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OZET

Periodontitis ve periimplantitis sonucu dis ve dental implantlarin etrafindaki
kemik dokusunda yikim olmakta ve bu yikim ile dogru orantili olarak dig veya
dental implantlarda kayiplar s6z konusu olmaktadir. Klasik tedavilerle hastaligin
ilerlemesini durdurmak s6z konusu olsa da kayip dokularin yeniden kazandiriimasi
icin rejeneratif tedaviler uygulanmaktadir. Rejeneratif tedavilerde rutin olarak
kullanilan kemik greftleri ile basarili sonuclar elde edilse de etkilerini artirmak
amagli kombine tedavilere ihtiyag duyulmaktadir. Bu calismada kemik greftinin
basarisini artirmak amaglh lokal olarak bifosfonat grubu ilaglardan biri olan
alendronat sodyum kullaniimigtir. Bifosfonatlar kemik metabolizmasini etkileyerek
kemik yikimini Onlemekte ve bircok hastaligin tedavisinde sistemik olarak
kullaniimaktadir. Bu galisma, alendronat sodyumun, lokal olarak greftle beraber
kullaniminin kemik olusumuna ve inflamasyona olan etkisinin incelenmesi igin
planlamigtir. Bu amacgla 30 adet ratta, 3 mm capli deneysel kemik defektleri
olusturulmus ve sag mandibuladaki defekt bolgesine alendronat emdirilmis ABM/P-
15 kemik grefti, sol mandibuladaki defekt bolgesine ise sadece salinle
nemlendiriimis ABM/P-15 kemik grefti yerlestirilmistir. Ratlar, islemden sonraki 2.,
4. ve 6. haftalarda sakrifiye edilmistir. Orneklerden elde edilen kesitler,
hematoksilen ve eozin ile boyanarak iltihabi hilcre infiltrasyonu, osteoklast ve
osteoblast yogunlugu acisindan degerlendirilmigtir. Ayrica immunohistokimyasal
calisma ile iltihabi hlcreler, osteoblastlar ve epitel hucreleri cox-2 boyanmasi
acisindan incelenmigtir. Sonuglarda, kemik grefti ile beraber lokal uygulanan
alendronat sodyumun osteoklast sayisini artirdigi, osteoblast sayisini azalttigi ve

cox-2 ekspresyonunu baskiladigi gozlenmigtir.

Anahtar kelimeler: Alendronat, ABM/P-15, siklooksijenaz-2



ABSTRACT

As a result of periodontitis and periimplantitis, destruction occurs in the bone tissue
around dental implants and this destruction causes loss of teeth or dental
implants. Although it is possible to stop the disease in traditional treatments,
regenerative treatments are applied to gain the lost tissues back. Successful
results are obtained with usual bone grafts, stil, combined treatments are
necessary to increase the effects of the treatment. In this study, alendronate
sodium, one of the medicines of the bisphosphonate group, is used locally to
increase the success of the bone grafts. Bisphosphonates prevent destruction of
bones by affecting the bone metabolism and are used in the treatment of a number
of diseases systematically. This study aims to investigate the effects of local use of
alendronate sodium together with grafts, on bone formation and inflammation.
With this purpose, experimental bone defects of 30 mm diameter are formed in 30
rats. ABM/P- 15 bone grafts saturated with alondronate are placed in the defective
region in the right mandibula, and ABM/P- 15 bone grafts damped with only saline
are placed in the left mandibula. The rats are sacrificed in the 2nd, 4th and 6th
weeks. The sections obtained from the samples are dyed with hematoxilene and
eosine, and evaluated for inflammatory cell infiltration, and osteoclast and
osteoblast density. In addition, with an immunohistochemical research,
inflammatory cells, osteoblasts and epithelial cells are studied by cox-2 dying. The
results obtained indicated that the local application of alendronate sodium along
with bone grafts increased the number of osteoclasts, decreased the number of

osteoblasts and supressed cox-2 expressions.

Key words: Alendronate, ABM/P-15, cyclooxygenase-2
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1. GIRIS ve AMAC

Periodontitis ve periimplantitis periodontolojide tedavisi amaclanan ve sikga
gorulen iki c¢esit hastalik olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Periodontitis, konak
inflamatuar ve immunolojik reaksiyonlarin, bir veya bircok patojene kargi
olugsmasiyla basglayan, bag dokusu atagcmani ve kemik kaybi ile karakterize dig

destek dokulari hastaligidir (Newman ve ark., 2002 p.: 62).

Periodontitisin tedavisi, hastaligin primer etkeni oldugu dusunulen patojen
mikroorganizmalarin azaltiimasi veya eliminasyonu yonunde olmaktadir (Newman
ve ark., 2002 p.: 507). Ancak hastalik durdurulsa da kaybedilen dokularin yeniden
olusturulmasi oldukga zordur. Periimplantitis ise periodontitise benzer sekilde
implant etrafinda gelisen yumusak doku inflamasyonu ile beraber kemik doku
kaybinin gézlendigi bir hastaliktir (Newman ve ark., 2002 p.: 931).

Dis ve dental implantlarin etrafindaki sert dokuyu olusturan kemik dokusu,
mineralize olmug ekstrasellller matriks ile hudcrelerin bir butun olusturdugu
Ozellesmis bir bag dokusudur (Jungueira ve ark., 1992 p.: 170). Periodontitis ve
periimplantitis sonucu dis ve dental implantlarin etrafindaki kemik dokusunda yikim
olmakta ve bu yikim ile dogru orantili olarak disg veya dental implantlarda kayiplar

s6z konusu olmaktadir (Khoury ve Buchmann, 2001; Al-Shammari ve ark., 2005).

Kayip kemik dokusunun, yeniden kazandirilmasi ve kemik olusumunun
hizlandirilmasi periodontoloji ve implantoloji igin tedavi surecinin en O6nemli
parcalarini olusturmaktadir. Bu amacgla kemik rejenerasyonunda cesitli tedavi
teknikler kullaniimaktadir (Khoury ve Buchmann, 2001; Simonpietri-C ve ark.,
2000; Cortellini ve Tonetti, 2004).



Rejeneratif tedavilerin basari oranini ylkseltmek amaciyla yeni ve kombine
teknikler arastiriimaktadir (Blunmethal ve ark., 2002; Cochran ve ark., 2003;
Walters ve ark., 2003). Bu noktada osteoporoz, Paget hastaligi, kortikosteroide
bagli kemik kaybi ve metastatik kemik hastaliklarinda basariyla kullanilan
bifosfonatlar dishekimliginde dikkat c¢ekmekte ve kemik metabolizmasini
degistirebilen bu ilaglar, yeni bir tedavi yaklasimi olarak gérilmektedir (Meraw ve
ark, 1999; Binderman ve ark., 2000; Lane ve ark., 2005).

Bifosfonatlarin, dighekimliginde Iokal kullanimina yonelik az sayida
arastirmanin sonuglari rapor edilmistir. Ancak, bifosfonatlarin dishekimliginde lokal
kullaniminin rutin bir yapi kazanabilmesi i¢in daha detayli ¢aligsmalara ihtiyag vardir
(Yaffe ve ark., 1997; Binderman ve ark., 2000; Kaynak ve ark., 2000).

Yapilan bu arastirmada bifosfonat grubu ilaglardan biri olan alendronat,
sentetik kollajen ve hidroksiapatit kombinasyonundan meydana gelen alloplastik bir
greft materyaline emdirilerek; olusturulan kemik defekti icerisine lokal olarak
uygulanmigtir. Bu uygulamanin amaci, iyilesme suresince alendronatin kemik

hicreleri ve bolgedeki inflamasyon Uzerine olan etkisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Periodontitis ve Periimplantitis

Periodontitis, konak inflamatuar ve immunolojik reaksiyonlarin, bir veya
birgcok patojene karsi olusmasiyla baslayan, bag dokusu atagmani ve kemik kaybi
ile karakterize dis destek dokulari hastaligidir. Atagman ve kemik kaybinin siddeti,
kisiden kisiye, ayni kisinin farkh boélgelerinde ve ayni bolgedeki farkli zamanlarda
degisiklik gosterebilmektedir. Genel olarak kabul edilen, periodontitisin olusmasi
icin hastalik olusturan mikroorganizmalarin varhiginin gerekmesidir (Newman ve
ark., 2002 p.: 62)

Hastaligin baslangicinda patojen mikroorganizmalar ve UrUnleri doku
yikiminda etkilidirler. Daha sonra ise patojen bakterilerin varligi ile cesitli
sekillerdeki konaga bagh doku yikimi baglamaktadir. Polimorfonuklear I6kositler
(PMNs) normalde koruma fonksiyonunu saglarken bu asamada kollajenin yikimina
neden olan enzimler salgilamaya baglamaktadir. Diger konak hucreleri de
(monosit, lenfosit, fibroblast vb.), bakteri lipopolisakkaritlerinin stimulasyonuyla
arasidonik asit metabolitlerinden olan prostaglandin E, (PGE,) gibi katabolik
sitokinleri ve inflamatuar medyatoérleri salgilamaktalardir. Bu sitokinler ve
inflamatuar medyatérler ise, matriks metalloproteinazlar (MMPs) gibi ekstrasellller
matriks ve kemigi, yikima ugratan doku enzimlerinin salinimina neden olmaktadir.
Batun bu sitokin ve medyatdrler arasinda periodontitiste en etkili olanlari arasinda
interleukin-1(IL-1), IL-6, IL-8, tumour nekrosis faktér (TNF-a) ve PGE;
sayllmaktadir (The American Academy of Periodontology, 1999).

Periodontal hastallk sonucu olusan doku yikimina bakildiginda
mikroorganizmalarin stimulasyonu ile I6kosit ve endotelyal hucreler aktive olarak

gingival inflamasyonun ilk belirtisi olan damarsal dedisikliklerin basladigi



gorulmektedir. Sonrasinda kollajen yikimi ve sirasiyla I6kosit, lenfosit ve plazma
hicresi artisi izlenmektedir. Marjinal disetindeki inflamasyonun periodontal
dokulara dogru genislemesine bagli olarak kemik yikimi gozlenmektedir.
Periodontal hastaliktaki kemik rezorpsiyonu bir nekroz sureci degil, yagsayan kemik
boyunca gorilen hlcre aktivitesini iceren bir suregtir. Gingival inflamasyon, gevsek
yumusak doku icersinde, kollajen lifler arasindan kan damarlarini takip ederek
alveoler kemige ulasir ve kemik iligine yayilir. Multindklear osteoklastlar ve
mononuklear fagositler sayica artar, ve kemik rezorbsiyonunun basladigi
bdlgelerde, enzimatik olarak agilmis gukurlarda (Howship’s lacunae) siralanirlar.
Burada kemik progenitér hucrelerinin osteoklastlara farklilasmasina, bakteri ve
bakteri Urunleri, direkt veya dolayli olarak mediyatorlerin salinimiyla neden
olmaktadir. Ayrica bu plak Urunleri ve inflamatuar mediyatorler osteoblastlarin
aktivitesini inhibe etmekte, sayilarini azaltmaktadir (Newman ve ark., 2002 p.: 354-
359)

Periodontal hastaligin patogenezinde konak cevabi en onemli rolu
oynamaktadir. Bakteriyel enfeksiyonda, baslangic doku cevabi olarak notrofil ve
makrofajlarda sayi artisi ve aktivasyon gorulmektedir. Bu hdcreler, biofilm igin
antagonistik etkiye sahip reaktif oksijen turlerini (6r. Nitrik oksit) salgilamaktadir. Bu
salinimlar sonucu inflamatuar degisikliklerde baslatiimaktadir. Bununla beraber
biofilm varhgi hucrelerin gesitli proinflamatuar sitokinleri salgilamasina neden olur
ki bunlardan bazilari (ér. interleukin-1) doku yikimini baslatmaktadir. Periodontal
hastaligin ilerleyigini engellemek igin bu sitokinlerin inhibisyonu incelenmis ve IL-
1/TNF blokdrlerinin hastalik ilerleyigini kismen azalttigi gosterilmistir (Delima ve
ark., 2001).

inflamasyonun devaminda matriks metalloproteinazlar; nétrofil, makrofaj,
fibroblast, osteoblast gibi birgcok hlcreden salgilanarak doku yikimina neden
olmaktadir. MMP’ler c¢inko ve kalsiyuma bagiml  endopeptitazlardir.

Mikroorganizmalarin Urettigi enzimlerde mevcuttur ancak bunlarin etkisi dokunun



kendi enzimlerinin yaninda oldukgca azdir (The American Academy of
Periodontology, 1999). Bu enzimlerin inhibisyonunun periodontal yikimi azalttigi ve
tedavi edici olabilece@i dusunulebilmektedir. Lee ve arkadaslarinin 2004 yilinda
yaptiklari bir klinik calismada, detartraj ve kok yuzeyi duzeltmesinin yaninda
verilen subantimikrobiyal dozda doksisiklinin, MMP’leri azalttigi ve klinik basariyi

artirdi§i gosterilmistir (Lee ve ark., 2004).

Periodontal hastalik patogenezinde etkili bir diger yol arasidonik asit
metabolitlerinin periodontal dokulara salinimidir. Dokuda yaralanmalar baslayinca
hicre membrani fosfolipazlardan etkilenir ve Grin olarak serbest arasidonik asit
olusur (The American Academy of Periodontology, 1999). Arasidonik asit
siklooksijenaz (cox), lipoksijenaz ve epoksijenaz tarafindan ug¢ ayri yolla metabolize
olur (Sekil 2.1.1.) (Expert Reviews in Molecular Medicine, 2003 Cambridge

University Press).

biyiine falctérlert, sitolanler, hormonlar
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Sekil 2.1.1. Arasidonik asit metabolizmasi



Arasidonik asiti metabolize eden yollardan birinin enzimi olan
siklooksijenazin bilinen en az iki tipi vardir; Siklooksijenaz-1 (cox-1)in, fizyolojik
olarak aciga cikarak platelet agregasyonu, gastrik mukoza ve bobrekler icin 6nem
tasididl, siklooksijenaz-2 (cox-2)'nin ise tam bilinmemekle beraber patolojik olarak
inflamasyonda goéruldigu ve proinflamatuar sitokinler araciligiyla kontrol edildigi
dusundlmektedir. Sikloksijenaz yolunun Grand olarak prostaglandinler (PGs) aciga
cikmaktadir (Sekil 2.1.2.) (Warner ve ark., 2004).

arasidonik asit

cox-1 @ @ cox-2

prostaglandinler prostaglandinler
*gastrik koruma *inflamasyon (agr, ates)
*platelet agregasyonu *karsinogenezis

*renal fonksiyonlar
(kan akisl)

Sekil 2.1.2. Siklooksijenaz yolu

Siklooksijenaz yolunun drtnlerinden olan prostaglandinlerin alveoler kemik
yikimindaki etkileri gosterilmigtir. McCauley ve Nohutgu hazirladiklari derlemede,
atagman kaybi ve kemik yikiminin oldugu periodontitis galismalarinin sonucu
olarak, PGE2'nin cep sivisindaki seviyesinin, hastalikta anlamh olarak arttigini
belirtmiglerdir. Ayrica PGE, seviyesinin, hastalik aktivitesinin teshisinde ve
gelecekteki tanmini kemik yikiminin degerlendiriimesinde kullanilabilecegini ama

bunun zor bir teknik oldugunu sdylemislerdir (McCauley ve Nohutgu, 2002).



Periodontitisin tedavisi, hastaligin primer etkeni oldugu dusunulen patojen
mikroorganizmalarin azaltiimasi veya eliminasyonu yonunde olmaktadir. Bu
amagcla cogu calisma distagl temizligi ve kok ylzeyi duzeltmesi, oral hijyen
aliskanliklarinin gelistiriimesi gibi mekanik yaklagsimlarin basarisini konu almistir

(Preshaw ve ark.,1999; The American Academy of Periodontology, 2001).

Diger bazi calismalarda ise, bozulmug kemik anatomisini duzeltmek ve
temizlenebilir ylUzeyler olusturabilmek amagh periodontal cerrahi tedavilerin
basarisi incelenmistir (The American Academy of Periodontology, 2001; Harrel ve
ark., 2001) . Bunlara ek olarak patojen mikroorganizmalarin azaltiimasina ve/veya
eliminasyonuna yoOnelik sistemik veya topikal antimikrobiyal ajanlarin destekleyici
olarak kullanimi gindeme gelmigtir (Herrera ve ark., 2002; Walker ve Karpinia,
2002).

Ancak hastalik durdurulsada kaybedilen dokularin yeniden olusturulmasi
oldukga zordur. Bu amagla kaybedilen dokularin yapisal ve fonksiyonel olarak
yeniden kazaniimasini saglayan, cesitli rejeneratif tedaviler gunumuizde
uygulanmaktadir (Simonpietry-C ve ark., 2000; Cortellini ve ark., 2004). Rejeneratif
tedavilerde; membranlar (Aslan ve ark., 2004), kemik greftleri (Yukna ve ark.,
1998), kok yluzeyini biomodifiye eden ajanlar (Lekovich ve ark., 2001), mine
matriks proteinleri (Cochran ve ark.,2003), kemik morfojenik proteinleri (Blumethal
ve ark., 2002), buyume faktorleri (Rossa ve ark., 2000) ve kombine teknikler
(Walters ve ark., 2003) kullaniimaktadir.

Son vyillarda periodontitisin tedavisinde konagin modulasyonunun vyararl
olabilecegine yonelik bulgular artmaktadir. Ozellikle; konaga bagh iltihabi
cevaplarin modifikasyonu (6r. Nonsteroidal antiinflamatuar ilag/NSAID kullanimiyla
prostoglandinlerin inhibisyonu), yikici enzimlerin duzenlenmesi (MMP’larin

inhibisyonu) ve alveoler kemik yikiminin inhibisyonu (6r. Osteoklastlar araciligiyla)



oldukga 6nem kazanmistir (Paquette ve ark., 2000; The American Academy of
Periodontology; 2002 ).

Periimplantitis ise periodontitise benzer sekilde gelisen ve kemik kaybi ile
karakterize bir hastaliktir. Arastirmacilar periimplantitisin tedavisinde kemik
yikimini 6énlemenin en 6nemli amag¢ oldugunu vurgulamaktadirlar. Periodontitis
tedavisinden farkli olarak periimplantitiste destekleyici antimikrobial yaklasimlara

her zaman ihtiya¢ duyulmaktadir (Sanchez-Garces ve Gay-Escoda, 2004).
2.2. Kemik Dokusu

Kemik doku, yetigkin iskeletinin en o6nemli yapi tasini olusturmaktadir.
Yumusak dokulari destekler, organlari korur, hucrelerin yapildigi kemik iligine
yataklik yapar ve vucut sivilarindaki kalsiyum, fosfat gibi iyonlarin kontrolli olarak
serbest hale getirilebilmelerini veya depolanabilmelerini saglamaktadir. Kemik
dokunun %70’i inorganik, %30’u organik yapidadir. Organik kisim ¢ogunlukla tip 1
kollajenden ve daha az oranda glikoproteinler ve  glikozaminoglikanlardan
olusmaktadir. inorganik kisim ise kalsiyum ve fosfat gogunlukta olmak Uzere,
bikaronat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyumdan olusmaktadir. Kemik
mineralleri kristaller halinde (hydroxyapatite = [Ca10(PO4)s(OH),]) bulunmaktadirlar
(Jungueira ve ark., 1992 p.: 173).

Kemik doku, mezenkimal (osteoblast) ve hematopoetik (osteoklast) kokenli
hicrelere sahiptir. Kemik hlcreleri; osteoblast, osteoklast ve osteosit hlicrelerden
olusmaktadir. Osteoklastlar mineralize kemik matriksini rezorbe ederken
osteoblastlar Uretimini yapar ve hayat boyu iglevlerini devam ettirerek dengeli bir

butun olusturmaktadirlar (Manolagas, 2000).



2.2.1. Osteoblastlar, Kemik Yapimi ve Mineralizasyonu

Osteoblastlar, kemik iliginin temel mezenkimal kdk hlcrelerinden tiremekte
ve ekstraselluler organik matriksin  sentezini yapmaktadirlar. Osteoblastlarin
salgiladigi organik matriksin %90-95'i tip | kollajen, geri kalani ise kollajen olmayan
proteinlerden olusmaktadir. Matriks sentezi sirasinda osteoblastlar aktif protein
sentezi yapan ve salgilayan hucreler haline gelirler. Osteoblastlarin hicre
membran yuzeyinde paratiroid hormon ve 0Ostrojen i¢in spesifik reseptorleri vardir
(Strewler, 2001). Dolayisiyla bu hormonlar ve diger endojen etkin maddeler
(bUyume faktorleri, vitamin-D, fiziksel aktivite gibi) kemik metabolizmasini
osteoblastlar Uzerinden etkileyebilmektedir. Osteoblastlarin Urettigi kollajenler
organize sekilde birikerek olgun kemigi olustururlar. Daha sonra osteoblastlar
mineralize matriks iginde gomull kalararak ostesitlere donusurler. (Jungueira ve
ark., p.: 171).

Yeni fakat henlz kalsifiye olmamis matriks, osteoblastlar ile daha 6nce
meydana gelmis kemik matriksi arasinda yer alir, zamanla kalsiyum tuzlarinin
cokelmesiyle kemik appozisyonu tamamlanmaktadir. Osteonektin gibi kalsiyuma
baglanma afinitesi ylksek glikoproteinler ve proteoglikanlar araciligiyla kalsiyum
tuzlan kollajen fibriller Uzerine c¢oker ve kalsifikasyon baslamis olur.
Osteoblastlarin dmdarleri 3 aydir, sonrasinda kemik matriksinin igine sikismig

osteositlere donusurler (Manolagas, 2000).

2.2.2. Osteoklastlar ve Kemik Yikimi

Kalsifiye kemik matriksinin rezorbsiyonundan sorumlu osteoklastlarin
prekursorleri, farkhlagarak sadece osteoklast fonksiyonlarini yerine getirebilecek
monosit-makrofaj soyunun hematopoetik hucreleridir. Osteoklast olusum sureci
olan osteoklastogenezisin, desteklenmesi igin osteoblastik hlcrelere ihtiyag vardir.

Osteoblastik hucreler; reseptorleri ve Urettikleri cesitli blUyime faktorleri ve



sitokinler ile osteoklastogenezisde etkili olmaktadirlar. Hematopoetik hucrelerden
tirev alan osteoklastlar yikim boélgesine kan yoluyla ulasmaktadirlar (Jungueira ve
ark., p.: 172; Manolagas, 2000 ).

Osteoklastlarin  omurleri 2 hafta kadardir ve apoptosis ile dlurler.
Osteoklastlar, osteoklastik enzimleri, 3 veya daha fazla sayida olan hicre
cekirdekleri, dalgali membran vyapilariyla karakterizedirler. Osteoklastlar,
“‘Howship’s lacunae” denilen alanlarda uzanirlar ve kemik yikimi sirasinda yikim
yuzeylerine yapigirlar. Kemik matriksine tutunduktan sonra dalgali membran
yapisindaki proton pompasiyla ortami asidik hale getirirler. Hidroklorik asit
salinimiyla matriksin mineral kisminin yikimi saglanmakta MMP, cathepsin K gibi
enzimlerlede kemigin organik kismi yikima ugratilmaktadir (Jungueira ve ark., p.:
172; Manolagas, 2000 ).

Osteoblastlar ve osteoklastlar surekli etkilesim halindedirler. Osteoblastik
hicre reseptorleri olan CSF-1 ( macrophage colony-stimulating factor / M-CSF) ve
RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa B ligand), ¢esitli uyaranlarla
aktive olur ve bu iki molekilde osteklastlardaki ylzey reseptorlerinin (C-FMS,
RANK) aktivasyonunu saglamaktadir (Reddy, 2004; Phan ve ark., 2004).

Kemik yikim ve yapim surecleri, donemsel olarak birbirinden bagimsiz
olarak gelisebilsede genelde birbirlerine eglik etmektedir. Kemik yikimini takip eden
kemik olusumu temel yenilenme birimi (basic remodeling unit/BMU) olarak
bilinmektedir. Kemikte osteoklastlarin yikima ugrattigi bdlgelere, sinyaller
araciligiyla osteoblastlar gelir ve yeniden kemik olustururlar. Kemigin yeniden
yapillanma doneminde, 3-4 hafta suren osteoklastik kemik yikimi ve bunu takip

eden 3-4 aylik osteoblastik kemik olusumu izlenmektedir (Manolagas, 2000).
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2.2.3. Kemik lyilegsmesi, inflamatuar Hiicreler ve Siklooksijenaz-2

Yaralanan dokunun iyilesmesi tamir ve rejenerasyon olmak Uzere iki sekilde
olmaktadir. Tamirde yaralanan doku bir digeri ile yer degistirir. Rejenerasyonda ise
yaralanan doku yapisal ve fonksiyonel olarak yeniden olusmaktadir. lyilesmede
inflamasyon ve dolayisiyla inflamatuar hicreler etkilidir. Cene kemiginde

yaralanma sonrasi iyilesme 4 asamada degerlendirilebilir (Lindhe ve ark., 2003);

Kan pihtisinin olusumu; ik olarak, yaralanan damar ve hiicrelerin proteinleri ile
fibrin agi olusur. Plateletler ve fibrin adi pihtiyi olusturarak kanamayi durdurur. Bu
pihti hiicre hareketleri icin fiziksel koruma olusturur. icerigiyle de mezenkimal ve

inflamatuar hicreleri etkiler (Lindhe ve ark., 2003).

Yaranin temizlenmesi; Notrofil (polimorfonuklear I0kosit) ve makrofajlar
(mononuklear fagositler) bolgeye gelerek bakterileri ve yarali dokulari fagosite
eder. Bununla beraber mezenkimal hicre diferansiasyonunu ve proliferasyonunu
saglayan sitokinleri salgilarlar. Bu sirada yaralanan kemik dokunun bir kismi

nekroz olur ve osteoklastik aktiviteyle bolgeden uzaklastirilir (Lindhe ve ark., 2003).

Doku olugsumu; Mezenkimal, fibroblast benzeri hicreler ekstraselliler matriks
komponentlerini olusturmaya baslar (fibroplazi) ve artikk pihti granilasyon
dokusuyla yer degistirir. Bu noktada granulasyon  dokusu erken ve ge¢
granulasyon dokusu olarak degerlendirilebilir. Erken granulasyon dokusunda ¢okga
makrofaj, az sayida mezenkimal hdcre, bir miktar kollajen lifler ve olgunlasmamis
kan damarlari bulunurken ge¢ granilasyon dokusunda az sayida makrofaj, ¢ok
sayida fibroblast benzeri hiicreler ve yeni kan damarlari (anjiogenezis) bag dokusu
matriksi icersinde bulunmaktadir. Burada fibroblast benzeri hicreler buylime
faktorlerini salgilar ve hucre proliferasyonunu saglar. Bu agsamada olusan gegici
bag dokusu osteoprogenitdrlerin migrasyonu ve diferansiyasyonuyla yerini kemik

dokuya birakmaya baslar (Lindhe ve ark., 2003).
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Doku sekillenmesi; Bu asamada olgunlasmamis kemik doku yerini mineralize olgun
kemik dokusuna birakmakta ve kemik olusumu tamamlanmaktadir (Lindhe ve ark.,
2003).

lyilesmede, diger bir etken olarak siklooksijenazlar karsimiza gikmaktadir.
Siklooksijenaz ~ (cox-1/2) yolunun Urind olan prostaglandinler kemik
metabolizmasinda osteoblast ve osteoklast araciligiyla rol oynamaktadir. PGs
icindende Ozellikle PGE, kemik yapiminda ve yikiminda rol almaktadir. Cox-1
normal kemikte etkili olurken cox-2 iyilesmenin baslarinda, inflamasyonda veya
neoplastik kosullarda etkili olmaktadir. Arastirmacilar kirikk kemigin iyilesmesi
sirasinda cox-2 inhibisyonunun iyilesmeyi geciktirdigini gostermislerdir. Cox-2
inhibisyonunun kemik iyilesmesi icin gerekli baslangi¢ inflamatuar degisiklikleri
ortadan kaldirdigi ileri surtlmektedir. Ancak segici cox-2 inhibisyonuna yonelik
kullanilan ilaglar dahi tam anlamiyla cox-2 inhibisyonunu saglayamamaktadir
(Simon ve ark., 2002; Warner ve ark.,2004; Radi ve Khan, 2005).

2.3. Kemik Grefti ve Kullanimi

Kemigin yerini almasi igin kullanilan kemik benzeri yapilara kemik grefti
denir. Kemik greftlerini etki mekanizmalarina ve kaynaklarina goére siniflamak
mumkundur (Stevenson, 1999; Newman ve ark., 2002 p.: 812-820).

Kaynaklarina gore siniflama goyledir;

A) Otojen greftler: Bireyin bir bodlgesinden alinip baska bir bdlgesine
yerlestirilen, canli osteoblast ve osteoprogenitér hicreleri iceren greft

tipidir.

B) Homojen greftler (Allogreft): Ayni turin farkli genetik yapidaki
bireylerinden elde edilir. izogreft; genetik olarak ayni ozellikleri tasiyan

(ikizler) bir bireyden digerine tasinan greft tipidir.
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C)

D)

Heterojen greftler (ksenogreft): Farkl tirdeki canlinin dokularindan elde

edilen greft tipidir.

Alloplastik greftler: Canli doku igersine yerlestirilen sentetik materyallerdir.

Greft materyallerini etki mekanizmalarina goére siniflandiriimasi soyledir;

A)

C)

Osteojenik etki; bu etki otojen kemik greftlerinde oldugu gibi canli
osteoblastlar kemik greftinin bir kismini olusturuyorsa gergeklesir. Yeterli
kan destedinin varliginda, bu canli osteoblastlar uygulandiklari bélgede

greft icerisinde yeni ossifikasyon alanlari olusturmaktadirlar.

Osteoinduktif etki; bu etki greft materyalinin defekt bdlgesindeki
osteoprogenitorleri uyararak yeni kemik olusturmasiyla
gerceklesmektedir. Ornekler kemik bliyiime faktérleri (BMP), plateletten
tireyen buyume faktorleri (PDGF).

Osteokonduktif etki; bu etki yeni kemigin greftin bulundugu defekt
etrafindaki osteoblastlar tarafindan olusturulmasiyla gerceklesmektedir.
Greft materyali kemik olusumu sirasinda gati gorevi gormektedir. Burada
greft materyali kemik olusumunu uyarmamakta veya engellememektedir.

Ornekler; Allogreftler, hidroksiapatit.

2.3.1. Sentetik Kemik Grefti {Anorganic Bovine - Derived Hydroxyapatite
Matrix / Cell Binding Peptide-15 (ABM/P-15)}

Bu calismada kullanilan ABM/P-15 kemik grefti, 1996 yilinda Qian ve

Bhatnagar tarafindan gelistirilmistir. Bu materyalin organik kismi olan P-15 (Cell

Binding Peptide), 15 aminoasitten olusan tip1 kollajenin sentetik kopyasidir.

inorganik kisim ise P-15'i tagimak (zere hazirlanmig dogal, anorganik kemik
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mineralidir (Anorganic Bovine - Derived Hydroxyapatite Matrix) (Barboza ve ark.,
2002).

ABM/P-15 kemik grefti, kemik dokuya yerlestirildiginde aynen otojen kemik
grefti gibi hlcrelere, 6zellikle fibroblast ve osteoblastlara baglanmaktadir. Hicre
baglanmasi gergeklestikten sonra biyomekanik sinyallerle kemik morfojenik
proteinleri, blylime faktoérleri gibi uyaranlarin hiicrelerden salinimi baslatiimaktadir.
Boylece hucreler kemik olusturmak Uzere diferansiye olmaktadirlar. Ayrica P-15
fibroblastlarin ve preosteoblastlarin yasanabilirligini artirip apoptozisi azaltarak,
rejenerasyon igin gerekli hicrelerin hayatta kalmasini saglamaktadir (Hanks ve
Atkinson, 2004). Bu 6zellikleri sayesinde ABM/P-15 kemik grefti, otojen greftten
sonra en ideal materyal olarak gorilen demineralize dondurulmus kurutulmus
kemik allogreftinden, daha basarili olarak bulunmustur. (Yukna ve ark., 1998).
Buna ek olarak, Kubler ve arkadaslari yaptiklari bir in vitro ¢alismada insan
osteoblastlarinin, ABM/P-15 kemik grefti tGzerine diger greft materyallerine gore
daha fazla prolifere oldugunu gostermiglerdir (Kubler ve ark., 2004; Turhani ve ark.,
2005).

ABM/P-15 greft materyalinin kemik olusumundaki basarisi birgok ¢alismada
gOsterilmistir. Bu yondeki ¢alismalardan biri, Barboza ve arkadaglarinin, kdpekler
uzerinde deneysel alveolar kemik defekti olusturarak yaptigi calismadir.
Biyomateryal uygulanmayan bir kontrol grubu ile P-15/ABM uygulanan test grubu
kargilastinimistir. Histolojik ve klinik olarak yapilan degerlendirmeler sonucunda
test grubunda 12 hafta sonunda, kret ylkseltmesinin saglandigini

gozlemlemiglerdir (Barboza ve ark., 2002).

ABM/P-15 greft materyalinin kemik olusumundaki basarisini Capri ve
arkadaslari, materyali kombine tedavi teknikleri icersinde kullanarak farkli bir
acidan gostermislerdir. Bu arastirmacilar, ileri derecede periodontal hastalik

sonucu kemik kaybi fazla olan ve estetik bolgede protetik agidan sorun olusturan
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vakalara yonelik kombine tedavi teknigi olusturmustur. Burada ortodontik kuvvetler
ve cerrahi kret ylkseltmesi birlikte kullaniimistir. Cerrahi kret ylkseltmesinde
ABM/P-15 kemik grefti kullanilimig, yeterli kret yuksekligi saglanmis ve estetik

acidan tatmin edici bir sonug elde edilmigtir (Capri ve ark., 2003).

Tehemar ve arkadaslari ABM/P-15 kemik grefti immediyat yerlestirilen ve
kemik defekti olan implantlar etrafinda kullanmis ve bu uygulamanin
osseointegrasyonu hizlandirdigint  gostermigtir (Tehemar ve ark., 2003).
iImplantolojide, ayrica énemli bir konu olarak karsimiza c¢ikan sinus tabani
yukseltme isleminde de ABM/P-15 kemik grefti kullanan arastirmacilar olmustur.
Bu arastirmacilar, sinus ylkseltmesinde ABM/P-15 kemik grefti uygulamasini,
kemik olusumu agisindan yeni ve kolay bir teknik olarak ortaya koymuslardir
(Valentin ve ark., 2004; Yeung, 2005).

Yukna, Kubler, Turhani, Barboza gibi arastirmacilar tarafindan basarisi
goOsteriimis ABM/P-15 kemik grefti, yapilan bu calismada test edilen ilag
(alendronate) ile kombine olarak uygulanmigtir. Kemik greftinin etkinligini artirmak

ve kemik olusumu Uzerinde kombine kullanimin etkisini incelemek hedef alinmigtir.
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2.4. Bifosfonatlar

Bifosfonatlarin tanimi;

Bu ila¢g grubu, insan metabolizmasinin normal bir Grind olan pirofosfotlarin,
karbon analogu olup fosfat-karbon-fosfat (P-C-P) vyapisiyla karakterize
inorganiklerdir. Pirofosfat molekullindeki baglayici oksijen atomunun yerine karbon
atomu gecerse bifosfonat olusmus olur (Sekil 2.4.1.). Pirofosfatlar serum ve idrarda
bulunur ve kalsiyum ile selasyon yapma o6zellikleri vardir. Pirofosfatlar in vitro ve in
vivo olarak hidroksiapatit kristallerine baglanirlar ancak in vivo olarak ¢ok stabil bir
molekul degillerdir, pirofosfataz ve alkalen fosfotaz aktivitesi sonucunda hizli
hidrolize olurlar.  Pirofosfotlarin aksine bifosfonatlar P-C-P bagi sayesinde
enzimatik hidrolizlere karsi direnglidirler. Bifosfonatlar, hem in vitro hem de in vivo
kosullarda kalsiyum fosfatlara guclu afinite gostermektedirler (Sirtori ve ark.,2000;
Lacy ve ark.,2003).

O- o) o R O
| | | | |
O=P- O-P=0 O=P - C-P=0
| | 1
o O O R O
Pirofosfatlarin kimyasal yapisi Bifosfonatlarin kimyasal yapisi

Sekil 2.4.1. Pirofosfat ve bifosfonatlarin kimyasal yapisi
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Bifosfonatlar, pirofosfotlara benzer sekilde kemigin hidroksiapatit kristallerine
baglanirlar ve c¢ozulmelerini onlerler. Kemik minerallerine baglanma R1 yan
zincirinde hidroksil grubunun bulunmasiyla kolaylagsmaktadir. R2 yan zincirinin
yapisi ve U¢ boyutlu yapilanmasi bifosfonatlarin hucresel etkilerini ve kemik
rezorbsiyonunu inhibe etme etkinliklerini belirler (Sirtori ve ark.,2000; Lacy ve
ark.,2003).

Tum bifosfonatlarin kendi aktivite 6zellikleri vardir ve bu etki, yan zincirlerle
belirlenir. R1 ve R2 bdlgelerinde hidrojen igin farkli yan zincirlerin meydana gelmesi
bilesenin in vitro ve in vivo etkinligini ve yan etkilerini degistirir. Alkil yapidaki yan
zincirler (6r. Etidronat) birinci jenerasyon bifosfonatlari olusturur. ikinci nesil
bifosfonatlarin amino-terminal gruplari vardir; aminobifosfonatlari olugtururlar (or.
Alendronat). Uglincl nesil bifosfonatlarin siklik yan zincirleri vardir (6r. Risedronat).
ila¢ jenerasyonlari arasinda bifosfonatlarin antirezorptif ozellikleri  katlanarak
artmaktadir (Sirtori ve ark.,2000; Lacy ve ark.,2003).

Bifosfonatlarin farmakokinetik etkisi;

Oral olarak alinan bifosfonatlarin bagirsaktan emilimi dozun %0.6 - %5’i arasindaki
oldukga az olan bir miktardir. Bu miktar, ila¢ kalsiyum igerikli gidalarla beraber
tuketildiginde daha da azalir. Bifosfonatlarin yari O6mdurlerinin  plazmadaki
eliminasyonu 0.3-2 saat gibi kisa bir siirede meydana gelir. ilacin %20 - %60’lik
kismi kemik tarafindan emilir ve geri kalanida oldugu gibi idrar ile vlicuttan atilir.
iskelet sisteminden bu ilacin eliminasyonu cok yavas bir sekilde aktif kemik

rezorbsiyonu sirasinda gerceklesmektedir (Sirtori ve ark.,2000; Lacy ve ark.,2003).

Bifosfonatlarin yan etkileri;

Genel olarak sistemik kullanilan bu ilaglar vicud tarafindan iyi tolere
edilebilmektedir. En sik karin agrisi, bulanti, hazimsizlik, isal gibi gastrointestinal
semptomlara sebep olurlar. Ayrica bu ilaglar, kisa sureli tad alma bozuklugu ve

serum kalsiyum seviyesinde dusus, nadir olarak da hipersensitivite reaksiyonlarina
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neden olurlar. Bifosfonatlarin hipersensitivite gosteren bireylerde, hipokalsemide,
bobrek yetmezliginde, ileri derecede gastrointestinal sistem rahatsizligi olan

bireylerde kullanimi kontrendikedir (Sirtori ve ark.,2000; Lacy ve ark.,2003).

Bunlarin disinda dighekimligi acisindan direkt 6nemi olan yan etkiler
gbzlenmektedir. Bunlardan birtanesi oral kavitede Ulserasyonlar ki muhtemelen bu
ulserasyonlar ilacin oral kavitede fazla kalmasi nedeniyle geligsebilmektedir
(Gonzalez-Moles ve Bogan-Sebastian, 2000). Bir digeri ise kronik bifosfonat
tedavileri sonucunda ¢ene kemiginde osteonekrozis gelisebilmesidir (Ruggiero ve
ark., 2004).

Bifosfonatlarin etki mekanizmalari;

Son 30 yilda kemik ve kalsiyum metabolizmasinin g¢esgitli hastaliklarinin tani ve
tedavisinde kullanilmak Uzere gelistirilen bu ilaglar in vivo ve in vitro olarak kemik
rezorpsiyonunu guclu bir sekilde engellemektedirler. Hidroksiapatit kristallerine
baglanirlar ve uzun sure inorganik yapida kalirlar. Kemik rezorpsiyonu sirasinda
ortam ph’sinin dusmesi ile lokal olarak serbestlesirler ve osteoklastlar tarafindan
tutulurlar (Cengiz, 2003).

Bu ilag grubunun ana etkisi, osteoklast araciligiyla olusan kemik rezorpsiyonunu
inhibe etmektir. Osteoklastlar bifosfonat igeren kemik kristallerini fagosite
ettiklerinde, metabolik aktiviteleri inhibe olur ve kalan kemigi abzorbe edemezler.
Genel olarak bifosfonatlarin olusturdugu bu inhibisyon cesitli yollar araciligiyla
olusmaktadir. Bu yollar ilacin etkili oldugu osteoklastlar, osteoblastlar ve
inflamasyon Uzerinden direkt veya dolayli olarak olusturulmaktadir (Van Beek ve
ark., 1997; Rogers ve ark., 2000; Im ve ark., 2004; Yu ve ark., 2005).

Cesitli calismalarda bifosfonatlarin etki mekanizmalari agisindan iki grupta
dugunulmesi gerektigi gosterilmistir. Birinci grup etidronat, klondronat, tiludronat

gibi nitrojen icermeyen bifosfonatlardan (nonaminobifosfonatlar) olusurken ikinci
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grup ise alendronat, risedronat gibi nitrojen iceren bifosfonatlardan (N-
BPs)/(aminobifosfonatlar) olusmaktadir. Aminobifosfonatlarin, rezorptif etkileri
nonaminobifosfonatlara gore gok daha kuvvetlidir. Kesin mekanizma bilinmese de
iki grubun osteoklastik aktiviteyi farkli molekuler aktivitelerle inhibe ettigi
dusundlmektedir. Diger bir farklari ise inflamasyon Uzerine olan etki mekanizmalari
ile ilgilidir (Rogers ve ark., 2000; Halasy-Nagy ve ark., 2001; Yu ve ark., 2005).

Bifosfonatlarin kullanim alanlari;

Osteoporoz , Paget hastaliyi ve metastatik hastaliklar basta olmak tGzere kemik
dokuyla iligkili cesitli hastaliklarin tedavisinde, kemik metabolizmasini degistirebilen
bu ila¢ grubu kullaniimaktadir (Khan ve ark., 1997; Ross ve ark., 2003, Mathoo ve
ark., 2004).

2.4.1. Alendronat Sodyum (4-amino-1-hydroxybutylidene 1,1-diphosphonate)

NH,
|
O (CHy)3; O
I
O=P- C-P=0
|1
O OH O

Sekil 2.4.1.1. Alendronatin kimyasal yapisi
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ikinci nesil aminobifosfonat olan alendronat kemik yikimini dnleyen giicli
etkisiyle sik kullanilan bir ilagtir. Alendronatin etki mekanizmasiyla ilgili olarak ilk
kez 1991 yilinda yapilan bir galismada bazi detaylar ortaya konulabilmistir. Sato ve
arkadaslari bu in vitro c¢alismalarinda alendronatin kemikteki rezorpsiyon
yuzeylerine baglandigini ve asidifikasyon sirasinda lokal olarak agiga ¢iktigini ve
burada konsantrasyon artisina bagh olarak osteoklastlarin dalgali membran

yapilarini bozdugunu gostermiglerdir (Sato ve ark., 1991).

ilerleyen yillarda, Sato ve arkadaslarinin calismalarina benzer sekilde
calismalar yapiimistir. Bunlardan birtanesi, bifosfonat grubundaki diger ilaglardan
farkh olarak alendronatin kemik iliginde olusan osteoklast preklrsorlerinin
osteoklastojenik potensiyellerini etkilemedigini ve etkinin olgunlasmis osteoklastlar
uzerinden oldugunu gosteren ve 1997 yilinda yapilan bir galismadir (Van Beek ve
ark, 1997). Ayni yil alendronatin osteoklast hiicre fonksiyonlarinin yerine
getiriimesinde 6nemi olan protein-tirozin-fosfataz enzim grubununu direkt olarak
inhibe ettigi gosterilmistir. Bu etki doza ve sureye bagli olarak hucre iginde

alendronatin konsantrasyonunun artigiyla gézlemlenmistir (Opas ve ark., 1997).

Alendronatin kemik inhibisyondaki bir diger etki mekanizmasi, alendronatin
osteoklastlardaki kolestrol sentez yolunu (mevalonate yolu) engellemesiyle
olmaktadir. Bu yolun olusturdugu cesitli enzimler hucre fonksiyonlarinda rol
almaktadir (Rogers ve ark., 2000)

Bazi acilardan alendronat kendi grubundaki ilaglardan daha iyi olarak
gorilirken bazi acilardan da dezavantajlari oldugu sdylenmektedir. Oncelikle ¢ok
guglu bir etkiye sahip olmasi ve kemik kalitesini artirmasi alendronati Ustun duruma
getirmektedir. Alendronat kemik turnoverini yavaslatir ve bu 06zelligi sayesinde
mineralizasyonu suresi artmaktadir. Dolayisiyla kemik yogunlugu da artmaktadir.
Alendronat tedavisi goren kemik doku biyomekanik anlamda diren¢ kazanmaktadir
(Roschger ve ark.,1997; Rodan,1997; Hernandez ve ark., 2001).
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Alendronatin sistemik kullaniminda ates, akut faz proteinlerinin artisi gibi
inflamasyonu artigi, gastrointestinal rahatsizliklar ve oftalmik inflamasyon olusumu
gibi istenmeyen yan etkiler karsimiza ¢ikmaktadir (Gonzeles-Moles ve Bagon-
Sebastian, 2000; Dobrucalia ve ark., 2002; Yu ve ark., 2005; Funayama ve ark.,
2005; Sener ve ark., 2005).

Dighekimliginde, alendroantin kullanimi yeni bir tedavi yaklagimi olabilecegi
icin bu calisma planlanmistir. istenmeyen yan etkileri disiinilerek ilacin lokal
kullanimi tercih edilmigtir. Daha 6nceden degisik yontemler ile alendronat
dishekimliginde lokal olarak kullaniimigtir. Yaffe ve arkadaslari, hayvan
calismalarinda, 0.025 ml alendronat solusyonuna batiriimig pamuk ruloyu
mukoperiosteal flebin kaldirimasindan sonra kemik ylzeyine surmus ve
alendronatin lokal uygulamasinin kemik rezorpsiyonunu engelledigini ilk olarak

go6stermiglerdir (Yaffe ve ark., 1997).

Alendronatin lokal uygulamasinin etkinligini gosteren bir diger calisma
Meraw ve arkadaglari tarafindan yapilmistir. Bu arastirmacilar implant yuzeylerini
alendronatla kaplamislar ve bu implantlari kdpeklere ¢ekim sonrasi hemen
yerlestirmislerdir. 28 gun sonra sakrifiye edilen hayvanlardan elde edilen histolojik
kesitlerde alendronatin dental implantlar etrafinda erken kemik olusumunu

hizlandirdigini gostermislerdir (Meraw ve ark., 1999).

Daha sonraki yillarda yukardaki arastirmacilarin tekniklerinin ayni olmasada
benzer teknikler kullanarak diger arastirmacilarda, alendronati lokal uygulamis ve
kemik doku Uzerindeki etkinligini gostermistir (Denissen ve ark., 2000; Kaynak ve
ark., 2000; Binderman ve ark.,2000). Bu calismada ise alendronat kemik grefti ile

beraber olarak lokal uygulanmistir ve maksimum etkinlik hedeflenmisgtir.
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3. GEREG ve YONTEM

Calismamizin deney asamasi Baskent Universitesi Deneysel Hayvan
Uretim ve Arastirma Merkezinin Arastrma Unitesinde ratlar (zerinde
gerceklestiriimistir. Gelismis uyum gucu ve dayanikhliklari nedeniyle ratlar birgok
deney icin uygun hayvan modeli olarak goértulmektedirler. Ginimuzde hayvan
deneylerinin %20’sinde ratlar kullaniimaktadir. Fizyolojik olarak insana buylk

benzerlik gostermektedirler (Cengiz, 2003).

Arastirmada agirliklari 250-300 gr arasinda degisen geng (3-5 aylik) 30
adet Wistar albino rat kullanilmistir. Disi ratlarda kontroli mimkin olmayan
hormonal degisikliklerin sert doku rezorpsiyon mekanizmalari Uzerindeki etkileri
dusunulerek, yalniz erkek ratlarda galisiimigtir (Kaynak ve ark., 2000). Calismaya

baglamadan dnce Bagkent Universitesi Etik Kurulu’'ndan onay alinmistir.
3.1. Calisma Gruplari

2. hafta deney grubu: 10 adet hayvanin sag korpus mandibuladaki defekt
bolgelerine alendronat emdiriimis kemik grefti yerlestirildi ve deney tarihinden
itibaren 14. gunde/2 haftalik sakrifiye edildi.

2. hafta kontrol grubu: 10 adet hayvanin sol karpus mandibuladaki defekt
bdlgelerine alendronat emdiriimemis kemik grefti yerlestirildi ve deney tarihinden

itibaren 14. gunde/2 haftalik sakrifiye edildi.

4. hafta deney grubu: 10 adet hayvanin sad korpus mandibuladaki defekt
bdlgelerine alendronat emdirilmis kemik grefti yerlestirildi ve deney tarihinden
itibaren 28. ginde/4 haftalik sakrifiye edildi.
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4. hafta kontrol grubu: 10 adet hayvanin sol korpus mandibuladaki defekt
bdlgelerine alendronat emdiriimemis kemik grefti yerlestirildi ve deney tarihinden
itibaren 28. gunde/4 haftalik sakrifiye edildi.

6. hafta deney grubu: 10 adet hayvanin sad korpus mandibuladaki defekt
bdlgelerine alendronat emdirilmis kemik grefti yerlestirildi ve deney tarihinden
itibaren 42. ginde/6 haftalik sakrifiye edildi.

6. hafta kontrol grubu: 10 adet hayvanin sol korpus mandibuladaki defekt
bolgelerine alendronat emdiriimemis kemik grefti yerlestirildi ve deney tarihinden
itibaren 42. gunde/6 haftalik sakrifiye edildi.

3.2. Cerrahi islem

Calisma gruplarinin  hepsinde hayvanlara ayni islemler uygulandi.
Ratlara, islem oOncesi ketamin 50 mg/kg ve xylasin 10 mg/kg IP verilerek genel
anestezi yapildi. Ratlarin ramus mandibulaya yakin bolgelerinden ekstraoral

insizyon yapilarak korpus mandibulalari agiga ¢ikartildi.

Piyasemen ve 3 mm capindaki gelik rond frez kullanilarak bol irrigasyon
altinda kemik defektleri olusturuldu. Sag mandibuladaki defekt bdlgesine
alendronat emdirilmis ABM/P-15 kemik grefti, sol mandibuladaki defekt bodlgesine

sadece salinle nemlendirilmis ABM/P-15 kemik grefti yerlestirildi.
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Sekil 3.2.2. Korpus mandibula
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Sekil 3.2.4. Kemik defekti
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i yerlestiriimesi

Sekil 3.2.5. Kemik greft

kapatilmasi

inini

Kemik defekt

Sekil 3.2.6.
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3.3. Alendronat Emdirilmis ABM/P-15 Greft Materyalinin Hazirlanmasi

10 mg’lik etkin maddesi alendronat sodyum olan fosamax tablet icinde 10 ml
distile su bulunan steril kapakli cam sise i¢ine konuldu, ¢cbzinene kadar galkalandi
ve ¢Ozunme islemi tamamlandiktan sonra 0.2 um porlu filtreden gegirilerek gode
icersine akitildi. ABM/P-15 greft materyali bu alendronat solusyonunda (1 mg/ml)
10 dakikaligina bekletildi. 10 dakikanin sonunda alendronat solusyonunun suyu
akitildi ve kalan ABM/P-15 greft materyali 1 dakika distile suyla yikandi (Aspenberg
ve Astrand, 2002).

3.4. Hayvanlarin Bakimi

Hayvanlara, cerrahi sonrasi 5 gln sureyle, infeksiyon kontrolline yoénelik
antibiotik (Bay K, 2x1) ve agri kontrolune yonelik antiinflamatuar etkisi olmayan bir
opiodi analjezik (Fentanil 0.07 pg/kg, 2x1) subkutan verildi. 12 saat karanlik, 12
saat aydinlik perioduyla polikarbon kafeslerde istenilen stre boyunca yasatildi.
Sicaklik 2042 °C tutuldu ve % 50+10 nemli ortam saglandi. Standart purina marka

yem ad-libitum verildi.

3.5. Doku Takibi ve Degerlendirmesi

Ratlar cerrahi iglem  sonrasi 14., 28. ve 42. gunde 150 mg/kg
tiyopentalsodyum [P verilerek sakrifiye edildi ve mandibulalari ¢ikartildi. Bu
islemden sonra ornekler alt gruplara ayrildi. Gruplandirilan dokular eksize
edildikten hemen sonra %10 tamponlanmis formaldehite alindi. Tespit olan bu
dokulardan kesit alindi, rutin takip islemi yapildi ve parafin bloklara gémuldu.
Parafin bloklardan hazirlanan 4pu incelikteki kesitler hematoksilen-eozin boyasi ile
boyandi. Hematoksilen ve eozin ile boyanan kesitler stromal iltihabi hicre
infiltrasyonu, osteoklast ve osteoblast yogunlugu acgisindan degerlendirildi. Her bir

hucresel infiltrasyon grubu 0-3 arasi skala ile ayri ayri derecelendirildi.
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Stromada izlenen iltihabi hicre infiltrasyonu derecelenmesi;

(0):iltihabi hiicre infiltrasyonu mevcut degil.

(1): Biyopsinin %20’sinden azini infiltre eden iltihabi hicre infiltrasyonu mevcut
(2): Biyopsinin %20-40"in1 infiltre eden iltihabi hucre infiltrasyonu mevcut
(

3): Biyopsinin %40’ indan fazlasini infiltre eden iltihabi hiucre infiltrasyonu mevcut

Osteoblast yogunlugunun derecelenmesi;
(1): Kontrol grubundan %10 daha fazla osteoblast proliferasyonunun olmasi
(2): Kontrol grubundan %20 daha fazla osteoblast proliferasyonunun olmasi

(3): Kontrol grubundan %30 daha fazla osteoblast proliferasyonunun olmasi

Osteoklast yogunlugunun derecelenmesi;
(1): Kemik trabekdlleri etrafinda ortalama 3 ve altinda osteoklast izlenmesi
(2): Kemik trabekulleri etrafinda ortalama 3 ve 6 arasinda osteoklast izlenmesi

(3): Kemik trabekdulleri etrafinda ortalama 6’dan fazla osteoklast izlenmesi

immiinohistokimyasal calisma icin parafin bloklardan hazirlanan 3p

incelikteki kesitler poly-L-lysin ile kaplanmig lamlara alindiktan sonra mikrodalga

firnda her biri 15 dakika olmak Uzere Ug¢ siklus halinde 700 watt glg ile isitiimistir.

Daha sonra avidin-biotin kompleks method kullanilarak kesitler polyklonal PSA
(Prostat-spesifik antijen (PSA), clone ER-PRS8, [Dako, USA]), 1:200 dilusyonla ve

primer antikorda 4 saat oda isisinda inkibe edilmistir. Son olarak da kromojen 3,3-

diamino-benzidine-tetrahydrochloryde ile reaksiyon ile gorunur hale getirilmistir.

Stromada infiltrasyon goésteren iltihabi hicreler, osteoblastlar ve epitel hicreleri

ayri ayri olarak COX-2 boyanmasi agisindan degerlendirildi. Degerlendirme su

sekilde yapildr;
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COX-2 ile boyanma gosteren iltihabi hiicrelerin degerlendiriimesi;
(0): iitihab hiicrelerinde COX-2 ile boyanma %5'den az

(1): iltihab hiicrelerinin %5'inden fazlasinda COX-2 ile boyanma mevcut

Doseyici epitelde COX-2 boyanma degerlendiriimesi;
(0): COX-2 ile epitel hucrelerinde boyanma %5’den az
(1): COX-2 ile epitel hucrelerinde boyanma %5’den fazla

COX-2 ile boyanma gosteren osteoblastlarin degerlendirilmesi;
(0): COX-2 ile osteoblastlarda boyanma mevcut degil

(1): COX-2 ile osteoblastlarda boyanma mevcut
3.6. istatistiksel Degerlendirmeler

istatistiksel degerlendirmelerde SPSS (statistical package for social
sciesces) paket programi kullanildi. Osteoblast, osteoklast ve inflamatuar hucre
sayllari ile osteoblast, inflamatuar hicre ve yluzeyel mukozadaki epitelde bulunan
keratonistlerin siklooksijenaz-2 enzim ekspiresyonlarinin dahil oldugu veriler
degerlendirildi. Veriler, nonparametrik oldugu icin Wilcoxon Signed Ranks testi ve

Kruskal-Wallis testi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Sonuglar

Histopatolojik olarak kesitlerde osteoblast, osteoklast ve inflamatuar hicre
sayisina bakilmigtir. Ayrica osteoblast, inflamatur hicre ve yuzeyel mukozadaki
epitelde bulunan keratonistlerin, siklooksijenaz enziminin ekspiresyonlarina

bakilmistir. Gruplara goére elde edilen degerler soyledir;

2. hafta deney grubunun osteoblast sayisi: 5 adet 6rnekte derece 1, 5 adet érnekte
derece 2’ dir (Tablo 4.1). 2. hafta deney grubunun osteoklast sayisi: 4 adet 6rnekte
derece 1, 3 adet ornekte derece 2, 3 adet ornekte derece 3’dur (Tablo 4.2). 2.
hafta deney grubunun inflamatuar hlcre sayisi: 4 adet drnekte derece 0, 4 adet

ornekte derece 1, 2 adet 6rnekte derece 2'dir (Tablo 4.3).

2. hafta deney grubunun osteoblastlarinin cox-2 ekspiresyonu: 6 adet 6rnekte (1),
4 adet 6rnekte (0) dir (Tablo 4.4). 2. hafta deney grubunun inflamatuar hicrelerinin
cox-2 ekspiresyonu: 3 adet ornekte (1), 7 adet ornekte (0) dir (Tablo 4.5). 2. hafta
deney grubunun doseyici epitelinin cox-2 ekspiresyonu: 3 adet 6rnekte (1), 7 adet
ornekte (0) dir (Tablo 4.6).

2. hafta kontrol grubunun osteoblast sayisi: 2 adet érnekte derece 1, 4 adet
ornekte derece 2, 4 adet ornekte derece 3’dur (Tablo 4.1). 2. hafta kontrol
grubunun osteoklast sayisi: 8 adet 6rnekte derece 1, 2 adet drnekte derece 2'dir
(Tablo 4.2). 2. hafta kontrol grubunun inflamatuar hicre sayisi: 4 adet 6rnekte

derece 0, 4 adet 6rnekte derece 1, 2 adet 6rnekte derece 2’dir (Tablo 4.3).
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2. hafta kontrol grubunun osteoblastlarinin cox-2 ekspiresyonu: 5 adet 6rnekte (1),
5 adet 6rnekte (0) dir (Tablo 4.4). 2. hafta kontrol grubunun inflamatuar hicrelerinin
cox-2 ekspiresyonu: 8 adet ornekte (1), 2 adet ornekte (0) dir (Tablo 4.5). 2. hafta
kontrol grubunun ddseyici epitelinin cox-2 ekspiresyonu: 5 adet drnekte (1), 5 adet
ornekte (0) dir (Tablo 4.6).

4. hafta deney grubunun osteoblast sayisi: 8 adet 6rnekte derece 1, 2 adet érnekte
derece 2’ dir (Tablo 4.1). 4. hafta deney grubunun osteoklast sayisi: 4 adet 6rnekte
derece 1, 3 adet ornekte derece 2, 3 adet drnekte derece 3’dur (Tablo 4.2). 4.
hafta deney grubunun inflamatuar hicre sayisi: 4 adet 6rnekte derece 0, 4 adet

ornekte derece 1, 2 adet 6rnekte derece 2'dir (Tablo 4.3).

4. hafta deney grubunun osteoblastlarinin cox-2 ekspiresyonu: 10 adet drnekte (0)
dir (Tablo 4.4). 4. hafta deney grubunun inflamatuar hudcrelerinin cox-2
ekspiresyonu: 2 adet ornekte (1), 8 adet ornekte (0) dir (Tablo 4.5). 4. hafta deney
grubunun doéseyici epitelinin cox-2 ekspiresyonu: 10 adet érnekte (0) dir (Tablo
4.6).

4. hafta kontrol grubunun osteoblast sayisi: 5 adet Ornekte derece 1, 2 adet
ornekte derece 2, 3 adet oOrnekte derece 3’dur (Tablo 4.1). 4. hafta kontrol
grubunun osteoklast sayisi: 10 adet 6rnekte derece 1'dir (Tablo 4.2). 4. hafta
kontrol grubunun inflamatuar hiicre sayisi: 2 adet 6rnekte derece 0, 5 adet drnekte

derece 1, 3 adet 6rnekte derece 2'dir (Tablo 4.3).

4. hafta kontrol grubunun osteoblastlarinin cox-2 ekspiresyonu: 3 adet drnekte (1),
7 adet ornekte (0) dir (Tablo 4.4). 4. hafta kontrol grubunun inflamatuar hicrelerinin
cox-2 ekspiresyonu: 3 adet ornekte (1), 7 adet ornekte (0) dir (Tablo 4.5). 4. hafta
kontrol grubunun ddseyici epitelinin cox-2 ekspiresyonu: 2 adet drnekte (1), 8 adet
ornekte (0) dir (Tablo 4.6).
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6. hafta deney grubunun osteoblast sayisi: 4 adet 6rnekte derece 1, 6 adet 6rnekte
derece 2’ dir (Tablo 4.1). 6. hafta deney grubunun osteoklast sayisi: 4 adet 6rnekte
derece 1, 2 adet ornekte derece 2, 4 adet ornekte derece 3’dur (Tablo 4.2). 6.
hafta deney grubunun inflamatuar hlcre sayisi: 5 adet drnekte derece 1, 5 adet
ornekte derece 2'dir (Tablo 4.3).

6. hafta deney grubunun osteoblastlarinin cox-2 ekspiresyonu: 1 adet érnekte (1),
9 adet ornekte (0) dir (Tablo 4.4). 6. hafta deney grubunun inflamatuar hucrelerinin
cox-2 ekspiresyonu: 1 adet ornekte (1), 9 adet ornekte (0) dir (Tablo 4.5). 6. hafta
deney grubunun ddseyici epitelinin cox-2 ekspiresyonu: 10 adet drnekte (0) dir
(Tablo 4.6).

6. hafta kontrol grubunun osteoblast sayisi: 5 adet ornekte derece 1, 2 adet
ornekte derece 2, 3 adet ornekte derece 3’dur (Tablo 4.1). 6. hafta kontrol
grubunun osteoklast sayisi : 1 adet drnekte derece 1, 9 adet drnekte derece 2'dir
(Tablo 4.2). 6. hafta kontrol grubunun inflamatuar hicre sayisi: 4 adet drnekte

derece 0, 6 adet 6rnekte derece 1’dir (Tablo 4.3).

6. hafta kontrol grubunun osteoblastlarinin cox-2 ekspiresyonu: 4 adet 6rnekte (1),
6 adet ornekte (0) dir (Tablo 4.4). 6. hafta kontrol grubunun inflamatuar htcrelerinin
cox-2 ekspiresyonu: 5 adet ornekte (1), 5 adet ornekte (0) dir (Tablo 4.5). 6. hafta
kontrol grubunun ddseyici epitelinin cox-2 ekspiresyonu: 4 adet drnekte (1), 6 adet
ornekte (0) dir (Tablo 4.6).
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DENEY KONTROL

GRUBU GRUBU
DERECELER 0 1 2 3 0 1 2 3
2.hafta osteoblast sayisi - 5 5 - - 2 4 4
4 .hafta osteoblast sayisi - 8 2 - - 5 2 3
6.hafta osteoblast sayisi - 4 6 - - 5 2 3

Tablo 4.1. Osteoblast yogunlugunun derecelenmesi;
(1): Kontrol grubundan %10 daha fazla osteoblast proliferasyonunun olmasi
(2): Kontrol grubundan %20 daha fazla osteoblast proliferasyonunun olmasi

(3): Kontrol grubundan %30 daha fazla osteoblast proliferasyonunun olmasi

DENEY KONTROL

GRUBU GRUBU
DERECELER 0 1 2 3 0 1 2
2.hafta osteoklast sayisi - 4 3 3 - 8 2
4 .hafta osteoklast sayisi - 4 3 3 - 10 -
6.hafta osteoklast sayisi - 4 2 4 - 1 9

Tablo 4.2. Osteoklast yogunlugunun derecelenmesi;
(1): Kemik trabekulleri etrafinda ortalama 3 ve altinda osteoklast izlenmesi
(2): Kemik trabekulleri etrafinda ortalama 3 ve 6 arasinda osteoklast izlenmesi

(3): Kemik trabekdlleri etrafinda ortalama 6’dan fazla osteoklast izlenmesi
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DENEY KONTROL

GRUBU GRUBU
DERECELER o 1 2 3 0 1 2 3
2 hafta inflamatuar hicre sayisi 4 4 2 - 4 4 2 -
4 .hafta inflamatuar hicre sayisi 4 4 2 - 2 5 3 -
6.hafta inflamatuar hicre sayisi - 5 5 - 4 6 - -

Tablo 4.3. Stromada izlenen iltihabi hlicre infiltrasyonu derecelenmesi;

(0): iltihabi hiicre infiltrasyonu mevcut degil.

(1): Biyopsinin %20’sinden azini infiltre eden iltihabi hicre infiltrasyonu mevcut
(2): Biyopsinin %20-40"in1 infiltre eden iltihabi hucre infiltrasyonu mevcut
(

3): Biyopsinin %40’ indan fazlasini infiltre eden iltihabi hicre infiltrasyonu mevcut

DENEY KONTROL

GRUBU GRUBU
DERECELER 0 1 0 1
2.hafta osteoblast cox-2 ekspresyonu 4 6 5 5
4 .hafta osteoblast cox-2 ekspresyonu 10 - 7 3
6.hafta osteoblast cox-2 ekspresyonu 9 1 6 4

Tablo 4.4. COX-2 ile boyanma gdsteren osteoblastlarin degerlendiriimesi;
(0): COX-2 ile osteoblastlarda boyanma mevcut degil

(1): COX-2 ile osteoblastlarda boyanma mevcut
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DENEY KONTROL

GRUBU GRUBU
DERECELER 0 1 0 1
2. hafta inflamatuar hicre cox-2 ekspresyonu 7 3 2 8
4. hafta inflamatuar hicre cox-2 ekspresyonu 8 2 7 3
6. hafta inflamatuar hiicre cox-2 ekspresyonu 9 1 6 4

Tablo 4.5. COX-2 ile boyanma gdsteren iltihabi hiicrelerin degerlendiriimesi;
(0): iitihab hiicrelerinde COX-2 ile boyanma %5'den az
(1): iltihab hiicrelerinin %5'inden fazlasinda COX-2 ile boyanma mevcut

DENEY KONTROL

GRUBU GRUBU
DERECELER 0 1 0 1
2. hafta epitel hucre cox-2 ekspresyonu 7 3 5 5
4. hafta epitel hlicre cox-2 ekspresyonu 10 - 8 2
6. hafta epitel hicre cox-2 ekspresyonu 10 - 6 4

Tablo 4.6. Doseyici epitelde COX-2 boyanma degerlendiriimesi;
(0): COX-2 ile epitel hicrelerinde boyanma %5’den az
(1): COX-2 ile epitel hucrelerinde boyanma %5'den fazla
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Sekil 4.1.2. 4. hafta deney grubuna ait bu
Ornekte az sayida (derecel) osteoklast Ornekie c¢ok sayida (derece3d) osteoklast
izlenmektedir (H&E). izlenmektedir (H&E).

[

Sekil 4.1.3. 6. hafta kontrol grubuna ait bu  Sekil 4.1.4. 6. hafta deney grubuna ait bu
Ornekte az sayida (derecel/ince ok) osteoklast drnekte az sayida (derece1) osteoblast
ve ¢ok sayida (derece3) osteoblast izlenmektedir (H&E).

izlenmektedir (H&E).
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Sekil 4.1.5.
ornekte cox-2

2. hafta kontrol grubuna ait bu
ile osteoblastlarda belirgin

boyanma izlenmektedir.

Sekil 4.1.7.

Ornekte cox-2 ile sayica orta derecede olan

2. hafta deney grubuna ait bu

osteoblastlarda boyanma izlenmektedir.
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Sekil 4.1.6. 2. hafta kontrol grubuna ait bu
ornekte cox-2 ile inflamatuar hucrelerde (yildiz)
ve ¢ok sayida izlenen osteoblastlarda belirgin
boyanma izlenmektedir.

Sekil 4.1.8. 4. hafta deney grubuna ait bu
ornekte cox-2 ile sayica az derecede olan

osteoblastlarda boyanma izlenmektedir.



4.2. istatistiksel Sonuglar

4.2.1. Deney Grubu ile Kontrol Grubunun Karsilagtirmasi

Wilcoxon Signed Ranks testi kullanilarak 2., 4. ve 6. hafta deney gruplari ile
kontrol gruplari karsilastinimigtir.  Kargilagtirma osteoblast, osteoklast ve
inflamatuar hicre sayilari Gzerinden yapilmistir. Ayrica osteoblast, inflamatur hicre

ve epitelin siklooksijenaz enzim ekspresyonlarida kargilagtiriimigtir.

2. hafta kontrol grubu ile deney grubunun karsilastiriimasi;

2. hafta kontrol grubu ile deney grubu igin yapilan karsilastirmalarda bir tek
inflamatuar hiicre cox-2 ekspiresyonu (p<0.05) arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Deney grubunda inflamatuar hicre cox-2 ekspiresyonu

kontrol grubuna gore daha az olarak saptanmigtir.

4. hafta kontrol grubu ile deney grubunun karsilastirilmasi;

4. hafta kontrol grubu ile deney grubu igin yapilan karsilastirmalarda osteoblast
(p<0.05) ve osteoklast (p<0.05) sayilari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bunun sonucu olarak deney grubunda osteoklast sayisi kontrol
grubuna gore daha fazla olarak saptanirken osteoblast sayisi kullanilmayan tarafa

goOre daha az olarak saptanmistir.

6. hafta kontrol grubu ile deney grubunun karsilastiriimasi;

6. hafta kontrol grubu ile deney grubu icin yapilan karsilastirmalarda doéseyici
epitelin cox-2 ekspiresyonunda kontol ve deney grubu (p<0.05) arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bunun sonucu olarakta, deney grubunda
epitel cox-2 ekspiresyonu kontrol grubuna gére daha az olarak saptanmistir. Ayrica
osteoblast (p<0.05) ve osteoklast (p<0.01) sayilari arasindaki fark da istatistiksel

olarak anlamli bulunmusgtur. Bunun sonucu olarak deney grubu osteoklast sayisi
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kontrol grubununkine gore daha fazla olarak saptanirken osteoblast sayisi daha az

olarak saptanmigtir.

4.2.2. ikinci, dordiincii ve altinci hafta igin deney ve kontrol grup igi

karsilagtirma

Kruskal-Wallis testi kullanilarak 2., 4. ve 6. hafta deney ve kontrol gruplari
kendi icinde karsilastiriimistir. Kargilagstirma osteobalst, osteoklast ve inflamatuar
hicre sayilari, osteoblast, inflamatur hiicre ve epitel cox ekspiresyonlari Uzerinden

yapiimistir. istatistiksel degerlendirme sonuglari asagida belirtilmistir.

Osteoblast sayisi;

2. ve 4. hafta deney gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. 2.haftadaki osteoblast sayisi 4.haftadakinden daha fazla olarak
saptanmigtir. 2. ve 6. hafta deney gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur. 2.haftadaki osteoblast sayisi 6.haftadakinden daha fazla
olarak saptanmisgtir.

2. ve 4. hafta kontrol gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. 2.haftadaki osteoblast sayisi 4.haftadakinden daha fazla olarak
saptanmistir. 2. ve 6. hafta kontrol gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur. 2.haftadaki osteoblast sayisi 6.haftadakinden daha fazla

olarak saptanmistir.

Osteoklast sayisi;

2. ve 6. hafta deney gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. 6.haftadaki osteoklast sayisi 2.haftadakinden daha fazla olarak
saptanmigtir. 4. ve 6. hafta deney gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur. 6.haftadaki osteoklast sayisi 4.haftadakinden daha fazla

olarak saptanmigtir.
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2. ve 6. hafta kontrol gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. 6.haftadaki osteoklast sayisi 2.haftadakinden daha fazla olarak
saptanmigtir. 4. ve 6. hafta kontrol gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamhl bulunmustur. 6.haftadaki osteoklast sayisi 4.haftadakinden daha fazla

olarak saptanmistir.

inflamatuar hiicre sayis;
4. ve 6. hafta kontrol gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. 4.haftadaki inflamatuar hicre sayisi 6.haftadakinden daha fazla

olarak saptanmigtir.

Osteoblastlarin cox-2 ekspiresyonu;

2. ve 4. hafta kontrol gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. 2.haftadaki osteoblast cox ekspiresyonu 4.haftadakinden daha fazla
olarak saptanmistir. 2. ve 6. hafta kontrol gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur. 2.haftadaki osteoblast cox ekspiresyonu 6.haftadakinden

daha fazla olarak saptanmigtir.

inflamatuar hiicrelerin cox-2 ekspiresyonu;

2. ve 4. hafta kontrol gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. 2. haftadaki inflamatuar hicre cox ekspiresyonu 4.haftadakinden
daha fazla olarak saptanmigtir. 2. ve 6. hafta kontrol gruplari arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 2.haftadaki inflamatuar hicre cox
ekspiresyonu 6.haftdakinden daha fazla olarak saptanmistir. 4. ve 6. hafta kontrol
gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 6.haftadaki
inflamatuar hucre cox ekspiresyonu 4.haftadakinden daha fazla olarak

saptanmigtir.

40



Doseyici epitelinin cox-2 ekspiresyonu;
2. ve 4. hafta kontrol gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. 2.haftadaki epitel cox ekspiresyonu 4.haftadakinden daha fazla

olarak saptanmistir.
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5. TARTISMA

Cene kemidi sert ve dayanikli bir yapi olmasina ragmen travma veya
hastalik sonucu kolayca yikima ugrayabilmektedir. Bu yikim sonucunda dislerin

veya dental implantlarin saghgi riske girmektedir.

Harris, periodontitis teshisi konmus ancak tedavisini yaptirmamis 30 adet
hastanin ortalama 2.1 yil sonraki cep derinligi, atagman kaybi ve dis sayilarini
yeniden degerlendirmigtir. Bu degerlendirme sonucunda yilda ortalama olarak cep
derinliginin 0.29 mm, atagcman kaybinin 0.32 mm arttigini ve yine yillik ortalama
deger olarak dis kaybinin 0.32 adet oldugunu tespit etmistir. Oral hijyen
aligkanhginin daha kot oldugu hastalarda doku kaybinin ve hastalik ilerleyisinin
daha da fazla oldugunu gozlemlemistir. Sonug olarak, periodontal hastalik tedavi
edilmezse dis destek dokularinin yikilacagini ve dis kaybinin olugacagini

vurgulamigtir (Harris ve ark., 2003).

Amerikan Periodontoloji Akademisi 2001 yilinda, periodontitis tedavisinde
kullanilan teknikleri kisa bagliklar altinda toplamistir. Distagi temizligi ve kok ylzeyi
dizeltmesi (SRP) ile beraber oral hijyen egitimi; temel tedavi olarak ileri
surtlmastir. Sistemik hastalik, sigara kullanimi gibi kisiye ait 6zelliklerin tedavide
g6z onunde bulundurulmasi gerektigi vurgulanirken kok anatomisi, okluzyon gibi
dise ait oOzelliklerin de tedaviyi etkileyecegdi belirtilmigtir. Farmakolojik tedavilerin
sistemik veya lokal olarak uygulanabilecedi sdylenmis, ancak bunlarin tek basina
tedavi edici etkilerinin olmadigina dikkat cekilmistir. Cerrahi tedavilerin ulasim
rahathgi sagladigi ve dolayisiyla etyolojik faktorlerin cerrahi tedavilerle daha iyi
ortadan kaldinldigr vurgulanmistir. Ayrica etyolojik faktor ortadan kaldirildiktan
sonra cerrahinin bitirildigi veya iki sekilde devam ettigi eklenmistir. Bunlardan biri,
mevcut dokunun bir miktarinin yeniden hastalik olusturmamasi igin uzaklastirildigi

rezektif cerrahi, digerini ise cesitli sekillerde kayip dokunun yapisal ve fonksiyonel
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olarak kazandirildigi rejeneratif cerrahi olarak tanimlanmistir. Bunlara ek olarak,
tedavi protokollinde idame fazinin énemi ve hasta kooperasyonunun gerekliligi

vurgulanmistir (The American Academy of Periodontoloji, 2001).

Periodontal tedavi segeneklerini konu alan ve bunlari karsilagtiran c¢ok
sayida calisma bulunmaktadir. Harrel ve Nunn c¢alismalarinda, periodontal
hastaligi olan bireylerde mevcut hastaligin belirtilerinin goéruldugu tek bir digi
degerlendirmiglerdir. 91 adet hastayr tedavi edilmeyen, cerrahi olmayan
periodontal tedavi (SRP) ve cerrahi periodontal tedavi géren hasta olmak Uzere 3
gruba ayirmiglardir. Cerrahi tedavi goéren hastalara, 6ncesinde SRP, okluzal
uyumlama ve oral hijyen egitimini iceren cerrahi olmayan tedaviyi de
uygulamiglardir. Cerrahi tedavi olarak rejeneratif veya rezektif cerrahi teknikleri
kullanmiglardir. Gruplardaki hastalarin, cep derinligi, prognoz, mobilite, furkasyon
problemi olmak (Gzere 1 yilik Klinik parametrelerdeki  sonuglarini
degerlendirmislerdir. Klinik parametrelerde duzelmenin cerrahi tedavi sonucu
oldugunu, cerrahi olmayan tedaviyle ise basari saglanamadigini ileri sirmuglerdir.
Tedavi olmayan hastalarda ise klinik parametrelerde hizla kotuye gidis oldugunu

g6zlemlemiglerdir (Harrel ve Nunn, 2001).

Eren ve arkadaslari bir calismalarinda, 100 adet orta derecede periodontal
hastaligi olan ve lokal anestezi altinda 4 yarim geneye distagi temizligi ve kok
yuzeyi duzeltmesi yapilan bireylerin 3 aylik tedavi sonuclarini incelemiglerdir. Cep
derinliginin, gingival indeksin, sondlamada kanamanin istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde azaldigini ve tedavinin basarisinin yuksek oldugunu vurgulamiglardir
(Eren ve ark., 2002).

Preshaw ve arkadaslari, cerrahi olmayan tedavi uyguladiklari hastalarinda,
benzer diger galismalara oranla ¢ok basarili sonuglar elde etmigler ve hatta
atagman ve kemik seviyesinde istatistiksel olarak anlamh bir artis

goOsterebilmiglerdir. Ancak bunun klinik agidan anlam ifade edemedigini
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vurgulamiglardir (Preshaw ve ark., 1999). Preshaw ve arkadaslarinin bu
¢alismasinin sonucu, periodontal tedavideki zorlugu karsimiza c¢ikarmaktadir.
Basarili bir tedaviyle hastalik durdurulsa da kayip dokuyu yeniden olugturmak

oldukca zordur ve rejeneratif tedavi tekniklerine ihtiya¢c duyulmaktadir.

Cortellini ve Tonetti, rejeneratif tedavinin dis kaybi Uzerine olan etkisini
inceleyen arastirmalarinda, 175 adet derin kemikici defektin rejeneratif tedavisini
rezorbe olabilen veya olmayan membran ve membranla beraber alloplastik greft
materyali kullanarak yapmiglardir. Tedavi baslangicinda ve tedavi sonrasi 2 yilda
bir olacak sekilde 16 yillik atagman seviyelerini ve cep derinliklerini élgmuslerdir.
Diglerin tedavi oncesi, ortalama atagman seviyelerindeki kayip 10.7£2.4 mm, cep
derinligi ise 8.7£2.3 mm olarak belirtiimistir. Kaybedilme olasiligi olan bu dislerin 10
sene sonrasinda %96’sinin halen agizda kalabildigini ve siddetli yikim olan
kemikici defektlerde rejeneratif tedavinin o6nemli bir secenek oldugunu

soylemiglerdir (Cortellini ve Tonetti, 2004).

Trombelli ve arkadaslar ise, periodontal kemikici defektlerde, rejeneratif
tedavi tekniklerinden biri olan greft materyali ve biyolojik ajan kullanimini
incelemislerdir. Arastirmacilar, 2001 yilina kadar c¢esitli greft materyalleri
kullanilarak  yapilan rejeneratif tedavilerle sadece flap operasyonunun
kargilastinldigi insan galismalarini incelemiglerdir. 6 aydan az takip suresi olan ve
tam verilerine ulagilamayan galismalar dahil ediimemistir. incelenen calismalarin
yontemlerindeki farklilik nedeniyle sayisal kesin sonuglar verememekle beraber,
sadece flap operasyonuna goére greft materyalinin veya biyolojik ajanlarin
kullaniminin, atagman seviyesini daha fazla artirdigini vurgulamislardir (Trombelli
ve ark., 2002).

Reynolds ve arkadaslari, periodontal kemik defektlerinde greft kullaniminin
sadece flap operasyonuna oranla basarisini incelemislerdir. 2002 yilina kadar

yapilmis insan ¢aligmalarindan, istatistiksel sonuglar verebilen 66 adet ¢alismayi
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incelemislerdir. Sonugta kemik grefti kullaniminda, istatistiksel olarak anlamli
oranda daha fazla kemik ve klinik atagman seviyesinde artma, krestal kemik
kaybinda ve cep derinliginde azalma oldugunu gérmuslerdir. Ayrica allogreftlerle
kalsiyum fosfat (hidroksiapatit) seramik greftler arasinda fark olmadigini
g6zlemlemisglerdir. Histolojik agidan bakildiginda ise otojen, allojenik ve ksenojenik
greftlerde yeni atagcman olusurken alloplastik greftlerde rejenerasyondan c¢ok

tamirle iyilesmenin oldugunu tespit etmislerdir (Reynolds ve ark., 2003).

Greft materyalleri arasinda otojen kemik greftleri altin standart olarak kabul
edilse de ikinci bir cerrahi bdlgesine ihtiya¢ duyulmasi ve istenen miktarin
herzaman elde edilememesi, bu greftin kullanimini kisitlamaktadir. Dolayisiyla
diger greft turlerinin kullanimi ve kombine tedavilerle etkinliklerinin artiriimasi

gundeme gelmektedir (Simonpietri-C ve ark., 2000; Lekovich ve ark., 2001).

Otojen kemik grefti kadar etkili oldugu sdylenen bir sentetik kemik greftini
Yukna ve arkadaslari incelemislerdir. Arastirmacilar, periodontal kemik
defektlerinde, sadece flap operasyonu, ABM/P-15 kemik grefti ve demineralize
dondurulmus kurutulmus kemik allogreftini (DFDBA) kullanimini
kargilastirmiglardir. Calismada, 31 adet hastanin, 3’er tane periodontal kemikigi
defekt bolgesi, karsilastirilan 3 ayri segcenekle tedavi edildikten 6 ay sonra, defekt
dolumu agisindan deg@erlendirilmisdir. Defekt dolumunun sadece flap operasyonu
yapilanlarda %40.3, DFDBA kullanilanlarda %51.4 ve ABM/P-15 kullanilanlarda ise
%72.3 olarak bulmuslardir (Yukna ve ark., 1998).

Bu basarili sonugtan sonra Yukna ve arkadaslari, ABM/P-15 greft
materyalinin etkisini anlamak Uzere Oncekine benzer sekilde bir c¢alisma
yapmiglardir. Arastirmacilar bu yeni greft materyalinin basarisinda tip 1 kollajenin
sentetik kopyasi olan P-15’in rolU oldugunu disunmdusglerdir. Buradan yola ¢ikarak
ABM ve ABM/P-15’i karsilastirmislar ve kemik olusumundaki ylksek basarinin
nedeninin P-15 oldugunu gostermiglerdir (Yukna ve ark., 2000).
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Tehemar ve arkadaslari, hayvanlar Uzerinde yaptiklari c¢aligsmalarinda
membran ve/veya ABM/P-15 ile beraber veya tek basina immediyat implant
yerlestirmiglerdir. Kemik-implant iligkisinin degerledirildigi bu ¢alismada 3 aylik
donemde en ylUksek oranin greft materyalinin bulundugu bdlgelerde oldugu
gorulirken 6 aylik déonemde tek basina membranin kullanildigi bdlgelerde de
benzer orana yaklasildigini gérmuslerdir. Burada greft materyalinin erken
donemdeki basarisina dikkat ¢ekmislerdir. Ayrica greftin kullanildigi bolgelerde ilk
olusan olgunlasmamig, organizasyonu bozuk ve dayaniksiz kemigin daha hizli bir

sekilde olgun kemik ile yer degistirdigini ileri sirmuslerdir (Tehemar ve ark., 2003).

Valentin ve Weber, ABM/P-15 kemik greftinin uygulanmasindan sonraki
kaybin %5-10 arasinda olurken otojen kemik greftinde %30-50 arasinda oldugunu
tespit etmislerdir. Arastirmacilar, bu durumu ABM/P-15 kemik greftindeki organik
kismin daha yuksek oranda olmasi, hucresel donisumlerin az olmasi ve fibrin
kontraksiyonunun daha az olmasiyla iligkilendirmislerdir (Valentin ve Weber, 2004).
Bu sonu¢ ABM/P-15 kemik greftinin daha c¢ok miktarda kemik dolumunu
sagladigini ve ideal bir greft materyalinin 6zelliklerine sahip olmaya yakin oldugunu

dusundurmektedir.

Kemik hastaliklari ve kemik iyilesmesinde bazi ilaglarin etkilerini incelemek
daha onceki bir gok galismanin konusu olmustur (Khan ve ark., 1997; Ross ve ark.,
2003, Mathoo ve ark., 2004). ikinci nesil aminobifosfonat olan alendronat kemik
yikimini onleyen gugclli etkisiyle bu amaca yodnelik sik kullanilan bir ilagtir.
Roschger, Rodan, Hernandez gibi birgok arastirmacinin belirttigi gibi alendronat
kemik yikimini azaltan ve kemik yogunlugunu artiran bir takim 6zelliklere sahiptir
(Roschger ve ark.,1997; Rodan, 1997; Hernandez ve ark., 2001). Buna gore
alendronatin periodontoloji ve implantolojideki ortaya koyacagi etki birgok

literaturde degerlendirilmistir.
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Brunsvold ve arkadaglari, ilk olarak yaptiklari bir hayvan c¢alismasinda
sistemik olarak uygulanan alendronatin periodontitisteki etkisini gostermiglerdir.
Hayvanlari, birine plasebo ve diger ikisine test edilen ilacin farkli konsantrasyonlari
(0.05 mg/kg ve 0.25 mg/kg) damar igine, 2 haftada bir 16 hafta boyunca verilecek
sekilde U¢ gruba ayirmislardir. Ayrica ilacin verildigi gin ligatlr teli kullanarak
hayvanlarda deneysel periodontitis olusturmaya baglamislardir. Baglangicta, 2. ve
4. ayda plak indeksi, gingival indeks, cep derinligi ve radyografik olgumleri
yapmiglardir. Calismanin sonucu olarak alendronatin dusik dozda (0.05 mg/kg),
periodontitisteki kemik yogunlugu kaybini énledigini ancak plak indeksi, gingival

indeks ve cep derinligini etkilemedigini bulmuslardir (Brunsvold ve ark., 1992).

Kaynak ve arkadaslari, yine bir hayvan c¢alismasinda 0.5 mg/kg’lik
alendronatin  kemik rezorpsiyonuna olan etkisini histopatolojik  olarak
incelemislerdir. Hayvanlari plasebo ve ilag grubu olmak Uzere ikiye ayirmiglardir.
llaci, mukoperiosteal flep cerrahisinden 1 hafta énce, cerrahi esnasinda ve
cerrahiden 1 hafta sonra olacak sekilde subkutan uygulamiglar ve 21. gun
hayvanlari sakrifiye etmiglerdir. Periodontal dokulardaki inflamatuar hucre
infiltrasyonuna, fibrozis ve kollajen formasyonuna, rezorbsiyon alanlarina
(osteoklast ylzeyler), osteoblastik aktiviteye (olusum yuzeyleri), osteoklast sayi ve
morfolojisine bakmiglardir. Sonuglarda, alendronat grubunda, fibrozis ve kollajen
formasyonunun istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigini ve rezorbsiyon
alanlarinin azaldigini  bulmuslardir. Diger degerler icin fark bulamazken
alendronatin kullanildigi taraftaki osteoklast morfolojilerinin bozulmus oldugunu
tespit etmiglerdir. Bu galismanin sonuglari dogrultusunda alendronatin periodontal
hastalikta tek basina veya antiinflamatuar ilaglar, kemik greftleri, membranlar ve
dental implantlarla kombine olarak kullanilabilecedini sdylemislerdir (Kaynak ve
ark., 2003).

Rocha ve arkadaslari, ilk olarak alendronatin insanda periodontal hastalikta

olan etkisini arastirmistir. 40 adet tip 2 diyabeti ve 5 yillik bir periodontal hastalik
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gecgmisi olan bireyleri iki gruba ayirmislardir. Bir gruba 10 mg/gunlik alendronat ve
diger gruba da placebo ilaci 6 ay suresince vermislerdir. Diyabetin en sik
kargilagilan komplikasyonlarindan birinin periodontal hastalik olmasi ve diyabetli
hastalarda krestal kemik yikiminin belirgin bir 0Ozellik olmasi Rocha ve
arkadaslarini klasik periodontal tedavilere destek olabilecek tedavi seceneklerine
dogru itmistir. Sonugta alendronat kullanan grupta kemik rezorbsiyonun daha az
oldugu, kemik yuksekliginin daha ¢ok arttigi, klinik parametrelerin daha iyiye gittigi
bulunmus ve ayrica alendronatin 10 mg/gunlik, 6 ay suresince kullaniminin iyi
tolere edildigi belirtiimistir (Rocha ve ark., 2001).

Rocha ve arkadaslari, bir diger calismalarinda alendronatin sistemik
kullaniminin, periodontal hastalikta gorulen kemik yikimina etkisini postmenapozal
kadinlarda incelemislerdir. Onceki calismalarina benzer olarak yine kemik
yikiminin sistemik bir nedenle artmis oldugu periodontitis hastalarinda arastirma
yapmislardir. Arastirmacilar, 6 ay stresince 10 mg/gunlik alendronat kullaniminin
kemik yuksekligini artirdigini ve cep derinligini, sondlamada kanamayi, kemik

turnoverini azalttigini rapor etmiglerdir (Rocha ve ark., 2004).

Lane ve arkadaslari, orta veya siddetli periodontitisi olan bireyleri iki gruba
ayirmislardir. Gruplarin birine bir yil sireyle alendronat (10 mg/gunlik) veya diger
bir aminobifosfonat olan risedronat (5 mg/gunluk) oral tablet olarak verirken diger
gruba placebo ilag vermislerdir. Her iki gruba da mekanik tedavi uygulamiglardir.
Arastirmacilar, baslangi¢, 6 ve 12 aylk klinik ve radyografik degerlendirmelere
bakarak, ila¢g kullanan bireylerdeki atagman kazancinin daha fazla oldugunu ve
bunun istatistiksel olarak anlamh oldugunu sdylemislerdir. ilag kullanan bireylerde
atacman kazanci 2 mm’den daha fazla olarak tespit edilmistir. Ayrica radyografik
olarak yapilan incelemeler ilacin periodontal kemik yogunlugunu korudugunu
gOstermistir.  Sonugta, aminobifosfonatlarin periodontolojide mekanik tedaviye

destek olacak sekilde kullanilabilecegini ileri surmuslerdir (Lane ve ark., 2005).
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Literatirdeki calismalarin ¢cogu bifosfanatlarin sistemik kullanima yoneliktir.
Ancak Bifosfonatlarin sistemik kullanimda %10 oraninda gastrointestinal
rahatsizlik, hipokalsemi, hipofosfatemi, bag agrisi, kas agri ve kramplari gibi yan
etkiler gozlenmistir. %1 oraninda ise anjioddem, duodenal Ulser, 6zefagus
erozyonlari, orafarengial Ulser, asiri duyarlilik reaksiyonlari, Urtiker gibi yan
etkilerde gorulebilmektedir (Lacy ve ark., 2003). Bu yan etkilere ek olarak, Hellstein
ve Marek’in belirttigine gore, parenteral verilen bifosfonatlar gene kemiginde
osteokimonekrosise neden olmaktadir. Bunun sonucunda da g¢ene kemiginde
agrilar ve iyilesme gostermeyen yaralar olusmaktadir (Hellstein ve Marek, 2005).
Peridontoloji ve implantoloji alanlarinda karsilagilan hastaliklarin buyuk olgtde
lokal olmasi ve butun vicuda uygulanacak sistemik bir tedaviye gerek
duyulmamasi; ayni zamanda alendronatin sistemik uygulamasiyla karsimiza ¢ikan
istenmeyen etkileri nedeniyle alendronatin lokal kullanimi bir tercih sebebi

olabilmektedir.

ilk olarak 1997 yilinda Yaffe ve arkadaslari alendronatin lokal uygulamada
mukoperiosteal flap kaldiriimasi sonrasi olugsan kemik yikimini engelleyebilecegini
ratlar Uzerinde gostermislerdir. Arastirmacilar 20 mg’lk ilact 1 mllik serum
fizyolojik solusyonunda ¢6zdikten sonra pamuk ruloya emdirmisler ve bu pamuk
ruloyu 2 saat sureyle kemik yuzeyinde birakarak lokal uygulamayi yapmiglardir.
Radyografik olarak elde edilen goérintl analizlerinin sonucunda lokal olarak
alendronat uygulanmayan bdlgelerde genis rezorbsiyon alanlari gdzlenirken
alendronat uygulanan bolgelerde bunlara raslanmadigi gibi kemik yogunlugununda

arttigini gézlemlemiglerdir (Yaffe ve ark., 1997).

Daha sonraki yillarda Yaffe ve arkadaslari, benzer bir hayvan galismasi
yapmislardir. Burada radyoaktif alendronat kullanarak tibia ve mandibulada ilacin
ne kadar biriktigini gérmeye calismislardir. Bunun igin mukoperiosteal flep
kaldirmiglar ve bir grupta radyoaktif alendronatin emdirildigi tamponu 10 dakika,
diger grupta 60 dakika olacak sekilde kemik yuzeyinde bekletmiglerdir. Sonugcta
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bekleme zamanina bagli olarak ilacin kemikteki konsantrasyonunun arttigi,
mandibulada tibiadan daha c¢ok emilim oldugu ve en Onemlisi, ilacin olugum
yuzeylerinde degil, yikim yluzeylerinde depolandigini ortaya koymusglardir (Yaffe ve
ark., 1999).

Binderman ve arkadaslari, uygulama teknigi agisindan alendronatin lokal
uygulandigi diger calismalara benzer sekilde bir hayvan g¢alismasi yapmislardir.
Arastirmacilar jelatin bir tampona, ilacin farkhh dozlarini emdirerek, bir grupta
mukoperiosteal flebin kaldirildigi cerrahi bdlgesine, diger bir grupta da cerrahi
bdlgesinden uzak bir yere (yanak submukozasi) 2 saat sureyle uygulamiglardir.
Calisma sonucu olarak, lokal alendronatin, periodontal cerrahi tedavilerde
kullanilan mukoperiosteal fleblerde gorulen kemik rezorbsiyonunu engellemedeki
en etkili dozunun cerrahi bodlgesine uygulanacaksa 200 ug, uzak bir yere

uygulanacaksa 400 pg oldugunu ileri stirmuslerdir (Binderman ve ark., 2000).

Alendronatin lokal uygulanmasina yoénelik farkli bir teknigi, Meraw ve
arkadaslar gelistirmislerdir. Aragtirmacilar alendronati implant ylzeyine uygulamis
ve alendronatsiz implantlarla karsilastirarak, alendronatin kemik-implant iligskisine
olan etkisini incelemiglerdir. Lokal alendronat uygulamasi igin hidroksiapatitle kapli
ve parlak yuzeyli olmak tUzere iki tip dental implant kullanmislardir. Hidroksiapatit
kapli implantlari 1 hafta slreyle 37 °C sicaklikta 0.1 mmol alendronat
solusyonunda bekletmek ve parlak ylzeyli titanyum implantlari da 2.8 pg’lik
alendronatla kaplamak suretiyle alendronath implantlari olusturmuslardir. 1 ay
sonra Kesitlerin incelenmesiyle alendronatin her iki yuzeyde de kemik olusumunu

hizlandirdigini gostermislerdir (Meraw ve ark, 1999).

Denissen ve arkadaglari da benzer sekilde baska bir aminobifosfonati { (3-
dimetiloamino-1-hidroksipropilidin)—1,1-P-C-P} hidroksiapatit kapli implant ylzeyine
uygulamiglardir. Bu aragtirmacilar, bu implantin iyilesmede herhangi bir olumsuz

etkisinin olup olmadigini veya yabanci cisim reaksiyonu olusturup olusturmadigini
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incelemislerdir. Histolojik ve histomorfometrik sonuglar dogrultusunda kemik
iyilesmesinin normal seyrinde oldugunu gosterirken bifosfonat/hidroksiapatit kapli
implantlarin doku ile iyi uyum sagladiginida vurgulamiglardir (Denissen ve ark.,
2000).

Bazi arastirmacilar, sistemik veya lokal kullanimda kemik yikimini énleyen
bu ilaglarin kemik olusumuna yardimci olan greft materyalleriyle beraber kullanimi
gundeme getirmigtir. Buna gore Aspenberg lokal uygulanan alendronatin otojen
kemik grefti Uzerine olan etkisini incelemistir. Calismasindan elde ettigi sonuglara
dayanarak alendronatin otojen kemik greftinin rezorpsiyonunu geciktirdigini ve bu
etkisiylede greftin erken rezorbsiyonuna bagli olusabilecek mekanik
basarisizliklarin dnlenmesinde yararli olabilecegini ileri surmustur (Aspenberg ve
Astrand, 2002). Myoung ve arkadaslari bu sonuglara paralel olacak sekilde,
bifosfonatlarin sistemik uygulamasinin da otojen kemik greftinin rezorpsiyonunu

azalttigini géstermislerdir (Myoung ve ark., 2001).

Yaffe ve arkadaslari, sistemik veya lokal kullanimda alendronatin kemik
yikimini engellediginin bilindigini ancak ilacin kemik olusumundaki etkisinin tam
olarak ortaya konulamadigini ileri sirmuslerdir. Buradan da yola ¢ikarak bir hayvan
calismasi planlamislardir. Calismada kullanilacak ratlardan elde edilen kemik
iligini, 6nceden hazirlanmig demineralize rat femur silindirlerine yerlestirmisler ve
daha sonra bu silindirleri c¢alismada kullanilan ratlara subkutan implante
etmislerdir. Deney grubundaki ratlari ikiye ayirarak 0.5 mg/kg alendronati bir gruba
implantasyondan sonraki 1., 2. ve 3. haftalarda, ikinci gruba da ayni doz ilaci
implantasyondan sonra 3., 4. ve 5. haftalarda vermislerdir. Kontrol grubuna ayni
sekilde plasebo uygulamiglardir. Deney ve kontrol grubundaki hayvanlari esgit
sayida olacak sekilde implantasyondan sonraki 4, 6, 8 ve 10 haftada sakrifiye
etmiglerdir. Elde edilen histolojik kesitlerde kortikal ve trabekuler kemik,
osteoblastlar, yikim yuzeyleri ve ilik dokunun hicresel igerigini degerlendirmiglerdir.

Sonugta alendronatin kemik olugsumunun oldugu ilk 3 haftada etkili olmadigini
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ancak formasyon slrecinden sonra olusan rezorbsiyon déneminde yani 3 haftadan
sonraki donemde alendronat uygulamasinin kemik yikimini engelledigini
bulmuslardir. Bu sonucu alendronatin kalsiyum fosfatin kati fazina olan ilgisi ve
dolayisiyla 2. haftadan sonra olusan kemik mineralizasyonunda ancak etkili
olabilecegi dustncesiyle iliskilendirmis ve alendronat dozununda bu sonugta etkili

olabilecegini vurgulamiglardir (Yaffe ve ark., 2003).

Altundal ve Gursoy, alendronatin kemik olusumu Uzerine olan etkisini
arastirmiglardir. Arastirmacilar, c¢alismalarini planlarken alendronatin  kemik
yikimindaki engelleyici etkisinin mekanizmalarini degerlendirmiglerdir. Bu noktada
alendronatin  osteoklast inibisyonunu  osteoblastik  hucreler  Uzerinden
yapabilecegini vurgulamiglardir. Dolayisiylada alendronatin kemigin yeniden
yapilanma doneminde olusum slrecinde de bir etkisi olabilecegini ve bu dénemde
kemik yikiminin engellenmesinin, yapim ve yikimin birbirine eglik etmesi gereken
donemde olumsuz sonuglar dogurabilecegini ileri surmuglerdir. Ratlar Gzerinde
yaptiklari calismalarinda 2, 4 ve 12 haftallk deney (0.25 mg/kg subkutan
alendronat) ve kontrol grubu olusturmuslardir. Hayvanlarin femurlarinda bir
bdlgede deneysel defekt olusturmuslar ve diger bir bdlgeden de otojen kemik grefti
elde etmislerdir. Kan orneklerinde ve histolojik kesitlerde alendronatin otojen kemik
greftindeki kemik olugsumunu artirdigini rapor etmislerdir (Altundal ve Gursoy,
2005).

Literatirdeki Alendronatin lokal veya sistemik uygulamalarina yoénelik
calismalar ilacin etki mekanizmasi Uzerine yapilan c¢aligmalari da gundeme
getirmigtir. Buna gore alendronatin etki mekanizmasi Uzerine yapilan
arastirmalarda, alendronatin kemik yikimini engelleyici etkisini osteoklastlarin
hicre fonksiyonlarini bozarak sagladigi ileri surtlmuastur (Sato ve ark, 1991; Opas
ve ark, 1997; Kaynak ve ark., 2000).
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Halasy-Nagy ve arkadaglari, vyaptiklari in vitro bir ¢alismada
aminobifosfonatlar (alendronat, risedronat) ile nonaminobifosfonatlarin (etidronat,
klodronat) osteoklastlar Uzerine olan etkisini incelemiglerdir. Arastirmacilar,
osteoklast apoptozisinin kemik yikimini kesin engelleyecek bir yol olarak
degerlendirirken, in vivo olarak alendronat Uzerine yapilmis bazi c¢alismalarda
kemik yikiminin engellenmesiyle osteoklast sayisinda artigin beraber goruldugunu
tespit etmislerdir. Bunu arastirmak Uzere tavsan tibia ve femurundan elde edilen
dokular Uzerine farkli dozlardaki bifosfonatlarin etkilerini incelemislerdir. Sonugcta iki
grup bifosfonatin, hedefleri olan intraselliler enzimler agisindan ayrildigini
belirtmislerdir. Nonaminobifosfonatlardan olan etidronatin ve klodronatin
rezorbsiyonu engelleyici etkisinin osteoklastlarin primer apoptozisi ile saglarken,
aminobifosfonatlardan olan alendronatin ve risedronat ise osteoklastlarin hicre
iskeletinin dlzenlemesini saglayan ve dalgali membran yapisini olusturan

enzimlerin inhibisyonu ile sagladigini belirtmiglerdir (Halasy-Nagy ve ark., 2001).

Van Beek ve arkadaslari, Halasy-Nagy ve arkadaslarindan once benzer
sekilde in vivo olarak makrofaj ve osteoklast sayisinda artisa ragmen alendronatin
kemik yikimini engelledigini gosteren calismalardan yola ¢ikarak bir c¢alisma
planlamiglardir. Calismalarinda 4 hafta stresince gunlik 0.25 mg/kg alendronat
tedavisi goren ratlarin kemik iligindeki makrofaj ve osteoklast dncu hucrelerini
incelemislerdir. Alendronatin, kemik iligindeki makrofaj ve osteoklast progenitor
hicrelerin makrofaj ve osteoklast olusturma potansiyelini etkilemedigini ve mevcut
etkinin olgun makrofaj ve osteoklastlar tzerine oldugunu bulmuslardir (Van Beek
ve ark., 1997).

Altundal ve Guvener, alendronatin ¢ekim boslugundaki rezorbsiyona olan
etkisini inceleyen hayvan c¢alismalarinda, histopatolojik olarak osteoklast,
osteoblast, havarsian kanal, rezorptif bosluklarin sayisina ve osteoid olusumuna
bakmiglardir. Ayrica idrar kalsiyum, kreatin ve serum kalsiyum, fosfat, alkalen

fosfataz seviyelerini dlgmusglerdir. Bu birgok parametreyi kullanarak kemik yikiminin
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engellendigini gosterirken osteoblast ve osteoklast sayisinda azalma oldugunu
belirtmislerdir (Altundal ve Gulvener, 2004).

Roger ve arkadaslari, dusuk dozda kullanilan aminobifosfonatlarin
osteoklastik aktiviteyi engelleyebilecegini ancak in vivo olarak gecicide olsa
osteoklast sayisinda bir artiga neden olabilecegini ve osteoklastlarin sayisi artmis
olsada kemik rezorbsiyon ylzeylerinde osteoklastlarin inaktif olduklarini ileri
surmusglerdir. Bu celigkili durumun kemik yikiminin engellenmesine karsi gorulen

bir tepki olarak degerlendirilebilecegi ayrica belirtiimistir (Rogers ve ark, 2000).

Alendronatin sadece osteoklastlar Uzerinde degil olgun osteoblastlar
uzerinde de cesitli etkileri oldugu bilinmektedir. Bu etki daha ¢ok osteoblastlarin
salgiladigi ve osteoklastlar igin gerekli faktorlerin inhibisyonu olarak karsimiza
cikmaktadir.  Alendronatin  kemik  rezorpsiyonunu azaltmasinda  6nemli
mekanizmalardan biride osteoblast Uzerinden osteoklastlari etkilemesi olarak
yorumlanmaktadir. Tam mekanizma bilinmesede osteoblastlar Uzerindeki etkinin

ilacin dozuna gore degisiklik gosterdigi soylenebilmektedir (Rogers ve ark., 2000).

Garcia-Moreno ve arkadaslarinin in vitro ¢alismasinda alendronatin insan
osteoblastlarinin proliferasyonu, canhligi, kollajen sentezleme ve mineral depolama
kapasiteleri Uzerine olan etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda yulksek dozda
alendronatin osteoblast sayisini azaltigi, ancak osteoklastlarin etkilendigi dozda
(2x10°° mol/L) osteoblastlarin etkilenmedigi gdsterilmistir (Garcia-Moreno ve ark.,
1998).

Im ve arkadaslari, aminobifosfonatlarin osteoblastlar Uzerine olabilecek
anabolik etkisini ve kemik olusumundaki rolinu arastirmiglardir. Calismalarinda
insan trabekuler kemik hucre kultird kullanmiglar ve osteoblastik hicrelerin sayica

ilac kullanimiyla arttigini gostermislerdir. Ayrica osteoprogenitdor hucrelerin
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osteoblastik hlcrelere donusiminde etkili olan alkalen fosfatazinda aktivitesinin

ila¢ kullanimiyla arttigini belirtmislerdir (Im ve ark., 2004).

Osteoklastlarin ve makrofajlarin mononuklear fagositik sisteme ait oldugu
dusundldigunde, bifosfonatlarin sadece kemik metabolizmasinda degil inflamatuar
cevapta da etkili olabilecegi, bifosfonatlarin, osteoklastlar ve osteoblastlar Gizerine
olan etkilerinin yaninda inflamasyonda da etkili oldugu arastirmacilar tarafindan
belirtiimektedir (Yamaguchi ve ark., 2000; Itoh ve ark., 2004; Funayama ve ark.,
2005; Yu ve ark., 2005).

Arastirmacilar, ayrica inflamasyondaki etkileri acisindan da
aminobifosfonatlarla nonaminobifosfonatlarin farkhlik gosterdigini ve
aminobifosfonatlarin inflamasyonu artirirken nonaminobifosfonatlarin
antiinflamatuar etkiye sahip olduklarini sdylemislerdir (Yamaguchi ve ark., 2000;
Itoh ve ark., 2004; Funayama ve ark., 2005; Yu ve ark., 2005).

Yamaguchi ve arkadaslari, hayvan c¢alismalarinda aminobifosfonatlarin
inflamasyondaki etkilerini incelemislerdir. inflamasyonun belirtilerinden biri olan
histamin olusturan enzim (histidin dekarboksilaz/HDC) artisini degerlendirmiglerdir.
Bu enzimin artisi grandlositlerin, makrofajlarin ve osteoklastlarin sayisini
artirmaktadir. Aminobifosfonat kullaniminda HDC enzim artisi gézlemlemiglerdir.
Bu enzimin artigindaki mekanizmaninda IL-1'in artisiyla iliskilendirmiglerdir. Bu
artisin in vivo olarak biyokimyasal nedeni olarakta, aminobifosfonatlarin makrofa;j
veya endotelyal hlcreleri, osteoklastlari etkiledikleri mekanizmalarla etkileyerek IL-

1 salinimini indUklemesi olabilecegini ileri sirmuslerdir (Yamaguchi ve ark., 2000).

Gur ve arkadaglari, alendronatin ve Kkalsitoninin kullanildigi osteoporoz
hastalarindaki sitokin artigini degerlendirmiglerdir. Sonug¢ olarak alendronat

kullaniminin, IL-6 ve TNFa dretimini inhibe ettigini, ancak IL-18 ve IL-6r'yi

55



artirdigini tespit etmislerdir. Bu noktada farkh bir sonu¢ bulunduguna dikkat
cekmislerdir (Gur ve ark., 2003).

Funayama ve arkadaslari, aminobifosfonatlarin, histamin olusturan
enzimlerin (histidin dekarboksilaz/HDC) aktivitesini artirdigini, splenomagaliye ve
timus atrofisine neden oldugunu, peritoneal htcreleri artirdigini, toraksta eksuda
olusturdugunu, kollajen kaynakli artiritisi hizlandirdigini, lipopolisakkarit kaynakl
inflamasyonu artirdigini  ve inflamatuar etkilerinde IL-1'in rol oynadigini
belirtmiglerdir. Diger yandan da aminobifosfonatlarin nonaminobifosfonatlara gore
yaklasik 100 kat daha gugcli olan inhibisyon etkilerini vurgulamiglardir. Buradan
yola ¢ikarak arastirmacilar, aminobifosfonatlarla nonaminobifosfonatlari beraber
kullanmis ve gugclu inhibisyon etkisini elde ederken istenmeyen inflamatuar artigin
onlenmesini hedeflemislerdir. Bu amagla bir grup rata alendronatla beraber
klondronat, diger grubada alnedronatla beraber etidronat vermislerdir. Sonucta
klondronatla beraber alendronat kullaniminin istenen sonucu verdigini tespit
etmiglerdir. Etidronati tercih etmemelerinin nedenini, etidronatin alendronatla
hidroksiapatite tutunmakta yarismasina ve alendronat kaynakh HDC seviyesi
artisini ancak yuksek dozda azaltabilmesine baglamiglardir (Funayama ve ark.,
2005).

Itoh ve arkadaslari, kronik inflamasyona bagli gelisen kemik deformitelerinde
klondronatin ve alendronatin etkisini arastirmiglardir. Arastirmacilar daha onceki
calisma sonuglarini gézénunde bulundurarak, alendronatin lipopolisakkarit (LPS)
kaynakli IL-1, IL-6 ve TNFa gibi prositokin artigina neden olmasini, klondronatin ise
sitokin salinimini baskilamasini bekledikleri i¢in iki farkh mekanizmaya sahip
bifosfonati ¢alismalarinda kullanmay: tercih etmiglerdir. ilaclari, deneysel artiritis
olusturduklari ratlara vermiglerdir. Sonuglarda beklendigi gibi her iki ilacin kemik
yikimini azaltigini ancak sislik gibi gozlenen inflamatuar dedisiklikleri sadece

klondronatin baskiladigini gézlemlemislerdir (ltoh ve ark., 2004).
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Yu ve arkadaslari, alendronat kaynakli inflamasyonu &nlemede
klondronatin, asprinin ve deksamethazonun etkisini degerlendirmislerdir.
Arastirmacilar alendronatin temel inflamatuar etkisinin IL-1 Uzerinden oldugunu
varsayarak calismalarinin sonuglarini  yorumlamiglardir. Tipik bir nonsteroidal
antiinflamatuar ilag olan aspirinin (50-200 mg/kg) inflamasyonu engelleyici etkisinin
siklooksijenaz ve kinaz-f inhibisyonuyla sagladigini ve alendronatin inflamasyonu
artirici etkisini 6nleyemedigini belirtmiglerdir. Tipik bir sentetik glukokortikoid olan
deksamethazonun (0.5-5 mg/kg) ise inflamasyonu kolestrol sentezindeki enzim
inhibisyonuyla sagladigini ve alendronata bagli olusan inflamasyonu engelledigini
belirtmislerdir. Klondronatinda alendronata bagli olusan inflamasyonu engelledigini
ve bunu bir sekilde alendronatin sadece osteoklastlari etkilemesini saglayarak

yapabildigini belirtmislerdir (Yu ve ark., 2005).

Matsuo ve arkadaslari ise aminobifosfonatlarin antiinflamatuar etkilerinin
oldugunu ileri stren bir galisma yapmiglardir. Ratlar Gzerinde aminobifosfonat
grubu ilaglardan olan incadronatin kemik yikimini, kartilaj dejenerasyonunu ve
eklem inflamasyonunun azaltigini  gostermiglerdir. Bu  antiinflamatuar
mekanizmanin, makrofaj migrasyonunun inhibisyonu araciliiyla oldugunu
soylemiglerdir. Ayrica, 1999 yilinda Cantatore ve arkadaslar tarafindan yapilan ve
alendronatin IL-1, IL-6 ve TNFa degerlerini azalttigini gosteren ¢alismayi da kendi
calismalarini destekleyen bir calisma olarak gostermislerdir  (Matsuo ve ark.,
2003).

Denoyelle ve arkadaslari, aminobifosfonat grubu ilaglardan olan zoledronik
asitin, kanserle iligkili osteolisisi azaltmasinin mekanizmasini arastirmistir. Calisma
sonuglarinda aminibifosfonatin siklooksijenaz-2 enzimini inhibe ettigini ve bunun
sonucu olarakta osteoklastik rezorpsiyonu stimule eden PGE2’ yi azalttigini ve

bdylece kemigi korudugunu tespit etmislerdir (Denoyelle ve ark., 2003).
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Hino ve arkadaslari, alendronati kemik turnoverinin arttigi kronik inflamatuar
bir hastalikta denemislerdir. Arastirmacilar, kliniklerine alt ¢enede siddetli agri
sikayetiyle gelen ve yapilan klinik, radyografik ve histolojik muayene sonucu difuz
sklerozan osteomiyelit teshisi konan hastada, hastaligin klasik tedavilere cevap
vermemesi sonucu alendronat kullanmiglardir. Yogun antibiyotik ve anti-
inflamatuar tedavisi goérdigu halde adgrilari gegmeyen hastaya, 500 ml salin
icersinde dilue edilmis 10 mg alendronati damar icine 4 saatlik bir surecgte
vermiglerdir. Bu iglemden sonra 24 saat icersinde hastanin agri sikayetinin
azalmaya basladigini belirtmiglerdir. Alendronatin istenmeyen bir inflamatuar
degisiklige neden olabilecegini gdzonunde bulunduran arastirmacilar, alendronati
uygularken ve uygulamadan sonraki bir hafta suresince, hastanin fiziksel
durumunu kontrolde tutmus, tim kan degerlerini dlgmuslerdir. Herhangi bir yan etki
go6rulmezken bir miktar, inflamasyonun 6nemli bir belirtisi olan C-reaktif protein
seviyesinde artig oldugunu gozlemisler ancak bir problem olusturmadigini
soylemiglerdir. Arastirmacilar, tedavide alendronatin basarisini kemik turnoverini

onemli dlgude azaltmasi ile iligkilendirmisglerdir (Hino ve ark., 2005).

Sener ve arkadaslari, alendronatin en sik goérulen yan etkisi olan gastrik
mukozadaki yaralanmanin, ilacin inflamasyona olan etkisiyle iligskilendirmislerdir.
Alendronatin arasidonik asit metablozimasinin Urind olan ve oOzellikle eosinofil,
mast hucreleri, monosit ve makrofajlardan salgilanan leukotrienlerin bazilarini
etkiledigini ileri surmuslerdir. Ayrica alendronatin nétrofil infiltrasyonuna ve oksidatif
doku hasarina neden olan lokal bir irritan oldugunu belirtmislerdir (Sener ve ark.,
2005).

Yapilan c¢alismalar de@erlendirildiginde alendronatin ¢esitli sekillerde
inflamasyona etkisinin oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Ancak bu etkinin mekanizmasi
disunuldiginde farkli sonuglarla kargilagiimaktadir. Ote yanda inflamasyonun
periodontitis ve periimplantitis patogenezinde de etkilerinin oldugu bilinmektedir.

Antijenler, lipopolisakkaritler ve diger virulan faktorlerin konak cevabini uyarmasiyla
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proinflamatuar sitokinler (IL-1, IL-6 vb), proteazlar (MMPs vb) ve prostanoidlerin
(PGE; vb) salinir ve bdylece doku yikimi baslamaktadir. inflamasyona bagli doku
yikimin dnlenmesinde klasik tedavilerin yaninda antiinflamatuar ilag kullanimini ve
Ozellikle secici olarak cox-2 inhibisyonu gundeme gelmektedir. (The American

Academy of Periodontology, 2002).

Morton ve Dongari-Bagtzoglou, sistemik olarak saglikli insan donorlerden
minor cerrahi iglemler sirasinda aldiklari diseti dokusuna histolojik ve
immunohistokimyasal analizler yapmisglar ve inflame diseti dokusundaki cox-2
ekspresyon artigint in vitro olarak degerlendirmiglerdir. Ayrica cox-2
ekspresyonunda in vivo olarak etkili olabilecek patojenik mekanizmalari
incelemislerdir. Sonugta inflame periodontal dokuda cox-2'nin arttigini ve doku
yikimina neden olan yuksek PGE, seviyesinin esas yolunun cox-2’nin artigi
oldugunu gostermiglerdir. In vivo olarakta cox-2 ekspresyon artisinin sorumlusunun
hem IL-1B gibi inflamatuar sitokinler hem de bakteriyel bilesenler olabilecegini
belirtmiglerdir. Bu verilere bakarakta periodontal inflamasyonun uzun ddnem
kontrolunde selektif cox-2 inhibitorlerinin yerinin ¢ok degerli olabilecegini ileri

surmuslerdir (Morton ve Dongari-Bagtzoglou, 2001).

Bezerra ve arkadaslari, periodontal hastalik patogenezinde varolan birgok
faktorden biri olan prostaglandinlerin, kemik yikimindaki 6nemli rolinu g6zonunde
bulundurarak bir calisma planlamiglardir. Nonsteroidal antiinflamatuar (NSAI)
ilaglarin periodontitisin tedavisinde yararli oldugunu ancak bu ilaglari 6zellikle
gastrik mukozada irritasyona neden olarak istenmeyen yan etkiler olusturdugunu
ve bu ilaglara alternatif olarak secici cox-2 inhibisyonunun yapilmasi gerektigini
savunmuglardir. Bu goérUgslerini  desteklemek (zere deneysel periodontitis
olusturduklari ratlarda, selektif cox-2 inhibisyonu yapan meloksikami ve non-
selektif NSAI ilag olan indometasini farkli dozlarini kullanarak test etmiglerdir.
Deneysel periodontitis olustururken lokal 6dem ve hicre infiltrasyonu ile

sonucglanmasi igin  ratlarin molar diglerine tel baglamislar, ilk 4 gun nétrofiller,
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5.glinden sonra mononuklear hicrelerin geldigini varsayarak ratlari 7.gun sakrifiye
etmislerdir. Her iki ilacin tim dozlarinda hicre infiltrasyonunun baskilandigini
g6zlemlemiglerdir. Ozellikle nétrofil ve makrofajlardan lokal olarak salgilanan
PGE2'nin doku yikimina neden oldugunu belirten arastirmacilar, bu hucrelerin
baskilanmasinin yararli oldugunu ileri sturmislerdir. Ozellikle PGEz'nin kemik
yikimindan sorumlu osteoklastlari uyardigini belirtmislerdir. iki ilac ve dozlari
arasinda inflamatuar hicre baskilamasi agisindan farkhlik gozlenmemis, ancak
indometasin grubunda kullanilan en dusuk dozda (0.5 mg/kg) dahi gastrik mukoza
yuzeyinin % 50 ‘sinde hemorajik lezyonlar izlerken meloksikamin kullanilan en
yuksek dozunda ( 3 mg/kg) bile daha az miktarda lezyon go6zlemiglerdir.
Meloksikamin gastrik yan etkisinin olmayisini direk olarak selektif cox-2 inhibitori
olmasiyla agiklamiglar ve bu ilacin periodontitiste kemik yikimini 6nledigini ve

inflamasyonu baskiladigini belirtmiglerdir (Bezerra ve ark., 2000).

Daha sonraki vyillarda baska hayvan calismalarinda vyapan bazi
arastirmacilar, selektif cox-2 inhibisyonunun periodontal hastaliktaki doku yikimini
Oonlemede etkili oldugunu ve herhangi bir yan etki olusturmadan bu tiur ilaglarin
kullanilabileceg@ini vurgulamiglardir. Ayni arastirmacilar, cox-2’nin periodontal
hastallk patogenezindeki o6nemli rolunin daha birgcok detayll arastirma ile
incelenmesi gerektiginine sdylemislerdir (Holzhausen ve ark., 2002; Gurgel ve ark.,
2004).

Vardar ve arkadaslar ise selektif cox-2 inhibisyonu ile ilgili yaptiklari bir
insan calismalarinda diger arastirmacilaradan biraz daha farkli sonuclar elde
etmiglerdir. Arastirmacilar, 10 adet kronik periodontitis hastasina distagi temizligi
ve kok yuzeyi duzeltmesinin iceren peridontal tedavi sonrasi 10 gun sureyle selektif
cox-2 inhibitori olan nimesulide, 100 mg, 2x1 olarak vermiglerdir. Calisma
sonucunda ilacin diseti dokusundaki PGF,, miktarini azalttigini ancak PGE;
miktarini etkilemedigi, NSAI bir ilag olan naproksen sodyumu verdikleri diger bir

grupta ise PGE; seviyesinin azaldigini gérmuslerdir. PGF,, seviyesininde IL-6 ve
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MMP-1 ile iligkili oldugunu ve dolayisiyla kemik ve bag dokusunda yikim
olusturdugunu belirten arastirmacilar, cox-1 ve cox-2’i hakkinda arastiriimasi

gereken 6nemli detaylar oldugunu belirtmislerdir (Vardar ve ark., 2003).

Literatirdeki caligmalar incelendiginde, periodontitis ve periimplantitisin
olusturdugu kemik kaybini yeniden kazanmanin yollarindan biri, uzun dénem
basarisi kanitlanmis etkili ve kolay kemik grefti kullanimidir (Cortellini ve Tonetti,
2004). Bu rejeneratif tedavi secenegi kotu prognozlu digler icin umut
olusturabilmektedir (Trombelli ve ark, 2004). Otojen greft kullaniminin yararl
oldugunu dusinmekle beraber elde etme seklinin sikintili olmasi diger greft
materyallerini bu calisma acisindan 6n plana cikarmistir. Diger kemik greftleri

arasindan ABM/P-15 kemik greftinin bagarilari dikkat cekmektedir.

Yapilan bu g¢alismada daha ¢ok miktarda, daha iyi kalitede ve daha hizli
sekilde kemik dokuyu olusturarak tedavideki basariyi artirmak hedeflenmistir. Buna
go6re daha 6nceki cgalismalara bakildiginda (Yukna ve ark., 1998, Tehemar ve ark.,
2003, Valentin ve Weber, 2004) ABM/P-15 kemik greftinin uygulandigi bolgelerde
olgunlasmamis kemik ile olgun kemigin hizla yer degistirmesi, daha ¢ok miktarda
kemik dolumunu saglamasi, ikinci bir cerrahi bdlgesine ihtiya¢ duyulmamasi ve
ayrica hidroksiapapatitin test edilen ilag icin uygun bir tasiyici olabilmesi (Sirtori ve
ark., 2000) bu materyalin galismamizda tercih edilmesine yol agmistir. Ote yandan
greftlerin rejeneratif etkilerini artirmak amaglhi kombine tedavi segenekleri
arastirimaktadir. Ornegin Aspenberg kemik grefti ile alendronati kombine
kullanarak greftin mekanik dayaniklihgini artirdigini ileri sGrmastir (Aspenberg ve
Astrand, 2002).

Alendronat son yillarda dishekimliginde oldukga dikkat cekmekte ve
destekleyici bir tedavi segenegi olarak giindeme gelmektedir (Rocha ve ark., 2001;

Rocha ve ark., 2004; Lane ve ark., 2005). Dis ve implantlar icin destek doku gorevi
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géren kemik dokusuna alendronatin yuksek afinitesi (Sirtori ve ark., 2000)

digshekimliginde kullanim mantiginin temeli olarak degerlendirilebilmektedir.

Alendronatin esas etkisi kemik yikiminin inhibisyonudur. Ancak kemigin
yeniden yapilanma ddneminde, osteoblast ve osteoklastlarin dahil oldugu temel
multisellller birimler, dnce kemigin kiglk bir kismini rezorbe ederler ve bundan
hemen sonrada yeni kemik olustururlar. Bu noktada kemik yapim ve yikim
surecinin birbirine eslik eden bir butun oldugunu gozénunde bulundurarak
alendronatin etkisinin kemik olusumunun beklendigi islemler sonrasinda da
incelenmesi gerektigine inananiimaktadir (Meraw ve ark., 1999; Yaffe ve ark.,
2003; Altundal ve Glrsoy, 2005). Bu ydnde vyapilan c¢alismalarin sonuglari
dogrultusunda sureye bagh farkli etkilerin gozlenebilecegini belirlenmis (Yaffe ve
ark., 2003) ve yapilan bu calismada da 2, 4 ve 6 hafta olmak Uzere Ug farkli

dénemdeki verilerin incelenmesi uygun gordimustar.

Kemik olusumu sirasinda osteoblast sayisinda, kemik yikiminda ise
osteoklast sayisinda artis beklenebilmektedir. Bu c¢alismada bu iki hucre tipi
degerlendirilmigtir. Kemik yikimini veya olusumunu degerlendirmede sadece hicre
sayisina bakmak kesin bir sonu¢ vermesede temelde bir fikir olusturulmasina

yardimci olabileceg@i dusunulmektedir.

Caligmamizda 4. hafta kontrol grubu ile deney grubu igin yapilan
kargilastirmalarda osteoblast ve osteoklast sayilari arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamh bulunmustur. Benzer sekilde 6. hafta osteoblast ve osteoklast
sayllari arasindaki farkta istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bunun sonucu
olarak 4. ve 6. hafta deney gruplarindaki osteoklast sayisi kontrol gruplarina gore
daha fazla olarak saptanmis ve osteoblast sayisi deney grubunda daha az olarak

izlenmistir.
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Alendronatin  etki mekanizmasini inceleyen arastirmalar go6zonune
alindiginda alendronatin  osteoklast sayisina olan etkisi net olarak
anlasiimamaktadir (Halasy-Nagy ve ark., 2001; Rogers ve ark., 200). Bu galismada
4. ve 6. haftada osteoklast sayisinda alendronatin kullanildigi tarafta artis
izlenmistir. Bunun nedeni olarak osteoklastlarin fonksiyonunun bozuldugu ve
osteoklastik rezorbsiyonu gerceklestirmek Uzere osteoklastlarin reaksiyonel olarak
artabilecegi dusunulebilir. Daha kesin sonuglara varabilmek igin hucre

fonksiyonlarinin incelenecedi detayli ¢alismalar yapilmahdir.

Osteoblastlarin sayisi ise ilacin kullanildi§i tarafta 4. ve 6. haftada
azalmisgtir. Bu durumun ilacin bolgedeki konsantrasyonu ile ilgisinin olabilecegi
dugunulebilmektedir. Garcio-Moreno ve arkadaglari (1998) alendronatin yuksek

dozunun osteoblast sayisini azaltabilecegini vurgulamiglardir.

ilacin osteoklastlarin sayisini artirmis olmasiyla osteoblast sayisini azaltmis
olmasi arasinda paralellik oldugu soylenebilir. Bifosfonatlarin  énemli
mekanizmalardan biride osteoblast Uzerinden osteoklastlar etkilemesi olarak
yorumlanmaktadir (Rogers ve ark., 2000). Her ne kadar Rogers ve arkadaglari
bifosfonatlarin  osteoblastlardan salinan ve osteoklast formasyonu ile
aktivasyonunu inhibe eden faktorleri arttirabilecegini rapor etmisse de; Garcio-
Moreno ve arkadaglarinin belirttigi gibi yuksek doz alendronatin osteoblast sayisini
azaltmasi osteoklast inhibisyonundan sorumlu faktorlerin kantitatif olarak da
azalmasina yol acgabilir. Bu durum galismamizda ortaya ¢ikan ve alendronatin
yuksek dozuna bagli gelisen osteoblast sayisindaki azalmayi ve buna bagl olarak
osteoklast inhibisyon faktorlerindeki dugusu, sonug olarak osteoklast sayisindaki

artigi yorumlamaktadir.

Osteoklast sayisindaki artis ve osteoblast sayisinda azalma, 4. ve 6.
haftada gozlenirken 2. haftada gbzlenmemistir. Bunun nedeni ise ilacin zaman

icersinde bu etkinligini gostermesiyle iligskilendirilebilir. Bifosfonatlarin etkilerinin
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doza ve sureye bagh oldugu bilinmektedir (Brunsvold ve ark., 1992; Khan ve ark.,
1997; Binderman ve ark., 2000; Sama ve ark., 2004).

Alendronatin osteoblast ve osteoklast fonksiyonlarina yonelik etkileri diginda
inflamasyona yonelik tam mekanizmalari agiklanmamig bir takim etkileri de vardir.
(Matsuo ve ark., 2003; Denoyelle ve ark., 2003; Itoh ve ark., 2004; Sener ve ark.,
2005; Funayama ve ark., 2005). Bu etkiler icersinde aminobifosfonatlarin
siklooksijenaz-2 enzimini baskilamis olmasi 0Ozellikle dikkat c¢ekmektedir.
Periodontoloji alanindaki birgok calisma godstermektedir ki cox-2 periodontal
hastalik patogenezinde rol almaktadir (Bezerra ve ark., 2000; Morton ve Dongari-
Bagtzoglou, 2001; Vardar ve ark., 2003). Bu acgidan alendronatin cox-2 Uzerine

etkisini arastirmak gerektigi duginulmustar.

Cox-2'nin PGE; olusturarak periodontal hastaliktaki doku yikiminda etkili
oldugunu savunan arastirmacilar, bu enzimin lipopolisakkaritlerle temasa gecgen
epitel, osteoblast, sementoblast ve periodontal ligament hucrlerinden eksprese
oldugunu belirtmislerdir (Noguchi ve ark, 2001; Miyauchi ve ark., 2004). Dolayisiyla
bu calismada da inflamatuar hucreler ile beraber osteoblast ve epitel hiicre cox-2

ekspresyonlarinin incelemesinin gerekli olabilecegi disunulmustar.

Yapilan bu ¢alisma sonuglari gostermistir ki 2. hafta kontrol grubu ile deney
grubu igin yapilan gruplar arasi karsilastirmalarda inflamatuar hiucre cox-2
ekspiresyonu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhidir. Deney grubunda
inflamatuar hicre cox ekspiresyonu kontrol grubuna gére daha az olarak
saptanmistir. Ayrica 6. hafta kontrol grubu ile deney grubu icin yapilan
kargilastirmalarda doseyici epitelin cox-2 ekspiresyonunda kontrol ve deney grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir. Bunun sonucu olarakta, deney
grubunda epitel cox-2 ekspiresyonu kontrol grubuna gére daha az olarak

saptanmigtir.
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Calismamizda gruplar arasi karsilastirma esas alindiginda 2. hafta
inflamatuar htcre siklooksijenaz-2 enzim ekspiresyonu ile 6. hafta epitel hicre
siklooksijenaz-2 enzim ekspiresyonunun alendronat kullanimiyla azaldigi
g6zlenmistir. Alendronat baslangigta ve ilerleyen donemde cox-2 ekspresyonunu
azaltarak antiinflamatuar bir etki gostermistir. Lokal uygulanan alendronatin
inflamasyonu artirici etkisi gézlenmemis, inflamatuar hiicre sayisinda degisiklik

olmamisgtir.

2., 4. ve 6. haftalar arasi grup igi istatistiksel incelemelerde osteoblast ve
osteoklast sayisindaki farkhliklar deney ve kontrol grubu acgisindan paralellik
gOstermektedir. Ancak inflamatuar hicre ve osteoblast cox-2 ekspresyonu
acisindan kontrol grubu degerleri 2. hafta da yuksek iken 4. ve 6. haftalarda
azalmalar izlenmistir. Deney grubunda bdyle bir farkhlik gézlenmemektedir. Bu da
alendronatin erken dbénemde cox-2 ekspresyonunu azaltmis olabilecegini

dusundurmektedir.

Literatirde sistemik alendronat kullanimdaki inflamasyon artirici etki
lipooksijenaz ekspresyonuyla agiga ¢ikan leukotrienlere (Sener ve ark., 2005) veya
IL-1 salinimindaki artisa, badli olarak gelistigi (Yu ve ark., 2005) ileri stUrGlmustar.
Ancak alendronatin makrofaj inhibisyonu araciliiyla ve/veya IL-1, IL-6, TNFa
salinimini azaltarak (Matsuo ve ark., 2003) antiinflamatuar etki gosterebilecegide
rapor edilmistir. Buna ek olarak, gerek bizim c¢alismamizda gerekse sistemik
aminobifosfonat uygulanan Denoyelle’nin (2003) calismasinda gézlendigi gibi
siklooksijenaz-2 enzim ekspresyonunun azalmis olmasi ilacin antiinflamatuar

etkisine isaret eden diger bir sonugtur.

Planlanan ¢alismamizin alendronat dozuna bagh farkli deney gruplari
icermemesi grefte emdirilen ideal alendronat dozunun saptanamamasinda etkili

olmustur. ileride planlanacak calismalarda bu durum gézéniine alindiginda yiiksek
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doz alendronattan kaynaklanan osteoblast sayisindaki azalma ve buna paralel

osteoklast sayisindaki artig kontrol edilebilecektir.

Sonug olarak, kemik greftleriyle kombine kullanilan lokal alendronatin ideal
dozda uygulandiginda siklooksijenaz-2 enzim ekspresyonunu azaltarak PGE;
(Denoyelle ve ark., 2003) stimulasyonlu kemik rezorbsiyonunu dusurebilecegi ve
bu etkininde ideal kemik iyilesmesinde onemli bir destek olusturabilecegini
dusunmekle beraber bu konuya yonelik daha detayli galismalarin yapilmasinin

gerekliligine inanmaktayiz.
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6.SONUCLAR

Bu calismanin metodolojik kosullari icerisinde asagidaki sonuglar elde

edilmigtir:

1)

2)

3)

4)

5)

Bu calismada 4. ve 6. haftalar igin osteoklast sayisi alendronat kullanilan
tarafta daha fazla olarak bulunmustur. Alendronatin kemik grefti ile beraber

lokal uygulanmasi sonucu osteoklast sayisinda artma izlenmistir.

Bu calismada 4. ve 6. haftalar icin osteoblast sayisi alendronat kullanilan
tarafta daha az olarak bulunmustur. Alendronatin kemik grefti ile beraber

lokal uygulanmasi sonucu osteoblast sayisinda azalma izlenmisgtir.

Bu calismada 2. hafta inflamatuar hdcre siklooksijenaz-2 enzim
ekspiresyonu alendronat uygulanan tarafta azalmistir. Benzer sekilde 6.
hafta epitel hucre siklooksijenaz-2 enzim ekspiresyonu da alendronat

uygulanan tarafta azalmistir.

Bu calismada 2. hafta kontrol grubundaki osteoblast ve inflamatuar hicre
cox-2 ekspiresyonu 4. ve 6. haftadakinden daha fazla olarak saptanmistir.

2., 4. ve 6. hafta deney gruplari i¢in ise fark gozlenmemistir.

Bu sonuglara gore kemik greftiyle beraber lokal alendronat kullaniminin
inflamasyonu baskilayici bir etkisinin olabilecedi, oOzellikle farkh dozlar
kullanilarak lokal etkinin daha detayli olarak incelenebilecegi ve bu yondeki
calismalarin rejeneratif tedavilerin basarisini artirmaya yonelik sonuglar

olusturabilecegi dugunulmektedir.
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