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Bifosfonat tiirevi ilaglar, kemik metabolizmasi bozuklu-
gu ile iligkili birgok hastalikta kullanilmaktadir. Bu ilag-
larin kullanimi sonrasi gelisen ciddi yan etkilerden biri
de bifosfonata bagh ¢ene osteonekrozudur. Bu calisma-
da, ratlara bifosfonat uygulamasi ve dis ¢ekimi sonrasi
cene kemiklerinde osteonekroz olusturulan hayvan
modeli sunulmustur.

Calismamizda Wistar Albino irki 24 adet disi rat 2 gruba
ayrimistir. 1. gruptaki ratlarin (n=12) alt ¢ene sol birin-
ci ve ikinci molar disleri gekildikten sonra alveol kemi-
ginde defekt olusturulmustur. 2. gruptaki ratlara (n=12)
0.1mg/kg zoledronat 8 hafta boyunca haftada 3 kez
intraperitonel olarak uygulanmis ve bu siirenin sonunda
ilk gruba uygulanan ayni cerrahi islemler gergeklestiril-
mistir. Hayvanlar sakrifiye edilerek dis ¢ekim bdlgesi
klinik, histolojik ve radyolojik olarak degerlendirilmis-
tir.

Bu ¢alismanin sonuglarinda, radyolojik agidan 2. grubun
defekt hacmi degeri ortalamasinin 1. grubunkinden
istatistiksel olarak anlamli derecede daha genis oldugu
tespit edilmistir. (p<0,05). 1. gruptaki hi¢cbir hayvanda
klinik olarak nekrotik kemik olusumu gézlenmemistir.
Ancak, 2. gruptaki deneklerin %45 ‘inde nekrotik kemik
varlig1 izlenmistir.

Sonu¢ olarak, ratlara zoledronik asitin uygulanmasi
sonrasi dis cekimi ile osteonekroz gelisen hayvan mode-
li olusturulabilir.
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ABSTRACT

Bisphosphonates are used for the treatment of diseases
associated with bone metabolism disorders. One of the
serious side effects due to the usage of this kind of drugs
is the bisphosphonate related osteonecrosis of the jaws.
In this study, we present an animal model in rats which
were treated with bisphosphonate and developed
osteonecrosis of jaw bones after dental extraction.

24 Wistar Albino female rats were divided randomly
into 2 groups. In group 1 (n=12), mandibular left molars
extraction and alveolar bone defects were established in
the same region. In group 2 (n=12), 0.lmg/kg
zoledronate, during a-8-week period for 3-times in a
week was intraperitoneally injected, afterwards rats
were underwent the same surgical procedure as in
group 1. At the end of this period, animals were
sacrificed for radiological, histological and clinical
evaluations.

As a result, the mean value of volume defects in group 2
was found significantly larger than the values of group 2
in radiologic aspect (p<0,05). Clinically, necrotic bone
formation was not observed in any of the animals in
group 1, whereas necrotic bone formation was observed
in 45% of the animals in group 2.

In conclusion, an animal model can be developed by
administering zoledronic acid with dental extraction in
rats.
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Ratlarda Deneysel Olarak Bifosfonata Bagli Cene Osteonekrozu Olusturulmast

1.GIRIS

Bifosfonatlar; osteoporozun, kemik metastazlariyla bir-
likte seyreden meme, prostat, akciger kanserleri,
multiple myeloma gibi malignitelerin, osteopeni, Paget
hastalig1, osteogenezis imperfekta gibi kemigi ilgilendi-
ren sistemik hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan ilaglardir (1). Son yillarda ilacin yaygin kulla-
nimi ile birlikte baz1 komplikasyonlari goriilmeye basla-
mistir ve bunlardan biri de bifosfonata bagh c¢ene
osteonekrozudur (BBCO) (2). Cene kemiklerinde olusan
bifosfonata (BP) bagli osteonekroz; hastanin devam
eden ya da ge¢miste antirezorptif veya anti-anjiojenik
kullanimi hikayesi olmasi, bas-boyun bélgesine daha
onceden radyoterapi uygulanmamis olmasi, maksilla
ve/veya mandibula bélgesinde 8 haftadan daha uzun
siire devam eden agiga ¢ikmis nekrotik kemik varlig
veya maksillofasiyal bolgede kemige kadar ulasan agiz
ici veya ag1z disi fistiil varlig 6zellikleri ile taninir (3).
Yiiksek remodelasyon orani sebebi ile alveolar kemikte
vicuttaki diger kemiklere oranla 100 kat daha fazla
bifosfonat birikmektedir (4). Viicuttaki en yiiksek
remodelasyon oranina sahip kemik ¢cene kemikleri oldu-
gu icin osteonekroz goriilme riski de en yiiksek bu ke-
miklerdedir.

BBCO'nun tedavisi ile ilgili net bir goriis yoktur.
Osteonekroz teshisi konduktan sonra sekonder enfeksi-
yonlarin gelismesini 6nlemek i¢cin antibiyotikler ve oral
antiseptik soliisyonlar kullanilmalidir. Bu tiir konserva-
tif tedavi yontemlerine ragmen ideal bir basar1 saglana-
mayabilir. Cerrahi olarak rezeksiyon, sert ve yumusak
doku greftleri ile rekonstriiksiyon yapilmasina ragmen
osteonekrotik sahanin daha da genisledigi rapor edil-
mistir (5-7).

BCCO’nun tedavisi ile ilgili yeni yontemler gelistirmek
ve patogenezi hakkinda daha fazla bilgi elde etmek i¢in
deneysel calismalar yapmak onemlidir. Ancak, giinii-
miizde hala standart bir BCCO hayvan modeli mevcut
degildir. Literatiirdeki modeller; kullanilan hayvanin
cinsi, bifosfonatin tiirii ve uygulama sekli, dozu, uygula-
ma zamani ve eslik eden bagka tiirdeki ilaglarin
(kortikosteroidler ve immiinsupresif ilaglar) varhg
acisindan biiytik farklhiliklar géstermektedir (8-11). Yeni
tedavi sekilleri gelistirebilmek icin hastaligin klinigini
yansitan standart ve tekrarlanabilir BCCO hayvan mo-
dellerine ihtiyag¢ vardir.

Bu ¢alismamizda, ratlarda bifosfonat uygulamasi sonra-
s1 dis ¢ekimi ve alveol kemik defekti meydana getirilme-
si ile ¢ene kemiklerinde osteonekroz olusturulan BCCO
hayvan modeli sunulmustur.

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Calisma Plani ve Cerrahi Islemler

Bu c¢alisma, Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu tarafindan onaylandi. (Protokol no:143). Deney
hayvani olarak Wistar Albino 1rk, yetiskin disi ratlar
(s1¢an) kullanildi. Tiim hayvanlarin dogum zamanlari (8
hafta ve ilzeri eriskin) ve mevcut agirliklarinin
(ortalama 190 gr) birbirlerine ¢ok yakin olmasina 6zen
gosterildi.

Calismadaki hayvanlar, her biri 12 adet rat iceren 2
gruba rastgele olarak ayrildi. 1. gruptaki ratlarin
mandibula sol birinci ve ikinci molar dislerinin ¢ekimi
gerceklestirildi ve ¢ekim soketine kiiciik rond frez ile

1.4 mm’lik iki ayr1 alveol kemigi defekti olusturuldu
(Resim 1). 2. gruptaki ratlara 8 hafta boyunca, haftada 3
kez, 0.1mg/kg zoledronat (Zometa®, 4 mg flakon,
Novartis, Tiirkiye) (ZA) intraperitonel (ip) olarak enjek-
te edildi. Sekiz haftanin sonunda 2. gruptaki hayvanlara,
ilk gruba uygulanan ayni cerrahi islemler gerceklestiril-
di. Dis cekimleri sonrasinda, 2. gruptan 1 adet rat 6ldii-
gl icin calisma disi kaldi. Calisma stiresi sonunda tiim
hayvanlar sakrifiye edildi.

2.2. Cekim Soketlerinde Mukozal lyilesmenin Klinik
Olarak Degerlendirilmesi

Ratlar sakrifiye edildikten sonra oérneklerin dis ¢ekim
bolgeleri abse ve agiga ¢ikmis nekroze kemik varliginin
degerlendirilmesi i¢in ¢iplak gozle muayene edildi. Ce-
kim soketlerinde iyilesmenin klinik olarak degerlendi-
rilmesi i¢in mukozal kapanma varlig1 incelendi. Deger-
lendirilme sonuclarina gore (0) bozuk iyilesme (abse
varligy, aciga ¢ikmis nekroze kemik), (1) kismi kapanma
mevcut, (2) mukozal kapanma tamamlanmis, sorunsuz
iyilesme olarak degerlendirildi.

2.3. Radyolojik Degerlendirme

Dis c¢ekimi sonrasi alveol kemikteki iyilesme ve
rezorpsiyona bagl meydana gelen kemiksel degisiklik-
leri degerlendirmek icin radyolojik kesitlerde goriilen
rezorpsiyon ve alveol kemiginde meydana gelen
defektin hacmi hesaplandi.

2.4. Histolojik Degerlendirme

Deney hayvanlarinin alt ¢ene sol bolgelerindeki kemik
dokusu Exact 300 CL (Exakt Apparatbau, Norderstad,
Almanya) sert doku kesme cihazi ile pargalar halinde
kiigiiltiildii ve %4 liik nétral formalin iginde tamponlan-
di. Fiksasyon siiresinin ardindan blok halinde gelen
kemik dokusundan 2-3 mm kalinliginda kesitler alindi.
Ornekler etanol iceren alkol havuzlarinda birer giin
stireyle dehitrate edildi ve sonrasinda drnekler metil
metakrilat rezin (Tecnovit 7200) -alkol karisimi igeri-
sinde 24 saat vakum altinda infiltre edildi.

Daha sonra, o6rnekler plastik kaliplar igerisinde vakum
altinda hava kabarcig1 kalmayacak sekilde gomiildii ve 8
saat siire ile polimerize edildi. Tamamen sertlesmis olan
bloklar pleksiglas lam {izerine Technovit 7210 VLC
(Kulzer & CO. GmbH, Friedricksdorf, Almanya) kullanila-
rak vakum altinda yapistirild.

Lam tizerine yapistirilmis bu érneklerden hassas kesme
cihazina bagli elmas testere (Exakt 300 CL, Exakt
Apparatbau, Norderstad, Almanya) ile 300-350 pm ka-
linhiginda kesitler elde edildi. Bu kesitler, mikro asindir-
ma sistemine (Exakt 400 CS, Exakt Apparatbau,
Norderstad, Almanya) bagh zimparalar ile 40 um kalin-
ligina kadar inceltildi. Histolojik kesitler hemotoksilen
ve eozin boyama ydntemi ile boyandiktan sonra, metil
metakrilat kullanilarak tizerleri lamel ile kapatildi.

Tim Kkesitler histolojik degerlendirme 151k mikrosko-
bunda epitel doku sekillenmesi, kemik olusumu agisin-
dan degerlendirildi.

2.5. Istatistiksel Degerlendirme

Tim istatistiksel degerlendirmelerde SPSS 22.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, ABD) istatistik yazilimindan faydalanil-
d1. Verilerin normal dagilimi ‘Shapiro-Wilk’ testi ile de-
gerlendirildi. Normal dagilim géstermeyen degiskenler-
de Kruskal-Wallis testi uygulandi. Kategorik degisken-
lerde Ki-Kare analizi yapildi. p<0,05 diizeyi istatistiksel
olarak anlaml kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Klinik Degerlendirme Sonucu Ortaya (ikan Bul-
gular

Deney hayvanlarinin dis ¢cekim bolgeleri iyilesme mikta-
11 klinik olarak incelendiginde, 1. gruptaki 10 hayvanin
¢ekim soketlerinin tamamen, 2 hayvanin kismen muko-
za ile kapanmis goriildi, hi¢cbir hayvanda tamamen nek-
rotik acik kemik yilizeyi veya piiy akisi gozlenmedi
(Resim 1). 2. gruptaki 5 hayvanin dis ¢ekim bdlgesinde

Topan C, Kilig E

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu
goriildi (p=0,004) (Tablo 1).

3.2. Radyolojik Degerlendirme Sonucu Ortaya (Cikan
Bulgular

Istatistiksel degerlendirmeler sonucunda 1. grubun
defekt hacmi degeri ortalamasi 5,08 mm3, 2. grubunki
ise 9,0 mm3oldugu tespit edilmistir. Bu iki grup arasin-

Resim 1. Molar dislerin ¢ekiminin gerceklestirilmesi (a) ve alveol kemiginde defekt olusturulmasi (b)

Resim 2. (a) Grup 1’e ait 6rnekten elde edilen alt molar dis bolgesinde tamamen kapanmis mukozanin goriintiisii (Siyah ok). (b)

Tablo 1. ilk ve ikinci gruplarin érneklerinin dis cekim bdlgelerinin klinik olarak degerlendirilmesi.

Bozuk iyilesme Kismi iyilesme Tam lyilesme p
n (%) n (%) n (%)
Grup 1 0 (0,0) 2 (16,7) 10 (83,3)
0,004
Grup 2 5 (45,5) 4 (36,4) 2 (18,2)

nekrotik ac¢ik kemik yiizeyi goriiliirken, 4’tinde kismen,
2’sinde tamamen mukoza ile kapanmis oldugu tespit
edildi (Resim 2). Ayrica bu gruptaki 3 denekte dis cekim
yapilan bdlgeden piiy akis1 geldigi goriildii. Istatisiksel
degerlendirmeler sonucunda Kklinik iyilesme ile gruplar

daki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05) (Tablo 2).

3.3. Histolojik Degerlendirme Sonucu Ortaya (Cikan
Bulgular
Birinci gruptaki histolojik kesitleri incelendiginde ge-
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Tablo 2. Kontrol ve deney gruplari defekt hacmi degeri agisindan radyolojik analiz sonuglari.

Grup 1 Grup 2
Ortalama # s.h Ortalama # s.h P
Medyan(min-max) Medyan(min-max)
Hacim 5,08£2,15 9,0+2,15 0,001
4,5 (3-11) 7 (5-25)

nelde keratinize ¢ok katl yassi epitelin sekillenmis ve
kemik dokusunun iyilesmis oldugu gozlenmistir. Her-
hangi bir inflamasyon bulgusuna rastlanmamistir. Dis
cekim kavitesinin eski kemik dokusu iizerinde kalan
alanda osteosit iceren lakiinalardan ve kapillerden zen-
gin sekillendirilmis yeni kemik dokusu ile dolduruldugu
gorilmustir.

ikinci gruptaki histolojik kesitleri incelelendiginde genel
olarak yara bolgesindeki epitel dokusunun tam yenile-
nemedigi gozlenmistir. Nekroza bagh olarak hasar go-
ren kemik dokusunun tam iyilesmedigi, yer yer bosluk-
larin oldugu ve bu bosluklarin yeni kemik dokusu ile
tam kapanmadig1 goriilmiistiir. Dis ¢ekim soketinin bag
dokusu ile dolmus oldugu ve kemik dokusu olusumunun
eksik kalmis oldugu gozlenmistir.

4.TARTISMA

BCCO’nun patogenezinin heniiz tam olarak ortaya konu-
lamamis olmasi ve insanlar lizerinde ¢alisiimalarla ilgili
kisithliklardan dolay:r hastaligin daha iyi anlasilmasi ve
degisik tedavi segeneklerinin denenmesi i¢in basit ve
giivenilir hayvan modelleri gelistirilmesi gerekmistir
(12). Ratlar birgok fizyolojik ve farmakolojik ¢alismada
deney hayvani olarak kullanilmaktadir. Ratlarin deney
hayvani olarak sik tercih edilmesinin nedeni hizli tireye-
bilmesi, deney uygulama asamasinda kullaniminin pra-
tik ve bakiminin kolay olmasi, kisa siirede genetik aci-
dan benzer gruplar olusturulabilmesidir (13). Literatiir-
de bazi arastiricilar tarafindan olusturulan fare, rat,
koépek, domuz gibi ¢esitli BCCO hayvan modelleri mev-
cuttur (14). Deneysel olarak olusturulan BP’ye bagh
osteonekroz hayvan modeli i¢in en sik ratlarin tercih
edildigi goriilmistiir. Recreo ve arkadaslari (8), Neto ve
arkadaslar1 (9) ve Maahs ve arkadaslar1 (11) deneysel
olarak olusturduklar1 BCCO modeli i¢in ratlar1 kullan-
miglardir. Arastirmacilar ratlarda, ZA uygulanmas ile
BCCO patofizyolojisinin daha iyi anlasilabilmesi ve teda-
vi yontemleri iizerinde c¢alisilabilmesi i¢in giivenilir ve
tekrarlanabilir bir BCCO modeli olusturulabilecegini 6ne
stirdiikleri i¢in ila¢ olarak zoledronik asidi tercih ettik
(10). Ayni zamanda zoledronik asit bugiine kadar hazir-
lanan en giiclii BP ¢esididir (15). Rat modelinin sec¢ilme-
sinin avantajlari;; bu deneklerin {iretiminin kolay ve
ekonomik olmasidir. Bu avantajlar1 sayesinde bir¢ok
yayin BCCO modeli icin ratlarin kullanimini destekle-
mektedir (16). Bu nedenlerle bu calismada, BCCO olusu-
munu indiiklemek i¢in deney hayvani olarak ratlarin
kullanilmasina karar verilmistir.

BP kullanimi sonrasi osteonekroz en fazla maksilla ve
mandibulada goriilirken (17-19) viicudun diger kemik-

lerinde goriilen osteonekroz olgular1 birka¢ olgu sunu-
mu ile siirh kalmistir (20,21). Vaskiilarizasyon ozellik-
lerinden dolay1 ¢cenelerde goriilen osteonekroz olgulari-
nin %601 mandibula, %30’u maksillada goriiliirken, %
10'u her iki kemikte birlikte goriilmektedir (22). BP
tedavisi devam ederken yapilacak dis c¢ekimi gibi
dentoalveolar cerrahi girisimlerin, BCCO riskini anlaml
derecede yiikselttigi bilinmektedir (23,24). Ayrica yapi-
lan deneyler kullanilan hayvan modellerinde, BP’nin dis
cekim yarasinin iyilesmesi lizerinde olumsuz etkisi ol-
dugu gosterilmistir (11,25-28). Bu sebeple dis ¢ekimi,
osteonekroz olusumunun amaglandig1 rat modellerinde
siklikla uygulanan bir yontemdir. Biasotto ve arkadasla-
r1, dentoalveolar cerrahi uygulanan hastalarda, BCCO
gelisme riskinin daha fazla olmasi sebebiyle, ratlarda dis
cekimi sonrasi ¢ekim soketinde kemik defekti olustur-
muslar ve tim hayvanlarda BBCO olusturabilmislerdir
(10). Calismamizda, BCCO'nun daha ¢ok mandibulada
goriilmesi sebebiyle dis ¢ekimlerinin mandibulada ya-
pilmasi ve cekim sonrasi alveol kemiginde defekt olus-
turulmasi tercih edilmistir.

Dis ¢ekim bosluklari, iyilesmeyi geciktirici herhangi bir
hastalik veya ila¢ kullanimi olmadig siirece 1-2 ay igeri-
sinde kemik ile dolarak iyilesmektedir (29-31). Ratlarda
dis ¢ekim soketlerindeki kemik iyilesmesinin incelendi-
gi bir calismada, dis ¢ekim boslugunun 1-2 hafta igeri-
sinde kemik ile doldugu gosterilmistir (32). Zoledronik
asit uygulamasi ile BCCO olusturulan rat modeli ¢alis-
malarinda, genel olarak dis ¢ekimi boslugunun iyilesme-
si icin beklenen siirelerin 2 ile 8 hafta arasinda degistigi
goriilmektedir (10,11,27,28,33). Bu ¢alismada, deney
hayvanlarinin dis ¢ekim boslugunun iyilesmesi ve/veya
osteonekroz gelisimi i¢in dis ¢ekimi sonrasi 8 hafta bek-
lenmistir.

Dis ¢ekimi sonucu olusan BCCO’nun degerlendirildigi
calismalarda ¢ene kemiginde meydana gelen degisiklik-
lerin klinik ve radyografik degerlendirmelerinin yapil-
mas! miimkiindtir.

Bifosfonatlara bagh gelisen osteonekrozun klinik mua-
yenesinde karakteristik bulgu nekroze alveol kemigidir.
Nekroze kemik ekpoze olup agri ile kendini gosterse de
bazen osteonekrotik lezyonlar agizda bir siire
asemptomatik olarak kalabilmektedir. Erken dénemde,
aciga cikan kemigin ylizeyi dlizglindiir ve daha sonra bu
diizgiin ylizey pliriizli hale gelir. Kemigin sivri kenarlari
temasta olan yumusak dokuda lilserasyona neden olabi-
lir. Sonrasinda kemik sekestrasyonu ve patolojik kirik
olusabilir (34,35). Yaptigimiz bu c¢alismada, ratlarin
disleri cekilip, cekim soketlerine 2 ayr1 defekt olustur-
duktan sonra klinik olarak mukozal kapanmanin ger-
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ceklesip gerceklesmedigi degerlendirilmistir. Klinik
degerlendirme sonuglarina gore, BP uygulamasi sonrasi
klinik olarak alveol kemiginde nekroz gelisebilecegi
gorilmustir.

Hastaligin klinik tablosu, her zaman mukoza altindaki
BCCO lezyonunun yayginligini ve siddetini tam olarak
yansitmadigindan, radyolojik goriintilleme ydntemleri-
nin kullanimi kag¢inilmaz olmaktadir (36,37). BCCO’nun
radyografik bulgular1 hastalia 6zgii olmasa da erken
tani icin 6nemlidir. Radyolojik degerlendirmede kon-
vansiyonel radyografiler, bilgisayarli tomografi, dental
volumetrik tomografi (DVT), manyetik rezonans goriin-
tileme ve kemik sintigrafisinden faydalanilir (1). Yapi-
lan ¢alismalarda bilgisayarl tomografinin, BCCO vakala-
rinda en fazla yarar saglayan goriintiileme yontemlerin-
den biri oldugu belirtilmektedir (38-40). BT incelemele-
rinde ise kemikte osteolitik degisimler, kortikal ve
trabekiiler kemik yapisinda bozulma, bolgesel skleroz,
periosteal kemik proliferasyonu, kemik iliginde daralma
ve sekestr olusumu goriliir (38,39). Biasotto ve arka-
daslar1 yapmis oldugu bir calismada, BP uygulamasi
sonrasl dis ¢ekimi yapilan ve defekt olusturulan deney
grubundaki ratlarin BT goriintiillerinde, kortikal ve
spongioz kemik defektlerine karsilik gelen bolgelerde
osteolitik alanlarin oldugunu tespit etmislerdir. Buna
karsilik, kontrol grubundaki deneklerin radyografilerin-
de ise dis cekim soketinin ve olusturulan defektin sinir-
larinda azalma oldugunu gérmiislerdir (10). Agacayak
ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢alismada, BP uygu-
lamasi sonrasi travmatik ve atravmatik dis ¢ekimi yapi-
lan ratlarin lateral sefalomatrik goriintiilerini incelemis-
lerdir. Radyografik goriintiillerin sonucuna gore,
atravmatik dis ¢ekimi yapilan grubun % 10, travmatik
dis ¢ekimi yapilan grubun % 30’unda dis ¢ekim soketin-
den daha genis bir radyolusent alan izlenmistir (41).
Calismamizin sonuglar1 da benzer  sekilde
bifosfonatlarin radyolojik olarak dis ¢ekim soketindeki
radyolusent ve osteolitik goriintiiniin hacmini anlamh
derecede arttirdigini géstermistir.

Sonug¢ olarak, ratlara zoledronik asitin uygulanmasi
sonrasi mandibulada dis ¢ekimi ve defekt olusturulmasi
ile bifosfonat osteonekroz modeli olusturulabilir ve bu
model BCCO’ya sebep olan potansiyel faktorlerin bulun-
mas! ve yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi icin
arastirmalarda kullanilabilir.
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