsa (3)
Fibrozis;
¢ %0 ise (0)
® %5- %30 arasi kapliyorsa (1)
¢ %30-60 arasini kapliyorsa (2)

® %60’dan fazlasin kapliyorsa (3)
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Nekroz ve yeni kemik yapimi histomorfometrik degerlendirme ile incelenmistir.
Bu amagla AnalySIS Five (Olympus Soft Imaging System, Miinster, Germany) isimli
goriintii analiz sistemi kullanildi. Nekroz ve yeni kemik yapimi kapladiklar1 alana gore

milimetre cinsinden hesaplandi.
Epitel proliferasyonunun defekti kapatma orani i¢in;
o Epitel proliferasyonu defekti 1/3” inden az kapatiyorsa (1)
e Epitel proliferasyonu defekti 1/3 ile 2/3 arasinda kapatiyorsa (2)
e Epitel proliferasyonu defekti 2/3° sinden fazla kapatiyorsa (3) olarak

degerlendirilmistir.

3.6. Radyolojik Degerlendirme
Falcon tiip icerisine sabitlenen numuneler SkyScan 1174v2 (Kontich- Belgium)

bilgisayarli tomografi cihazinda taranmak tizere hazirlandi (Sekil 3-7).

SKYSCAN
T e

Sekil 3-7: SkyScan 1174v2 (Kontich- Belgium) bilgisayarh tomografi cihaz

Tarama haznesi i¢ine sabitlenen her bir 6rnegin tarama islemi 50 kVp voltaj, 800
pA akim ve 40 W gii¢ degerlerinde 0.25 mm'lik Al filtre kullanilarak gergeklestirildi.

Tarama degerleri optimize edilerek 3500 ms pozlama siiresi (exposure time),
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1024x1304 ¢oziiniirliik ve 19.98 pm yakinlagtirma faktorii kullanilmigtir. Her bir 6rnek
yaklagik 57 dakikada 1.00 derecelik rotasyon ile 360 derece taranmistir. Tarama sonrasi
elde edilen TIFF formatindaki 360 ham goriintii NRecon (Ver. 1.6.10.2) programu ile
yeniden yapilandirilarak BMP formatinda yaklasitk 633 adet yatay kesit elde edildi
(Sekil 3-8). Kemik mineral yogunlugu (KMD) kalibrasyonlart ilk olarak veri kiimesine
uygulandi. KMD analizleri kalsiyum yogunluklar1 0,25 g/mm? ve 0,75 g/mm?® CaHA
kalibrasyon ¢ubugu (fantom) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Rekonstriiksiyon sonucu elde edilen goriintiiler BMP formatinda kaydedilmistir.
Bu kesitler; kantitatif parametreler ve gorsel modeller olusturmak amaciyla kullanilan,
densitometrik ve morfometrik Ol¢iimlere olanak saglayan CTAn (Ver. 1.16.4.1+)
programma aktarildi (Sekil 3-10). Olciim yapilacak alanin smirlarmi belirlemek
amaciyla; kesitler iizerinde yatay diizlemde yari-otomatik olarak dairesel ilgili alan
(Region of Interest; ROI) cizildi (Sekil 3-9). Incelenecek drnege ait olan vokseller ile
cevresinde bulunan havanin voksellerini ayirmak i¢in histogramda bir esik deger
belirlendi. Siyah vokselin 0 ile belirtilip minimum yogunlugu ifade ettigi, beyaz
vokselin ise 255 ile belirtilip maksimum yogunlugu gosterdigi histogram lizerinde esik
deger belirlendi. Belirlenen ROI’lar ve esik deger verileriyle hacimsel oranlar ayri ayri
hesapland: (Sekil 3-11). Orneklere ait veriler CTVol (Ver. 2.3.2.0) programina aktarild

ve Orneklere ait ii¢ boyutlu modelleme goriintiileri elde edilmistir.

BMD(g/cm®) analizinin yam1 sira Yapt Modeli Indeksi (Structure Model
Index=SMI), hacim (cm®), kokler aras1 doku kalmlig1 (mm) ve kortikal kemik kalinlig1
(mm) Olgimleri CTAn (Ver. 1.16.4.1+) yazilmi ile hesaplanmistir (Sekil 3-12).
Radyolojik degerlendirme sonucu iyilesmenin olmadigi, kismen oldugu ve tamamen

oldugu 6rnek goriintiiler Sekil 3-13 de goriildiigi gibidir.
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3.7. Istatiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler icin IBM
SPSS Statistics 22 (IBM SPSS, Tiirkiye) programi kullanildi. Calisma verileri
degerlendirilirken parametrelerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilks testi ile
degerlendirilmis ve parametrelerin normal dagilim gostermedigi saptanmistir.
Parametrelerin gruplar arasi karsilastirmalarinda Kruskal Wallis testi ve farkliliga neden
cikan grubun tespitinde Mann Whitney U test kullanildi. Parametrelerin haftalar arasi
karsilagtirmalarinda Mann Whitney U test kullanildi. Anlamlilik p<0.05 diizeyinde
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calisma toplam 48 deney hayvani lizerinde yapilmistir. Kontrol grubu “Grup 17,
ZOL grubu “Grup 27, GS4012 grubu “Grup 37, ZOL+GS4012 grubu “Grup 4” olarak

adlandirilmstir.

4.1. Istatiksel Bulgular

4.1.1. Deney Hayvanlarimin Agirhik Bulgulan
Deney hayvanlarindan 4. haftada sakrifiye edilen gruplarin agirlik bulgularinin
karsilastirilmast Tablo 4-1’de, 6. haftada sakrifiye edilen gruplarin agirlik bulgularinin

karsilastirilmasi ise Tablo 4-2°de gosterilmistir.

Tablo 4-1: 4. haftada sakrifiye edilen gruplarin agirhik agisindan karsilastirilmasi

Op giinii 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta
Ort+SS Ort£SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
(medyan) (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)
Grup 1 307304 319,33+£25,3 337,83+27,95 348+34,25 357,67+35,15
(293) (308,5) (324,5) (336) (345)
Grup 2 287,67+20,1 302,83+24,19 319,17+26,64 331,67+24,84 338,5+24,24
(290) (311,5) (327) (335,5) (342,5)
Grup 3 308,5+46,85 322,67+54,06 330,83+58,66 339,83+57,05 348+55,34
(289,5) (309) (317) (330,5) (340)
Grup 4 288,17+£32,5 293,67+32,59 301,17+29,61 314,33+32,93 326,67+36,18
(290,5) (298) (302,5) (310,5) (320,5)
p 0,821 0,610 0,375 0,508 0,666

Kruskal Wallis Test

4.haftada sakrifive edilen hayvanlarin olusturdugu grupta; gruplar arasinda
operasyon giinii, operasyon sonrast 1.hafta, 2.hafta, 3.hafta ve 4.hafta agirhik
ortalamalar1 acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklihik bulunmamaktadir

(p>0.05).
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Tablo 4-2: 6. haftada sakrifiye edilen gruplarin agirlik agisindan karsilastirilmasi

Op giinii 1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta 5.hafta 6.hafta
Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS
(medyan) (medyan) (medyan) (medyan) (medyan) (medyan) (medyan)
(317,5) (328,5) (346) (356) (362,5) (368) (374)
Grup 2 318,5+43,13 328+43,41 345,17+44,42 358+46,87 365,334+45,65 372,17+446,48  379,33+46,09
(307,5) (320) (336) (357.5) (366) (370,5) (376,5)
Grup 3 315,17439,37  318,17+40,01  329,334+41,76  338,17+41,2  346,17+42,01  355,17+43,61 361,83+45,09
(314,5) (311,5) (323) (330,5) (343) (359) (368)
Grup4  287,67+42,24  291,83+40,37  298,83+40,12  309,83+45,06 320,5+47,3 327,83448,06  334,67+48,92
(290,5) (292,5) (303) (310) (321,5) (332) (340,5)
p 0,444 0,317 0,142 0,182 0,307 0,349 0,413

Kruskal Wallis Test

6.haftada sakrifiye edilen hayvanlarmn olusturdugu grupta; gruplar arasinda
operasyon giinii, operasyon sonrast 1.hafta, 2.hafta, 3.hafta, 4.hafta, 5.hafta ve 6.hafta
agirlik ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir

(p>0.05).

4.1.2. Histopatolojik Bulgular

4.1.2.1. iltihap
Deney hayvanlarinin iltihap bulgularinin karsilastirilmas: Tablo 4-3, Tablo 4-4
ve Sekil 4-1°de gosterilmistir.

Tablo 4-3: iltihap diizeylerinin degerlendirilmesi

4.hafta 6.hafta 0
iltihap Medyan (Min-Max) Medyan (Min-Max)
Grup 1 0(0-1) 0 (0-0) 0,317
Grup 2 2,5(2-3) 3(3-3) 0,056
Grup 3 0(0-1) 0 (0-0) 0,317
Grup 4 2(2-3) 2(2-3) 1,000

p 0,000* 0,000*

IMann Whitney U Test 2Kruskal Wallis Test * p<0.05
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Tablo 4-4: iltihap diizeylerinin post hoc degerlendirilmesi

Iltihap
4.hafta 6.hafta
p p

Grup 1-Grup 2 0,002* 0,001*
Grup 1-Grup 3 1,000 1,000
Grup 1-Grup 4 0,002* 0,001*
Grup 2-Grup 3 0,002* 0,001*
Grup 2-Grup 4 0,241 0,005*
Grup 3-Grup 4 0,002* 0,001*
Mann Whitney U Test *p<0.05

Grup 1’de; 4.hafta ve 6.hafta iltihap diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 2’de; 6.haftadaki iltihap diizeyi, 4.haftadan daha yiliksek olmakla birlikte,

bu farklilik anlamliliga yakin ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0.05).

Grup 3’de; 4.hafta ve 6.hafta iltihap diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 4’de; 4.hafta ve 6.hafta iltthap diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

4. haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda iltihap diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05). Anlamliligin hangi
gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili kargilastirmalar sonucunda; Grup
2’nin iltihap diizeyi, Grup 1 ve Grup 3’ten anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Grup 4’iin iltihap diizeyi, Grup 1 ve Grup 3’ten anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 1 ve Grup 3 arasinda 4.hafta iltihap diizeyleri agisindan
anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05). Grup 2 ve Grup 4 arasinda 4.hafta

iltihap diizeyleri agisindan anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

6.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda iltihap diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05). Anlamliligin hangi

gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Grup
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2’nin iltihap diizeyi, Grup 1, Grup 3 ve Grup 4’ten anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Grup 4’in iltihap diizeyi, Grup 1 ve Grup 3’ten anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 1 ve Grup 3 arasinda 6.hafta iltihap diizeyleri agisindan
anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

iltihap
3,5

2,5

Ort+5S

1,5

0,5

[
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

M 4. hafta M 6.hafta

Sekil 4-1: Gruplar arasinda iltihap bulgularinin karsilastiriimasi

4.1.2.2. Fibrozis
Deney hayvanlarimin fibrozis bulgularmin karsilastirilmast Tablo 4-5, Tablo 4-6

ve Sekil 4-2°de gosterilmistir.

Tablo 4-5: Fibrozis diizeylerinin degerlendirilmesi

4.hafta 6.hafta 1
Fibrozis Medyan (Min-Max) Medyan (Min-Max)
Grup 1 3(2-3) 1,5 (1-3) 0,041*
Grup 2 1,5 (0-2) 2,5 (2-3) 0,020*
Grup 3 3(2-3) 2(1-3) 0,057
Grup 4 2,5 (2-3) 2 (2-3) 0,575

%p 0,015* 0,151

!Mann Whitney U Test 2Kruskal Wallis Test * p<0.05
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Tablo 4-6: Fibrozis diizeylerinin post hoc degerlendirilmesi

Fibrozis
4.hafta 6.hafta
p p

Grup 1-Grup 2 0,011* 0,073
Grup 1-Grup 3 1,000 0,665
Grup 1-Grup 4 0,575 0,118
Grup 2-Grup 3 0,011* 0,116
Grup 2-Grup 4 0,020* 0,575
Grup 3-Grup 4 0,575 0,206
Mann Whitney U Test *p<0.05

Grup 1’de; 4.haftadaki fibrozis diizeyi, 6.haftadan istatistiksel olarak anlaml
diizeyde yiiksektir (p:0.041; p<0.05).

Grup 2’de; 6.haftadaki fibrozis diizeyi, 4.haftadan istatistiksel olarak anlaml
diizeyde yiiksektir (p:0.020; p<0.05).

Grup 3’de; 4.haftadaki fibrozis diizeyi, 6.haftadan daha yiiksek olmakla birlikte,

bu farklilik anlamlilia yakin ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05).

Grup 4’de; 4.hafta ve 6.hafta fibrozis diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

4. haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda fibrozis diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.015; p<0.05). Anlamliligin hangi
gruplardan kaynaklandigimin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Grup
2’nin fibrozis diizeyi, Grup 1, Grup 3 ve Grup 4’ten anlaml sekilde diisiik bulunmustur
(p<0.05). Grup 1, Grup 3 ve Grup 4 arasinda 4.hafta fibrozis diizeyleri agisindan
anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

6.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda fibrozis diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.151; p>0.05).
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Fibrozis

Ort+5S

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

M 4.hafta ™ 6.hafta

Sekil 4-2: Gruplar arasinda fibrozis bulgularimin karsilastirilmasi

4.1.2.3. Epitel Proliferasyonunun Defekti Kapatma diizeyi
Deney hayvanlarinin epitel proliferasyonunun defekti kapatma bulgularinin

karsilastirilmasi Tablo 4-7, Tablo 4-8 ve Sekil 4-3’de gosterilmistir.

Tablo 4-7: Epitel proliferasyonunun defekti kapatma oram diizeylerinin degerlendirilmesi

Epitel proliferasyonunun defekti 4.hafta 6.hafta .
kapatma diizeyi Medyan (Min-Max) Medyan (Min-Max)

Grup 2 1,5 (0-2) 1,5 (1-3) 0,604
Grup 3 3(2-3) 3(3-3) 0,138
Grup 4 2 (1-2) 2 (1-3) 0,206
P 0,007* 0,003*

Mann Whitney U Test 2Kruskal Wallis Test * p<0.05
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Tablo 4-8: Epitel proliferasyonunun defekti kapatma diizeylerinin post hoc

degerlendirilmesi
Epitel proliferasyonunun defekti
kapatma oram
4.hafta 6.hafta
p p

Grup 1-Grup 2 0,020* 0,007*
Grup 1-Grup 3 0,575 1,000
Grup 1-Grup 4 0,030* 0,021*
Grup 2-Grup 3 0,011* 0,007*
Grup 2-Grup 4 0,465 0,268
Grup 3-Grup 4 0,014* 0,021*
Mann Whitney U Test *p<0.05

Grup 1’de; 6.haftadaki epitel proliferasyonunun defekti kapatma diizeyi,
4.haftadan daha yiiksek olmakla birlikte, bu farklihlk anlamlhilifa yakin ancak

istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0.05).

Grup 2’de; 4.hafta ve 6.hafta epitel proliferasyonunun defekti kapatma diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 3’de; 4.hafta ve 6.hafta epitel proliferasyonunun defekti kapatma diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 4 ’te; 4.hafta ve 6.hafta epitel proliferasyonunun defekti kapatma diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

4.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda epitel proliferasyonunun
defekti kapatma diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir
(p:0.007; p<0.05). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan
ikili karsilagtirmalar sonucunda; Grup 1’in epitel proliferasyonunun defekti kapatma
diizeyi, Grup 2 ve Grup 4’ten anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Grup 3’iin
epitel proliferasyonunun defekti kapatma diizeyi, Grup 2 ve Grup 4’ten anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p<0.05). Grup 1 ve Grup 3 arasinda 4.hafta epitel

proliferasyonunun defekti kapatma diizeyleri acisindan anlamli  bir farklilik
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bulunmamaktadir (p>0.05). Grup 2 ve Grup 4 arasinda da anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05).

6.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda epitel proliferasyonunun
defekti kapatma diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir
(p:0.003; p<0.05). Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan
ikili karsilastirmalar sonucunda; Grup 1’in epitel proliferasyonunun defekti kapatma
diizeyi, Grup 2 ve Grup 4’ten anlaml sekilde yiiksek bulunmustur (p<0.05). Grup 3’iin
epitel proliferasyonunun defekti kapatma diizeyi, Grup 2 ve Grup 4’ten anlaml sekilde
yiiksek bulunmustur (p<0.05). Grup 1 ve Grup 3 arasinda 4.hafta epitel
proliferasyonunun defekti kapatma diizeyleri acisindan anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05). Grup 2 ve Grup 4 arasinda da anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir (p>0.05).

Epitel proliferasyonunun defekti kapatma duzeyi

Ort+5S

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

M 4. hafta M 6.hafta

Sekil 4-3: Gruplar arasinda epitel proliferasyonunun defekti kapatma diizeylerinin

karsilastiriimasi
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4.1.2.4. Nekroz

Deney hayvanlarinin nekroz bulgularinin karsilastirilmasi Tablo 4-9, Tablo 4-10

ve Sekil 4-4°de gosterilmistir.

Tablo 4-9: Nekroz diizeylerinin degerlendirilmesi

4.hafta 6.hafta .
p

Nekroz Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan)

Grup1 0,14+0,08 (0,18) 00 (0) 0,007*
Grup 2 0,75+0,14 (0,73) 1,02+0,21 (0,95) 0,025*
Grup 3 0,1+0,09 (0,1) 00 (0) 0,022*
Grup 4 0,46+0,1 (0,44) 0,49+0,14 (0,48) 0,749
p 0,000* 0,000*

IMann Whitney U Test 2Kruskal Wallis Test * p<0.05

Tablo 4-10: Nekroz diizeylerinin post hoc degerlendirilmesi

Nekroz
4.hafta 6.hafta
p p

Grup 1-Grup 2 0,004* 0,002*
Grup 1-Grup 3 0,399 1,000
Grup 1-Grup 4 0,004* 0,002*
Grup 2-Grup 3 0,004* 0,002*
Grup 2-Grup 4 0,006* 0,004*
Grup 3-Grup 4 0,004* 0,002*
Mann Whitney U Test *p<0.05

Grup 1’de; 4.haftadaki nekroz diizeyi, 6.haftadan istatistiksel olarak anlaml
diizeyde yiiksektir (p:0.007; p<0.05).

Grup 2’de; 6.haftadaki nekroz diizeyi, 4.haftadan istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksektir (p:0.025; p<0.05).
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Grup 3’de; 4.haftadaki nekroz diizeyi, 6.haftadan istatistiksel olarak anlaml
diizeyde yiiksektir (p:0.022; p<0.05).

Grup 4’de; 4.hafta ve 6.hafta nekroz diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

4.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda nekroz diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05). Anlamliligin hangi
gruplardan kaynaklandigimin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Grup
2’nin nekroz diizeyi, Grup 1, Grup 3 ve Grup 4’ten anlaml1 sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Grup 4’iin nekroz diizeyi, Grup 1 ve Grup 3’den anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 1 ve Grup 3 arasinda nekroz diizeyleri agisindan anlamli

bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

6.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda nekroz diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05). Anlamliligin hangi
gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda; Grup
2’nin nekroz diizeyi, Grup 1, Grup 3 ve Grup 4’ten anlamli sekilde yiiksek bulunmustur
(p<0.05). Grup 4’tin nekroz diizeyi, Grup 1 ve Grup 3’den anlamli sekilde yiiksek
bulunmustur (p<0.05). Grup 1 ve Grup 3 arasinda nekroz diizeyleri agisindan anlamli

bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Nekroz

bkt

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

H 4. hafta E6.hafta

Sekil 4-4: Gruplar arasinda nekroz bulgularinin karsilastirilmasi
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4.1.2.5. Yeni Kemik Yapimi

Deney hayvanlarmin yeni kemik yapimina ait bulgularmin karsilastiriimasi
Tablo 4-11, Tablo 4-12 ve Sekil 4-5’de gosterilmistir.

Tablo 4-11: Yeni kemik yapim diizeylerinin degerlendirilmesi

Yeni kemik 4.hafta 6.hafta .

p
yapimi Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan)
Grup1l 0,42+0,09 (0,41) 1,3+£0,39 (1,42) 0,004*
Grup 2 0,08+0,13 (0) 0,07+0,08 (0,05) 0,929
Grup 3 0,39+0,08 (0,38) 1,06+0,29 (1,09) 0,004*
Grup 4 0,07+0,05 (0,08) 0,18+0,05 (0,19) 0,013*
p 0,001* 0,000*
IMann Whitney U Test 2Kruskal Wallis Test * p<0.05

Tablo 4-12: Yeni kemik yapim diizeylerinin post hoc degerlendirilmesi

Yeni Kemik Yapim
4.hafta 6.hafta
p p

Grup 1-Grup 2 0,004* 0,004*
Grup 1-Grup 3 0,470 0,262
Grup 1-Grup 4 0,004* 0,004*
Grup 2-Grup 3 0,006* 0,004*
Grup 2-Grup 4 0,732 0,043*
Grup 3-Grup 4 0,004* 0,004*
Mann Whitney U Test *p<0.05

Grup 1’de; 6.haftadaki yeni kemik yapimi diizeyi, 4.haftadan istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yiiksektir (p:0.004; p<0.05).

Grup 2’de; 4.hafta ve 6.hafta yeni kemik yapimi diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
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Grup 3’de; 6.haftadaki yeni kemik yapimi diizeyi, 4.haftadan istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yiiksektir (p:0.004; p<0.05).

Grup 4'de; 6. haftadaki yeni kemik yapimi diizeyi, 4. haftadan istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksektir (p:0.013; p<0.05).

4. haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda yeni kemik yapimi diizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.001; p<0.05).
Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda; Grup 1’in yeni kemik yapimi diizeyi, Grup 2 ve Grup 4’ten anlamli sekilde
yiiksek bulunmustur (p<0.05). Grup 3’lin yeni kemik yapimi diizeyi, Grup 2 ve Grup
4’ten anlaml sekilde yiliksek bulunmustur (p<0.05). Grup 1 ve Grup 3 arasinda 4.hafta
yeni kemik yapimi diizeyleri agisindan anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 2 ve Grup 4 arasinda da anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

6.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda yeni kemik yapimi diizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p:0.000; p<0.05).
Anlamliligin hangi gruplardan kaynaklandiginin tespiti i¢in yapilan ikili karsilagtirmalar
sonucunda; Grup 2’nin yeni kemik yapimi diizeyi, Grup 1, Grup 3 ve Grup 4’ten
anlaml sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05). Grup 4’iin yeni kemik yapimi diizeyi,
Grup 1 ve Grup 3’ten anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05). Grup 1 ve Grup 3
arasinda yeni kemik yapimi diizeyleri agisindan anlamli bir farklilik bulunmamaktadir

(p>0.05).
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Yeni Kemik Yapimi
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Sekil 4-5: Gruplar arasinda yeni kemik yapim bulgularimin karsilastirilmasi

4.1.3. Radyolojik Bulgular

4.1.3.1. Kemik Mineral yogunlugu (BMD)
Deney hayvanlarinin  kemik mineral yogunluguna ait bulgularinin

karsilastirilmast Tablo 4-13 ve Sekil 4-6’da gosterilmistir.

Tablo 4-13: BMD diizeylerinin degerlendirilmesi

BMD 4. hafta 6.hafta i
(g/cmd) Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan)

Grup 1 1,030,683 (0,82) 0,92+0,51 (0,77) 1,000
Grup 2 1,3120,84 (0,99) 1,39+1,03 (1,01) 1,000
Grup 3 2,34+1,4 (2,35) 2,26:0,48 (2,43) 1,000
Grup 4 2,05+1,14 (1,79) 2,04+0,82 (1,74) 1,000
2 0,267 0,088

!Mann Whitney U Test 2Kruskal Wallis Test



Grup 1’de; 4.hafta ve 6.hafta BMD diizeyleri
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 2’de; 4.hafta ve 6.hafta BMD diizeyleri
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 3’de; 4.hafta ve 6.hafta BMD diizeyleri
anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 4’de; 4.hafta ve 6.hafta BMD diizeyleri
anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

arasinda

arasinda

arasinda

arasinda

istatistiksel

1statistiksel

istatistiksel

1statistiksel
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olarak

olarak

olarak

olarak

4.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda BMD diizeyleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.257; p>0.05).

6.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda BMD diizeyleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.088; p>0.05).

BMD (g/cm3)

H 4.hafta E6.hafta

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Grup 4

Sekil 4-6: Gruplar arasinda BMD bulgularinin karsilastirilmasi
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4.1.3.2. SMI

Deney hayvanlaria ait Yapt Modeli indeksi (SMI) bulgularmin karsilastiriimasi
Tablo 4-14 ve Sekil 4-7’de gosterilmistir.

Tablo 4-14: SMI diizeylerinin degerlendirilmesi

4.hafta 6.hafta .
p

SMI Ort£SS (medyan) Ort£SS (medyan)
Grupl 0,061 (-0,02) 1,28+0,57 (1,36) 0,083
Grup 2 -0,03+1,17 (-0,44) 1,41£1,41 (1,13) 0,149
Grup 3 0,02+0,52 (-0,12) 0,24+1,71 (-0,11) 0,773
Grup 4 0,85+1,87 (1,03) 0,81+0,76 (0,55) 1,000
p 0,782 0,613
IMann Whitney U Test 2Kruskal Wallis Test

Grup 1’de; 6.hafta SMI diizeyleri, 4.haftadan daha yiiksek olmakla birlikte daha
yiiksek olmakla birlikte, bu farklilik anlamliliga yakin ancak istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir (p>0.05).

Grup 2’de; 4.hafta ve 6.hafta SMI diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 3’de; 4.hafta ve 6.hafta SMI diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 4’de; 4.hafta ve 6.hafta SMI diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

4. haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda SMI diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.782; p>0.05).

6.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda SMI diizeyleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.613; p>0.05).
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Sekil 4-7: Gruplar arasinda SMI bulgularinin karsilastirilmasi

4.1.3.3. Hacim
Deney hayvanlarma ait hacim bulgularinin karsilastirilmas: Tablo 4-15 ve Sekil

4-8’de gosterilmistir.

Tablo 4-15: Hacim diizeylerinin degerlendirilmesi

Hacim 4.hafta 6.hafta .

p
(mm3) Ort+SS (medyan) Ort+SS (medyan)
Grup1 7,75+1,29 (7,23) 9,67+1,14 (9,17) 0,149
Grup 2 10,58+5,04 (8,73) 9,69+2,36 (9,77) 0,773
Grup 3 7,05+0,71 (7,06) 7,59+1,83 (7,58) 0,773
Grup 4 10,59+3,13 (10,7) 8,9543,3 (8,27) 0,386
p 0,231 0,320
IMann Whitney U Test 2Kruskal Wallis Test

Grup 1’de; 4.hafta ve 6.hafta hacim diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 2’de; 4.hafta ve 6.hafta hacim diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
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Grup 3’de; 4.hafta ve 6.hafta hacim diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 4’de; 4.hafta ve 6.hafta hacim diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

4.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda hacim diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.231; p>0.05).

6.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda hacim diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.320; p>0.05).

Hacim (mm3)

Orttss

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

H 4. hafta E6.hafta

Sekil 4-8: Gruplar arasinda hacim bulgularimin karsilagtiriimasi
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4.1.3.4. Kokler arasi doku kalinhg

Deney hayvanlarinin  kokler arasi doku kalinligina ait bulgularinin

karsilastirilmasi Tablo 4-16 ve Sekil 4-9°da gosterilmistir.

Tablo 4-16: Kokler arasi doku kalinhig: diizeylerinin degerlendirilmesi

Kokler arasi 4.hafta 6.hafta

doku kalinhg p
(mm) Ort+SS (medyan) Ort+£SS (medyan)

Grupl 0,34+0,1 (0,34) 0,26+0,1 (0,23) 0,146
Grup 2 0,45+0,21 (0,41) 0,3+£0,12 (0,31) 0,386
Grup 3 0,5+0,15 (0,52) 0,53+0,16 (0,52) 0,773
Grup 4 0,43+0,27 (0,41) 0,43+0,2 (0,41) 0,773
’p 0,562 0,133

IMann Whitney U Test 2Kruskal Wallis Test

Grup 1’de; 4.hafta ve 6.hafta kokler aras1 doku kalinliklar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 2°de; 4.hafta ve 6.hafta kokler aras1 doku kalinliklar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 3’de; 4.hafta ve 6.hafta kokler aras1 doku kalinliklar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 4°de; 4.hafta ve 6.hafta kokler aras1 doku kalinliklar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

4.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda kokler aras1 doku kalinliklari

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.562; p>0.05).

6.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda kokler aras1 doku kalinliklari

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.133; p>0.05).
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Kokler arasi doku kalinhgi (mm)
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Sekil 4-9: Gruplar arasinda kokler arasi doku kalinlig1 bulgularinin karsilastirilmasi

4.1.3.5. Kortikal kemik kalinhgi
Deney hayvanlarinin kortikal kemik kalinligina ait bulgularinin karsilagtirilmasi

Tablo 4-17 ve Sekil 4-10°da gosterilmistir.

Tablo 4-17: Kortikal kemik kahinhg: diizeylerinin degerlendirilmesi
Kortikal kemik 4.hafta 6.hafta

1
p

kalinhgi (mm) Ort£SS (medyan) Ort£SS (medyan)
Grup1 0,79+0,09 (0,79) 0,89+0,13 (0,89) 0,248
Grup 2 0,88+0,18 (0,85) 0,77+0,08 (0,77) 0,564
Grup 3 0,85+0,12 (0,85) 0,99+0,39 (0,87) 1,000
Grup 4 1,23+0,46 (1,18) 0,95+0,1 (0,97) 0,248
p 0,270 0,235
IMann Whitney U Test 2Kruskal Wallis Test

Grup 1’de; 4.hafta ve 6.hafta kortikal kemik kalinliklar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 2’de; 4.hafta ve 6.hafta kortikal kemik kalinliklar1 arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
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Grup 3’de; 4.hafta ve 6.hafta kortikal kemik kalinliklar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

Grup 4’de; 4.hafta ve 6.hafta kortikal kemik kalinliklar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).

4.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda kortikal kemik kalinliklari
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.270; p>0.05).

6.haftada sakrifiye edilen grupta; gruplar arasinda kortikal kemik kalinliklari
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p:0.235; p>0.05).

Kortikal kemik kalinhigi (mm)
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Sekil 4-10: Gruplar arasinda kortikal kemik kalinligi bulgularimin karsilastirilmasi
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4.2. Isik Mikroskobu Degerlendirmeleri

Sekil 4-11: Dis cekim boslugu biiyiik oranda fibréz bag dokusu ve icinde yeni kemik

trabekiilleri ile doludur. Yiizey epiteli ise soketi yaklasik yar1 yariya 6rtmiis durumdadir.
Soket icinde nekrotik doku ve besin artiklar1 vardir (Kontrol grubu 4. hafta, H&E X40).
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Sekil 4-12: Cekim soketinin biiyiik oranda yeni kemik yapimi ve fibréz bag dokusu ile

oo v es o

doldugu, yiizey epitelinin rejenere olarak ¢cekim soketini orttiigii izlenmektedir (Kontrol
grubu 6. hafta, H&E X40).
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Sekil 4-13: Cekim soketinde iltihap hiicresi infiltrasyonu iceren bag dokusu i¢inde bir

boliimii nekrotik kemik trabekiilleri, cevrede kanama alanlari ve fibrin demetleri
izlenmektedir (ZOL grubu 4. hafta, H&E x40).
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B

Sekil 4-14: Cekim soketinde nekrotik doku artiklari, biiyiik béliimii nekrotik kemik
trabekiilleri izlenmektedir. Bunlarin ¢evresinde yogun iltihap hiicresi proliferasyonu
iceren bag dokusu saptanmaktadir. Yiizey epitelinin bag dokusu igine dogru prolifere
oldugu dikkati ¢cekmektedir (ZOL grubu 6. hafta, H&E X40).



e L o 2 AR B

Sekil 4-15: Cekim soketinin biiyiik oranda yeni kemik ve fibréz doku ile dolmus durumda

oe w oo .

oldugu ve yiizey epitelinin cekim boslugunu yar1 yariya orttiigii gozlenmektedir. Aradaki
fibroz dokuda ise iltihap hiicresi infiltrayonu vardir (GS4012 grubu 4. hafta, H&E X40).
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Sekil 4-16: Cekim soketinin tamamuyla fibréz bag dokusu ile doldugu, bu doku i¢inde yeni

kemik trabekiillerinin bulundugu goriilmektedir. Yiizey epiteli dis cekim boslugunu
tamamiyla 6rtmiis durumdadir (GS4012 grubu 6. hafta, H&E X40).
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Sekil 4-17: Cekim boslugunda fibroz bag dokusu icinde nekrotik kemik trabekiilleri

izlenmektedir. Yiizey epiteli cekim boslugu kenarlarindan derine dogru prolifere
olmaktadir (ZOL+GS4012 grubu 4. hafta, H&E X40).
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Sekil 4-18: Cekim soketinde yogun iltihapsal hiicre infiltrasyonu iceren bag dokusu i¢inde

nekrotik kemik trabekiilleri yam sira ¢ekim boslugunun kenarlarinda canl yeni kemik
dokusu izlenmektedir. Yiizey epiteli cekim boslugunu yaklasik 2/3 oraninda kapatmstir
(ZOL+GS4012 grubu 6. hafta, H&E X40)
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5. TARTISMA

Bu c¢alismanin amaci; maligniteye bagli hiperkalseminin; meme, prostat ve
akciger kanseri gibi solid tiimorlere bagh osteolitik kemik metastazlarinin; multiple
myeloma bagli osteolitik lezyonlarin, fibréz displazinin, osteoporozun, osteopeninin,
Paget hastalig1 gibi metabolik kemik hastaliklarinin ve osteogenesis imperfecta gibi
konjenital hastaliklarin tedavisinde etkin ve yaygin olarak kullanilan bir ilag olan
bifosfonatlarin  kullanimina bagli ¢ene kemiklerinde goriilen osteonekrozunun

olugsmasini engellemeye yonelik bir biyomateryalin etkinligini ortaya ¢ikarmaktir.

Bifosfonat grubu ilaglar, kullanim endikasyonlarindaki tedavi basarilart ve
hastalarin yasam kalitelerini yiikseltmelerine ragmen (Endo 2012; Wilson ve ark. 2012),
BRONIJ basta olmak iizere bir ¢ok yan etkiye de neden olabilirler. Bifosfonatlar uygun
dozda kullanildiginda iyi tolere edilebilir olmasina ragmen, Marx ve Stern (2002), ilk
olarak bifosfonatlarin ¢enelerde avaskiiler kemik nekrozuna yol agtigini bildirdikten
sonra literatiirde goriilen olgu bildirimleri ve bu olgulara yonelik tedavi arastirmalar

artarak devam etmektedir.

BRONJ patogenezi hakkinda gesitli hipotezler ortaya atilmis olmasina ve risk
faktorleri tizerinde ¢ok fazla ¢alisma yapilmasina ragmen giiniimiizde hala fikir birligine
vartlamamistir (Singar ve ark. 2020; Soundia 2020). ‘Anjiyogenezin inhibisyonu’
hipotezinden yola ¢ikarak bir biyomateryalin lokal olarak uygulanmasiyla anjiyogenezi
uyarmayt hedefledigimiz bu ¢alismanin, hastalarin yasam kalitesini iyilestirmek
amaciyla BRONJ klinik tablosunun olusumuna engel olmak i¢in tedavi secenekleri

arasinda alternatif bir yaklasim olarak potansiyelinin oldugunu diisiinmekteyiz.

BRONI tedavi protokolii olarak kabul edilen 2009 AAOMS bildirgesi, diger
antirezorptif ve antianjiyogenik ilaclarin da bu klinik tabloya benzer ¢ene osteonekrozu
olgulariin literatiirde yerini almasindan sonra 2014 yilinda Ruggerio ve ark. tarafindan
yayinlanan AAOMS bildirgesi hem vakalarin tani evresi i¢in hem de tedavileri i¢in bir
standardizasyon saglamistir. Giiniimiizde de bu klinik tablonun tedavisinde asil amag
enfeksiyon, agr1 ve kemik nekrozu ilerlemesinin kontroliinii saglayabilmektir.
Hastalarin yasam kalitesini ciddi anlamda disiirebilen bu klinik durumun tedavisinde
olgularin evresine gore konservatif, cerrahi ve destekleyici tedavi yaklagimlarinin ayri

ya da birlikte uygulanmasi yer almaktadir (Nicolatou-Gallitis ve ark. 2019).
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Literatiirde destekleyici tedavi yaklagimi olarak teriparatid, diisiik doz lazer,
hiperbarik oksijen, kemik morfojenik protein, trombositten zengin plazma, trombosit
kaynakli biiytime faktorleri ve ozon tedavisi ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Fliefel
ve ark. 2015; Lombard ve ark. 2016; Nicolatou-Gallitis ve ark. 2019). Bu tedavilerde de
basart oranlarmin yiiksek olmamasi, bilim insanlarinin yeni tedavi stratejilerini
arastirmasina ve gelistirmesine neden olmaktadir. Bu nedenle literatiirde son
zamanlarda mezenkimal kok hiicre ve geranilgeraniol gibi alternatif tedavi ¢alismalari
da 6nem kazanmustir (Voss ve ark. 2017). Bifosfonatlara bagli ¢ene osteonekrozunun
patofizyolojisinin tam olarak belirlenememesi, kesin basar1 saglayan tedavisinin

bulunamamasina da neden olmaktadir.

Literatiirde bifosfonatlara bagli ¢ene osteonekrozunun tedavisine yonelik
caligmalar ¢ok fazla sayida olmasina ragmen; bu klinik tablo heniliz gelismeden
Onlenmesini amaglayan yaymlar daha az yer almaktadir. Buna ek olarak BRONJ
tedavisinde kullandigimiz bir VEGF indiikleyicisi olan GS4012 biyomateryali ile ilgili
olarak herhangi bir ¢aligmaya da rastlanilmamistir. Ayrica bu biyomateryal ile yapilan
caligmalarin sayisinin ¢ok az olmasi da arastirma konumuzun 6zgilinliigiinii ifade etmek

i¢in oldukga 6nemlidir.

MRONIJ patogenezi icin ortaya atilan teorilerden birisi de bifosfonatlarin
antianjiyogenik etkileri ile ilgilidir. Son yillarda popiilaritesi artan bir teori haline gelen
bu etki ile ilgili literatiirde ¢ok sayida arastirma yer almaktadir. In vivo ve in vitro
caligmalar ile bifosfonatlarin bu etkisini birden fazla mekanizma {izerinden olusturdugu
desteklenmistir. Sert ve yumusak doku iyilesmesi i¢in temel faktor olan anjiyogenezin
ve revaskiilarizasyonun baskilanmast MRONI patofizyolojisinde tek basina 6zel bir rol
listlenmemesine ragmen; literatiirdeki giincel goriisiin  osteonekroz —gelisimine
multifaktoriyel etmenlerin hepsinin bir arada neden oldugu ve bu antianjiyogenik

etkinin ise olduk¢a 6nemli yere sahip oldugu yoniindedir (Pabst ve ark. 2016).

Kobayashi ve ark. (2010) siganlarda dis ¢ekimi sonrasi sokete lokal olarak ZOL
uyguladiklar1 ¢alismasinda; zoledronik asidin osteogenez ve anjiyogenezi inhibe
ettigini, oral mukoza epitel hiicrelerinin gogiinii azalttigin1 ve bu durumun da soketin
bakteri kontaminasyonuna yol agtigini bildirmislerdir. ZOL ve pamidronatin alendronat
gibi oral bifosfonatlara gore osteoklastlar lizerinde daha giiclii etkiye sahip olduklari,

uzun donem kullanimlart sonucunda osteoklastlarin, kemigin rezorbsiyonunu
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engelleyerek, osteoblastlarin ve osteositlerin aseliiler kemik matriksinden ayrilarak
6liimiine neden olduklari, bununla birlikte kapiller dejenerasyon, avaskularizasyon ve
mikrokiriklara egilimin goriildiigii bildirilmektedir (Eckert ve ark. 2007; Lipton 2007).
Bifosfonatlar ayrica vaskiiler endotelyal biiylime faktorii ve yeni kapiller olusumunu da

inhibe etmektedir (Dederich ve Bushick 2004).

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF), vaskiiler endotel hiicreleri igin
spesifik bir mitojen olarak endotel hiicrelerinde proliferasyon yapar, hiicre gogiinii
kolaylastirir ve apoptozu inhibe eder. VEGF kan damarlarindaki gecirgenligi
artirmasinin yaninda anjiyogenezi indiiklediginden anjiyogenezin diizenlenmesinde

temel rol oynar (Turgut ve ark. 2007).

ZOL'un antianjiyogenez etkisi bir ¢ok calismada belirtilmistir (Conti 2002;
Merigo ve ark. 2005; Ruggiero ve ark. 2006). ZOL'un VEGF miktarin1 olumsuz
etkiledigini belirten ¢aligmalar mevcuttur (Ferretti ve ark. 2005; Kobayashi ve ark.
2010; Mozzati ve ark. 2013). Di Salvatore ve ark. (2011), in vitro ¢aligmasinda ZOL'un
VEGF salimimini azaltarak akciger kanseri hiicrelerindeki anjiyogenezi baskiladigini
rapor etmistir. Santini ve ark. (2006), kanser hastalarinda bifosfonat uygulamasi sonrasi
anjiyogenik faktorlerin serum seviyelerini arastirdigi ¢alismasinda VEGF seviyesinde

onemli miktarda azalma oldugunu ifade etmislerdir.

VEGF’in yapisal olarak bozuldugu veya iiretiminin azaldigi durumlarda, yara
iyilesmesi bozukluklari goriilmiistiir (Swift ve ark. 1999; Lauer ve ark. 2000). VEGF’yi
notralize eden antikorlarin kullanilmasiyla, yara iyilesmesinde 6nemli bir azalma
goriilmesi, endojen VEGF’in yara iyilesmesinde ¢ok 6nemli bir role sahip oldugunu

gostermistir (Howdieshell ve ark. 2001).

VEGF indiikleyicisi islevine sahip GS4012’yi bir PLGA-PEG-PLGA hidrojel
icinde tutarak siirekli olarak salimini amagladigimiz bu ¢alismamiz ilaca bagl c¢ene

osteonekrozu klinik tablosunun gelisimini 6nlemek i¢in arastirmacilara 11k tutacaktir.

PLGA-PEG-PLGA, sentezi ve saflastirilmasi i¢in herhangi bir organik ¢oziicii
gerektirmemesi, sistemik toksisitesi olmamasi, hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaglar
verilebilmesi, biyouyumlu olmasi, biyolojik olarak bozulabilir olmasi, 1stya duyarl ve
enjekte edilebilir olmasi gibi avantajlar1 olan bir triblok kopolimeridir (Khodaverdi ve
ark. 2012). Pratoomsoot ve ark. (2008), in vitro olarak yaptiklar1 yara iyilesmesi

caligmasinda PLGA-PEG-PLGA hidrojelin biyouyumlulugunu ifade etmislerdir. Isiya
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duyarli bu hidrojelin; insiilin (Rong ve ark. 2018), deksametazon (Arakeri ve Brennon
2012), kalsitonin (Liu ve ark. 2017; Shang ve ark. 2017), kolsisin (Chen ve ark. 2020),
dosetaksel (Gao ve ark. 2011), doksorubisin (Yu ve ark. 2013; Cao ve ark. 2019),
bevacizumab (Xie ve ark. 2015) ve TGF-Beta 1 geni (Lee ve ark. 2003) gibi ¢esitli ilag,
protein ve gen tastyicisi olarak kullanildig literatiirde goriilmiistiir. Ayrica kemik doku
rejenerasyonunda (Yan ve ark. 2015), korneal neovaskiilarizasyon tedavisinde (Liu ve
ark. 2019) ve korneal yaralanmalarda biyosentetik bandaj (Pratoomsoot ve ark. 2008)
gibi ¢esitli kullanimlar1 da literatiirde yer almaktadir. Biz de GS4012’nin kontrollii bir
sekilde dis ¢ekim soketinde salimi igin PLGA-PEG-PLGA hidrojeli ile kullandik.

Shang ve ark. (2017), 37°C’de PBS i¢inde agirlik¢a %20’lik PLGA-PEG-PLGA
hidrojelinin bozulmasini inceledikleri ¢alismasinda 35 giin icinde kiitle kaybinin %70
oldugunu bildirmislerdir. Qiao ve ark. (2005), PLGA-PEG-PLGA hidrojeline yiiklenen
ilacin kontrollii olarak salimmin 1-6 hafta arasinda yapilabildigini ifade etmislerdir.
Literatiire uygun olarak ¢alismamizda %20’lik PLGA-PEG-PLGA hidrojelinin salimini

degerlendirebilmek amaciyla sakrifikasyon dénemlerini 4. ve 6. hafta olarak belirledik.

Bifosfonatlarin etkinlikleri, nitrojen igermeyen bir bifosfonat olan etidronat esas
alinarak yapilan potens siralamasma gore; zoledronik asit, etidronat ile
karsilastirildiginda 10.000 kat daha giiclii bir etkiye sahip oldugu kabul edilmektedir. in
vitro olarak yapilan bir c¢alismada, zoledronik asidin bifosfonatlar arasinda
hidroksiapatit kristaline karsi en yiiksek afiniteye sahip oldugu belirtilmistir (Nancollas
ve ark. 2006). Ayrica ¢ene osteonekrozunda en sik goriilen bifosfanat tiiriinin de
zoledronik asit oldugu bildirilmistir (Ruggiero ve ark. 2004; Bamias ve ark. 2005; Marx
ve ark. 2005; Khosla ve ark. 2007).

Nitrojen iceren ve en fazla etkinlige sahip bifosfonat tiirii olan zoledronik asidin;
BRONJ patofizyolojisini arastirmak, dnlemek ve tedavi yontemlerini gelistirmek igin
yapilan ¢aligmalardaki hayvan modellerinde siklikla tercih edilen bir ilag etkeni oldugu
bildirilmektedir (Dodson 2009; Marino ve ark. 2012; Barba-Recreo ve ark. 2014).

Genis bir endikasyonunun olmasi, tedavideki etkinligi ve alternatifinin heniiz
bulunamamasi1 nedeniyle giiniimiizde yaygmn olarak kullanilan zoledronik asit,
osteonekroz riskinin yiiksek ve deney hayvanlarinda da en sik tercih edilen bifosfonat

olmasi sebebiyle bu ¢calismamizda tercih edilmistir.
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Literatiir incelendiginde BRONJ hayvan modelleri ile ilgili ¢ok sayida
caligmalarin yapildig1 goriilmektedir (Lelovas ve ark. 2008; Hikita ve ark. 2009; Huja
ve ark. 2009; Sonis ve ark. 2009; Biasotto ve ark. 2010; Hokugo ve ark. 2010;
Kobayashi ve ark. 2010; Lopez-Jornet ve ark. 2010; Maahs ve ark. 2011; Senel ve ark.
2010; Marino ve ark. 2012; Conte Neto ve ark. 2013). Giiniimiizde bu ¢alismalarda
kullanilan deney hayvanlarinin cinsleri, bifosfonatlarin verilme ydntemi, dozlari,
zamanlar1 ve osteonekrozun gelisimine neden olan diger etkenler ile ilgili tartismalar

hala devam etmektedir.

Hayvan modelinde esas hedef cenelerin bifosfonata bagli osteonekrozunun
klinik agidan taklit edilmesidir (Allen 2007). Ideal olarak bir hayvan modeli radyasyon
verilmeden bifosfonat tedavisi uygulanan hastada 8 haftadir iyilesmeyen ¢ene kemigi
ekspozu kriterini yerine getirmelidir. Fakat tiirler aras1 metabolik farkliliklardan dolay1
insanlar i¢in aranilan bu tani1 Kriterinin deney hayvanlarinda goriillemeyecegini savunan
arastirmacilar da vardir. Bu fikri savunan arastirmacilar, nekroz varligi ekspoze kemik
olmadan da s6z konusu olabileceginden kesin teshis igin sert ve yumusak dokulardan

histolojik inceleme yapilmasinin gerekli oldugunu belirtmektedirler (Ruggiero ve ark.

2009; Fedele ve ark. 2010; Yarom ve ark. 2010).

Calismamizdaki deney hayvanlarinda ekspoze kemik gbzlense de deney gruplari
arasinda nekroz alanlarinin Kkarsilastirilmasint ve VEGF indiikleyicisi GS4012’nin

etkinligini degerlendirebilmek igin histopatolojik degerlendirme yapilmistir.

Bifosfonatlarin  kullanimia bagli ¢ene osteonekrozlarinin patofizyolojisini
arastirmak ve tedavi yontemlerini gelistirmek amaciyla yapilan deneysel ¢alismalarda
kemirgenler (siklikla Sprague-Dawley cinsi si¢an) ve Beagle cinsi kopek ve minipig
gibi hayvan modelleri kullanilmigtir (Sharma ve ark. 2013). Gilinlimiizde BRONJ
olusumuna yonelik standart bir hayvan modeli belirlenememesine ragmen; deney
uygulamarinda kullaniminin ve bakiminin daha kolay olmasi, maliyetinin daha uygun
olmasi, biliylik hayvanlara gore daha kolay miidahaleye imkan tanimasi, fizyolojileri
hakkinda yeterli kaynak bulunmasi gibi avantajlar1 nedeniyle ¢alismamizda Sprague-
Dawley cinsi sican modeli kullanilmigtir (Egermann ve ark. 2005). Ayrica disi
siganlarin hormonal farkliliklarina bagli olarak degisen metabolizmalar1 nedeniyle
calismamizin sonuglarina olasi etkilerini elimine etmek icin erkek sican tercih

edilmistir.
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Dis ¢ekimi gibi dentoalveolar girisimlerin BRONJ gelisimini anlamli derecede
arttirdig1 bilinmektedir (Badros ve ark. 2006; Vahtsevanos ve ark. 2009; Ruggiero ve
ark. 2014). Hikita ve ark. (2009), dis ¢cekimi sonrasinda erken evrede ¢ekim soketindeki
alveolar kemigin aktif osteoklastlar tarafindan rezorbe edilmesinden dolay1 dis ¢ekim
bosluklarmin bifosfonatlarin kemik {izerindeki temel etkilerinin gosterilmesi agisindan
ideal bir alan oldugunu belirtmislerdir. Yapilan kaynak taramalarinda dis ¢ekiminin,
BRONJ olusumunun amaglandigi hayvan modellerinde siklikla uygulandigi
goriilmektedir. Biasotto ve ark. (2010) dentoalveolar cerrahi uygulanan hastalarda,
BRONJ gelisme riskinin 44 kat artmasi nedeniyle siganlarda dis ¢ekimini takiben
soketin cerrahi olarak bir frez ile genisletildigi kemik defektini hayvan modelinde
uygulamiglardir. Bu nedenle biz de calismamizda dis ¢ekimi sonrasinda bir frez ile

soketi genisleterek standart bir hayvan modelini uyguladik.

Dis ¢ekimi yara iyilesmesi evreleri siganlarda ve insanlarda birbirine benzer olsa
da kemik yenilenmesi sicanlarda ¢ok daha hizli bir sekilde meydana gelmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda siganlardaki kemik metabolizmasinin insanlara gore ti¢ kat daha
hizli oldugu bildirilmistir (Okamoto ve de Russo 1973; Devlin 2000). Bu nedenle,
osteonekroz olusumunu degerlendirmek icin insandaki sekiz haftalik siirece karsilik,
siganlarda dort haftalik bir siirenin yeterli olacag: diisiiniilmiistiir (Conte Neto ve ark.
2013). Biz de ¢alismamizda siganlarda dis ¢ekimi sonrasi 4. ve 6. hafta olmak {izere iki

farkl1 sakrifikasyon zamanlamasini tercih ettik.

Literatirde BRONJ gelisiminin amaglandigt hayvan modellerinde hem
mandibulanin, hem de maksillanin tercih edildigi ¢aligmalar yer almaktadir (Hikita ve
ark. 2009; Sonis ve ark. 2009; Biasotto ve ark. 2010; Hokugo ve ark. 2010; Maahs ve
ark. 2011; Marino ve ark. 2012). Biz de zoledronik asit uygulamasi ile indiiklenen
BRONI sigan modeli i¢in aletlerin manipiilasyonunun daha kolay ve goriis agisindan
daha rahat bir bolge olmasi nedeniyle deney hayvanlarmin dis ¢ekimlerini yaparken
mandibulada sol tarafi tercih ettik. BRONJ klinik tablosunun daha ¢ok mandibulada
goriilmesi sebebiyle, kullanilan GS4012 biyomateryalinin mandibuladaki dis ¢ekim
bolgelerine olan etkisinin degerlendirilmesi, calismamizin bulgularmi klinik agidan

onemli duruma getirmektedir.

Bifosfonatlarin uygulanma yolu agisindan ¢ok sayida farkli hayvan caligmasi

yapilmistir. Zoledronik asidin i.v. olarak (Biasotto ve ark. 2010; Marino ve ark. 2012),
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s.c. olarak (Sonis ve ark. 2009; Kobayashi ve ark. 2010) ve i.p. yol ile (Bi ve ark. 2010;
Senel ve ark. 2010; Aghaloo ve ark. 2011) verilmis hayvan calismalar literatiirde
bulunmaktadir. Bunlarin disinda ise Amanat ve ark. (2007) tarafindan bifosfonatlarin
lokal enjeksiyonunu denedikleri bir c¢alisma da literatiirde yerini almustir.
Bifosfonatlarin oral yoldan alindiginda biyoyararlanimiin ¢ok az olmasi ve deney
hayvanlarina esit dozda uygulamasinin intraperitoneal olarak daha giivenli olmasi

nedeniyle bir¢ok ¢alismada da tercih edilen i.p. teknigini uyguladik.

Hayvan deneylerinde ZOL uygulamalarinin dozlar1 ile ilgili birbirinden farkli
cok sayida calisma yapilmistir. Sonis ve ark. (2009) zoledronik asidi 7.5 pg/kg s.c.
uygularken; 0.1 mg/kg i.p. (Huja ve ark. 2009; Senel ve ark. 2010), 0.25mg/kg s.c.
(Kobayashi ve ark. 2010), 0.125 mg/kg i.p. (Bi ve ark. 2010) 0.04 mg/kg i.v. (Biasotto
ve ark. 2010), 66 pg/kg i.p. (Aghaloo ve ark. 2011), 20 pg/kg i.v. (Marino ve ark.
2012), 0.08 mg/kg i.v. (Aguirre ve ark. 2012) gibi dozlarda uyguladiklari yayinlar

literatiirde bulunmaktadir.

Hayvan g¢aligmalarinda kullanilan farmasoétik ajanlarin klinik agidan uygulanan
dozlarma esdeger olmasma dikkat edilmelidir. Klinik olarak, kanser hastalarina ZOL
intravenoz infiizyon olarak her 3-4 haftada bir 4 mg’ lik (60 kg'lik bir birey i¢in yaklasik
olarak 66 pg/kg) doz seklinde verilmektedir (Clemons ve ark. 2006). Her dozda
uygulanan ZOL miktari, insanlarda kullanilandan yaklasik 9 kat daha diisiiktiir (Allen
2009). Biz de bu bilgiden yola ¢ikarak insanlardaki 66 pg/kg zoledronik asit dozuna
karsilik sicanlarda 7.5 ng/kg olacak sekilde ZOL dozunu uyguladik.

Bu ilacin kiimiilatif etkisinin olmasi nedeniyle insanlarda kullanilan doza goére
daha yiiksek dozlarda uygulanmasinin ¢ene osteonekrozu olusturma riskini azaltacak
yeni yaklasimlarin arastirilmasi amaciyla yapilan bu calisma i¢in uygun olmadig:
diistiniilmiistiir. Bu nedenle ortalama 60 kg olan bir insana ayda bir intraven6z olarak 4

mg/ml zoledronik asit uygulandigi diistiniilerek siganlar i¢in doz ayarlamasi yapilmustir.

Yapilan literatiir taramalarina gore insanlara 6zdes olacak sekilde hayvanlara
verilen bifosfonatlarin uygulama yolu, dozu ve zamani agisindan standart bir giincel
protokol bulunmamaktadir. Zoledronik asidin sicanlarda kullanimiyla ilgili belirlenmis
standart bir protokoliin bulunmamasi nedeniyle ¢alismacilar ¢ene osteonekrozu
olusturmak igin literatiirler ile desteklenebilen, kendilerine uygun bir bifosfonat

yontemini uyguladiklar: goriilmiistiir.
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Calismamizda kullanilan siganlarin  agirlik  bulgulart literatiirdeki  diger
calismalar ile benzerlik gostermektedir. Yamashita ve ark. (2011), farkli dozlarda
zoledronik asit uyguladiklar1 Sprague Dawley cinsi sicanlarda, 14 haftalik bir siire
sonunda ¢alisma gruplar1 ile kontrol gruplari arasinda agirlik farki gozlememislerdir.
Aghaloo ve ark. (2011), periodontal hastalik modeli olusturduklart ve 15 hafta boyunca
ZOL uyguladiklari, sistemik olarak saglikli, Sprague-Dawley cinsi siganlara haftada 3
kere agirlik 6l¢timii yapmuslar ve kontrol grubuyla kiyasladiklarinda istatistiksel olarak

anlaml bir farka rastlamadiklarini bildirmislerdir.

Calismamizda kullanillan deney hayvanlarinin operasyon giinii ve sonrasinda
sakrifikasyon edilene kadar her hafta agirlik dl¢timleri yapilmistir. 4.haftada sakrifiye
edilen hayvanlarin olusturdugu grupta; gruplar arasinda operasyon giinii, operasyon
sonrast 1.hafta, 2.hafta, 3.hafta ve 4.hafta agirlik ortalamalar1 acisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05). 6.haftada sakrifiye edilen hayvanlarin
olusturdugu grupta; gruplar arasinda operasyon giinii, operasyon sonrast 1.hafta, 2.hafta,
3.hafta, 4.hafta, 5.hafta ve 6.hafta agirlik ortalamalari agisindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05).

Sonis ve ark. (2009), yaptiklar ¢alismada zoledronik asit verdigi gruplarda 28.
gline kadar mukoza biitiinliigliniin korunamadigini gostermislerdir. Kontrol grubunda
ise kemik iyilesmesinin 28. giine kadar histopatolojik ve radyolojik olarak
belirlenebildigini tespit etmislerdir. Iyilesmenin 45-60 giinde tamamlandigmi savunan
calismalar da literatiirdeki yerini almistir (Senel ve ark. 2010). Biz de ¢aligmamizda
GS4012 biyomateryalinin salinimini yapan hidrojelin yapisinin degismesini ve kemik
iyilesmesi siirecini dikkate alarak dis ¢ekiminden sonra 4. hafta ve 6. hafta olmak tizere

iki farkl sakrifikasyon zamanini tercih ettik.

Istatiksel verilere gore sadece GS4012 biyomateryalinin uygulandigi gruplarda 4
ve 6. haftalar arasinda iltihap, fibrozis ve epitel kapatma diizeyleri yoniinden anlamli bir
fark bulunamamistir. Nekroz diizeyinde 4. hafta, 6. haftaya gore daha yiiksek, yeni

kemik yapiminda ise 6. hafta 4. haftaya gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.

Zoledronik asit ile GS4012 biyomateryalinin birlikte uygulandigi gruplarda
iltihap, fibrozis, epitel kapatma diizeyleri ve nekroz agisindan 4. ve 6. haftalar arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir. Yeni kemik yapiminda ise 6. hafta 4. haftaya gore

anlamli olarak daha ytiksek bulunmustur.
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iltihap ve nekrozun GS4012 biyomateryalinin zoledronik asit ile verildigi
gruplarda sadece ZOL verilen gruplara gore anlamli olarak daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Kontrol ve sadece GS4012 uygulanan gruplar arasinda anlamli bir fark

gozlenmemistir.

Epitel kapatma ve yeni kemik yapimi verilerinin ise sadece GS4012
biyomateryalinin oldugu gruplarda ZOL ile birlikte uygulandig1 gruplara gére anlamli
olarak daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kontrol ve sadece GS4012 uygulanan
gruplar arasinda ise anlamli bir fark gézlenmemistir. Histopatolojik olarak elde edilen

verilerin literatiirdeki benzer ¢aligmalara gore paralellik gosterdigi goriilmiistiir.

Kemikteki iyilesmenin degerlendirilebilmesi i¢in kullanilan radyolojik
yontemlerden biri olan mikro-tomografi (mikro-BT), daha ¢ok hayvan g¢alismalarinda
tercih edilmektedir (Sahin ve Topuz 2014). Kemigin mikroanatomisini ve hiicresel
diizeyde gelisen degisimleri inceleme olanagi veren histopatolojik degerlendirme ile
tam sayisal verilere ulasmak miimkiin olamamaktadir. Sayisal verilerin elde
edilebilmesi i¢in histomorfometrik ya da mikro-BT degerlendirmelere ihtiyag
duyulmaktadir. Mikro-BT nin, histomorfometriye gore hizli ve basit olmasinin yani sira
3 boyutlu hacimsel Ol¢iimlerin de yapilabilmesi gibi avantajlar1 bulunmaktadir
(Gielkens ve ark. 2008). Biz de c¢alismamizda dis ¢ekimi sonrasinda ¢ekim
bolgelerindeki degisiklikleri degerlendirebilmek amaciyla mikro-BT radyolojik yontemi
kullandik. Istatiksel verileri inceledigimizde gruplar arasinda radyolojik agidan herhangi

bir anlamlilik gdzlenmemistir. Sonug olarak;

1) Calismamiz VEGF indiikleyicisi olan GS4012’nin ¢enelerin bifosfonata

bagli osteonekrozuna yonelik kullanildigi ilk deneysel ¢calismadir.

2) Lokal olarak uygulanan ilaglarin sistemik yoldan uygulanan ilaglara gére yan
etkileri daha az olmakta ve ilacin hedeflenen alanda daha fazla etki etmesi

saglanmaktadir.

3) Zoledronik asit, dis ¢ekimi sonrasi siganlarda yumusak doku ve kemik

dokuda iyilesmeyi genel olarak geciktirmektedir.

4) GS4012 biyomateryali, zoledronik asidin yumusak dokudaki olumsuz
etkilerini ortadan kaldirabilecek bir potansiyale sahiptir.
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7)
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GS4012 biyomateryalinin - BRONJ olusumuna engel olabilecek bir

potansiyale sahip oldugu sonucuna varilmistir.

GS4012°nin yeni kemik yapimi lizerine etkisi istatiksel olarak anlamli
degildir.
GS4012’nin  kontrolli salimi i¢in kullandigimiz PLGA-PEG-PLGA

hidrojelinin 6zellikleri literatiirle uyumlu bulunmustur. Biyomateryal ve
ilaglarin lokal olarak salimi i¢in bu hidrojelin ¢ekim soketinde 4 hafta

kalmasinin uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Bu deneysel calismadan elde edilen sonuglarmm Klinik etkinliginin ve
giivenilirliginin degerlendirilebilmesi i¢in, dozlar ve siireler de goz Oniine
alinarak deneysel ve Kklinik c¢alismalarin yapilmasina ihtiyag oldugu

goriisiindeyiz.
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