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KISALTMALAR

AAOMS: Amerikan Agiz-Cene-Yiiz Cerrahisi Birligi
AF: Atriyal fibrilasyon

ATP: Adenozintrifosfat

BMD: Kemik mineral dansitesi

BMP: Kemik morfojenik faktor

BRON!J: Bifosfonatlara bagli gelisen ¢ene osteonekrozu
BT: Bilgisayarli tomografi

CAMP: Siklik Adenozin mono fosfat

FGF: Fibroblast biiylime faktorii

GM-CSF: Graniilosit makrofaj koloni stimulator faktor
IFN: Interferon

IL: Interldkin

iv: Intravendz

LIF: Losemi inhibitor faktor

M-CSF: Makrofaj koloni stimulator faktor

OPG: Osteoprotegerin

PDGF: Platelet kokenli biiyiime faktori

PTH: Paratiroid hormon

RANK: Niikleer faktor kappa 83 reseptor aktivatorii
RANKL: Niikleer faktor kappa 3 reseptor aktivatorii ligandi
RT: Radyoterapi

TGF: Transforme edici biiyliime faktorii

TNF: Tiimor nekrotizan faktor

TNF-o: Timor nekrotizan faktor alfa



TNFR: Tiimor nekrotizan faktor serbestlestirici

TRAF: Timor nekrotizan faktor serbestlestirici ile iliskili faktor
sTNFR: Coziilebilir tiimor nekrotizan faktor serbestlestirici
VEGF: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

ZA: Zoledronik asit - Zoledronat



1. GIRIS

Bifosfonatlar inorganik pirofosfatlarin analoglaridir. Kimyasal yap1 iskeleti fosfat-
karbon—fosfat (P-C-P) seklindedir. Bu yapisi nedeniyle iskelet sistemi igerisindeki
hidroksiapatite kars1 yiiksek afinitesi vardir. Bifosfonatlar, aktif kemik remodelinginin oldugu
bolgelerde hidroksiapatite baglanarak osteoklast gelisimini ve aktivitesini inhibe ederler ve
boylece hiicre 6limiinii inhibe ederek mineralizasyonu etkilemeden kemik rezopsiyonunu
azaltirlar. Osteoklastlarin bu sekilde inhibe olmasi da kemik yapim yikim dongiisiinii ¢esitli
oranlarda etkileyerek azaltir (1).

Bifosfonatlar multiple myeloma, Paget hastaligi, gogiis kanseri, metastatik kemik
kanserleri, osteopordz gibi hastaliklarda yaygin olarak kullanilan ilaglardir. Nitrojen iceren ve
nitrojen icermeyen olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Nitrojen iceren bifosfonatlar icermeyenlere
oranla daha potenttirler. Nitrojen igeren bifosfonatlarin oral ve intravendz formlar1 mevcuttur.
Zolendronik asit (ZA); intravenoz bifosfonatlarin en potent olanidir (2).

Yasam boyunca iskelet sistemindeki homeostazinin saglanmasi i¢in kemikte meydana
gelen degisim dongiisiine remodeling adi verilir. Bu degisimin iki bileseni kemik yikimi ve
kemik yapimidir. Remodeling olayinda osteoblast ve osteoklastlar bir denge icerisinde
hareket ederler. Bu denge igerisinde; niikleer faktor kappa B reseptor aktivator ligand
(RANKL), niikleer faktor kappa B reseptor aktivator (RANK) ve bir molekiil olan
osteoprotegerin (OPG) anahtar rol oynamaktadir (3).

Osteoblastlar  yiizeylerinden RANKL ag¢iga ¢ikarirlar.  RANKL  osteoklast
prekiirsorlerinden agiga c¢ikarilan RANK ile etkileserek osteoklast farklilasmasini aktive eder.
Olgun osteoklastlardaki RANK ile RANKL’ 1n etkilesmesi osteoklastin aktivasyonuna ve sag
kaliminin uzamasina neden olur. Osteoprotegerin, osteoblastlar ve stromal hiicreler tarafindan
salinir ve gérevi RANK ve RANKL etkilesimini bloke etmektir (4).

Sitokinler dogal ve adaptif immiinitede gorev alirlar ve hiicrelerin immiin iglevlerinden
sorumlu proteinlerdir. Lenfositlerin biiylime ve farklilagmasinda, antijen eliminasyonunda,
hematopoetik hiicrelerin gelisiminde rol oynarlar. Timdr nekrotizan faktor alfa (TNF-o),

interlokin 6 (IL-6), interlokin 8 (IL-8) de spesifik etkileri olan sitokinlerdir (5).
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2003 yilindan gilinlimiize bifosfonata bagl gelistigi diisiiniilen ¢ene nekrozlarinda
(BRONJ) hizli bir artis olmustur ve bu konuyla ilgili vaka serilerini igeren Klinik raporlar
yayinlanmustir (6,7). Bifosfonata bagl gelisen osteonekrozlar; bifosfonat kullanan, bas-boyun
bolgesinden radyoterapi géormemis hastalarda goriilen, 8 haftayr gectigi halde iyilesmeyen
lezyonlar seklinde tanimlanmaktadir (8). Bu hastalarda osteonekroz, ¢eneler haricindeki baska
hicbir iskeletsel bolgede goriilmemektedir.

Bu hastalarda; etiyoloji, patogenez ve tedavi konularini aydinlatmaya yonelik ¢alismalarda
heniiz net bir sonug ortaya konamamustir, konu ile ilgili bir¢ok arastirma yiiriitiilmektedir ve
invaziv dental iglemlerden uzak durulmasinin gerekliligi vurgulanmaktadir.

Calismamizda BRONJ un patogenezinde rol almasi muhtemel olan RANKL, OPG, TNF-
a, IL-6, IL-8 degerleri, kronik kullanima uygun olacak sekilde ratlara 10 hafta boyunca ZA
uygulamasini1 takiben, tibia ve mandibula oranlart karsilastirilarak olast farkliliklarin
arastirllmas1 amaclanmustir. ilgili degerler tespit edilerek BRONJ’un olusumunda olasi
osteoblast hiicrelerinin rollerinin anlasilmasina katkida bulunulmasi hedeflenmistir. Ayrica
ilgili olabilecek enflamatuar mediatorler segilerek BRONJ un enflamatuar boyutu hakkinda
secilen parametreler g¢ercevesinde farklilik olup olmadigimin tespiti aragtirmaya deger
goriilmiistiir.

Calismamiz Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma
Merkezinde yetistirilen hayvanlar kullanilarak gerceklestirilmis ve KTU Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu, KTU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu ve KTU Saglik Bilimleri

Enstitiisii Yonetim Kurulu tarafindan onaylanmaistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. KEMiK DOKUSU HAKKINDA GENEL BILGIi

Iskelet sisteminin en 6nemli yap1 tasi olan kemikler, organizmadaki diger bag
dokularinda da oldugu gibi hiicreler, lifler ve temel maddeden olusmus ancak yapisindaki
kalsiyumdan otiirii sertlesmis bir destek dokusudur (9).

Kemik doku, destek fonksiyonu ile viicudun normal pozisyonunu saglar. Kaslarla
aktive olma seklinde hareket etmeyi saglar. Kalsiyum, fosfor ve magnezyum i¢in depo
organidir. Hemapoetik dokularin muhafazasi ile gorevlidir. Sar1 kemik iligindeki adipoz doku
ile enerji depolama gibi iglevleri gergeklestirir (10,11).

Basing, c¢ekilme, egilme ve biikiilmelere kars1 yiiksek derecede dayanikli olan kemik,
ayni zamanda oldukca hafif bir materyalden yapilmistir. Kemik, kaba seklinden mikroskobik
yapisina kadar tiim organizasyon seviyelerinde minimum agirlik ve maksimum ekonomik
materyalle ¢ok biiylik bir dayanikliliga sahiptir. Dayanikliligina ve sertligine ragmen, bireyin
yasam siiresi boyunca yikilip yapilan dinamik bir dokudur. Kemigin az kullanilmasi sonucu

atrofi, asir1 kullanilmasi1 durumunda ise hipertrofi ortaya ¢ikar (12).
2.2. KEMIK MATRIKSI
Kemik matriksi iki esas 6geden olusmustur. Bunlardan birisi organik matriks, digeri

ise inorganik matrikstir. Kemigin %60-65’ini inorganik bilesenler, %30-35’ini ise organik

bilesenler olusturur. Eriskin memelilerde, organik bilesenlerin %95’ kollajendir (12,13).
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2.2.1. Kemigin Organik Matriksi

Kemigin organik matriksi %90-95 kollojen liflerden, geri kalanida ana madde denilen
jelatindz bir ortamdan ibarettir. Kollojen lifler baslica kemigin kuvvet ¢izgileri boyunca
uzanir. Bu lifler kemige kuvvetli bir gerilme direnci saglar. Organik kemik matriksinin temel
yapisal birimini olusturan kollajeni ¢ogunlukla tip I kollojen, daha az miktarda tip V
kollojendir. Cok sert olmasina karsin, kemiklerin kolay kirilmamasini saglayan 6geler, bu
kollajen fibrillerdir. Kollojen fibriller, hidroksiapatit kristallerinin birikmesi ig¢in organik
gergeve gorevi gorlir (12,14).

Ana madde, hiicre dis1 sivi ile proteoglikanlardan, 6zellikle kondroidin siilfat ve
hyaluronik asitten olusur. Bunlarin kesin islevi bilinmemekle beraber, kalsiyum tuzlarinin

depolanmasinin kontroliine yardim ettikleri diisiiniilmektedir (14).

2.2.2.Kemigin Inorganik Kism

Kemik dokusuna inorganik maddeler sertlik kazandirir. Inorganik maddelerin basinda
%85°1ik bir oranla kalsiyum fosfat gelir. Bunu %10’luk bir oranla kalsiyum karbonat takip
eder. Ayrica az miktarda olmak fiizere kalsiyum florit, magnezyum florit, magnezyum
hidroksit ve magnezyum siilfat bilesikleri bulunur. Bundan baska sitrat iyonlar1 ve karbonat
iyonlari da yer alir (12,14).

Kalsiyum ve fosfat hidroksiapatit kristalleri seklindedir ve kemik kollajenlerinin
yaninda amorf madde ile birlikte i¢ice organize olmuslardir. Hidroksiapatit kristallerinin

kemikteki onemi, kollojenlerle beraber kemik sertligini ve dayanikliligini saglamasidir (9).

2.3. KEMIiK DOKUSUNUN CESITLERI

Kemik dokusunun primer (olgunlasmamis, birincil) kemik ve sekonder (olgun, ikincil)
kemik dokusu olmak tizere iki ¢esidi vardir.

2.3.1 Primer Kemik Doku: Fotal gelisim ve kemik onarimi sirasinda ilk olusan kemik
dokusudur. Bu dokuda, gelismesi tamamlanmis olgun kemik dokusunda goriilen doku
organizasyonu yoktur. Birim alana diisen hiicre sayist olgun kemik dokusundan daha
fazla olup, hiicreler rastgele dagilim gosterir. Bu yiizden, bu kemige ags1 kemik ya da

dokuma kemigi denir. Esas olarak fetliste bulunan olgunlasmamis kemige,
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erigkinlerde birkag bolgede rastlanir. Bunlar; kafatasi yass1 kemikleri, diglerin alveol
soketleri ve tendonlarin kemige girdigi yerlerdir (9,12,14).

2.3.2. Sekonder Kemik Doku: Eriskinlerde bulunan kemik c¢esididir. Olgunlasmamis
kemik dokusunun yerini aldig1 i¢in bu dokuya sekonder (ikincil) kemik dokusu denir.
Kollojen fibrillerin diizenli dagilmasina bagli olarak gelisen ince kemik lamelleri,
olgun kemigin kendine 6zgli lameller sistemine sahip olmasina neden olur. Olgun

kemikler stingerimsi ve sert kemik olmak tizere iki tip kemik igerir (9,14).

2.4. KEMiGIN MAKROSKOBIK YAPISI

Uzun kemiklerin biiylimekte olan u¢ kisimlarina epifiz denir. Kemigin esas govde
kismina diyafiz, epifizle diyafiz arasinda bulunan gecici bolgeye de metatiz ad1 verilir. Epifiz
bolgesi kemigin olusumunda ve biiylimesinde rol oynayan epifiz plagi denilen yapiyi igerir.

Kemigin biiylimesinin tamamlanmasinin ardindan metafiz bolgesi kaybolur (9,12).

2.4.1. Siingerimsi Kemik

Kisa ve uzun kemiklerin epifiz ve metafizi ile yassi1 kemiklerin i¢ kisimlarinda yer alan
stingerimsi (spongioz) kemik, bulundugu yerlerde sert kemikten olusmus ince bir tabakayla
ortiiliidiir. Stingerimsi kemik yapisinda kemik trabekiilleri mevcuttur ve bu trabekiillerin
aralarinda, birbiriyle iligkili labirent gibi diizensiz bosluklar vardir. I¢leri kemik iligiyle dolu
bu bosluklar, sert kemigin ilik boslugu olarak devam eder. Kemik hiicreleri, trabekiillerin
yapisint  olusturan kemik lamelleri iizerinde bulunur ve besinlerini trabekiiller arasi

bosluklarda bulunan kemik iligindeki damarlardan elde ederler (12,15).

2.4.2. Sert Kemik

Sert (kompakt) kemik uzun kemiklerin govde kismini ve tiim kemiklerin dis
yiizeylerini olugturur. Makroskobik olarak homojen ve dolgun yapida olan sert kemigin,
mikroskobik incelemede diizenli yerlesim gosteren lamel ve kanal sistemleri igerdigi goriiliir.
Kemik hiicreleri lameller lizerinde bulunur. Bu hiicreler, ince kanalciklar araciligiyla hem

birbirleriyle hem de damar igeren kanallarla iliski kurar. Uzun kemiklerin ortalarinda igi
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kemik iligiyle dolu silindirik bir bosluk bulunur. Sert kemikten yapilmis kalin duvarli bu
bosluga ilik boslugu denir (12).

Kemik dokusu kikirdagin aksine bol damarlidir. Ancak matriksinin sert olmasi
diflizyona elverisli degildir. Dolayisiyla dokunun beslenmesi kanalikiili denilen ince kanallar
araciligi ile olmaktadir (9). Kanalikiililerin birbirine bagladigi lakiin ad1 verilen bosluklarda
osteosit ad1 verilen kemik hiicreleri bulunur. Hiicreler sitoplazmik uzantilariyla birbirleri ve
komsu damarlarla iligski kurarak metabolizma gerceklestirirler (9,16).

Kemigin icinde kan damarlarinin dolastigi kanallara kemik kanallar1 denilir. Havers ve
Volkman kanallar1 olarak iki gesittir ve sadece sert kemikte bulunur. Havers kanallar1 sert
kemigin uzun eksenine paralel yerlesim gosterir. Cap1 20-110 mikron arasinda degisir. I¢
yiizeyi gevsek bag dokusu ile sarilmis olan Havers kanalinda bir veya iki kan damar1 bulunur.
Bu damarlar cogunlukla kapiller ve postkapiller veniillerdir; nadiren arterioller de
bulunabilir. Enine kesitlerde yuvarlak, boyuna kesitlerde uzun borucuklar seklinde goriiliir.
Havers kanallari, kendilerine dikey veya egik yonde seyreden Volkmann kanallari
araciligiyla birbirleriyle siirekli iligki kurar. Volkman kanallari, kemigin enine yerlesim
gosteren kanallaridir ve kemigin periosteumdan endoesteuma kadar uzanir. Kemige giren
damar ve sinirler, Volkman kanallari ile i¢teki kemik dokusuyla iligski kurar. Havers kanallari
etrafinda i¢ i¢e yerlesmis kemik lamelleri varken; Volkmann kanallar1 etrafinda bu lameller

bulunmaz (9,12,16).

2.5. KEMiK LAMEL SiSTEMLERI

Kemik dokusunda, kemik lamelleri ad1 verilen birbirine paralel ince kemik tabakalari
bulunur. Kollojen fibrillerin dagilimi ve 6zel yerlesimi kemik lamellerinin ortaya ¢ikmasinda
onemli rol oynar. Yapist geregi siingerimsi kemikte daha diizensiz olan kemik lamelleri sert
kemikte li¢ ayr sekilde yerlesim gosterir. Bunlar; Havers sistemi (osteon), ara lamel sistemi

(intersisyel sistem) ve dis ve i¢ gembersel lamel sistemidirm (12,15,16).

2.5.1. Havers Sistemi: Kan damarlarini, sinirleri ve gevsek bag dokusunu igeren bir kanal
etrafin1 saran, dairesel lamellerin meydana getirdigi biitiinliige Havers sistemi ya da osteon
denir. Merkezi bir kanal ¢evresinde yerlesmis 4-20 dairesel lamelden olusur (17).

2.5.2. Ara Lamel Sistemi: Havers sistemleri aralarinda degisik biiyiikliikte, liggen veya

diizensiz sekilli lamelli kemik alanlar1 vardir. Bu alanlara ara lamel sistemi denir. Havers
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sistemi ve ara lamel sisteminin sinirlart yapistirici ¢izgi denilen keskin bir hat ile birbirinden
ayrilir. Ara lameller biiylime ve yeniden sekillenme sirasinda yikilan eski Havers
sistemlerinden artakalan lamellerdir (16,17).

2.5.3. Dis ve i¢c Cembersel Lameller Sistemi: Bu lameller, kemik iligi boslugunun
cevresinde ve periosteumun hemen altinda yer alir. Bunlarin lamelleri merkezleri kemik iligi
boslugu olmak {izere, dairesel olarak yerlesmislerdir. Her iki ¢cembersel sistem arasinda ¢ok

sayida Havers sistemi vardir (17).

2.6. KEMIK ZARLARI

Kemigin dis ve i¢ ylizeyleri, kemigi olusturan hiicrelerden ve bag dokusundan olusan
tabakalarla ortiiliidiir. Distakine periosteum, igtekine de endosteum denir (9,17).

Periosteumun dis tabakasi kollojen lifler ve fibroblastlardan olusmustur. Demetler
halinde periosteal kollojen liflerden olusan sharpey lifleri, matriks icine girerek periostu
kemige baglar (17). Cocuklarda daha gevsek, yetiskinlerde daha siki bir sekilde kemige
baglanir (18). Hiicreden daha zengin olan periosteumun i¢ tabakasi, boliiniip farklilagarak
osteoblastlart olugturabilme potansiyeline sahip olan yassi hiicrelerden yana zengindir. Bu
osteoprogenitor hiicreler; konumlari, yassi sekilleri ¢ok az miktarda graniillii endoplazmik
retikulumlar ve az gelismis golgi kompleksleri ile 6zellik kazanirlar (17).

Endosteum, periosteuma benzeyen fakat daha az gelismis olan ve kemigin i¢
boslugunu doseyen diger bir bag dokusu tabakasidir. Endosteum ince bir osteoprogenitor
hiicre tabakasiyla birlikte, cok az miktarda bag dokusu igerir (19).

Periosteum ve endosteumun temel islevleri, kemik dokusunun beslenebilmesi,
biiyliyebilmesi ve onarimu icin gerekli olan yeni osteoblastlari siirekli olarak saglamaktir. Bu

nedenle kemik cerrahisinde periosteum ve endosteumun korunmasina ¢ok dikkat edilir (17).

2.7. KEMiK HUCRELERI

Kemik hiicreleri; osteoprogenitor hiicreler, osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlardir.

2.7.1. Osteoprogenitor hiicreler: Mitozla boliiniip farklilasarak osteoblastlara doniisebilen
oncii hiicrelerdir. Periosteumun i¢ yiiziinde yer alan osteoprogenitor hiicrelere periosteal
hiicreler, endosteumda yer alan osteoprogenitdr hiicrelere endosteal hiicreler denir. Uzunca,

oval sekilli niikleuslar1 olan, soluk asidofil veya hafif sitoplazmali yassi, mekik sekilli
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hiicrelerdir. Sitoplazmalar1 organelden zengindir. Bu hiicrelerin farklilasma asamalar1 heniiz
kesinlik kazanmamistir. Mezenkimal hiicrelerden koken aldiklari ve osteoblastlar disinda yag

hiicreleri, kondroblastlar ve fibroblastlara doniistiikleri bilinmektedir (20).

2.7.2. Osteoblastlar: Osteoblastlar kemik olusumundan sorumlu hiicrelerdir. Yasam siireleri
birka¢ aydan birka¢ yila kadar degisebilir. Kemiklesme bolgelerinde, gelismekte olan
kemiklerin periosteumunun kemige temas eden derin bolgelerinde diziler halinde bulunurlar.
15-20pu biiyiikliigiindeki bu hiicreler kisa uzantilariyla birbirine tutunur. Kemikte yeni matriks
olusumu sirasinda kiibik veya silindirik epitel hiicreleri seklinde yan yana gelerek tabaka
olusturur (12). Matriks mineralizasyonunu baglatir ve diizenlerler, ayrica otokrin ve parakrin
mekanizmalar1 kullanarak; komsu osteoblastlari, osteositleri ve osteoklastlar1 kontrol ederler
(18,21). Immiinohistokimyasal ve biyokimyasal ¢alismalar sitoplazmalarinda alkalen-
fosfataz, osteopontin ve osteokalsinin; membranlarinda RANKL salgilandig1 ve paratiroid
hormon, prostoglandinler, vitamin D3, 0&strojen ve sitokinlerle ilgili reseptdrlerin
bulundugunu ortaya koymustur (18,22).

Osteoblastlar, kemik matriksinde kalsiyum depolanmasini diizenlerler ve kemik
olusumu sirasinda kemik matriksinin organik kismin1 yani kollajen fibrilleri, proteoglikanlari,
glikozaminoglikan ve glikoproteinleri salgilarlar. Heniiz kalsifiye olmamis olan bu tiir
organik maddelere osteoid denir (12). Osteoblastlar sadece osteoidin olusumuyla goérevli
degillerdir, ayrica indirek olarak osteoidin mineralizasyonundan da sorumludurlar (23).
Kemik mineralleri hidroksiapatit kristallerinden olusur. Kristal olusumu baslangicinda
niikleator adi verilen makromolekiillerin gorev aldigi diisiiniilmektedir. Bu gorevi
gerceklestirdigi diigiiniilen en gii¢lii aday kemik matriksinde bulunan osteoblast kaynakli
sialoprotein gibi fosfat iceren proteinlerdir. Osteoblastlar ayrica mineralizasyon siirecine
fosfoproteinlerinde fosforilasyona neden olan alkalen-fosfotaz gibi enzimleri saglayarakta
katkida bulunur (24).

Osteoblastlar  yiizeylerinden RANKL ac¢iga c¢ikarirlar.  RANKL  osteoklast
prekiirsorlerinden agiga c¢ikarilan RANK ile etkileserek osteoklast farklilasmasini aktive eder.
Olgun osteoklastlardaki RANK ile RANKL’in etkilesmesi osteoklastin aktivasyonuna ve
sagkaliminin uzamasina neden olur. Osteoprotegerin (OPG), osteoblastlar ve stromal hiicreler

tarafindan salinir ve gorevi RANK ve RANKL etkilesimini bloke etmektir (25).
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2.7.3. Osteositler: Osteoblastlardan farklilasan, boliinme yetenekleri olmayan hiicrelerdir.
Sinirli  olarak kemik matriksini sentezleme ve reabsorbe etme yetenekleri vardir.
Heterokromatik niikleuslu, hafif bazofil sitoplazmali bu hiicreler lakunalar iginde yer alirlar.
Kesitlerde genellikle biiziisiirler, sitoplazmalar1 hemen hemen hig belli olmaz. Kanalikiillerde
uzanan sitoplazmik uzantilar1 arasinda yer alan gap junctionlar sayesinde beslenerek
yasamlarint siirdirtirler (20). Osteositlerin yar1 émrii 25 yildir (18). Osteositler mekanik
kuvvetleri biyolojik aktiviteye ceviren mekanosensor hiicrelerdir. Fiziksel kuvvetlerin
algilanmas1 osteositleri prekirsor hiicreleri, osteoblastlar1 ve osteoklastlar1 hedef alan

intraseliiler haberciler {iretmesine ve salgilamasina neden olur (26).

2.7.4. Osteoklastlar: 1980’lerden 6nce multiniikleer osteoklastlarm kokeni tartismali bir
konuydu. Giiniimiizde genel olarak osteklastlarin; periferal kandaki monositlerin, histiositlerin
ve makrofajlarin  da koken aldigi kemik iligindeki hematopoetik progenitdr hiicrelerin
farklilagsmasi sonucu olustugu kabul edilmektedir (27).

Kemigin biiyiime ve yeniden sekillenme siirecindeki fizyolojik rezorbsiyonu ve
kalsiyum homeostazisi igin osteoklastlarin aktivitesi gereklidir. Osteoklastlara ayrica dislerin
eriipsiyonu sirasinda da ihtiya¢ vardir (28). Osteoklastlar 20-100 pm ¢apinda ve 50’ye yakin
cekirdegi olabilen dev hiicrelerdir. Osteoklastlarin yer aldigi kemik ytlizeyindeki s1§ cukurlara
Hawship cukurlar1 (Hawship’s lacunae) adi verilir. Kemik yikimindan aktif olarak sorumlu
olan osteoklastlarda ¢ok belirgin bir kutuplasma géze ¢arpar. Cekirdekler daha ¢ok hiicrenin
dis ylizeyine yani diizglin hathh kismina yakin yer alirken, kemigin yikimindan sorumlu olan
tarafta hiicre zar1 girintili ve ¢ikintili bir hal alir. Buraya firgamsi kenar denir. Kemik yikimi
sirasinda Once kalsiyum tuzlarinin ortadan kaldirilmasi daha sonra da organik maddenin
eritilmesi gerekir. Bunun i¢in firgams1 kenar araciligiyla matrikse verilen organik asitler
kalsiyum tuzlarin1 ¢dzer. Inorganik matriks bilesenlerinin ¢oziilmesinden sonra bu hiicrelerin
salgiladig1 kollojenaz gibi lizozomal enzimler hiicre dist alanda kollojeni pargalar (12).

Osteoklastlarin farklilasmasinda ii¢ bagimsiz gecis yolu rol oynar. Bunlar; siklik
adenozin monofosfat (CAMP) ile iligkili yol, glikoprotein 130 ile iliskili yol ve 1,25
dihidroksikolekalsiferol (1,25(0OH),D3) reseptorle iliskili gidis yollaridir (27). Osteoklastlarin
olgunlagmasi i¢in ayrica ilik stromal hiicreleri ve osteoblastlarin varligir gereklidir. Bu
hiicreler osteoklastogenezis i¢in gerekli iki faktér olan RANKL ve makrofaj koloni stimulator
faktor ( M-CSF) tiretimini yaparlar (29). Aktif osteoklastlarin olusumu igin osteoblastik

stromal hiicreler ile osteoklast prekiirsorleri arasinda yakin bir iliski olmasi gereklidir ve bu
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proges IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, 16semi inhibitor faktor (LIF), onkostatin M, tiimor nekrotizan
faktor (TNF), graniilosit makrofaj koloni stimulatérfaktor (GM-CSF), genis bir grup sitokin

ve koloni-stimulator faktor tarafindan etkilenir (27).

2.8. RANK/RANKL OSTEOPROTEGERIN SiSTEMi

1997°de, birbirinden bagimsiz iki arastirma grubu tarafindan, kemik yikimini
engelleyen ve osteoprotegerin (OPG) olarak isimlendirilen yeni bir protein bulunmustur
(30,31). Daha sonra bu konudaki c¢alismalar hizlanarak fizyolojik ve patolojik kemik
rezorpsiyonunu kontrol eden iki farkli protein daha kesfedilmistir. Bunlardan, reseptor
aktivator niikleer kappa B (RANK) osteoklastlarda bulunan ve RANK ligand (RANKL) ile

uyarilarak kemik yikimina neden olan reseptordiir (29,32,33).

2.8.1. RANK: TNF reseptor ailesine bagli, 616 aminoasitten olusan bir transmembran
proteindir (3). Anderson ve arkadaslar1 tarafindan Opg/RANKL kompleksinin reseptorii
olarak tanimlanmistir (34). Preosteoklastlara RANKL’in baglanmasini saglayan tek
reseptordiir (33). RANK; osteoklast prekiirsorleri, B ve T lenfositler, dendritik hiicreler ve
fibroblastlar gibi monosit/makrofaj kokenine sahip hiicrelerde bulunur (35). RANKL yiiksek
bir afinite ile RANK’a baglanmaktadir ve bu durum osteoklastogenez i¢in gereklidir (36,37).

RANKL’In RANK’a baglanmas: ile en az yedi hiicre i¢i sinyal yolagi uyarilir.
Bunlardan dordii ( NF-k3 inhibitorii/ NF-xf3, c-jun aminoterminal kinaz/ aktivator protein-1,
c-myc ve kalsindrin/ uyarilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii (NFAT) cl) dogrudan
osteoklastogeneze aracilik eder. Diger tUi¢li ise osteoklast aktivasyonuna ( Src ve
MKK6/p38/MITF) ve canliligim siirdiirmesine (src ve hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinaz)
aracilik eder (33).

RANKL, RANK’a baglandiktan sonra olusacak sinyallerden ilki TNF serbestlestirici
(TNFR) faktor ile iligkili faktorlerin (TRAF) RANK’1n sitoplazmik kismindaki kendine 6zgii
bolime baglanmasidir (38,39). TRAF2, TRAF5 ve TRAF6 hepsi birlikte RANK’a
baglanmasina ragmen Lomaga ve ark. TRAFG (-) farede osteopetrozis gelistigini rapor ederek
sadece TRAF6 ‘nin osteoklastlar igin dnemli oldugunu belirtmiglerdir (40). RANK/RANKL

kompleksi hiicre i¢ine alinarak lizozomlarda yikilir (41).
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2.8.2. RANKL: 317 aminoasitlik bir polipeptid olan RANKL; sitoplazmada bulunan N-
terminal bolgesi, transmembran bolgesi ve ekstraselliller C-terminal bolgesi olan tip 2
transmembran bir proteindir. RANKL plazmada hiicre membranina bagli form ve ¢oziilebilir
form olarak iki bigimde bulunmaktadir (42). Normal ve patolojik durumlarda kemik
rezorpsiyonun anahtar mediyatorii olan RANKL, TNF ligand ailesinin bir iiyesidir. Lenf
nodlari, timus ve akcigerde daha fazla olmak iizere dalak ve kemik iligi gibi dokularda ve
osteoblastlarda  sentezlenir. RANKL sentezi transkripsiyonel, translasyonel ve
posttranslasyonel seviyelerde hormonlar (1,25 dihidroksi vitD3), biiyiime faktorleri ve
peptidler ( Fibroblast biliylime faktorii-2, PTH iliskili protein gibi), sitokinler (IL-1p, IL-6, IL-
11 ve TNF-a gibi) ve glukokortikoidler gibi pek c¢ok faktor tarafindan diizenlenir.
Osteoblastlarda ve stromal hiicrelerde RANKL sentezlenmesi, osteoklast olusumu ve
aktivasyonunu uyaran pek ¢ok faktor ile uyarilir (30,32,33,41,43) BMP-2 (Kemik morfojenik
protein) ayni zamanda kondrositlere etki ederek RANKL ekspresyonuna neden olmaktadir
(44).

RANKL; 6nciil ve olgun osteoklastlar, uyarilmis T ve dendritik hiicrelerin ylizeyinde
bulunan kendine ait reseptdrii RANK’a baglanarak bu hiicreleri uyarir. RANKL’1n kemikteki
ana gorevi osteoklast olusumunu ve apoptozun inhibisyonunu saglamaktir (33). Osteoblastlar
yaninda T hiicrelerinden de artmis miktarda RANKL salgilanmasi artrit ve diger inflamatuar
hastaliklara bagli kemik kaybinda RANKL’m rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (45).
RANKL periferik kandaki monositler i¢in kemoatraktan 6zellige sahiptir (46,47). RANKL
kodlayan gendeki delesyonlar sonrasi osteopetrosis gelismekte ve fonksiyonel olgun
osteoklastlar olusmamaktadir ve disaridan RANKL verilmesi tizerine RANKL (-) ratlarda

kemikte mevcut anormallikler diizelmektedir (42).

2.8.3. Osteoprotegerin: Osteoprotegerin RANKL i¢in tuzak reseptdr olarak gorev yapan
(Sekil 2-1); RANK-RANKL birlesmesini negatif yonde etkileyen TNF ailesinin iiyesi olan bir
reseptordiir (48) OPG, osteoblastlar ve kemik iligi stromal hiicreleri gibi mezensimal
hiicrelerden kdken alan ¢oziinebilir glikoprotein yapisindadir. OPG, RANK ve RANKL’in
aksine transmembran ve sitoplazmik kisimlar icermez (49). Insan ve miirin OPG’i 401
aminoasitten olusmustur. OPG N-terminal bodlgesinde dort adet sisteinden zengin yalanci
tekrarlanan kisim igerir. Bu dort kisim uzayan bir yapi olusturarak RANKL trimerindeki
oluga baglanir. Bunlarin disinda OPG’in 2 adet 6lim bolgesi ve C-terminalde heparin

baglayan bir bolgesi ve 21 aminoasitlik sinyal peptidi boliimii bulunur (50,51) OPG,



20

osteoblastlar disinda kardiyovaskiiler sistem, bobrek, karaciger, dalak, beyin, akciger ve
kemik iligi gibi pek ¢ok doku ve hematopoetik ve immiin hiicreler tarafindan sentezlenir.
Salgilanmas1 pek ¢ok sitokin, peptid, hormon ve ilag tarafindan diizenlenir. Transforme edici
biiyiime faktori-o (TGF-a), TGF-B, IL-1la, IL-18, BMP’ler ve¢ mRNA OPG seviyelerini
artiran 17B-0stradiol bunlardan birka¢ tanesidir. Kemik yikimini arttirdigi bilinen
glukokortikoidler, siklosporin A, PTH, prostaglandin E,  fibroblast biiyiime faktorii-2 (FGF-
2) ise OPG sentezini inhibe ederler (33).

OPG (-) ratlarda daha diisiik kemik mineral densitesi (BMD), trabekiiler ve kortikal
kemik porozitesi, parietal kemiklerde incelme, osteoporoz ve kemik kirigi insidansinda artis
tespit edilmistir (52). OPG genindeki mutasyonlar; hiperfosfotazya hastaligina neden
olmaktadir (53). Yiiksek OPG plazma konsantrasyonlarinin kadinlar ve erkeklerde daha giiclii
kemiklerle iligkili olduguna dair bulgular mevcuttur (54).

Kemik iligi hiicrelerinin sentezledigi OPG’nin yasla azaldigi gorilmiistiir (55).
OPG’nin vaskiiler kalsifikasyonu onleyici etkisi vardir (56). OPG’nin RANKL’in neden

oldugu kemik kaybini enflamatuvar parametreleri degistirmeden bloke ettigi rapor edilmistir

(57).
A -

Usicohlast procursor Sddanare ostooblas

RANE LG ratio RAMNE LG

fio low

Sekil 2-1: RANK/RANKL/OPG Sisteminin sematik isleyisi ( The Journal
of Clinical Endocrinology & Metabolism, doi:10.1210/jc.2005-0794)
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2.9. SITOKINLER

Cesitli hiicre tipleri tarafindan iretilen ve salgilanan polipeptidler olan sitokinler;
enflamasyon, hiicre biiylimesi, iyilesmesi ve yaralanmaya karsi sistemik yanit1 da i¢ine alan
bagisiklik ve enflametuar olaylar1 diizenlerler (5). Sitokinler ¢cok genis bir protein grubu
olmakla beraber bu molekiillerin ortak bir ¢ok 6zellikleri vardir:

- Sitokinler dogal ve spesifik bagisikligin efektor fazinda iiretilirler ve bagisiklik ve
enflamatuar yanitlarin olugmasini ve diizenlenmesini saglarlar.

- Sitokin salinimi kisa, kendini sinirlayan bir olgudur. Genel olarak sitokinler onciil
molekiiller olarak depolanmazlar ve sentezleri yeni gen transkripsiyonu ile baslatilir.

- Sitokinler genellikle diger sitokinlerin sentezini etkiler; ikinci veya ii¢ilincii bir sitokin
birinci sitokinin biyolojik etkisine ortam hazirlayabilir.

- Sitokinlerin ayn1 hedef hiicrede farkli bir ¢ok etkileri vardir.

- Sitokinler bir¢ok farkli hiicre tiplerine etki ederler. Bu 6zellige pleiotropizm denir.

- Sitokinler ¢esitli hiicreler tarafindan tiretilir.

- Sitokinler diger polipeptid hormonlar gibi hedef hiicrenin yiizeyindeki 6zel membran

reseptorlerine baglanarak etkilerini baslatirlar (58,59)

2.9.1. interlokin-6:

IL-6 ilk olarak preaktivasyon halindeki normal insan lenfositleri ve Ebstein Barr
virlisiince transformasyona ugratilmig B lenfositler tarafindan immunglobulin salgilatan bir
faktor olarak tanimlanmustir. 184 aminoasitten olusmaktadir. Baslica T ve B lenfositler,
monositler, fibroblastlar, keratinositler, endotelyal hiicreler, astrositler, kemik iligi stromal
hiicreleri ve mezenkimal hiicreler tarafindan sentez edilir. Lenfosit, monosit, mesane ve
akciger hiicreler1 tarafindan olusturulabildigi gibi kardiyak miksoma, myeloma ve
hipernefroma gibi tiimor hiicrelerince de olusturulabilmektedir (60). IL-1, TNF, platelet
kokenli biyiime faktorii (PDGF), interferon (IFN) beta ve sikloheksimid IL-6 gen
ekspresyonunu arttirict etki olusturur. Glukokortikoidler, IL-6 gen belirmesini negatif olarak
etkilerler (61).
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IL-6, B lenfositlerin immunglobulin salinimi i¢in bir kofaktér olarak rol oynar. B
lenfositlerin ayrisim siralamasinin ge¢ donemlerinde B lenfositleri igin biiyiime faktorii olarak
gorev yapar (62).

IL-6 kemik rezorpsiyonunda potent diizenleyici islevi gosterir (3). Kemikteki ana IL-
6 kaynaklar1 osteoblastik hiicreler ve stromal hiicrelerdir (63). Ankilozan spondilitli
hastalarda lokal ya da sistemik kemik kaybindan IL-6, TNF-a, IL-1 gibi sitokinlerin sorumlu
oldugunu gosteren c¢alismalar vardir (64-65). IL-6 osteklastik aktiviteyi, osteoblastik ve
osteoklastik etkilesimleri artirarak, indirek Yyolla indiikler. Bu nedenle artmis osteoklast
ortaminda IL-6’nin osteoklastogenezisi artirmadigi gosterilmistir (66-67). Yiiksek orandaki
IL-6 oranlar1 kemik rezorbsiyonunu arttirirken, fizyolojik miktarlar diger sitokinlerle
etkilesim i¢inde olmadigi siirece bu islevi gérmezler (68). IL-6’nin artmig oranlart RANKL
oranlarmi da artirmaktadir (3). TNF-o’nin osteoblastlardan ve osteoblasta benzer

osteosarkoma hiicrelerinden IL-6 iiretimini artirdig1 rapor edilmistir (69).

2.9.2. interlokin-8:

Periferik kan mononiikleer hiicreleri, fibroblastlar, endotelial hiicreler ve keratinositler
tarafindan sentezlenir. Yapimi IL-1 ve TNF tarafindan uyarilmaktadir. Immiin cevapta
inflamasyon bolgesine notrofil kemotaksisine sebep olan en 6nemli mediatordiir (70). Bu
ozelligi ile monosit kokenli biiyiime faktorii olarak da adlandirilmistir. Invitro olarak
noétrofillerde respiratuvar patlamayi ve katalizin enzimi varli§inda lizozomal enzim salinimini
artirir. Notrofillerin C.albikans {izerine dldiiriicii etkisi IL-8 ile artirilir. Noétrofiller iizerinde
spesifik IL-8 reseptdrleri gosterilmistir. Immiin cevapta inflamatuvar bdlgeye l6kosit
migrasyonuna sebep olmasi viicut savunmasinda hayati Oneme sahip oldugunu
distindiirmektedir (61). In vitro ve in vivo kamtlar aktif Behget hastalarindan alinan
lenfositlerin kendiliginden TNF-a, IL-6 ve IL-8 salgiladiklarini gostermis ve nétrofil
fonksiyonunu aktive ettigi bilinen bu proinflamatuar sitokinlerin diizeylerine uygun olarak
aktif Behget hastalarinin serumlarinda artmis oldugu bulunmustur (71). Tedavi edilmeyen
hizli ilerleyen periodontitis vakalarinda artmis serum IL-8 oranlar1 gosterilmis ve bu oranlar

tedavi uygulamalarini takiben diismiistiir ( 72,73).
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2.9.3. TNF-a:

Ev sahibi hiicrelerin gram (-) bakterilere kars1 esas mediatoriidiir. Diger infeksiyoz
organizmalara kars1 yanitta da rol oynar. TNF’ nin hiicresel kaynag: lipopolisakkarit (LPS) ile
aktive olan mononiikleer fagositlerdir. T hiicreleri, aktive NK hiicreleri ve aktive mast
hiicreleri de bu proteini salgilar. Insan TNF’si nonglikolize bir transmembran6z protein olup,
molekiil agirlig1 17 kdaltondur. Iki ¢esit TNF vardir. Bunlar; genellikle aktif makrofajlardan
salman TNF-a ( kasektin ) ile aktif T hiicrelerinden salinan TNF-f ( lenfotoksin) dir (5).

TNF-a enflamasyonda iiretilen potent osteoklastojenik sitokinlerden biridir. TNF-a.
otokrin bir mekanizma ile RANKL stimulasyonu olusturarak osteoklast farklilagsmasina
arabuluculuk eder (74). Periodontitis, ortopedik implant kaybi1 ve kronik enflamatuvar
osteolizis ile ilgili diger formlarda da TNF-a etkinligi gosterilmistir (75).

Iki tip TNF reseptorii vardir. Bunlar, sitotoksik aktiviteyi ve fibroblast
proliferasyonunu arttiran TNFR Tip 1 ile T hiicre proliferasyonuna neden olan TNFR Tip
2’dir. Buna ek olarak TNF reseptorlerinin ¢oziinebilir formlarida (sTNFR) mevcuttur ve
bunlar hiicre yiizeyindeki TNF reseptorlerinin yikimi sonucu proteinlerden kaynaklanirlar.
sTNFR’lerin biyolojik 6nemi TNF ile yarisip onun etkilerini bloke etmesidir (5). TNFR Tip 1,
TNF-o’nin programli hiicre 6liimii ve NFxB aktivasyonu gibi ¢ogu biyolojik aktivitesine
aracilik etmektedir (76).

TNF-a vaskiiler hiicrelerde fosfolipaz A, platelet aktive edici faktor ve serbest radikal
olusumunu arttirir. Serbest radikaller permeabiliteyi arttirarak 6deme neden olur (77).

TNF’nin biyolojik fonksiyonlar1 konsantrasyonuna  baglidir. Diistik
konsantrasyonlarda etkisi lokaldir. Lokositler ve endotel hiicreleri {izerine otokrin ve parakrin
etki yapar. Bu etkiler mikroorganizmalara verilecek inflamatuvar yanit agisindan 6nemlidir.
TNF’nin biyolojik etkilerinden bazilar1 sdyle siralanabilir:

e TNF-a, damar endotelinde bazi adezyon molekiillerinin [‘‘Hiicre i¢i adezyon
molekiil”” (ICAM)-1, “‘vaskiiler hiicre adezyon molekiil’” (VCAM)-1, ‘‘endotelyal l6kosit
adezyon molekiil”> (ELAM)-1] ortaya ¢ikmasina yol acar. Bu molekiiller endotelin 6nce
notrofiller, sonra da mononiikleer 16kositler icin yapiskan olmasini saglayarak lokositlerin
inflamasyon ylizeyine toplanmasina yol agar.

* TNF-a, baslica nétrofiller, daha az eozinofiller ve mononiikleer fagositler olmak

tizere 10kositlerin mikroorganizmalar1 6ldiirmesini aktive eder.
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e TNF-a, IL-1, IL-6, kemokinler ve TNF-o’nin kendisini tiretmek {izere mononikleer
fagositleri ve diger hiicre tiplerini uyarir.

« Smif 1 “‘major histocompatibilty complex’” (MHC) molekiil ekspresyonunu
arttirarak sitotoksik lenfositlerin viriisle enfekte olmus hiicreleri ortadan kaldirmasini
giiclendirir (78- 81).

TNF-o’nin sistemik etkileri ise soyledir:

* TNF-a endojen pirojendir. Hipotalamik etkiyle ates olusur. Bu etkiyi IL-1 ile uyarir.
Atesin TNF-a ve IL-1’e yanit olarak ylikselmesi sitokinle uyarilmis hipotalamus hiicreleri
tarafindan arttirilan prostaglandin E2 senteziyle olur.

» TNF-a mononiikleer fagosit ve vaskiiler endotelin IL-1 ve IL-6; hepatositlerin ise
serum amiloid A, C-reaktif protein, C3 ve a2 makroglobulin gibi akut faz proteinlerini
sentezlemesini uyarir.

* Damar endotelinin prokoagiilan ve antikoagiilan fonksiyonlarinda degisiklikler
yaparak pihtilagma sistemini aktive eder.

» T hiicre aktivasyonu ve B hiicre proliferasyonunu indiikler (immiinglobulin yapimi)

» TNF-o osteoblastik alkalen fosfataz aktivitesini, osteoklastlarin  kemik
rezorbsiyonunu, kondrositlerin kikirdak dongiisiinii, fibroblast ve sinoviyal hiicrelerin
proliferasyonunu uyarir (82).

TNF-a’nin birgok 6zel etkileri, asir1 yiiksek konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan dldiiriicii
sonuglar dogurmaktadir. NO ve prostasiklin araciligiyla, miyokard kasilabilirligini bozmak ve
damar diiz kaslarin1 gevsetmek ve intravaskiiler koagulasyona neden olmak suretiyle kan
basicini ve doku perfiizyonunu, yasami tehdit edecek hipoglisemilere yol agmak (glukozun
kas tarafindan asir1 kullanimina ve karaciger tarafindan glukozun yerine konulamamasina
bagli) bunlar arasinda sayilabilir (83,84).

TNF-o makrofaj indiiklii anjiogenezise yol acan makrofajlari etkileyerek periodontal
hastalikta goriilen vaskiiler degisikliklerde rol oynayabilir (85). Ayrica diseti fibroblastlari
dahil biitiin fibroblastlar1 etkileyerek kollojenaz iiretmelerine neden olur, osteoklastlarin

aktivasyonunda da rol oynar ve bunlar1 kemik rezorbsiyonu i¢in stimule eder (86).

2.10. ELISA YONTEMI:

Antijen antikor reaksiyonlarini gosterebilmek i¢in enzim kullanilan tim tekniklere

genel olarak immunotest (enzyme immunoassay, EIA) denir. Enzimle isaretli antikor
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reaktiflere dayali bu testler, tan1 laboratuvarlarinda oldukc¢a 6nemli bir yere sahiptir. ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) sistemleri 1960’larda radioimmunoassay
yontemlerine alternatif aranirken bulunmustur. EIA’de kullanilan reaktiflerin uzun omiirlii
olmalari, atik maddeleri ile ilgili radyasyon tehlikesi olmamasi, basit testler olmasi, otomatize
edilebilmesi diger iki teknige olan iistiinliikleridir. Daha 6nemlisi laboratuvarlara ¢ok fazla
sayida oOrnekle c¢alisma olanagi verdigi gibi analizlerin kisa siirede sonuglanmasi gibi
tistlinliikleri de vardir (87). En 6nemli 6zelligi hassasiyet ve spesifiklikleridir.

EIA diye isimlendirilen yontemler, homojen ve heterojen olmak tizere iki gesittir.
Homojen tekniklerde, enzim bir hapten ile konjuge haldedir. Teknigin esasi, bu konjugatin
antikor ile reaksiyona girmesi halinde enzim aktivitesinin baslamasina dayanir. Ancak bu
teknigin diisiik molekiiler agirlikli maddeler kullanma zorunlulugunun bulunmasi, pahali ve
zahmetli olmasi gibi dezavantajlar1 vardir. Bu nedenlerden dolayi fazla sik kullanilmazlar
(88).

Tan1 laboratuvarlarinda kullanilan enzim immunotestler heterojen ydntemlerdir.
Heterojen EIA’de bagl olan ve olmayan reaktifler birbirinden yikama islemi ile fiziksel
olarak ayrilirlar. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), heterojen EIA’e Ornektir.
ELISA’da bir enzimle konjuge edilmis antikor (veya antijen), substrati ile reaksiyona girerek
renkli bir driin olusturur. ELISA testleri antijeni veya antikoru (smifa 6zgiil antikor da
olabilir) 6lgmek i¢in kullanilabilir (89).

2.11. BIFOSFONATLAR:

Inorganik pirofosfatin, P-0-P grubu yerine, P-C-P (Sekil 2-2) grubu igeren ve bu
gruptaki karbon atomu iizerinden siibstitiie edilmis organik analoglaridir. iki C-P bagi aym
karbon iizerinde oldugu i¢in bu bilesiklere kimyaca geminal bifosfonatlar denilse de
bifosfonatlar ad1 yerlesmistir. Inorganik pirofosfat, kalsiyum fosfata siki sekilde baglanir ve
kalsiyum fosfatin ¢okme ve kristal olusturmasini bozarak in vivo ektopik kalsifikasyon
yapmasint onler (90). Alman kimyagerler tarafindan 19.yy ortalarinda tiretilen bifosfonatlar,
ilk olarak endiistride kalsiyum tuzlarmin petrol borularini kaplamasini engellemek icin
kullanilmiglardir (91,92). Bifosfonatlarin biyolojik 6zelliklerinin 1968’de rapor edilmesiyle
birlikte Klinik kullanimlar1 giindeme gelmistir ve ilk olarak bobrek tasi olusmasini Gnlemek
amaciyla kullanilmiglardir (93). Pirofosfat agizdan alindiginda ¢ok hizli hidroliz oldugundan,

99m

sistemik etkili ila¢ olarak degeri kisithdir; sadece ™ Tc ( teknesyum ) ile isaretlenmis olarak
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iskelet sintigrafisinde kullanilir ve radyoizotopsuz sekli dis macunlari i¢ine anti tartar ajan
olarak katilir (90). P-C-P yapisina eklenen R1 ve R2 yan zincirleri bifosfonat molekiiliine

karakteristik 6zelliklerini vermektedir (94).

OH or OH
™~ | ~
O=P—C —P=0

OH/ | \\OH

R1

Sekil 2-2: Bifosfonat molekiiliiniin sematik yapisi

Antirezorptif yapidan sorumlu major zincir azot grubu olan R2 zinciridir (92).

Bifosfonatlar kimyasal olarak azot iceren ve igermeyenler olarak ikiye ayrilirlar
(Tablo 2-1). Etidronat, clodronat ve tiludronat eski nesil azot igermeyen bifosfonatlardir.
Gilintimiizde bu molekiillerin yerini daha gii¢lii kimyasal yapiya sahip olan azot igeren
bifosfonatlar almistir. Azot igeren bifosfonatlara baslica ornekler alendronat, ibandronat,

pamidronat ve zoledronat molekiilleridir (25).

Tablo 2-1 : Tescilli bifosfonat isimleri ve rolatif potensileri

Bifosfonat Tescilli isim Rolatif Potensi
Etidronate Didronel 1
Tiludronate Skelid 50
Alendronate Fosamax 1000
Residronate Actonel 1000
Ibandronate Boniva 1000
Pamidronate Aredia 1000-5000

Zolendronate Zometa 100001
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2.11.1. Bifosfonatlarin Etki Mekanizmalari:

Nitrojen igermeyen bifosfonatlar 1. jenerasyon bifosfonatlar olarak da adlandirilirlar.
R2 zincirleri kisadir (92). Azot igermeyen bifosfonatlar osteoklast hiicresi igerisine alindiktan
sonra hidrolize olamayan ve sitotoksik etkiye sahip olan adenozintrifosfat (ATP) analoglarina
metabolize olurlar. Bu ATP analoglart fonsiyonel olmadiklari igin hiicresel enerji
metabolizmasi aksatarak osteoklastin apoptozise ugramasina neden olurlar (95).

Azot iceren bifosfonatlarda bundan farkli bir¢ok mekanizma ile osteoklast hiicresinin
kemik yikim aktiviteleri ve hiicresel sag kalimi engellenir. Hiicre igerisine alinan azotlu bifosfonat
molekiilii esas olarak mevalonik asit gidis yolundaki farnesilpirofosfat sentaz (FPPS) enziminin
aktivitesini inhibe eder. Bunun sonucunda farnesilpirofosfat ve geranil-geranil pirofosfat gibi ara
tirtinlerin olugmasi engellenir ki bunlar guanozintrifosfat (GTP) bagli Ras, Rho ve Rac gibi hiicre
prolifarasyonu, sag kalim ve hiicre iskeleti organizasyonunda gorevli sinyal proteinlerin
aktivasyonunu engeller. Ras hiicre i¢i vezikiil transportunda gorevli bir protein olup engellenmesi
durumunda osteoklastik kemik yikimi sekteye ugrar. Bu mekanizmalar disinda ayrica FPPS
aktivitesinin bozulmas1 azot igermeyen bifosfonatlara benzer sekilde ATP analoglarinin

olusmasina ve osteoklast apoptozisine yol agar (92,95).

2.11.2. Bifosfonatlarin Farmakokinetik Ozellikleri:

Bifosfonatlar oral Dbiyoyararlanimi ¢ok diisik olan ilaglardir.  Sistemik
biyoyararlanimlart %1’in altindaki degerlerden %10’a kadar degisir; ayrica bireyler arasinda
fazla degisme gosterir. Bu durum, etidronat gibi kemikte rezorpsiyonu inhibe eden dozu,
mineralizasyonu inhibe eden dozuna yakin olan ilaglarda sorun yaratabilir. Besinle birlikte
alinma, Ozellikle kalsiyum ve demir varliginda biyoyararlanimlarim1 kompleks teskil etme
nedeniyle daha da diisiiriir. Giinlilk doz sabah a¢ karna bir kezde verilir. Yaklasik %30-65
oraninda plazma proteinlerine baglanirlar veya plazmada ¢ok ufak kiimeler halinde
bulunurlar: kalan kismi serbesttir. Absorbe edilen ilacin bir kismi kemige gecerek tutunur; bu
kemige alim (uptake) orani klodronat i¢in yaklasik %20, etidronat i¢in %50 ve alendronat ve
pamidronat igin daha fazladir (90). Bifosfonatlarin dolasimdaki yarilanma siiresi kisadir ve 30
dakika ile 2 saat arasinda degisir (96). Kemik dokuya gegtikten sonra ilgili dokunun
dongiisiine gore 10 yil kadar kaldiklari bildirilmistir (97,98). Kemige ¢ok hizli gecerler, baska
bir deyisle kan i¢inde kemikten ilk gegislerinde kandaki miktarin neredeyse tiimii kemikte

tutunur. Intravendz ( i.v.) olarak verilen alendronatin %95’ten fazlasin kemige gegmek
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suretiyle 60 dakikada plazmadan kayboldugu goriilmiistiir. Kronik uygulamada iskelet
icindeki baglanma yerlerinin doyurulmasinin, onlarca yillik uygulamadan sonra bile meydana

gelmeyecegi bildirilmistir (92).

2.11.3. Bifosfonatlarin Farmakolojik Ozellikleri:

Bifosfonatlar, pirofosfat gibi, kalsiyum fosfat kristallerine yiiksek afiniteyle
baglanirlar. Boylece kristalin biiylimesini, kiimelenmesini ve ¢oziinmesini inhibe ederler.
Bifosfonatlar, bu yolla kemik yikimini azaltma 6zelligi yaninda kemik yikimidan sorumlu
osteoklastlarin ana hiicreden differansiye olma ve olgunlasmasint da baskilamakta;
dolayisiyla say1r ve aktivitede azalmaya neden olmaktadirlar (99). Bifosfonatlar kemik
dokusunda hidroksiapatite baglanirlar. Osteoklastlarin bifosfonat igeren hidroksiapatit
kristallerini fagosite etmesi, onlarin metabolik etkinligini inhibe eder ve daha fazla kemik
rezorbe etmelerini oOnler. Osteoklastlarin bifosfonat igeren kemikle temasa gegctiklerinde
inhibe edildikleri in vitro olarak gosterilmistir. Bu durum hiicrede morfolojik degisiklige de
neden olur. Osteoklastlarda etkinlik azalmasinin yani sira sayica azalmaya da neden olur.
Etkinlik azalmasinin, osteoklastlarin rezorpsiyon yapan firgamsi yiizeyindeki asidifikasyon
yapan olaylarin bozulmasi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Deney hayvanlarinda deneysel
olarak olusturulan yumusak doku kalsifikasyonunu ve idrar yolu tas1 ve dis tasi olugmasini
inhibe ettikleri  gosterilmistir  (90). Hayvan deneylerinde tiimériin  indiikledigi
osteoklastogenezisi azalttigi, sagkalimi uzattigi, kemik fraktiiri ve agrisimi azalttig
gosterilmistir (100,101).

Bifosfonatlarin osteoblastlara olan etkisi osteoklastlara olan etkisi kadar iyi
aciklanamamistir. Aminobifosfonatlar teropatik dozlarda osteoblast diferansiasyonunu ve
kemik depozisyonunu stimule ederler. Yiiksek dozlarda ise bifosfonatlar, osteoblastlara
sitotoksik etki gostererek apoptozislerine neden olurlar (4).

Bifosfonatlarin diizenli kullaniminin kemik mineral yogunlugunda artisa neden oldugu
bilinmektedir. BMD artisinda kesintili ya da giinliik dozlama rejimlerinin esit derecede etkili
oldugu, dozlama aralifindan ¢ok efektif total dozun Onemli oldugu rapor edilmistir.
Bifosfonat molekiileri arasinda BMD artis1 lizerindeki etkinlikleri agisindan kiigiik farklar
olmasma karsin bu durum kirik riski azalmasi konusunda klinige tam olarak
yansimamaktadir. Analizler vertebral kiriklarda gozlenen azalmanin sadece %20’sinin kemik

kiitlesindeki degisimle agiklanabildigini gostermektedir (102,103).
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Bifosfonatlar tiimoral hiicrelerde apoptozise neden olarak ve kemikteki timor
hiicrelerinin intraseliiler matrikse ge¢mesine engel olarak timor invazyonunu engellerler.

Ayrica anti-anjiojenik etkileri, metastazi1 6nleyerek anti-tiimoral etkilerine katki saglamaktadir

(92,104).

2.11.4. Bifosfonatlarin Kullanihslari:

Bifosfonatlar genellikle oral yolla ve acil durumlarda ya da uzun intervalli kronik
uygulamalarda i.v. infiizyonla uygulanirlar. Intravendz verilis i¢in injeksiyonluk soliisyonlar
250-500 ml salin iginde seyreltilerek yavas ( en az 2 saatte) infiize edilir (90).

Bifosfonatlar; osteoporoz, multiple myeloma, akciger kanserleri, prostat kanserleri ve
gbgiis kanserleri, Paget hastalii, metastatik kemik tiimorleri, hiperkalsemi tedavilerinde,
ektopik kalsifikasyonlarda, niikleer tipta iskelet isaretleme gibi durumlarda kullanilmaktadir
(105).

Hayvanlardaki pekgok osteoporoz modelinde kemik kaybini onledikleri, kitlesini
artirdiklar1 ve kemiklerin mekanik saglamliklarini artirdiklar: gosterilmistir. Osteoporozlu
insanlarda da kemik dongiisiinii inhibe ederek kemik kaybini yavaslattiklart saptanmaistir.
Yikimmn azalmasimna sekonder olarak kemik olusumunda gelisen azalmanin, kemik
yikimindaki azalmadan daha az olmasi sebebiyle bazi osteoporozlularda kemik Kitlesini
artirirlar (90). Bifosfonatlarin diizenli kullaniminin kemik mineral yogunlugunda artisa neden
oldugu bilinmektedir. BMD artisinda kesintili ya da giinlik dozlama rejimlerinin esit
derecede etkili oldugu, dozlama araligindan ¢ok efektif total dozun 6nemli oldugu rapor
edilmistir. Bifosfonat molekiileri arasinda BMD artis1 iizerindeki etkinlikleri agisindan kiigiik
farklar olmasina karsin bu durum kirik riskinin azalmasi konusunda klinige tam olarak
yansimamaktadir. Analizler vertebral kiriklarda gozlenen azalmanin sadece %20’sinin kemik
kiitlesindeki degisimle agiklanabildigini gostermektedir (95,102,103)

Radyografik (morfometrik) vertebra kiriklari; radyografik olarak morfometrik
analizlerle tespit edilen asemptomatik osteoporotik kirik tipidir (106).  Bifosfonatlar
radyografik vertebra kiriklarini belirgin derecede azaltmaktadir. Giinliik alendronat, risedronat
ve ibandronat kullaniminin vertebral kiriklar1 3 yil igerisinde %40-%50 oraninda azalttigi
rapor edilmistir (25). Literatiirde radyografik kiriklarin azaltilmasinda intravenoz bifosfonat
olan zoledronatin da oldukg¢a etkili oldugu saptanmistir (107). Postmenopozal osteoporoza

kars1 rutin olarak giinde tek doz oral yolla verilirler. Bu durumun profilaksisi i¢in, tedavi igin
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kullanilan dozun genellikle yarisi kadar kullanilir. Aledronatin tedavi i¢in ve risedronatin
profilaksi i¢in haftada bir verilen tablet sekilleri iiretilmistir. Uzun siireli postmenopozal
osteoporoz profilaksisi ve tedavisi i¢in Ostrojenle yapilan hormon replasman tedavisi artik
birinci siray1 alan uygulama olmaktan ¢ikmus, bifosfonatlar birinci tercih haline gelmistir.
Bifosfonatlarin uygun olmadig: durumlarda alternatifleri kalsitriol veya kalsitonindir (90).

Uzun siire kortikosteroid verilecek hastalarda doza ve siireye bagimli bir sekilde
gelisen osteoporoza karst koruma i¢inde postmenopozal osteoporoz profilaksisinde kullanilan
dozda verilirler. Giinde 7.5 mg veya daha fazla prednizolon veya esdegeri dozunda 3 ay ya da
daha uzun kortikosteroid verilecek hastalarda bifosfonatlarla profilaksi tavsiye edilir (90).

Bifosfonatlar ayrica; fibroz displazi, heteretropik osifikasyonlar, ankilozan spondilit
gibi kemikle iliskili hastaliklarin tedavisinde de tercih edilmektedir (108).

Kemik metaztazlarinin genel tedavi prensipleri i¢inde cerrahi tedavi ve radyoterapi
gibi lokal tedavilerin yanisira agri tedavisi, sistemik kemoterapi, hormonal tedavi ve
radyofarmasotikler gibi sistemik tedaviler de bulunmaktadir. Bifosfonatlar son yillarda kemik
metastazlarinda standart tedavi haline gelmistir (109). Malign tlimoérler, metastaz sonucu lokal
olarak veya maligniteye bagli humoral hiperkalsemi denilen durumda oldugu gibi
salgiladiklar1 paratiroid hormonu ile iligkili peptidler ve kemik rezorbe eden sitokinler
aracilig1 ile osteoliz ve hiperkalsemi yaparlar. Bifosfonatlar kemikte yerlesmis tiimoriin veya
metastazin Yaptigi lokal kemik yikimini ve lokal agriyi, ayrica hiperkalsemiyi etkin sekilde
azaltabilirler. Ancak kanda dolasan sitokinlerin ve peptidlerin yaptigi, maligniteye bagh
tiimoral hiperkalsemiye kars1 etkinlikleri diisiiktiir (90).

Pamidronat, multiple myeloma ve litik meme metastazlarinda kullanilir. Pamidronatin
plasebo ile karsilastirildigi 745 hastalik bir calismada iskelet komplikasyonlarini anlamli
derecede azalttign ve geciktirdigi gosterilmistir. Iskelet komplikasyonlar1 gelisinceye kadar
gecen ortalama siire 6 ay daha uzun bulunmus, analjezik kullanimininda da pamidronat grubu
daha avantajli bulunmustur (110).

Yeni jenerasyon bifosfonat olarak gelistirilen zoledronat ise hem litik hem de blastik
lezyonlarda etkilidir. Zoledronatin etkinligi meme, prostat, akciger kanseri ve diger solid
timorlerin kemik metastazlarinda kanitlanmistir. Tedavinin birincil hedefi patolojik fraktiir,
spinal kord basisi, kemiklere radyoterapi ve cerrahi uygulamasi, hiperkalsemi gibi iskeletle
ilgili en az bir olay gelisim oranlar1 ve zamani olarak belirlenmistir. Rosen ve arkadaslarinin
meme kanseri ve myelomada zoledronat ve pamidronatin karsilastirildigi prospektif

caligmasinda iskeletsel komplikasyonlarin her iki grupta azaldigi ve zoledronat uygulanan
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grupta bu komplikasyonlarin %20 daha fazla azaldig1 rapor edilmistir. Analjezik kullanimi
her iki grupta ayni bulunmakla beraber, litik kemik lezyonlarinda da ilk lezyon gelismesi
zoledronat grubunda daha uzun bulunmustur (111).

Iskelet olaylarina olumlu katkilar1 yaninda bifosfonatlarin ileri evre kanserlerde kemik
Mmetastazina bagli gelisen agrilarin palyasyonunda  da etkili olduklar1 bildirilmistir.
Caligmalarda bifosfonat kullanimi sirasinda kemik agrilari, analjezik kullanimi, yasam
kalitesi, fonksiyonlar1 ve performansi degerlendirilmistir. Osteolitik kemik metastazi olan
meme kanserli olgularda 12 aylik oral klodronat kullanimi ile hem agr1 hem de analjezik
kullanimi ihtiyaci anlamli olarak azalmistir (109).

Timorle ilgili olmayan hiperkalsemi durumlarinda (hiperparatiroidizm, tirotoksikoz,
D vitamini intoksikasyonu v.b.) durumlarda gelisen hiperkalsemilerde oral veya i.v.
bifosfonatlar denenmislerdir. Ancak etkinlikleri, 6zellikle hiperparatiroidizme bagli olanda,
timore bagli kemik hastaliginda gelisen hiperkalsemiye gore daha diisiiktiir (90).

Bifosfonatlar deney hayvanlarinda deneysel heterotropik kalsifikasyon ve
osifikasyonu  &nleyebilirler. Insanlarda etidronat yumusak dokudaki heterotopik

kalsifikasyona kars1 denenmis ve etkinligi tartismali olarak degerlendirilmistir (90).

2.11.5. Zoledronat:

Ugiincii jenerarasyon, imidazol halkasi heterosiklik nitrojen igeren bir bifosfonattir
(Sekil 2-3). Imidazol halkasi, iki adet nitrojen grubu barindirir. Bu yapisi ile diger
bifosfanatlardan ayrilir ve muhtemelen digerlerinden farkli etkiye sahip olmasini bu yapiya
bor¢ludur. Beyaz bir kristal toz seklinde olup molekiil agirligi 290,1 gramdir. Suda ve sodyum
hidroksit soliisyonlarinda ¢oziinebilme 6zelligine sahiptir. Zoledronat infiizyon soliisyonu i¢in
tiretilen flakon, 4.264 mg zoledronik aside esdeger inaktif bilesiginde 4 mg zoledronat
(anhidroz), hacim yapici ajan, sodyum sitrat ve tamponlayict ajan igermektedir. Genel olarak
bifosfonatlar i¢in ongoriilen osteoklast inhibisyonu ve dolayisi ile kemik rezorbsiyonu etkisi

zoledronat igin de gegerlidir (112).
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Sekil 2-3: Zoledronat molekiiliiniin sematik goriiniimii.

2.11.5.1. Endikasyonlari: Zoledronat, 2001 yilinda FDA tarafindan onaylanmis olup primer
olarak malignant hastaliklarin yarattigi hiperkalsemini tedavisinde, multiple myeloma ve
dokiimante edilmis tiimor metastazlarinda standart antineoplastik tedaviyle birlikte kullanimi
ve prostat kanserinde birden fazla hormonal terapi sonrasinda devam eden hastalik
durumundaki endikasyonu tanimlanmistir (113). Bu onkolojik endikasyonlar diginda paget
hastalig1 ve postmenopozal osteoporoz tedavisinde kullanimi 2007 yilinda FDA onaymi
almistir. Onkolojik endikasyonlarda onerilen doz 4 haftada bir 4 mg zoledronatin 15 dk’lik
intravendz infiizyon yoluyla verilmesidir. Paget hastaligi ve postmenopozal osteoporozda

onerilen zoledronat dozu ise yilda bir 15 dk’lik inflizyonla 5 mg seklindedir (25).

2.11.5.2. Kontrendikasyonlar ve Uyarilar: Zoledronat; i.v. infiizyon i¢in toz igeren flakon,
zoledronat, diger bifosfonatlar veya zoledronat formiilasyonu igindeki yardimci maddelerin
herhangi birine karst klinikte anlamli asir1 duyarliligi olanlarda kontrendikedir. Hastalar
zoledronat uygulamasindan 6nce yeterince hidrate olmalari agisindan degerlendirilmelidirler.
Zoledronat tedavisine baslandiktan sonra, serum kalsiyum, fosfat ve magnezyum diizeyleri,
serum kreatinin gibi standart hiperkalsemi ile iliskili metabolik parametreler dikkatle
izlenmelidir. Hipokalsemi, hipofosfatemi ya da hipomagnezemi olusursa, kisa vadeli destek
tedavisi gerekli olabilir. Bifosfonatlarin bobrek fonksiyon bozuklugu raporlariyla iliskisi
vardir. Bobrek fonksiyonunda koétiilesme potansiyelini arttirabilecek faktorler, onceden
mevcut bobrek bozuklugu ve 8 mg dozunda kronik olarak Zoledronat uygulanmasi ya da
halen onerilmekte olandan daha kisa bir inflizyonun kullanilmasini igermektedir. Daha seyrek
olsa da, oOnerilen dozlarda kronik zoledronat uygulamasi yapilan bazi hastalarda serum
kreatininde artis da ortaya ¢ikabilir. Zoledronat ile tedavi sirasinda kisisel risk faktorleri de

dikkate alinarak bobrek fonksiyonu uygun bir sekilde takip edilmeli ve bobrek fonksiyonunda
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bozulma kanit1 gosteren hastalar, zoledronat ile tedaviye devam edilmesinin olas1 yararlarinin,
ortaya c¢ikabilecek riskleri asip asmadigt da goz Oniine alinarak uygun bir sekilde
degerlendirilmelidir. Gebelik ve emzirme doneminde kullanimi agisindan gebelik kategorisi D
olarak bildirilmistir (114).

2.11.5.3. Etkilesimler: Klinik calismalarda, yaygin olarak kullanilan anti-kanser ilaglar,
diiiretikler, antibiyotikler ve analjezikler ile birlikte zoledronat uygulanmis ve klinikte
belirgin herhangi bir etkilesmeye rastlanmamuistir. Zoledronat plazma proteinlerine in vitro
belirgin baglanma gostermez ve insan Sitokrom P450 enzimlerini inhibe etmez, ancak resmi
boyutta klinik etkilesme calismalar1 yapilmamistir. Bifosfonatlar aminoglikozidler ile birlikte
uygulandiklarinda, her iki ilacin da aditif etkisinin olabilecegi ve bunun sonucunda
gerekenden daha uzun siire daha diisiik serum kalsiyum diizeyi olusabilecegi géz Oniine
alarak dikkatli olunmalidir. Tedavi sirasinda hipomagnezemi gelisme ihtimaline karsi da
dikkatli olunmalidir. Cam siseler ile ve polivinilkloriir, polietilen ve polipropilenden (6nceden
% 0.9 a/h (agirlik/hactm) sodyum kloriir ¢ozeltisi veya % 5 a/h glukoz ¢ozeltisi ile
doldurulmus) yapilan cesitli tipte infiizyon torbalar1 ve inflizyon setleri ile yapilan

caligmalarda zoledronat ile bir ge¢imsizlik saptanmamustir (114).

2.11.5.4. Etki Mekanizmalari: Zoledronat kemik dongiisii icerisinde osteoklastlar iizerinde
cesitli etkilesimler ile inhibisyon olusturur. Osteoklast formasyonunu ve osteoklastlarin
rezorpsiyon aktivitelerini inhibe eder (113). Osteoklastlarin apoptotik hiicre olimiinii
indiiklemesi de ayri bir mekanizmadir (115). Diger bifosfonatlara benzer sekilde
hidroksiapatite kars1 yiiksek afinitesi nedeniyle direk olarak mineralize kemige baglanma
yapar. Bu sekilde kemik rezorpsiyonu ile agia ¢ikan bifosfonat, osteoklastlar1 tekrar
etkileyerek inhibisyon yapar (116). Zoledronat diger azot igeren bifosfonatlara benzer sekilde
mevalonat gidis yolunu bozarak etki eder. Bunun sonucu olarak osteoklast aktiviteleri bozulur
ve apoptozis meydana gelir (25, 113). Zoledronatin rol oynadigi ileri siiriilen diger etki
mekanizmalari; osteoklast matiirasyonunun inhibisyonu, osteoklastlarin rezorpsiyon bolgesine
go¢ etmelerinin engellenmesi, sitokin {iiretiminin azalmasi, direk antitimor etkinligi
(sitostatik-sitolitik etki) timor hiicrelerinin yayilmasiin ve kemik matrikse adezyon yolu ile

invazyonunun engellenmesi ve tiimorlerde anti-anjiyojenik etki olarak siralanabilir (117-120).

2.11.5.5. Zoledronatin Etkileri: Zoledronatin osteoklastlarin matiirasyonu ve islevi iizerinde

direk etkisi oldugu invitro olarak gosterilmistir. Rat kalvarya kiiltiirlerinde, zoledronat
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osteoklast matiirasyonunu ve kemik ylizeyinde toplanmalarini inhibe etmistir (117).
Osteoklast matilirasyonu, progenitdr ve prekiirsor hiicrelerin proliferasyonunu ve
farklilasmasini  flizyonun takip edilmesi ve daha Sonra kemik yiizeyinde monositik
prekiirsorlerin olgunlagsmasindan ibaret bir siiregtir. Zoledronat ayrica olgun osteoklastlarin
islevsel etkinligini de baskilamaktadir. In vivo ve in vitro testler zoledronatin g¢esitli
uyaranlara yanit olarak olgun osteoklastlar tarafindan olusturulan kemik rezorpsiyonunu diger
bifosfanatlara gore daha gii¢lii olarak inhibe ettigini gostermistir. Bu etki zoledronatta,
pamidronata gore 850 kat daha fazladir (121). Fare kalvaryum kemik kiiltiirii lizerinde
yapilan in-vitro ¢alismalarda ZA’nin diger 5 bifosfonata gore vitamin D3 kaynakli kalsiyum
salinimin1 daha potent bir bi¢imde inhibe ettigi gozlenmistir (122). Walter ve arkadaslar
yaptiklari in vitro ¢alismada zoledronatin fibroblast ve osteoblastlarin migrasyonunu anlamli
olglide azalttigin1 ve apoptozisi anlamli 6lglide artirdigini rapor etmislerdir (123). Benford ve
arkadaslarinin osteoklast apoptozisi lizerinde yaptiklari in-vitro ¢alismada azot igeren ve
icermeyen bifosfonatlarin etkinlikleri karsilagtirilmistir.  Calismada tiim bifosfonatlar
apoptozise neden olurken, zoledronatin digerlerine oranla osteoklast apoptozisinin bir
belirteci olan caspase-3 benzeri proteazlarin aktivasyonunu daha fazla artirdigi saptanmistir
(115). Fetal fare kalvaryum kemiginden elde edilen hiicre kiiltiiriinde zoledronatin osteoklast
formasyonunu doza bagimli olarak azalttigi bulunmustur. Bununla birlikte osteoblast
proliferasyonu ve DNA (deoksiriboniikleik asit) sentezi iizerine yliksek konsantrasyonlara
kadar etki gostermemistir (122). Mevalonat gidis yolunun engellenmesi iizerinde yapilan
karsilastirmali bir calismada esit konsantrasyonlarda zoledronat ve risedronat protein
frenilasyonunu total olarak inhibe ederken pamidronat kismen etkilemis, clodronate, etidronat
ve tiludronat etki gostermemistir (124). Pataki ve arkadaslarinin invivo ¢alismasinda, ratlarin
zoledronat ile kisa donem tedavisi, pamidronat ile karsilastirilmis ve kortikal kemigi
etkilemeden, trabekiiler kemikte kalsiyum ve hidroksi prolin igerigi ile radyografik dansiteyi
onemli Olglide arttirdigr saptanmustir (125). Overektomili ratlarda haftalik 1.5 pg/kg subkiitan
zoledronat enjeksiyonu lomber vertebranin dansitesini korumus ve overektomi sonrasi 52.
haftada mekanik giicii saglamistir (126). ZA’nin timor hiicresinin kemik yiizeylerine
atagmanini ve meme ve prostat kanseri hiicrelerinin kemige invazyonunu engelledigi rapor
edilmistir (127). Tim bifosfonat grubu ilaglara oranla zoledronatin ¢ok daha diisiik
konsantrasyonlarinin prostat kanser hiicresi gelisimini engelledigi belirtilmektedir (113).
Moschetta ve arkadaglart multiple myelomali hastalar iizerinde yaptiklar1 arastirmada

zoledronatin kemik iligi makrofajlar1 {izerinde etkili olarak, onlarin hiicre proliferasyonu,
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migrasyonu ve salgiladiklart anjiojenik sitokinlerin inhibisyonuna neden olarak antianjiojenik
ve antitiimoral etki gosterdiklerini ortaya koymustur (128). Naidu ve arkadaslari rat
osteoblastlarin1 iceren kiiltiir ortaminda zoledronatin artan dozlar1 ile beraber hiicre
canliliginin azaldigini rapor etmislerdir (4).

Osteoporoz modelleri iizerinde zoledronatin kemik mineral yogunlugu, kemik
mimarisi ve dayanikliligi ve biyokimyasal belirteglere etkisinin arastirildigi c¢alismalar,
zoledronatin kemik iizerine pozitif etkilerini gostermektedir. Overektomize siganlarda 52
hafta boyunca degisik dozlarda verilen zoledronatin tiim viicut, lumbar spin ve femurdaki
kemik kaybini doza bagimli olarak engelledigi tespit edilmistir (126). Eriskin overektomize
maymunlarda yapilan bir ¢alismada 16 aylik zoledronat tedavisi sonunda kortikal kemik
porozitesindeki artisin engellendigi rapor edilmistir. Bununla birlikte {iriner belirtegler kemik

yikiminin belirgin derecede diistiigiinii, kemik yapiminin arttigin1 gostermistir (127).

2.11.6. Bifosfonatlarla Ilgili Yan Tesirler: Bifosfonatlarin oral kullanimda ortak yan etkileri
dispepsi, bulanti, kusma, mide agrisi, diyare ve seyrek olarak iilserasyon yapmalaridir.
Intravendz yoldan, hizli infiize edilmeleri kanda agregat haline gelmelerine ve akut bobrek
yetmezligine neden olmustur. Yiiksek dozda ve 6zellikle i.v. verildiklerinde hafif hipokalsemi
yapabilirler. Bifosfonatlarla birlikte aminoglikozit grubu antibiyotikler verilirse bu etki ¢ok
belirginlesir (90).

Bifosfonat kullanimina bagl olarak sklerit, iridosiklit, orbital myozit ve uveit gibi yan
etkiler de bildirilmistir. Olusan oftalmolojik komplikasyonlarin doza bagimli oldugu ve
bobrek fonksiyonlari ile iliskili olarak ortaya ¢iktigi gozlenmistir. (130-132)

Bifosfonat kullaniminin atriyel fibrilasyon (AF) gegirme riskini artirdigina dair bazi
caligmalar mevcuttur. Bu nedenle 6zellikle AF gelisimi riski tagiyan hipertansif, diyabetik,
kalp hastalig1 ve ekokardiyografik anormalliklere sahip kadin hastalarda bifosfonat kullanimi
ile AF riskinde bir artis olabilecegi goz ardi edilmemeli, bu hastalar AF semptomlart hakkinda
bilgilendirilmeli ve kontrollerinde bu muhtemel yan etki agisindan da sorgulanmalidirlar
(133).

Etidronat giinde 800 mg’in dstiindeki dozlarda uzun siire verilirse iskeletin
mineralizasyonunu inhibe eder ve ¢ocuklarda rasitizm ve eriskinlerde osteomalazi yapar.
Paget hastalar1 bu etkiye daha duyarlidir ve s6z konusu etki onlarda giinde 400 mg dozunda
bile ortaya ¢ikar. Pamidronat ve diger aminobifosfonatlar i.v. verildikten sonra gegici

hiperpireksi ve lenfopeni yapabilirler; bu etki etidronat ve klodronat ile olmaz. Etidronat,
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tiibiiler fosfat reabsorbsiyonunu artirarak plazmanin fosfat diizeyini yiikseltebilir ve i.v.
verildiklerinde agizda metalik bir tat olusturabilirler (90).

Bifosfonat kullanimi, gastrointestinal sistemde 6zellikle 6zafagusta mukoza hasarina
neden olmaktadir. Cesitli endoskopik c¢alismalarda bifosfonatlarin neden oldugu gastrik ve
duedonal iilserler rapor edilmistir (134). Hayvan modeli ile gergeklestirilen ¢aligmalarda oral
bifosfonat kullaniminin neden oldugu mukozal hasarin yiizey temasi nedeniyle gerceklestigi
belirtilmis ve i.v. kullanimi1 takiben mukozal hasar gozlenmedigi rapor edilmistir. Ilgili
mukozal hasarin mevcut hidrofobik fosfolipid bariyerin zayiflamasi sonucu olustugu
belirtilmistir (135, 136).

Bu yan etkilerin yanisira bifosfonatlara bagli olarak maksillofasiyal bolgeye 6zgii yan
etkiler mevcuttur. Phossyjaw ilk kez 19. yiizy1l ortalarinda kibrit sanayinde calisan is¢ilerde
gozlenen olagan disi ¢ene nekrozlart sonrasi tanimlanmistir (137). Lorinser bu vakalar: ilk
olarak 1845 te rapor etmistir (138). Bu isciler dis agrisi ve ¢ekim sonrasinda iyilesmeyen
soketler, sekestrizasyon ve yumusak doku enfeksiyonlarindan dolayi problem yasamaktaydi
ve Dbu durumun beyaz fosfor buharmnin inhalasyonu nedeniyle gelistigi disiiniilmekteydi.
Phossyjaw endiistride hijyenik kosullarin ve havalandirma sistemlerinin gelistirilmesi ile
azalarak elimine edildi (2).

Glinlimiizde de bifosfonat kullanimina bagli ve yakin zamanda ortaya ¢ikmis olan
bifosfonatlarla ilgili ¢ene osteonekrozlari ( BRONJ) giderek artan vaka sayisi ile dikkat

ceken ve lizerinde bir ¢ok arastirma Yyapilan bir konu haline gelmistir.

2.11.7. Bifosfonatlarla Tlgili Cene Osteonekrozlari:

Bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozu ya da osteomyeliti ilk kez 2003’te Marx ve
Stern tarafindan bildirilmistir (139). BRONJ; bifosfonat tedavisi gérmiis veya gormekte olan
ve c¢eneler bolgesinde radyoterapi (RT) hikayesi bulunmayan hastada maksilla ya da
mandibulada 8 haftadan uzun siiredir var olan ekpoze kemik durumunu agiklamak i¢in
kullanilan bir terimdir ( Sekil 2-4) (140). BRONIJ sadece c¢enelerde rapor edilmis bir
durumdur ve tiim diinyada rapor edilen vaka sayisi artarak devam etmektedir (141-143).

BRONIJ olusumunun patogenezi hakkinda g¢esitli gortsler ileri siiriilmiistiir ancak bu
konu halen tam olarak aydinlatilamamistir. BRONJ patogenezisi konusunda ortak goriislerin
basinda bu Yyeni fenomenin multifaktéryel bir olgu oldugu diisiincesi gelmektedir.

Bifosfonatlarin yiiksek dozda kullanilmalari hem osteoblastlar hem de osteoklastlarda
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sitotoksik etkilere sebep olur ve buna bagl olarak kemik yenilenme mekanizmasi bozulur.
Kemikte yenilenmenin azalmasi nekroz riskini artirmaktadir. Bunun Yyaninda yine
bifosfonatlarin kan akimini azalttiklari, antianjiojenik o6zellik gosterdikleri ve Vaskiiler
Endotelyal Biiyiime Faktoriinii ( VEGF ) azalttiklar gesitli caligmalarda gosterilmis ve olusan
degisimlerin siirece katki sagladigi diistiniilmistiir (104-144). Cene kemiklerinde biriken
bifosfonat miktarinin oral epitel iizerinde toksik etkisi oldugu gosterilmistir. Bu sitotoksik
etkinin yumusak dokuda dehisens olusturdugu ve olusan bosluktan kemigin uzun siire bakteri
invazyonuna agik hale geldigi ileri siiriilmistiir (145,146).

Osteomyelit ya da osteonekrozun sadece ¢enelerde goriilmesi hakkinda birgok yorum
yapilmistir. Oral kavitenin genis bir mikrofloraya sahip olmasi, oral kavitede asla aseptik bir
ortam olusturulamamasi ve travmaya Yatkin olmasi ¢ene kemiklerinde osteonekroz olusma
riskini artirdigr ileri siiriilmektedir ayrica tiim iskelet sisteminden farkli olarak ¢ene kemikleri

disler araciligi ile siirekli dis ¢evreyle iliskidedir (92).

Sekil 2-4: Mandibula posterior bolgede olusan BRONJ vakasi.

Dixon ve ark. (147) alveolar krestin tibiadan 10 kat daha yiiksek remodelling hizina
sahip oldugunu, mandibular kanal seviyesinde 5 kat, mandibula inferior border seviyesinde

ise 3.5 kat daha yiiksek remodelling hizi oldugunu tespit etmislerdir. Bunun sonucunda
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cenelerin alveolar kemigi daha yliksek oranda BP alimi  yapar ve daha yiiksek
konsantrasyonda birikim saglanmis olur. Bu durumda dis ¢ekimi gibi bir travma sonrasinda
alveolar kemik osteoklastik kemik rezorbsiyonunu takiben yeni kemik olusumu
mekanizmasini gergeklestiremez ve nekrotik hale gelir. Kemigin {izerini kaplayan mukoza
kan destegini kaybederek yikilir ve bodylece klinik olarak tespit edilen ekspoze kemik
meydana gelir.

Lehrer ve ark. (148) BRONJ’ un genetik mutasyona bagli olarak olustugu hipotezini
savunmuslardir. Matriks metalloproteinaz ailesinden matriks metallopeptidaz-2 genindeki
mutasyonun bifosfonatlarin  olusturdugu osteonekrozlarla iliskili olabilecegini ileri
stirmislerdir. Arduino ve ark. (149) gergeklestirdikleri ¢aligma sonucunda VEGF
polimorfizminin ve haplotiplerinin BRONJ olusumu agisindan bir risk faktorii oldugunu rapor
etmislerdir. Sarasquete ve ark. (150) gergeklestirdikleri derlemede BRONJ olusumuna neden
olabilecek genetik faktor olarak CYP2CS8 genindeki polimorfizme isaret etmislerdir.

BRONIJ gelisimi agisindan risk faktorleride géz oniinde bulundurulmasi gereken bir
konudur. Bunlar ilagla iliskili, lokal, demografik ve sistemik faktorler olarak siniflandirilabilir
(8). Tlacla iliskili faktorler tedavinin siiresi ve ilacin potentlik derecesidir (8,151,152). Marx
ve ark. (140) caligmalarinda uzun kullanim siiresi ve iv. uygulamalarin riski yiikseltigini
belirtmislerdir. Onceleri BRONJ vakalarinin sadece nitrojen igeren bifosfonatlarda olustugu
diisiiniilmiis fakat daha sonra nitrojen icermeyen bifosfonatlara bagli olusan BRONIJ vakalari
da gosterilmistir (7,152,153). Lokal risk faktorleri AAOMS ( Amerikan Agiz-Cene-Yiiz
Cerrahisi Birligi Dernegi) tarafindan (8) dentoalveolar cerrahi, lokal anatomi, eslik eden diger
oral hastaliklar olarak belirtilmistir. Intravendz yoldan BP kullanan hastalarda uygulanan
dentoalveolar cerrahi ; BRONJ riskini dentoalveolar cerrahi uygulanmayanlara oranla en az 7
kat arttirmaktadir (8,152,155). Anatomik ag¢idan mandibular lingual torus, mylohyoid ¢ikinti
ve palatinal torus en riskli bolgelerdir (8). AAOMS (8) lezyonlarin mandibulada maksillaya
gore 2:1 oraninda daha fazla goriildiigiinti rapor etmistir. Ayrica eslik eden periapikal veya
periodontal problemler de onemli risk faktorleridir. Demografik ve sistemik faktorler yas,
kanser tanisi, irk, kanser tanisina eslik eden osteopeni olarak belirlenmistir.

BRONJ’un ayirict tanist agisindan; ¢ene kemigi metastazlari, multiple myeloma,
osteoradyonekroz, osteomyelit gibi olgular gbz oniinde bulundurulmalidir. Bifosfonata bagl
osteonekroz oldugu diistiniilen klinik tablo kemikteki metastaz1 gizleyebilir ya da hem

osteonekroz hem metastaz birarada goriilebilir (156).
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BRONJ’un klinik bulgular1 arasinda: devital, ekspoze kemik yiizeyi, spontan agri,
dislerde hassasiyet, mukozada {ilserasyon, diseti ve kemikte inflamasyonun tiim bulgulari,
trismus, halitozis, deride fistiil, parestezi, aktinomiges enfeksiyonu, maksiller siniizit veya
oroantral fistiiller gibi spesifik olmayan bulgular yer alabilir (92).

BRONJ vakalarinda goriintiileme yontemi olarak panoramik ve periapikal grafiler
rutin olarak kullanilmaktadir. Radyografi BRONJ ve metastatik osteoblastik lezyonlari tam
olarak ayirt edemez, fakat osteolizis ve osteoskleroz bilesimi varliginda kullanighdirlar.
Panoramik grafi, lokal kemik alanlarinin dansitesinin artmasina yol agan kemik iligi fibrozisi
ve periosteal kalinlagsma ile birlikte siingerimsi kemik olusumunu tespit eder. Tipik olarak
nekrotik kemik mediiller kavitenin i¢inde veya iltihabi doku i¢inde sekestrum yerlesmesi ile
karakterizedir (Sekil 2-5). Panoramik grafinin dezavantaji, sinirli-iki boyutlu goriintii
icermesidir. Bundan bagka erken donem lezyonlarin atlanabilmesi ile sonuglanan goriintii
kalitesinin nekrotik ve saglikli kemik arasindaki sinir1 ayirmada zorluk olusturabilmesidir.
Bununla birlikte konsensiis rutin radyolojik arastirmanin bir pargast olarak konvansiyonel

radyografilerin ilk olarak kullanilmasini 6nerir (157).

Sekil 2-5: Mandibuler posterior bolgede olusan BRONJ vakasinda panoramik goriintii.

Bilgisayarli tomografi (BT) BRONIJ hastalarinda hastaligin evresine dayanarak
osteolitik ve osteosklerotik bolgelerin teshisinde kullanilir. Daha yogun kemik nekrotik
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alanlar1 pli ve yumusak doku 6demi ile birlikte enfekte alanlar1 temsil eder. Malign metastatik
osteoliz ile benign osteolizin ayirici tanist BT ile zor olabilmektedir. Bunlarin diginda kemik
sintigrafileri ve kontrasth MRI gibi teknikler de BRONJ’un degerlendirilmesi ve erken
tanisinda kullanilmaktadir (157,158).

Marx ve ark. (159) BRONJ riskinin kemik dongiisii belirtegleri kullanilarak tahmin
edilmesine yonelik yaptiklari ¢alismada oral bifosfonat kullanan ve BRONJ gelisen 30 hastay1
degerlendirmistir. Calismada hastalarin serum CTx seviyeleri takibe alinmis ve BRONIJ
semptomlar1 ve hikayesi ile iligkisi incelenmistir. Yazarlar ¢calismanin sonucu olarak CTx
seviyesinin 100 pg/ml’nin altina distiigiinde yiiksek risk, 100-150 pg/ml seviyesinin orta
derecede risk ve 150 pg/ml’nin iizerinin diisiik BRONIJ riskine sahip oldugunu belirtmektedir.

BRONIJ vakalarinin histolojik yapist incelendiginde kemik iliginde fibrozisle birlikte
akut-kronik inflamatuar hiicreler, plazma hiicreleri ve ¢esitli fungal-bakteriyel
mikroorganizma kolonizasyonlart goriilmektedir (92). Mikrobiyolojik ve patolojik
incelemelerde nekrotik alanlarda yiiksek aktinomiges oranlari géze carparken, genel olarak
yumusak ve sert dokularda siddetliden kronik enfeksiyona kadar degisen bakteriyal
kolonizasyonlar izlenmektedir (141).

Genel olarak intravendz bifosfonat kullanan hastalarda BRONJ insidansinin %0,8-12
arasinda degistigi rapor edilmistir (8). Durie ve ark. (160) internet tabanli arastirmalarinda
meme kanseri ve multiple myeloma hastalarindan olusan 1203 hasta degerlendirilmis, meme
kanserli 299 hastadan 13’tinde BRONJ tespit edilirken 904 multiple myelom hastasindan
62’sinde BRONJ saptanmigstir. Ayni ¢alismada ZA kullanan 211 hastanin %10’unda BRONJ
gortliirken pamidronat kullanan 413 hastanin %4’tinde BRONJ ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir.
Bir baska calismada multiple myeloma hastalarinin %9,9’unda, meme kanseri hastalarinin
%2,9’unda, prostat kanseri hastalariin %6.5’inde BRONJ ortaya ¢ikmuistir (151). Her iki
calismada da ZA kullananlarda ilk BRONJ belirtilerinin pamidronat grubuna gore daha erken
goriilmeye baslandigi belirtilmektedir. Wang ve ark. (161) calismalarinda meme kanseri
hastalarinda %2,5, multiple myelomada %3,8 ve prostat kanseri hastalarinda %2,9 oraninda
BRONJ insidansi saptamiglardir. Hoff ve ark. (162) intraven6z bifosfonat tedavisi géren 1338
gogiis kanseri vakasinda 16 (%1), ve 548 multiple myeloma hastasinda 13 (%2) hastada
BRONJ gozlediklerini rapor etmislerdir. Bifosfonat iireticilerine sunulan spontan BRONJ
raporlar1 yaklasik 1/100.000 hasta / yil olgu bildirim orani1 gostermektedir (163). Mavrokki ve
ark. osteporoz hastalar1 arasinda BRONJ goriilme oranint % 0.01-0.04 olarak belirtmislerdir
(164).
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AAOMS vyaymladigr raporla BRONJ hastalarini evrelemis ve buna gore tedavi

stratejileri onermistir. Gorlinen ekspoze kemik olmayan ve bifosfonat kullanan hastalar risk

altinda olan hastalar olarak nitelendirmislerdir. Diger evreler ise

degerlendirilmistir:

Evre 0:
= Kilinik olarak tespit edilen nekrotik kemik yok
= Non-spesifik semptomlar mevcut
Bu semptomlar;
* QOdontojenik bir neden olmadan dental agr1
= TME bolgesine de yanstyan kiint kemik agrisi
* Siniis duvarinin enflamasyona bagli kalinliginin azalmasiyla siniis agrisi
= Duyusal sinirlerde zedelenme.
Klinik bulgular;
» Kronik periodontal bir hastalik bulunmadan dis kayb1

» Pulpal neden ya da c¢liriik bulunmadan periodontal/periapikal fistiil

Radyolojik bulgular;
* Alveol kemiginde kronik periodontitis olmaksizin kemik kaybi
* Yogun trabekiiler kemik ve remodele olamamis persiste ¢ekim soketleri
» Lamina duranin daralmasi
» Inferior alveolar kanalin daralmasi

* MRI; kemik iligindeki degisimler takip edilebilir.

su sekilde

= Niikleer kemik tomografisi; fosfor32 / Teknetyum 99m (Tc99m) ile osteoblastik

aktivite ve iskeletsel vaskiilarite incelenebilir

*  Tc99m - sestamibi ile tiimor infiltrasyonu sebebiyle litik goriintii veren ve BRONJ

olan doku ayirdedilebilir.

= Pet-Scan: metabolik ve morfolojik imaj elde ederek, hipermetabolizma olan alanlari

tespit eder.
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Evre O i¢in aciklanan bu bulgular daha 6nce Evre 1-2-3 diizeyinde BRONJ’a maruz
kalmis ve iyilesmis, mevcut ekspoze kemigi olmayan hastalarda da goriilebilir.

Evre 1: Asemptomatik ve enfeksiyon belirtisi olmadan ekpoze kemik

Evre 2 : Agr ve enfeksiyon gozlenen ekpoze ve nekroz kemik

Evre 3: Ekspoze, nekroz kemik ve asagidakilerden biri ya da birka¢i gozlemleniyorsa

Ekpoze alanin alveol kemigini astig1 (zygoma, inferior border vs)
Patolojik fraktiir

Ekstraoral fistiil

Oro antral / oro nazal agiklik

Osteolizis varlig

TEDAVI SECENEKLERI

» Risk grubu: Oral hijyen egitimi, sik kontroller ve geri ¢agirmalar

= Evre 0: Semptomatik tedavi

» Evrel : Klorhexidin %0.12, cerrahi uygulanmamali

= Evre 2: Antibiyotik + oral gargara

*  Actinomyces sik rastlanan bir mikroorganizmadir.

= [zole edilen mikroorganizmalarin biiyiik gogunlugu penisiline duyarlidir.

= Gerekli ise kombine antibiyotik kullanilabilir.

= Evre-3: Debridman, rezeksiyon, antibiyotik terapisi, uzun donem palyatif tedavi, akut
enfeksiyon ve agrinin tedavisi

Bifosfonatlar ile tedaviden 6nce, hastanin dikkatli bir intraoral muayeneden gegirilmesi,

tedavisi miimkiin olmayan dislerin ¢ekimi, invaziv dental girisimlerin tamamlanmasi ve

optimal periodontal sagligin elde edilmis olmalist 6nerilmektedir (AAOMS). Hastalar durum

hakkinda bilgilendirilmelidir. Radyoterapi veya kemoterapi gorecek olan hastalardaki

protokol bu hastalarda da kullanilmalidir. Dis hekimi ya da oral maksillofasiyal cerrahlar ile

medikal onkolog arasinda multidisipliner yaklasim saglanmalidir. Ayrica, oral cerrahinin bir

cok vakada BRONJ gelisimine neden olmasi dolayisiyla bifosfonat kullanimi hikayesi

bulunan hastalarda dis ¢ekimi haricindeki alternatif tedavilerin tercih edilmesi daha uygun
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olacaktir (165). Restoratif islemler dis ciirigiinii ve sorunlu tedavileri giderecek sekilde
olmalidir. Kronlar ve genis kapsamli sabit protetik tedaviler bazi hastalarda uygun
olmayabilir. Protezler retansiyon, stabilite ve okliizyon acisindan degerlendirilmelidir. Gerekli
diizenlemeler yapilmalidir (166). Tam ya da kismi dissiz hastalarda protezlerin mukozaya
yaptig1 basing minimalize edilmelidir. Protezlerin yumusak astar malzemesi ile astarlanarak

yumusak doku travmasinin azaltilmasi bu konuda yardimeci olacaktir (167).
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3.  GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari:

Bu calisma ic¢in Karadeniz Teknik Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan onay alinmustir. Calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi
Arastirma Merkezinden temin edilen ratlar yine aymi merkez biinyesinde barindirilarak
yuritiilmiistiir. Calismada 30 adet, disi, 12 haftalik Spraque-Dawley (Agirlik 190+20 gr) rat
kullanilmistir. Calismada kullanilan hayvanlar, veteriner hekim tarafindan genel saglik
durumlar1 yoniinden kontrol edilerek ve menstrual sikluslar1 senkronize edilerek calismaya
dahil edilmistir. Ratlar oda sicakligi sabit (22+2°C), 12 saatlik gece ve giindiiz dongiisii
mevcut, serbest sekilde su ve yeme ulasabilecekleri ortamda tutulmuslardir. Ratlar ¢alisma
siireci boyunca giinlik olarak cilt degisiklikleri, apse formasyonu, enfeksiyon, genel
glicsiizliik, gida ve su alimi gibi kriterler yoniinden degerlendirilmistir. Diiirinal degisimleri

en aza indirgemek {izere calisma saat 9:00 ile 16:00 saatleri arasinda Yyiiriitiilmiistiir.

3.2. Gruplar ve ila¢ Uygulamalar:

Kullanilan hayvanlar randomize olarak herbiri 10 adet rat igeren 3 gruba ayrilmistir.
Birinci grup (K1) ilk kontrol grubu olarak kullanilmistir ve 10 haftalik ¢alisma siireci boyunca
herhangi bir enjeksiyona tabi tutulmamustir. ikinci gruba (S1) ilag uygulanan grup hacmince
izotonik tuz solusyonu (SF) enjeksiyonu 10 haftalik calisma periyodunca uygulanmistir.
Ugiincii grup (Z1); calisma grubu, 10 hafta siire ile 0.1 mg/kg dozunda zoledronat
enjeksiyonu yapilan gruptur. Zoledronat enjeksiyonlari: 0,5 cc Zometa® ( 4 mg flakon,
Novartis) ile 9,5 cc SF ile hazirlanan soliisyon ile yapilmigtir. Enjeksiyonlar haftada 3 kez ve
intraperitoneal olarak gerceklestirilmistir. Enjeksiyonlarda 1 ml hacimli insiilin enjektorleri
kullanilmistir. Her enjeksiyon Oncesi ratlar tartilarak, karsilik gelen hacimde enjeksiyon
yapilmistir. Tiim enjeksiyonlar ayni uygulayici tarafindan hangi preperatin enjeksiyonunu

yaptigin1 bilmeden gergeklestirilmistir. 10 haftalik ¢aligma periyotu boyunca zoledronatin
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izole etkilerini gozlemlemek iizere ratlara herhangi bir cerrahi ya da dental uygulama
yapilmamistir. Calisma siiresince herhangibir rat kaybi olmamistir. Son enjeksiyonun
yapilmasinin ardindan ratlarin sakrifikasyonlar: i¢in bir hafta beklenmistir. Daha sonra
ratlarin intraperitoneal olarak uygulanan ketamine/xylazine enjeksiyonu ile anestezileri
saglanilmig ve sakrifiye edilmistir. Sakrifikasyonlar sonrasi cerrahi el aletleri yardimiyla
ratlarin mandibulalar1 ve tibialar1 6rnek hazirlamak amaciyla diseke edilmistir. Diseksiyon
sonrast cerrahi testere yardimiyla mandibula sag posterior bolgede 1. ve 2. molar disleri
iceren segment ve sag tibianin 1/3 st bolgesi ¢ikarilmis ve biyokimyasal analizlerde
kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza edilmistir ( Sekil 3-1,2).

Sekil 3-1: ELISA testleri i¢in hazirlanan mandibuler posterior kemik segmenti.

Sekil 3-2: ELISA testleri i¢in hazirlanan tibia kemik segmenti.



46

3.3. Biyokimyasal Analizler:

Biitiin dokular pH 7,4 olan ve proteaz inhibitorleri (aprotinin 2 pg/ ml, 16peptin 5
pg/ml, pepstatin 0,7 pg/ml ve PMSF 100 pg/ml) igeren fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi
icinde homojenizatér (Ultraturux-T18) kullanilarak pargalandi (homojenize edildi).
Homojenatlar 5 dakika 4°C de santrifiij edildi. Stipernatan maddeler daha 6nceden sogutulan
ependorf tiiplere koyuldu ve son olarak Triton X-100 % 0,01 konsantrasyonunda eklendi.
Ornekler yeniden 5 dakika 4°C de santrifiij edildi.

RANKL degerleri; Uscn Life Inc. (Katolog: E0855Ra, Wuhan, China) rat ELISA Kkiti
ile, Osteoprotegerin degerleri; Uscn Life Inc.(Katolog: E0108Ra, Wuhan, China) rat ELISA
kiti ile, TNF-a degerleri; Ray-Bio Tech. Inc. (Katolog: ELR-TNF alpha-001) rat ELISA Kiti
ile, IL-6 degerleri; Bender MedSystems (Ref: BMS625 Vienna, Austria) IL-8 degerleri;
Cusabio Biotech. Co. Ltd. ( Katolog: CSB-E07273r, Wuhan, China) rat ELISA Kiti ile tiretici
talimatlarina uyularak standart grafikler olusturulduktan sonra pg/mg protein olarak
hesaplandi ( Sekil 3- 3-7).
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Sekil 3-4: RANKL standart konsantrasyonlart.
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Sekil 3-6: IL-6 standart konsantrasyonlari
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Sekil 3-7: IL-8 standart konsantrasyonlari.
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3.4. istatistiksel Yontem:

RANKL, OPG, TNF-a, IL-6, IL-8 parametrelerine ait degiskenlerle ilgili tanimlayici
degerler saptanmistir. Gruplar arasi genel karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testi ve gruplar
arasi ikili karsilagtirmalarda Mann Whitney U testi kullanilmistir. Tiim testlerde istatistiksel

onem diizeyi 0.05 olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. RANKL Bulgular:

RANKL ile ilgili ortalama, standart sapma, en biiyiik ve en kiiciik degerler hesapland1
(Tablo 4-1). Tibia RANKL degerleri Z1 grubunda her iki kontrol grubuna gore artarken,
Mandibula RANKL degerleri her iki kontrol grubuna gére azalmaktadir ancak bu farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Tibia RANKL degerleri i¢in p=0,055 ; Mandibula
RANKL degerleri igin p=0,44 olarak bulunmustur ( Grafik 4-1,2).
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Grafik 4-1: RANKL Tibia Degerleri Grafigi( Grup 1: Z1, Grup 2: K1, Grup 3: S1)
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Grafik 4-1: RANKL Mandibula Degerleri Grafigi( Grup 1: Z1, Grup 2: K1, Grup 3: S1)

GRUPLAR

Z1

K1

S1

Tablo 4-1: RANKL Mandibula ve Tibia Degerleri

MAND.
Min.
365,79

388,91

454,92

MAND.
Max.
821,52

1134,24

1045,43

MAND.
Ort.
584,15

723,21

719,47

MAND.
SS
144,17

324,53

224,41

TIBIA
Min.
206,85

177,21

254,77

TIBIA
Max
412 47

386,60

352,20

TIBIA
Ort.
341,58

236,86

296,25

TIBIA
SS
55,75

85,48

38,84
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4.2. Osteoprotegerin Bulgulari:

Osteoprotegerin ile ilgili ortalama, standart sapma, en biiyiik ve en kii¢iikk degerler
hesaplandi (Tablo 4-2). Mandibula OPG degerleri her iki kontrol grubuna gore artarken bu
artis istatiksel olarak p=0,74 ile anlamli bulunmamistir. Tibia OPG degerleri her iki gruba
gore p=0,045 ile anlaml1 olarak artmis olarak bulunmustur. ikili karsilastirmalarda Z1 grubu
ile K1 grubu arasinda p=0,037 ile anlamli fark bulunurken diger ikili karsilastirmalarda

anlamli bir fark bulunmamistir (Grafik 4-3,4).
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Grafik 4-3: Osteoprotegerin Tibia Degerleri Grafigi( Grup 1: Z1, Grup 2: K1, Grup 3: S1)
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Grafik 4-4: OPG Mandibula Degerleri Grafigi( Grup 1: Z1, Grup 2: K1, Grup 3: S1)

Tablo 4-2: Osteoprotegerin Mandibula ve Tibia Degerleri
GRUPLAR MAND. MAND. MAND. MAND. TIBIA TIBIA TIBIA TIBIA

Min. Max. Ort. SS Min. Max. Ort. SS
Z1 582,27 116384 788,86 167,23 213,94 329,20 244,23 38,95
K1 504,42 110156 769,93 260,82 117,49 263,44 16791 57,69

S1 517,06 870,68 696,79 16512 179,49 295,39 222,03 45,15
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3.5. TNF-a Bulgular:

TNF-a ile ilgili ortalama, standart sapma, en biiyiik ve en kiiglik degerler hesaplandi (
Tablo 4-3). TNF-a. mandibula degerleri arasinda p=0,57 ile anlamli bir fark bulunmamustir.
TNF-o tibia degerleri arasinda p=0,005 ile anlamhi fark bulunmustur. Yapilan ikili
karsilagtirmalarda p=0,002 ile Z1 grubu ve p=0,009 ile S1 grubu; K1 grubundan anlamli
olarak farkli bulunmustur. Z1 ve S1 grubu arasinda ise p= 0.713 ile anlamli bir fark
bulunmamustir ( Grafik 4-5,6).
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Grafik 4-5: TNF-o. Tibia Degerleri Grafigi ( Grup 1: Z1, Grup 2: K1, Grup 3: S1)
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Grafik 4-6: TNF-o. Mandibula Degerleri Grafigi ( Grup 1:Z1, Grup 2: K1, Grup 3:S1)

Tablo 4-3: TNF-a. Mandibula ve Tibia Degerleri

GRUPLAR MAND. MAND. MAND. MAND. TIBIA TIBIA TIBIA TIBIA

Min. Max. Ort. SS Min. Max. Ort. SS
Z1 492510 12324,12 8818,05 2417,91 1214,09 1732,80 1483,17 198,36
K1 5558,96 9172,97 7640,33 1446,92 694,69 1166,75 917,45 174,99

S1 5304,24 9710,37 781220 1707,99 1336,06 1799,49 151554 171,88
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Interlokin-6 Bulgular:

IL-6 ile ilgili ortalama, standart sapma, en biiyiik ve en kiigiik degerler hesaplandi
(Tablo 4-4). Mandibula IL-6 degerleri yoniinden p=0,85 ile anlamli bir fark
bulunmamustir. Tibia IL-6 degerleri arasinda p=0,008 ile anlamli fark bulunmustur. Ikili
karsilastirmalarda p=0,02 ile Z1 ile K1 arasinda ve p=0,028 ile S1 ile K1 arasinda
istatiksel olarak anlamli fark bulunurken; p=0,71 ile Z1 ile S1 gruplar1 arasinda

herhangi bir fark bulunmamstir (Grafik 4-7,8).
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Grafik 4-7: IL-6 Tibia Degerleri Grafigi ( Grup 1: Z1, Grup 2: K1, Grup 3: S1)
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Grafik 4-8: IL-6 Mandibula Degerleri Grafigi ( Grup 1: Z1, Grup 2: K1, Grup 3:

GRUPLAR

Z1

K1

S1

Tablo 4-4: IL-6 Mandibula ve Tibia Degerleri

MAND.
Min.
630,55

795,45

664,13

1,00 2,00

grup

MAND. MAND. MAND.
Max. Ort. SS
2412,36 1545,74 533,75

2084,39 1572,05 539,35

2367,87 1401,39 640,01

TIBIA
Min.
101,26

2,63

60,51

TIBIA
Max.
412,43

65,31

360,80

3,00

TIBIA
Ort.
220,79

29,16

206,30

S1)

TIBIA
SS
95,74

31,35

116,08
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3.7. Interlokin-8 Bulgular:

IL-8 ile ilgili ortalama, standart sapma, en biiyiik ve en kiigiik degerler hesaplandi ( Tablo
4-5). Mandibula ve tibia degerleri yoniinden sirasiyla p=0,71 ve p=0,103 ile IL-8 degerleri
yoniinden istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur ( Grafik 4-9,10).
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Grafik 4-9: IL-8 Tibia Degerleri Grafigi ( Grup 1: Z1, Grup 2: K1, Grup 3: S1)
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Grafik 4-10: IL-8 Mandibula Degerleri Grafigi ( Grup 1: Z1, Grup 2: K1, Grup 3: S1)

Tablo 4-5: IL-8 Mandibula ve Tibia Degerleri

Min.
9,52

45,42

32,36

MAND. MAND.

Max.
182,86

99,92

180,89

Ort.
84,98

65,51

80,39

MAND.
SS
53,69

20,96

60,65

TIBIA
Min.
17,33

2,95

11,41

TIBIA
Max.
116,08

74,11

103,26

TIBIA
Ort.
63,15

25,71

54,61

TIBIA
SS
31,16

28,58

32,83
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5. TARTISMA

Bifosfonatlar; osteoporozis , Paget hastaligi, malignite hiperkalsemisi, osteolitik kemik
metastazi ve multip]l myelomanin osteolitik lezyonlarinda  gittikce artan oranlarda
kullanilmaya baslanmis olan yeni nesil ilaglardir (168). Bifosfonatlar , kemik
mineralizasyonunda endojen bir regiilator olan pirofosfatlarin kimyasal yapisina benzer olan
sentetik bilesiklerdir ~ (2). Pirofosfatlarda iki fosfat grubu fosfoanhidrid araciligiyla
birlesirken, bifosfonatlarda iki fosfat grubunun birlesmesi fosfodiester bagi ile gergeklesir. (P-
C-P yapisi). Bu dizilim bifosfonatlarin asit ortamdaki veya pirofosfatazlar nedeniyle olan
hidroliz reaksiyonuna daha direngli olmasini saglar (97,169). BP’lerin dolasimdaki yarilanma
Oomiirleri; 30 dakika ila 2 saat arasinda degisen oldukga kisa bir periyottur (96). Bununla
birlikte kemik dokusuna baglandiktan sonraki yarilanma omrii iskeletsel turnover hizina bagh
olarak 10 yila kadar uzamaktadir (96,169). Lin ve ark. bifosfonatlarin farmakokinetigini
inceledikleri bir ¢alismada insan kemigine baglanan bifosfonat bilesiginin 12 yila kadar etki
gosterebildigini belirlemislerdir (98). Kemik yilizeyine tutunan BP osteoklastlar tarafindan
baglandiktan sonra osteoklasta bagl kemik rezorbsiyonu progesini engellerler (170). Bununla
birlikte BP’ler antianjiojenik etkiye de sahiptir, dolasimdaki vaskiiler endotelyal biiyiime
faktor diizeyinde diisiise neden olurlar (104,144).

Bifosfonata bagli ¢ene kemigi nekrozu ya da osteomyeliti ilk kez 2002 de Marx ve
Stern tarafindan bildirilmistir (139). BRONJ; BP tedavisi gormiis veya gormekte olan ve
ceneler bolgesinde radyoterapi hikayesi bulunmayan hastada maksilla ya da mandibulada 8
haftadan uzun stiredir var olan ekpoze kemik durumunu agiklamak i¢in kullanilan bir terimdir
(8). BRONJ sadece genelerde rapor edilmis bir durumdur ve tiim diinyada rapor edilen vaka
sayis1 artarak devam etmektedir.

Son yillarda bifosfonat kullanimina ait major komplikasyonlardan sayillan BRONJ
tizerinde bilimsel tartismalar ile konuya yonelik arastirmalar devam etmekte ve bu durum
epidemik bir problem olarak goériilmektedir (6). Konu ile ilgili yapilan hayvan ¢aligmalarinda
ratlar, tavsanlar ve kopekler kullanilmigsa da agirlikli olarak rat modelinin uygulandig:
gozlemlenmis ve mevcut calisma ile ilgili hayvan modeli olarak ratlar segilmistir.

Osteonekroz vakalarinin biiyiik oranda intraven6z yolla uygulanan pamidronat ve zoledronat
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gibi potent bifosfonatlarin kullanimi sonrasinda gelistigi belirlenmistir. Bununla birlikte oral
bifosfonatlarin kullanimi1 sonrasinda da ender olarak BRONJ vakalar1 rapor edilmistir. Bu
nedenle calismamizda kullanilan bifosfonat grubu ilag olarak zoledronat ve ratlarda uzun
stireli i.v. ilag infiizyonundaki zorluklar nedeniyle intraperitoneal uygulama seg¢ilmistir.
Bifosfonat kullanim siiresine paralel olarak BRONJ riskinin arttigi bildirilmistir (8). Bu
nedenle daha once 8 haftalik uygulama ile BRONJ’a neden oldugu Senel ve ark. (171)
tarafindan bildirilen ¢alisma rehber alinarak 10 haftalik ila¢ uygulama periyodu se¢ilmistir.

BRONJ yeni ve degisik bir klinik tablodur. Veriler bu ilag grubu ile osteonekroz
arasinda bir iligki oldugunu gostermekle birlikte gercek mekanizma saptanamamistir.
Osteomyelit ya da osteonekrozun sadece genelerde goriilmesi arastirmaya deger bulunan bir
konudur. Dixon ve ark. (147) alveolar krestin tibiadan 10 kat daha yiiksek remodelling hizina
sahip oldugunu, mandibular kanal seviyesinde 5 kat, mandibula inferior border seviyesinde
ise 3.5 kat daha yiiksek remodelling hizi oldugunu tespit etmislerdir. Bunun sonucunda
cenelerin alveolar kemigi daha yiliksek oranda BP alimi  yapar ve daha yiiksek
konsantrasyonda birikim saglanmis olur. Bu durumda dis ¢ekimi gibi bir travma sonrasinda
alveolar kemik osteoklastik kemik rezorbsiyonunu takiben yeni kemik olusumu
mekanizmasini gergeklestiremez ve nekrotik hale gelir. Kemigin {izerini kaplayan mukozanin
kanlanmasiin bozulmasi ile klinik olarak tespit edilen ekspoze bir kemik meydana gelir.
Bifosfonatlarin kan akiminmi azalttiklari, antianjiojenik oOzellik gosterdikleri ve wvaskiiler
endotelyal biiyiime faktoriinii (VEGF) azalttiklari ¢esitli ¢alismalarda gosterilmis ve olusan
degisimlerin siirece katki sagladigi diistiniilmiistiir (104,144).

Bununla birlikte yumusak doku toksisitesi tizerinde yogunlasan ¢aligma ve goriislerde
mevcuttur. 30 nmol/ml aledronatin, 10 nmol/ml risedronatin in vitro gastrointestinal epitel
hiicrelerinde proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir ve ayni etkinin oral epitel hiicreleri
icinde gegerli oldugu ileri siiriilmiistiir (145). Yara iyilesmesi sirasinda keratinositlerin
fibroblastlar1 biiytime faktorleri iiretmeleri yoniinde stimule ettikleri ve de daha sonra
fibroblastlarin keratinosit olusumunu ¢ift yonlii parakrin sekilde indiikledigi bildirilmistir
(172). Bifosfonatlarin ise fibroblastlarin ve Kkeratinositlerin olusumunu olumsuz yonde
etkiledigi belirtilmistir (173). Landersberg ve ark. (174) pamidronat tedavisi sonrasi oral
mukozal hiicrelerin gergeklestirdigi yara iyilesmesinin inhibe oldugunu belirtmislerdir.
Scheper ve ark. (146) kemikten serbestlesen zoledronatin gingival fibroblast ve epitel

hiicrelerinde apoptosizi artirdigini ve hiicre proliferasyonunu azalttigin1 rapor etmislerdir.
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Walter ve ark. (123) bifosfonatlarin endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve osteojenik hiicreler
tizerindeki olumsuz etkilerini rapor etmislerdir.

BRONJ’un olasi olusum mekanizmasinda bakteriyal kolonizasyon iizerinde de
durulmustur. Bakterilerin Yyiizeye Yyapismalari; adeziv matriks molekiillerini fark eden
mikrobiyal yiizey komponent proteinleri (MSCRAMM) ile olmaktadir (175). Direk protein
iliskisi ile nitrojen igeren bifosfonatlarin sahip oldugu katyonik amino grubunun bakteri ile
elektrostatik etkilesimi artiracagi ileri siiriilmistiir (176). Bifosfonatla kapli hidroksiapatit
eklem protezine artmis oranda S. Aures adezyonunu bildiren ¢alisma yaymlanmistir (175).
Kumar ve ark. BRONJ olusumunda mikrobiyal biofilm tabakasinin rolii oldugunu
bildirmislerdir. (177). BRONJ ile ilgili yapilan yayinlarda Aktinomices kolonizasyonu da
vurgulanmaktadir (7,178).

Lehrer ve ark. (148) BRONJ’ un genetik mutasyona bagli olarak olustugu hipotezini
savunmuslardir. Matriks metalloproteinaz ailesinden matriks metallopeptidaz-2 genindeki
mutasyonun bifosfonatlarin  olusturdugu osteonekrozlarla iliskili olabilecegini ileri
stirmiislerdir. Arduino ve ark. (149) BRONJ tablosu gelisen 30 kadin hasta ile bifosfonat
tedavisi gormekte olan fakat BRONJ gelismeyen 30 kadin hastay:r karsilastirdiklart ¢aligma
sonucunda VEGF polimorfizminin ve haplotiplerinin BRONJ olusumu agisindan bir risk
faktorii oldugunu rapor etmislerdir. Sarasquete ve ark. (150) gergeklestirdikleri derlemede
BRONI olusumuna neden olabilecek genetik faktor olarak CYP2C8 genindeki polimorfizme
isaret etmislerdir.

BRONIJ’un ortaya ¢ikisinda bifosfonatlarin RANK/RANKL/OPG sistemi {izerine olan
etkilerinin bu yeni fenomen konusunda etkin olup olmadigi, ve olasi etkilerin hangi yonde
oldugu arastirilmasi gereken konular igerisinde gosterilmistir. Mevcut calisma BRONJ
olusumu esnasinda rol alabilecegi diistinilen RANKL, OPG, TNF-a, IL-6, IL-8 gibi
parametrelerin degerlendirildigi bir arastirmadir. Yapilan arastirma ile ilgili parametrelerin
kronik zoledronat kullanimi sonrasi kemik igerisinde hangi yonlerde degisim gosterdigi ve
bifosfonatlara bagli osteonekrozlarin sadece c¢enelerde goriilmesi ile ilgili olarak arastirilan
degerler yoniinden c¢ene kemikleri ile diger kemikler arasinda farkli bir etkilenme olup
olmadiginin degerlendirilmesi amaglanmastir.

Kemigin iki ana gorevi vardir. Destek dokusu olarak stabiliteyi saglarken, metabolik
olarak da viicut sivilarindaki kalsiyum dengesini saglamada kaynak goérevini gérmektir. Bazi

durumlarda fonksiyonel gereksinimlere adaptasyon genetik olarak kontrol edilir, fakat Wolff
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kanunlarina uygun olarak yasam boyunca remodelasyon aktiviteleri ile degiskenlik gosterir
(179).

Kemik mineralize matriks ve tanimlanabilen 3 ¢esit hiicre tipinden olusmus bifazik bir
dokudur. Bu bifazik yap1 kemige sertlik, fleksibilite ve gii¢ kazandirir. Kemik 6zel bir bag
dokusudur. Burada hiicreler arasi madde kalsifiye olmustur (kemik matriks).

Bu 3 ayr1 hiicre;
1- Osteositler, matriksin lakuna adi verilen kavitelerinde yerlesim gosterir
2- Osteoblastlar, matriksin organik kisimlarinin sentezini yaparlar
3- Osteoklastlar, kemik dokusunun rezorpsiyonu ve yeniden modellenmesini saglayan
¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelerdir (180).

Osteoblastlar  ylizeylerinden RANKL agiga c¢ikarirlar. RANKL  osteoklast
prekiirsorlerinden agiga c¢ikarilan RANK ile etkileserek osteoklast farklilasmasini aktive eder.
Olgun osteoklastlardaki RANK ile RANKL’in etkilesmesi osteoklastin aktivasyonuna ve
sagkaliminin uzamasina neden olur (25). RANKL (-) farelerde ciddi osteopetrozis ve lenf
nodlarinin azlig1 yaninda dis, timus ve erken donemde T ve B hiicrelerinde farklilagma defekti
goriilmiis, dalak yapist ve payer plaklarinin ise normal oldugu belirlenmistir (33).
Osteoprotegerin  RANKL i¢in tuzak reseptér olarak gorev yapan ; RANK-RANKL
birlesmesini negatif yonde etkileyen TNF ailesinin {iyesi olan bir reseptordiir (48). RANKL
ve OPG oranlarmin kronik zoledronat kullanimi sonrasi ¢ene kemikleri ve uzun kemikler
tizerinde olas1 farkli degisimleri gozlemlenmek {izere ¢alismaya dahil edilmistir. TNF-a
enflamasyonda iiretilen potent osteoklastojenik sitokinlerden biridir. TNF-a. otokrin bir
mekanizma ile RANKL stimulasyonu olusturarak osteoklast farklilasmasina arabuluculuk
eder (74). TNF-a.; oranlar1 tespit edilerek 6zellikle mandibulada olas1 azalmasi ve dolayisiyla
RANKL oranlarini etkilemesi veya ilacin etkilerine cevap olarak uzun kemiklerde artarken
cene kemiklerinde normal degerlerinde kalmasi gibi BRONJ olusumu acisindan spesifik
degisimler gosterip gostermedigi gozlemlenmek iizere ¢alismaya dahil edilmistir. IL-6
kemik rezorpsiyonunda potent diizenleyici islevi gosterir (3). Kemikteki ana IL-6 kaynaklar
osteoblastik hiicreler ve stromal hiicrelerdir (63). IL-6; IL-1 ve TNF, ile RANKL ve M-CSF
oranlarmi artirmak suretiyle osteoklast diferansiasyonunu arttirmaktadir. 1L-6 sentezi
sinerjistik otokrin yol ile de stimule olmaktadir. IL-1, IL-6, TNF ve PTH; IL-6 iiretimini
sinerjistik olarak arttirmaktadir. Ayrica IL-6 0Ostrojen azalmasina bagli osteoporozisten
sorumlu olmasina ragmen; osteoklastogenezisi RANKL/OPG sisteminden bagimsiz olarak

yonlendirme yetisine de sahiptir (42). IL-6 hem TNF ve RANKL oranlarini degistirebilmesi
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hem de bagimsiz olarak osteoklastojenezise olan etkileri gozoniine alinarak ¢alismaya dahil
edilmistir. 1L-8 ise yapimi IL-1 ve TNF tarafindan uyarilan; immiin cevapta inflamasyon
bolgesine notrofil kemotaksisine sebep olan en 6nemli mediatordiir (70). IL-8 oranlari;
zoledronat kullanimi sonrasi olas1 degisimler ve dolayisiyla meydana gelebilecek farkli
immiin yanitlar diisiiniilerek aragtirmaya deger bulunmustur.

Bifosfonat kullanimina bagli OPG oranin degisimini inceledikleri ¢caligmada Viereck
ve ark. (181) primer insan osteoblastlar1 {izerinde in vitro olarak Pamidronat ve Zoledronatin;
doza bagimli olarak OPG oranlarini artirdiklarini rapor etmisler ve bu durumun osteoklastik
aktivitenin baskilanmasina neden olacagini bildirmislerdir. Arastirmamizda da belirtilen
calisma ile ayn1 yonlii olarak mandibula ve tibia OPG degerleri artmis olarak bulunurken bu
degerlerden tibia ile ilgili olanlarin istatiksel deger tasidigi goriilmiistiir. OPG oranlart tek
yonlii olarak ele alindiginda bu sonuglara dayanilarak osteoklastik —aktivitenin
baskilandigindan s6z edilebilir yalniz s6z konusu baskilanmanin ¢ene kemiklerine 6zel bir
durum olarak ortaya ¢ikmadigi diigtiniilmiistiir.

Nishida ve ark. (182) nitrojen igeren bifosfonat, YM529/ONO-5920, ile stromal
hiicrelerle yaptiklar1 calisma sonrast kiiltiir ortamindaki kemik iligi stromal hiicrelerinde
bifosfonatla birlikte RANKL ekspresyonunun anlamli olarak azaldigini rapor etmisler ve bu
durumun bifosfonatlarin kemik rezorbsiyonu inhibisyonuna neden olan bir etkisi oldugunu
belirtmislerdir. Arastirmamizda istatiksel olarak anlamli olmasa da mandibulaya ait RANKL
degerleri Nishida ve ark. (182) tarafindan belirtildigi gibi azalma gosterirken, tibiaya ait
degerler artmis olarak gozlenmistir. Tek basina ele alindiginda RANKL degerleri yoniinden
zoledronatin mandibulada daha az osteoklastik aktivasyona neden olacak sekilde degisime
neden oldugu diisiiniilm{istiir.

Pan ve ark. (183) kemik hiicrelerinden elde ettikleri primer osteoblast benzeri hiicreler
ile yaptiklar1 ¢aligmada; zoledronatin istatiksel olarak anlamli dereceye erismese de OPG
oranlarin1 artirirken RANKL oranlarmi diigiirdiigiinic ve bu degisimleri TNF-a converting
enzim (TACE) aracihg ile gergeklestirdigini rapor etmislerdir. Ilgili ¢alismada belirtilen
degisimler ile calismamizda gozlenen mandibula degerleri paralellik gostermektedir.
Belirtilen sonuglar dogrultusunda Zoledronatin; OPG artis1 ile osteoklastik inhibisyona neden
olurken ayni zamanda RANKL oranlarinda olusturdugu azalma ile osteoklastik aktivasyonu
da azalttig1 diisiintilmiistiir.

Koch ve ark. (184) Zoledronat, Ibandronat ve Clodronatin RANKL ve OPG gen

ekspresyonuna olan etkilerini insan osteoblastlar1 lizerinde arastirdiklari in vitro ¢alismada;
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5%x107 M, 5x10° M, 5x10° M olmak iizere 3 ayri konsantrasyon kullanmislardir. Zoledronat
ve Ibandronatin yiiksek doz uygulanan grupta RANKL artisna neden olurken, diger iki
konsantrasyonda RANKL oranlarinda diisiise neden oldugu belirtilirken Clodronatin herhangi
bir istatiksel degisime neden olmamakla beraber daha ¢cok RANKL oranlarini azaltict etki
icerisinde oldugu rapor edilmistir. OPG oranlarinin ise yiiksek konsantrasyonlarda Zoledronat
ve Ibandronat icin artarken, Clodronat icin OPG iizerine belirgin bir etki gdzlenmemistir.
Koch ve ark.’nin ¢alismasinin olusturdugu sonuglar her ne kadar degisik dozlarda degisik
sonuglar igerse de genel olarak zoledronata baglh degisimler arastirmamiz ile benzerlikler
gostermektedir.

Multiple myeloma teshisi konmus 10 hasta iizerinde Yyapilan calismada, ilgili
hastalardan elde edilen mezensimal stromal hiicrelerle hazirlanan kiiltiirde hiicreler 6nce IL-
1P aktivasyonuna maruz birakilmis ve daha sonra Ibandronat ortama eklenerek kontrol grubu
ile RANKL oranlar1 yoniinden karsilastirma yapilmistir (185). Sonug olarak Ibandronatin
artmis RANKL seviyelerini azalttigint bulmuglardir ve arastirmamizda mandibula igin
hesaplanan RANKL oranlar1 degisimi ile paralel sonucglar elde edilmistir. Ancak ilgili
caligmada bifosfonat uygulamadan once kiiltiire osteoklast aktivatorii olan IL-1B eklenmesi ve
bifosfonat olarak ibandronat segilmis olmas1 calismalar arasinda Yer alan temel farkliliklari
olusturmaktadir.

60 Paget hastasi iizerinde yapilan serum RANKL ve OPG baslangic degerleri ile
tedavi olarak verilen Pamidronat sonrasi 30, 60, 90, 120 giin sonraki degerler
karsilagtiritlmistir (186). Sonug olarak OPG degerlerinin bir artis trendi igerisinde 90 ve 120
giinliik siireglerde de istatistiksel anlamliligi yakalayacak sekilde arttigini belirtmislerdir.
RANKL degerleri yoniinden bir miktar diislis gézlendigini ancak diisiisiin siirecle ¢ok fazla
degisim gostermedigini ve higbir zaman istatiksel anlamliligi yakalamadigini rapor
etmiglerdir. Belirtilen OPG artis1 arastirmamizda da her iki kemik tliriinde de gozlenmistir
ancak mevcut calismadaki RANKL oranlarindaki diisiis arastirmamizda yalniz mandibula
degerlerinde gozlenmistir.

Mountzios ve ark. (187) tiimor teshisi daha onceden konmus ve metastaz tespit
edilerek Zoledronat tedavisi baslanan hastalarda baslangi¢ ve tedavi sonrasi 6 aylik gesitli
parametrelerin serum diizeyleri karsilastirilmis. Istatiksel olarak anlamli degisimin yalmz
serum CTX degerlerindeki azalma oranlarinda goriildiigii tespit edilmistir. RANKL oranlari
gogiis ve akciger kanseri hastalarinda diiserken, prostat kanseri hastalarinda artmis. OPG

oranlar1 prostat kanseri olan hastalarda artarken diger hastalarda diismiis olarak bulunmus.
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Arastirmacilar sonugta totalde RANKL/OPG oranlarinin diistiigiinii  belirtmigler yalniz
sonuglarin serum isoformlarin goreceli stabilizasyonu, dongiisel varyasyonlar gibi fizyolojik
ek faktorler, menstrual degisimler, yas, cinsiyet gibi degiskenler nedeniyle ihtiyatla ele
alinmasi gerektigini belirtmislerdir.

Insan gingival fibroblastlarmin bifosfonatlarla etkilesimi sonrasi iirettikleri RANKL,
OPG ve IL-6 diizeylerinin ELISA testi ile arastirildig: in vitro bir calismada kiiltiir ortaminda
Alendronat ve Pamidronat ile inkiibasyona tabi tutulan insan gingival fibroblast hiicrelerinin
LPS veya IL-1p ile stimulasyonu sonrast RANKL degerlerinin azaldigi ve OPG oranlari ile
IL-6 oranlarinin arttig1 rapor edilmistir (188). Calismada elde edilen RANKL ve OPG oranlari
degisim yonii calismamizdaki mandibula degerleri ile paralellik gosterirken, IL-6
oranlarindaki arti tarafimizca yalniz tibia degerlerinde gozlenmis ancak hem S1 hemde Z1
grubunda ilgili artisin gozlenmesi tlizerine IL-6 oranlarindaki artisin ilaca bagli bir durum
olmadig diigtiniilmiistiir.

42 poliostatik Paget hastasinda yapilan bir ¢alismada; hastalara Risedronat verilerek
120 giinliik tedavi sonrasi serum OPG ve IL-6 degerlerinin degisimi tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglara gére serum OPG oranlari tedavi baslangicina gore anlamli olarak artarken,
serum IL-6 oranlarinda anlaml bir degisiklik gdzlenmemistir (189). Ilgili sonuglar
arastirmamizin OPG ve IL-6 degerleri degisimi yoniinden benzerlikler icermektedir.

Aragtirmamizda tibia ile ilgili elde edilen OPG oranlarinin istatiksel olarak anlamli
artist osteoklastik inhibisyonun zoledronat tarafindan artirildigini isaret etmektedir. Ayni
zamanda gozlenen RANKL degerlerindeki artisin istatiksel anlamliliga ulagsmasa da
Zoledronatin etkisi sonucu olustugu diistiniilmiistiir. RANKL degerlerinde meydana gelen
artis; osteoblastik inhibisyonu telafi etme yOniinde osteoklastik aktivasyon olusturmak tizere
Olusan bir durum olarak yorumlanmistir. Mandibula OPG oranlarindaki artis yine osteoklastik
inhibisyona isaret etmektedir ancak mandibula RANKL degerlerinin de azalmig olmasi es
zamanli olarak mandibulada osteoklastik aktivasyonun da azaldigini gostermistir.
Mandibulada tibiadan farkli olusan bu etki mandibula RANKL degerlerinin zoledronat
kullanimi1 sonras1 farkli yonde etkilendigini ve bu farkl etkilesimin bifosfonata bagl gelisen
osteonekrozlarin olusumu agisindan ¢ene kemikleri i¢in bir predispozan faktor olarak rol
oynayabilecegi seklinde yorumlanmistir. Gergeklestirilen ¢aligmada arastirilan parametreler
yoniinden mandibula ile tibia arasinda farkli bir etkilesim RANKL degerleri a¢isindan ortaya
¢ikmistir ve bu durum BRONJ’un sadece genelerde goriilmesi ile ilgili olarak arastirilan

parametreler acisindan mandibulada osteoklastik aktivasyonun azalmasina isaret etmektedir.
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Arastirmada elde edilen IL-8 degerleri yoniinden hem mandibulada hem de tibiada
gruplar arasinda herhangi bir farklilik bulunmamistir. Bu durumda IL-8 ve ona bagh
etkilesimlerin BRONJ olusum mekanizmasinda herhangi bir belirgin etki gostermedigi
distinilmiistiir.

Arastirmada elde edilen TNF-a ve IL-6 degerleri degisimler yoniinden paralellik
gostermektedir. Mandibulada elde edilen degerler her iki parametre yoniinden herhangi bir
farklilik gostermezken tibia degerleri hem Z1 hem de S1 gruplarinda istatiksel olarak anlaml
artis belirlenmistir ancak ilgili degisimler S1 gruplarinda da degisim gosterdigi i¢in ilaca bagh
degisim olarak degerlendirilmemistir, her iki artisinda ratlarda olusan stres kaynakli artiglar
oldugu disiiniilmiistiir. Yildirim ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada soguga maruz birakilmanin
ratlarda strese neden oldugunu ve bunun da IL-6 oranlarin1 anlamli derecede artirdigini rapor
etmiglerdir (190). Maes ve ark. gerceklestirdikleri ¢aligmada insanlarda travmatik olaylarda
sonra gerceklesen post-travmatik stress ile iliskili olarak da anlamli derecede artmis IL-6
oranlar1 ve IL-6 reseptor sayisini bildirmislerdir (191).

Bifosfonatlar sebep olduklar1 komplikasyonlar olmasina ragmen halen gecerli yararlari
nedeniyle genis bir hastalik grubunda kullanilmaya devam etmektedir. Bifosfonatlara bagl
osteonekrozlar ise medikal ve dental ekiplerin bilinglenmesi ve O6nlem almasi gereken bir
konu olarak goriinmektedir. Henliz patogenezi tam olarak aydinlatilamamis olmasina ragmen
BRONIJ hakkinda pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Ozellikle RANK/RANKL/OPG sistemi
tizerinden yapilan ¢alismalar patogenezde yer alan ve sert dokuda olusabilecek degisiklikler
hakkinda kayda deger bilgiler sunmaya aday c¢alismalar olarak diisiiniilmektedir.
Arastirmamiz yaptigimiz literatiir taramalarina gore direk kemik doku kullanilarak bu konuda
yapilmis ilk ¢aligmadir. BRONIJ ad1 verilen bu yeni fenomenin anlasilmasi ve sonrasinda olasi
tedavi secgeneklerinin ortaya konabilmesi i¢in yeni caligmalarin gerceklesmesi literatiire

onemli katkilar saglayacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

+ Bifosfonatlara bagl osteonekrozlar; yeni ve patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamis
ve lizerinde ¢ok sayida arastirma yiiriitiilen bir konudur.

» Tibia RANKL degerleri Z1 grubunda her iki kontrol grubuna gore artarken, Mandibula
RANKL degerleri her iki kontrol grubuna gore azalmaktadir ancak bu farkliliklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir.

* Mandibula OPG degerleri her iki kontrol grubuna gore artarken bu artis istatiksel olarak
P=0,74 ile anlaml1 bulunmamistir. Tibia OPG degerleri her iki gruba gére P=0,045 ile anlaml
olarak artmis olarak bulunmustur. Ikili karsilastirmalarda Z1 grubu ile K1 grubu arasinda
P=0,037 ile anlamli fark bulunurken diger ikili karsilastirmalarda anlamli bir fark
bulunmamastir.

. TNF-o mandibula degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. TNF-a tibia
degerleri ise K1 grubuna goére hem S1 hem de Z1 grubunda artmis olarak bulunmustur ancak
bu artis her iki grupta da goriildiigii i¢in ilaca bagl bir degisim olarak degerlendirilmemis ve
strese bagli bir degisim olarak diigtiniilmiistiir.

. Mandibula ve tibia degerleri yoniinden IL-8 oranlari arasinda herhangi bir farklilik
bulunmamastir.

* Mandibula IL-6 degerleri yoniinden anlamli bir fark bulunmamustir. Tibia IL-6 degerleri
arasinda ise anlamli fark bulunmustur. Ancak s6z konusu farklilik hem S1 hem de Z1
grubunda goriildiigl i¢in ilaca bagl bir degisim olarak degerlendirilmemis ve strese bagl bir
degisim olarak diisiintilmiistiir.

* Arastirmamizda tibia ile ilgili elde edilen OPG oranlarinin istatiksel olarak anlamli artis
osteoklastik inhibisyonun zoledronat tarafindan artirildigini isaret etmektedir. Ayn1 zamanda
gozlenen RANKL oranlarindaki artisinda istatistiksel anlamliliga ulasmasa da zoledronatin
etkisi ile artma egiliminde oldugu gozlenmistir. RANKL oranlarinda meydana gelen artis,
osteoblastik inhibisyonu telafi etme yoniinde osteoklastik aktivasyon olusturmak iizere
gerceklesen bir reaksiyon olarak yorumlanda.

* Mandibula OPG oranlarindaki artis yine osteoklastik inhibisyona isaret etmektedir ancak
mandibula RANKL degerlerinin azalmis olmasi es zamanl olarak mandibulada osteoklastik

aktivasyonun da azaldigini gostermistir. Mandibulada tibiadan farkli olusan bu etki RANKL
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degerlerinin zoledronat kullanimi sonrasi farkli yonde etkilendigini ve bu etkilesimin
bifosfonata bagli gelisen osteonekrozlarin olusumu agisindan predispozan bir faktor
olabilecegi seklinde yorumlandi.

*  BRONJ’un sadece ¢enelerde goriilmesine neden olabilecek sekilde mandibula RANKL
degerlerinin tibia degerlerinin aksine azalmasi, patogenezde osteoklastik aktivasyonun
azalmasinin rol oynayabilecegi dogrultusunda bir sonug ortaya ¢ikarmistir. Bu bulgunun daha
uzun donemi kapsayan ya da daha yiiksek dozda zoledronat uygulanan galismalar ile
stirdiiriilmesi arastirmaya deger olarak diistiniilmiistiir.

. Calismamizda degerlendirilen parametreler disinda kalan, osteoklastojeneziste onemli
rolii olan ve BRONIJ olusum mekanizmasinda rol alabilecek IL-1, M-CSF, RANK v.b.
oranlarin arastirildigi calismalarin yapilmasinin mekanizmanin aydinlatilmas: yoniinde
katkilar1 olabilecegi diistiniilmiistiir.

. Calismamiz bulgulart dogrultusunda BRONJ ile ilgili terapotik yaklasimlar
gerceklestirebilme iizerine azalan RANKL degerlerini artirabilecek epidermal growth faktor
(EGF), heregulinbetal (HRG-B1) gibi RANKL aktivatorlerinin lokal olarak ¢enelere

uygulandigi ¢alismalar arastirmaya deger olarak diistiniilmiistiir.
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7. OZET

Kronik zoledronat kullaniminin ¢ene kemikleri ve uzun kemikler iizerinde TNF-a, 1L-6,
IL-8, RANKL ve osteoprotegerin oranlari yoniinden hayvan modeliyle incelenmesi

Giris: Bifosfonatlar kemik rezorpsiyonu inhibisyonunda etkili bir ilag grubudur.
Bifosfonatlarla ilgili cene osteonekrozlart ya da osteomyelitleri ilk olarak 2003 yilinda Marx
ve Stern tarafindan agiklanmistir. Bu durum, bifosfonatlara bagli olasi ve 6énemli bir geg ters
etkidir ve de patogenezi halen netlesmemistir.

Bu calisma ratlarda kronik bifosfonat uygulamasinindan sonra TNF-a, IL-6, IL-8,
RANKL ve OPG seviyelerinin degerlendirilmesi amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metod: Calismada 30 adet disi Spraque-Dawley rat kullanildi. Ratlar rastgele 3
gruba boliindiiler. Z1; zoledronat grubu, 10 hafta boyunca zoledronat enjekte edilen grup. S1;
kontrol grubu, 10 hafta boyunca tuz solusyonu enjekte edilen grup ve K1; herhangibir
enjeksiyon yapilmayan kontrol grubtu. Z1 grubuna zoledronat enjeksiyonu 0,1mg/kg dozunda
haftada 3 kez yapildi. 10 hafta sonunda herhangi bir dental girisim yapilmadan ratlar sakrifiye
edildi. 1. ve 2. molarlar1 igeren mandibula posterior bolge ve tibianin 1/3 iist bdlgesi
subperiosteal olarak diseke edildi. Dokularin ELISA testine hazirlamak amaciyla
homojenizasyonu yapildi. TNF-a, IL-6, IL-8, RANKL ve osteoprotegerin degerleri ELISA
kitleri kullanilarak elde edildi.

Sonuglar: Tibia OPG oranlarindaki artig istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
Istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasmasa da mandibula OPG oranlarindaki artis
osteoklastogenezis inhibisyonunu olarak yorumlandi. Tibia RANKL degerlerinde artis
olmasina ragmen mandibula RANKL degerlerinde diisiis kaydedildi.

TNF-a. ve IL-6 tibia degerleri hem Z1 hem de S1 grubunda; ilaca bagli oldugu
diisiiniilmeyen artis meydana getirdi. Mandibula TNF-a ve IL-6 degerlerinde gruplar arasi bir
fark gozlenmedi. IL-8 oranlar1 hem mandibula hem de tibiada calisilan gruplar arasinda bir
farklilik olusturmadi.

Calismamizda elde edilen bulgulara gore BRONJ un sadece ¢enelerde olusmasi; azalmis
RANKL oranlarma bagli olarak gerceklesen osteoklastik aktivasyondaki azalma nedeniyle
iliskili olabilir. Klinik uygulamalar 6ncesi uzun dénem ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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8. ABSTRACT

The evaluation of chronic zoledronate usage on jaw and long bones by TNF-a,, IL-6, IL-
8, RANKL and osteoprotegerin levels in an animal model

Introduction: Bisphosphonates are a group of medications that are effective in inhibiting
bone resorption. Bisphosphonate-related osteonecrosis or osteomyelitis of the jaws (BRONJ)
is an important possible late adverse effect of bisphosphonates, and the pathogenesis of this
new phenomen remains unclear.

The aim of the study was to evaluate the TNF-a, IL-6, IL-8, RANKL and OPG levels
after chronic bisphosphonate application in rat.

Material and Method: 30 female Spraque-Dawley rats were used in this study. They were
randomly divided into three groups. Z1; zolendronate group was injected with zolendronate
for 10 weeks, S1; control group was injected with saline solution for 10 weeks and C1;
control group that was not given any injection. Z1 group received injection of zolendronate at
a dose of 0.1 mg/kg, 3 times a week. After 10 weeks, without any dental intervention, the rats
were sacrificed. The posterior region of the mandible including first and second molars and
1/3 upper side of tibia were disected subperiosteally. Homogenization of tissues were
performed before ELISA tests. All of the concentrations of the selected parameters were
determined using ELISA Kkits.

Results: The increase on tibia osteoprotegerin levels were statistically significant.(p<0.05)
While not reaching statistical significance the increase in osteoprotegerin levels of the
mandible considered as inhibition of osteoclastogenesis. There was an elevation on RANKL
tibia levels however mandible RANKL levels revealed a decrease.

The TNF-o and IL-6 ratios showed an increase on tibia levels both in Z1 and S1 groups
which were considered as not to reletad with drug administration. There were no difference on
mandible TNF-o. and IL-6 levels. IL-8 levels revealed no difference between the studied
groups both in mandible and tibia.

According to our data; the occurence of BRONJ only in jaws could be reletad with the
lack of osteoclastic activation reletad with the decrease on RANKL levels. Long term
investigations have to be made before clinical applications.
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