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Nitrojen I¢erigi, Bifosfonata Bagh Cene Kemigi Osteonekrozunun
Nedeni mi? Fareler Uzerinde Deneysel Cahisma

Is Nitrogen Containing the Reason of Bisphosphonated Induced
Osteonecrosis of Jaws? An Experimental Study on Rats
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OZET Amag: Bifosfonatlar kemik rezorpsiyonu iizerine inhibe edici
etkileri nedeni ile iskelet sistemiyle ilgili rahatsizliklarda siklikla kul-
lanilmaktadir. Bifosfonatlarin ciddi bir yan etkisi, bifosfonata bagli ge-
lisen ¢ene kemigi osteonekrozudur. Bu yan etki ¢ogunlukla nitrojen
iceren bisfofonatlar ile goriilse de nitrojen igermeyen bifosfonatlarla
bildirilen olgular vardir. Calismamizda, nitrojen igeren (NBP) ve iger-
meyen (non-NBPs) bifosfonat kullaniminin sigan ¢ekim yarasi ve yu-
musak doku iyilesmesine etkilerinin histopatolojik olarak incelenmesini
amacladik. Gere¢ ve Yontemler: Bu amacla 48 adet Sprague-Dawley
cinsi sigan 3 gruba ayrilarak ¢alisma yapilmistir. Birinci gruba nitrojen
igeren bifosfonat (zoledronik asit), ikinci gruba ise nitrojen igermeyen
bifosfonat (etidronik asit) 7, 14 ve 21. giinlerde subkutan olarak enjekte
edilmistir. Ugiincii grup ise kontrol grubu olarak tayin edilmistir. Dor-
diincii haftanin sonunda tiim siganlarin sag birinci mandibular molar
disi ¢ekilmis, palatinal dis etinde 5 mm uzunlugunda, 1 mm derinli-
ginde kesi gerceklestirilmistir. Caligmaya dahil edilen tiim denekler 6
hafta sonunda sakrifiye edilmis ve elde edilen &rnekler histopatolojik
incelemeye tabi tutulmustur. Bulgular: Sonuglarimiz, NBP kullanimi-
nin ¢ekim soketi ve ¢evresinde mikroorganizma kolonizasyonunu art-
tirdigini, osteoklast sayisini ve damarlanmay1 baskiladigini, ¢ekim
soketi iyilesmesini geciktirdigini gdstermistir. Calismamizda 6 hafta
sonunda NBP ile agiga ¢cikmis nekroze kemik dokusu izlenmis, ancak
non-NBP ile a¢iga ¢ikmis kemik veya iilserasyon goriilmemistir.
Sonug: Bu sonuglar, nitrojen igeren bifosfonatlarin igermeyenlere ki-
yasla daha yiiksek oranda osteonekroz ve gecikmis yara iyilesmesine
neden olduklarini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Cenelerin bisfofonat iligkili osteonekrozu;
yara iyilesmesi

ABSTRACT Objective: Bisphosphonates that inhibit bone resorp-
tion are frequently used to treat skeletal-related events. A severe ad-
verse effect caused by such drugs is bisphosphonate related
osteonecrosis of the jaws. Bisphosphonate related osteonecrosis of
the jaws mostly reported with nitrogen containing bisphosphonates,
but there is reports with non-nitrogen containing bisphosphonates in-
duced osteonecrosis. In this study, our aim is to examine the effects
of systemic use of both nitrogen containing (NBP) and non-nitrogen
containing bisphosphonates (non-NBPs) on healing of rats extraction
sockets and soft tissue wounds histo-pathologically. Material and
Methods: Therefore 48 Sprague-Dawley rats are separated into 3
groups. Animals in Group 1 injected with a NBP (zoledronic acid)
and animals in Group 2 injected with a non- NBP (etidronic acid) on
day 7, 14 and 21. Group 3 assigned as a control group. After 28 days,
palatinal gingiva incised 5 mm long, 1 mm depth and left mandibu-
lar first molar tooth of rats extracted. After 4 weeks of surgical oper-
ations all rats sacrificed and the obtained samples examined
histo-pathologically. Results: Our results showed that systemic ap-
plication of NBP increases the colonization of microorganisms on and
near the extraction socket; inhibits vascularization, healing of ex-
traction socket and decreases the amount of osteoclasts. In present
study we observed that 6 exposed bone with NBP; however etidronate
didn’t caused exposed bone or ulceration. Conclusion: These results
suggests NBPs have much risk for osteonecrosis and delayed wound
healing than non-NBPs.

Keywords: Biphosphonate-associated osteonecrosis of jaw;
wound healing

Bifosfonatlar (BP) osteoporoz, multipl miyelom,
Paget hastaligi gibi kemik ile ilgili durumlarda sik-
likla kullanilan, kemik rezorpsiyonunu inhibe edici
ajanlardir.? BP kalsiyum fosfonat mineraline bagla-

nir ve osteoklastik aktiviteyi bloke ederek kemik mik-
tarinin korunmasini saglar.> BP’lere bagli gelisen
¢ene kemigi osteonekrozu [bisphosphonate related
osteonecrosis of the jaw (BRONJ)] ciddi bir yan et-
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kidir ve literatiirde sik¢a rapor edilmistir.’> Osteok-
lastik aktivitenin inhibisyonu, anjiyogenezisin in-
hibisyonu yumusak doku toksisitesi, immiin
disfonksiyonlar gibi ¢esitli patofizyolojik teoriler
literatiirde yer bulmustur.>* BRONJ vakalarinin
%63,7’si dis ¢ekimine baghdir.* Cogu vakada hasta,
ge¢ donem meme kanseri veya prostat kanserinin is-
keletsel metastazlarini engellemek amaciyla intrave-
ndz nitrojen i¢ceren BP (NBP) ve kortizon ile tedavi

gormektedir.>?

Cekim soketi iyilesmesi inflamatuar, prolifera-
tif ve yeniden yapilanma fazi olarak ayrilabilir. Erken
donem iyilesme; hemostazis, gegici yara matriksi olu-
sumu ile notrofil ve monosit infiltrasyonunu igerir.
Proliferasyon fazinda graniilasyon dokusu sekillenir
ve damar yapisi olusur. Soket duvaria komsu bol-
gelerden baslayarak ilk kemik dokusu tabakalari olus-
maya baglar. Sonunda yeniden yapilanma fazinda bag
dokusu ve kemik yapis1 degisiklikleri meydana gelir
ve olgunlasmamis kemik, olgun lamellar kemik ve
kemik iligi ile yer degistirir.® BP’ler, kemik re-
zorpsiyonunu inhibe ederek normal yeniden yapi-
lanma siirecini de sekteye ugratmaktadirlar.” Cene
kemiklerinin, alveoler bolgede artan kemik “remo-
delling” nedeni ile daha yiiksek oranda etkilendigi
rapor edilmistir.®’

BRONIJ cogunlukla NBP’ler ile rapor edilse de
nitrojen icermeyen BP (non-NBP)’ler ile de rapor
edilen olgular mevcuttur.!*!! Bizim bu ¢alismay: dii-
zenlerken hipotezimiz; BP’lerin nitrojen igeriginin
BRONJ sikligimi artirdigi, dolayisiyla non-NBP’lerin
daha az ¢ekim yarasi iyilesmesini bozacagidir.

Bu ¢alismada amacimiz, hem NBP’lerin hem de
non-NBP’lerin farelerin ¢ekim soketi ve yumusak
doku iyilesmesine etkilerini histopatolojik olarak in-
celemektir.

I GEREC VE YONTEMLER

HAYVANLAR VE TEDAVi PROTOKOLO

Calismamizda 48 adet (350 g+50 g) erkek fare (Spra-
gue-Dawley) kullanilmistir. Proje kapsamindaki hay-
van deneyleri igin 1.U. Deneysel Tip Arastirma
Enstitlisii Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan,
31.05.2012 tarihinde 2012-88 no.lu say1 ile gerekli
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izin alinmig ve Helsinki Deklarasyonu Prensipleri’ne
uyulmustur.

Arastirma kapsaminda 2 adet deney, 1 adet de
kontrol olmak iizere 3 grup olusturulmustur. Calisma
boyunca hayvanlarin beslenmesi diizenli olarak kont-
rol edilmistir. Beslenmeye ve strese ait bulgular dii-
zenli olarak haftada bir kez kontrol edilmistir. Deney
gruplarina -BRONI ile karsilagilan olgularda siklikla
ek medikasyon olarak kullanimina rastlanildig1 i¢in-
kortizon (deksametazon) uygulanmistir. Ayrica
BRONJ i¢in hayvan modeli olusturulmasina dair Ali-
Erdem ve ark. tarafindan 2011 yilinda yayimlanan
prosediir esas alinmuigtir.'?

1. Deney Grubu (NBP): Bu gruptaki hayvan-
lara 7, 14 ve 21. gilinlerde subkiitan olarak 1 mg/kg
deksametazon enjekte edilmis ve enjeksiyonu taki-
ben intramuskiiler olarak 7,5 pg/kg zoledronik asit
(Zometa®-Novartis) uygulanmistir. 28. giinde in-
traperitoneal 70 mg/kg ketamin ve 13 mg/kg ksila-
zin enjekte edilerek genel anestezi saglanmis,
sonrasinda sag birinci mandibular molar dis ¢ekil-
mistir. Cekimi takiben palatinal dis etinde 5 mm
uzunlugunda, 1 mm derinliginde kesi gerceklesti-
rilmistir. Deney hayvanlar1 6 haftalik iyilesme sii-
recine birakilmistir.

2. Deney Grubu (non-NBP): Bu gruptaki hay-
vanlara 7, 14 ve 21. giinlerde subkiitan olarak 1mg/kg
deksametazon enjekte edilmis ve enjeksiyonu taki-
ben intramuskiiler olarak 7,5 pg/kg etidronik asit
(Etidronate Didronel; Procter & Gamble UK) uygu-
lanmistir. Yirmi sekizinci giinde intraperitoneal 70
mg/kg ketamin ve 13 mg/kg ksilazin enjekte edilerek
genel anestezi saglanmis, sonrasinda sag birinci man-
dibular molar dis ¢ekilmistir. Cekimi takiben palati-
nal dis etinde 5 mm uzunlugunda, 1 mm derinliginde
kesi gergeklestirilmistir. Deney hayvanlari 6 haftalik
iyilesme siirecine birakilmistir.

Kontrol Grubu: Bu gruptaki hayvanlara, 4. haf-
tada intraperitoneal 70 mg/kg ketamin ve 13 mg/kg
ksilazin enjekte edilerek genel anestezi saglanmis,
sonrasinda sag birinci mandibular molar dis ¢ekil-
mistir. Cekimi takiben palatinal dis etinde 5 mm
uzunlugunda, 1 mm derinliginde kesi gerceklestiril-
mistir. Deney hayvanlari 6 haftalik iyilesme siirecine
brrakilmustir.
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HISTOPATOLOJiK INCELEMELER

Kemik 6rnekleri EDTA (7,2 pH/4 °C) ¢ozeltisinde 3
hafta siire ile dekalsifiye edilmis ve dekalsifiye or-
nekler parafin bloklara gdmiierek 5 p’luk kesitler
almmustir. Hematoksilen-eozin ile boyanan 6rnekler
tim preparatlar 151k mikroskobunda incelenmistir.
Cekim alaninin timii kiigiik (x40), orta (x200) ve
biiyiik (x400) biiylitmeyle taranmustir.

Yumusak doku drnekleri ise %10’luk tampon-
lanmis formalin soliisyonuna koyularak fikse edil-
mis ve parafin bloklara gomiilmiistir. Bu
bloklardan 5-7 p kalinliginda kesitler alinarak lam
iizerine yerlestirilmistir. Tiim preparatlar 151k mik-
roskobunda incelenmistir. Kesi alaninin timi
kiiciik (x40), orta (x200) ve biiyiik (x400) biiyiit-
meyle taranmistir.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Caligmada elde edilen bulgular degerlendirilirken,
istatistiksel analizler i¢in IBM SPSS Statistics V21,0
kullanilmistir. Calismada yer alan degiskenlere ait
tanimlayici istatistikler (ortalama, standart sapma,
ortanca, min-max) elde edilmistir. Gruplarin karsi-
lastirilmasinda “palatinal mukozadaki damarlanma
miktar1” disindaki tiim parametreler i¢in Kruskal-
Wallis (¢oklu karsilastirma i¢in Dunn testi), “palati-
nal mukozadaki damarlanma miktar1” igin ise
One-Way ANOVA (coklu karsilastirma i¢in Tukey
testi) kullanilmistir. Anlamlilik sinir diizeyi olarak
p<0,05 kabul edilmistir.

I BULGULAR

Yapilan klinik incelemede 28. giinde gruplarin ¢o-
gunlugunda ¢ekim soketi iylesmesi gozlenmis ve
NBP grubuna ait 6 6rnek disinda ¢ekim alaninda
aciga cikmis kemik yiizeyi izlenmemistir.

Cekimi takiben 28. giinde Orneklerin tama-
minda interdental kemik rezorpsiyonu ve yeni
kemik yapimi izlenmistir. Yeni kemik trabekiilleri-
nin miktarinin NBP grubunda ciddi oranda azaldig1
gozlense de bu fark istatistiksel olarak anlamli de-
gildir (p=0,17).

Cekim alanindaki osteoklast miktari, NBP gru-
bunda non-NBP ve kontrol gruplarina oranla istatis-
tiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur
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(p=0,008) (Tablo 1) (Resim 1). Ayrica inflamasyon
skorlart NBP grubunda diger gruplara oranla istatis-
tiksel olarak anlamli derecede yiliksek bulunmustur
(p=0,001) (Tablo 2) (Resim 2). Nekroz skorlar1 ince-
lendiginde, NBP grubunun nekroz degerleri diger
gruplardan anlamli derecede yiliksek bulunmustur
(p<0,001). Orneklerin higbirinde yabanci cisim reak-
siyonu gozlenmezken, fibrozis skorlarinda da anlaml
bir farklilik izlenmemistir.

Yumusak doku damarlanmasi hem NBP hem
non-NBP gruplarinda, kontrol grubuna gore anlamli
derecede diisiik bulunmustur (p<0,001). Minimum
vaskiilarite skoru NBP ile izlense de bu fark istatis-
tiksel olarak anlam tasimamaktadir (Tablo 3).

I TARTISMA

BRONIJ’nin patofizyolojisinde osteoklastik kemik
rezorpsiyonu ve “remodelling” inhibisyonunun, an-
jiyogenezis baskilanmasinin, yumusak doku toksi-
sitesinin ve immiin disfonksiyonlarin rol oynadigi
diistiniilmstiir.> %63,7 olgu dis ¢ekimini takiben go-

TABLO 1: Cekim soketindeki osteoklast oranlari.

n Mediyan Min-max p
ZA 16 6 2:9
EA 16 3 1-4* =0,0088
Kontrol 16 4,5 3-9

*Osteoklast miktari nitrojen iceren bifosfonat grubunda diger gruplara gére anlamii dere-
cede dusiik bulunmustur.
ZA: Zoledronik asit, EA: Etidronik asit.

|
|
|
|
|
|
|
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|
|
|
|

e o T s ) i
RESIM 1: NBP grubuna ait kesitte osteoklast izlenmekte. Osteoklast miktar
NBP grubunda diger gruplara gére anlamli derecede duistik bulunmusgtur. Para-
fin bloklardan alinan kesitler, hematoksilen-eozin ile boyanmis ve 1sik mikros-

kobunda X200 blytitme ile incelenmistir (Eclipse E600; Nikon, Tokyo, Japonya).
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TABLO 2: Gruplarin inflamasyon skorlari.
n Mediyan Min-max p
ZA 16 3 3-8 <0,001
EA 16 2 2-3
Kontrol 16 0 0-1
*Nitrojen igeren bifosfonat grubunun inflamasyon skorlari diger gruplara gére anlamii
derecede yuksektir.

ZA: Zoledronik asit, EA: Etidronik asit.

e

RESIM 2: Nitrojen igeren bifosfonat grubuna ait kesitte nekroz ve inflamas-
yon. Parafin bloklardan alinan kesitler, hematoksilen-eozin ile boyanmig ve
151k mikroskobunda X200 biiyitme ile incelenmistir (Eclipse E600; Nikon,
Tokyo, Japonya).

rildiigi i¢in ¢aligmamizda, daha 6nceki ¢aligmalarin
rehberliginde fareler iizerinde bir dis ¢ekimi modeli
tasarladik.'>!3

Farelerin ¢cekim soketi iyilesmesinin degerlendi-
rildigi diger ¢alismalarda; ¢ekim soketi tabaninda 2.
gilinde yeni kemik dokusu formasyonunun basladigi
ve 14. giinde soketin yeni kemik dokusu ile doldugu
bildirilmistir.'"*'> Calismamizda; 28. giinde ¢ekim so-
ketinin tamamen epitelizasyonu sadece kontrol gru-
bundaki drneklerde goriilmiistiir. Karsit olarak, geg
donem iyilesmenin klinik ve histolojik belirtileri
ozellikle NBP grubunda kendini gostermistir. Zoled-
ronik asit kullanilan grubumuzda 6 6rnekte agiga ¢ik-
mis nekrotik kemik yiizeyi izlenmistir.

Calismamizda daha 6nce yapilan benzer ¢alis-
malar1 da rehber alarak BP kullanim siiresini 28 giin
olarak belirledik.'>!%!” Ancak belirtmek gerekir ki li-
teratiirde, 28 giinden daha kisa siire BP kullanimu ile
rapor edilen osteonekroz vakalari mevcuttur.'®!” Bu
durum ile ilgili Hikita ve ark. tarafindan yapilan ¢a-
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ligmada yazarlar hemen ¢ekim sonrasi uygulanan
BP’nin dahi ¢ekim soketi iyilesmesinin ge¢ donem
iyilesme basamaklarini negatif yonde etkiledigini
bildirmislerdir.?® Sonuglarimiz, BP uygulamasi ile
iyilesmenin erken doneminin de negatif etkilenebile-
cegini gostermistir. Biz BP nin degisik zamanlarda
uygulanmasimin iyilesmenin erken ya da gec evrele-
rinin etkilenmesinde etkili oldugunu diisiiniiyoruz.

Normal sartlarda osteoklast sayisi, kemik re-
zorpsiyonunun giivenilir bir belirtisidir. Ancak We-
instein ve ark., oral BP kullanan postmenopozal
kadinlarda yaptiklar calismada, osteoklast sayisinin
doza bagli bir artis gosterdigini ancak buna ragmen
bu osteoklastlarin yaklasik iicte birinin kemik yii-
zeyinden ayrilmig dev osteoklastik hiicreler oldu-
gunu gostermislerdi.?'->* Biyokimyasal belirteglerin
azalmasi ve kemik yogunlugunun artmasi, normal
goriiniimlii osteoklastlarin da fonksiyonunun bas-
kilandigini, kemigi rezorbe edemedigini diisiin-
diirmiistiir.® Calisgmamzda zoledronik asit uygulanan
gruptaki osteoklast sayisinin, etidronik asit uygula-
nan gruba kiyasla anlamli derecede az oldugu bulun-
mustur. Etidronik asit uygulanan gruptaki osteoklast
sayist ise kontrol grubuna gore anlamli derecede
azdir.

BRONIJ c¢ogunlukla NBP ile rapor edilse dahi
non-NBP’ler ile rapor edilen olgular géz ard1 edile-
mez.>!! Oizumi ve ark. etidronik asidin NBP’lere al-
ternatif olarak verildiginde farelerde BRONJ’nin
engellenebilecegini rapor etmiglerdir.?! Caligmami-
zin sonucunda da etidronik asidin artmis osteoklast
diizeyine ve agik kemik yiizeyi veya ilserasyona
neden olmadigim gordiik.

Pabst ve ark., non-NBP’lerin mikrovaskiiler yap1
iizerine negatif etkilerinin NBP’lere oranla anlamli
derecede diisiik oldugunu bildirmislerdir.* Arastir-
macilar, bu farklilifin nedeni olarak NBP ve non-

TABLO 3: Gruplarin yumusak doku vasklarite skorlari.
n Min-max p

ZA 16 12,86 +/- 2,78 <0,001

EA 16 10,86 +/- 2,27

Kontrol 16 17,13 +/-2,10

*Minimum vaskiilarite miktar nitrojen igeren bifosfonat grubunda goriilmusttr.
ZA: Zoledronik asit, EA: Etidronik asit.
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NBP’lerin etki mekanizmalarindaki farklili1 goster-
miglerdir. NBP’ler farnesil fosfataz sentezini bloke
ederek etki gosterirken, non-NBP’ler adenozin tri-
fosfat ile miicadele eden nonfonksiyonel molekiiller
olusturarak etki gostermektedirler.”*® Sonugta ista-
tistiksel anlamlilik tasiyacak miktarda olmasa da
bizde en diisiik vaskiilarite skorlarint NBP ile goz-
lemledik.

Calismamizda, gruplar arasinda ¢ekim soketi
cevresindeki epitel varligi acisindan anlamli bir
fark bulunamamistir. Ayn1 sekilde palatinal muko-
zadaki yara ¢evresinde de epitel rejenerasyonu tam
izlenmis, gruplar arasinda anlamli bir fark buluna-
mamistir. Literatiirde BP’lerin oral epitel hiicrele-
rine etkileriyle 1ilgili ¢ok az sayida calisma
bulunmaktadir. Allam ve ark.nin kopeklerde olus-
turdugu BRONJ modelinde, zoledronik asidin oral
epitel hiicreleri iizerine etkisi olmadigini goster-
mislerdir.?’” Benzer sekilde Sonis ve ark.nin sigan-
lar lizerinde yaptig1 calismada da, zoledronik asit
uygulamasi sonrasinda epitelyal hiicre apoptozunun
goriilmedigi kaydedilmisgtir.?®

0 SONUC

Sonuglarimiz, NBP’lerin non-NBP’lere kiyasla daha
yiiksek oranda osteonekroz ve gecikmig yara iyiles-
mesine neden olduklarini gostermektedir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantisi bulunan herhangi bir ilag firmasindan, tibbi alet,
gereg ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
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