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GiRiS

Periodontitis  periodonto-patojenik  mikroorganizmalarin
sebep oldugu atagsman kaybi ve alveoler kemik yikimina neden olan ve
dis kaybiyla sonuclanabilen inflamatuar bir hastaliktir." Periodontal
hastaliklarda primer etyolojik etkenin mikrobiyal dental plak (MDP) oldugu
bilinmekle birlikte son yillarda iltihabi karakterde olan periodontal
hastaligin baglamasi ve ilerlemesinde plak bakteri ve Grlnlerine karsi
konak dokuda gelisen hicresel ve himoral cevabinda énemli bir rol

oynadigi anlasiimistir?.

Periodontal patogenezde konak inflamatuar cevabinin énemi
anlasildiktan sonra periodontitis tedavisinde konak cevabi modifikasyonu
adi verilen yeni tedavi yéntemleri (izerinde calismalara baslaniimistir.
Konak modifikasyon tedavisi (KMT) konak cevabinin yikici ydnini
modifiye etmek veya azaltmak amaciyla kullanilan ve bdylece plaga karsi
gelisen immuno - inflamatuar cevabi periodontal dokulara daha az zarar

verici hale getiren tedavi seklidir.*

Subgingival plak bakterilerinin diseti oluguna
akimulasyonunu takiben, lipopolisakkaritler (LPS), mikrobiyal peptidler ve
diger bakteriyel antijenler gibi kemotaktik faktorler junctional epitelden (JE)
diseti bag dokusuna diflze olurlar. Bbéylece epitelyal ve bag doku hicreleri
uyarilarak inflamatuar mediatérler Gretilir ve dokuda inflamatuar cevap
gelisir.*® Kapiller damarlarda dilatasyon, sivi ve hiicresel gecirgenlikte
artigla birlikte defans hicreleri dolagimdan diseti olugundaki kemotaktik
uyaranlara dogru migre olurlar. Polimorfonlkleer I|6kositler (PMNL)
gingival inflamasyonun erken dénemlerinde sayica baskindirlar ve bu
hicreler plak bakterilerini fagosite eder ve 6ldurdrler. Bakteriyel Grlinlerin
dolagsima girmesiyle, lenfositler infeksiyon alanina dénerler ve B lenfositler

plazma hiicrelerine déntsirler. *” Plazma hiicreleri spesifik bakteriyel



antijenlere karsi antikor uretirler. Bu antikorlar gingival dokulara salinir ve
kompleman varhiginda PMNL fagositozu ve bakteriyel éldirme kolaylasir
ve artar. BOylece gingival dokularda konak immudno - inflamatuar cevap
kurulur ve gingivitisin klinik belirtileri geligir. Bu cevabin amaci bakteriyel
enfeksiyona miidahale etmek ve bakterinin dokulara girisini &énlemektir.*
Periodontitise direncli bireylerde, primer defans mekanizmasi enfeksiyonu
baslangic asamasinda kontrol eder.>® Hastaliga duyarli bireylerde ise bu
kontrol mekanizmasi zayif oldugu icgin inflamatuar olaylar apikal ve laterale
dogru ilerleyerek derin bag dokuya ve alveoler kemige yayilir. JE'deki
proliferasyon permabilitede artis ve Ulserasyona neden olur ve bdylece
bakteriyel Grlinlerin girisi hizlanir ve inflamasyon ilerler.® Makrofajlari ve
lenfositleri iceren ¢ok sayidaki defans hiicresi ve PMNL dokulara migre
olarak asir miktarda yikici enzimler ve inflamatuar mediatérler salgilarlar.*
Matriks metalloproteinazlar (MMP) olarak isimlendirilen bu enzimler,
ekstraselller matriks (ECM) yikiminda énemli rol oynamaktadir. Konak
hiicreleri tarafindan salinan Zn*? bagl endopeptidazlarin dnemli bir ailesi
olan MMP’ler embriyolojik gelisim, doku remodelasyonu, tikrik bezi
morfogenezisi, dis ertpsiyonu gibi fizyolojik olaylarda ve bunlara ek olarak
periodontal hastalik, artrit, ateroskleroz, pulmoner amfizem, osteoporoz,
otoimmun Ulseratif deri lezyonlari ve ayni zamanda timor hicre invazyonu
ve metastazini igeren patolojik durumlardaki ECM yikimindan

sorumludurlar®.

Makrofajlarin bdlgeye toplanip aktive olmasiyla MMP lere
ilaveten prostoglandin, interldkinler (IL) ve timdér nekroz faktér-a (TNF-a)
gibi mediatérler de (retilir.* Sitokinler inflamasyon ve yara iyilesmesini
yonlendiren ve diizenleyen mediatérlerdir.’® IL-1, genis biolojik aktivitelere
sahip ve inflamasyon sirasinda bazi genlerin ekspresyonunu direkt olarak

diizenleyebilen'™

periodontal doku ykiminda ana role sahip
proinflamatuar bir sitokindir®*®*. IL’ler ve TNF-a fibroblastlara baglanarak

daha fazla prostoglandin E, (PGE>) , IL, TNF-a ve MMP U(retilmesini



stimule ederler (pozitif feedback dbnglsl). Hastalikh periodontal
dokularda bu enzimlerin ve inflamatuar mediatérlerin konsantrasyonu
patolojik olarak yuksektir. MMP’ ler gingival kolajen lifleri yikarak digeti
dokularinin normal anatomik yapisinin bozulmasina yol agar ve bu da
periodontal destek dokularin yikimiyla sonuglanir. inflamasyon béylece
apikale dogru ilerler ve MMP lerin yikici etkisine ilaveten dokuda yutksek
seviyelerde bulunan prostoglandinler, ILler ve TNF-a alveoler kemigin

rezorpsiyonu igin osteoklastlari stimule ederler. *

Proinflamatuar veya yikici mediatdrlerdeki artis sitokinlerden
IL-4, IL-10, interlokin-1 reseptdér antagonist (IL-1ra) ve matriks
metalloproteinaz doku inhibitér (MMDI) gibi antiinflamatuar veya
koruyucu mediatérlerdeki artisla dengelenir. Saghk durumunda,
antiinflamatuar veya koruyucu mediatérler doku yikimini kontrol etmeye
yardim ederler. Konak cevabini, bakteriyel Grlinlere karsi koruyacak bu
mediatbrler yeterli seviyelerde ise, birey hastaliga kargi direnglidir. Ylksek
seviyedeki proinflamatuar veya yikici mediatérlerle inhibitérler arasinda bir

dengesizlik varsa konakta doku yikimi meydana gelmektedir.* >®

Diabetes mellitus insdlin salgilanmasi, etkinligi veya her
ikisindeki bozukluklar sebebiyle gorilen hiperglisemiyle karakterize bir
hastaliktir."" Tirk toplumun %7,2’ lik populasyonunu diabetik hastalarin
olusturdugu ve bu oranin giin gectikge arttigi bildiriimistir.> Diabet,
gingivitis ve periodontitis icin risk faktdrii olarak kabul edilmektedir'? hatta
periodontal hastaligi diabetin 6. komplikasyonu olarak bildiren yayinlar

13,14

bulunmaktadir. Diabetik bireylerde periodontal hastalik goértime

oranindaki sikligin ve vyara iyilesmesindeki gecikmenin'®, nétrofil

baglanmasi’®,  kemotaksisi'"'® ve  fagositozunda'®®  bozulma
monosit/makrofaj hucre hattinin bakteriyel antijene karsi asiri cevap

gbstermesi ve bu cevabin proinflamatuar sitokinler ve mediatérlerin
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dretiminde  belirgin  artisa yol agmasi sebebiyle  oldugu

disUnilmektedir.

Son yillarda Gzerinde yogun calismalarin yapildigi konak
modifiye edici ajanlar; non steroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAID),
bifosfonatlar (BF), ve tetrasiklinlerdir.* KMT’nin amac! sitokinler (IL ve
TNF-a), prostaglandinler ve MMP’ lerin inhibe edilmesidir. Konak
modifikasyon tedavisi pozitif feedback donguyld kesmede kullanilabilir ve
dokuda yUksek seviyede bulunan sitokin, prostoglandin ve yikici
enzimlerin seviyeleri bu yéntemle azaltilabilir. Osteoklastlarin kendisi de
KMT icin hedeflerdir. Konak modifiye edici ajanlar osteoklastik aktiviteyi

azaltmada ve kemik rezorpsiyonunu inhibe etmekte kullanilabilir.*

Postmenopozal osteoporozun tedavisinde sikhkla
kullanilan'® BF’lar, pirofosfatlarin  kimyasal analoglandir ve kemik
rezorpsiyon inhibitorleri olarak bilinmektedirler.?® BFlarin hidroksiapaptit
(HA) kristallerine baglanip, ¢cézinmesini 6nleyerek kemik rezorpsiyonunu

engelledigi dustinilmektedir.?*

Tetrasiklinlerin antibakteriyel etkilerinden bagimsiz olarak,
antikolajenaz 6zelliklerinin oldugu ve bu etkinin tetrasiklin grubu ilaglar
icinde en c¢ok yari sentetik bir tetrasiklin tlrevi olan doksisiklinlerde
bulundugu bildirilmistir. Bu ilaglarin anti-metalloproteinaz etkileriyle birlikte
prostaglandin sentezinin inhibisyonu, reaktif oksijen metabolitlerin Gretimini
engelleme ve dis yuzeylerine topikal olarak uygulandiklarinda fibroblast
aktivitesini arttirabilme &zellikleri oldugu bildirilmigtir.?®

Literatir incelendiginde bifosfonatlar ve disik doz
doksisiklinlerin ratlarda kemik rezorpsiyonunu inhibe edebilecegi ?° ve
periodontal doku yikiminda rol oynayan major inflamatuar mediatérlerde

belirgin inhibisyon saglayabilecegi ayrica bu ajanlarin  kombine



kullaniminin  sinerjistik  etki saglayarak alveoler kemik yikimini

azaltabilecegi bildirilmistir. 272°

Diabetik bireylerde konak cevabinda goérulen degisiklikler ve
periodontal hastalik gelisimindeki artis g6z 6nlne alindiginda diabet ve
periodontitisin digeti MMP ve IL seviyeleri Gzerine etkisini inceleyen ¢ok az
sayida arastirma bulundugu ve konak modifikasyon ajanlarindan
bifosfonat ve dusuk doz doksisiklinin bu parametreler ve alveoler kemik
kaybi seviyesi Uzerine etkisinin incelendigi bir arastirmanin ise taranan

literatUr bilgilerimiz dahilinde bulunmadigr gérdlmustar .

Yukaridaki bilgiler 1siginda bu arastirma projesinin amaci,
diabetik ratlarda disik doz doksisiklin ve bifosfonatlarin tek tek ve
kombine uygulamalarinin periodontal iyilesme, diseti MMP-2, MMP-9 ve

IL-1B dlzeyleri ve alveoler kemik seviyesi Uizerine etkilerini incelemektir.



GENEL BILGILER

Diabet (Diabetes mellitus) karbonhidrat, lipid ve protein
metabolizmasini etkileyen klinik ve genetik metabolik bir bozukluktur.'"3
Diabetin temel karakteristik 6zelligi hiperglisemi olarak adlandirilan kan
glukoz seviyelerindeki anormal yUkselmedir. Hiperglisemi, pankreatik 3
hicreleri disfonksiyonuna ve/veya karaciger ve kaslarda insdlin direnci

sebebiyle insiilin salgilanmasindaki eksiklige bagl olarak gériliir.®

Bugun kullanilan diabet siniflamasi hastahdin patofizyolojisi
(izerine kurulmustur.®® Diabet icin kabul edilen diagnostik katagoriler: Tip 1
Diabet (T1D), Tip 2 Diabet (T2D), bozulmus glukoz toleransi, bozulmus
aclik glukozu, hamilelik diabeti, pankreas hastaliklari, ila¢ tedavileri,
endokrinopatiler, enfeksiyonlar ve genetik bozukluklardir (Tablo 1).
Bozulmus glukoz toleransi ve bozulmus aglk glukozu diabetik ve normal
glukoz metabolizmasi arasindaki kritik kan glukoz seviyesini agiklamak
icin kullanilan terimlerdir.'* T1D, pankreatik B hiicrelerinin hiicresel
otoimmidn yikimi sonucu gérilmektedir ve total instlin sekresyonun da
kayiba yol ag:ar.11 T1D’ li hastalarda insulin Gretimindeki eksiklik disardan
instilin kullanimini mecburi hale getirir. insiilin eksikliginde bu hastalarda
ketoasidoz gelisebilir.'" Eski siniflamada insiiline bagiml olmayan diabet
olarak adlandirilan T2D’ de insulin rezistansi ve izafi yetersizligi gérilir."
T2D’ de B hucrelerinde otoimmin yikim bulunmamaktadir ve hastalarda
instlin Uretme kapasitesi vardir. T2D’ li hastalarda insdlin Gretildigi igin
T1D’ li hastalarla karsilastirildiginda ketoasidoz gelisme insidansi daha
disuktdr. Buna ragmen ketoasidoz, enfeksiyon gibi bagka hastaliklar

11,30

sebebiyle de gelisebilir (Tablo 2).



Tablo 1: Diabetes Mellitusun siniflandiriimasi "

I. Tip 1 diabet

. Tip 2 diabet

[1. Hamilelik diabeti

IV. Diabetin diger tipleri

A. B-hiicresi fonksiyonundaki genetik bozukluklar
-Kromozom 12, Hepatik Nukleer Faktér (HNF)-1a (MODY 3),
-Kromozom 7, Glukokinaz (MODY 2)
-Kromozom 20, HNF-4 a (MODY 1)
-Kromozom 13, instilin Promotor Faktér - 1 (IPF-1;MODY 4)
-Kromozom 17, HNF-1 g (MODY 5)
-Kromozom 2, Neuro D1 (MODY 6)
-Mitokondrial DNA

B. insiilin islevindeki genetik bozukluklar Tip A instlin Direnci,
Leprehaunism, Rabson-Mendenhall

Sendromu, Lipoatrofik diabet

C. Pankreas Hastaliklari Yada Yaralanmalari Pankreatit, neoplazi,
hemokromatozis, kistik fibrozis, travma/
pankreatektomi, fibrokalklloz
pankreatopati

D. Enfeksiyonlar Konijenital rubella, sitomegalovirus,

E. ilag-Kaynakli veya Kimyasal-Kaynakli Diabetler ~Glukokortikoidler, tiroid hormonu,
dilantin, tiazidler, pentamidin,
diazoksid, B -adrenerjik agonistler,
nikotinik asit, a- interferon

F. Endokrinopati Akromegali, Cushing sendromu,
Glukagonoma, Feokromositom,
Hipertiroidizm, Somatostatinoma,
Aldesteronoma

G . Diabet Ile lligkili Diger Genetik Sendromlar Down sendromu, Huntington kore,
Miyotonik distrofi, Klinefelter sendromu,
Turner sendromu, Wolfram sendromu,
Friedrich ataksisi, Laurence-moon-bied|
sendromu, Porfiri, Prader willi
sendromu

H. imm{n Aracilikli Diabetin Nadir Formlari Stiff-man sendromu, Anti insulin
antikorlari



Tablo 2: Tip 1 ve tip 2 diabetin ozellikleri™

Tip 1 diabet Tip 2 diabet
Baslangi¢ yasi Genellikle < 30 yas Genellikle eriskinlerde
Irksal yatkinhk Beyaz Siyah, Latin, Amerikan
yerlisi, Pasifik adali
Aile hikayesi Yaygin Tip 1’den daha yaygin
En yaygin morfotip Zayif ya da normal Obez
Hastaligin klinik Ani Yavas
baslangici
Patofizyoloji Otoimmdin B-hiicresi Instlin direnci, bozulmus
yikimi insulin sekresyonu, karaciger

glukoz Uretiminde artis
Endojenik insilin Gretim Yok Azalmis, normal veya

seviyesi artmis (hastaligin

safhasina bagli)

Ketoasidoz gelisimine Yiksek Dlsuk
Yatkinhk
Tedavi sekilleri insulin, diyet, egzersiz Diyet, egzersiz, oral

ajanlar, insdlin

Teshis edilmisg diabeti olan bir hastada Hemoglobin Aic
(HbA1c) testi hastanin glisemik kontrolini monitorize etmek igin
kullanilir.3'  Glukohemoglobin eritrositierde glukoz ve hemoglobin
proteininin non-enzimatik reaksiyonunun drind olarak olugur. Glukozun
hemoglobine baglanmasi yiksek stabilitededir. Bu nedenle hemoglobin,
eritrositin  yasam siiresi boyunca (122 + 23 giin)** glukolize olarak
kalir.'3! Yiiksek kan glukoz diizeyleri yiiksek HbA1c diizeyi olarak yansir.
Normal HbA1c degeri %6’ dan dusdktir (Tablo 3). HbA1c dlzeyleri
diabetik komplikasyon gelismesiyle korelasyon gésterir .*



Tablo 3: HbA1c ve ortalama plazma glukoz seviyelerinin korelasyonu *

HbAic Ortalama Plazma Glukoz Seviyesi
%) (mg/dl)
4 65

5 100

6 135

7 170
8
9
10
11
12

205
240
275
310
345

Diabetin 5 ana komplikasyonu olan mikroanjiopati, néropati,
nefropati, makrovaskuler hastaliklar ve gecikmis yara iyilesmesinin siddeti
ve gelismesi, belirtilerin ilk gérilme zamani ve diabetin dizeyi gibi pek
cok faktére baglidir.®* Diabetin periodontitis gibi bakteriyel enfeksiyonlar
icin ylksek risk olusturdugu bilinmektedir’?* hatta periodontal hastaliklar

diabetin 6. komplikasyonu olarak kabul edilmektedir.*?

Diabetin Periodonsiyum Uzerine Etkisi

Periodontitis; mikroorganizmalar, inflamatuar htcreler ve
cesitli sitokinler aracihigiyla, konak cevabi sonucu gelisen bag dokusu
yikimi, atasman kaybi, ve marjinal alveoler kemik rezorpsiyonu ile
karakterize multifaktdriyel ve kronik seyir gdsteren bir hastalik 6zelligi
tasimaktadir.>>® Periodontitisli bireylerin diseti dokularinda lenfosit ve
makrofajlarin ~ baskin  oldugu yogun inflamatuar hdcre varligi

gdsterilmistir.3”*

Yapilan ¢alismalarda diabetin artan gingival inflamasyonla

3940 ve bir cok bireyde glisemik kontroliin seviyesinin de

iligkili oldugu
bakteriyel plaga kargi gingival cevapta 6nemli rol oynadigi

14,41

gOsterilmistir. Cesitli calismalarda diabetli cocuklarin saglkli cocuklara

gbre daha siddetli gingivitise sahip olduklari,**** T2D’ |i yetiskinlerde ise



saglkli bireylere gére daha fazla gingival inflamasyon gorildiga ve bu

durumun zayif glisemik kontrollii hastalarda daha da arttigr bildirilmistir.**

Yapilan calismalarda diabetik bireylerde yara iyilesmesi
geciktigi ve dental plak antijenlerine karsi asiri monosit cevabi géruldagu
icin bu bireylerde periodontal hastalik riskinin artigi bildirilmistir.'>*°
Diabetin periodontitis olugma riskini arttirdigini gésteren bir meta analiz
calismasi sonucunda, diabetik erigkinlerde diabetik olmayan eriskinlere
gore daha siddetli periodontal hastalik varligi gdsterilmistir.*> Ug bin bes
yUz’ den ¢ok diabetik erigkini iceren bu ¢alismalarda periodontitis ve diabet

arasindaki iliski gdsterilmektedir.*®

lki bin yiz kirk dort bireyi kapsayan epidemiyolojik bir
calismada diabetik bireylerde, non diabetik bireylere gére anlaml oranda
fazla atasman kaybi saptanmistir.*® Ayrica atasman kayibinin uzun sireli

diabeti olan hastalarda daha fazla oranda gézlendigi bildirilmistir.*’

Diabetik hastalardaki cep derinligi artislarinin  saglhkli
bireylere gére daha ¢ok oldugu*®, buna paralel olarakta dis kayiplarinin da

daha bilylik boyutlarda gerceklestigi bildirilmistir. 484°

Community periodontal index of treatment needs (CPITN)
kullanilarak yapilmis bir calismada diabetli hastalarin saglikli bireylere
gbre daha fazla periodontal hastalik prevalansina sahip oldugu ve
periodontal tedaviye daha fazla ihtiyac duyduklar bildirilmistir.>°

Periodontal cep derinligi ylzdesi ve siddetli atasman kaybi

prevelansinin glisemik kontrol kétllestikgce arttigini destekleyen bir ¢ok

22,23,21,51,39,

calisma bulunmaktadir. 4152 Bu nedenle diabetin metabolik

kontrolinin periodontal hastaligin baslangi¢ ve ilerlemesinde dnemli bir

faktér olabilecedi bildirilmistir.>?

10



Diabet digeti olugu sivisi (DOS) ’ndaki glukoz
konsantrasyonunu arttirir.>®> DOS’ daki yiiksek glikoz seviyeleri yara
iyilesme  kapasitesini  direk  engelleyebilmektedir. Bu  durum
periodonsiyumdaki yara iyilesmesi ve doku turnoverinda 6nemli olan
fibroblastlarin atasmanini engelleyerek ortaya cikmaktadir.>* Ayrica
diabette yara iyilesmesinde 6nemli rol oynayan tOkrikteki epidermal

bilyime faktérl seviyesinde de azalma gdzlenmistir.>>>

DOS sivisindaki bu degisiklerin plak kompozisyonunu
etkileyebilecedi dusinldlmUs ve yapilan ¢alismalarda diabet hastalarindaki
gram negatif anaerobik florada artis oldugu gdzlenmistir.>” Yapilan baz
calismalarda diabetli bireylerde daha ylUksek oranda Capnocytophaga

tirleri rapor edilmis,*’

subgingival plak &érneklerinde bulunan Prevotella
intermedia (Pi), Wolinella recta (Wr), Porphyromonas gingivalis (Pg)’ in
T2D’ li erigkin bireylerde olusan periodontitis etyolojisinde &nemli roll
olabilecegi bildiriimistir.>® Buna ragmen bir ok Kkiltir calismasinda
periodontitisli diabetik ve non-diabetik hastalarda subgingival mikroflora
benzer bulunmustur.'**?°%%%  Potansiyel patojenlerde belirgin farklilik
olmamasi diabetteki konak immuno-inflamatuar cevap degisiminin
periodontal yikimin prevelansi ve siddetini arttirdigini

dustindirmektedir. '

Notrofil  ve  makrofajlari  igeren immidn  hdcrelerin

fonksiyonlari diabette degisiklik gdstermektedir.*” Nétrofil baglanmasi'®,

17,18

kemotaksisi'"'® ve fagositozu'®?° diabetik hastalarda genelde bozulmustur.

Ayrica gingival sulkuler PMN’ lerin fagositik aktivitesinin periferal kan PMN’

60 Kan damarlarinin bazal

lerinden daha az oldugu bildirilmistir.
membranlarindaki diabete bagli goérilen patolojik kalinlasmanin da l6kosit
migrasyonunu azalttigr bildirilmigtir. N6trofil cevabindaki bu bozulma
diabetik bireylerde gérilen periodontal hastalik artisinin sebeplerinden biri

olarak diistintilmektedir.'”®’
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Diabette nétrofil fonksiyonu siklikla azalmig olmasina
ragmen monosit/makrofaj hicre hattinin bakteriyel antijene kargi asiri
cevap Qosterebildigi ve bu cevabin proinflamatuar sitokinler ve
mediatérlerin (retiminde belirgin artisla sonuglandigi bildirilmistir.3*® Pg
antijenine cevap olarak diabetik hastalarda non diabetik kontrol grubuna
gore periferal kan monositlerinden yudksek seviyede TNF-a Gretildigi
saptanmlg,tlr.36 Bu bulgular Pg asilamasi yapiimis diabetik hayvan
modellerindeki uzun siiren inflamatuar cevapla desteklenmistir.®”%
Deneysel Pg enfeksiyonu olusturulmus T1D ve T2D’ li farelerde uzamis ve
yiuksek seviyede TNF-a ekspresyonu gbzlenmistir. Bu durum diabetteki
inflamatuar cevabin diabetin tipine degil, hiperglisemiye bagh oldugunu
ortaya koymustur. Bu uzun, direncli inflamasyonunda daha fazla matriks
yilkimi veya doku tamir kapasitesinin azalmasi gibi etkileri olabilecegi
distnilmistir.®® T2D'li bireylerde non-diabetiklere gére periodontal
inflame dokularda ve DOS ta, IL-1B8 ve IL-6 ekspresyonunda artis
gdzlenmistir.®*%* Diabetli bireylerde konak cevabindaki bu degisiklikler
periodontal inflamasyon, atasman kaybr ve kemik kaybinin artisini

etkilemektedir.*°

Diabetik hastalarda gorilen periodontal atagsman ve kemik
kaybindaki artis bag doku metabolizmasi degisiklikleri ile de
iliskilendirilmektedir. Hiperglisemiye bagll kemik iyilesmesi ve kemik
turnoverindaki bozulma bircok calismada gésterilmistir.®® Hiperglisemik
durum osteoblastik hicre proliferasyonu ve kolajen Uretiminin
inhibisyonuna neden olabilir. Bu da azalmis kemik Uretimi ve yeni olusan

kemigin mekanik 6zelliklerindeki bozulmayla sonuglanir.%6¢’

Caligmalar
diabetli rat ve farelerde periodontal osteoblast ve fibroblastlarda artan
hicre o6lim0 ve dolayisiyla hicre sayilarinda azalma oldugunu
gbstermistir.?®® Baylece proliferasyon ve differansiyasyonda azalma ve
hicre élumlerindeki artigin diabetik hastalarda daha siddetli periodontal

atasman kaybi gérillmesine neden olabilecegi bildirilmistir.*°
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Dejeneratif mikrovaskuler degisiklikler periodonsiyumda dahil
degisik dokularda gériilebilen diabet komplikasyonlarindan biridir.”® Bu
degisiklikler anormal buyume ve damarlarin bozulmus rejenerasyonudur.
Bu damarsal degisiklikler retina ve glomerulusda goruldigu gibi
periodonsiyumda da gérilebilmektedir.”'*® Diseti dokularinda kapiller
bazal membranda kalinlasma diabetik hayvan ve insan dokularinda
yapilan calismalarda rapor edilmistir.”? Mikroanjiopati, intra ve
ekstraselller kompartman arasinda hiicrelerin, oksijenin, metabolik Grtnler
ve diger molekullerin degisimini bozabilmekte ve bu nedenle konak cevabi

ve doku tamirini etkilemektedir.”®

Hiperglisemik bireylerde proteinler, glikolize olarak artmig
glikasyon son driUnlerini  (advanced glycation endproducts(AGE))
olustururlar.” Bu kabonhidrat igeren proteinlerin hiicreler arasi ve hiicre-
matriks arasinda iligkileri yénlendiren bir ¢ok etkileri vardir ve genellikle
degisik diabetik komplikasyonlar arasinda  temel baglanti oldugu
disun0lir. AGE (retimi periodonsiyumda da gerceklesir ve diabet
hastalarinda diabet hastasi olmayanlara gére daha ylksek seviyede
periodontal AGE akumulasyonu gdzlenmistir.”> AGE siklikla kolajen
tzerinde olugur ve yuksek stabilitesi olan kolajen makromolekulleri
olusmasina sebep olur. Bu molekdller normal enzimatik bozulma ve doku
turnoverina direngli oldugu icin dokularda birikir.”* Bu kolajenler genis kan
damari duvarlarinda birikerek damar duvarini kalinlastirir ve [Umeni
daraltir. Bu vaskdiler kollajenin diguk yogunluklu lipoproteine (LDL)
afinitesi bulunmaktadir ve LDL’ nin damar duvarinda birikmesine sebep
olarak ateroskleratik degisikliklere neden olur. Bu kolajen makromolekulleri
ayrica endotelyal hicrelerin bazal membraninda da birikmektedir. Bu da
bazal membran kalinhdinda artisa neden olarak membran boyunca normal
hemostatik gecisi degistirir.”® Bu artmis bazal membran kalinigi diabetli
hastalarda periodonsiyumdaki kan damarlarinda da gériilir.”" AGE uretimi
ayrica vaskuler endotelyal bluyume faktér (VEBF) artisi ile iligkilidir. VEBF
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multifonksiyonel bir stokin olup neovaskularizasyon ve diabetin
mikrovaskuler komplikasyonlarinda énemli rol oynar.*'*? Yiikselmis VEBF,
diabetik bireylerin serumunda ve diabetik vaskllopatiden etkilenen tim
temel dokularda saptanmistir. AGE-kolajen seviyeleri diabetin slresi,
diabetik komplikasyonlar ve glisemik kontrol ile korelasyon
g('jstermektedir.77 iyilesmis glisemik kontrol azalmis AGE-kolajen Uretimi

ile iliskili bulunmustur. 787°

AGE-kemik kolajeninin, kemik metabolizmasindaki hlicresel,
yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri etkileyebildigi bildirilmistir.>’*® Kemik
kolajenindeki glikasyon seviyesindeki degisiklikler kemik turnoverini
etkileyebildigi ve artmis AGE-kolajen seviyesinin kemik formasyonunu
azalttigi bulgulanmistir.?% Bu etkinin degisen osteoblastik differansiasyon

ve ekstraselliller matriks Uretimi ile de ilgili oldugu bildirilmistir.3'#2

AGE, diz kas hdcrelerinin, endotelyal hiicrelerin, néronlarin
ve monosit/ makrofajlarin ylzeyinde bulunan reseptorlerini (RAGE)
aktive etmektedir. 3 Bu reseptorler periodonsiyumda da bulunur ve T2D’ i
hastalarda non-diabetik kontrollerle karsilagtirildiginda gingival dokularda
RAGE nin mRNA' sinin %50 daha fazla oldugu saptanmistir.>
Hiperglisemi RAGE ekspresyonunda artma ile sonuglanmakta ve
endoteldeki AGE-RAGE etkilesimi vaskuler permabilitede artma ve

trombiis olusumuna neden olmaktadir.”%83

Monositlerdeki AGE-RAGE etkilesimi hlicresel oksidatif
stresi arttirir ve nuclear faktor kappa B (NF- kB) transkripsiyon faktorini
aktive eder. Bu da monosit/makrofaj fenotipini degistirir ve sonucta IL-1p,
IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin olusumunu arttirir.”®8384
Endotelyal hicreler asiri gegirgen hale gelir ve adezyon molekillerinin
asir ekspresyonu go6r0lUr, fibroblastlarda ise azalan kolajen Gretimi

gbzlenir’®®. AGE’ nin artan akimilasyonuyla iligkili olarak ylkselmis
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oksidatif stres diabetik hastalarin diseti dokularinda da gésterilmistir.”
inflamatuar sitokinler periodontal hastaliklarin patogenezinde énemli bir rol
oynamaktadir. Glisemik kontroli zayif olan diabetli hastalarda DOS IL-13
seviyelerinde artis oldugu ve bu nedenle hipergliseminin artan inflamatuar
cevaba yol acabilecegi bildiriimistir.* Diabetik hayvan modellerinde RAGE
reseptdrlerinin bloke edilmesiyle, diseti IL-6, TNF-a ve MMP dlzeylerinde
azalmayla beraber, periodontal dokulardaki AGE akimulasyonunda ve

Pg’e bagli alveoler kemik kaybinda da azalma gézlenmistir.®>%¢

Kolajen sentezi, olgunlasmasi ve hemostatik turnoverindaki
degisiklikler diabette sik gorilen bulgulardir. Bu degisiklikler periodontal
hastaligin patogenezi ve yara iyilesmesindeki degisiklikleri etkilemektedir.
Gunkd kolajen periodonsiyumdaki temel yapisal proteindir ve insan digeti
fibroblasti ylksek glikoz igeren cevrede azalmis miktarda kolajen ve
glikozaminoglikan Uretmektedir.®” Azalan senteze ek olarak yeni olusan
kolajende, kolajenaz gibi MMP’lerce yikima ugratiimaktadir. Bu MMP’ler
periodonsiyumu da iceren diabetik bireylerin dokularinda ylksek oranda
bulunmaktadir.®% Aktif formdaki doku kolajenazi oraninin diabetli
bireylerde diabetli olmayan bireylere gbére daha ylksek oldugu tespit
edilmistir.®® Artmis MMP’ nin yeni sentezlenen kolajen lizerine etkisinin
tersine AGE tarafindan baglanan kolajende ¢dzinirlik azalir.®® Kolajen
metabolizmasindaki bu degisikliklerin sonucu olarak normal hemostatik
kolajen turnoverinda degisiklik goérilmekte ve bdylece son sentezlenen
kolajen yukselen aktif MMP seviyeleri ile bozulurken AGE kolajen
makromolekulleri dokularda birikmektedir. Hemeostatik dengedeki bu
degisiklik periodonsiyumun kronik mikrobiyal zedelenmesine karsi yara

iyilesmesi cevabini degistirmektedir.'?
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DIABETES MELLITUS
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‘ HIPERGLISEMI ‘
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Molekdilleri 1DOS

| Kemotaksi Glukoz
|BlyUme Faktorleri

tApoptozis l
1Oksidatif Stres

| Ekstraselller Matriks
Sitokin Disregulasyonu

!

PERIODONTITIS

Sekil 1: Diabette periodontal hastalik artiginin mekanizmalari °

Periodontal Hastaligin Diabetik durum uzerine etkisi

Periodontal hastaliklarin diabet (zerine etkisini arastiran
calismalar ilerlemis periodontal hastaliklarin zayif glisemik kontrol ve diger
sistemik komplikasyonlarla (kardiovaskller hastallk ve &6lim orani,

protein(iri ve nefropati) iliskili oldugunu géstermistir.! °6-8
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Periodontal hastaligin, diabetin metabolik durumu Uzerine
belirgin bir etkisinin oldugu saptanmistir. Periodontitis orani arttikga
glisemik kontrolde kétiillesme riskide artmaktadir.’ iki yillik longitudinal bir
calismada siddetli periodontitisi olan diabetik vakalarda periodontitisi
olmayan diabetik vakalara kiyasla glisemik kontroldeki kétilesme riskinin 6
kat arttigi gdzlenmistir.>® Diabetik bireylere uygulanan periodontal
tedavinin glisemik kontrolde iyilesme saglayabilecegine yonelik ¢calismalar
bulunmaktadir.®%? Kontrol altinda olmayan diabetik bireyde yiriitilen bir
calismada peridontal tedavi ve sistemik antibiyotik tedavisinin diabetin
kontroli Gzerine etkileri dederlendirilmistir. Periodontal tedavi ve 2 hafta
streyle ginde 100 mg sistemik doksisiklin tedavisi uygulanmis grupta,
tedavi uygulanmamis kontrol grubuna gére periodontal durumda belirgin
oranda iyilesme ve HbA1ic degerlerinde de azalma elde edilmistir.®
Bununla birlikte periodontitis diabetin  diger komplikasyonlarinin
gorulebilme riskini de arttirabilmektedir. Longitudinal bir vaka kontrol
calismasinda siddetli periodontitisi olan diabetik bireylerin % 82’ sinde
major  kardiyovaskuler, serebrovaskuler veya periferal vaskuler
hastaliklarin biri veya daha fazlasinin bagladigi gézlenirken bu oran

periodontitisi olmayan diabetik bireylerde % 21 olarak bulunmustur.®°
Periodontal Hastaliklarda Sitokinlerin Roli

Sitokinler, hiicreler arasi mesaj alip verici olarak goérev yapan
peptid  mediatdrleri  olarak  tanimlanmaktadirlar.®*  Enfeksiyon
hastaliklarinda, immin yanitin olusumunda ve hicreler arasi etkilesimde
bu ¢dzinlir maddelerin énemli bir roli oldugu bilinmektedir.*® T lenfositler
ve makrofajlar stokinlerin ana kaynagini olustursalarda konakta meydana
gelen birgok fizyolojik olayda &nemli roli bulunan cesitli htcreler

tarafindan da dretilirler.
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IL-1, genis biolojik aktivitelere sahip ve inflamasyon
sirasinda bazi genlerin ekspresyonunu direkt olarak diizenleyebilen''®

periodontal doku yikiminda ana role sahip®*

proinflamatuar bir sitokindir.
IL-1 ailesi 3 Uyeden olugsmaktadir: Bunlar IL-1a, IL-1B ve IL-1 reseptér
antagonisti (IL-1Ra) dir. IL-1a ve IL-1B agonist, IL-1Ra ise spesifik
reseptdr antogonistidir."’® IL-1Ra, IL-1a ve IL-1B tarafindan uyarilan
hicreler icin dogal ve guclu bir antagonisttir. IL-1Ra, IL-1a ve IL-1B yapisal
olarak birbirlerine benzerler ve hulcreler Uzerindeki reseptbrlere benzer
derecede afiniteye sahiptirler. IL-1 sisteminde antagonistler ve agonistler
arasindaki denge inflamatuar hastaliklarin patogenezi tGzerinde bulyuk bir
etkiye sahiptir.® IL-1reseptér 1 (IL-1R1) ve IL-1reseptdr 2 (IL-1R2) olarak
adlandirilan 2 adet |IL-1 reseptéride hedef hlcre yuzeyinde

bulunmustur.'®

IL-1R1” in genel olarak IL-1" e cevabi duzenledigi
disiinilmektedir.®>% IL-1R2’ nin ise hiicresel aktiviteyi diizenledigi ve
inflamasyon bélgelerinde hiicre ylzeyinden ayrilarak IL-1’ in endojendz
inhibitdrii olarak gérev yapabilecegi disiiniimektedir.®” Disik sayida IL-
1R1 bir ¢ok hicre tipinde bulunur ve T hicreleri ve fibroblastlarin
Uzerindeki predominant tip IL-1 reseptérleridir. IL-1R2 ise genelde nétrofil

ve monosit ve B hiicreleri tizerinde bulunur. %

IL-1B, IL-1a’ dan daha kuvvetli proinflamatuar &zelliklere
sahiptir ve 10-50 kat fazla seviyede Uretilir.*® IL-1 B baskin olarak monosit/
makrofajlar, polimorfonikleer I6kositler tarafindan dretilir. Bunun yaninda
epitel hlcreleri, derideki keratinositler, gingival ve dermal fibroblastlar, B
lenfositler, osteositler tarafindan da retilir.®® Mikroorganizmalar,
mikrobiyal Grlnler, inflamatuar ajanlar ve antijenler bu sitokinlerin
ekspresyonuna sebep olmaktadir.'® IL-1B’ nin bazi biolojik etkileri T-
lenfosit stimulasyonu ve lenfosit Gretimi,'®" B-lenfosit proliferasyonu ve
antikor UGretimi,'% fibroblast proliferasyonu, monosit ve fibroblastlardan
PGE: Uretiminin stimulasyonu, ekstraselller matriks proteinlerinin yikimina

3

neden olan MMP salinmasi’® ve MMDI {retiminin azalacak sekilde
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5,104

dizenlenmesidir. IL-18 ayrica osteoklast formasyonu ve kemik

rezopsiyonuna katkida bulunmakta, noétrofil kemotaksisi - aktivasyonunu

ve endotel hiicre fonksiyonunu etkilemektedir'®>1°¢,

Yapilan calismalarda periodontal hastaliklarda DOS 33! ve

132,133

periodontal dokularda IL-1B seviyesinin arttigi ve hastalik siddeti ile

IL-1B seviyesi arasinda da korelasyon oldugu tespit edilmistir.'%”:1%®

Matriks Metalloproteinaziar (MMP)

MMP’ lar, Zn*? bagimli proteolitik enzim ailesi olup hiicre
plazma membranindaki veya ekstraselller matriks icindeki proteinlerin
(kolajen, jelatin, proteoglikan core protein, fibronektin, laminin ve elastin)
bozulmasini katalize ederler.®®'®” MMP’ lar romatoid artrit, osteoartrit,
otoimmun ulseratif deri lezyonlari ve tumdér hicresi invazyonu ve
metastazi gibi cesitli patolojik durumlarda ekstraseliler matriksin
yikimindan primer sorumludur.'® MMP’ lar ayrica periodontitiste anahtar
rol oynar ve insan periodontal dokularindaki fibroblast, keratinosit,
makrofaj, PMN, endotelyal hlcreler, osteoblastlar ve osteoklastlar gibi
major hcre tiplerince Uretilir. Saglikli dokularda periodontal bag
dokusunun idamesini saglayan MMP’ lar primer olarak fibroblastlar
tarafindan Uretilir (MMP-1 veya kolajenaz-1). inflame dokularda saglkli
dokulara gére MMP ekspresyonu degisir ¢iinkl periodonsiyumdaki major
hiicre tiplerinin her biri, uyarildiginda farkli MMP’ lari eksprese eder.'""'"’
Periodontal hastaligin gelisiminde énemli olan proinflamatuar mediatérler
(IL-1 a, IL-1 B, TNF-a ) MMP geninin transkripsiyonunu arttiracak sekilde

diizenlerler.'?

MMP’lar inaktif (latent) formda salgilanirlar ve dokulardaki
enzim aktivitesi; kismen latent enzim aktivasyonu ve enzim inhibit6rlerinin

seviyesinin varligi ile kontrol edilir. MMP’ larin aktivasyonu igin latent
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enzimlerin bir kisminda proteolitik ayrilma gereklidir. MMP’ lari aktive eden
proteazlar; bakteriyel enzim kdkenli proteazlar (6rn : T denticola tarafindan
uretilen) ve nétrofil katepsin G gibi konak hlcre enzimleridir.

MMP aktivitesinin dizenlenmesi, bir ¢ok hicre tipinden
dretilen ve konak doku / sivilarinda siklikla bulunan MMP’ nin spesifik
endojen doku inhibitérleri (MMDI) ve aktif MMP ile kompleks olusturan ve
serumda / DOS’ da bulunan a-makroglobdlinler ve bazi vakalarda latent

MMP prekirsérleri ile gergeklesmektedir. #1101

MMDI' ler fibroblastlar, keratinositler, makrofajlar ve
endotelyal hiicreler gibi ¢esitli hicre tiplerinden dretilir ve vucut sivilarina
ve dokulara dagilir. ® MMDI’ lerin 4 (yesi rapor edilmisitr. Bunlardan
MMDI-1 ve MMDI-2" nin periodontal lezyonlarda bulunan ttm MMP’ ler
lizerine inhibitdr etkisi bulunmaktadir.''> MMDI-2, PMN kaynakli MMP’
lere, MMDI-1 ise fibroblast kaynakli MMP’ lere kargi kuvvetli inhibisyon
gdstermektedir.'®

inflame periodontal dokularda MMP tip ve miktarindaki
patolojik degisikliklerin sonucu olarak MMP ve MMDI arasindaki denge
bozulmustur. Bu durum ekstraselller kolajenin pargalanmasina neden

olarak periodontal dokularin yikimina énderlik eder.

Periodontitisli hastalarin DOS d&rneklerindeki predominant
MMP’ larin PMN kaynakli (6zellkle MMP-8, MMP-9) oldugu
bildirilmistir."'#'"* Bu MMP’ lar &zellikle diseti ve periodontal ligamentteki
predominant kolajen tipi olan tip-1 kolajenin parcalanmasinda etkilidir.""*
Bu nedenle inflame diseti ve periodontal dokularda gérilen predominant
MMP’ lar, fibroblast tip MMP (MMP-1) den ziyade PMN tipi MMP’ lar

(MMP-8 ve MMP-9) ve kemik kaynakli MMP-13’ diir."#' PMN tip MMP’larin
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seviyesinin, periodontal hastalik siddetiyle artis gbsterdigi ve tedaviyi

takibende azaldigi bildirilmistir.'">11° |

MMP’ lar ayrica kemik rezorpsiyonunu da kolaylastirirlar ve
bunu mineralize olmamis osteoidi ve kolajen matriksi (osteoklastlarca
kemigin demineralizasyonundan sonra kalan) degrade ederek yaparlar. Bu
nedenle periodontal yumusak ve sert dokulardaki kolajen liflerin MMP’
lerce yikimi ile birlikte IL-1 B gibi proresorptif sitokinler tarafindan arttirilan
osteoklast kaynakli kemik rezorpsiyonu, periodontitisteki cep olusumu,
atasman kaybi, kemik rezorpsiyonu, diseti ¢ekilmesi, dis mobilitesi ve dis
kaybi gibi objektif bulgularin siddetinde artisa neden olur .2

Yeni Oyelerinin katilimi ile birlikte bu enzim ailesinin bugtine
kadar tanimlanmis 66’ dan fazla Uyesi bulunmaktadir. Bunlardan 23’ Gnlin
insanlarda sentez edildigi gdsterilmistir.”'®*  MMP’lar, kolajenazlar,
jelatinazlar, stromelizinler, membran tip MMP’ lar ve digerleri olmak Gzere

5 alt grupta siniflandirilabilir.’”
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Tablo 4: MMP enzimlerinin siniflandiriimasi’'®

Grup Adi Tanimlayici isim Numara | Temel Substrat
Kolajenazlar interstisyel kolajenaz | MMP-1 Kolajen Tip 1, 2, 3, 7 ve 10,
jelatin, PG
Nétrofil kolajenaz MMP-8 Kolajen Tip 1, 2, 3, PG
Kolajenaz 3 MMP-13 | Kolajen Tip 1,2, 3
Kolajenaz 4 MMP-18 | Kolajen 1
Jelatinazlar Jelatinaz A MMP-2 Jelatin, Kolajen IV, V, VII X,
Xl, elastin
Jelatinaz B MMP-9 Jelatin, Kolajen IV, V, XIV,
elastin, PG
Stromelisinler | Stromelizin 1 MMP-3 PG, laminin, FN, jelatin,
kolajen IlI, IV, IX ve X
Stromelizin 2 MMP-10 | PG, laminin, FN, jelatin,
kolajen IlI, IV, IX ve X
Stromelizin 3 MMP-11 | PG, laminin, elastin, entaktin,

tenaskin, versikan, jelatin,
kolajen 111, 1V, IX, X

Membran Tipi | MT1-MMP MMP-14 | Kolajen,l, II, lll, FN, laminin,
MMP’ler MT2-MMP MMP-15 | VN
(MT-MMP’ler) MT3-MMP MMP-16 | Agrekan, FN, laminin,
MT4-MMP MMP-17 | tenaskin
MT5-MMP MMP-24 | Kolajen Ill, FN, jelatin
MT6-MMP MMP-25 | Jelatin, PG, Kolajen IV, fibrin,
FN, jelatin
Digerleri Matrisilin 1 MMP-7 Serin Proteaz inhibitorleri
Metaloelastaz MMP-12 | Kolajen I, IV, elastin, FN,
jelatin, laminin, VN
RASI-1 MMP-19 | Kolajen IV, entaktin, FN,
jelatin, laminin, tenaskin
Enamelisin MMP-20 | Agrekan,amelogenin
X-MMP MMP-21 | Tanimlanmamistir
CA-MMP MMP-23 | Tanimlanmamigstir
Matrisilin 2 MMP-26 | Kolajen IV, FN, jelatin, VN
CMMP MMP-27 | Tanimlanmamigstir
Epilisin MMP-28 | Tanimlanmamistir

PG: Proteoglikan, FN: Fibronektin, VN: Vitronektin.

Jelatinazlar Jelatinaz A (MMP-2) ve Jelatinaz B (MMP-9)
olmak Uzere ikiye ayrilir. Molekdl agirigr 72 kDa olan MMP-2 MMDI-2
tarafindan, molekdl agirhigr 92 kDa olan MMP-9 ise MMDI-1 tarafindan
inhibe edilmektedir. MMP’ lar arasinda jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9), tip
IV kolajen, laminin ve diger bazal membran komponentlerini pargalayarak
timdér invazyonu ve metastazina katkida bulunduklari igin 6zellikle

calismalarda arastiriimistir.’>% !
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Galismalar diabetik  bireylerde MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonunun  arttigini  gdstermisitir.'*>'>*  Diabetin ayrica yara
iyilesmesinde o6nemli olan MMP ve inhibitérleri arasindaki dengeyi
bozdugu bildirilmigtir. Asiri proteolizisin, ciltte gértlen Ulserlerdeki yara

iyilesmesi gecikmesine''®

ve diabetik hastalarda daha derin periodontal
cep gobrialmesine ve atasman kaybina neden  olabilecegi

dustintimektedir.'?

MMP-9, insulin degradasyonuna izin veren bir faktordir.
Yiksek glukoz seviyeleri lokositlerden salgilanan latent MMP-9’ un
aktivasyonuna katkida bulunur. Ayrica MMP-Qun T hucrelerinin
proliferasyonunu da arttirdi§i diistintiimektedir.®

Ratlarda ve insanlarda yapilan c¢aligsmalarda periodontal
hastallk durumunda MMP-2 ve MMP-9un predominant formlan
tanimlanmig ve bu MMP’larin periodontal hastaligin siddeti ile ve
inflamatuar cevabin ve hicresel migrasyonun dizenlenmesiyle de iligkili

121-124

olduklari  bildirilmistir. MMP-2 0&zellikle makrofajlardan ve c¢ok

cekirdekli htcrelerden eksprese oldugundan ekstraselller matriksin
degradasyonunda &nemli rol oynamaktadir'®. MMP-9  6zellikle
osteoklastlardan eksprese olur ve kemik matriksindeki kolajeni ve iligkili
proteinleri degrade eder.'”® MMP- 2’ yide igeren bir cok MMP saglikli
dokulardaki hicrelerden de dretilirken, MMP-9 sinirli sayida hicreden
bilyime faktdrleri ve sitokinlere cevap olarak salgilanir.'”? Bu da
periodontal hastalik gelisimi icin dnemli bir inflamatuar mediatér

olabilecegini géstermektedir.'?®
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Konak ModifikasyonTedavisi (KMT)

Periodontitiste yumusak ve sert doku komponentlerinin
yikimi konak immuno-inflamatuar savunma mekanizmasinin bakteriyel

plaga karsi cevabi olarak kabul edilmektedir.'

KMT, doku yikimini azaltan ve stabilize eden veya konak
cevabinin yikicl ybnlerini azaltacak sekilde dizenleyerek periodonsiyum
rejenerasyonuna yardimci olan ve protektif veya rejeneratif cevabi
arttirmay!r amaglayan bir tedavi ydntemidir. Degigik ilag gruplari konak
modifiye edici ajan olarak kullaniimaktadir. Bunlar; non steroidal
antiinflamatuar ilaglar, bifosfonatlar ve tetrasiklinlerdir.* (Sekil 3)

Prastaglandinler : Cisteaklastlar

3

Bakteri Pfonak_
Oriinleri  |c==p»| Hicraleri

1Y

Sitakinler {L-1, c:'-;?
IL-8, TMF) Feriodontal
Kermik X CEE

rezarbsivany
MMP'ler Atagrman
[ Baf doku kauhi
t vikimi A | Mobilie
Bakterivel Komponent 4_ Kaonak Cevali Komponenti klinik Durum

Sekil 2: KMT ‘nin etki mekanizmasi®
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Tetrasiklinler

Tetrasiklinler yapica birbirine ¢ok yakindan benzeyen ve bir
tetrasiklik bilesik olan naftasenkarboksamid’ den tlreyen genis spektrumlu
antibiyotiklerdir."®® Ik tetrasiklin antibiyotigi 1948 yilinda Streptomyces
aureofaciens’ ten elde edilen klortetrasiklindir. Daha sonra oksitetrasiklin,
tetrasiklin, dimetilklortetrasiklin adli diger dogal tetrasiklinler tedavi amagli
kullanima girmislerdir.'*® Bunlari yari sentetik tetrasiklinler olan metasiklin,
doksisiklin ve minosiklin izlemigtir. Tetrasiklinler bakteri ribozomlarinda
protein sentezini inhibe etmek suretiyle bakteriostatik etki olustururlar.
Bakteri hlcresi igine, hiicre dig duvarindaki porin kanallarindan gegcmek ve
sitoplazma membranindaki aktif transport mekanizmasi tarafindan hicre
icine pompalanmak suretiyle girerler. Bakteri hicresi igine girdikten sonra
ribozomlarin 30S alt-birimine baglanirlar ve bunun sonucu 50S alt—
biriminin akseptdr noktasina (A noktasina) aminoasil transfer RNA’ nin
baglanmasini bloke ederler ve peptid zincirine amino asid eklenmesini

olanaksiz duruma getirirler.'®

Tetrasiklinler DOS’ da serum seviyelerine gére daha ylksek

miktarlarda bulunmaktadir'®®

ve periodontal hastaliklardan sorumlu tutulan
gram (-) organizmalarin kontrolinde etkilidirler.'®"'*? Sistemik antibiyotik
kullanimlarina ek olarak dis ylUzeyine baglanma ve yavas salinim
Ozelliklerine bagh olarak tetrasiklinler kok ylzeyi modifikasyonlarinda ve

lokal salinim ajani olarak da kullaniimaktadirlar.'®'3¢
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Sekil 3:Tetrasiklinin kimyasal yapisi (C,,H24N; Og) (bilgi agi

ortamindan alinmigtir)

ONHZ

* H20

H OH

H "
R N(CH3)2

H CH3 H OH

Sekil 4: Doksisiklinin kimyasal yapisi(Cx;H24N2 Og .H,0) (bilgi agi
ortamindan alinmistir)

Son yillarda yapilan arastirmalarda tetrasiklinlerin MMP
aktivitesini azaltacak bir 6zellige sahip oldugu anlasiimigtir. Tetrasiklin
ailesinin tOm Uyelerinde bulunan bu 6zellik ilk olarak 1980 lerin
baslarinda, diabet Uzerine yapilan calismalar sirasinda saptanmistir.
Diabetik ratlarin digetinde anormal dizeyde yukselmis kolajenaz aktivitesi

belirlenmis'®

ve ilk olarak bu durumun diseti olugundaki mikroflora
degisiminin sonucu olabilecegi hipotezinde bulunulmustur.'® Bu sebeple
diabetik ratlara minosiklin uygulanarak mikrofloranin inhibe edilmesiyle
kolajenaz seviyesinde azalma  saglanmasi hedeflenmistir.'®*® Bu

calismanin sonucunda minosiklin tedavisi germ-free diabetik ratlarda
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gingival kolajenaz seviyelerini baskilamasinin yaninda bu &zellik ilacin
mikrobiyal flora Uzerine etkisiyle ilgili bulunmamistir. Minosiklinin ayrica in
vitro olarak PMN Kkolajenaz aktivitesini inhibe ettigi ve diabetik ratlarda
alveolar kemik kaybinida  yavaslattigi gésterilmistir.”®®  Tetrasiklinin
antimikrobiyal ve antibiyotik  6zelliklerinden ayr olarak kolajenolitik
aktiviteyi engelleyen bir 6zellige sahip oldugunu gdsteren bu sonug,
devam eden calismalarda da dogrulanmistir.’®”'®® Yapilan calismalarda
minosiklin, doksisiklin ve tetrasiklinin kolajenolitik aktiviteyi inhibe ettigi
gosterilmis iken tetrasiklin grubu disindaki antibiyotiklerin bu etkiye sahip

olmadigi bulunmustur.'’

Tetrasiklinlerle yapilan ilk ¢alismalarda ilacin sistemik olarak
kullanilmasinin koépeklerde cep epitelindeki noétrofil ve makrofaj sayisini
belirgin oranda disirdigia'®® ve alveoler kemik kaybinda azalma elde
edildigi bildirilmistir.*°

Tetrasiklinler  kolajenolitik  aktiviteyi  birgok  sinerjistik
mekanizmayla azaltmaktadir. Tetrasiklinler aktif MMP’ yi kalsiyum ve
¢cinko baglama 0&zelligine bagh olarak direkt bir mekanizmayla
188141 Ek olarak tetrasiklinler, PMNL—kaynakl reaktif
oksijen metabolitlerinin (hipoklordz asit (HOCI)) dretimini

engellemektedir.

engellemektedir.'* Bu 6zellik, latent pro- MMP’ yi aktive eden HOCI' yi
inhibe  ederek, doksisiklinin  non-antimikrobiyal,  anti-inflamatuar
ozelliklerine katkida bulunabilir.®®® Ayrica HOCI , konak kaynakli
proteinaz inhibitérleri as-Pl ve o, —makroglobulin (MMP inhibitérleri)
oksidize eder ve inaktive eder.'® a1-PI, doku yikici enzimleri ézellikle
serum proteinazlari inhibe eden majér bir endojen inhibitdrdir'**. lltihabi
hastaliklarda, reaktif oksijen tirleri ve kolajenaz tarafindan ai-Pl inaktive
edilir."* Boylece tetrasiklin, MMP aktivitesinin direkt inhibisyonu ve HOCI
gibi reaktif oksijen metabolitlerinin inhibisyonu ile periodontitiste gérllen
bag doku yikiminin diizenlenmesinde énemli bir yol olusturur.
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MMP’lerin  tetrasiklinlerle  inhibisyonuna  ait  diger
mekanizmalarda tanimlanmigtir. Terasiklinler osteoblast ve osteoklast
kaynakh MMP’yi inhibe ederek, kemik rezorpsiyonunu
engelleyebilmektedir.'*® Tetrasiklinler ayrica pro-inflamatuar mediatérlerin
ve sitokinlerin (IL-1 ve TNF- alfa) ekspresyonunu azaltarak %’ '*"'*® ve
kolajen Uretimini, osteoblast aktivitesini ve kemik Uretimini arttirarak bag

doku yikiminin azalmasina da katkida bulunur.'’

Nitrik oksit diz kas relaksasyonu, ndérotransmisyon, doku
yikimi ve iltihabi olaylara katilimdan sorumlu sayisiz iglevleri olan mesajci
bir molekllddr. Yapilan calismalarda, minosiklin ve doksisiklinin insan
osteoartritik kikirdak 6rneklerindeki nitrik oksit sentetaz aktivasyonunu
bloke ettigi ve murin makrofajlarinda endotoksinle uyariimig nitrik oksit

sentetazi inhibe ettigi gdsterilmistir'*°.

Fosfolipaz Ap, arasidonik asit
selalesinin erken fazlarina katilan bir enzimdir ve doku sivilarindaki
dizeyleri bag dokusu yikimi ile iligkilidir. Minosiklin ve doksisiklinin
fosfolipaz A.’yi inhibe ederek arasidonik asit metabolizmasinda etkili
olabilecegi ifade edilmistir.”™®. 1994'te Webster ve arkadaslar™"
tetrasiklinlerin proteinkinaz C’yi inhibe edebildigini belirtmistir. Proteinkinaz
C, stromelizin ve Kkolajenaz gibi c¢esiti MMP’lerin transkripsiyonel

aktivasyonuna aracilik etmektedir.

Tetrasiklinlerin bag dokusu yikim inhibisyonu &6zetlenecek
olursa "*':
1. Hlcre disi mekanizmalara aracilik ederek;
* Tetrasiklinler Ca ve Zn ‘ya baglanma &zellikleri sonucu aktif MMP’larin
dogrudan inhibisyonunu saglar.
* Pro-MMP’larin oksidatif aktivasyonunun inhibisyonunu saglar.
* MMP’larin inhibisyonu a1-proteinaz inhibitéri (a1-Pl) korur
2. Hicresel mekanizmalara aracilik ederek;
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« Sitokinler, induklenebilir nitrik oksit sentetaz, fosfolipaz Az, prostoglandin
(PG) sentezlerini azaltir.

* Proteinkinaz C ve Calmodulin’e etki eder.

3. Proanabolik etkilere aracilik ederek;

* Kolajen yapimini artirir.

* Osteoblast aktivasyonunu ve kemik olusumunu

artirir.

Tetrasiklinlerin  diabetik ratlarda kolajen formasyonunu
normalize ettigi ve Kkolajenazlar gibi MMP’larin Gretimini azalttig
gosterilmistir.28%° Siddetli periodontitisi olan T1D ve T2D’ |i bireylerde
detertraj ve kok ylzeyi duzlestirmesi ile beraber sistemik doksisiklin
tedavisini takiben glisemik kontrolde dizelme oldugu bildirilmigtir. Bu
calismalarda periodontal tedavilerle iligkili olarak HbA1c seviyelerinde
tedavi dncesi degerle tedavi sonrasi 2-3. aylarda yaklasik % 10 azalma
bildirilmistir. ¢

Kimyasal Olarak Modifiye Tetrasiklinler (KOMT)

Tetrasiklin ~ molekdlindeki  belli  bdlgelerin  anti-MMP
aktivitesinden sorumlu oldugu distntlerek 1987°de ilk olarak tetrasiklinin
antimikrobiyal aktivitesi icin gerekli olan C4-dimetil amino grubu
kaldirlarak KOMT tanimlanmistir. Bu tetrasiklinler KOMT-1 olarak
adlandirimistir. KOMT-1’de antimikrobiyal 6zellik kaybolmus fakat hem in
vivo hem de in vitro calismalarda antikolajenaz &zelligi gdsterilmistir. ">
GUnimizde KOMT-1 ve KOMT-10 arasinda farkh yan zincirler kaldirilarak
veya eklenerek 10 cesit antimikrobiyal olmayan KOMT tanimlanmistir.?>'%3
On Dbilesigin dokuzunda antibakteriyel olmayan MMP inhibitorleri
bulunmaktadir. Sadece KOMT-5'de MMP inhibisyonu kaybolmustur.?> On

cesit KOMT arasindan KOMT-1,-3,-6,-7,-8 hlicre Kkultirindeki kemik
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erimesinde etkili inhibitérler olarak gdsterilmistir. En gucli bilesik KOMT-8

olarak bildirilmistir.2% 19315

Subantimikrobiyal Doz Doksisiklin (SDD)

Doksisiklinin, tetrasiklinler arasinda en gucli anti-kolajenaz
Ozellige sahip oldugu anlasildiktan sonra arastirmalar doksisiklin Uzerine
odaklanmistir.®'®"  Arastirmacilar, doksisiklinin diger tetrasiklin grubu
ilaclardan daha siki bir sekilde Zn*? ya baglandigini bildirmislerdir.?®
Ayrica doksisiklinin inhibe edici konsantrasyonu (ICso=15u), minosiklinden
(IC5=190u)  veya tetrasiklinden (ICs50=350p) daha disktir'™” ve
doksisiklinin  PMN tip kolajenaz aktivitesini (MMP-8) engellemede,
fibroblast tip kolajenaz aktivitesine (MMP-1) gbre daha etkili oldugu
anlasiimistir. Bu durum doksisiklinin, normal bag doku turnoverina
mudahale etmeden patolojik olarak yikselmis kolajenaz seviyelerini

azalttigini ve daha giivenli bir tedavi metodu oldugunu gdstermistir.'"

1990 yilinda, Golub ve arkadaslari konu ile ilgili yaptiklari ilk
deneysel calismada, ginde iki kez 20 mg alinan SDD’nin, kronik
periodontitisli hastalarin diseti dokulari ve DOS’ daki kolajenolitik aktiviteyi
iki hafta gibi kisa bir sire icerisinde %60-80 oraninda azalttigini ileri
strmislerdir.™®® Ayni arastirmacilarin yaptigi diger bir calismada ise 1-3
aylik sire ile SDD kullanildiginda doksisikline direngli mikroorganizmalar
ve diger antibiyotik yan etkileri olusmaksizin periodontitisin ilerlemesinin
onlenebildigi gdsteriimistir’®. Bu calismadan sonra periodontal hastaligin
tedavisinde SDD kullaniminin yarari ile ilgili bir dizi ¢alisma daha
yapiimistir.  Deneysel periodontitis  olusturulmus ratlarda yapilan
calismalarda SDD uygulamasinin, aveoler kemik kaybinda, mononUkleer
hiicre akiimiilasyonunda ve oseoklast sayisinda azalma gézlenmistir.'®
SDD kullanimi sonucunda eriskin periodontitisli bireylerde DOS kolajenaz

aktivasyonunda azalma, atasman seviyesinde kazang'®', cep derinliginde
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belirgin azalma saglanmistir.'®® Yapilan calismalar SDD + kék yiizeyi
dizeltmesi ve kazinmasi (KDK) tedavisinin periodontal hastaligin

tedavisinde etkin bir tedavi secenegi oldugunu gdstermektedir.'®'1¢°

GUnOmize kadar periodontal hastalik tedavisinde sistemik
olarak kullanilmak Gzere FDA (Food and Drug Administration) tarafindan
onaylanmis konak modifikasyon ajani, MMP aktivitesini azaltacak sekilde
dizenleyen SDD (Periostat®, Colla-Genex Pharmaceuticals Inc.,
Newtown, PA,USA) dir.?

Antibiyotik dozunda doksisiklinin (2100mg) yan etkileri
fotosensitivite, hipersensitivite reaksiyonlari, bulanti, kusma ve &ézefagal
iritasyondur. Bugin periodontitise yardimci tedavi olarak kullanilabilen
SDD dozu 20 mg’ lik preparatlar halindedir.®> Yapilan klinik galismalarda
subantimikrobiyal doz doksisiklin (20 mg ginde 2 kez) kullanimi sonucu
tetrasiklin sinifi antibiyotiklerin tipik yan etkileri gdézlenmemistir.'® Ayrica
antimikrobiyal etki ile ilgili bir yan etkide bildirilmemistir.>'®" SDD vucutta
lyi tolere edilir ve en sik rastlanilan yan etkileri bas agrisi, grip hastaligi
semptomlari, soguk alginhgr olarak bildiriimesine ragmen bu yan etkiler
acisindan plasebo kullandirilan gruplarla fark bulunamamistir.'®® SDD
kullanimi sonucu normal periodontal florada degisiklik gézlenmemis,
firsat¢l patojenlerde kolonizasyon veya artig saptanmamis ve periodontal
ceplerde doksisikline karsi direngli mikroorganizma gelisimi de
bulgulanmamistir'®'%® SDD’nin gastrointestinal ve (irogenital bélgelerdeki
mikrofloraya belirgin etkileri bulunmamis, firsat¢i patojenlerde artisa sebep

olmamistir.'®®
Bifosfonatlar

Bifosfonatlar (BF) osteoporozun &6nlenmesi ve tedavisinde

etkili, tedavi edici ajanlardir’®. Klinikte paget hastaligi, timérle iligkili
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kemik hastaligi gibi kemik yikiminin arttigi durumlarda kullaniimaktadir.
Ayrica ektopik kalsifikasyonlu ve kemiklesmeli (osifikasyonlu) hastaliklara

sahip hastalarda kalsifikasyon inhibitérii olarak da kullanilirlar.’?%1%°

GUnimUizde kullanilan kemik rezorpsiyon inhibitérlerinden
biri olan BF’ n yapisi pirofosfatlara (PF) benzerdir. PF’ lar insan
metabolizmasinin  normal bir Grin0 olup serum ve Urinde bulunur ve
kalsiyum-selat 6zelliklerine sahiptir.'”®'"" BF’lar, inorganik PF’ in P-O-P
grubu yerine, P-C-P grubu iceren ve bu gruptaki karbon atomu izerinden
substitiie edilmis organik analoglaridir. iki C-P bagi ayni karbon (izerinde
oldugu icin bu bilesiklere geminal (ikiz) bifosfonatlar adi da

verilmektedir.'7%172

PF, in vivo olarak c¢ok kararli bir molekdl degildir ve
pirofosfataz ve alkaline fosfataz aktivitesinin sonucu olarak kararsiz P-O-P
bag! hizlica hidrolize olur.'® BF’ lar enzimatik hidrolize (alkaline fosfataz
ve pirofosfataz) tamamen dayaniklidir ve kimyasal olarak olduk¢a
kararhdir. BF’ larin, PF’ lar gibi hidroksiapatit (HA) molekullerine ylksek
afiniteleri vardir ve kristal olusumunu, ¢6zinmelerini inhibe ederler ve

kemik mineraline kuvvetli sekilde baglanirlar.

o
pirofosfat
O R O
I .
O—P— C —P—O0
LoLob
bifosfonat

Sekil 5: Bifosfonat ve pirofosfatin kimyasal yapISI174
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Farkli BF’ lar P-C-P yapisindaki karbon atomundaki 2 kenar
zincirlerin  degistiriimesi ile (R° ve R”) olusturulmuslardir.'”? Kemik
mineraline baglanma R1 deki hidroksil grubunun varligiyla arttirilmigtir. R2
yapisi ve 3 boyutlu yapi BF’ in hiicresel etkilerini ve kemik rezorpsiyonuna
etkisini  belirler. Kenar zincirlerin degisimi her BF 1n Kkimyasal,
fizikokimyasal ve biyolojik karakterlerinde degisik varyasyonlara sebep
olur." Her BF’ in kenar zinciri ile tanimlanan kendi aktivite profili vardir.
Birinci jenerasyon BF’ larda (etidronat, klodronat) alkil, ikinci jenerasyon
BF’ larda (tiludronat, alendronat ve pamidronat) amino, G¢incl jenerasyon
BF’' larda (risedronat, ibandronat, zoledronat) siklik kenar zinciri

bulunmaktadir. "4

Yapilan galismalarda BF’ larin osteoklastlar Gzerine direkt
etkilerinin oldugu tespit edilmistir. BF’larin osteoklast prekirsérlerinin
toplanmalarini ve proliferasyonlarini azaltma ve osteoklast apoptozisine
sebep oldugu bildirilmistir. Kemik turnoveri sirasinda, matrikse baglanan
BF’ lar osteoklastlar tarafindan fagosite edilir ve osteoklastlarin igindeki BF
akimulasyonu, osteoklastlarin seklini degistirir ve tirtilli kenarin (ruffled
border) bozulmasina yol acarak apoptozisine neden olur.'"”® BF In (g
boyutlu yapisi kalsiyum gibi ¢ift degerli metal iyonlarinin selasyonuna izin
verir bu da BF’ in hizlica dolagimdan aktif kemik remodelingi saglanan
hedef hidroksil apatit bdlgesine gecisini saglar.'”® Matrikse baglanan BF’
lar, osteoklastlarin altindaki resorptif laklinalardaki pH azalinca serbest

hale gelir. 17

BF' lar kimyasal Ozellikleri ve  molekiler etki
mekanizmalarina gdre nitrojen icerenler ve icermeyenler olarak 2 genel
gruba ayrilabilir.”®”® Nitrojen icermeyen, klodranat, etidronat ve tiludronat
gibi basit BF’ lar PF’ lara benzer ve nonhidrolize ATP (adenozin trifosfat)
anolaglari gibi osteoklastlarda hlcre i¢ine akimule olur ve ¢ok sayida

intraselller metabolik enzimi inhibe ederek apoptozise neden olurlar.'”
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Osteoklastlarla birlesen basit BF’' lar, adenozin monofosfat (AMP) ile
kondensasyona ugrar ve bu kondensasyon reaksiyonundan olusan
metabolitler hticre icine akimuile olur. Intraseluler enzimlerin inhibisyonunu
takiben hlcresel fonksiyonlar bozulur ve kimdalatif hicre sitotoksisitesi,

osteoklast apoptozisine sebep olarak kemik rezorbsiyonunu inhibe eder.'”®

Pamidronat, risedronat, zoledronat ve alendronat gibi
nitrojen iceren BF’ lar (N-BP), kolestrol biyosentezindeki mevalonat
yolunu inhibe ederler. Osteoklast apoptozisine neden olurlar ve bdylece
basit BF’ lardan farkli bir yolla kemik rezorpsiyonunu inhibe ederler.’”® N-
BF’ lar 6zellikle mavelonat yolundaki geranillpirofosfatin, farnesilpirofosfata
déndsimani katalize eden farnesilpirofosfataz sentezini inhibe ederler. Bu
durum hdcresel fonksiyonlarda gerekli birgok proteinin prenilasyonunda
kullanilan isoprenid lipid dretimini azaltir. Bu olaylarda osteoklast

aktivitesinde azalma ve artan apoptozis ile sonuglanmaktadir.®

BF’ lar ayrica kemik iligi stromal hicreleri ve osteoblastlar
etkileyerek osteoklastik aktiviteyi indirekt olarak inhibe ederler.
Osteoprotegrin  (OPG) ve Nikleer faktér kappa B ligand reseptor
aktivatéri (RANKL), osteoklast formasyonu ve kemik rezorpsiyonunun
dizenlenmesinde etkili iki molekuldir. RANKL osteoklast farklilagsmasi ve
aktivasyonunu indUklerken, OPG bu mekanizmayi bloke etmektedir.
Normalde osteoblastlar, osteoklast toplanmasini arttirir ve osteoblast
hicre ylzeyi RANKL ile hematopoetik osteoklast prekirsér hicrelerindeki
RANK etkilesimi ile aktive eder. Bu etkilesimi korumak icin osteoblastlar
OPG salgilar. OPG, osteoklast toplanmasini inhibe etmek ve osteoklast—
osteoblast dengesini kontrol etmek icin RANKL ile RANK icin yarisan
coziinebilen sahte hedef reseptérlerdir.?”'”” BF’ lar kemik iligi stromal
hiucreler ve osteoblastlar araciligi ile RANKL ekspresyonunu inhibe eder
ve OPG uretimini arttinr. Bodylece RANK — RANKL etkilesimi bozulur. Bu
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sinerjistik olaylar osteoklast toplanmasinin supresyonunu ve kemik

resorpsiyonunun azalmasina sebep olur.'®®'%

BF’ larin kemikteki metabolik aktivitesi doku, hicre ve
molekiler seviyelerdedir. ¥ BFlarin doku seviyesindeki etkisi kemik
turnoverinda azalma saglamaktir ve bu durum hem kemik rezorpsiyonu
hem de kemik formasyonunda azalma seklinde gérilir.'”? BFlar hiicresel
dizeyde, osteoklastlar hedef alirlar ve onlarin fonksiyonunu bir ¢ok yolla
inhibe ederler. Laktik asit Uretimini azaltirlar, lizozomal enzim inhibisyonu
yaparlar, osteoklast morfolojisi ve mobilitesini etkilerler, osteoklast
toplanmasini inhibe ederler, osteoklast émrinU kisaltir ve bu hicrelerin

kemik ylizey aktivitesini inhibe ederler. 1%

BF’ larin molekiler dizeydeki etkileri ise ATP analoglarnyla
metabolize olarak veya protein prenilasyonunu inhibe ederek

gerceklesmektedir.'””

O i ERcEEe

osteoklast
prekirsorlerine oeteoklast
etkisi olugumunun
inhibizyonu
olgun osteoklastlar osteoblastlar

lzerine etkisi tzerine etkisi

osteoklast
]

fonksiyonunda kayip {l * ) osteoklast

"\\._'__, apoptozisi

Sekil 6: Bifosfonatlarin kemik rezorsiyonunu inhibe etme onIarl171
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BF’lar oral biyoyararlanimi digik olan ilaglar olup sistemik
biyoyararlanimlari %1-%10 arasindadir.'®® BF’ lar iskeletle bitiinlesince,
sadece fizyolojik kemik turnoveri sirasindaki yikimlarla kemikten serbest
hale gelirler. Rat ve farelerdeki iskeletsel yari émur 3 ve 12 ay arasinda
iken insanlarda >10yildir.'””?  BF’ larin yan etkilerii oral yolla
kullanildiklarinda bulanti, kusma, diyare, gastrointestinal kanalda tahrig,

° Intravendz kullanimda ise ates, miyalji ile

dzefagus (Ulserleridir.'
karakterize kisa sUreli akut reaksiyonlara ve influenza benzeri yan etkilere
neden olabilecekleri bildiriimistir."”® Son yillarda 6zellikle nitrojen iceren
BF’larin ¢ene kemiklerinde osteonekrozlara neden olabilecegine dair
yayinlar mevcuttur.'”®'® BF’lara bagl osteonekroz, her iki cenede veya
damakta belli bir bélgede kemigin agida ¢ikmasi ve bu durumun en az 6-8
hafta iyilesmemesi ile karakterizedir. BF kullanimina bagl olusan
osteonekroz insidansi %1.3 - 7 arasinda olup en sik olarak meme kanseri

ve multiple myelom olgularinda rastlanildigi bildirilmistir'”®

BF kullanimina bagh gelisen osteonekrozun fizyopatolojisi
henlz tam olarak acgikliga kavusmamigtir. BF’ larin osteoklastlar
Uzerindeki inhibe edici etkisi kemigin yeniden vyapilanmasini ve
muhtemelen anjiogenezisi baskiladiyi ve sonu¢ olarak da cene

kemiklerinde osteonekroza neden olabilecegi éne siirlilmistar.'®'182

Genis epidemiyolojik calismalar diabetin alveoler kemik ve
atasman kaybi riskini diabetik olmayan bireylere gore yaklasik 3 kat
arttirdigini - gdstermistir.’¢'%  Ayrica periodontitis tedavisinin diabetik
bireylerde glisemik kontrolin saglanmasina katkida bulundugu tespit
edilmistir. Yapilan deneysel calismalarda bifosfonatlar ve disik doz
doksisiklinlerin  periodontitiste gérilen kemik rezorpsiyonunu inhibe
edebilecegdi ve bu ajanlarin kombine kullaniminin sinerjistik etki saglayarak

alveoler kemik yikimini daha da azaltabilecegi bildirilmigtir®®2:139.140
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Weinreb ve  arkadaslan'®  deneysel  periodontitis
olusturulmus cynomolgus maymunlarinda alendronatin alveoler kemik
kaybi Uzerine etkinligini histomorfometrik olarak degerlendirmiglerdir.
Periodontitis olusumundan 1 hafta 6nce hayvanlara 0,05 veya 0,25 mg/kg
alendronat intravendz olarak uygulanmistir. 0,05 mg/kg’ hk alendronatin
kemik kaybini belirgin oranda azalttigi, 0,25 mg/kg'in furkasyon
bblgesindeki alveoler kemik kaybini azaltmakta etkili olmadigi, mine-
sement birlesim bélgesinde de hafif etkili oldugu bildirilmistir.

Teronen ve arkadaslarinin'® yaptiklari in vitro hiicre kdiltiir
c¢alismasinda, klodronatin MMP-1,2,3,7,8,9,12,13 ve 14’ (n enzimatik
aktivitelerini inhibe ettigi gbsterilmistir

Bifosfonatlarin flap elevasyonu sonucu olusan kemik kaybini
Onleyebilecegiyle ilgili calismalar da yapimistir. Binderman ve
arkadaslari'® 128 wistar ratda farkli konsantrasyonlarda topikal olarak
uygulanan alendronatlarin flap elevasyonu sonrasi kemik kaybi (zerine
etkisini incelemis ve 220 - 400 pg dozundaki alendronatin cerrahi
bblgesine topikal uygulamasinin mukoperiosteal flap cerrahisi sonrasi
olusan kemik kaybi miktarini belirgin olarak azalttigini  (p<0,001)

bildirmiglerdir.

Rocha ve arkadaslar'® tip 2 diabetli ve periodontal
hastaliga sahip bireylerde alendronat’ in kemik kaybini énlemedeki etkisini
arastirmiglardir. 40 hastaya 6 ay boyunca oral yolla alendronat (10 mg /
gln) veya plasebo verilmisg, iki gruba da mekanik tedavi uygulanmig ve
oral hijyen egitimi verilmigtir. Alveoler kemik siniri ile mine-sement birlegimi
arasindaki mesafe dijital radyografik gérintileme metodu ile élgiimis ve
kemik rezorbsiyonunun biyokimyasal bir belirteci olan idrar N-telopeptide
(NTx) ve periodontal parametreler incelenmigtir. Sonu¢ olarak otérler,

baslangic ve 6 ay sonra gruplar arasinda diabetin metabolik durumu
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bakimindan fark bulunmadigini, bununla birlikte periodontal tedavi
uygulamasi sonucunda iki gruptada baglangica gére kan glukoz seviyesi
ve HbA1c degerlerinde azalma gdzlendigini bildirmiglerdir. Tip 2 diabetik
hastalarda alveoler kemik siniri ile mine-sement birlesimi arasindaki
mesafenin kontrol grubunda arttigini ve tedavi grubunda 1,3+1,33mm.’lik
azalma g6zlendigini bildirmislerdir. Periodontal parametrelerde dizelme 2
gruptada g6zlenmesine ragmen tedavi edilen grupta daha iyi sonuclar elde
edilmis ve 6. ayda tedavi grubu NTx dizeyinde bariz oranda azalma
bildirilmigtir. (P=0.006).

Mitsuta ve arkadaslari'*® deneysel periodontitis olusturulmus
ratlarda topikal uygulanan klodronatin alveoler kemik kaybi Gzerine etkisini
arastirmistir. Ratlarda deneysel periodontitis modeli olusturulmaya
baslandigi gin 50 pl klodronat solisyonu 0, 20, 40 ve 60 Mm
konsantrasyonlatrda ikiser gin arayla maksiller 1. ve ikinci molar digler
arasindaki subperiosteal palatal bélgeye enjekte edilerek bifosfonatlarin
lokal etkileri histolojik ve radyografik olarak arastiriimistir. Klodronatin lokal
uygulamasinin, kemik mineral densitesindeki azalmayi inhibe ettigi,
alveoler kemik kaybini o6nledigi ve kontrol grubuna goére osteoklast

sayisinda azalma gozlendigi bildirilmigtir.

Alencar ve arkadaslari'®, 72 erkek Wistar ratinda
olusturulan deneysel periodontitis modelinde bifosfonat klodronatin antri-
resorptif ve anti-inflamatuar  parametrelere goére etkilerini histolojik-
histomorfometrik olarak incelemiglerdir. Test gruplarina hergiin 1, 5 veya
25 mg/kg subkutan klodronat verilmistir. 0. ginden 7. gine kadar
profilaktik veya 5. ginden 11. giine kadar ise kuratif klodronat enjeksiyonu
subkutan olarak yapilmistir. Yine periodontitis olusturulan kontrol grubuna
ise subkutan saline enjeksiyonu yapilmistir. Klodronat verilmeyen kontrol
grubunda belirgin alveoler kemik kaybi, yogun mononikleer hilicre

akimulasyonu ve osteoklast sayisinda artis gézlenmigtir. Hem koratif hem
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de profilaktik klodronat gruplarinda ise kontrol grubuna gére alveoler
kemik kaybi ve histopatolojik hiicre sayisindaki degisikliklerde istatistiksel
dlzeyde daha ¢ok azalma gértimustar.

Tani-ishii ve arkadaslari'’?, P.gingivalis inokilasyonu ile
deneysel periodontitis olusturulmus ratlarda bifosfonat incadronatin
periodontal yikimi Onlemedeki etkisini arastirmiglardir. 35 Wistar ratta
periodontitis olusturulmasindan sonra, incadronat (2 mg/kg) veya placebo
haftada 2 defa olmak (zere oral yolla 2, 4, veya 8 hafta sireyle
uygulanmigtir. Radyolojik, morfometrik ve histolojik sonuglara goére 8
haftalik uygulama sonunda bifosfonatin kemik mineral densitesini arttirma,
periodontal ligament yikimini énleme 6zelligine sahip oldugu anlasiimistir.
Ayrica diseti dokusunda PMN infiltrasyonu belirgin oranda azalmistir.

Duarte ve arkadaslari'*, overektomi uygulanmis ratlarda
ligatir vyerlestirilerek olusturulan deneysel periodontitis modelinde
alendronat ve Ostrojen tedavilerinin kemik kaybi Uzerine etkilerini
incelemiglerdir. 87 wistar rat Gzerinde yapilan calismaya goére plaktan
bagimsiz olarak overektominin alveoler kemik Gzerine direkt etkisi oldugu
saptanmis ve periodontitisten kaynaklanan kemik kaybinda belirgin artis
g6zlenmistir. Ligattr yerlestiriimeyen bdlgede overektomi etkisi alendronat
ve Ostrojen kullanimiyla azaltilmigtir. Ayrica alendronat uygulamasi
periodontitise baglh kemik kaybinda overektominin etkisini belirgin olarak

azaltmistir. Ostrojende ise bu durum saptanamamistir.

Yu ve arkadaslari '® tarafindan yapilan deneysel bir
calismada 24 adet erigkin erkek Sprague-Dawley ratinda streptozotozin
enjeksiyonu ile diabet olusturulmusg, kontrol grubu ratlarinda ise diabet
olusturulmamistir.  Deney grubunda 3 hafta sUreyle herglin oral yolla
karboksimetilselliloz icerinde ¢6ztinen 0, 1, 2, 5 veya 10mg KOMT-1

uygulamasi yapilirken kontrol grubuna ise yine oral yolla sadece
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karboksimetilselliloz verilmistir. Illag tedavisinden 3 hafta sonra, ratlar
sakrifiye edilerek diseti, deri ve serum 6rnekleri alinmistir. Sonug olarak,
arastirmacilar KMT-1 tedavisinin diabet nedeniyle farkl dokularda artmig
kolajenaz aktivitesini inhibe edebilecegini bildirmislerdir.

Diger bir calismada Ramamurthy ve arkadaslari'®’

, normal
ve diabetik ratlarda yara iyilesmesini kiyaslamiglar ve topikal uygulanan
%1 veya %3’ luk konsantrasyonlardaki KOMT-2 uygulamasinin 6mm
capli deri yaralarindaki etkinligini incelemislerdir. iyilesmenin 7. giiniinde,
dokular c¢ikarlarak biyokimyasal analizleri ve histolojik incelemeleri
yapiimistir. Sonug olarak, diabetik ratlardaki yara bdlgelerinin %1 ve %3
lik KOMT-2 ile tedavisinin bdlgedeki hidroksiprolin (kolajen igerigi)
dizeyini artirdiyi ve %3’ luk KOMT-2 tedavsinin jelatinaz ve kolajenaz
aktivitelerini  azalttigi bildiriimistir. KOMT-2 ile tedavi edilen diabetik
ratlarda granllasyon dokusu miktarinin ve re-epitelizasyonun tedavi
edilmeyen diabetik ratlara gére doza bagimli olarak daha fazla oldugu da

ayrica tespit edilmistir.

Choi ve arkadaslarinin'®® galismasinda kronik periodontitis
teshisi konulmus 32 kisi 2 gruba ayrimig, 15 kisi ye KDK+SDD, 17 kisiye
KDK+Plasebo tedavisi uygulanmigtir. Baslangig¢, 30, 60, 90, 120. glnlerde
DOS 6rnekleri, baslangic ve 120. ginlerde ise DOS a ilaveten gingival
doku o6rnekleri alinmigtir. DOS 6&rneklerinde MMP-8, gingival doku
orneklerinde ise MMP-9, MMDI-1 ve IL-6 dlzeyleri incelenmigtir. Sonug
olarak KDK+SDD grubunda baslangi¢ degerleri ve plasebo grubuna gére
cep derinligi, klinik atasman seviyesi ve sondlamada kanama yéninden
120. glnde anlamh farkliliklar bulunmustur. DOS MMP-8 seviyesinde 30,
60 ve 90. giinlerde baslangica gére anlamh fark bulunmustur. 120. glinde
plasebo grubu ve baslangica gbére anlamli fark kaydedilmistir. MMP-9
seviyesi ybdnunden plasebo grubunda artis gdzlenirken, KDK+SDD

grubunda azalma tespit edilmis fakat iki grup arasindaki bu fark
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istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir. MMDI-1 seviyesi yéninden
KDK+SDD ve plasebo gruplari arasinda istatistiksel olarak fark
bulunamamigken herbir grubun baslangi¢la, 120.gin arasindaki farki ayri
ayr istatistiksel olarak anlamh bulunmustur. Sonuc olarak arastirmacilar
KDK+SDD tedavisinin klinik parametrelerde diizelme saglayabilecegini ve

bu dizelmenin MMP-8 seviyesine de yansidigini tespit etmiglerdir.

Walker ve arklarinin'’’  periodontitisli  postmenopozal
osteopenik hastalarda yaptigr 24 aylik mikrobiyolojik ¢alismada SDD (20
mg gunde 2 defa) kullandinimistir. Hastalardan alinan subgingival
Orneklerde 24 ay SDD kullaniminin mikrobiyal flora, total anaerobik deger
ve total actinomyces ve streptokok degerine belirgin bir etkisi

gb6rulmemisgtir.

Son yillarda yapilan galismalarda '"® ¥ KOMT’ lerin BF’ lar
ile kombine olarak kullaniimasinin yikselmis MMP ddzeylerini sinerjistik
sekilde inhibe ettigi ve bdylece bu ilaglarin alveoler kemik kaybini

azaltmada oldukca etkili olduklar bildirilmistir.

Llavaneras ve arkadaslar'® KOMT-8 ve BF klodronat’ In
kombine olarak uygulanmasinin deneysel periodontitisli ratlarda digeti
MMP dlzeyleri Uzerine etkisini incelemiglerdir. LPS enjeksiyonunun
alveoler kemik kaybi ve kolajenaz (MMP-8), jelatinaz (MMP-9) ve elastaz
aktivitelerini arttirdigi bildirilmistir. Tek basina KOMT-8 ve klodronatla
tedavi edilen gruplarda doku-yikim proteinazlarinda hafif bir disus
g6zlenmis ve alveoler kemik kaybinda belirgin bir azalma gbzlenmemis,
kombinasyon tedavisinde ise patolojik olarak artmis MMP, elastaz
seviyeleri ve alveoler kemik kaybinin normalize edildigi bildirilmistir. Sonug
olarak arastiricilar KOMT-8 ve BF klodronat kombinasyonunun patolojik
olarak yukselmis MMP ve elastaz dizeylerini azaltarak periodontal yikimi
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inhibe etmede tek basina uygulanan KOMT-8 veya BF klodronat’ a gére
en etkili ydntem oldugunu bildirmislerdir.

148 ratlarda

Diger bir calismada Yaffe ve arkadaslari
tetrasiklinler ve BF alendronat’in kombine uygulanmasinin flap elevasyonu
sonrasi alveoler kemik yikimini azaltmadaki etkinligini incelemiglerdir.
Mukoperiosteal flap kaldirllp lokal olarak alendronat, %71’lik tetrasiklin
hidroklorid, %10’luk doksisiklin hyclate, alendronat + %10’luk doksisiklin
hyclate, alendronat + %1’lik tetrasiklin hidroklorid uygulanmis gruplardaki
kemik yikim miktarlari radyografik olarak karsilastiriimistir. Rezorpsiyonun
engellenmesinde %10’luk doksisiklinin en etkili ajan oldugu ve %71’lik
tetrasiklinin belirgin bir etkisinin olmadidi fakat alendronatla birlikte
kullanildidinda sinerjistik  etkisi oldugu bildirilmigtir. Ayni zamanda

alendronatin doksisiklinin etkisini fazladan arttirmadigi gézlenmisitr.

Buduneli ve arkadaslarinin'® 47 sprague-dowley rat
Uzerinde yaptiklari ¢calismada deneysel periodontitis olusturulmus ratlarda
doksisiklin ve alendronatin tek basina ve kombine uygulamalarinin diseti
PGE,, PGF,, LOkotrien B4 (LTB4) ve platelet aktivasyon faktori(PAF)
uzerine etkileri ve alveoler kemik kaybinin histomorfometrik analizi
incelenmisitir. Calismanin sonucunda kontrol grubuna gbére LPS,
alendronat +LPS, doksisiklin+LPS, ve kombinasyon+LPS gruplarinda
belirgin oranda fazla alveoler kemik kaybi g6zlenmistir (P<0,05).
Kombinasyon tedavisi uygulanan grupta diseti dokusu PGE;, PGF2q
seviyelerinde LPS grubuna goére belirgin inhibisyon elde edilmigtir (p<0,05).
LTB4 ve PAF seviyelerinde kombinasyon grubunda belirgin azalma
saglanmis olmasina ragmen en c¢ok azalma doksisiklin grubunda
bulgulanmigtir (p<0,05).

Buduneli ve arkadaslari®” endotoksinle deneysel periodontitis
olusturulmus ratlarda SDD ve alendronatin tek tek ve kombine
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kullaniminin digeti MMP-8, -13, -14, MMDI-1 ve Ln-5 ekspresyonu Uzerine
etkilerini degerlendirmigtir. Calismanin sonucunda LPS,
doksisiklin ,alendronat ve kombine ila¢ tedavisi gruplarinda, salin kontrol
grubuna goére anlamli oranda yiUksek alveoler kemik kaybi gorulmustir
(p<0,05). Tek basina ve kombine kullanilan doksisiklin ve alendronatin,
LPS grubuna gére MMP-8 ekspresyonunu belirgin bicimde azalttigi, yine
kombine ila¢ uygulamasinin yalniz doksisiklin tedavisine gére MMP-14
seviyelerini belirgin miktarda azalttigi, tek tek doksisiklin ve alendronat
tedavisinin salin ve endotoksin grubuna gbre MMP-14 seviyelerinde
belirgin artis goésterdigi  bildirmistir. MMP-13 seviyelerinde yalnizca
alendronat kullanilan grupta salin, endotoksin, doksisiklin gruplarina gére
anlamli oranda artis g6zlenmistir. Ln-5 ekspresyonunda gruplar arasinda
herhangi bir fark bulunmamigtir. Alendronatin veya doksisiklinin tek tek
kullanimi disetindeki  MMDI-!  ekspresyonunda  belirgin  artigla
sonuglanmistir. Bu c¢alismadaki bulgularla alendronat ve/ veya
doksisiklinin MMP-8 ekspresyonunu belirgin oranda inhibe edebilecegi ve
tek tek ve kombine olarak uygulanmasinin periodontal tedaviye faydal

etkiler saglayabilecegi 6ne surtlmagtdr.
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GEREC VE YONTEM

Calismamiz Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Laboratuvar
Hayvanlari Yetistrme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi tarafindan
saglanan ortalama 250-300 gram agirhidinda 50 adet saglikli Wistar tirQ
erkek rat Gzerinde gerceklestirildi. Ratlarin her biri ayri kafeslerde 12 saat
aydinlik-karanlk siklusunda, 24 + 2 °C’ lik ortamda, standart laboratuar
diyeti ile beslendi. Hayvanlarin deney suresi icinde istedikleri kadar su icip
yem yiyebilmesi saglandi. Calisma, Gazi Universitesi Deney Hayvanlari

Etik Kurul Yénergesine uygun olarak gerceklestirildi.

Deneysel islemler éncesinde ratlarin herbiri tartilarak (Resim
1), kuyruk ucundan kan érnekleri alindi ve glukometre cihaziyla kan glikoz
seviyeleri 06lculdi (Resim 2). 0,1 M sitrik asit ile trisodyumsitrat
karistirilarak elde edilen 0,1 M’ lik sitrat tamponu, Hacettepe Universitesi
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali tarafindan hazirlandi. Herbir ratin
agirhgina goére hassas terazide tartilan Streptozotozin (STZ)! sitrat
tamponu iginde ¢dzundaraldid (Resim3, 4, 5). Daha sonra deneysel diabet
olusturmak amaciyla tim ratlara 50 mg/kg’ lik tek doz halinde sitrat
tamponu (0,01 M; pH 4,5) icinde ¢bdzllen STZ intraperitoneal olarak
enjekte edildi (Resim 6).'" Enjeksiyonu takiben 10. giinde, diabetik
durumu teyid etmek ve kan glikoz seviyelerini lgmek amaciyla tim ratlar
tekrar tartildi ve kan érnekleri alindi.’® ®'Kan glukoz seviyeleri 250 mg/dl
ve (izeri olan ratlar diabetik olarak kabul edildi.®*'®' 50 adet rat her bir

grupta rastgele secilmis 10 rat olmak tzere gruplandirildi:

1.grup (diabet kontrol grubu): 1. grubu olusturan ratlarda
intraperitoneal STZ enjeksiyonu sonrasi 10. ginde kan glikoz seviyeleri
>250mg/dl olanlar ¢alismaya dahil edildi. 7 gin boyunca glinde 1 defa

" Ascensia, Elite- Bayer
T Sigma, St. Louis, MO, USA
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herbir rata oral yolla gunlik 1ml karboksimetilselliloz verildi. 7. glnin
sonunda bir forseps yardimiyla dis mobilitesi 6lcildi ve sakrifikasyon

islemini takiben doku érnekleri alindi.

2. Grup: (diabet + periodontitis grubu): Diabet olugsumu
saglandiktan sonra deneysel iglemleri gerceklestirmek amaciyla
operasyon oncesi ratlara 25 mg/kglik ketalar enjeksiyonu yapilarak
anestezi saglandi. Anestezi sonrasi plak birikimi saglamak amaci ile
ratlarin Ust 2. molar diglerinin servikal bdlgesine 3.0 kalinliginda ipek
sutur’ yerlestirildi (Resim 7). Sdtiirlerin yerlestirilmesini takiben 7-12.
gunler arasinda ratlarda deneysel periodontitis gelisimi gézlendi ve ilaglar
bu glinlerden sonra verilmeye baslanildi. '* Ratlara 7 giin boyunca giinde
1 defa oral yolla ginlik 1ml karboksimetilselliloz verildi. 7. gunin
sonunda dis mobilitesi dlculdi ve sakrifikasyon islemini takiben doku

ornekleri alindi.

3. Grup: (diabet + periodontitis + doksisiklin grubu): Ratlarda
STZ enjeksiyonu ile diabet ve deneysel periodontitis olusumunu takiben
7 glin boyunca giinde 1 defa oral yolla 6mg/kg'®® doksisiklin* iceren 1 ml
karboksimetilselllloz verildi(Resim 8). 7. gunin sonunda dis mobilitesi

Olclldu ve sakrifikasyon iglemini takiben doku érnekleri alindi.

4. Grup: (diabet + periodontitis + bifosfonat grubu): Ratlarda
STZ enjeksiyonu ile diabet ve deneysel periodontitis olusumunu takiben 7
gln boyunca ginde 1 defa subkutan olarak 25mg/kg bifosfonat klodronat
% enjekte edildi(Resim 9).'** 7. giiniin sonunda dis mobilitesi élcildi ve

sakrifikasyon iglemini takiben doku érnekleri alindi.

" Ketalar, E. Warner Lambert

" ipek sutur 3/0 Dogsan

* Doksisiklin HCL, Fako ilac Sanayii

§ Bonefoss 60 mg/ml enjektabl gozelti, Er-kim ilag Sanayii
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5. Grup: (diabet + periodontitis + kombine tedavi grubu):
Ratlarda STZ enjeksiyonu ile diabet ve deneysel periodontitis olusumunu
takiben o6nceki dozlara uygun sekilde 7 gin boyunca hem oral yolla
doksisiklin hem de subkutan bifosfonat enjeksiyonu yapildi. 7. ginln
sonunda dis mobilitesi dlctldi ve sakrifikasyon islemini takiben doku

ornekleri alindi.

Dislerdeki mobilite miktari ;
0: mobilite yok,
1: hafif mobilite (vestibuler-palatinal),

2: orta seviyede mobilite (vestibller-palatinal),

3: siddetli mobilite. (soketin icinde vertikal dis hareketleri)
28 195

seklinde degerlendirildi.

Resim 1: Ratlarin viicut agirliginin élgtiilmesi
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Resim 2: Ratlarin kan glukoz seviyelerinin tesbiti amaciyla kuyruk
veninden kan alimi ve glukometre cihazi ile 6lctimi

Resim 3: Deneysel diabet olusturmak amaciyla kullanilan STZ
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Resim 6: Deneysel diabet olusturmak amaciyla hazirlanmig STZ’ in

ratlara intraperitonel olarak enjekte edilmesi
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Resim 7: Deneysel periodontitis olusturmak amaciyla rat ust
cenesinde 2. molar dig cevresine yerlestirilen 3.0 ipek stitur

Resim 9: Ratlara subkutan yolla klodronat enjeksiyonu
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Sekil 7 : Caligma plani
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7. gundn sonunda ratlara yiksek dozda anestezi verilerek
servikal blokaj yéntemiyle &étanazi uygulandi. imminohistokimyasal ve
histomorfometrik analizler icin maksiller molar diglerin bukkal bélgesinden
3x3 mm boyutlarinda diseti ve blok alveoler kemik dokusu O6rnekleri
eksizyonel biopsi seklinde alindi.

Elde edilen &rnekler, %10luk tamponlanmig formalin
solisyonunda 24—72 saat fikse edildikten sonra rutin doku takip proseduri
sonrasinda parafin bloklara gémuldi. Histolojik ve immunohistokimyasal
analizler icin dokulardan, adheziv lamlara” yaklasik 4 um kaliniginda
kesitler alind..

Histopatolojik inceleme igin kesitler 65°C’de etlv iginde
deparafinize edilip, sirasiyla 30’ar dakika ksilol ve alkolde bekletildikien
sonra ¢gesme suyunda yikandi ve hemaotoksilen-eozin (H&E) ile boyama
islemine tabi tutuldu.

immiinhistokimyasal Yéntem:

IL1-B, MMP-2 ve MMP-9 antikorlarn igin Avidin-Biyotin

Kompleks (ABC) metodu ile immunohistokimyasal olarak boyanma yapildi.

Kesitler etiiv icerisinde 56°C’de 12 saat bekletildikten sonra
30 dakika sureyle ksilol ile muamele edilerek deparafinizasyona tabi
tutuldu ve beser dakika streyle sirasiyla %100, %96 ve %90’lik etil alkolde
bekletilerek dehidratasyon islemleri gerceklestirildi. Kesitler 1 dakika
gesme suyunda yikandiktan sonra distile sudan gegirildi. Endojen
peroksidaz aktivitesini bloke etmek igin distile su iginde hazirlanmis %3
hidrojen peroksit (H2O2) 10 dakika sidreyle uygulandi. Kesitler fosfatla
tamponlanmis serum (PBS, Fosfat Buffer Sollisyonu, pH:7,60) ile

" Surgipath, X-tra Adhesive Microslides, lllinois, USA
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puskldrtme yodntemi kullanilarak iyice yikandi. Formalin fiksasyonu ve
parafin bloklama nedeniyle dokuda maskelenmis olan antijenik yapilari
aciga ¢ikarmak amaciyla her ¢ antikorun da uygulanacagi kesitler antijen
retreival solisyonu (0,01M sodyum sitrat buffer, pH:6,00) igerisinde ilk on
dakika orta son bes dakika yiksek derecede olmak Uzere 15 dakika
mikrodalga firinda islemden gecirildi. Takiben kesitler oda isisinda 30

dakika bekletildi ve distile su ve sonra PBS ile i¢ kez yikandi.

IL1-B ve MMP-2 boyamasi i¢cin Zymed Histostain Plus Broad
Spectrum ' ve MMP-9 boyamasi icin Santa Cruz goat ABC staining
System* kullanildi. Kesitler 5-10 dakika siireyle non-immiin bloklama
serumunda bekletildi. Daha sonra IL1-8%, MMP-2" ve MMP-9™" | primer
antikorlariyla +4°C’de 18-20 saat slreyle muamele edildi. Oda isisina
erisen kesitler PBS ile 5 dakika puskirtme ydntemi ile yikama yapilip
kurulandiktan sonra biyotine baglanmis baglayici (sekonder) antikor 20-30
dakika uygulandi. Kesitler yeniden PBS ile yikanip kurulandiktan sonra
streptavidin ile konjuge alkalen fosfataz uygulanarak 20-30 dakika
bekletildi. Takiben kesitler PBS ile yikandi ve kurulandi.

Renk vererek gorintilemeyi saglamak amaciyla kesitler
yaklasik 5-8 dakika sure ile 3-3’ diaminobenzidine tetrachloride soliisyonu
H jle inklibe edildi. Kesitler daha sonra (¢ kez distile sudan gegirildi. Zemin
boyamasi icin Harris hematoksilende 5 saniye bekletildi. Kesitler énce
cesme suyunda ardindan distile suda yikandiktan sonra 5 dakika % 96
alkolde fiksasyonlar saglandi. Ksilol icinde 5 dakika bekletilen kesitlerin
lizerleri entellan®® kullanilarak kapatildi.

T, Zymed laboratories Inc., Lot 1385070 Carlsbad, CA, USA

* ABC kit, Lot: sc-2023, Santa Cruz Biotechnology,Inc. CA, U.S.A

i IL-1pB rabbit polyclonal antibody, Lot: sc-7884, Santa Cruz Biotechnology, Inc. CA, U.S.A
MMP-2 mouse monoclonal antibody, Lot: sc-13595, Santa Cruz Biotechnology, Inc. CA, U.S.A

™ MMP-9 goat polyclonal antibody, Lot: sc-6840, Santa Cruz Biotechnology, Inc. CA, U.S.A

* DAB, substarate kit, Lot: 11067520, Zymed S.San Francisco, California, USA

$ Clearmount, Lot:10364117, Zymed S.San Francisco, California, USA
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Pozitif kontrol olarak MMP-2 ve MMP-9 antikorlari igin
plasenta dokusu, IL-1B icin ise deri dokusu kullanildi. Primer antikor
uygulanmasi asamasinda PBS igerisinde bekletilen plasenta ve deri

dokulari negatif kontrol olarak kabul edildi.

Vakalara ait tim histopatolojik degerlendirmeler Leica DM
4000 B 1s1k mikroskobunda yapildi.

Bukkal mukozaya ait 6rneklerin H&E boyali kesitlerinde,
epiteldeki akantoz ve rete proliferasyonu, bag dokusunun sellleritesi,
damarlanma miktari ve inflamatuar hdcre infiltrasyon yogunlugu

degerlendirildi.

inflamasyon yogunlugunun degerlendiriimesi x400
blyUtmede bag dokusunda yer alan inflamatuar hicrelerin sayilmasi ile
gerceklestirildi. H&E kesitlerde rastgele secilen bes blylk blylitme
alanindaki inflamatuar hicreler sayildi ve inflamasyon yogunlugu dért

dereceli bir sistem ile skorlandi.'®

0: inflamasyon yok

1: Alan basina 15 inflamatuar hiicreden az

2: Alan bagina 15-50 inflamatuar hlcre

3: Alan bagina 50 veya daha fazla inflamatuar hicre.

immiinohistokimya Boyanmalarinin Degerlendirilmesi:

Tdm antikorlar ile boyanan kesitlerde kahverengi renkteki
stoplazmik boyanma pozitif olarak kabul edildi.

™" Leica microsystems GmbH. Wetzlar, Germany
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inflamatuar hiicrelerdeki ekspresyon yogunlugu ise, rastgele
secilen (U¢ buydk blyOdtme alanindaki pozitif inflamatuar hcrelerin
sayllmasi ve dért dereceli bir sistem ile skorlanmasi ile degerlendirildi.?’

0: Ekspresyon yok

1: Zayif ekspresyon(<8 hlcre)

2: Orta derecede ekspresyon (9-14)

3: Siddetli ekspresyon (15-20)

4. Cok siddetli ekspresyon (>20 hiicre)

Orneklere ait fotograflar 1sik mikroskobu fotograf sistemine
ait Nikon Coolpix 5000 marka fotograf makinesi ile gérintilendi.

Alveoler Kemik Kayibinin Ol¢iimii:

Sert doku érnekleri 10 dakika kaynatilarak, yumusak dokular
uzaklastinldi. Kalan yumusak doku eliminasyonu igin érnekler O,2N NaOH
‘de oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Daha sonra 6rnekler yikandi,
havayla kurutuldu ve %1’lik metilen mavisiyle boyandi ve bu sekilde mine-
sement siniri belirlendi.?” Orneklerin Nikon coolpix 5000 marka fotograf
makinesiyle x20 buyutmede makroskobik fotograflar ¢ekildi. Mine sement
siniri-alveoler kemik kreti arasindaki mesafe LeicaQwin Plus v3.3.1
gbrintl analiz programi T kullanilarak 22 bélgede 6lcildi. Yapilan
Olcimlerin ortalamasi ile elde edilen milimetre cinsinden deger herbir

ornek icin kemik kaybi olarak kaydedildi.

i Leica Microsystems GmbH. Wetzlar, Germany
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istatistiksel Degerlendirme

Verilerin analizi SPSS for Windows 11.5 paket programinda
yapildi. Tanimlayici istatistikler agirlik, kan glukoz seviyesi, mine sement
hududu — alveoler kemik measfesi icin ortalama * standart sapma seklinde,
inflamasyon, MMP-2, MMP-9, IL-18 bag doku ekspresyon skorlari ve
mobilite ise ortanca (25-75 ylzdelik) olarak gosterildi. Gruplar arasinda
mine sement hududu - alveoler kret mesafesi ortalamalari ydninden
istatistiksel olarak anlamh farkin olup olmadigi Tek Yonli Varyans Analizi
ile inflamasyon, MMP-2, MMP-9, IL-13 bag doku ekspresyon skorlari ve
mobilite ortancalari ydéninden farkin anlamhligi ise Kruskal Wallis testi ile
incelendi. Tek Yoénli Varyans Analizi veya Kruskal Wallis test istatistigi
sonucunun 6nemli bulundugu durumlarda anlamh farka neden olan
gruplar tespit etmek amaciyla sirasiyla; post hoc Tukey veya parametrik
olmayan coklu karsilastirma testleri kullanildi. Degiskenler arasindaki
dogrusal iligskinin blyUkligli Spearman’in “rho” katsayisi ve 6nemlilik
dlzeyi saptanarak degerlendirildi. p<0.05 icin sonuglar istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Klinik, Histolojik ve Histomorfometrik Bulgular

Galismamizda yer alan tim gruplar icin ilk ve son agirlik ve

kan glukoz seviyeleri arasindaki ortalama degerler tablo 1’de verilmistir.

Tablo 5. Gruplara gére ratlarin ilk-son agirlik ve ilk-son kan glukoz ortalama degerleri

Grup | Grupll Grup I Grup IV GrupV
Degiskenler (OrtalamazSS) (OrtalamazSS) (OrtalamazSS) (OrtalamazSS) (OrtalamazSS)
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
ik Agirlik (gr) 235.9+38.0 265.4+49.4 258.9+36.7 299.1£32.9 258.5+34.6
ilk Kan
Glukoz degeri 105.1+17.7 91.4+12.3 124.7£14.7 123.8+33.5 108.2£11.7
(mg/dl)
Son Agirlik
(gr) 205.7+£32.4 238.3+38.9 246.6+38.8 269.9+31.5 236.9+35.9
Son Kan
Glukoz degeri 431.1£78.8 402.6+105.3 448.6+116.8 486.7+67.0 448.0£50.7
(mg/dl)
Grup I: Diabet

Grup lI: Diabet+ Periodontitis

Grup lll: Diabet+ Periodontitis+ Doksisiklin
Grup IV: Diabet+ Periodontitis+ Klodronat
Grup V: Diabet+ Periodontitis+ Kombine tedavi

Calismada herbir deney grubunda 10’ar adet rat kullanilimis
ve tim ratlarda deney baslangicina gére kilo kaybi ve bununla birlikte kan

glukoz duzeylerinde baslangic dederlerine gore artis goézlenmigtir (Tablo

1),

Ligatirle deneysel periodontitis olusumuna bagh olarak
ratlarin diseti dokularinda inflamatuar cevabin klinik belirtileri olan édem,

kizariklik, kanama ve frajilite gdzlenmistir.
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Gruplar arasi enflamasyon skorlari, mine sement hududu-
alveoler kret arasi mesafe ve mobilite skorlarinin dagihmi tablo 2’de

verilmigtir.

Tablo 6. Gruplar arasi inflamasyon ve mobilite skorlarinin dagilimi (ortanca (%25-%75
ylOzdelik) ) ve mine sement hududu - alveoler kret arasi mesafe (ortalamazSS)

. Grup | Grup Il Grup Il Grup IV Grup V
Degiskenler P
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
inflamasyon 1(0-1) 3(1-3)° 3(2-3)° 2 (1-2)°¢ 2.5 (2-3)° <0.001°
Mine Sement
Hududu- 0.26x0.06  0.54+0.15°  0.47+0.14° 0.46+0.09° 0.51%0.11° <0.001°
Alveoler Kret
Mesafesi (mm)
Mobilite 0 (0-0.5) 2(1.5-2.5)°°  1.5(1.5-2.0° 1.51-1.5)° 2(1.5-25°° <0.001°

a Kruskal Wallis testi.

b Tek Yonli Varyans Analizi

¢ Grup | ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
d Grup Il ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
e Grup IV ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).

Gruplar arasi enflamasyon skorlan arasindaki fark
degerlendirildiginde grup 2, 3, 4 ve 5’de grup 1’e gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis gézlenmistir (p<0,05). Bununla birlikte grup 4’'de grup 3’e
gore istatistiksel olarak anlamh bir azalma gézlenmistir. (p<0,05). (Sekil 1,
Tablo 2)

1. gruptaki tim ratlarin bukkal mukozaya ait yumusak doku
kesitlerinde, ylzeyde hiperkeratoz, ¢cok katli yassi epitelde akantoz ve
rete-peg formasyonu, ince fibriller yapidaki bag dokusunda cok hafif
inflamasyon izlenmistir. 2, 3, 4 ve 5. gruplardaki yumusak doku

kesitlerinde ise akantotik, hiperkeratinize ¢ok katli yassi epitel altindaki
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seliler bag dokusunda belirgin mononikleer inflamatuar hulcre

infiltrasyonu ve konjese damarlar izlenmistir.

’4p<n_05‘—

inflamasyon Skoru

0+ ‘

-
L|;:-‘-1IJ,I:IE- Ir

-1

Grup | Grup Il Grupll Gruph  GrupV

Sekil 8. Gruplar Arasinda inflamasyon Skorlarinin Dagilimi
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Resim 10. Grup1’ e ait keratinize (k) cok katli yassi epitel (e) ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonu icermeyen bag dokusu(bd)
gorintisi (x 100, H&E).

Resim11. Grup 2’ ye ait ¢cok kath yassi epitel (e) altinda, lamina
propriada yogun lenfositik infiltrasyon (oklar) gériintisti (x 100,
H&E).

59



Resim12. Grup 3’ e ait ¢cok kath yassi epitel (e) altinda, lamina
propriada yogun lenfositik infiltrasyon (oklar) gériintisi (x 100,
H&E).

Resim 13: Grup 4 ‘e ait cok kath yassi epitel (e)altinda, bag
Dokusunda (bd) yogun lenfositik infiltrasyon (oklar) (x 100, H&E).
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Resim 14: Grup 5’ e ait ¢cok katl yassi epitel (e) altinda, lamina

propriada yogun lenfositik infiltrasyon (oklar) (x 100, H&E).

Gruplar arasi  mine sement hududu-alveoler kret arasi
mesafe Olglimleri karsilastinildiginda grup 2, 3, 4 ve 5'de grup 1’e gbre
istatistiksel olarak anlaml bir artig gézlenirken (p<0,05) grup 2, 3, 4 ve &’
in birbirleri arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir (Sekil 4,
Tablo 2).

Resim 15 : Orneklerin %1’lik metilen mavisiyle boyandiktan sonra x 20 biiyiitmede
cekilen fotograflari. Kontrol grubuna (a) kiyasla deneysel periodontitis olusumu
sonucu goriilen alveoler kemik (ak) kaybi (b). Sement (s), mine (m), mine-sement
hududu (msh)
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Sekil 9. Gruplar Arasinda Mine Sement Hududu — Alveoler Kret Mesafesinin Dagilimi

Gruplar arasi mobilite skorlar degerlendirildiginde grup 2, 3,
4 ve 5°de grup 1’e goére istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir
(p<0,05). Bununla birlikte grup 4’de grup 2’ye ve grup 5’e gbre istatistiksel

olarak anlamli bir azalma gézlenmigtir (p<0,05) (Sekil 5, Tablo 2).

62



p=0,05 —

| l- |

14 I -
04 -

p=0,05

Mobilite

Grup | Grup Il Gupll  Gruph  GrupV

Sekil 10. Gruplar Arasinda Mobilite Skorlarinin Dagihmi

immiinohistokimyasal Bulgular

Digeti bag dokusu MMP-2, MMP-9,

immunohistokimyasal ekspresyon skorlari tablo 3’te verilmigtir.

IL-1B

Tablo 7. Gruplar arasi diseti bag dokusu MMP-9, MMP-2, IL-18 imminohistokimyasal

ekspresyon skorlari (ortanca(%25-%75 yiizdelik))

. Grup | Grup I Grup I Grup IV Grup V
Degiskenler
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
MMP-9 1 (0-1) 2(1-4°  0(0-0>° 0(0-1)° 0(0-1.5> <0.001%
MMP-2 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-0.5) 0 (0-0) 0.166°
IL-1B8 1(0-1)°  2(1-3) 0,5(0-2° 0(0-0.25° 0(0-1.5° 0.013°

a Kruskal Wallis testi.

b Grup | ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0.05).
¢ Grup lll ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml (p<0.05).
d Grup Il ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0.01)
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Yapilan mikroskobik incelemelerde MMP-2, MMP-9 ve IL-113
immunoreaktivitesi hicrelerin sitoplazmalarinin dedisen yogunlukta koyu

kahverengi olarak boyanmasi ile belirlenmisgtir.

Gruplar arasi diseti bag dokusu MMP-9 ekspresyon
skorlarinda grup 2'de grup 1’e gbre anlamli oranda artis ve grup 3’de grup
1’e gore anlamli oranda azalma gé6zlenmistir. (p<0,05) Bununla birlikte,
grup 3, 4 ve 5 ‘de grup 2’'ye gobre (p<0,01) grup 3’de grup 5’e gbre (p<0,05)
istatistiksel olarak anlamli bir azalma g6zlenmigtir.(sekil 2)

1

p=0,05

p=0,05
A p=0,05 p<n,nE._|

MMP-9 Bag Doku Ekspresyon Skoru

Grup | Grup |l Grupll  Grupl  GrupV

Sekil 11. Gruplar Arasinda MMP-9 Bag Doku Ekspresyon Skorlarinin Dagilimi
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Resim 16. Grup 1’e ait bazal tabaka hiicreleri haric epitelin (e) tiim
tabakalarinda ve inflamatuar hiicrelerde hafif izienen MMP-9
pozitifligi géruntiisi (oklar) (x100, DAB).

Resim 17. Grup 2’ye ait epitelin (e) bazal tabaka hiicreleri haric tiim

tabakalarinda ve inflamatuar hiicrelerde (oklar) izlenen yogun
MMP-9 pozitifligi gériintiisii (x100, DAB).
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Resim 19. Grup 4’e ait keratinositlerde (k) ve bag dokusunda (bd)
izlenen zayif MMP-9 ekspresyonu gériintiisii (x200, DAB).
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Resim 20 (a,b). grup 5’e ait keratinositler (k) ve bag dokusundaki (bd)
inflamatuar hiicrelerde izlenen hafif MMP-9 pozitifligi (oklar)
gorintiisi (a:x100, b:x200, DAB).

Gruplara ait 6rneklerin hemen higbirinde, bag doku hucreleri
ve inflamatuar hicrelerde MMP-2 ekspresyonu izlenmemis ve gruplar
arasl digeti bag dokusu MMP-2 ekspresyon skorlarinda da gruplar arasi
anlamli bir fark bulunamamistir.
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Resim 21. Epitel (e) ve bag dokusu (bd) hiicrelerinde MMP-2
pozitifliginin izlenemedigi bir 6rnek gérinti (x100,DAB).

Gruplar arasi IL-1B bag doku ekspresyon skorlari
degerlendirildiginde grup 2 ile karsilastinldiginda grup 1, 3, 4 ve 5de
istatistiksel olarak anlamli oranda azalma g6zlenmistir(p<0,01). (sekil 3)
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Dagilimi

IL-1B Bag Doku Ekspresyon Skoru

s

p=0, 01

Grup | Grup Il Grupll  Gruph  Grup VvV

Sekil 12. Gruplar Arasinda IL-18 Bag Doku Ekspresyon Skorlarinin

Resim 22. Grup 1’e ait keratinositlerde (k), endotellerde (licgen
oklar) ve inflamatuar hiicrelerde (oklar)izlenen IL-1B pozitifligi
gorintisi (x100, DAB).
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Resim 23 (a). Grup 2’ye ait cok kath yassi epitelde (e) hem
stoplazmik hem de yogun niikleer (oklar) IL-18 boyanmasi
gorintiisi (x100, DAB).

)
5. '~‘\S’ b \
S = DA <
a-.}“ SN 4 & -

Resim 24 (b). Grup 2’ye ait doku derinliklerinde inflamatuar
hiicrelerde ve endotellerde IL-1B pozitifligi gérintiisii (x200, DAB).
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Resim 25. Grup 3’e ait bag doku hiicrelerinde ve keratinositlerde
niikleer IL-1B pozitifligi (ok) goriintiisi (x200,DAB).

Resim 26. Grup 4’ e ait epitelde (e)ve bag doku (bd)hiicrelerinde IL-18
ekspresyonunun izlenemedigi bir 6rnek gériintii (x100, DAB).
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Resim 27. Grup 5’e ait cok kath yassi epitelde (e) zayif izlenen
IL-1B pozitifiligi gériintiisii (x100, DAB).

MMP-9 ile IL-1B, alveoler kemik kaybi ile inflamasyon,
mobilite ile inflamasyon, alveoler kemik kaybi ile mobilite arasinda pozitif
korelasyon tesbit edilmistir.

Tablo 8. Mine Sement Hududu — Alveoler Kret Mesafesi ile Enflamasyon, MMP 9, MMP 2,
IL-18 Ekspresyon Skorlari ve Mobilite skorlari Arasindaki Korelasyon Katsayilari ve
Onemlilik Diizeyleri

Degiskenler Rho P

inflamasyon 0.319 0.021
MMP-9 0.067 0.642
MMP-2 0.014 0.922
IL-18 0.047 0.745
Mobilite 0.504 <0.001
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Tablo 9. inflamasyon, MMP-9, MMP-2, IL-18 Bag Doku Skorlari ve Mobilite Diizeylerinin

Birbiri Arasindaki Korelasyon Katsayilari ve Onemlilik Diizeyleri

Degiskenler MMP-9 MMP-2 IL-1B8 Mobilite
inflamasyon rho -0.017 0.122 0.188 0.360
p 0.905 0.395 0.185 0.009
MMP-9 rho -0.115 0.418 -0.035
p 0.420 0.002 0.806
MMP-2 rho 0.207 0.053
p 0.145 0.710
IL-18 rho 0.225
p 0.113
4

inflamasyon Skoru
o
]
]

Mobilite Skoru

Sekil 15. inflamasyon ile Mobilite Skorlari Arasindaki Sagilim Grafigi
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Sekil 16. MMP-9 le IL-18 Bag Doku Ekspresyon Skorlari Arasindaki Sagilim Grafigi
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TARTISMA

Diabetes Mellitus prevelansi dinya capinda artmakta olan
hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastaliktir. Dinya saghk
OrgUtinin yaptigr degerlendirmeye goére diabetik hastalarin sayisinin

2025 yilinda 300 milyon kisiye ulasabilecegi bildirilmistir.'®’

Diabetin, periodontal hastalik igcin bir risk faktéri oldugunu
dne siiren calismalar bulunmaktadir.'®?24%46 By iliskiyi aciklamaya yénelik

calismalarda nétrofillerin bozulmus cevaplari'®?, lipopolisakkaritlere karsi

37,38 36,62

asiri cevap gibi konak yanitindaki degisiklikler®"*%, artan TNF-a Gretimi
kolajen sentezinde azalma ve Kkolajenaz aktivitesinde artis sebep
gosteriimistir.”® Ayrica calismalarda AGE’lerin bazi hiicrelerin fenotipini
RAGE araciligiyla degistirebilecegi bildirilmistir. Bu reaksiyon makrofajlari
proinflamatuar sitokinler dreten yIKici enzimlere
dénistirebilmektedir.”®®3%* Diabetik bireylerde periodontal hastaliklarin
daha sik ve sgiddetli sekilde ortaya ciktigini bildiren bir ¢cok calisma
bulunmaktadir.**°2'%® Diabet ve periodontal hastalik arasindaki iliskinin gift
yonli oldugu dustntlmektedir. Periodontal hastaligin diabetin metabolik

12,68

durumu Uzerine belirgin  etkisinin oldugunu ve diabetik bireylere

uygulanan  periodontal tedavinin  glisemik  kontrolde iyilesme

sagliyabilecegi 6ne  sirilmstir.t%9219° By

sebeple periodontal
enfeksiyonun kontrolU diabetik hastalarda blylk énem kazanmaktadir. Bu
bilgiler 1s1ginda diabet ve periodontitis arasindaki bu 6nemli iligkileri
degerlendirdigimizde calismamizi deneysel diabet ve periodontitis

modelleri Ozerinde gergeklestirmeyi planladik.

Deneysel periodontitis ve diabet ¢alismalarinda ratlar kigik
hayvanlar olmalari, fazla sayida hayvanla calisma sansi, kolay elde
edilebilir ve bakimlarinin kolay olmasi, yasama kargl dayanikli ve duguk

maliyette olmalari sebebiyle en ¢ok kullanilan deney hayvanlaridir.?%#%
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Ratlarin herbir yarim cenesinde 1 kesici ve 3 molar dis bulunmaktadir.?%
Ratlari periodontal acidan inceledigimizde; molar bdlgedeki periodontal
dokularinin, oral gingival epitel, oral sulkuler epitel, baglanti epiteli,
periodontal kolajen fibriller, htcreli-hlicresiz sement ve alveol kemigi
acisindan insan periodonsiyumuna ¢cok benzedigi belirtiimistir. Aralarindaki

tek fark gingival sulkuler epitelin ratlarda keratinize olmasidir.2°!

STZ diyabetojenik 6zelligi olan dar spektrumlu bir
antibiyotiktir. Antibiyotik olmasina ragmen neoplastik ve bagisikhgi
baskilayici ilaglar olarakda kullanilir (literattr). STZ, pankreastaki insulin
salgilayan B hicrelerinde toksik etkisi nedeniyle tip 1 diabet icin hayvan
modeli olusturmada siklikla kullanilan kimyasal bir ajandir.?®* STZ nin
langerhans adaciklarinda secici olarak B hicrelerini etkileyip diabet
olusturdugu anlagildiktan sonra vyapilan bir ¢ok deneysel hayvan
calismasinda STZ kullanilmaktadir.'®2% STZ’ nin diyabetojenik etk
mekanizmasi i¢in en fazla benimsenen teori, reaktif oksijen radikallerinin
(ROS) salinimiyla ilgilidir. Ortama salinan ROS’lar DNA kirilimina neden
olur ve DNA’yl tamir amaci ile aktive olan poli (ADP-riboz) sentetaz
enziminin intraselller nikotinamid adenin dindkleotid (NAD) in
molekullerini kullandigi ve B hicrelerinde NAD dizeyinin patolojik sinirlara
inmesinin  hiicreyi  nekroza  gétirdigi  bildirilmektedir.?**  Bizim
calismamizda deneysel diabet olusumu saglamak amaciyla tim ratlara 50
mg/kg’lik tek doz halinde sitrat tamponu iginde ¢6zllen STZ intraperitoneal
olarak enjekte edilmis ve diabet olusumu icin 10 giin beklenilmistir.'9%1°"
STZ nin kullanim dozu, hazirlanigi ve enjeksiyon ydntemini belirlerken

daha 6nceki yapilan galigmalardan yararlaniimigtir.'%01!

Ratlarda deneysel periodontitis olusumunu saglayacak ¢esitli
metodlar bildirilmistir. Bunlar, periodontopatojenlerin veya LPS’ lerin oral
veya gingival dokulara asilanmasi ve molar disler bdlgesine ligattr

yerlestiriimesidir ve (Literatir) calismalarda farkh metodlarin birbirine

77



Ustinligd kanitlanmamistir. Ligatir modeli ile molar dislerin ¢evresine
yerlegtirilen sOtar materyalleri ile cevre degisikligi yaratilip bakterilerin
(iremesi saglanarak periodontal yikim gergeklestiriimektedir.*® Periodontal
kemik kaybi ratlarda oldukca hizli sekilde olugsmakta ve daha &nceki
calismalarda bildirildigi Uzere alveoler kemik kaybi, ligatlrle deneysel
periodontitis modeli olusturulduktan 3 glin sonra belirgin olarak artmakta
ve 7. giinde maksimum seviyeye ulasmaktadir.'®®'921%% By gérislerin
dogrultusunda calismamiz, Gazi Universitesi Deney Hayvanlar Etik
kurulunun izni dahilinde ratlar Gzerinde gergeklestiriimistir. Calismamizda
hormonal degisimleri sabit tutmak i¢in erkek ratlar kullaniimis ve deneysel
periodontitis modeli olusturmak amaciyla daha &nceki c¢alismalarda
kullanilan 3.0 ipek sdtur 2. molar diglerin servikal Dbdlgelerine
yerlestirilmistir. '°°'9219% { hafta sonra ligatiirle deneysel periodontitis
olusumuna bagh olarak ratlarin diseti dokularinda 6dem  kizariklik,
kanama ve diglerde mobilite gibi klinik belirtiler gdzlenmistir.

Periodontitis gibi inflamatuar hastaliklarda goérilen doku
yikiminda MMP’ larin énemli rollerinin bulundugu saptanmistir.”"" MMP’lar
arasindan jelatinazlar, Tip IV, V, VII; X, XI kolajen, jelatin, elastin,
proteoglikan kor proteinleri, fibronektin gibi ekstraselller matriks
komponentlerini  yikma 06zelligine sahiptirler. Bu grupta tip A ve tip B
olmak Uzere iki alt grup mevcuttur: Tip A jelatinaz, 72 kDa olup MMP-2
olarak adlandiriimaktadir ve basta fibroblastlar olmak (izere keratinositler,
endotel hucreleri, kondrositler, osteoblastlar, monositler gibi pek ¢ok
degisik hiicre tarafindan Uretilmektedir.'®'"%'2? Tip B jelatinaz ise 92 kDa
olup MMP-9 olarak adlandinimaktadir ve PMNL, makrofaj,
keratinositlerden eksprese olmaktadir.?®> Konuyla ilgili yapilan literatiir
taramalarinda digeti dokusunda MMP-2 ve -9 seviyelerinin tespiti ile ilgili
¢cok az calisma ve farkl sonuglar bulundugu gériimektedir.
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MMP-2 ve -9'un deneysel diabet ve periodontitis olusturulan
ratlarda disetindeki ekspresyon seviyelerini belirleyerek bu enzimlerin
diabette gorilen periodontal hastalik patogenezindeki rollerini incelemek
ve KMT ajanlarindan klodronat ve SDD’nin MMP ekspresyonlari Uzerine
etkilerini arastirmak amaciyla calismamizda diseti dokusundaki MMP-2 ve
-9 seviyeleri arastinimigtir. IL-1B; monosit/ makrofajlar, PMN’ler, epitel
hucreleri, keratinositler, fibroblastlar, B lenfositler, osteositler tarafindan da
(iretilen sitokinlerdir.*® Yapilan calismalarda periodontal hastaliklarda DOS

130,131 182133 /o hastalik

ve periodontal dokularda IL-13 seviyesinin arttigi
siddeti ile IL-1B seviyesi arasinda da korelasyon oldugu tespit
edilmistir."”'®® Diabetik bireylerde saglikli bireylere gére periodontal
inflame dokularda ve DOS ta, IL-1B diizeylerinde artis gdzlenmistir.5*%*
Diabette gérilen monosit/makrofaj fenotipinde olusan degisiklik IL-13 gibi
proinflamataur sitokinlerde artisa neden olmakta ve periodontal
hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadir. "®%%* Bu sebeple
calismamizda klodronat ve doksisiklinin IL-1B seviyeleri Uzerine etkileri

degerlendirilmistir.

Bifosfonatlardan klodronat osteoklast kaynakli kemik
rezorpsiyonunun kuvvetli inhibitéradir ve klinik olarak paget hastligi,
osteoporoz gibi metabolik kemik hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak
kullaniimaktadir.'?®'®®  Kemik  rezorpsiyon inhibisyonunun  disinda
klodronatin  anti-enflamatuar ~ 6zellikleri de  gbsterilmistir. 9
Klodronat...... Tetrasiklinlerin diabetik ratlarda kolajen formasyonunu
normalize ettigi ve Kkolajenazlar gibi MMP’larin Gretimini azalttig
gOsterilmistir.28®° Tetrasiklinler arasinda doksisiklinin, giicli anti-kolajenaz
dzellige sahip oldugu belirlenmistir.?>'>" Bu bilgiler 1si§inda calismamizda
tedavi uygulamasi amaciyla KMT ajanlarindan klodronat ve SDD

kullaniimigtir.
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Galismamizda birinci jenerasyon bifosfonat olan klodronat 7
gun boyunca gunde 1 defa subkutan olarak 25mg/kg dozunda enjekte
edilmistir. Bifosfonatlarin oral kullaniminda ilacin biyoyararlaniminin %1-

%10 arasinda'®®

olmasi sebebiyle calismamizda subkutan uygulamayla
kontrolli bir doz verilmesi amaclanmistir. Calismamizda 7 gin boyunca
gunde 1defa oral yola 6mg/kg doksisiklin iceren 1 ml karboksimetilseliloz
verilmistir. Bu ilaglarin kullanim sekilleri ve dozlarn literatlr bilgileri

dogrultusunda belirlenmigtir. %1%

Makela ve arkadaslari®®

erigkin periodontitisli  ve saghkli
bireylerden aldiklar diseti 6rneklerini jelatin zimografi ydntemi ile
degerlendirmis, periodontitisli hastlarda saglikli bireylere gére MMP-9 ve -
2 seviyelerinde artis gézlemlemis ve MMP-9’ un 6rneklerde izlenen baskin
jelatinaz formu oldugunu bildirmiglerdir. MMP-9 aktivitesinin ¢ogunlukla
hastalikli bélgelerde oldugunu ve bu enzimin gingival keratinositler ve
PMN’ lerden eksprese edildigini bildirmiglerdir. MMP-2 ise hastalikh
bdlgelerin sadece yarisinda saptanmis, saglikh bireylerden alinan
dokularda saptanmamigtir. MMP-2 ekspresyonu daha ¢ok diseti bag
dokusu ve fibroblastlarin bulundugu bdlgelerdeki granilasyon dokularinda
gorulmistar. Periodontal tedavi sonrasi bu bireylerdeki jelatinaz
aktivitesinin dustagu bildirilmistir. Materyal ve yontem olarak ¢alismamizia
bu calisma arasinda farklihliklar bulunmasina ragmen bu c¢alismanin
MMP-2 bulgular ile paralel olarak c¢alismamizda da periodontitisli tim
gruplarda MMP-2 ekspresyonunun saptanabilir seviyenin altinda kaldigi
gérulmis ve MMP-9 ekspresyonunun bu calisma sonucuyla benzer
sekilde dominant olarak PMNL’ lerden eksprese oldugu ve inflame

dokularda gdzlenen baskin jelatinaz formunun MMP-9 oldugu izlenmistir.

Achong ve arkadaslarinin'® ratlar {zerinde yaptiklari
deneysel bir calismada birinci grupta ligattrle periodontitis olusturulmus,

ikinci kontrol grubunda ise bir igslem uygulanmamistir. Takiben 7. ve 21.
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glnlerde ratlar sakrifiye edilip diseti dokusu &rnekleri alinmistir.
Ligatlrleme sonrasi 7. ginde epitelyal tlserasyon, PMN infiltrasyonu ve
bag doku bUtinliginin bozulmasini iceren akut inflamasyon tesbit
edilmistir. 21. ginde yapilan histolojik incelemelerde sulkuler epitelin
inflame bolgelere, JE’in ise apikale dogru migre oldugu ve PMN
infiltrasyonunun da goértlmedigi bulgulanmistir. Histomorfometrik analizle
21. glndeki alveoler kemik kaybi degerlendiriimis ve kontrol gubu ile
deneysel periodontitis olusturulan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh fark bulunmustur (p<0.05). Jelatin zimografi yéntemi sonucu aktif
MMP’ larin yaninda pro-MMP’ larda belirlenebilmis ve kontrol grubunda
zayif aktif MMP-2 (68kDa) bandi gdzlenmigtir. Ligatirle deneysel
periodontitis olusturulan gruba ait diseti drneklerinde ise 7. ve 21.
gunlerde latent MMP-2 (72kDa) ve disik molekller agirhkli olgun ve aktif
MMP-2 (68kDa) artisi gézlenmistir. Calismamizda bu c¢alismaya paralel
olarak ligatiirle deneysel periodontitis olusumu i¢in 7 giin beklenilmistir. 7.
gunde bizim c¢alismamiza benzer olarak akut inflamasyon bulgulan
gézlemlenmistir.  Bizim calismamizdaki 7 gunlik kemik kaybi
degerlendiriimesine ragmen deneysel periodontitis olusturulan grubumuzla
kontrol grubumuz arasindaki fark bu cgalismaya benzer olarak anlamli
bulunmustur(p<0.05). Bu calismada zimografi metodu kullanilarak aktif ve
latent jelatinaz formlari ayirt edilebilmis fakat istatistiksel olarak anlamli bir
sonu¢ verilmemigtir. Bizim c¢alismamizda ise hlcresel boyanma
degerlendirilmistir. MMP-2 enziminin hicre igindeki ekspresyonundan gok
hicre disindaki aktivitesi bu farklilita rol oynayabilir. Farkli calisma
sonuglarinin sebebi immunohistokimyasal ¢alismalarin MMP antikorlarina
veya kullanilan teknige karsi disik seviyede hassasiyeti olmasindan

kaynaklanabilir.

Golub ve arkadaslarn'™ 5 erigskin periodontitisli bireyden
periodontal cerrahi sirasinda alinan inflame digeti érneklerinde kolajenaz

aktivitesinin incelenmesi icin SDS-PAGE / fluorografi / laser densitomettri,
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jelatinaz aktivitesinin degerlendiriimesi igin de jelatin zimografi yéntemi
kullanmiglar ve inklbasyon karisimina doksisiklin  eklemiglerdir.
Arastiricilar  erigkin  periodontitisli  bireylerin  gingival dokularindaki
jelatinolitik  aktivitenin  MMP-2 den ¢ok MMP-9 dan kaynaklandigi
bildirmiglerdir. Periodontitisli bireylerden alinan &rneklerde az sayida
MMP-2 formu tespit edilirken temel olarak MMP-9 formu saptanmistir.
Arastirmacilar inflame gingival dokulardaki MMP’larin gingival hiicrelerden
(fibroblast ve epitelyal hicreler) veya monosit/ makrofajlardan ¢ok PMN’
lerden kaynaklandigint ve PMN kaynakh MMP’ larin aktivitesinin
doksisiklin ile inhibe edilebilecegini bildirmiglerdir. Bu arastirmanin denek
sayis| az ve istatistiksel analiz yapilmamis olmasina ragmen calismanin
sonuglari ile parelel olarak bizim c¢alismamizda da alinan diseti
dokularinda MMP -9 dominant formdur, MMP-2 formu saptanmamis ve
doksisiklin kullanimi MMP-9 ekspresyonunu azaltmigtir

Ramamurthy ve arkadaslarinin'®® calismasinda Escherichia
coli endotoksini enjeksiyonu ile deneysel periodontitis olusturulmus
ratlarda ayni giin KOMT-1,-3,-4,-7,-8 ve doksisiklin 7 giin boyunca oral
yolla 1ml karboksimetilsellloz icinde giinde 2 mg olarak verilmistir. Salin
grubu kontrol olarak kullaniimigtir. 7. gunde ratlar sakrifiye edilip
gcenelerde histomorfometrik inceleme ile alveoler kemik kaybi
degerlendirilmig ve immunohistokimyasal analiz yapilmigtir.
imminohistokimyasal analizde 0 ile 4 arasinda skorlar kullanilmigtir
(0O=boyanma yok, 4=4-6 hlcrede pozitif boyanma var) ve IL-13, MMP-2, -9
ekspresyonu sadece salin, LPS, LPS+KOMT-1 ve LPS+KOMT-4
gruplarinda degerlendirilmigtir. IL-18 ekspresyonunda LPS grubunda
(1.0+0.2) salin grubuna (0) gére artis, LPS+ KOMT-1 (0) ve LPS+ KOMT-
4 (0.5+0.2) gruplarinda ise azalma goézlenmigtir. MMP-9 ekspresyonunda
LPS grubunda (3.0£0.4) salin grubuna (0.9£0.3) gére artis, LPS+ KOMT-
1 (1.0£0.2) ve LPS+ KOMT-4 (2+0.4) gruplarinda ise azalma gdzlenmigtir.
MMP-2 ekspresyonlari salin (1.8£0.5) ,LPS (2.0£0.3), LPS+KOMT-1
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(2.0+£0.6) ve LPS+KOMT-4 (2.0+0.3) gruplarinda benzer bulunmustur.
Histomorfometrik analizde LPS grubunda salin grubuna gére belirgin
kemik kaybi gbézlenmistir (p<0,01). KOMT-8, 1, 3 ve doksisiklin kullanimi
kemik  kaybini  endotoksin  grubuna  g6re belirgin  oranda
disurmuslerdir(p<0,01). Materyal ve ydntem olarak calismamizia bu
calisma arasinda farklihliklar bulunmasina ragmen calismamizda bu
calismaya paralel olarak histomorfometik olarak periodontitis grubunda
kontrol grubuna gdre belirgin kemik kaybi goérilmuastar. Calismamizda
doksisiklin kullanimi kemik kaybini azaltsada istatistiksel olarak anlamh
bulunamamistir. Bunun sebebi ¢alismamizda periodontitis olusumunda 1
hafta sonra ilag kullaniimasi yani kdratif amacl olmasi bu ¢alismada ise
profilaktik ilag kullaniimasi olabilir. Bu calismada c¢alismamiza paralel
olarak doksisiklin tedavisi oral yolla 1 hafta sdreyle kullaniimisgtir.
Galismada doksisiklin tedavisinin imdnohistokimyasal sonuglari veriimemis
sadece KOMT-1 ve 4 degerlendirilmis ve istatistiksel anlamli degerler de
aciklanmamistir. Bu calismayla parelel olarak bizim calismamizda da
MMP-2 ekspresyon seviyesinin dislk oldugu bulgulanmis ve gruplar arasi
karsilastirma yéninden de bir fark bulunamamistir. Bu calismanin MMP-9
ve IL-1B ekspresyonlari sonuglari ile parelel olarak g¢aligmamizda da
periodontitis olusturulan grupta kontrol gruplarina gére anlamh bir artis
bulunmakta ve doksisiklin kullanimi ile bu parametrelerede azalma
g6zlenmektedir. Bununla birlikte édnceden de belirtildigi gibi calismamizia
diger calismalar arasinda kesin bir kargilastirma yapabilmek oldukca
zordur ¢Unki  galismamiz  tiumuyle diabetik ratlar  Uzerinde
gerceklestirilmistir.

Silva ve arkadaslari®®®

ligatlrle deneysel periodontitis (10
gin beklenerek) ve STZ enjeksiyonuyla (65mg/kg) ise diabet
olusturduklari 78 ratta diseti MMP-2, MMP-9 ekspresyonlarini
degerlendirmiglerdir. Ratlar normal ve diabetik olarak 2 grupa ayriimig ve

deneysel periodontitis olusumundan 0, 15 ve 30 gin sonra alinan digeti,
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dokulari immunoflorosans, zymografi ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak MMP-2 ve -9 un
inflame dokularda tesbit edildigi bildirilmis olup MMP-2 nin latent (72kDa),
intermediate (68kDa) ve aktif (62kDa) formlarinin miktarlari normal
ratlarda diabetiklerden daha fazla bulunmustur. Hem normal hemde
diabetiklerde bu 3 MMP-2 formu inflamasyonun 15. ginden sonra kisa
sureli bir artig géstermis, 30. ginde ise azalma egilimi gdstermistir. MMP-9
aktiviteside MMP-2 ye benzer bulunmus, enflamasyonun 15. ginin den
sonra gecici bir artis goézlenmigtir. MMP-9 aktivitesi diabetik ratlarda
belirgin oranda disUk bulunmus ama inflamasyon sirasinda diabetik
ratlarda, non inflame diabetik ratlara gére MMP-9 aktivitesinde yaklasik 13
katlik artis gd6zlenmigtir. Diabetik hayvanlarda inflamasyon suresince
goérilen ylksek MMP-9 aktivitesi bizim c¢alismamizla parelellik
gbstermektedir. Bizim calsmamizda da MMP-9 seviyesi inflamasyonla
artig gostermis tersine MMP-2 aktivitesi inflamasyon slresince diyabetik
hayvanlarda distk bulunmustur. Bunun sebebi bilinmemekte fakat bazi
mediyatdrlerin  diyabette MMP-2 ekspresyonunu azaltacak sekilde
dizenledigi veya bu durumun enzim ve onun inhibitérleri arasindaki
dengesizligi yansitmis olabilecegini distinmekteyiz. Ayrica
calismamizdaki diseti MMP-2 ekspresyonu bu calismadan farkl olarak 7.
gunde degerlendirilmistir ve MMP-2 ekspresyonunundaki dusdkligin
sureyle de ilgili olabilecegi fikrini dogurmustur. Arastiricilar normal ve
diabetik ratlarin diseti dokularinda bulunan stokin profillerindeki
farkhliklarin diyabette inflamasyon sirasinda jelatinazlarin ekspresyon ve
aktivitesindeki degisiklige sebep olabilecegdini bildirmiglerdir.

Ryan ve arkadaslarinin'®

Sprague - Dawley ratlar tzerinde
yaptiklari calismada hayvanlar her grupta 5-7 rat olacak sekilde
gruplandiriimig, tim ratlara STZ enjeksiyonu sonrasi 3 hafta sireyle oral
yolla giinde 15mg/kg KOMT-1, KOMT-3 KOMT-4, KOMT-5 KOMT-7,

KOMT-8 veya doksisiklin verilmistir. Ratlar 3 hafta sonra sakrifiye edilmis
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ve deri 6rnekleri alinmigtir. KOMT-5 disindaki tim tedavi gruplarindaki
diabetik ratlarda total deri jelatinaz ve kolajenaz aktivitesi normalize
olmustur (p<0,001). Enzimografi sonucu diabetik dokulardaki artmig
jelatinaz aktivitesinin cogu 92 kDa’llk MMP-9 formu olarak tesbit edilmis,
72kDa’hk MMP-2 ise tesbit edilebilir seviyenin hafifce Ustlinde
bulunmustur. Bu ¢alismada bizim galismamizdan farkli olarak enzimografi
yontemi kullanilmasina ragmen diabetik ratlarda MMP-2 seviyesi normal
seviyelerin hafif Gzerinde bulunmus fakat istatistiksel olarak analiz
yapilmamistir. Bu calisma diabetik ratlarda patolojik olarak artmig MMP’
nin oral yolla kullanilan doksisiklin veya KOMT tedavisi ile normalize
edilebilecegini gbéstermigstir. Bizim ¢alismamizda da bu ¢alismayla paralel
olarak diabetik ratlarin yumusak dokularindaki MMP-9 seviyelerinde artis

gbruldagu, doksisiklin tedavisi sonucu ise azalma oldugu bulgulanmigtir.

Literatr taramalarimizda deneysel periodontitis ve diabet
olusturulan ratlarda doksisiklin ve klodronat kullanimin MMP-2 ve -9
Uzerine etkisini inceleyen bir calismaya rastlanilmamistir. Dolayisiyla
calismamizla diger calismalar arasinda yapilan karsilastirmalar sadece
degerlendirme amaciyla kullaniimis benzer yéntemlerin secilerek alindigi
sonuclar ile yapilabilmistir. Calismamizda diabetik ratlarda inflamasyon
olusumuyla diseti bag dokusu MMP-9 ekspresyon skorlarinda anlamli
oranda artig gézlenmistir. Doksisiklin, bifosfonat ve kombine tedavinin ise
inflamasyon sonrasi artmig MMP-9 seviyelerini azalttidi, hatta ‘normalize’
ettigi  g6zlenmistir. illac  tedavisi uygulanmis ratlarda MMP-9
ekspresyonunda belirgin inhibisyon saptanmistir. Bu durum doksisiklin ve
bifosfonatlarin  MMP-9 Uretimini kontrol ederek bag doku yikimini
azaltabilecegini gosterebilir. MMP-2 bagd doku ekspresyon skorlari
arasinda ise gruplar arasi farka rastlaniimamistir. Bunun sebebi
bilinmemesine ragmen calismamizin akut inflamasyonu degerlendirmesi
ve bu dbénemde inflame gingival dokulardaki MMP’larin gingival

hicrelerden (fibroblast ve epitelyal hicreler) veya monosit/ makrofajlardan
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¢cok PMN’ lerden kaynaklanmasi sebep olabilir. MMP’larin  bag
dokusundan ekspresyonu ve inhibisyonu arasindaki denge cesitli sitokinler,
biyime faktoérleri ve hormonlart iceren kompleks etkilesimlerle
saglanmaktadir. Diabette bu mediatorlerin dengesinde goéralen farklihklar

MMP ekspresyonunda degisikliklere sebep olabilir.

Duarte ve arkadaslar®® diabetik ve kronik periodontitisli
hastalarin diseti dokularindaki sitokin seviyelerini degerlendirimisler ve
IL-1 B ve IL-6 nin artan ekspresyonunun diabetik periodontal
inflamasyonlu hastalarda non diabetik periodontitislilere gére daha fazla
oldugunu bildirmiglerdir (p<0,05). Artmis olan sitokin ekspresyonunun
diabetli bireylerde periodontal yikimin daha fazla gérilmesine sebep
olabilecegi bildirilmigtir. Bizim ¢alismamizdada bu calismayla parelel
olarak diabet ve periodontitis grubunda IL-18 seviyeleri ylksek
bulunmustur.

Anderson ve arkadaslar®® deneysel diabet ve ligatiirle
periodontitis olusturulmus ratlar ve sadece diabet olusturulmus ratlardan
alinan epididymal adipose dokularda IL-1 B’'nin %25 arttigini (p<0,05) ve
histomorfometrik analizde diabet + periodontitis grubunda (0.59:0.2mm),
diabet grubundan (0.37:0.1mm) daha fazla alveoler kemik kaybi (p<0,01)
g6zlendigini bildirmiglerdir. Bizim calismamizda bu calismadan farkli
olarak diseti dokulari incelenmis ve bu calismayla parelel olarak diabet+
periodontitis olusturulan grupla diabet grubu arasinda digeti IL-1 8
seviyeleri agisindan belirgin fark bulunmustur (p<0.01). Ayrica benzer
histomorfometrik ydéntem kullaniimis ve diabet+periodontitis grubunda
(0.54£0.15mm), diabet grubundan (0.26+0.06mm) daha fazla alveoler
kemik kaybi gdzlenmistir (p<0,05).
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Weinreb ve arkadaslar'®® bifosfonatlardan alendronatin,
maymunlarda deneysel periodontitis olusumuna bagh gelisen alveoler
kemik kaybi Uzerine etkisini histomorfometrik olarak degerlendirmiglerdir.
27 maymun deneysel periodontitis olusumundan sonra 3 gruba ayriimisg; 1.
gruba salin, 2. gruba 0,05mg/kg alendronat, 3. gruba 0,25 mg/kg
alendronat intravendz olarak 2 haftada bir defa 16 hafta stresince enjekte
edilmistir.  Ligatlr vyerlestiriimeden 1 hafta &6nce ilag tedavisine
baslaniimistir. Karsit ¢enedeki ligatire edilmemis digler kontrol grubu
olarak kabul edilmistir. Salin uygulanmis grupta belirgin kemik kaybi
g6zlenmis, 0,05 mg/kg alendronat kemik kaybini belirgin oranda azaltmis,
0,25mg/kghk alendronat tedavisinin ise furkasyon bdlgesindeki alveoler
kemik kaybini azaltmakta etkisiz oldugu, mine-sement birlesim bdlgesinde
de hafif etkili oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizdan farkh
olarak profilaktik doz ve uzun sdreli intravendz bifosfonat uygulanmig
olmasina ragmen bu c¢alismayla paralel olarak ¢alismamizda bifosfonat
kullandiriimayan gruba goére bifosfonat kullanimi alveoler kemik kaybini
azaltmis fakat bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

Rocha ve arkadaslari®® 40 diabetik hastaya 6 ay boyunca
gunde 10 mg alendronat veya plasebo tedavisi uygulamis ve alveoler
kemik siniri ile mine-sement hududu arasi mesafe dijital radyografiyle
degerlendirilmigtir. Ayrica kemik rezorpsiyonun biyokimyasal belirtecleri
olan idrar N-telopeptid (Ntx) seviyeleri, diabetin metabolik kontrol ve klinik
parametreler baslangic ve 6 ay sonra degerlendirilmistir. iki grubada
mekanik tedavi ve oral hijyen uygulamalari yapilmigtir. Sonug¢ olarak
baslangicta ve 6 ay sonra gruplar arasinda diabetin metabolik durumu
acisindan fark bulunamamis fakat periodontal tedavi sonrasinda iki
gruptada baslangica goére kan glukoz seviyesi ve HbA1c degerlerinde
azalma goézlenmistir. Nitx belirtecinde de tedavi grubunda belirgin azalma
(P=0,006) periodontal parametrelerde 2 gruptada diizelme gbzlenmis fakat

tedavi grubunda daha iyi sonuclar alinmigtir. Alveoler kemik - mine-
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sement sinirt arasi mesafe kontrol grubunda artarken alendronat
grubunda azalmigtir (P=0,0003). Bu calisma diabetik dokularda
bifosfonatin etkinligini inceleyen tek calismadir. Bu calismaya parelel
olarak bizim galismamizda da bifosfonat kullanimi sonrasinda alveoler
kemik kaybinda azalma go6zlenmistir fakat fark anlamli bulunmamistir. Bu
durum ilacin kullanim slresi ve seklindeki farkhliklar ve c¢alismanin

insanlarda planlanmig olmasindan kaynaklanabilir.

Alencar ve arkadaslarinin'® calismasinda 72 erkek wistar
ratta ligatlrle deneysel periodontitis modeli olusturulmus, klodronatin
kemik rezorpsiyonu ve inflamatuar parametreler Uzerine etkisi
degerlendirilmigtir. Kiratif klodronat grubunda ligatur yerlestiriimesinin 5.
gindnde 1, 5, 25 mg/kg dozlarinda subkutan klodronat enjeksiyonlarina
baslanilmis , ilag 7 gin enjekte edildikten sonra 11. glnde
sakrifikasyonlar yapilmigtir. Sonug olarak kuratif klodronat grubunda 1, 5
ve 25mg/kg ik dozlarda tedavi edilmeyen gruba kiyasla alveoler kemik
kaybi sirasiyla %20, %62 ve %69 olarak bulunmustur. Kiretif gruplarda
hem 5 hemde 25mg/kglk dozlarin kullanimi tedavi edilmemis gruba gére
belirgin olarak alveoler kemik kaybinda azalma saglamistir (p<0,05).
Histolojik degerlendirmede inflamatuar hicre akiimulasyonu ve osteoklast
sayisinin  25mg/kg uygulanan kdratif grupta tedavi edilmemis gruba gore
anlamh miktarda daha az oldugu g6zlenmigtir (p<0,05). Bizim
calismamizda da bifosfonat grubunda inflamasyon dizeyinde ve alveoler
kemik kaybinda dusls gb6zlenmis fakat fark anlamh bulunamamistir.
Calisma sonuglari arasindaki farklihklara, bu c¢alismada bizim
c¢alismamizdan farkh olarak ylksek dozda klodronat kullaniimasi ve ayrica
calismamizdaki tdm gruplarin diabetik ratlardan olusmasinin sebep
olabilecegini diginmekteyiz.

Llavaneras ve arkadaslar'® E. coli endotoksini ile

deneyesel peridontitis olusturulmus ratlarda KOMT-8 ve klodronatin
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kombine kullaniminin diseti dokulari kolajenaz ve jelatinaz aktivasyonu
Uzerine etkilerini degerlendirmigtir. 30 rat salin, endotoksin, endotoksin+
KOMT-8 (1mg/gin oral olarak), endotoksin+ klodronat (subkutan 1mg tek
enjeksiyon), endotoksin+KOMT-8+klodronat kombinasyonu gruplarina
ayrilmistir. ilaglar endotoksin enjeksiyonundan 24 saat sonra verilmis ve
ratlar 7 gin sonra sakrifiye edilerek dis mobiliteleri 6lgiimis ve diseti
dokularinda da MMP analizi yapiimigtir. Endotoksin grubunda, salin
grubuna goére belirgin alveoler kemik kaybi gézlenmistir. Tek tek ilag
kullanilan gruplarda  kemik kaybininda hafif azalma, kombinasyon
grubunda ise kontrol grubuna benzer sonuglar bulunmustur. LPS
uygulamasi kolajenaz aktivitesini kontrol grubuna gére arttirmig, KOMT-8
ve klodronatin tek basina kullaniimasi kolajenaz aktivitesini  %22-31,
kombine tedavi ise %91 azaltmistir. Llavaneras ve arkadaslari®nin
yaptiklari diger bir calismada, yine E. coli endotoksini ile deneyesel
peridontitis olusturulmus ratlarda KOMT-8 ve klodronatin kombine
kullaniminin digeti dokulari kolajenaz (MMP-8) , jelatinaz (MMP-9) ve
elastaz  aktivitesi Uzerine etkileri incelenmistir. Ratlarda LPS
uygulanmasindan 1 hafta sonra alveoler kemik kaybi ve kolajenaz (MMP-
8) , jelatinaz (MMP-9) ve elastaz aktivitesininde belirgin artis gézlenmistir
(p<0,001). Tek basina KOMT-8 (oral yolla 1mg KOMT-8 igceren 1ml
karboksimetilsellloz) veya klodronat (haftada 1/ 1mg subkutan)
kullaniminin kolajenaz, jelatinaz ve elastaz aktivitesinde azalma sagladigi
g6zlenmistir. Tek tek ilag kullanilan gruplarda kemik kaybinda hafif
azalma, kombinasyon grubunda ise periodontitis olusturulmayan kontrol
grubuna benzer sonuglar bulunmustur. KOMT-8 ve klodronatin kombine
tedavisinin digetinde patalojik olarak yiukselmis MMP, elastaz ve alveoler
kemik kaybi seviyelerini ‘normalize’ ettigi belirlenmis ve bu etkinin de
ilaglarin sinerjistik etkisine bagl olabilecegdi belirtiimistir. Calismamizda bu
calismalara paralel olarak jelatinaz ekspresyonunda ve alveoler kemik
kaybinda azalma gézlenmis fakat bu calismanin sonuclarindan farkli

olarak alveoler kemik dizeyi agisindan kombine ilag grubumuzla
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periodontitisli tedavi edilmeyen kontrol grubu arasinda istatistiksel fark
bulunmamistir. Bu farkhliklar, kullanilan ilaglar ve dozlari, uygulanan
tedavi yéntemi ve ratlarin farkh sistemik durumda olmasindan
kaynaklanabilir.

148 ratlarda

Yaffe ve arkadaslarinin calismasinda
tetrasiklinler ve alendronat’in kombine uygulanmasinin flap elevasyonu
sonrasi alveoler kemik yikimini azaltmadaki etkinligi incelenmigtir.
Mukoperiosteal flap kaldirihp lokal olarak alendronat, %1’lik tetrasiklin
hidroklorid, %10’luk doksisiklin hyclate, alendronat + %10’luk doksisiklin
hyclate, alendronat + %1’lik tetrasiklin hidroklorid uygulanmig gruplardaki
kemik yikim miktarlari radyografik olarak karsilastiriimistir. Rezorpsiyonun
engellenmesinde %10’luk doksisiklinin en etkili ajan oldugu ve %71’lik
tetrasiklinin belirgin bir etkisinin olmadidi fakat alendronatla birlikte
kullanildiginda  sinerjistik etki sagladigi bildirilmigtir. Ayni zamanda
alendronatin doksisiklinin etkisini fazladan arttirmadidi gézlenmigitir. Bu
calismada doksisiklin ve bifosfonat kullanilan gruplarda sinerjistik etki
g6zlenmemesi doksisiklinin (%10) ylksek konsantrasyonda hazirlanmig
olmasi ve alendronat ve doksisiklinin ayni bélgeleri hedef almasi sebebiyle
olabilecegdi disundlmustar.

Literatir taramalarimizda deneysel periodontitis ve diabet
olusturulan ratlarda doksisiklin ve klodronat kullanimin IL-1B seviyeleri
Uzerine etkisini inceleyen bir calismaya rastlanilmamistir. Calismamizda
diabetik ratlarda inflamasyon olusumuyla diseti bag dokusu IL-1B
ekspresyon skorlarinda anlamli oranda artis g6zlenmistir. Doksisiklin,
bifosfonat ve kombine tedavinin ise inflamasyon sonrasi artmis IL-1
seviyelerini azalttigi saptanmigtir. Interldkinlerin MMP ekspresyonunu
arttiracak sekilde diizenledigi bilinmektedir. Calismamizdaki MMP-9 ve IL-
1B dlzeyleri arasinda gérulen korelasyonda bu bulguyu desteklemektedir.

Calismamizda periodontitis  olusturulduktan sonra  doksisiklin  ve
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bifosfonatin tek tek ve kombine uygulandigi gruplarda, sadece
periodontitis olusturulmus gruba gére bag doku MMP-9 ve IL-18
ekspresyonlarinda anlamli azalma bulunmasina ragmen alveoler kemik
kaybi ve mobilitedeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmamasinin
nedeni biyokimyasal degisikliklerin klinik parametrelerden énce gérilmesi
olabilir. Bununla birlikte calismamizda kullanilan ilaclar periodontitis
olusumunu takiben 1 hafta streyle uygulanmistir ve daha uzun dénem ilag
uygulamalarinin klinik ve histolojik parametrelerde daha farkli dizelme
saglayabilir. Ratlar Gzerinde yaptigimiz ¢alismamizin sonuglari kronik
periodontitisli diyabetik hastalarda uygulanan geleneksel periodontal
tedavi yontemlerine ek olarak doksisiklin ve bifosfonatlarin kullanimi igin
olumlu sonuglar vermesine ragmen konuyla ilgili uzun dénem deneysel ve

klinik caligsmalara ihtiya¢ oldugunu diugtinmekteyiz.
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SONUC

Deneysel periodontitis olusturulmus diabetik ratlarda disik
doz doksisiklin ve bifosfonatlarin tek tek ve kombine uygulamalarinin
diseti MMP-2, MMP-9 ve IL-1B dlzeyleri ve alveoler kemik seviyesi

tzerine etkilerini inceledigimiz ¢calismamizda:

1. TOm ratlarda diabet olusumundan sonra deney
baslangicina gére kilo kaybi ve bununla birlikte kan glukoz dizeylerinde
baslangi¢c degerlerine goére artis gézlenmistir.

2. Doksisiklin, klodronat ve bu ilaglarin kombine
uygulanmasinin deneysel periodontitis sonrasi olusan alveoler kemik
kaybi  dlzeyini azalttii ancak sonuclar istatistiksel olarak
karsilastinldiginda, gruplar arasindaki farklarin anlamli  olmadigi

bulgulanmigtir.

3. Klodronat kullanimi ila¢ kullanilmayan peridontitis
olusturulan gruba ve kombine ila¢ tedavisi kullanilan gruba gére mobilite

miktarini istatistiksel olarak anlamh oranda digtrmustar.

4. Klodronat ve ilaglarin kombine uygulanmasi deney
bdlgesinde periodontitis olusumu sonrasi artan inflamasyonu azaltmis,
ancak sonugclar istatistiksel olarak karsilastirildiginda, gruplar arasindaki

farklarin anlamh olmadigi gézlenmistir..

5. Klodronat uygulamasinin, doksisiklin uygulamasina goére

enflamasyonu istatistiksel dizeyde dusurdugu goéralmagtar.

6. Doksisiklin, klodronat ve bu ilaglarin kombine uygulanmasi

MMP-9 ekspresyonunu ila¢ kullanilmayan peridontiits olusturulan gruba
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gore istatistiksel dizeyde azaltmistir. Ayrica dosisiklinin  yalniz
kullaniminin  MMP-9 ekspresyonunu azaltmada kombine kullanimdan
anlamli oranda daha etkili oldugu bulunmustur. Tek basina doksisiklin
kullaniminin sadece diabet olusturulmus kontrol grubu ratlarindaki MMP-9

ekspresyonunu ‘normalize’ ettigi bulgulanmistir.

7. Gruplar arasinda MMP-2 ekspresyonu agisindan fark

bulunmamistir.
8. Doksisiklin, klodronat ve bu ilaglarin kombine uygulanmasi,

IL-1B ekspresyonunu ilag kullaniimayan peridontitis grubuna gére anlamli
bicimde azaltmigtir
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OZET

DIABETIK RATLARDA DUSUK DOZ DOKSISIKLIN VE BIFOSFONAT
KLODRONAT KULLANIMININ ALVEOLER KEMiK KAYBI VE DISETI
MATRIKS METALLOPROTEINAZ -2, -9 VE INTERLOKIN-1p
DUZEYLERIi UZERINE ETKIiSININ HISTOLOJIK VE
IMMUNOHISTOKIMYASAL OLARAK iINCELENMESI

Diabetin periodontal hastalik riskini arttirdigi bilinmektedir.
Doksisiklin periodontal tedavide antimikrobiyal ve anti-enzimatik etkileriyle
kullanilmaktadir. Bifosfonatlarla ilgili yapilan c¢alismalarda bu ilaglarin
alveoler kemik kaybini inhibe ettigi bildirilmigtir. Bu calismanin amaci,
periodontitis olusturulmus diabetik ratlarda disik doz doksisiklin ve
bifosfonatlardan klodronatin kombine uygulamalarinin diseti MMP-2, -9 ve
interlékin-13 duzeyleri Uzerine etkilerini incelemek ve bu sonuglar tek
basina uygulanan disik doz doksisiklin ve bifosfonatlara ait sonuglar ile
karsilastirmaktir.

50 adet Wistar rat 5 calisma grubuna ayriimistir: Grup1
(diabet kontrol), grup 2 (diabet + periodontitis), grup 3 (diabet +
periodontitis + doksisiklin), grup 4 (diabet + periodontitis + klodronat), grup
5 (diabet + periodontitis + doksisiklin + klodronat). Ratlarda diabet
olusumu saglandiktan sonra doksisiklin ve klodronat tek basina veya
kombine halde 7 gin boyunca uygulanmigtir. 7. ginde ratlar sakrifiye
edilip, dislerdeki mobilite dizeyleri dlcilmuis, diseti dokularinda histolojik
incelemeyle inflamasyon seviyeleri ve immunohistokimyasal analiz ile de
MMP-2, MMP-9 ve IL-18 ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Alveoler
kemik dlzeyi ise 1s1k mikroskop altinda morfometrik olarak &l¢ctimugtar.
Veriler istatistiksel olarak Kruskal Wallis, post hoc Tukey testleri ve

Spearman korelasyon analiziyle incelenmigtir.
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Alveoler kemik dlzeyi ve inflamasyon skorlari dlgimlerinde
grup 2, 3, 4 ve 5de grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamli bir artis
g6zlenmigtir  (p<0,05). inflamasyon  skorlari arasindaki  fark
degerlendirildiginde grup 2, 3, 4 ve 5'de grup 1’e gore istatistiksel olarak
anlamli bir artis (p<0,05), grup 4'de grup 3’e gbére anlamli bir azalma
g6zlenmistir (p<0,05). Gruplar arasi mobilite skorlari degerlendirildiginde
grup 2, 3, 4 ve 5de grup 1’e gore istatistiksel olarak anlamh bir artis
g6zlenmistir (p<0,05). Bununla birlikte grup 4’de grup 2’ye ve grup 5e
gore istatistiksel olarak anlamh bir azalma g6zlenmistir (p<0,05). MMP-9
ekspresyonunda grup 2’de grup 1’e gbére anlamli oranda artis ve grup 3'de
grup 1’e gbére anlamli oranda azalma gbézlenmistir. (p<0,05) Bununla
birlikte, grup 3, 4 ve 5 ‘de grup 2’ye gbére (p<0,01) grup 3'de grup 5’e gbére
(p<0,05) istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmistir. Gruplar arasi
MMP-2 ekspresyonunda anlamh bir fark bulunamamistir. IL-13
ekspresyonu degerlendirildiginde grup 2 ile karsilastinldiginda grup 1, 3, 4

ve 5'de istatistiksel olarak anlamli oranda azalma gézlenmistir (p<0,01).

Bulgularimizda klodronat ve doksisiklinin tek tek ve kombine
uygulamalarinin MMP-9 ve IL-1B ekspresyonunu anlamli oranda inhibe
edebilecedi gortlmagstir. Bununla beraber c¢alismamizda kullanilan
ilaglarin diseti dokusu ve alveoler kemik Uzerine etkilerini daha iyi
degerlendirebilmek icin ¢ok gruplu daha fazla sayida denegin kullanildigi
yeni ¢caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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SUMMARY

EFFECTS OF LOW DOSE DOXYCYCLINE AND
BISPHOSPHONATE CLODRONATE ON GINGIVAL LEVELS OF
MATRIX METALLOPROTEINASES -2, -9, INTERLEUKIN-13 AND

ALVEOLAR BONE LOSS IN DIABETIC RATS. A HISTOLOGICAL AND
IMMUNOHISTICHEMICAL STUDY

Previous researhes indicated that diabetes increases the risk
of periodontal diseases. Doxycycline has been widely used in periodontal
treatment for its antimicrobial and anti-enzymatic effects. Bisphosphonates
have been shown to inhibit alveoler bone resorption. The aim of this
research is to evaluate the reduction capacity of low dose doxycycline
combined using with a bisphosphonate clodronate on gingival levels of
MMP-2, -9, interleukin-13 and alveolar bone loss and compare this

treatment model with mono therapies in diabetic rats.

50 adult Wistar rats were divided into five study groups:
Group 1 (diabetes control), group 2 (diabetes + periodontitis), group 3
(diabetes + periodontitis + doxycycline), group 4 (diabet + periodontitis +
clodronate), group 5 (diabetes + periodontitis + doxycycline + clodronate).
Doxycycline and clodronate were given as a single agent or as
combination therapy during the 7 days of the post -experimental
periodontitis period. On day 7, the rats were sacrificed and the mobility of
the tooth were recorded and block biopsies were removed. The gingival
tissues were analyzed histologically and immunohistochemically for
expression of MMP-2, MMP-9 and IL-1B. Alveoler bone loss was
evaluated morphometrically under a light microscope. Data analysis was
performed statistically by Kruskal Wallis and post hoc Tukey tests and

Spearman correlation test.

96



Alveoler bone loss and inflammation scores were
significantly higher in the group 2, 3, 4 and 5 than group 1 (p<0,05).
Inflammation scores were significantly lower in the group 4 than group 3
(p<0,05). Tooth mobility was significantly increased in the groups 2, 3, 4, 5
compared to group 1(p<0,05). In addition, mobility score was statistically
lower in the group 4 compared to group 2 and 5 (p<0,05). MMP-9
expressions were significantly higher in the group 2 than in the group 1
(p<0,05) and significantly lower in group 3 than 1. At the same time, MMP-
9 expressions were higher in group 2 than group 3, 4 and 5 (p<0,01) and
significantly higher in group 5 than 3 (p<0,05). No significant differences
were found in MMP-2 expressions among the study groups. IL-1B
expressions were significantly lower in the group 1, 3, 4, 5 than 2 (p<0,01).

Our findings suggest that combined clodronate and
doxycycline and monotherapies may significantly inhibit MMP-9 and IL-13
expressions. However, to better understanding the effects of these drugs
on the gingival tissues and alveolar bone, new studies with large amount

of groups and test subjects are necessary.
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Varhgiyla bana gug¢ veren ve tum zorluklarda yanimda olan
sevgili esim Ersin Ozdemir'e

Hayatim boyunca bana destek olan, ylreklendiren, inanan
annem Gilsen Pinar, babam Dr. Glven Pinar kardesim Dr. Pelin Pinar
Deniz'e

En icten tesekkdrlerimi sunarim.
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