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1. OZET

Tezin bashg : Hiperglisemi Modeli Olusturulmus Zebra Baliklarinda Porphyromonas
Gingivalis'in Virulans Faktorlerinin inflamatuar Yanit Uzerine Etkilerinin Incelenmesi
Ogrencinin Adi Soyadi : Gizem Giindiiz

Damismanin Adi Soyadi : Dr. Ogr. Uyesi Kemal Naci Kose

Es-Damismanin Adi Soyadi: Ebru Isik Alturfan

Programin Adi : Periodontoloji Doktora Programi

Amac: Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), periodontal hastaliklarda kilit patojenlerden
biridir ve diyabet gibi hiperglisemiyle karakterize sistemik hastaliklarla da
iliskilendirilmektedir. P. gingivalis’in virulans faktorlerinden en Onemli endotoksin ise
gingipainlerdir. Model organizmalar ig¢inde zebra baligi (Danio rerio) insanlarla yiiksek
fizyolojik ve genetik homolojiye sahip olmasi nedeniyle in vivo ¢alismalarda tercih edilir. Bu
calismadaki amagc, hiperglisemi modeli olusturulmus zebra baliklarinda gingipaine baglh
gelisen inflamatuar yanitin degerlendirilmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Yetiskin zebra baliklar1 Kontrol (K), Hiperglisemi (H), Gingipain (G),
Hiperglisemi+Gingipain (H+G) seklinde gruplara ayrild1 (n=15). iki haftanin sonunda baliklara
oral glukoz tolerans testi (OGTT) yapildi ve aglik kan sekeri (AKS) diizeyleri 6lgiildii. Oksidan-
antioksidan sistem parametreleri ile alkalen fosfataz (ALP) ve asetilkolinesteraz (AChE)
aktiviteleri hepatopankreas orneklerinde spektrofotometrik yontemle analiz edildi. Tnf-¢, il-1p,
ins, crp ve YKL-40 analoglar1 chia.5 ve chia.6 gen ifade diizeyleri ger¢cek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemiyle incelendi.

Bulgular: iki hafta fazla besleme sonrast H ve H+G gruplarindaki balik agirliklari, AKS ve
OGTT degerlerindeki artis ile hiperglisemi durumu dogrulandi. Hem hiperglisemi hem de
gingipain gruplarinda AChE ve ALP aktivitelerindeki artis ile birlikte oksidatif stres
belirteglerinde ve pro-inflamatuar belirteglerde artis goriildii. Bu artiglar, H+G grubunda ¢ok
daha belirgin sekilde kaydedildi.

Sonu¢: Elde edilen sonuglar diyabet ve obezite gibi hiperglisemik durumlarda goézlenen
periodontal dokulardaki siddetlenmis inflamatuar yanitta, tek basina gingipainlerin roliini
desteklemekte olup P. gingivalis’in bu patogenezdeki roliinii ortaya ¢ikarmaktadir. Bilgimiz
dahilinde, hiperglisemi modeli olusturulmus zebra baliklarinda gingipain ilk defa kullanilmig
olup, ¢alismamizin ilerideki arastirmalara rehber olacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Gingipain, hiperglisemi, inflamasyon, zebra baligi, RT-PCR



2. SUMMARY
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Objective: Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), a major pathogen in periodontal diseases,
is linked to hyperglycemia-associated diseases, including diabetes mellitus. Gingipains, are the
essential endotoxins of P. gingivalis and rarely studied in vivo. Zebrafish (Danio rerio) is a
vertebrate with strong physiological and genetic homology with humans, having co-orthologs
for human genes. Therefore, they are the preferred model animals in in vivo studies. The aim
of presented study is to determine the effects of gingipain in a hyperglycemia-induced zebrafish
by evaluating inflammation, oxidant-antioxidant status, and the cholinergic system.

Materials and Methods: Adult zebrafish were distributed into 4 groups including Control(C),
Hyperglycemia-induced(H), Gingipain-induced(G), and Hyperglycemia-induced+Gingipain-
induced(H+G)(n=15). After 15-days of overfeeding of H and H+G grups, for all goups, oral
glucose tolerance test(OGTT) was performed, and fasting blood glucose(FBG) levels were
measured. Oxidant-antioxidant parameters comprising LPO, NO, glutathione, GST, catalase,
SA, and ALP and AChE activities were determined spectrophotometrically in the
hepatopancreas. Tnf-a, il-15, ins, crp, and the acute phase protein YKL-40 analogs chia.5 and
chia.6 expresssions were evaluated by RT-PCR.

Results: After two weeks of overfeeding, significantly increased weight gain, FBG, and OGTT
confirmed that the zebrafish were hyperglycemic. Increased oxidative stress and inflammatory
markers in addition to ALP and AChE activities were observed in both overfeeding and GP
groups. Amplification of inflammation and oxidative stress was evident in the H+G group
through increased expression of crp, il-1, chia.5, and chia.6 and increased LPO and NO levels.
Conclusion: Our results demonstrate the role of gingipains in the increased inflammatory
response in hyperglycemia-associated diseases.

Keywords: Gingipain, hyperglycemia, inflammation, zebrafish, RT-PCR



3. GIRIS ve AMAC

Periodonsiyum disi saran ve destekleyen diseti, periodontal ligament, sement ve alveol
kemiginden olusan yapiya denir. Periodonsiyumu etkileyen periodontal hastaliklar sadece diseti
ile smirli kaldiysa gingivitis, alveol kemigi ve sement gibi diger yapilara da yayildiysa
periodontitis adin1 alir (Newman ve ark., 2011). Dis kaybina neden olan ve bireyin hayat
kalitesini etkileyen periodontal hastaliklar toplumda olduk¢a yaygin goriilmektedir (Petersen &
Baehni, 2012). Periodontal hastaliklarin prevalansiyla ilgili 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada
periodontal hastaliklarin diinya niifusunun %90'mi etkiledigi bildirilmistir (Pihlstrom ve ark.,
2005) Amerika Birlesik Devletleri’nde 2009°da yayinlanan bir arastirmada ise 18 yasiin
tizerindekilerin yarisindan fazlasinda baslangic sathasinda periodontitis oldugu, 35 yasin
tizerindeki kisiler arasinda ise bu oranin %75'lere ulagtig1 bildirilmistir (Friedewald ve ark.,
2009). Periodontal hastaliklar kompleks inflamatuar hastaliklar olup genel olarak bakteriyel,
travmatik, gelisimsel, metabolik ya da genetik faktorlere bagli olarak gelisir. Periodontal
hastaliklarin baglica etkeni mikrobiyal dental plak icerisindeki patojen bakteriler ve onlarin
tiriinleri olarak kabul edilir. Mikrobiyal dental plak icerisinde 700°den fazla tanimlanmig
mikroorganizma oldugu bilinmektedir (Deo ve ark., 2019). Bu mikroorganizmalar birbirleri
arasinda denge icinde yasarlar. Bu denge yukaridaki sayilan faktorlerin etkisiyle bozuldugunda
periodontal hastaliklar ortaya g¢ikar (Kornman, 2008; Newman ve ark., 2011). Periodontal
hastaliklarin sistemik hastaliklarla olan iligkisi ise son yillarda dikkati ¢eken bir konu olmustur.
Bu hastaliklarin diyabet, obezite ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi sistemik hastaliklarin
patogenezini de negatif yonde etkiledigi gosterilmistir (Levine, 2013; Khumaedi ve ark., 2019;
Sanz ve ark., 2020).

Hiperglisemi, kan glukoz seviyesinin asir1 derecede artmasiyla karakterize metabolik bir
durumdur. Hiperglisemi tedavi edilmediginde goz, bobrekler, sinirler, kalp ve periferik damar
sisteminde hasar gibi yasami tehdit eden bircok ciddi komplikasyona yol agabilir.
Hipergliseminin goriildiigi hastaliklar arasinda basta diyabet ve obezite olmak iizere
hipertansiyon, hiperlipidemi ve polikistik over sendromu o6nde gelir (Mouri & Badireddy,
2022)..

Hiperglisemi igin risk faktorii teskil eden ve bunun yaninda artmis sistemik inflamasyon
durumuyla da iliskilendirilen diyabet ve obezite gibi biiylik popiilasyonlar: etkileyen sistemik
hastaliklar periodontal hastaliklarla yakindan iliskilidir (Levine, 2013). Viicuttaki genel
inflamasyon seviyesindeki artis ile birlikte sistemik dolasimdaki pro-inflamatuar

mediyatorlerin seviyelerinde de artis goriiliir. Bu durumdaki kisilerde periodontal hastalifin



gelismesi durumunda periodontal patojenler ile onlarin {iriinlerine karsi ortaya ¢ikan sitokinler
kan dolagimi vasitasiyla sistemik inflamasyon seviyesini daha da arttirir. Boylelikle bir taraftan
mevcut sistemik hastaligin kontrolii zorlasirken diger taraftan periodontal patojenlere karsi
gelisen inflamatuar cevapta da artis meydana gelerek periodontal hastaligin kontrolii zorlasir,
sistemik dolagimdaki interlokin 1 beta (IL-1p) ve tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) gibi pro-
inflamatuar sitokinlerin miktarlari artarken hiperglisemik durum daha da kétiilesir (Khader ve
ark., 2006). Ornek verilecek olursa, periodontitise sahip fakat diyabeti olmayan Kisilerle
periodontitisli ve diyabetli kisiler karsilastirildiginda bu iki hastalifa da sahip bireylerde daha
yuksek inflamatuar ve immiinolojik reaksiyonlarin goriildiigii bildirilmistir (Polak & Shapira,

2018).

Inflamasyonun artmasinda sitokinlerin yan1 sira akut faz proteinlerinin de énemli rol oynadig
bilinmektedir (Kushner & Mackiewicz, 2020). Akut faz proteinleri arasinda en sik adi gegen
C-reaktif protein (CRP) ve ona nazaran nispeten yeni olan YKL-40 (kitinaz-3 benzeri protein
1(CHI3L1)) diyabet ve obezite gibi hiperglisemiyle karakterize hastaliklarla iliskilendirilmistir.
Son yillarda yapilan periodontitis ile akut faz proteinleri arasindaki iliskiyi ve akut faz
proteinlerinin periodontal patogenezdeki roliinii agiklamaya ¢alisan arastirmalarda bu iki akut
faz proteinlerinin seviyelerinde kayda deger yiikselmeler oldugu belirtilmistir (Baeza ve ark.,
2020; Kido ve ark., 2015; Nielsen ve ark., 2008; Pereira ve ark., 2022; Rathcke ve ark., 2006).
Hatta YKL-40’1n diyabetik hastalarda CRP’ye gore daha spesifik oldugu iddia edilmistir. Bu
caligmada Tip 2 Diabetes Mellituslu (T2DM) bireylerdeki artmis plazma YKL-40 seviyesinin,
aclik plazma glikozu ile iliskili oldugu ancak viicut kitle indeksi ile iliskili olmadigi ve
dolayisiyla plazma YKL-40 seviyesinin obeziteden bagimsiz diyabet spesifik bir belirteg olarak
kullanabilecegi belirtilmistir (Nielsen ve ark., 2008). Bir baska ¢alismada ise gingivitisli ve
periodontitisli kigilerden alinan serum ve diseti olugu sivis1 drneklerinde, saglikli insanlardan
alinan 6rneklerden daha yiiksek YKL-40 seviyelerinin tespit edildigi rapor edilmistir (Keles ve
ark., 2014; Kido ve ark., 2015). Bu arastiricilar, yaptiklari takip ¢alismalarinda hastalarin
periodontal tedavisi sonrasinda YKL-40 seviyelerinin saglikli hastalarinkilerle ayni seviyelere
indigini gostermis olup YKL-40’m periodontal hastaliklarda olusan inflamasyon seviyesinin
belirlenmesinde potansiyel bir biyobelirteg olabilecegini ileri siirmiislerdir (Keles-Yucel ve
ark., 2020). Bir akut faz proteini olarak YKL-40’1n diyabet ve hiperglisemiyle iliskilendirildigi

caligmalara duyulan ihtiyag¢ halen giincelligini korumaktadir.

Genis bir yelpazeye sahip olan oral mikrobiyota igerisinde periodontitiste etkili olan
mikroorganizmalart Socransky ve ark. (1998) bulunduklari bolgelere, hastaligin gelisim

evrelerine ve patojenitelerine gore degisik renk gruplarina ayirarak simiflamistir. Bu
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mikrobiyolojik siniflandirma igerisinde patojenitesi en yiiksek olan grup kirmizi kompleks
adin1 almaktadir ve bu kompleks igerisinde Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis),
Treponema denticola ve Tannerella forsythia gibi zorunlu anaerop bakteriler bulunmaktadir
(Socransky ve ark., 1998).

Kirmiz1 kompleks bakteriler igerisinde 6ne ¢ikan P. gingivalis, periodontitiste Kilit patojen
olarak rol oynamakta olup sistemik hastaliklarla yakindan iligkilidir. Ayrica viicutta dolagim
yoluyla hareket ederek beyin ve kalp gibi bazi hayati organlarda da saptandigi cesitli
calismalarla gosterilmis bir patojen bakteridir (Bahar ve ark., 2021; Dominy ve ark., 2019;
Hajishengallis, 2015). P. gingivalis’in kronik periodontitis hastalarinin subgingival plaklarinda
%85,75 oraninda bulundugu tespit edilmistir (How ve ark., 2016). Periodontiste kilit tasi
patojen olarak kabul edilen bu bakterinin kommensal bakteri popiilasyonunu yeniden
diizenleyerek disbiyozise neden oldugu ayrica virulans faktorleri aracigiliyla da immiin yaniti
regiile ettigi gosterilmistir (Hajishengallis, 2015; Olsen ve ark., 2017). Virulans faktorleri
arasinda membran lipopolisakkaridi, fimbria, kapsiil ve bakteriye 6zgii proteinazlar olan
gingipainler sayilmaktadir (Xu ve ark., 2020). Periodontal hastalikta kilit patojen role sahip
olan P. gingivalis bakterisi ile lipopolisakkaritler (LPS) ve gingipain gibi onun virulans
faktorleri de sistemik dolasima gegerek viicutta inflamatuar diizeyi arttirmaktadir. Beyin, kalp
ve karaciger gibi hayati dokularda varligi tespit edilen bu bakteri ve onun ¢esitli tirlinleri
Alzheimer hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi sistemik hastaliklarla da
iliskilendirilmektedir (Bachtiar ve ark., 2022; Bahar ve ark., 2021; Dominy ve ark., 2019;
Widziolek ve ark., 2016).

P. gingivalis’in virulans faktorleri arasinda membran lipopolisakkaridi, fimbria, kapsiil,
gingipainler gibi proteazlar sayilabilir, bu yapilar araciligiyla bakteri konak icerisinde kolonize
olmaya baglar ve konak immun yanitin1 tetikler (Xu ve ark., 2020). Son yillarda P. gingivalis’in
virulans faktorleri icerisinde ozellikle gingipainlerin 6nemini vurgulayan c¢alismalarin sayist
artmaktadir. Gingipainler konaga ait proteinlerini denatiire ederler ve immun yanit1 degistirme
kabiliyetine sahiptirler. Gingipainler, argininin karbonil grubundaki peptit baglarini hidroliz
eden arginin-spesifik gingipainler (RgpA ve RgpB olmak iizere Rgp) ve lizin proteininin C-
terminalindeki polipeptitleri parcalayan lizin-spesifik gingipainler (Kpg) olmak iizere 2 esas
grupta toplanir (Guo ve ark., 2010). Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde P. gingivalis ile
ilgili ¢aligmalar genelde canli bakteri kullanilarak yapilan ve mikrobiyolojik laboratuvar
kosullar1 gerektiren ¢aligmalardir. Bu sartlar altinda bakterinin gingipain gibi virulans faktorleri
ile ilgili olan ¢aligmalarda ise genelde bakterinin bu faktorlerini bloke eden nétralize edici

ajanlar kullanilmakta ve buradan ¢ikarimlar yapilmaktadir (Farrugia ve ark., 2021; Widziolek
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ve ark., 2016). Bu alanda P. gingivalis e kars1 gelisen immun yanit1 degerlendirmede gingipain
gibi endotoksinlerinin dogrudan kullanildig1 c¢aligmalar nispeten daha azdir (Gibson Il &
Genco, 2001; Wilensky ve ark., 2017). Fare modeli kullanilarak asi ¢alismasi yapilan bir
arastirmada P. gingivalis nedenli kemik kaybina karsi koruma saglanip saglanamayacagi
arastirtlmistir. Bu arastirmanin sonunda, P. gingivalis veya RgpA ile asilanan hayvanlarin
maksiller kemik kaybindan korundugu gosterilmistir (Gibson III & Genco, 2001) Yine
farelerde yapilan bir bagka as1 ¢alismasinda gingipainler icerisinde RgpA’nin immun yanitta
degisiklige yol actigin1 6ne ¢ikararak gingipainlerin énemini vurgulamaktadir (Wilensky ve
ark., 2017). Bu calismalarin yaninda gingipainlerin ayn1 zamanda sistemik hastaliklarda da
iligkili oldugunu gdsteren arastirmalar bulunmaktadir. (Dominy ve ark., 2019; Widziolek ve
ark., 2016). Dominy ve ark. (2019), P. gingivalis'in ve daha spesifik olarak gingipainlerin
Alzheimer hastaliginin gelisiminde rol oynayabilecegini bu hastalarinin beyin lezyonlarinda

gingipainlerin varligini géstermislerdir (Dominy ve ark., 2019).

Zebra baliklart genetik, biyotip, nérobiyoloji, toksikoloji, farmakoloji ve insanlarda goriilen
hastaliklarin modellenmesi de dahil olmak {izere cesitli arastirma alanlarinda uzun yillardan
beri kullanilmaktadir (Howe ve ark., 2013; Karaman ve ark., 2020). Bu baliklar, insanla yiiksek
fizyolojik ve genetik homolojiye sahip bir omurgali olmasinin yan sira inflamasyonla iliskili
proteinler de dahil olmak iizere insanlarla oldukca benzer genlere sahiplerdir (Lepiller ve ark.,
2009; Koch ve ark., 2015; Unal & Emekli-Alturfan, 2019; Stream & Madigan, 2022). Model
hayvan olarak kullanim alanlarina bakildiginda obezite ve diyabet gibi hiperglisemiye bagl
hastaliklarin modellenmesinde de kullanildig1 goriilmektedir (Zang ve ark., 2013; Faillaci ve
ark., 2018; Zang ve ark., 2018).

Zebra baliklar1 bakteri kaynakli meydana gelen konaktaki inflamatuar durumlarin ve
patogenezlerin arastirtlmasinda da son yillarda tercih edilen bir model hayvan olarak karsimiza
¢cikmaktadir (Miller & Neely, 2004; Widziolek ve ark., 2016; Sullivan ve ark., 2017; Zang ve
ark., 2018). Bu alanda 6zellikle konak ve patojen arasindaki iligkilerin kolaylikla incelenmesine

olanak sunmaktadir (Sullivan ve ark., 2017).

Zebra baliklar1 insanlarla benzer glukoz metabolizmasina, reaktif metabolit liretme sistemlerine
ve fizyolojik / patofizyolojik yolaklara sahiptir. Hipergliseminin esas olarak one ¢iktig1 diyabet
ve obezite gibi metabolik durumlar ve bunlarin meydana getirdigi patolojik degisimler zebra
baliklarinda da izlenmektedir. Bir baska model hayvan olarak kullanilan farelerde yapilan
diyabet ile ilgili ¢alismalarda hiperglisemik durum ve buna bagli koplikasyonlarin gelisme

stiresi 6 ay gibi uzun bir zamana ihtiya¢ duymaktadir (Heckler & Kroll, 2017). Zebra



baliklarinda ise yiiksek yagli diyet uygulamasiyla bu siire¢ 2 hafta gibi cok daha kisa bir siirede
gerceklestirilebilmektedir (Zang ve ark., 2017; Zang ve ark., 2018). Dandin ve ark. (2022)
yayinladiklar1 caligmada, zebra baliklarinda 2 hafta besleme protokolii sonrasi glukoz
intolerans1 ve hiperglisemi gelistigi gosterilmis, aym1 zamanda oksidatif stres iirlinleri ve
sitokinler gibi inflamatuar belirtegler tizerindeki etkileri de rapor edilmistir (Dandin ve ark.,
2022).

Son yillarda zebra baliklarinin model hayvan olarak kullanildigi, periodontitiste anahtar rol
oynayan mikroorganizma olan P. gingivalis ile kardiyovaskiiler hastaliklar arasindaki iliskiyi
arastiran ¢alismalar literatiirde siklikla goriilmeye baslanmistir. Bu ¢alismalar P. gingivalis ve
onun virulans faktorlerinden gingipain tizerine yogunlagmaktadir. P. gingivalis varliginda
gingipain blokerleri kullanarak ya da gingipain salgilayamayan mutant P. gingivalis kulanilarak
gerceklestirilen bu calismalar gingipain gibi virulans faktorlerinin bireysel etkilerini
incelemekte yetersiz kalmaktadir (Widziolek ve ark., 2016; Farrugia ve ark., 2021). Bu
calismada P. gingivalis’in dogrudan kullanimi yerine, bakterinin en ©nemli virulans
faktorlerinden olan gingipain kullanimi ile, dogrudan ilgili etkene 6zgii etkilerin ortaya
¢ikarilmasi amaclanmistir. Diger yonden inflamatuar diizeyde hiperglisemi ve periodontal
hastaliklar arasindaki ¢ift yonlii etkinin karmasik patogenezi diisiiniildiigiinde, zebra baliginda
hiperglisemi modeli yaratilarak periodontal patojenlere ait virulans faktorlerinin tek basina bu
baliklar iizerinde kullanilmasiyla yaratilan etkinin, bu iki hastaligin etkilesimlerindeki 6zellikle
gingipainlere 6zgili alanlara 151k tutacagi ve bu alanda daha ileri ¢aligmalarin 6niinii agacagi

diistiniilmektedir.

Sunulan bu arastirmada, bakteri ve onun diger bilesenleri olmaksizin in vivo sartlarda dogrudan
gingipaine Ozgii etkiler ilk kez hiperglisemik zebra baligi modelinde kullanilmistir ve
gingipainin hiperglisemiyle karakterize hastaliklardaki inflamatuar yanit lizerindeki etkisinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda ¢alismamizda hiperglisemik zebra baliklarinda
P. gingivalis’e ait gingipain uyarimina karsi meydana gelen inflamatuar yanit, oksidan-
antioksidan parametreler ile asetilkolinesteraz (AChE) ve alkalen fosfataz (ALP) aktiviteleri
biyokimyasal yontemlerle, buna ek olarak proinflamatuar sitokinler il-78 ve tnf-a
ekspresyonlar1 ve de akut faz proteinleri crp ve YKL-40 analoglar1 olan chia.5 ve chia.6

ekspresyonlart MRNA diizeyinde RT-PCR ile degerlendirildi.

Elde edilen sonuclarin, birgok hastaligin temelinde yatan inflamasyon ve periodontal hastaliklar
gibi kronik inflamatuar hastaliklar arasindaki iligkiler ile ilgili daha ileri arastirmalara rehberlik

edecegi diisiiniilmektedir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Periodontal Hastaliklar

Periodonsiyum diseti, periodontal ligament, sement ve alveol kemigi bilesenlerinden olusan
yap1 olarak tanimlanir. Dislerin etrafin1 saran bu dokularin gorevi onlar1 destekleyerek
korumaktir (Newman ve ark., 2011). Periodontal saglik durumu periodonsiyumu olusturan bu
dokularin fonksiyonel olarak normal islevlerini yerine getirebildikleri, inflamatuar bulgulara
rastlanilmadigi  ve bireyin bunlara bagli sikayetinin olmadigi durum seklinde
tanmimlanabilmektedir (Lang & Bartold, 2018). Dis kaybina neden olan ve bireyin hayat
kalitesini etkileyen periodontal hastaliklar toplumda oldukg¢a yaygin olarak goriilmektedir
(Petersen & Baehni, 2012). Ornegin, 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada periodontal
hastaliklarin diinya niifusunun %90'mi1 etkiledigi bildirilmistir (Pihlstrom ve ark., 2005)
Amerika Birlesik Devletleri’nde 2009’da yaymlanan bir arastirmada ise 18 yasinin
tizerindekilerin yarisindan fazlasinda baslangic sathasinda periodontitis oldugu, 35 yasin
tizerindeki kisiler arasinda ise bu oranin %75'lere ulastig1 bildirilmistir (Friedewald ve ark.,
2009).

Periodontal hastaliklar genel olarak bakteriyel, travmatik, gelisimsel, metabolik ya da genetik
nedenlere bagli kompleks inflamatuar hastaliklardir. Periodontal hastaliklarda, mikrobiyal
dental plak igerisindeki patojen bakteriler ve onlarin {irlinleri baslatici rol oynarken, konak ile
inflamatuar yanit arasindaki dengenin bozulmasi ve bu dengenin yikict doku cevabi yoniine
kaymasi hastalik siiresince meydana gelen yikimdan sorumlu tutulabilir (Kornman, 2008;

Newman ve ark., 2011).

Periodontal hastaliklar gingivitis ve periodontitis olmak tizere iki ana alt grupta toplanmaktadir.
Hastalik sadece diseti ile smurli ise gingivitis olarak adlandirilirken ilerleyerek
periodonsiyumdaki diger yapilar1 da etkiledigi ve alveol kemik kaybinin goriildiigii durum ise
periodontitis olarak adlandirilmaktadir (Pihlstrom ve ark., 2005). Periodontal hastaliklar
nedeniyle agizda meydana gelen lokal inflamatuar durum hastanin genel saghgini da
etkileyebilir. Bu durum, toplumda yine yaygin olarak goriilen diyabet, obezite ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi sistemik hastaliklarla iliskilendirilmektedir. Buna yonelik
calismalarin sonuglari, bir taraftan periodontal hastaliklarin sistemik hastaliklarin seyrini
negatif yonde etkileyebildigini gosterirken diger taraftan da sistemik hastaliklarin periodontal
hastaliklar1 negatif yonde etkilediklerini ve sonug olarak aralarinda ¢ift yonlii bir iliski oldugunu
gostermektedir (Khumaedi ve ark., 2019; Levine, 2013; Sanz ve ark., 2020).



4.1.1 Periodontal hastaliklarin patogenezi

Periodontal hastaliklarin patogenezinde primer etiyolojik faktdr olarak mikrobiyal dental plak
kabul edilmektedir. Mikrobiyal dental plak i¢erisinde tanimlanmis birgok patojen bakteriler yer
alir. Periodontitisin, agirlikli olarak subgingival alanda kolonize olan P. gingivalis, Prevotella
intermedia, Treponema denticola ve Tannerella forsythia gibi gram negatif, anaerobik patojen
bakterilerden olusan bir grup tarafindan baslatildig1 goriisii yaygindir (Page & Kornman, 1997).
Periodontitis gelisiminde, meydana getirdigi yikimda bakterilerin dogrudan varligiin yaninda
konak savunmasi da son derece dnemli yer tutar. Bakteriler dokularda goriilen tahribatlarini
dogrudan iirettikleri enzimler, toksinler ve virulans faktorleri araciligiyla meydana
getirebildikleri gibi dolayli olarak konak savunmasi ve onun ¢esitli bilesenlerini aktiflestirerek
de olusturabilmektedirler. Son yillarda yapilan arastirmalar periodontitiste meydana gelen doku

yikiminda inflamatuar yanitin daha agir bastigini géstermektedir (Kornman, 2008).

Periodontal hastaliklarda mikrobiyal dental plak igerisindeki patojen bakteriler tarafindan
salgilanan enzimler, LPS ve diger viriilans faktorleri konak yanitin1 uyararak inflamasyon
stirecini baglatirlar. Mikroorganizmalardan salinan iriinler ve antijenler konak hiicrelerin
yiizeyindeki toll like reseptorleri (TLR) tarafindan saptanirlar. Bu maddeler konak hiicrelerinde
cesitli inflamatuar mediyatorlerin salinimin1 uyarir ve boylece kan damarlari genisler ve
gecirgenlikleri artar. Buna bagli olarak bag dokusunda eksiidatif sivi artisi ve akut faz
proteinlerinin birikimi goriiliir. Akut faz proteinlerinin inflamasyona dahil olmasi burada
gerceklesir. Ortamdaki antijenleri elimine etmek ve zarar goren, parcalanan dokulari ortamdan
temizlemek i¢in konak savunmasi antikor liretir ve beraberinde ortama polimorf niiveli
l6kositler (PMNL) ve nétrofiller go¢ eder. Konak savunmasinda dogal bagisiklikta dncelikle
cevap veren bu hiicreler kan damarlarindan ¢ikarak iltihabi hiicre infiltratin1 olustururlar,
PMNL birikimi enzim salinimina yol agarak sitokinler, bilylime faktorleri, prostoglandin (PG)
ve matriks metalloproteinazlar (MMP) iiretiminde rol oynar, monositler ve lenfositler de
bunlar1 takip eder (Kornman, 2008; Ohlrich ve ark., 2009).

Inflamatuar yanit bir baska acidan bakildiginda kompleman sistemi aracilifiyla iiretilen
mediyatorler tarafindan diizenlenir. Kompleman sisteminin birer iiriinii olan C3a ve C5a,
l16kositler ve mast hiicrelerini etkileyerek histamin salinimina ve takip eden vaskiiler
degisiklikler meydana gelmesine sebep olur. ilerleyen inflamasyonla mast hiicrelerinin sayisi
artar. Mast hiicrelerinden akut ve kronik inflamatuar cevabi diizenleyen IL-13, TNF-a,
interlokin-6 (IL-6), interferon gama (IF-y) ve transforme edici biiyiime faktorii-p (TGF- ) gibi

proinflamatuar ve antiinflamatuar mediyatorler salgilanir. Bu proinflamatuar medyatorler



karacigerde hepatositleri uyarir ve akut faz proteinleri iretilir. Akut faz proteinleri
mikroorganizmalari etkisiz hale getirerek konak immiin cevabina katilir. PMNL birikimiyle
birlikte MMP’lerin ortama salinmasi ekstraselliiler matriks yikimina sebep olur. Ekstraselliiler
matriksin yikiminin goriildiigli evrede hastaliktaki yikim epitel ve yumusak dokusu ile
sinirlidir. Hastaligin ilerlemesiyle birlikte aktive olan makrofajlar ve fibroblastlardan salinan
MMP, IL-1pB, IL-6 ve TNF-a gibi molekiiller iltihabi yanit1 gliclendirirler. PGE2 ve reseptor
aktivator niikleer kappa B ligand (RANKL), osteoprotegerin (OPG) gibi osteoklastogenezi
diizenlenmede gorevli molekiillerin de iiretilmesiyle alveol kemigi yikimina yol agarlar. Bu
asamada doku harabiyeti yumusak dokulardan kalsifiye dokulara dogru ilerler ve periodontitis

gelismeye baslar (Page & Kornman, 1997; Cekici ve ark., 2014).

4.1.2. Periodontal hastalik patogenezinde 6ne ¢ikan bakteriler

Periodontal hastaliklarin baslamasinda ve ilerlemesinde etkili olan mikrobiyal dental plak
igerisinde 700’den fazla mikroorganizma oldugu bilinmektedir (Deo ve ark., 2019). Bu
mikroorganizmalar periodontitisin gelisimine gesitli derecelerde katkida bulunurlar. Socransky
ve ark. (1998) periodontitis mikrobiyolojisinde rol oynayan bakterileri bulunduklar1 bolgelere,
hastaligin gelisim evrelerine ve patojenitelerine gore degisik renk gruplarina ayirarak
smiflamigtir. Plak olusum evresinde erken donemde bulunan ve genelde saglikli diseti
bolgesinde goriilen aerop oral streptokoklar ve birkag fakiiltatif gram (-) rod tiirlerini iceren
mikroorganizma toplulugu sar1 ve yesil kompleks olarak adlandirilmaktadir. Ikinci seviye
periodontal patojenler olarak kabul edilen turuncu kompleks igerisinde yer alan Fusobacterium
nucleatum, Campylobacter ve Prevotella gibi anaerop tiirler bulunur. Bu patojenlerin varligi
sar1 ve yesil kompleksteki tiirlerin ortamda olmasina baghdir. Mor kompleks icerisinde ise
Aggregatibacter actinomycemcomitans bulunur. Patojenitesi en yiiksek olan grup ise kirmizi
kompleks adini almaktadir. Bu kompleks igerisinde P.gingivalis, Treponema denticola ve
Tannerella forsythia gibi zorunlu anaerop bakteriler bulunur (Sekil 1) (Socransky ve ark.,
1998).

Kirmizi kompleks bakteri grubu igerisindeki P. gingivalis, periodontitiste anahtar patojen
olarak rol oynamasi ile 6n plana c¢ikmakta ve yikimdan sorumlu esas patojen olarak
gosterilmektedir (Hajishengallis, 2015). Ayrica gerek kendisi gerekse triinlerinin viicutta
dolasim yoluyla beyin ve kalp gibi hayati organlarda da saptandigi gosterilmistir (Dominy ve
ark., 2019; Bahar ve ark., 2021). Bu yoniiyle P. gingivalis periodontal hastaliklarin sistemik

hastaliklarla iliskilendirilmesi agisindan 6ne ¢ikan bakterilerdendir.
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Kirmizi kompleks

Porphyromonas gingivalis
Tannerella forsythia
Treponema denticola
Filifactor alocis

Turuncu kompleks

Fusobacterium nucleatum
Parvimonas micra
Prevotella intermedia
Prevotella melaninogenica
Prevotella oris
Anaerolinaceae bacterium
Campilobacter gracilis
Leptotrichia buccalis
Leptotrichia sp.
Prevotella denticola
Prevotella dentalis

Sari kompleks

Selenomonas sputigena
N\ Streptococcus sanguinis

Mor kompleks Socox
Neisseria elongata
Aggregatibacter \ Rothia dentocariosa
actinomicetemcomitans praces s
Aggregatibactersegnia Mavi kompleks Yesil kompleks Streptococcus pneumoniae

Streptococcus intermedia
Aggregatibacter aphrophila
Veillonella di:
Veillonella parvula ERONENLODPN,;

Schaalia meyeri Capnocytophagasputigena
Lautropia mirabilis
Campylobacter concisus
Capnocytophogagingivalis
Capnocytophagasp.
Eikella corrodens
Desulfomicrobium orale
Desulfobulbus oralis

Sekil 1. Mikrobiyal komplekslerin sematik olarak gosterilmesi (Socranksy ve ark., 1998' den
yararlanilarak hazirlanmistir.)

4.2. Porphyromonas Gingivalis ve Virulans Faktorleri

P. gingivalis kanli agarda siyah koloniler olusturan Gram-negatif, anaerobik, ¢ubuk seklinde
bir bakteridir (Xu ve ark., 2020). Subgingival alanda basaril1 sekilde kolonize olan ve kirmiz1
kompleks icerisinde yer alan bu bakteri, kronik periodontitis hastalarindan alinan subgingival
orneklerde %85,75 oraninda tespit edilmistir (How ve ark., 2016). Periodontitiste kilit tasi
patojen olarak kabul edilen P. gingivalis, virulans faktorleri araciligiyla kommensal bakteri
popiilasyonunu yeniden diizenleyerek disbiyozise neden olmasiin yani sira immiin yanit
tizerinde de regiile edici etkisi oldugunu gosteren ¢alismalar vardir (Hajishengallis, 2015; Olsen
ve ark., 2017).

Bakteriler evrimleri boyunca yasamlarini siirdiirebilmek i¢in c¢esitli konak reseptorleriyle
etkilesime girerek inflamatuar sinyal yolaklarini, kompleman sistemini, hiicre dongiisiinii ve
apoptozu degistirmek gibi c¢esitli ve karmasik mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu
mekanizmalar, tim ekosistemi diizenlemek ve dokularda kalici olmak i¢in bakterinin konak
immiin yanitin1 degistirmesine veya bakterinin ¢evresini organize etmesine yardim eder. P.
gingivalis'in hayatta kalma taktikleri ve patojenitesi, hem yapisal (lipopolisakkarit, fimbria)

hem de salg1 elementlerini (gingipainler ve diger enzimler) igeren ¢ok sayida virulans faktoriine
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baghdir. Genel anlamda virulans faktorleri belirli organizmalar (bakteri, viriis, mantar ve
protozoa gibi) tarafindan yasam dongiilerinin farkli asamalarinda konaga zarar verebilmesi i¢in
tiretilen molekdilleri ifade eder. Bu faktorler bir taraftan mikroorganizmalarin patojenitesini
arttirir ve kolonizasyonlarini kolaylastirirken diger taraftan da bagisiklik sisteminden kagmasi
ya da onu baskilamasi, konak yoluyla besin elde edebilmesi ve diger virulans faktorlerinin de
salinmasi gibi ¢esitli islevlerde rol oynarlar (Jia ve ark., 2019; Xu ve ark., 2020). P. gingivalis
virulans faktorleri arasinda membran lipopolisakkaridi, fimbria, kapsiil, dis zar vezikiili
(DZV), kolejenazlar, proteinazlar ve bunlarin iginde 6ne ¢ikan gingipainler sayilmaktadir (Sekil
2) (Aleksijevi¢ ve ark., 2022).

. Lipopolisakkarit Dis zar vezikiiliilii (DZV)
Kapsiil I¢ membran Dis membran (LPS) Outer membrane vesicule (OMV)

\

Fimbria \
(i 1

Sekil 2. Porphyromonas gingivalis ve virulans faktorleri (Aleksijevi¢ ve ark., 2022' den
yararlanilarak hazirlanmistir.)

4.2.1. Lipopolisakkarit

Lipopolisakkarit (LPS), Gram-negatif bakterilerin dig zarinda bulunan ve kimyasal olarak O-
spesifik bir zincir, bir ¢ekirdek oligosakkarit ve lipid A olarak adlandirilan bir lipit bileseninden
olusan molekiillerdir (Schromm ve ark., 2000). Bu endotoksinler, TLR tarafindan taninarak
inflamatuar yanitin baglamasinda rol oynarlar (Kawai & Akira). LPS'in iskeletini olusturan lipid
A kismu toksisite olusturmada Onemlidir ve farkli formlara sahip olup, LPS'in virulans
ozellikleri Lipid A bileseni tarafindan belirlenir (Darveau ve ark., 2004). Periodontitiste konak

hiicre elemanlarinin P. gingivalis’e yaniti, ona ait LPS igerisindeki lipid A'ya karsi gelisen
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reaksiyon ile baslatilir. Daha sonra diger patojenlerle birlikte kolonize olarak periodontal

hastaligin ilerlemesine uygun bir ortam yaratilir (Herath ve ark., 2011).

P. gingivalis LPS’i ile indiiklenen TLR araciligiyla gelisen immiin ve inflamatuar yanit
calismalarda kapsamli bir sekilde arastirilmakla birlikte aktive edici sinyalizasyon mekanizmasi
hala tartismalidir. Baz1 raporlar, TLR4'liin 6ne ¢ikan bir islevi oldugunu gosterirken, digerleri
TLR2'nin ana reseptor oldugunu belirtmislerdir (Wang & Ohura, 2002). Yapilan arastirmalar
spesifik TLR'in LPS tarafindan baglanmasinin ve aktivasyonunun, LPS molekiiliiniin ¢ekirdek
bileseni olan farkli lipid A tiirlerinin yapisi tarafindan belirlendigini ortaya koymustur. Lipid A
yapisindaki kiiciik degisiklikler bile bagisiklik yanitlarimi etkileyebilmektedir (Dixon &
Darveau, 2005). P. gingivalis LPS’in lipid A heterojenligi, bakterinin konak yanitindan
kacabilmesinde, bakteri kolonizasyonunda ve oral mikrobiyomun olusmasinda 6nemli role
sahiptir (Zenobia ve ark., 2014). Bu bahsedilen nedenlerden dolay1 P. gingivalis’in en 6nemli
endotoksinlerinden birisi diger mikroorganizmalarda oldugu gibi LPS olarak kargimiza
cikmaktadir.

4.2.2. Fimbria

P. gingivalis fimbrialar1 bakterilerin hiicre zarmmdan uzanan ince, filamentli yapilardir. Bu
yapilar bakterilerin hareketliligine, konak hiicrelerine adezyonuna, biyofilm olusumuna ve
konakta yayilmasina katkida bulunurlar. P. gingivalis tarafindan major ve minér fimbria olmak
tizere iki tip fimbria iiretilir. Farkli amino asit bilesimlerine ve antijenik 6zelliklere sahiplerdir
ve periodontitiste P. gingivalis patojenitesinde ve ona kars1 gelisen immiin yanitta dnemli rol
oynamaktadir. Fimbrialarin goriiniime ve konak hiicrelerine yapigma yeteneklerine gore farkl

P. gingivalis suslar1 gelisebilmektedir (Amano, 2010).

P. gingivalis fimbrialar1 bakterinin konak hiicrelerine ve oral dokulara adezyon kabiliyetindeki
roliinlin yan1 sira diger oral bakterilerle etkilesimlerinde de rol oynar ve birden fazla bakteri
tirtiniin yer aldig1 biyofilmlerin olusumunda etkindir. Calismalarda, P. gingivalis'in
fimbrialarinin  Actinomyces viscosus, Trepenoma denticola, Streptococcus gordonii ve
Streptococcus oralis gibi diger oral bakterilerle birlikte kolonizasyonu kolaylastirabildigi
gosterilmistir. Fimbriae, epitel, endotel ve immiin hiicrelerdeki sitokinlerin ve adezyon
molekiillerinin iiretimini, bu hiicrelerdeki reseptorleri aktive ederek uyarabilmektedir. Spesifik
olarak, major fimbrialarin transkripsiyon faktorii niikleer faktor kappa B’yi (NF-kB) TLR2
yoluyla aktive ettigi ve TNF-a, IL-1p, IL-8 ve IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin iiretimini

uyardig1 gosterilmistir. Salgilanan bu sitokinler osteoklast oncii hiicrelerinin osteoklastlara
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farklilasmasini da tesvik etmektedir ve bu da kemik rezorpsiyonu siirecini hizlandirir (Xu ve

ark., 2020).

4.2.3. Kapsiil

Kapsiil, bakterilerin konagin bagisiklik sistemi tarafindan taninmasini onleyen bir bariyer
gorevi gorerek bakterileri ¢evreleyen ve koruyan kalin bir polisakkarit tabakasidir. P. gingivalis
kapsiilii bakteriyi antibiyotiklerin, bakteriyosinler ve lizozimler gibi diger konak savunma
mekanizmalarinin etkisinden korur. Ayrica kapsiiliin biyofilm olusumunda rol oynadigi da
bilinmektedir. P. gingivalis' in konak hiicrelerine adezyonuna katki sagladigi, agiz boslugunda
kolonizasyonun ve kaliciliginin artmasina katkida bulundugu gosterilmistir. Konagin fagositoz
cabasini inhibe etme yetenegi ile bakterinin bagisiklik sisteminden kagmasina yardim eder ve
diseti dokusuna invaze olarak iltihaplanma ve doku yikiminda rol oynar. Sitokinlerin ve
kemokinlerin {iretimini uyararak inflamatuar yanit1 daha da siddetlendirebilir (Amano, 2010;
Xu ve ark., 2020). Hayvan modeli deneyleri, kapsiile sahip P. gingivalis suslarinin kapsiilsiiz
olanlardan 6nemli dlglide daha az virulans 6zellikte oldugunu géstermistir (Katz ve ark., 1996;

Xu ve ark., 2020)

4.2.4. Proteinazlar

P. gingivalis, konak savunmasindan korunmak i¢in kolajenaz, hiyoluronidaz, mukopeptidaz,
deoksiriboniikleaz (DNaz), riboniikleaz (RNaz) gibi bir dizi proteinaz enzimi tiretir. Bunlar
igerisinde en kuvvetli antijen etkiyi gdsteren enzim sistein proteaz yapisinda olan ve gingipain

ad1 verilen ekstraseliiller proteinazlardir (Jia ve ark., 2019).

4.2.4.1. Kolajenazlar

Kolajenazlar kolajendeki peptit baglarin1 pargalayan enzimlerdir. Bakterilerin patogenezinde
hiicre dis1 yapilar1 yok etmede rol oynarlar. Periodontal dokularda esas baskin olan kolajen tipi
Tip I kolajendir. Bu kollajen X ve Y'nin sirasiyla prolin ve hidroksiprolin oldugu Gly-X-Y {i¢lii
dizisinden zengin ii¢ adet sarmal polipeptit zincirinden olusur. Hidrojen bagi ve molekiiller
aras1 disiilfid baglar ile stabilize edilen bu iiclii sarmal yap1 molekiilii proteolitik enzimlere
kars1t oldukca direngli hale getirir. Periodontal hastaliklarda, inflamatuar durumdaki artisla
birlikte hem bakteriye ait kolajenazlar hem de konak savunmasina ait enzimler birlikte hareket

ederek bag dokusu ve kemikteki kollajeni pargalarlar ve periodontal dokular1 yikima ugratirlar

(Houle ve ark., 2003).
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4.2.4.2. Gingipain

P. gingivalis, virulans faktorlerinden hiicre duvarmin yapisal antijenleri ve kapsiil
polisakkaritlerinin yani sira, serumun yikici etkisinden korunmak icin kollajenazlar ve proteaz
enzimleri salgilar. En kuvvetli patojenik etkiyi gésteren enzim ise P. gingivalis proteazlarindan
sistein proteaz yapisinda olan ve gingipain adi verilen ekstraseliiller enzimlerdir (Jia ve ark.,

2019).

Gingipainler konaga ait proteinleri denatiire ederler ve immun yanit1 degistirme kabiliyetine
sahiptirler. Gingipainler, argininin karbonil grubundaki peptit baglarini hidroliz eden arginin-
spesifik gingipainler (RgpA ve RgpB) ve lizin proteininin C-terminalindeki polipeptitleri
pargalayan lizin-spesifik gingipainler (Kpg) olmak iizere 2 esas grupta toplanir (Sekil 3) (Li &
Collyer, 2011). RgpA, RgpB’e gore ek bir hemaglutinin alanina sahiptir (Gibson 111 & Genco,
2001). Gingipainler P. gingivalis'in ekstraselliiler proteolitik aktivitesinin biiyiik bir kismindan
sorumludurlar. Bir yandan konaga ve biyofilm igerisindeki diger bakterilere adezyonunda ve
koagregasyonda rol oynar, diger yandan pargalayict etkisi sonucu ortaya c¢ikan artik
molekiillerle diger bakterilerin besin ihtiyaclarin1 karsilamis olurlar. Fibrinojen/fibrini
parcalayarak pihtilasmada bozulmalara, kanamada artisa ve diseti dokusunun harabiyetine
neden olur. Bu sekilde agiga c¢ikan hemoglobin ve haptoglobin gibi konak demir tastyici
proteinleri bakteri i¢in 6nemli bir besin kaynagi olup, bilylime ve ¢ogalmasinda énemlidir (Xu
ve ark., 2020).

Gingipainler, C3, C4 ve C5 proteinlerini pargalayarak kompleman kaskadin1 da bloke ederler.
Sonrasinda inflamasyonu arttirici etkiye sahip C3a, C4a ve C5a iiretilir. Bir taraftan da C3b’i
parcalayan gingipain, bakterinin opsonizasyonu ve fagositozunu onler. C5b iizerinde de
parcalayici etkisi olan gingipainler konak hiicresinde olusacak olan membran saldir1 kompleksi
olusumunu da dnleyerek bakterinin konak savunmasindan korunmasinda etkili olur. Boylelikle
ortamda daha genel bir inflamasyon olusumunda etkin olan C3a, C4a ve C5a baskin hale gelir

(Jia ve ark., 2019; Xu ve ark., 2020).
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Sekil 3. Gingipaininin yapisal goriniimii (Li &
Collyer, 2011' den yararlanilarak hazirlanmistir.)

Gingipainin konak cevabi tizerindeki proteolitik etkisi, inflamasyonun siddetlenmesine sebep
olarak periodontitisin gelismesinde ve ilerlemesinde 6nem tagimaktadir. Konak cevabinda etkili
olan mekanizmalardan kompleman sistemini etkiledigi gibi kallikrein/kinin sistemini de etkiler.
Diseti olugu sivisinda artisa ve disetlerinde 6deme sebep olurlar. Devam eden enfeksiyon
sonucu gingipainler inflamatuar yanitta asir1 sitokin salimina sebep olarak periodontal
dokularda harabiyete neden olurlar. Bir yandan da fibrinojenler iizerinde etki ederek pihtilagsma
ve fibronolitik yolaklarda bozulmalarla birlikte disetlerinde kanamaya yatkinlik ve sonug olarak
kemik rezorpsiyonuna katkida bulunur. Gingipainler diseti fibroblastlar1 tarafindan MMP’in
salgilanmasin1 uyararak lokal proteolitik aktivitede artisa neden olurlar ve kollajen yikimi
uyarilir. Buna bagli olarak ekstraselliiler matrikste ve periodontal ligamentlerde yikim meydana

gelmektedir (Sekil 4) (Fitzpatrick ve ark., 2009).

Son yillarda P. gingivalis’in virulans faktorleri igerisinde ozellikle gingipainlerin 6nemini
vurgulayan caligmalarin sayis1 artmaktadir. Gingipaini 6ne ¢ikaran bu ¢alismalar genellikle ya
canli P. gingivalis kullanip gingipain blokerleri kullanilan ya da gingipain salgilayamayan
mutant P. gingivalis kullanilan ¢aligmalardir (Farrugia ve ark., 2021; Widziolek ve ark., 2016).
Dogrudan gingipainin etkisini in vivo sartlarda arastiran caligmalar ise sayica daha azdir
(Gibson 11l & Genco, 2001; Wilensky ve ark., 2017). Fare modeli kullanilarak as1 ¢aligmasi
yapilan bir aragtirmada P. gingivalis nedenli kemik kaybmna karsi koruma saglanip

saglanamayacag arastirilmistir.
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I Periodontitis i

Enflamasyon
Kompleman sistem elemanlan iizerine etki
Kompleman sistemi =) (polimorfonikleer  lokositlerde  arus,
opsonizasyon ve fagositozunun
/ engellenmesi)
Disetlerinde ddem
PERIODONTITIS Proteaz enzimleri 4,} Kallikrein/Kkinin sistemi — Kallikrem/kinin yolunun aktivasyonu
. . . (diseti olugu sivisinda artig)
Gingipain e
p— Devam eden P. gingivalis
RgpA enfeksiyonu

4

) RgpB _
\ P gingivalis Kglg)p Sitokinler — Sitokinler  kaynakh  yikim  (lokal

mflamatuar reaksivonlarn diizensizligi)

\ Kanamaya yatkinhk

L. Pihtillasma  ve  fibrmohtik  yolaklarda
Fibrinojenler I——> bozulmalar  (trombin  sahmmi,  kemik
rezorpsiyonu ve kanama egilimi)

Matriks yikim

Matriks
metalloproteinazlar —— Digett  fibroblastlan  tarafindan =~ MMP
sentezinin uyarilmasi (proteohtik aktivitede
lokal artig)

Sekil 4. Gingipainin konak cevabi iizerindeki proteolitik etkisinin periodontitis geligsimi ve
ilerlemesindeki rolii (Fitzpatrick ve ark., 2009’ dan yararlanilarak hazirlanmistir.)

Sonug olarak sadece dogal P. gingivalis veya RgpA ile asilanan hayvanlarin maksiller kemik
kaybindan korundugu gosterilmistir (Gibson III & Genco, 2001) Yine farelerde yapilan bir
bagka as1 caligmasinda ise, gingipainler igerisinde RgpA’nin immun yanitta degisiklige yol

actig1 one ¢ikarilmis ve gingipainlerin 6nemi vurgulanmistir (Wilensky ve ark., 2017).

Bu caligmalarin yaninda gingipainlerin ayn1 zamanda sistemik hastaliklarda da iligkili oldugunu
gosteren arastirmalar bulunmaktadir (Widziolek ve ark., 2016; Dominy ve ark., 2019). P.
gingivalis'in ve daha spesifik olarak gingipainlerin, Alzheimer hastalarinin beyin lezyonlarinda
tespit edilmesiyle bu hastaligin gelisiminde rol oynayabilecegi gosterilmistir (Dominy ve ark.,
2019). Bir baska ¢alismada ise karaciger dokularinda tespit edilen gingipain diyabet ve yiiksek
kan sekeri ile iliskilendirilmistir (Seyama ve ark., 2020).

P. gingivalis ile enfekte farelerde yapilan bir arastirmada hepatik glikojen sentezinin azalma
egiliminde oldugu gosterilmistir. Bu bulgular, agiz boslugunda bulunan P. gingivalis’in
karaciger hiicrelerinde insiilin duyarliligini azaltarak hepatik glikoz metabolizmasini
etkiledigini gostermistir. Bununla birlikte, PCR ile hepatik dokuda P. gingivalis’e ait DNA
saptanmasma ragmen, elektron mikroskobu altinda biitiin bakteri gézlenememistir. Bu
calismaya dayanarak P. gingivalis’'in karaciger hiicrelerinin inslilin duyarliligin1 nasil
bozduguna ve DM durumunu nasil kétiilestirdigine dair tanimlanamayan bir mekanizma oldugu
fikriyle ve bakterinin endotoksinlerinin bunda pay1 olabilecegi diisiincesini ortaya koymuslardir

(Ishikawa ve ark., 2013). Seyama ve ark., (2020) gergeklestirdikleri arastirmada, P.
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gingivalis 'in dis zarinin tomurcuklanmasi ile Kgp/Rgp gingipainler gibi patojenik proteazlarin
paketlenmesi yoluyla DZV’yi ortama saldigini gosterdiler. DZV'ler, gingipainleri karacigere
iletir ve insiilin sinyali gingipaine bagimli bir sekilde zayiflatilarak hepatik glikojen sentezi
azalir. Boylelikle, Karacigerdeki insiilin duyarliligi zayiflar ve kan sekeri diizeylerinde artis
meydana gelir (Sekil 5) (Seyama ve ark., 2020). Bu arastirma, gingipainlerin DM

patogenezindeki roliinii acik¢a ortaya koymustur.
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Sekil 5. Gingipainlerin glikoz metabolizmasi iizerindeki etkileri (Seyama ve ark., 2020' den
yararlanilarak hazirlanmistir.)

4.3. Periodontal Hastahklar ve Sistemik Hastaliklar Iliskisi

Periodontal hastaliklar ve bazi sistemik hastaliklar, kronik inflamatuar 6zellikleri yoniiyle
bir¢ok noktada birbirleriyle ¢akisirlar. Bu iligki incelendiginde, periodontal enfeksiyona bagl
meydana gelen inflamatuar yanit, sistemik hastaliklarda meydana gelen inflamatuar yaniti
arttiricr etki gosterir ve sistemik hastaligin kontrolii zorlasir. Diger yonden mevcut sistemik
hastaliklar nedenli yiiksek inflamatuar durum, periodontal enfeksiyonun gelismesi ile birlikte
periodontal dokularda meydana gelecek olan yikici inflamatuar yaniti siddetlendirir ve doku
harabiyeti daha siddetli gozlenir. Periodontal patogenezde rol oynayan bakteriler ve tiriinleri,
dolasim aracilig ile sistemik inflamasyon kaskadinda meydana getirebilecegi degisikliklerle
viicudun diger boélgelerini etkileyebilir (Bui ve ark., 2019). Kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet, obezite, alzheimer ve parkinson hastaligi gibi sistemik hastaliklarla periodontal
hastaliklar arasindaki ¢ift yonlii etki ¢esitli arastirmalarda gosterilmistir (Fowler ve ark., 2001;
Martinez-Garcia ve ark., 2021). Periodontal hastaliklarin yeniden siiflandirildigi, 2017 yilinda

yapilan Avrupa Periodontoloji Dernegi konferansinda sunulan galistay raporunda sistemik
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hastaliklar igerisinde 6zellikle diyabet varliginin siniflamay1 dogrudan etkileyerek, hastaligin

bir ileri kademeye yiikseltilmesine sebep olacag belirtilmistir (Chapple ve ark., 2018).

Periodontal patojenler igerisinde ise 6zellikle P. gingivalis'in kan dolagimi yoluyla diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar, romatoid artrit ve Alzheimer hastaligi gibi sistemik hastaliklarla
gliclii bir bigimde iliskilendirildigi gosterilmistir (Mei ve ark., 2020; Zhang ve ark., 2021).
Periodontitisli bir hastada cep epiteli P. gingivalis gibi subgingival bakterilere ve {irlinlerine
maruz kalr. Ozellikle P. gingivalis’in iirettigi gingipain gibi proteazlar epitelyal biitiinliigii
bozarak bakteri LPS’i ve diger endotoksinlerinin daha derin dokulara gecerek iltihabin
yayilmasina ve genel dolasima girmesine neden olurlar. P. gingivalis, IL-8 dahil olmak {izere
konak proinflamatuar mediatorlerin tretimini uyarir. Konak epitel hiicreleri tarafindan
salgilanan IL-8 enfeksiyon bolgesine daha fazla notrofil gogiine neden olur ve bu hiicreleri
hiperaktif hale getirir. Diger yonden, gingipainlere uzun siire maruz kalma, IL-8’in bazi
formlarinin bozulmasini tetikleyebilir, bu da kemotaksis ve nétrofil aktivitesini azaltabilir,
bdylece inflamatuar durum daha da kroniklesir (Sekil 6) (Dias ve ark., 2008). Bu bolgeler
sistemik hastaliklar i¢in enfeksiyon odaklar1 olarak islev géormektedir. Bunlar, bir dizi akut faz
proteininin ve inflamatuar sitokinin iiretimine yol acan akut faz yanitini tetikler. Bu kimyasal
mediyatorler periodontal patojenlerle birlikte dolasimla uzak organlara ulastiginda ise ilgili

organlarda problemler ortaya ¢ikar (Socransky ve ark., 1998; Cekici ve ark., 2014).
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Sekil 6. Gingipain ile modiile edilmis IL-8 yanitinin sematik gosterimi
(Dias ve ark., 2008' den yararlanilarak hazirlanmustir.)

4.4. Hiperglisemi

Hiperglisemi, kan glukoz seviyesinin asirt derecede artmasiyla karakterize metabolik bir
durumdur. Kisinin genel saglhig diisiiniildiigiinde, hiperglisemi belirli bir grup sistemik hastaligi
dogrudan ilgilendirir. Bu hastaliklar igerisinde diyabet, obezite, hiperlipidemi ve hipertansiyon

sayilabilir.

"Hiperglisemi" terimi, Yunanca hyper (yiiksek) + glykys (tatli/seker) + haima (kan)
kelimelerinden tiiretilmistir. Hiperglisemi, aglik sirasinda 6l¢iilen 125 mg/dL'nin tizerinde ve
yemekten 2 saat sonra Olgiilen 180 mg/dL'nin iizerindeki kan sekeridir. Bir hastanin aglik
plazma glukozu 100 mg/dL ile 125 mg/dL arasinda ise o kisi bozulmus glukoz toleransina
sahiptir ve pre-diyabet olarak da adlandirilir. A¢lik kan sekeri 125 mg/dL'nin iizerinde olan bir
kisi ise diyabetik hasta olarak adlandirilir. Hiperglisemi tedavi edilmediginde goz, bobrekler,
sinirler, kalp ve periferik damar sisteminde hasar gibi yasami tehdit eden bir¢ok ciddi
komplikasyona yol agabilir. Bu nedenle, hastaligin komplikasyonlari 6nlemek ve gidisatini
iyilestirmek i¢in hiperglisemiyi etkili ve verimli bir sekilde yonetmek hayati 6nem tagir (Mouri

& Badireddy, 2022).

Hiperglisemi goriilmesinde etkili olan faktdrler azalmis insiilin sekresyonunu, azalmis glukoz

kullanimin1 ve artan glukoz iiretimini igerir. Glukoz homeostazi, hepatik glukoz iiretimi ile
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periferik glukoz alimi ve kullanimi arasindaki dengedir. Insiilin, glukoz homeostazinin en
onemli diizenleyicisidir (Simon & Wittmann, 2019). Hipergliseminin ikincil nedenleri arasinda
pankreasin kronik pankreatit ve pankreas kanseri gibi nedenlerle zarar gérmesi, Cushing
sendromu, akromegali ve feokromastioma gibi periferik insiilin direncine neden olan endokrin
bozukluklar, glukokortikoidler, fenitoin ve ostrojenler gibi ilaglarin kullanimi, gebeliklerde
insiilin duyarliliginin azalmasindan kaynaklanan ve gebelerin % 4'liinde ortaya ¢iktig1 bilinen
gestasyonel diyabet, total parenteral beslenme ve dekstroz infiizyonu, postoperatif veya kritik

hastalarda goriildiigii gibi reaktif gelisen hiperglisemi sayilmaktadir.
Hiperglisemi i¢in baslica risk faktorleri olarak

e Ailede T2DM o6ykiisii bulunmasi

Gestasyonel diyabet dykiisii

Istenilen viicut agirhiginm % 120'sinden fazla agirliga sahip olmak (obezite);

Hiperlipidemi veya hipertansiyon varligi;

Polikistik over sendromu varligi olarak sayilmaktadir (Mouri & Badireddy, 2022).

Hiperglisemi insidans1 artan obezite, azalan aktivite diizeyi ve yaslanan bir niifus nedeniyle son
yirmi yilda onemli 6lgiide artmigtir. Hiperglisemi ile iliskilendirilmis sistemik problemler
arasinda bagta diyabet olmak iizere obezite, hiperlipidemi ve hipertansiyon bulunur (Mouri &
Badireddy, 2022). Bu hastaliklar igerisinde ise 6zellikle diyabet, periodontal hastaliklarin yeni
siniflamasinda kendisine yer edinerek hipergliseminin periodontal hastaliklarla dogrudan

iliskide oldugunun bir gostergesidir (Chapple ve ark., 2018).

4.4.1. Hiperglisemi risk faktorleri

4.4.1.1. Diabetes mellitus

Diabetes Mellitus (DM) giin gectikce toplumda goriilme sikligi artan hiperglisemi ile
karakterize metabolik bir hastaliktir. Insiilin salimmina, insiilin fonksiyonuna ya da her
ikisindeki bir probleme bagl olarak gelisir. Pankreastaki Langerhans adaciklarindaki f-
hiicrelerinde sentezlenen insiilin hormonu enerji homeostazisini kontrol eder. Insiilin eksikligi
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda bozulmalara neden olmaktadir. Uluslararasi

Diyabet Federasyonunun 2015 yili verilerine gore diinyada erigkinler arasinda 415 milyon

21



diyabetli hastanin oldugu ve 2040 yilinda bu rakamin 642 milyona ulagsacagi dngoriilmektedir.
Bu oran her 10 erigskinden birisinin bu hastaliktan etkilenecegi anlamini tagimaktadir (Yuen ve
ark., 2019). DM klinik belirtileri arasinda poliiiri, polidipsi ve polifaji, kilo kaybi ve gii¢stizliik

sayilmaktadir.

Tirkiye Diyabet Vakfi’nin hazirladigi Diyabet Tam1 ve Tedavi Rehberi’ne gére DM tam

kriterleri i¢in asagidakilerden birine sahip olmak tan1 konulmasi i¢in yeterlidir;
» 8 saatlik aclik plazma glukozu > 126 mg/dl
» Diyabet semptonlaria ek rastlantisal plazma glukozu > 200 mg/dl
» Oral glukoz tolerans testinde 2.saat plazma glukozu > 200 mg/dl
» HbAlc > %6.5 (American Diabetes Association, 2017).

Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) tarafindan yapilan siniflamada DM’nin 6ne ¢ikan tipleri
arasinda tip 1 DM, tip 2 DM ve gestasyonel DM sayilmaktadir. Esasen genetik olarak gegis
gosteren, pankreastaki beta hiicrelerine karsi gelisen otoimmiiniteye bagli olarak meydana
gelen, insiilin yetersizligine bagl gelisen ve genellikle genglerde goriilen tipi Tip 1 DM olarak
isimlendirilir ve toplumdaki diyabet vakalarinin %5-10"nunu olusturmaktadir. Daha ¢ok insiilin
direncine bagl gelisen ya da insiilin saliniminin normale gore az oldugu ya da her ikisinin de
birlikte gergeklestigi durumlarda meydana gelen tipine ise T2DM denir ve diyabet vakalarinin
%90-95’ini olusturur. Gebelikte ortaya c¢ikan glikoz intoleransi olarak bilinen tipi ise
gestasyonel diyabet olarak adlandirilir. T2DM gelisme riskini yas, obezite, sagliksiz yasam
tarz1 ve onceden gecirilmis gestasyonel DM gibi birgok faktdr arttirmaktadir. Hastalarin
cogunda asir1 kilo veya obezite mevcuttur. Bu sebeple fazla kilonun insiilin direncine neden

oldugu diistiniilmektedir (American Diabetes Association, 2017).

Periodontal hastaliklar ve DM birlikte diistintildiigiinde ortak 6zellik viicutta yarattig1 yiiksek
inflamasyon seviyesidir. Kronik hiperglisemi bir¢ok farkli yollardan viicuttaki sistemik
inflamasyonu, oksidatif stresi ve programlanmis hiicre 6liimiinii (apoptozis) artirmaktadir
(Brownlee, 2005). Bunun sonucu olarak viicutta makro ve mikrovaskuler komplikasyonlar
ortaya ¢cikmaktadir. Uzun donemde gérme kaybi ile sonuglanabilecek olan retinopati, bobrek
yetmezligine yol acan nefropati, ayak iilserleri ve ampiitasyona kadar varan periferal néropati,
gastrointestinal, genitoliriner ve kardiyovaskiiler ssmptomlara neden olan otonom néropati gibi
komplikasyonlar gelisebilir. DM’li bireylerde yara iyilesmelerinde gecikmeler ve degisen

kemik yogunluguna bagli olarak meydana gelen kirilmalar da komplikasyonlar arasinda
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izlenebilir (Forbes & Cooper, 2013; Ali¢ ve ark., 2017) Hiperglisemi ve diyabete bagl yiiksek
inflamasyon seviyesi periodontal dokulardaki lokal faktorlere bagli gelisen inflamatuar cevabi
daha da siddetli hale getirmektedir. Bunun yaninda diyabetik hastalardaki polimorf niiveli
l6kositlerin (PMNL) fagositoz, kemotaksis ve bakterisidal fonksiyonlarindaki bozukluklar
viicudun bakteriyel infeksiyona karsi1 direncinde de zayiflamaya neden olur. Buna bagl olarak
periodontal enfeksiyonlarla bas edebilme kabiliyeti diyabetik hastalarda daha diisiiktiir. Bu
nedenle kontrol altinda olmayan diyabetik hastalarda peridontal miidahalelerde proflaksi rutin
hale gelmistir. Bunun tam tersi de s6z konusudur. Hem diyabetli hem de siddetli kronik
periodontitis hastalarinda, PMNL kemotaksis kabiliyeti ve apoptozis hafif kronik periodontitisli
ya da saglikli periodonsiyuma sahip hastalara gore olduk¢a bozulmus durumdadir. Gerekli
islevlerini yerine getirememelerine bagli olarak, dokulardaki PMNL varlig1 gereginden daha
uzun siireli hale gelmekte, bu da ortamdaki reaktif oksijen tiirevlerinin (ROT) ve MMP
seviyesinin normalin ¢ok iistiinde olmasina neden olmaktadir (Shetty ve ark., 2008). Buna ilave
olarak diyabette meydana gelen mikro ve makrovaskuler bozukluklarin esas sorumlusu olarak
gosterilen ileri glikasyon son iiriinlerinin (IGSU) periodontal dokulardaki varlig1 da bu iki yonlii
iliskiyi agiklayan mekanizmalardan biridir. IGSU non-enzmatik olarak bazi lipit ve protein
molekiillerinin glikozillenmesiyle olusan komplekslerdir. Bunlar damar duvarlarina yapisarak
vaskuler komplikasyonlara neden olurlar. Gingival makrofajlarin IGSU’ler i¢in yiiksek afiniteli
ileri glikasyon son iiriinleri reseptdrlerine (IGSUR) sahip oldugu gosterilmistir. Periodontal
dokularda yiiksek oranda IGSU komplekslerinin bulunmasi buralardan epizodik bir sekilde
dolasima siirekli pro-inflamatuar molekiil salmimma neden olmaktadir. IGSU’lerin
makrofajlardaki reseptorlerine baglanmasi asir1 derecede IL-1p, TNF-a ve IL-6 salgilanmasina
neden olur. Bunun sonucu olarak dokulardaki akut faz proteinleri ve ROS seviyesi artmakta,
artan oksidatif stres sonucu vaskuler komplikasyonlar meydana gelmekte ve diyabetin
komplikasyonlari ortaya ¢ikmaktadir (Chapple ve ark., 2013; D’aiuto ve ark., 2010; Polak &
Shapira, 2018).

Kontrolsiiz diyabete sahip bireylerde artan periodontitis siddetinin biyolojik mekanizmalarina
iligkin veriler incelendiginde bu iliskide mikrobiyal faktorler, sitokinler ve adipokinler, immiin
hiicre fonksiyonlari, hiperglisemi ve alveolar kemik hemostazinin rol oynadig1 goériilmektedir

(Sekil 7) (Polak & Shapira, 2018).
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Sekil 7. Kontrolsiiz diyabetin periodontitis {izerindeki negatif etki mekanizmasi (Polak &
Shapira, 2018’ den yararlanilarak hazirlanmistir.)

Kontrolsiiz diyabet sonucu mikrobiyal florada degisimler meydana gelir. Bu degisim ile birlikte
periodontal durumun kétiillesmesine yol agan IL1-B, TNF-a, IL-6, RANKL/OPG ve oksijen
metabolitlerinin periodonsiyumdaki seviyelerinde artis goriiliir. Ote yandan, diyabet ve
periodontitise sahip bireylerde dolasimda yiiksek seviyelerde TNF-a, CRP ve oksidatif stres
elemanlar goriiliir. Yiiksek seviyelerde ortaya ¢ikan inflamasyon elemanlar1 diyabetin kontrol
altina alinmasinda giigliilk meydana getirir. Ancak basarili uygulanan bir periodontal tedavi bu

degerlerin seviyelerini diisiiriir ve diyabetin kontrol altina alinmasina katki saglar (Polak &
Shapira, 2018).

Sadece periodontitisli hastalara kiyasla diyabetli ve periodontitisli hastalarda IL-1p, IL-6 ve
RANKL/OPG oranlarinin yiikseldigi tespit edilmistir. Bu sitokinler igerisinde IL-1B’nin
diyabetin major iki tipinde de glisemik kontrolle periodontitis iligskisinde rol almada TNF-a'ya
kiyasla one ¢iktig1 goriilmektedir. Klinik, hayvan ve hiicre kiiltiirii caligmalarindan elde edilen
derleme calismasindaki veriler, diyabet gibi hiperglisemik durumlarin enfekte periodontal
dokularda hiperinflamatuar bir durumu indiikledigini giiclii bir sekilde gostermektedir. Diyabet
ve periodontal hastaliklarin patogenezinde kemik rezorpsiyonunda rol oynayan molekiillerin
etkisi oldugu gosterilmistir. Diyabette RANKL/OPG eksenindeki degisikliklerin ve inflamatuar
statiiniin diyabetli bireylerde periodontitis sirasinda alveolar kemik kaybinda rol oynadigi
goriisiinii desteklemektedir (Taylor ve ark., 2013; Polak & Shapira, 2018).

24



Hiperglisemik durum ve diseti dokusunda yiiksek seviyelerde IGSU goriilmesi ile periodontal
ligament fibroblast hiicrelerinin de etkilendigi inflamatuar durum tetiklenir. Fibroblastlarin da
dahil oldugu bu inflamatuar durum, yiiksek seviyelerde TNF-a, IL-6 ve IL-1p salgilanmasi,
TLR'lerin aktivasyonu, apoptoz ve adezyon ve diger molekiillerinin ekspresyonunu igerir.
Periodontal ligament fibroblast fonksiyonlarindaki bu degisiklikler, klasik inflamatuar
hiicrelere ek olarak, periodontitis ile DM siddetlenmesinin patogenezinde rol oynayabilir.
Taylor ve ark. (2013) derleme caligmasinda, diyabetteki hipergliseminin hiicreler iizerinde
dogrudan proinflamatuar ve oksidan etkileri olabilen IGSU komplekslerinin geri déniisiimsiiz
olusumuna neden oldugu sonucuna varmustir. Daha da 6nemlisi, IGSU'ler sinyal reseptdrii
IGSUR'ye baglandiginda, hiicrelerin fenotip ve fonksiyonlar1 kritik bir sekilde etkilenir,
IGSU’lerde artis goriiliir ve yiiksek inflamasyon ve oksidatif stres seviyesi ile birlikte doku
yikimlart meydana gelir. Yikim ile birlikte periodonsiyumda proinflamatuar sitokinler seviyesi
ile oksidatif hasarin bir gostergesi olan lipid peroksidasyon diizeylerinin sistemik dolasimdaki
seviyelerinde de artis goriilmektedir. Periodontal enfeksiyon, diyabet hastalarinda bu kisir
dongiiyii daha da giiclendirir ve daha siddetli periodontal yikima yol agar (Bastos ve ark., 2012,
Taylor ve ark., 2013; Polak & Shapira, 2018).

Diyabet ve periodontitis ile ilgili yapilan klinik ¢alismalar, glikoz veya HbAlc seviyeleri
Ol¢iimleri ile degerlendirilen diyabet kontroliiniin periodontitisten etkilendigini gostermektedir.
Periodontitisin diyabet kontrolii {izerindeki etkisi, periodontal inflamasyonda rol oynayan
molekiillerin sistemik dolagima katilmasindan kaynaklanabilir ve sistemik inflamatuar duruma
neden olabilir. Periodontal inflamasyon ve glikoz homeostaz1 arasinda potansiyel anahtar
faktorler iginde oksijen radikallerinin yani sira IL-6, TNF-a ve CRP yer alir. Sistemik
inflamatuar yanitta artis sonucu ortaya ¢ikan bu molekiiller insiilin ile ilgili sinyalizasyon
mekanizmalarindaki bozulmalar ve insiilin direnci ile iliskilidir. HbAlc seviyelerinde
degisikliklere yol acarak diyabet kontroliiniin zorlasmasina ve diyabete baglh

komplikasyonlarda artisa neden olurlar (Sekil 8) (Polak & Shapira, 2018).
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mekanizmalar (Polak & Shapira, 2018’ den yararlanilarak hazirlanmstir.)

komplikasyonlarinda artis

4.4.1.2. Obezite

Obezite yag dokusundaki anormal veya asir1 yag birikmesinin viicut sagligini olumsuz
etkileyecek oranda goriilmesi olarak tanimlanir. Obezite tanimlanmasinda diinyada standart
olarak kabul edilen Viicut Kitle Indeksi (VKI) (Agirlik[kg] / Boy? [m]) (Body Mass Index
[BMI]) 6l¢iimii yapilmaktadir. ideal VKI 20 ile 22 arasinda kabul edilirken, VKI’nin 25°den
yukarida olmasi fazla kilolu, VKI>30 obezite olarak tanimlanir. Obezite ve asir1 kiloda esas
sebep diyet yoluyla alinan enerji miktan ile fiziksel aktiviteler ve metabolizma sirasinda
harcanan enerji miktarinin dengesiz olmasidir. Obezite kardiyovaskiiler hastaliklar,
hipertansiyon ve 6zellikle T2DM olmak tizere pek ¢ok kronik iltihabi hastalik i¢in risk faktorii
olarak kabul edilmektedir (Kopelman, 2000). T2DM gibi obezite de insiilin direnciyle
iligkilendirilir ancak obez bireylerde yeterli miktarda insiilin salinim1 miimkiin olabilecegi i¢in
her obez bireyde hiperglisemi goriilmeyebilir. Insiilin direnci ile birlikte plazmadaki serbest
yag asitleri yiikselir. Bu durum, kas hiicrelerine glukoz transportunu azaltip, yaglarin
parcalanmasini arttirarak hepatik glukoz iiretiminde artisa yol agar. Serbest yag asitleri insiilin

direnci ve beta hiicre fonksiyonunun bozulmasinda rol oynar. Plazmada serbest yag asitlerinin
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yiikselmesinin ardindan insiilin direnci olusmaya baslar. Ortaya ¢ikan lipotoksisite ve glukoz
toksisitesinin yani sira adipoz doku kaynakli sitokinler de obezite ve insiilin direnci gelisiminde

rol oynar.

Obezitede TNF-a, IL-6 , CRP gibi inflamatuar belirteclerin seviyeleri sistemik dolasimda
artmis durumda olup kronik inflamatuar bir durum s6z konusudur. Viicutta birincil enerji
depolama yeri olan yag dokusu, sistemik inflamasyona katkida bulunan ¢ok sayida
proinflamatuar sitokin iiretir. Yag dokusu ayrica istaht ve enerji harcamasini diizenleyen bir
hormon olan leptin ile insiilin duyarliligini artiran ve antiinflamatuar 6zelliklere sahip bir
hormon olan adiponektin iiretir. Obez bireylerin diisiik adiponektin seviyelerine ve artmis leptin
seviyelerine sahip oldugu gosterilmistir, bu da kronik diisiik dereceli inflamasyona katkida

bulunabilir (Al-Goblan ve ark., 2014).

Obezite periodontitis ile yiiksek inflamasyon seviyesi agisindan iligkilendirilmistir. Periodontal
hastaliklardaki bakteriler bu iligkide inflamasyon i¢in siirekli bir kaynak olusturmaktadir. Buna
ilave olarak obezitede yag dokusu kaynakli sitokin ve hormonlarin iki hastalik arasindaki
iligkide anahtar role sahip olabilecekleri diistiniilmektedir. Periodontitis ve obezitede IL-1J,
TNF-a, IL-6 ve CRP gibi inflamatuar belirtecler, leptin gibi hormonlar, oksidatif stres sonucu
olusan iiriinler ve kemotaktik mediyatorler gibi hiicresel bilesenlerin ve ¢esitli mediyatdrlerin

dahil oldugu ¢ok sayida inflamatuar yolak ortiismektedir (Pamuk & Kantarci, 2022).

Obezitede viicut yaginin artmasi periodontal hastalikta hiperinflamatuar bir yanita da neden
olabilecegi diistiniilmektedir. Adipositler obezite ile iligkili inflamasyonda kritik hiicrelerdir.
Yag dokusu fonksiyonunu korumadaki rollerinin yani sira, adipositler enfeksiy6z
mikroorganizmalart hedefleyebilir ve yag dokusunun inflamasyonunda rol oynayabilir.
Bakteriler de ayrica adiposit nekrozu, apoptoz ve tnf-a tiretimini uyarabilir. Fagositlerde oldugu
gibi TLR’ler bakteri ve adipositler arasindaki bu etkilesimlerde merkezi bir rol oynar.
Escherichia coli lipopolisakkariti gibi TLR ligandlarinin serbest yag asitlerinin salinimini
indiiklemek i¢in adipositleri uyardigi gosterilmistir. TLR’ler P. gingivalis ve antijenlerini
tanidigindan ve takip eden inflamatuar yanitlara aracilik ettiginden, adipositlerin P. gingivalis
veya antijenlerine yanit vermesi, inflamasyonun énemli bir parcasi oldugunun gostergelerinden

biridir (Dong ve ark., 2022; Pamuk & Kantarci, 2022).

4.4.1.3. Hiperlipidemi ve hipertansiyon

Hiperlipidemi, yiiksek total kolesterol, trigliseritler, ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein
kolesterol (VLDL), diisiikk yogunluklu lipoprotein kolesterol (LDL), serbest yag asitleri ve
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apolipoprotein B seviyelerinin yani sira yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDL)
diizeylerinin azalmasi ile karakterizedir. Arteriyel duvar i¢inde kolestrol birikimi ve inflamatuar
molekdilleri iireten lenfositlerin, monositlerin/makrofajlarin kronik birikimi ile aterom plaklari
olusmasi en Onemli problemlerden biridir. Aterom plaklarinin goriildiigli aterosklerotik
hastaliklar yani kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in hiperlipidemi major risk faktorlerdendir

(Villegas Vilchez ve ark., 2022).

Hipertansiyon yliksek sistolik ve diyastolik arteriyel kan basinci olarak kendini gosterir.
Hiperglisemi i¢in risk faktorii olan hipertansiyon gelisiminde oksidatif stres ve endotel
disfonksiyonu kritik bilesenler arasindadir. inflamasyonun hipertansiyondaki rolii dikkat
cekmektedir. Kronik inflamasyonla karakterize periodontitis hipertansif hastalarda kan
basincinin yiikselmesi ve endotel disfonksiyonu ile iliskilendirilmigtir. Periodontitisli
hipertansif hastalarda saptanan inflamatuar biyobelirteclerin ¢esitliligi ve sayis1 artmaktadir

(Leong ve ark., 2014).

Hiperlipidemi, hipertansiyon, T2DM ve abdominal obezitenin bir arada goriilmesi metabolik
sendrom riskini ortaya ¢ikaran faktorlerdir. Metabolik sendrom kardiyovaskiiler,
serebrovaskiiler ve metabolik hastalik riskinin artmasina yol agan bir komorbidite kiimesi
olarak tanimlanmaktadir (Villegas Vilchez ve ark., 2022). Metabolik sendromda rol oynayan
diyabette mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarmin onlenmesi icin glisemik
kontrol sarttir. Makrovaskiiler komplikasyonlarin baginda gelen kardiyovaskiiler hastaliklarin
onlenmesinde hiperglisemi kontroliine ek olarak, eger eslik eden hiperlipidemi ve hipertansiyon
durumu var ise bunlarin da kontrolii sarttir. Inflamasyonun aterosklerotik siirecin her adiminda
yer aldigi artik kabul edilmektedir. Atereskleroz arteriyel duvar iginde pro-inflamatuar
molekiilleri iireten lenfositlerin, monositlerin/makrofajlarin ve diiz kas hiicrelerin kronik
birikimi ile gittikce siddetlenen bir siire¢ olup, Onlenmesi i¢in anti-inflamatuar tedaviler
olusturmaya yonelik aragtirmalar yapilmaktadir. Bagisiklik sisteminin hem dogustan gelen hem
de adaptif immun yanitlar1 da ateroskleroz gelisiminde etkili oldugu gosterildigi i¢in bu konuda
hem immiinolojik hem de inflamatuar kaskadlarin agiklanmasina yo6nelik ¢alismalar halen
giincelligini korumaktadir (Beverly & Budoff, 2020; Li ve ark., 2017).

Periodontal hastaliklar ile hiperlipidemi, aterom plaklar1 olusumu ve hipertansiyon durumu
inflamasyon olusturma noktasinda birlesir. Buna ilave olarak, aterom plaklarinda oral
bakterilerin, 6zellikle P. gingivalis’in varhigi ortaya konmus olup, bu bolgeden kronik pro-
inflamatuar sitokin salinimi ve sistemik inflamasyon tizerindeki etkisi ayr1 bir dikkat ¢ekici

konudur (Haraszthy ve ark., 2000). Periodontal patojenler igerisinde 6zellikle P. gingivalis
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varligi ile ateromlar arasinda anlamli bir iliski oldugu ve oral biyofilmdeki periodontal
bakterilerin arterlere ulasmanin bir yolunu bulabilecegi gosterilmektedir (Marcelino ve ark.,
2010). Etiyolojik agidan bakildiginda, inflamasyonun aterosklerotik plak gelisiminde nedensel
bir faktor oldugu belirtilmistir. Yiiksek yagli diyet kaynakli hiperlipidemi, PMNL’de
fonksiyonel anormalliklere yol agabilir. Yakin zamanda yayinlanan arastirmalar, obezite ve
hiperlipideminin konak yanitin1 degistirerek periodontal yikimi artirabilecegi ve kolesterolle
zenginlestirilmis bir diyetin artan periodontal inflamasyon ve serum pro-oksidan seviyeleri ile
birlikte alveoler kemik kaybinda rol oynayabilecegi bildirilmistir (Kirzioglu ve ark., 2016;
Yildirim ve ark., 2017).

4.4.1.4. Polikistik over sendromu varhg:

Polikistik over sendromu genellikle iireme c¢agindaki kadinlarda sik rastalanan endokrin
metabolik bozukluklardan biridir ve etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Bu heterojen
hastaligin semptomlar1 arasinda baslica hiperandrojenizm, akne, kilo artisi, diizensiz adet
dongiisii ve insiilin direnci bulunmaktadir. Polikistik over sendromu olan hastalarda insiilin
direnci, obezite, diyabet ve dislipidemi gibi metabolik bozukluklar goriilmektedir. Abdominal
obezite ve insiilin direnci sonucu gelisen hiperglisemi durumu kronik inflamasyon ve
metabolik bozukluk gelisme riskini arttirmaktadir. Meydana gelen insiilin direnci sonucu
olusan hiperglisemi oksidatif stresin artmasina ve vaskiilar endotelyal hasara neden olur. Bu
hastalarda diyabete yatkinlik olduk¢a artmaktadir. Tedavilerinde diyet ve egzersizle
desteklenerek kan glukoz diizeylerinin takibinin yapilmasi olusabilecek komplikasyonlarin

oniine geg¢ilmesi agisindan 6nemlidir (Cakir ve ark., 2013).

Periodontal hastaliklar ile polikistik over sendromu arasinda iliski oldugu tespit edilmistir. Bu
konunun ele alindig1 bir derlemede, poliskistik over sendromuna sahip bireylerin ayn1 zamanda
periodontal hastalikli olma riskinin yiiksek oldugu ve mevcut periodontal hastaligin siddetini

de arttirdig1 gosterilmistir (Machado ve ark., 2020).

4.5. Periodontal Hastahklar ve Hiperglisemi Iliskisi

Periodontal hastaliklar ve DM birlikte dusiiniildiigiinde bunlardaki ortak o6zellik viicutta
yarattig1 yiiksek inflamasyon seviyesidir. Kronik hiperglisemi bir¢ok farkli yollardan viicuttaki
sistemik inflamasyonu, oksidatif stresi ve programlanmis hiicre Olimiinii (apoptozis)
artirmaktadir (Brownlee, 2005). Bunun sonucu olarak viicutta makro ve mikrovaskuler
komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastalarda uzun donemde gorme kaybi ile

sonuglanabilecek olan retinopati, bobrek yetmezligine yol acan nefropati, ayak iilserleri ve
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ampiitasyona kadar varan periferal noropati, gastrointestinal, genitoiiriner ve kardiyovaskiiler
semptomlara neden olan otonom ndropati gibi komplikasyonlar gelisebilir. DM’li bireylerde
yara iyilesmelerinde gecikmeler ve degisen kemik yogunluguna bagl olarak meydana gelen
kirilmalar da komplikasyonlar arasinda izlenebilir (Gavin ve ark., 2003). Iste, baslangicta bahsi
gecen yiiksek inflamasyon seviyesi periodontal dokulardaki lokal faktorlere bagli gelisen
inflamatuar cevabi daha da siddetli hale getirmektedir. Bunun yaninda diyabetik hastalardaki
PMNL’deki fagositoz, kemotaksis ve bakterisidal fonksiyonlardaki bozukluklar viicudun
bakteriyel infeksiyona karsi direncinde de zayiflamaya neden olur. Buna bagl olarak
periodontal infeksiyonlarla bas edebilme kabiliyeti diyabetik hastalarda oldukc¢a diisiiktiir. Bu
nedenle kontrol altinda olmayan diyabetik hastalarda peridontal miidahalelerde proflaksi rutin
hale gelmistir. Bunun tam tersi de s6z konusudur. Hem diyabetli hem de siddetli kronik
periodontitis hastalarinda, PMNL kemotaksis kabiliyeti ve apoptozis hafif kronik periodontitisli
ya da saglikli periodonsiyuma sahip hastalara gore olduk¢a bozulmus durumdadir. Buna baglh
olarak, dokulardaki PMNL varlig1 gereginden daha uzun stireli hale gelmekte, bu da ortamdaki
ROT ve MMP seviyesinin normalin ¢ok iistiinde olmasina neden olmaktadir. Sonug¢ olarak,
siddetli periodontitis varliginda hiperglisemiye bagli inflamasyonu daha da siddetlendirir
(Shetty ve ark., 2008). Buna ilave olarak diyabette meydana gelen mikro ve makrovaskuler
bozukluklarin esas sorumlusu olarak gosterilen IGSU’lerin periodontal dokulardaki varlig1 da
bu iki yénlii iliskiyi aciklayan mekanizmalardan biridir. IGSU non-enzimatik olarak baz lipit
ve protein molekiillerinin glikozillenmesiyle olusan komplekslerdir. Bunlar damar duvarlarina
yapigarak vaskuler komplikasyonlara neden olurlar. Gingival makrofajlarim IGSU’ler igin
yuksek afiniteli reseptorlere sahip oldugu gosterilmistir. Periodontal dokularda ytiksek oranda
IGSU komplekslerinin bulunmasi buralardan epizodik bir sekilde siirekli pro-inflamatuar
molekiil salinimina neden olmaktadir. IGSU’lerin makrofajlardaki reseptorlerine baglanmasi
asirt derecede IL-1B, TNF-a ve IL-6 salgilanmasina neden olur. Bunun sonucu olarak
dokulardaki akut faz proteinleri ve ROT seviyesi artmakta, artan oksidatif stres sonucu vaskuler
komplikasyonlar meydana gelmekte ve diyabetin komplikasyonlar1 ortaya g¢ikmaktadir.
Diyabette antioksidan sistemde de degisiklikler goriilmektedir. Glutatyon, siiperoksit dismutaz,
katalaz, nitrik oksit ve lipid peroksidasyon gibi c¢esitli antioksidan parametrelerde goriilen
azalmalar oksidatif hasar1 hizlandirir ve gesitli komplikasyonlarin goériilmesinde 6nemli rol

oynar (D’aiuto ve ark., 2010; Chapple ve ark., 2013).

4.6. Periodontal Hastahklarda Inflamasyon ve Akut Faz Yamiti

Periodontal hastaliklarda esas etiyolojik faktor olan mikrobiyal dental plak igerisindeki

bakteriler tarafindan salgilanan enzimler, LPS ve diger viriilans faktorleri, konak yanitini
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uyararak inflamasyon siirecini baglatirlar. Bu siiregte, mikroorganizmalardan salinan iirtinler
ve antijenler konak hiicrelerin yiizeyindeki TLR tarafindan saptanirlar. Bu maddeler konak
hiicrelerinde ¢esitli inflamatuar mediyatorlerin salinimini uyarir ve bdylece kan damarlar
genisler ve gecirgenlikleri artar. Bununla birlikte bag dokusunda ekstidatif siv1 artis1 ve akut
faz proteinlerinin birikimi goriiliir. Akut faz proteinlerinin inflamasyona dahil olmas1 burada
gerceklesir. Ortamdaki antijenleri elimine etmek ve zarar goriip pargalanan dokulari ortamdan
temizlemek icin konak savunmasi antikor {iretir ve beraberinde ortama PMNL ve noétrofiller
go¢ eder. Konak savunmasinda dogal bagisiklikta oncelikle cevap veren bu hiicreler kan
damarlarindan ¢ikarak iltihabi hiicre infiltratin1 olustururlar, PMNL birikimi enzim salinimina
yol agarak sitokinler, biiylime faktorleri, PG ve MMP iiretiminde rol oynar, monositler ve
lenfositler de bunlar1 takip eder.

Inflamatuar yanit bir bagska agidan bakildiginda kompleman sistemi araciligiyla iretilen
mediatdrler tarafindan diizenlenir. Kompleman sisteminin birer {iriinii olan C3a ve C5a,
l16kositler ve mast hiicrelerini etkileyerek histamin salinimiyla birlikte vaskiiler degisiklikler
meydana gelmesine sebep olur. Ilerleyen inflamasyonla mast hiicrelerinin sayis1 artar. Mast
hiicrelerinden akut ve kronik inflamatuar cevabi diizenleyen IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-4, IF-y ve
TGF-B gibi proinflamatuar ve anti-inflamatuar mediyatorler salgilanir. Bu proinflamatuar
mediyatorler karacigerde hepatositleri uyarir ve akut faz proteinleri dretilir. Akut faz
proteinleri mikroorganizmalar1 etkisiz hale getirerek konak immiin cevabina katilir. PMNL
birikimiyle birlikte MMP’lerin ortama salinmasi ekstraseliiler matriks yikimina sebep olur.
Ekstraseliiler matriksin yikiminin goriildiigii evrede hastaliktaki yikim epitel ve bag dokusu
ile sinirlidir. Hastaligin ilerlemesiyle birlikte aktive olan makrofajlar ve fibroblastlardan
salinan MMP, IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi molekiiller inflamatuar yanit1 giiglendirirler, PGE2
ve RANKL, OPG gibi osteoklastogenezi diizenlenmede gorevli molekiillerle birlikte alveol
kemigi yikimma yol acarlar. Bu asamada doku harabiyeti yumusak dokulardan kalsifiye
dokulara dogru ilerler ve alveolar kemik yikimi ile birlikte periodontitis gelismeye baslar
(Page & Kornman, 1997; Cekici ve ark., 2014).

Akut faz reaksiyonlar1 organizmaya kars1 meydana gelen her tiirlii saldiriya ya da zarar verici
duruma cevap olarak ortaya ¢ikan spesifik olmayan erken donem reaksiyonlar1 olarak
aciklanabilir. Bu etkenler bakteriyel ya da viral saldirilar, mekanik ya da yanik travmalari,
oksijensizlige bagli nekroz ya da kanser olusumlar1 gibi durumlar olarak 6zetlenebilir. Bu
reaksiyonlarin amaci meydana gelen saldir1 ya da degisiklige kars1 viicudu korumak, etkeni
ortadan kaldirmak ve organizmanin eski haline donmesi i¢in gerekli fizyolojik ve metabolik

degisiklikleri baslatmak Yyani homeostazi saglamaktir. Bu reaksiyonlar arasinda ates
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yiikselmesi, nétrofil sayisinda artis, lipid metabolizmasindaki degisiklikler, demir seviyesinde
azalma (hypoferremia), glukoneogenezde artma, bu reaksiyonlarda gerekli olan aminoasit
ihtiyaci (karacigere gonderilmek {izere) igin kas dokusu katabolizmasinda artma, kompleman
sistemi ve koagulasyon yollarinin aktivasyonu, hormonal degisiklikler ve akut faz proteinleri
artig1 sayilabilir (Moshage, 1997). Tiim bu olaylarda doku igerisinde bulunan makrofajlarin
dogrudan ya da salgiladiklari mediatorlerle hiicre bazinda diizenleyici gorevleri s6z konusudur.
Ayrica dolagim ile de ilgili olarak ortamda PMNL ve trombosit artis1 akut faz reaksiyonlarinin
en belirginleridir. Baslangigta PMNL ve trombositler mevcut depolardan karsilanirken ihtiyaca
gore kemik iliginde sentezlenmeleri de miimkiin olur. Bu olaylar olurken eritrosit sayisinda
diisiis ve bakteriler i¢in gerekli olan demir miktarinda azalma olur. Buna ilave olarak damar
gecirgenliginin artisi ile birlikte damar disina sivi ve trombosit ¢ikisi da s6z konusudur. Bunun
sonucu olarak ortamda reaktif oksijen iirlinleri, nitrik oksit ve arasidonik asit artis1 ile birlikte
bolgede d6dem, 1s1 artisi ve kizariklik olusur (Ebersole & Cappelli, 2000). Cesitli nedenlere
bagli olusan akut faz reaksiyonlari sirasinda meydana gelen bir baska ilging olay ise karaciger
tarafindan salgilanan bazi plazma proteinlerinin hizla dolasima verilmesidir. Bu akut faz
proteinleri 6zellikle yara iyilesmesinde onemli rol oynar. Bu proteinler ekstraseliiler
proteazlarin inhibisyonunda, pihtilasmada, mevcut pithtinin ortadan kaldirilmasinda, immiin
sistem organizasyonu, nétralizasyonu ve ortamdaki zararli artiklarin uzaklastiriimasinda ¢ok
onemli role sahiptir. Akut faz proteinlerinin regiilasyonu biiyiik oranda sitokinler ve nispeten
daha az oranda noral sistemden salgilanan glukokortikoidler araciligiyla gergeklestirilir. Bu
proteinlerden kimileri inflamasyonun seviyesi arttik¢a azalirken kimisinin ise paralel olarak
artar ve buna gore paralel seyir izleyenler pozitif akut faz proteinleri (CRP, YKL-40, Serum
amyloid A, Fibrinojen vb.), ters seyir izleyenler de negatif akut faz proteinleri (Antithrombin,

Albumin, Transferrin vb.) olarak siniflandirilirlar (Polepalle ve ark., 2015).

4.6.1. C-reaktif Protein

C-reaktif protein (CRP), 1930 yilinda kesfedilmis inflamasyon ile birlikte artig egilimi gosteren
onemli bir pozitif akut faz proteinidir. Bu protein kovalent olmayan baglarla birbirine
baglanmis 23 KDa birimindedir ve peptid zincirinden olusan pentamer yapidadir. igerisinde her
biri 6zdes 187 amino aside peptid zincirleri disulfide baglariyla bagli bulunur ve karbonhidrat
modifikasyonu goriilmez. CRP bakterilere non spesifik olarak baglanarak kompleman sistemi
tarafindan taninmasini saglar ve bu sekilde fagositler tarafindan ortadan kaldirilmasin
kolaylagtirir. Bu etki mekanizmasi antijenlerin antikor ile baglanmasi ve fagosite edilmesi

olayma benzerlik gostermesine ragmen antikor cevabindan oldukc¢a farklidir. Antikor cevabi
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antijen spesifik olarak meydana gelirken CRP non spesifik olarak hareket eder. Sadece
bakterilere degil viriislere, mantarlara ve hatta parcalanmis doku hiicrelerine de baglanarak
bunlarin makrofajlar, NK hiicreler ve monositler tarafindan ortadan kaldirilmasina da aracilik
eder. CRP, cogunlukla karacigerde iiretilir. Mononiikleer kan hiicrelerinde ve alveolar
makrofajlarda IL-1, TNF-a ve IL-6 sentezini indiikler ve inflamatuar yanitin giiclenmesinde rol
oynar. CRP normalde ng/ml miktarlarinda bulunur, ancak dokunun yaralanmasini izleyen 72
saat icinde dramatik bir sekilde yiizlerce pg/ml'ye yiikselebilir. Bu, doku hasarindan sonraki
saatler icinde yiiz ila binlerce katlik bir artisa tekabiil eder. Inflamasyon veya travmanin
¢Oziilmesiyle seviyeleri diiser. CRP seviyeleri, inflamatuar siirecin ve bununla iligkili hastaligin

teshisi, izlenmesi ve tedavi siireci konusunda bilgi saglar (Ebersole & Cappelli, 2000).

CRP ve periodontitis arasindaki iligkinin incelendigi sistematik derlemede, kesitsel
caligmalarda plazma CRP miktariin periodontitisli hastalarda kontrol grubuna kiyasla ytiksek
oldugu ve periodontal tedavinin CRP diizeylerini diisiirmede etkili oldugu gosterilmistir
(Paraskevas ve ark., 2008). DM ve obezitede olusan inflamatuar yanittaki artis CRP
seviyelerindeki degisikliklerle izlenebilir (Ford, 1999; Rathcke ve ark., 2006). Metabolik
sendromun gorildiigi hiperglisemik ve periodontitisli hastalarin CRP serum seviyelerinde de

artis saptanmistir (Polak & Shapira, 2018).

4.6.2. YKL-40

YKL-40 nispeten yeni bir inflamasyon belirteci olup hem akut hem de kronik inflamasyonda
karsimiza ¢ikan bir proteazdir. Inflamasyonun seviyesi ile birlikte yiikselme 6zelligi gosteren
pozitif akut faz proteinleri arasinda yer almaktadir (Polepalle ve ark., 2015). YKL-40, adim
dizilimindeki en son ii¢ N-terminal aminoasitleri olan tirozin (Y), lizin (K), 16sin (L) ve 40kDa
molekiiler agirhginda olmasindan alan bir glikoproteindir. Bu glikoprotein insan kartilaj
glikoproteini 39 (HC gp39) veya kitinaz 3 benzeri protein 1 (CHI3L1) gibi birden fazla isimle
adlandirilmaktadir (Hakala ve ark., 1993; Rathcke ve ark., 2006). Memeli kitinaz benzeri
proteinlerin bir iiyesi olmakla birlikte kitinaz enzimatik aktivitesi yoktur ve akut veya kronik
inflamasyonda aktif nétrofiller ve makrofajlar tarafindan salgilanir. YKL-40"n ayrica vaskiiler
diiz kas ve endotel hiicreleri, artritik kondrositler, kanser hiicreleri ve embriyonik ve fetal
hiicreler tarafindan iretildigi gosterilmistir. Muhtemelen hiicrelerin ekstraselliiler matrikse
yapismasinda, bir taraftan diger tarafa hareketinde, proliferasyon ve farklilasmada ve
inflamasyon ve apoptozdan korunmada rol oynar. Ek olarak, YKL-40, bag dokusu hiicreleri
(fibroblastlar, kondrositler ve insan sinovyal hiicreleri) i¢in bir biiyiime faktoriidiir ve bu

hiicrelerde hiicre proliferasyonunun artmasina neden olan bir sinyal kaskadi baglatir. Ancak,
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oncelikle homeostaz ile iligkili patolojik kosullarda merkezi bir rol oynar (Polepalle ve ark.,

2015).

Son donemlerdeki arastirmalarda YKL-40’1n viicut sivilarindaki seviyesinin, romatoid artrit,
inflamatuar bagirsak hastaliklari, T2DM gibi kronik inflamasyonla karakterize hastaliklarda
saglikl1 bireylere oranla artmis oldugu gosterilmistir (Rathcke & Vestergaard, 2009). Nielsen
ve ark. (2008)’mn yapmis oldugu calismada T2DM’li bireylerdeki artmis plazma YKL-40
seviyesi, aclik plazma glukozu ile iligkili oldugu ancak viicut kitle indeksi ile iliskili olmadigi
ve dolayisiyla plazma YKL-40 seviyesinin obeziteden bagimsiz diyabet spesifik bir belirte¢
olarak kullanabilecegi iddia edilmistir. Bu goriis ayn1 zamanda, hiperglisemik durumlarda
CRP’e kiyasla YKL-40'n daha spesifik bir belirte¢ olabilecegini diisiindiirmektedir (Nielsen
ve ark., 2008). YKL-40’in patojen bakterilere karsi basta makrofajlar olmak iizere gesitli
immiin sistem hiicreleri tarafindan salinarak konak savunma mekanizmasinda rol oynamasi ve
hiicre proliferasyonunda ve farklilasmasinda, fibroblastlarin stimulasyonunda, ekstraselliiler
matriks remodelasyonunda ve angiyogeneziste rol oynamasi periodontitisteki yerinin
arastirilmasina oncili olmustur. Periodontal hastaliklarla YKL-40 arasindaki iliski ilk kez 2014
yilinda Keles ve ark. (2014) tarafindan ortaya konmugstur. Gingivitis ve periodontitisli
bireylerden alinan serum ve diseti olugu sivist Orneklerindeki YKL-40 seviyesi saglikli
bireylerden alinanlara oranla daha yiiksek ¢ikmistir (Keles ve ark., 2014). Sonraki takip
caligmalarinda ise, bu hastalarin tedavisi sonrasinda, YKL-40 seviyeleri saglikli grup ile ayni
seviyelere indigini gostermisler ve YKL-40’1n periodontal hastaliklardaki inflamasyon
seviyesinin belirlenmesinde potensiyel bir biyomarker olabilecegini ileri siirmiislerdir (Keles-
Yucel ve ark., 2020). Bu goriisii destekler nitelikte, Damodar ve Mehta (2018)’nin  yapmis
oldugu calismada ise diyabeti olan ve olmayan kronik periodontitis hastalarinda diseti olugu
stvisinda YKL-40 seviyesinin baglangi¢c peridontal tedaviyi takiben 6 hafta sonunda azaldig:
tespit edilmistir (Damodar & Mehta, 2018). Bu calismalar YKL- 40'in inflamasyonun bir
belirteci oldugunu ve YKL-40 seviyesinin DM ve periodontal hastaliklardaki inflamasyona
bagl gelisen komplikasyonlarin izlenmesi agisindan potansiyel bir belirte¢ olabilecegi fikrini

desteklemedir.

4.6.3. Interlokin-1beta

Interlokin-1B (IL-1B) bilinen en kuvvetli pro- inflamatuar sitokindir. IL-1’in IL-1a ve IL-1B
olmak tizere iki farkli tipi vardir. IL-1p digerine gore daha yiiksek diizeyde sentezlenir.

Makrofajlar, fibroblastlar ve ndtrofiller dahil olmak {izere ¢esitli hiicre tipleri tarafindan tiretilir.
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Yikimda gorevli sitokinlerin primer aktivatorii olan IL-1f, inflamasyona kars1 akut yanitta rol

alarak konak savunmasina katki saglar (Yi-June ve ark., 1999; Ebersole & Cappelli, 2000).

IL-1B'min aracilik ettigi inflamatuar reaksiyonlar periodontal doku yikiminda 6nemli rol
oynamaktadir. Matriks metalloproteinazlar ve inhibitorlerinin diizenlenmesinde etkindir.
Kemik yikimini dogrudan uyardigi gibi matriks metalloproteinazlari aktive eden prostoglandin
E2’nin salgilanmasini saglayarak indirek olarak da matriks yikimmi uyarir. Immunositleri
uyararak notrofillerin par¢alanmasini ve kollajen sentezinin inhibisyonuna aracilik eder. IL-18
periodontal hastaliklarda meydana gelen atagman kaybi1 ve kemik rezorbsiyonunda rol oynadigi
bildirilmistir (Graves ve ark., 1994, Graves & Cochran, 2003). Tiim bu verilerin 15181nda
yapilan caligmalar sonucunda IL-1B’nin aym1 zamanda periodontal hastaliklarda olusan
inflamasyonun izlenmesinde kullanilabilecek 6nemli bir biyobelirte¢ oldugu sdylenebilir
(Cafiero ve ark., 2021).

4.6.4. Tiimor nekroz faktorii alfa

Tiimdr nekroz faktorii alfa (TNF-a), tiimor nekrotizan faktor ailesinin bilinen 18 {iyesinden
biridir. IL-1pB ile benzer hiicresel aktiviteye sahip bu proinflamatuar sitokin periodontal
hastaliklarin patogenezinde dnemli rol oynar. Diyabet ve obezite gibi kronik inflamasyonla
seyreden metabolik hastaliklarla iligkilendirildigi gibi periodontal hastaliklarla da
iliskilendirilmistir (Genco ve ark., 2005; Kumar ve ark., 2014)

TNF-a konak cevabinda ve inflamatuar olaylarda farkli hiicreler lizerinde farkli diizenleyici
etkiler sergilemektedir. Periodonsiyum iizerindeki etkisini yumusak dokuda diseti
fibroblastlarinda apoptozu indiikleyerek ve kolajenaz iiretimini uyararak gergeklestirir. Sert
dokudaki etkisini ise osteoklast gelisimini uyararak kemik yikimda rol oynarak yapar. TNF-
o’nin proinflamatuar etkileri endotel hiicreleri uyararak 16kosit birikimini hizlandirmasi, aktive
makrofajlardan IL-1B sentezini ve salinimini arttirmasi, makrofaj ve gingival fibroblastlardan
PGE2 salinimini arttirmasi olarak siralanabilir (Page, 1991; Graves & Cochran, 2003). IL-13
gibi TNF-a igin de periodontal hastaliklarin izlenmesinde kullanilabilecek onemli bir
biyobelirteg¢ oldugu sdylenebilir (Engebretson ve ark., 2007; Afacan ve ark., 2019; Hegde &
Awan, 2019)

4.7. Oksidatif Stres ve Periodontal Hastaliklar

Oksidatif stres, hiicre ve dokularda ROT’un asir1 {iretimi ve bunun organizmadan
uzaklastirilamamasi sonucunda oksidan ve antioksidan sistemler arasi dengenin oksidanlar

lehine bozulmasidir. Periodontal hastaliklarda meydana gelen yiiksek miktarda ROT disetinde,
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periodontal ligamentte ve alveol kemiginde birikerek oksidatif hasara ve periodonsiyumda
yikima sebep oldugu gdsterilmistir. Obezite ve diyabet gibi kronik inflamasyona bagli sistemik
oksidatif stres artis1 periodontal dokularda meydana gelen lokal inflamasyonla birlestiginde
daha hizli doku yikimi olusur (Bullon ve ark., 2009). Inflamatuar kosullara bagh
polimorfoniikleer 16kositlerin aktivasyonu sonucu hiicrelerin mitokondrilerinde elektron
tagima zinciri sisteminde iiretilirler. Kronik inflamasyonla birlikte hem lokal hem sistemik ROT
olusumu artar. Aktive olmus makrofajlar ve ndtrofiller gibi inflamatuar hiicreler ROT
salimminda gorev alirlar. Inflamasyonda PMNL’ler tarafindan iiretilen ROT bir yandan
bakterilerle savasarak dokular1 koruma goérevi yaparken bir yandan da ekstraselliiler matriks ve
bag dokuda yikima neden olur. Sitoplazmik hiicre membranlar1 ve mitokondri membranlari
ROT’ un primer hedefleri arasinda yer almaktadir. Agiri miktarda ROT un hiicrelerde birikimi
sonucu lipid peroksidasyonu, protein yikimi, ekstraselliller matriksin depolarizasyonu ve
proinflamatuar sitokinlerde artis meydana gelir. Bunlarin sonucunda hiicrelerde apoptoz ve

DNA hasar1 goriiliir (Canakci ve ark., 2005; Kim ve ark., 2010).

Hiperglisemiyle karakterize metabolik hastaliklar olan T2DM ve obezitede goriilen insiilin
direnci ya da bozulmus insiilin sekresyonu asir1 beslenmeyle bozulan redoks dengesinin ve
ROT birikiminin bir sonucudur. Asirt ROT birikimi sonucu hiicresel proteinlerin ve lipitlerin
yapist ve fonksiyonu degisir, bu da bozulmus enerji metabolizmasi, degistirilmis hiicre
sinyalizasyonu ve hiicre dongiisii kontroliinde anormalliklere, bozulmus hiicre i¢i tagima
mekanizmalari ve genel islevsiz biyolojik aktivitelere, immiin aktivasyon ve inflamasyon dahil
olmak {izere hiicresel fonksiyon bozukluklarina yol agar. Asiri yiiksek yagli ve/veya
karbonhidratli diyetlerin neden oldugu beslenme stresi, lipit peroksidasyon iiriinlerinde artisa,
protein karbonilizasyonuna ve antioksidan miktarinda azalmaya neden olarak belirgin sekilde
oksidatif stresi tesvik eder. Obezitede gelisen kronik oksidatif stres ve inflamasyon durumu
insiilin direnci, metabolizma yolaklarinda diizensizlikler, insiilin sekresyonunda bozukluklar ve
immiinolojik fonksiyon bozukluklari ile sonuglanan diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik gibi

patolojilerin gelismesine yol agan temel faktorlerdir (Newsholme ve ark., 2016).

Disaridan ya da igeriden gelen etkilere cevaben olusan ROT’larin meydana getirdigi oksidatif
stresle birlikte, organizmalar olusan zararli etkilerden korunmak icin ¢esitli enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri olusturmuslardir. Superoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz (GST) ve katalaz (CAT) bunlar arasinda

sayilabilir.
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Oksijen organizma tarafindan kullanilirken, mitokondrilerde meydana gelen zincir reaksiyonlar
sonucunda ROT olarak siiperoksit radikalleri ortaya ¢ikar. SOD enzimi bu molekiilleri hizlica
ortamdan ulagtirmaya calisarak dengenin tekrar korunmasini saglamak igin reaktif oksijen

molekiiliinii daha az zararli molekiil olan hidrojen peroksite déniistiiriir (Ozcan ve ark., 2011).

CAT ise bu olusan hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalayan reaksiyonu katalize eder.
Hiicreleri hidrojen peroksitin zararl etkilerinden korumada hayati bir rol oynar. Kirmizi kan
hiicreleri, karaciger ve dalak hiicreleri gibi hidrojen peroksite maruz kalan hiicrelerde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Katalazin eksikligi veya islev bozuklugu, sistemde hidrojen
peroksit birikimine yol acgabilir, bu da hiicresel hasara neden olur ve cesitli hastaliklarin

gelisiminde dnemli rol oynar (Chelikani ve ark., 2004).

GST, hem endojen bilesikleri hem de farmasétikler gibi toksik maddeleri detoksifiye eden
onemli bir enzim grubunu temsil etmektedir. GST glutatyon ile ksenobiyotiklerin reaksiyonunu
kataliz eder. GST’ler elektrofilik ksenobiyotikleri inaktive ederek viicuttan atilmak iizere
konjugasyonunu saglayan dimerik yapida enzimler olarak bilinmektedir. GST’nin en sik
rastlandig1 dokular karaciger, ince bagirsak, kalin bagirsak ve bobreklerdir (Ozcelebi ve ark.,

2021).

Nitrik oksit (NO) hastalik ve saglik durumunda karmasik rollere sahip bir radikaldir.
Inflamatuar hastaliklarin patogenezinde yer alan bu molekiil serbest gazdir ve membranlardan
kolayca gecebilir. Siiperoksit radikali ile reaksiyona girerek peroksinitrit olugsmasina neden
olur. Bu molekiil hidroksil kadar reaktiftir ve lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin hasarina sebep

olmaktadir (Ozcan ve ark., 2011).

Serbest radikal tiirlerinin olusumundan sonra en Onemli reaksiyonlardan biri de lipid
peroksidasyonudur (LPO). Hiicre zarlar1 zengin lipit igerigine sahiptir. Bunlar fosfolipitler,
gliseritler veya glikolipidler seklinde olabilir. Membran lipitlerinin serbest radikaller tarafindan
tahrip edilmesine lipid peroksidasyonu denir. Lipid peroksitlerin par¢alanmasini takiben,
biyolojik olarak aktif aldehitler ortaya cikar. U¢ veya daha fazla cift bag ile yag asitlerinin
peroksidasyonu sirasinda, tiyobarbitiirik asit kullanimi ile ortaya c¢ikan ara iriin
malondialdehittir (MDA). LPO oksidatif stresin bir sonucu oldugundan, bu siireci izlemek i¢in
cok sayida belirte¢ kullanilmigtir. MDA, oksidatif stresi takiben arttig1 gosterilebilen lipid
peroksidasyonunun baslica ve en ¢ok ¢alisilan tiriiniidiir (Del Rio ve ark., 2005; Akalin ve ark.,

2007).
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Oksidatif streste 6nemli bir diger molekiil de glikoproteinlerin ve glikolipidlerin karbonhidrat
zincirlerinin indirgeyici olmayan ucunun terminal bileseni olan siyalik asittir (SA). SA hiicre
zarlar i¢in esansiyel bir bilesendir ve hiicre zarinin yapisini, gegirgenligini ve biitlinliigiini
korumada oOnemli rol oynar. SA ayrica hiicre adezyonunu, antijeniteyi, transport
mekanizmasini, bazi hormonlarin etkisini ve enzimlerin katalitik Ozelliklerini etkiler.
Inflamatuar siireclerde, diyabet ve periodontal hastaliklarda serum ve tiikiiriik gibi viicut

stvilarindaki seviyesi yiiksektir (Oktay ve ark., 2020; Shahvali ve ark., 2020)

4.8. Asetilkolinesteraz Aktivitesi

Asetilkolin (ACh), sinir ve kas lifleri boyunca elektriksel uyarmin {iretilmesinde ve
iletilmesinde rol oynayan ve ayrica sinir uglari-organ ve ndron-ndron arasindaki uyarilari
taginmasini saglayan kritik 6neme sahip bir esterdir. ACh, asetilkolinesteraz (AChE) enzimi
tarafindan inaktif formuna hidrolize edilir. Hidroliz reaksiyonundan sonra, kolin ve asetik asit
adi1 verilen iki inaktif molekiil olusur. Belirli bir siire sonra inaktif olan formlar tekrar aktif hale
gelir ve uyaran iletiminde yer alir. Yiiksek AChE seviyeleri, inflamasyonun bir isareti olarak
gosterilmistir. Son yillarda yapilan arastirmalarda DM, insiilin direnci ve hiperlipidemisi olan
hastalarda AChEmin plazma ve doku aktiviteleri daha yiiksek bulunmustur. Bu artisin bir
sonucu olarak plazma ve doku ACh diizeylerinin diisiik olmasi beklenebilir. ACh, TNF-a ve
IL-1B olusumunu kolinerjik anti-inflamatuar yolak yoluyla inhibe eder. ACh, serotonin,
dopamin ve diger ndropeptitlerin seviyelerini ve aktivitelerini diizenleyerek hem bagisiklik
tepkisini hem de nérotransmisyonunu kontrol eden bir norotransmitterdir. Sonug olarak, AChE,
ACh'yi inaktive ederek iltihabi durumu artirabilir. Buna gore, cesitli klinik durumlarda
goriildigi gibi plazma ve dokularda artmis AChE aktivitesinin, diisiik dereceli sistemik
inflamasyonun bir igareti oldugu 6ne siiriilmiistiir. (Pavlov & Tracey, 2006; Das, 2007). Ayrica
periodontal hastaliklarin patogenezinde kolinerjik mekanizmalarin roliinlin arastirildigi bir
calismada periodontitisli hastalarin tiikiiriik ve diseti olugu sivisi 6rneklerinden 6lgtilen yiiksek
AchE seviyelerinin klinik olarak periodontal hastaliklarla iliskili oldugu gdsterilmistir

(Apatzidou ve ark., 2018).

4.9. Alkalen Fosfataz Aktivitesi

Alkalen fosfataz (ALP), proteinlerden, niikleotidlerden ve alkoloidlerden fosfat grubunun
koparilmasint saglayan baglica enzimlerdendir. Diseti iltihab1 ve kemik rezorpsiyonunda
onemli rol oynamaktadir. ALP’nin ana kaynagi karaciger, bobrek, kemik, bagirsak ve plasenta

olsa da noétrofiller, osteoblastlar ve fibroblastlar dahil olmak {izere periodonsiyumun bir¢cok
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hiicresinde de bulunur. Esas olarak enfeksiyon bolgesine gogleri sirasinda PMNL’lerden, kemik
olusumu sirasinda osteoblasttan ve periodontal rejenerasyon sirasinda periodontal ligamentteki
fibroblasttan salinir (Malhotra ve ark., 2010). Periodontitis ve diyabete sahip hastalarda yapilan
bir c¢alismada T2DM ve kronik periodontitis hastalarinda serum ve tikiirik ALP
konsantrasyonunun diyabetli olmayan kronik periodontitisli hastalara ve saglikli gruba gore

yiiksek oldugu gosterilmistir (De ve ark., 2018).

4.10. Deney Hayvan Modeli Olarak Zebra Bahklar

Giliniimiizde deney hayvan modellerinin kullanilabilmesi arastirmacilara karmasik biyolojik
stirecleri irdeleyebilmek ve terapotik miidahaleleri kontrollii ve etik sartlarda gerceklestirilmek
icin biiylik olanaklar sunar. Hayvanlar ve insanlar arasindaki genetik, fizyolojik ve hiicresel
benzerlikler nedeniyle, hayvan modelleri insan patofizyolojisini anlamak ve yeni tedaviler
gelistirmek i¢in milkemmel bir ¢alisma sahas1 yaratmaktadir. Hayvan modellerinin kullanimu,
yeni ilaglarin, asilarin ve tibbi cihazlarin gelistirilmesinde ve temel biyolojik bilgilerin aciga
¢ikartilmasinda kritik rol oynamaktadir. Diinden bugiine insana olan benzerlikleriyle deney
hayvan modeli olarak siklikla kullanilmakta olan fare ve sican hayvan modellerinin yani sira
giiniimiizde insana olan genetik benzerligi, sistemik hastalik modellemesi ve enfeksiyon
stirecinin takibi ve analizinde kullanilabilmesi, diger modellere gore daha kiiciik, elde etmesi
ve bakimi daha kolay ve nispeten ucuz olmasi nedeniyle zebra baliklar1 da bir bagka se¢enek

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Zebra balig1 (Danio rerio) dogal olarak Kuzey Hindistan, Giiney Asya Pakistan, Bhutan ve
Nepal gibi iilkelerdeki akarsularda yasayan kiiclik boyutlarda tropikal bir tathi su baligidir.
Kemikli baliklarin (Teleostei) Actinopterygii sinifinda, Cyprinidae familyasina ait bir tiir olan
zebra baliklar1 maksimum 4-5 cm boyutunda canlilardir. Bir defada sayisiz embriyo elde
edilebilen bu tiirlin embriyolar1 seffaftir ve gelisim asamalar1 kolayca izlenebilmektedir. Bu
sebeple 1930'lu yillarda zebra balig1 ilk olarak gelisimsel ve embriyolojik ¢alismalar igin bir
model olarak kullanilmistir. Ek olarak, dollenme siirecinin zebra baliklarinda harici olarak
gerceklestirilmesi bu baliklarin dogrudan manipiile edilmesine izin verir. Zebra balig1, insan
genleri ile ok sayida homolog genlere sahiptir. Insan genomuyla karsilastirildiginda insandaki
genlerin yaklasik %70'inin en az bir belirgin zebra balig1 ortologuna sahip oldugu gosterilmistir.
1980°1i yillarin basinda klonlama, mutagenez ve transgenez gibi ileri genetik tekniklerin
gelismesiyle birlikte zebra baliklari genetik caligmalarin yapilabildigi bir model organizma
olarak tanmitilmistir. 1990'larda zebra baliklarinda gergeklestirilen c¢esitli  genetik

manipiilasyonlar gosterilmistir. Bu gelismelerle birlikte zebra baliklari model organizma olarak

39



popiilerlik kazanmistir. O zamandan beri, zebra baliklar1 genetik, biyotip, noérobiyoloji,
toksikoloji, farmakoloji ve insan hastaliklarinin modellenmesi de dahil olmak iizere gesitli

arastirma alanlarinda kullanilmaktadir (Howe ve ark., 2013; Karaman ve ark., 2020).

Zebra baliklar1 kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve obezite gibi sistemik hastaliklarin
arastirilmasinda kullanildig1 gibi bakteri kaynakli inflamatuar durumlarin ve patogenezlerin
aragtirtlmasinda da kullanilmakta olup, enfeksiyon hastaliklarin arastiritlmasinda 6nem teskil
eden konak ve patojen arasindaki iligkilerin incelenmesine genis olanaklar sunmaktadir (Miller
& Neely, 2004; Widziolek ve ark., 2016; Sullivan ve ark., 2017; Zang ve ark., 2018).

Zebra baliklar1 insanlarla benzer glukoz metabolizmasina, reaktif metabolit iretme yolaklarina
ve bunun yaninda yine benzer ¢esitli patofizyolojik yolaklara sahiptir. Ornek verilecek olursa,
hipergliseminin esas rol oynadigi obezite ve diyabet gibi metabolik durumlar ve bunlarin
meydana getirdigi patolojik degisimler zebra baliklarinda izlenebilmektedir. Fazla besleme
yoluyla 6 ayda T2DM olusturulan farelerde meydana gelen hiperglisemik durum ve
komplikasyonlar, zebra baliklarinda ytliksek yagli diyet uygulamasiyla 2 hafta gibi ¢ok daha
kisa bir siirede gelistirilebilmektedir (Heckler & Kroll, 2017; Zang ve ark., 2017; Zang ve ark.,
2018). 2 hafta besleme protokolii uygulanan yeni bir ¢alismada zebra baliklarinda glukoz
intolerans1 ve hiperglisemi gelistigi gosterilmis ayni zamanda oksidatif stres iriinleri ve

sitokinler gibi inflamatuar belirtegler iizerindeki etkileri arastirtlmistir (Dandin ve ark., 2022).

Periodontitiste P. gingivalis ile kardiyovaskiiler hastalik iliskisini arastiran ¢alismalarda zebra
baliklar1 model olarak kullanilmistir. Bu ¢alismalarda zebra balik kullaniminin disinda dikkat
¢eken bir diger unsur ise P. gingivalis virulans faktorleri arasinda gingipaini 6ne ¢ikarmalaridir.
P. gingivalis varliginda gingipain blokerleri kullanarak ya da gingipain salgilayamayan mutant
P. gingivalis kulanilarak gerceklestirilen bu ¢alismalar gingipain gibi virulans faktorlerinin
bireysel etkilerini incelemekte yetersiz kalmaktadir (Widziolek ve ark., 2016; Farrugia ve ark.,
2021). Literatlirde P. gingivalis’in dogrudan kullanimi yerine, bakterinin en énemli virulans
faktorlerinden olan gingipain kullanimu ile ilgili endotoksine 6zgii etkilerinin ortaya ¢ikarildigi
arastirmalar nadir olup, bu alan arastirmaya agik bir konu olarak yerini korumaktadir. Diger
yonden inflamatuar diizeyde hiperglisemi ve periodontal hastaliklar arasindaki ¢ift yonlii
etkinin karmasik patogenezi diisiiniildiigiinde, zebra baliginda hiperglisemi modeli yaratilarak
periodontal patojenlere ait virulans faktorlerinin dogrudan bu baliklar tizerinde kullanilmasiyla,
yaratilan etkinin bu iki hastaligin etkilesimlerindeki a¢iklanamamis alanlara 151k tutacagi ve bu

alanda daha ileri ¢aligmalarin Oniinii acacag diisiiniilmektedir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Zebra Baliklarimin Bakim ve Beslenme Prosediirleri

Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 08.03.2022 tarihinde etik
kurul onay1 alinan 38.2021mar protokol numarali calismamizda saglikli yetiskin (6-9 aylik)
yabani tip AB/AB susu, ortalama 6 aylik zebra baliklar1 kullanildi (EK-1). Bu baliklar yagsamlar1
ve deney kosullarin igin ideal sartlari saglanmasi amaciyla ZEBTEC Mini Akvaryum
sistemindeki tanklarda, giinde 14 saat giin 1s181na, 10 saat karanliga ayarli olacak sekilde
aydinlatma sistemi kurularak barindirildi ve boylelikle baliklarin normal sirkadiyen ritimlerinin
olusmasi saglandi (Sekil 9). Akvaryumdaki sistem suyu pH’1 7,2 civarinda sabit tutularak ortam
sicakligr 28 + 1°C ve nem oran1 %61 olacak sekilde ayarlandi. Gerekli oksijen pompalari
tanklara yerlestirildi. Fiziksel ve UV sistemlerini i¢eren filtrasyon mekanizmalari ile baliklarin
ortam temizligi saglandi. Deney sirasinda ise baliklar bu sartlarin yerine getirildigi ve belirtilen
degerlerin giinliik olarak kontrol edildigi maruziyet tanklarinda barindirildi. Yemlerin
ayarlanan saatlerde verilebilmesi i¢in otomatik yemleyiciler tanklara monte edildi. Deney
stiresince maruziyet tanklarinin temizligi her giin atiklardan arindirilarak yapildi ve sistem

sular1 giinliik olarak degistirildi.

Deney Oncesinde tiim zebra baliklarinin agirliklar1 hesaplanarak maruziyet tanklarina ortalama
agirliklan birbirlerine benzer olacak sekilde dagitildi. Normal besleme protokolii uygulanan
tanklardaki baliklara deney oncesinde ve sirasinda balik basina giinliik toplam 20 mg ticari balik
yemi verildi. Fazla besleme protokolii uygulanan tanklardaki baliklar ise 2 haftalik deney siiresi
boyunca balik basina normal beslemenin 6 kati1 olacak sekilde giinliik toplam 120 mg ticari yem
ile beslendi. Kullanilan Tetramin isimli ticari yemin icerigi minimum %351 ham protein, %11
ham yag %2,3 kalsiyum, %1,5 fosfor, maksimum %15 kiil, %3 ham fiber ve %6,5 nem
seklindedir. Graniil boyutu 0,36—0,65 mm ve enerjisi 3,39 kcal/g’dur.
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Sekil 9. ZEBTEC mini akvaryum sistemi
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5.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 1. Kullanilan cihazlar

Deneyler sirasinda kullanilan cihazlar Tablo 1’ de verilmistir.

Cihaz Ad1

Marka

Akvaryum sistemi

Zebtec Mini Akvaryum
sistemi

RT-PCR

Rotor Gene-Q, Qiagen

DNA-RNA izolasyon cihazi

QIAcube, Qiagen

Spektrofotometre Shimadzu UV-120-02
Santrifiij Sigma 1-16K, Sigma
Nanodrop NanoDrop 2000c
Vorteks V-1 PLUS, Biosan
pH metre Hanna HI 2211

Hassas terazi

Shimadzu ATX224

Otomatik pipet

Rainin

Homojenizator Tissuelyser LT, Qiagen
Etuv Niive EN 400
Manyetik karigtirict Witeg Wisd Hotplate

Stirrer MSH

Distile su cihazi

Elga Option-Q Ultra saf su
sistemi

Termostat

EHEIM thermocontrol

Kamera

Canon D500
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5.3. Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Tablo 2’ de listelenmistir.

Tablo 2. Kullanilan kimyasallar

Sodyum karbonat

Merck 1.06392.1000

Sodyum hidroksit

Merck 1.06482.1000

Bakar (IIT) siilfat

Fisher Chemical C/8600/50

Sodyum potasyum tartarat

Merck 1.08087.1000

Folin ¢ozeltisi Sigma F9252
Sodyum kloriir Sigma S9888
Albumin Sigma A3912
Tiyobarbiitirik asit (TBA) Sigma T5500-25¢g
Triklorasetik asit (TCA) Acros 421451000
Hidroklorik asit Merck 1.00317.2500
N-biitanol Fisher 4800/17
Cinko stilfatheptahidrat Merck 1.08883.1000
Vanadyum (111) Kloriir Acros 197000250
Siilfanilamid (SULF) Sigma S9251
N-(1-Naftil)-etilendiamin Merck 1.06237.0025
dihidrokloriir (NEDD)

Dipotasyum hidrojen fosfat

Sigma P2222-100g

Potasyumdihidrojen fosfat

Sigma P5655-100g

Disodyum hidrojen fosfat

Sigma 255793-10g

Sodyum Etilendiamin tetraasetik asit

Sigma E4884-100g

asit)

(Na-EDTA)

Riboflavin Fisher Bioreagentsbp167-50
O-dianisin Acros 407890050
L-Glutatyon (GSH) Sigma G4251-5g
1-kloro-2,4-dinitro-benzen (CDNB) | Acros 160511000

Glukoz Biolabo 87109
DEHP(Bis2-etilhekzil) fitalat Sigma Aldrich

DTNB (5,5'-Dithiobis 2 nitrobenzoik | Sigma-D8130
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5.4. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Bu galismada her bir grupta 15 adet (n=15) olacak sekilde ortalama 6 aylik olan yetiskin AB/AB
susu zebra baliklart kullanildi. Olusturulan deney gruplar asagidaki gibidir (Sekil 10):

» Standart besleme protokolii uygulanan ve PBS enjekte edilen zebra baliklarindan olusan
kontrol grubu (K)

» Standart besleme protokolii uygulanan baliklardan olusan ve gingipain enjekte edilen
grup (G)

» Fazla besleme protokolii uygulanan baliklardan olusan ve PBS enjekte edilen grup (H)

» Fazla besleme protokolii uygulanan baliklardan olusan ve gingipain enjekte edilen grup

(H+G)

K
1.Grup 2.Grup 3.Grup 4. Grup
Hiperglisemi
Kontrol ooyl Hiperglisemi i
(186 nmol/L) Gingipain
&) (G) ) (186 nmol/L)
(H+G)

Sekil 10. Deney gruplari
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[ Deney baslangici ]

# Deney gruplan olusturularak zebra baliklarmin agirhik dlgiimlerinin yapilip tanklara yerlestirilmesi
| |
» H ve H+G gruplarinin 2 hafta siire ile balik basina giinde 120 mg ticari yemle beslenmesi
# K ve G gruplarinin 2 hafta siire ile balik basma giinde 20 mg ticari yemle beslenmesi

[ 2 hafta sonrasi ]

» Aglik kan sekeri olgtimler:

| # Zebra baliklanimin agirhiklannin tekrar hesaplanmasi ‘
# Oral glikoz tolerans testlerinin yapilmasi

[ Gingipain enjeksiyonu J

» G ve H+G gruplarina intraperitonel olarak gingipain enjeksiyonu
» K ve H gruplarina intraperitonel olarak PBS enjeksiyonu

3 - 3 - - -y
[ Gingipain enjeksivonu sonrasi
6.saat )

# Anestezi altinda zebra baliklarmin sakrifikasyonu yapilarak hepatopankreas
doku 6rneklerinin ¢ikarilmasi, yapilacak incelemeler igin -20°C’de saklanmasi

[ Deneylerin tamamlanmasi ]

» Omeklerin RT-PCR analizlerinin yapilmasi |
» Omeklerin biyokimyasal analizlerinin yapilmasi

[ Istatiksel analiz ]

Sekil 11. Deney akis semasi

5.5. Gingipain Enjeksiyonlarinin Uygulanmasi

Gingipainin yetigkin zebra baliklarinda in vivo sartlarda dogrudan kullanimi literatiirde bir ilk
oldugu icin deney Oncesi zebra baliklarinda gingipaine karsi gelisen maksimum inflamatuar
yanit1 6lgmeye yonelik doz ve siire belirleme ¢aligsmasi yapildi. Zebra baliklarinda gingipaine
0zgii doz hesabinda literatirde Wilensky ve ark., (2017) tarafindan yapilan fare modeli
kullanilan bir ¢alisma referans alindi. Bu ¢alismadaki yaklasik 15 g agirliginda fareye 6zgii
gingipain dozu yaklasik 1 g agirligindaki zebra baliklarina uyarlanarak zebra baligina 6zgii
olacak sekilde gingipain dozu hesapland1 (Wilensky ve ark., 2017). Ticari olarak Recombinant
gingipain R1 (RgpA) (Recombinant Porphyromonas gingivalis Gingipain R1(rgpA), partial,
MBS969681, MyBiosource) temin edildi. Zebra baliklarinda 9,3 nmol/L, 93 nmol/L ve 186
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nmol/L olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda gingipain enjeksiyonlarinin sitokin diizeyleri
tizerine etkilerinin 3., 6., 15., 24., 48. ve 72. saatlerde incelenmesi sonucu en etkili doz 186
nmol/L ve siire 6. saat olarak belirlendi (Kose ve ark., 2022). Bu verilere dayanarak deneyde
kullanilacak olan gingipain enjeksiyonun dozu ve zebra baliklari i¢in enjeksiyonlar sonrasi

sakrifikasyon zamanlar1 belirlendi.

Fazla besleme protokolii ve standart besleme protokolii uygulanan tiim gruplardaki baliklarin
agirliklar iki hafta sonunda buz ile saglanan anestezi sonrasi hassas terazi ile 6l¢iildii ve agirlik
ortalamalar1 hesaplandi (Sekil 12a ve Sekil 12b). Gruplarin aglik kan sekeri ol¢iimleri (AKS)
ve oral glikoz tolerans testleri (OGTT) yapildi. Maruziyet uygulamalar sirasinda K ve H
gruplarina PBS enjeksiyonu yapildi, G ve H+G gruplarina ise 186 nmol/L dozunda gingipain
enjeksiyonu yapildi. Enjeksiyonlar intraperitonel yolla ve 10 pul Hamilton mikro enjektori
kullanilarak yapildi. Tiim intraperitoneal enjeksiyonlar, baliklara 5 pl/gram hayvan olacak
sekilde ve pelvik destege daha posteriorda mide ¢ukuruna uygulanarak gerceklestirildi (Stewart
ve ark., 2011). Enjeksiyon sirasinda maruz kaldiklar1 sikintiy1 azaltmak igin, baliklar suya
doymus siinger i¢inde sabitlendi ve enjeksiyon sonrasinda gozlem tankina alindi (Sekil 13a,

Sekil 13b ve Sekil 13c) (Ustiindag ve ark., 2022).

e

Sekil 12. a. Zebra baliginin standart besleme protokolii sonrasi hassas terazi ile agirlik
Ol¢timii, b. Zebra baliginin 2 hafta fazla besleme protokolii sonrasi hassas terazi ile agirlik
ol¢timii
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Sekil 13. a. Zebra baligina intraperitoneal enjeksiyon uygulanmasi, b. Intraperitoneal
enjeksiyon uygulanmasinin yakindan goriiniimii, c. Hamilton enjektorii (10ul)

5.6. Achk Kan Sekeri Olciimleri ve Oral Glukoz Tolerans Testi

Deney oncesinde tiim gruplarin en az 8 saat aglik sonrasi aglik kan sekeri 6l¢iimleri yapildi.
Kan alim1 6ncesi baliklar buz kiitlesi tizerinde bekletilerek hafif anestezi altina alindi. Baligin
dorsal aort damarindan insiilin enjektorii yardimiyla kan alindi ve kandaki glukoz degerleri
glukometre cihazi (Contour TS) yardimiyla dl¢iildii (Sekil 14a ve Sekil 14b) (Zang ve ark.,
2013).

Iki hafta uygulanan fazla besleme protokolii sonrasinda zebra baliklarinin 16 saatlik aglik kan
sekeri Olgtimleri yapildi. Oral glukoz tolerans testi i¢in zebra baliginin gram agirligi basina
(1,25 mg/g zebra balig1 agirligl) glukoz ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti mikropipet
yardimiyla gavaj yontemiyle baliga verildi (Sekil 15a, Sekil 15b ve Sekil 15¢). Gavaji takiben
30, 60 ve 120 dakika sonra alinan kan 6rneklerinden kan glukoz diizeyleri 6l¢iildii (Zang ve
ark., 2015; Beler ve ark., 2022; Dandin ve ark., 2022;)
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Sekil 14. a. Zebra baliklarinda dorsal aortadan kan alimi uygulamasi, b. Zebra baliklarindan
enjektor yardimiyla kan alinmasi isleminin gosterilmesi

Sekil 15. a. OGTT i¢in mikropipetin zebra baliklarinin agiz i¢ine yerlestirilmesi, b. Gavaj
uygulamasi, €. Gavaj uygulamasi sonrasi pipetin nazikge ¢ikarilmasi

5.7. Homojenatlarin Hazirlanmasi

Maruziyet uygulamasi sonrasi 6.saatte baliklar buzlu suda anestezi altina alinarak etik sartlar
altinda sakrifiye edildi (Sekil 16a). Sakrifikasyon sonrasi baliklarin hepatopankreas (karaciger
ve pankreas) dokulart ¢ikarildi (Sekil 16b). Elde edilen hepatopankreas dokularina
agirliklarinin on kati serum fizyolojik ilave edildi ve Tissuelyser LT, Qiagen homojenizator
kullanilarak dokular homojenize edildi (Sekil 16¢ ve Sekil 16d). Hazirlanan doku homojenatlari

ependorflarda —20 °C’de kullanilacaklari tarihe kadar muhafaza edildi.
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Sekil 16. a. Sakrifikasyon sonrasi hazirlanacak homojenatlar i¢in dokularin ayrilmasi, b.
Hepatopankreas dokusunun ¢ikarilmasi, ¢. Dokunun ependorf tiiplere aktarilmasi, d.
TissueLyser LT cihaziyla homojenize edilmesi

5.8. Oksidan ve Antioksidan Parametreler

Zebra baliklarindan alinan hepatopankreas doku drneklerinde total protein, NO, LPO diizeyleri,
GST, SOD, CAT, SA, ALP ve AChE aktiviteleri biyokimyasal metodlarla 6l¢iildii ve protein
basina verilerin istatiksel anlamliliklart Graph Pad Prism 9 software (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA) istatistik programi kullanilarak degerlendirildi.

5.8.1. Total protein tayini

5.8.1.1. Calisma prensibi

Bu metotta dnce proteinler alkali ortamda bakir iyonlari ile reaksiyona sokuldu. Daha sonra

fosfomolibdik- fosfotungstik asit reaktifi (folin reaktifi) ile indirgendi. Olusan mavi rengin

siddeti spektrofotometrik olarak degerlendirildi. Olusan mavi rengin siddeti protein

konsantrasyonu ile orantilidir (Lowry, 1951).

5.8.1.2. GereKli ¢ozeltiler

o A cozeltisi: Sodyum karbonat cozeltisi (%2 g, 0,1 N NaOH’teki); 0,4 g NaOH biraz suda
¢ozildi ve hacmi 100 ml’ye distile su ile tamamlandi. 2 g sodyum karbonat hazirlanan 0,1
N NaOH c¢ozeltisinde ¢oziildii ve hacmi 100 ml’ye 0,1 N NaOH ¢dzeltisi ile tamamlandi.
(Onceden hazirlandi. Plastik sisede, oda sicakliginda ve karanlikta saklanda.)

o Bakir siilfat ¢ozeltisi (%1 g): 1 g bakir siilfat biraz distile suda ¢6ziildii ve hacmi distile su
ile 100 ml’ye tamamlandi. (Taze hazirlandi.)

e Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi (%2 g): 2 g sodyum potasyum tartarat biraz distile
suda ¢oziildii ve hacmi distile su ile 100 m1’ye tamamlandi. (Taze hazirland1.)

e B cozeltisi: Bakir siilfat ¢ozeltisi %1 g’lik ile Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi %2 g’lik
olarak esit hacimde (1/1) karistirilarak kullanildi. (Onceden hazirladigimiz bu iki ¢dzelti

kullanilacagi zaman 1/1 Kkaristirilarak taze hazirlandi.)
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o C cozeltisi: 50 ml A ¢6zeltisi ve 1 ml B ¢ozeltisi karistirilarak kullanildi. (Taze hazirlandi.)

e Folin cozeltisi: 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat .2H.O, 50 ml %85 g’lik
fosforik asid, 100 ml derisik HCI ve 700 ml distile su bir balona konularak 10 saat geri
sogutucu altinda kaynatildi ve sonra sogutuldu. Uzerine 150 g Li»SOys ilave edilip, geri
sogutucu altinda 15 dk daha kaynatildi. Soguduktan sonra, 5-6 damla Brom katildi. (Cozelti
bozuksa renk siyahlasir, bu durumda ¢6zelti tekrar hazirlanir, bozuk degilse renk sar1 yesil
olur). Cozelti distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve kullanildi. Bu ¢ozelti koyu renkli
sisede saklanir ve uzun siire dayanir.

e Serum fizyolojik (%060,9 g NaCl): 0,9 g NaCl biraz suda ¢6ziildii ve hacmi 100 ml’ye distile
su ile tamamland: (Onceden hazirlandi, oda sicakliginda ve karanlikta saklandi.)

¢ Protein stok standart ¢ozeltisi (%100 mg’hk albumin ¢ozeltisi):100 mg albumin biraz
serum fizyolojik de ¢oziildiikten sonra hacmi 100 ml’ye serum fizyolojik ile tamamlanir.
(Onceden hazirlandi, buzdolabinda ve karanlikta saklanda.)

¢ Protein calisma standart cozeltileri: Stok cozeltiden uygun hacimler alinarak %5, 15, 25
mg albiimin ihtiva edecek sekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek hazirlandu.

5.8.1.3. Deneyin yapilisi

5 deney tiipii alinarak numune (N), standart 1 (Stl), standart 2(St2), standart 3(St3) ve kor (K)

olmak tizere isaretlendi. Vortekste iyice karistirildi, oda sicakliginda karanlikta 30 dk.

bekletildi. 30 dk. sonunda 500 nm de cam kiivette kore karsi1 absorbanslar kaydedildi. Standart

grafigi ¢izildi. Doku protein miktar1 hesaplandi. Deney basamaklart Tablo 3’de
Ozetlenmektedir.
Tablo 3.Total protein tayini
(St1), (St2), (St3), Kor
Numune | %5 mg %10 mg %15 mg (K)
(N) Albumin Albumin Albumin
Albumin - 25 ul 50 pl 75 pl -
(%100mg)
Doku homojenati 10 pl - - - -
(Veya
slipernatanat)
Serum fizyolojik 490 pl 475 pl 450 pl 425 ul 0,5 ml
Toplam hacim 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
Vortekste karistirildi.
C cozeltisi 3m | 3ml 3ml 3ml 3ml
Vortekste iyice karistirildi ve oda sicakhiginda 10 dk bekletildi.
Folin ayiraci 0im [ oiml [ 0iml 0iml | 01ml
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5.8.2. Siiperoksid dismutaz aktivitesi tayini

5.8.2.1. Calisma prensibi

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin foto-oksidasyon hizini artirma

yetenegi olarak Ol¢iiliir. Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle olusturdugu siiperoksit radikali,

ortamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen peroksite doniisiir. H2O: ise o-dianisidin ile reaksiyona

girerek renkli lirtin olusturur. SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise renkli {iriin olusumu da o kadar

fazla olur. Olusan renkli tiriniin absorbansi1 460 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir
(Mylroie ve ark., 1986).
5.8.2.2. Gerekli ¢ozeltiler

Fosfat Tamponu (50 mM, pH = 7,8): 0,136 gram KH2PO4 ve 0,697 gram K;HPO4
tartilip ayr1 ayri distile su i¢inde ¢oziildii, birlestirilir ve hacmi distile su ile 100 ml’ye
tamamlandi (Hacim 100 ml’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edildi, pH 7,8’¢
ayarlandi) (2 °C’de saklandi).

Fosfat tamponu + 0,1 mM Na-EDTA: 0,0037 gram Na-EDTA tartildi ve 50mM” lik
fosfat tamponunda ¢oziildii. Hacim, 50 mM’lik fosfat tamponu ile 100 ml’ye
tamamlandi. (Onceden hazirlandi, buzdolabinda 2-4 °C’de karanlikta saklandi.)
Potasyum fosfat tamponu (10 mM, pH=7,5): 0,041 gram KH2PO4 ve 0,122 gram
K2HPOg4 tartilip ayr1 ayr distile su iginde ¢ozildi, birlestirildi ve hacmi distile su ile
100 ml’ye tamamlandi (Hacim 100 mI’ ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edildi, pH
7,5’a ayarlandi). (2 °C’ de saklandz).

Riboflavin (0,2 mM): 7,5 mg riboflavin 100 ml potasyum fosfat tamponunda (10mM
ik, pH = 7,5) ¢oziildii. (Onceden hazirlandi, buzdolabinda 2-4 °C’de karanlikta
saklandi)

o- dianisin (6 mM): 19 mg o-dianisin 10 ml distile suda ¢6ziildii. (Taze hazirlandi,

1siktan korundu.)

5.8.2.3. Deneyin yapihisi
%10 gramlik doku homojenati (10g/100 ml) 10 dk 4000 rpm de santrifiij edildi. Siipernatant

alind1 ve tam veya 1/10 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek ¢alisildi. Numune, standart

ve kor olmak tizere 3 deney tiipii alindi. Deney reaksiyon hacimleri Tablo 4’de verilmektedir.
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Tablo 4. Siiperoksid dismutaz aktivitesi tayini

Numune Kor
Fosfat Tamponu 2,6 ml 2,6 ml
(pH=7,8)
0- dianisidin 0,1 ml 0,1 ml
Distile Su - 0.1ml
Dilue siipernetant 0.1 ml --

Her tiipe 30 sn ara ile 0,2 ml riboflavin konuldu ve vorteksle karistirildi. Plastik

makro kiivette 460 nm’de abs okundu.

Sonra tiipler oda sicakliginda 20 W Floresans lamba bulunan kutu i¢inde 8 dk inkiibe
edildi. 460 nm’de abs okundu.

Not: Lamba 20 dakika dnceden agilir ve 1sinmasi saglanir.

5.8.3. Glutatyon s-transferaz aktivitesi tayini

5.8.3.1. Calisma prensibi
GST aktivitesi tayini, GSH ve 1-kloro-2,4-dinitro-benzenin (CDNB) konjugasyonu ile olusan
tirtiniin, 340 nm’deki absorbansinin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi esasina dayanir
(Habig ve ark., 1974).
5.8.3.2. Gerekli ¢ozeltiler
e Sodyum fosfat tamponu (0,2 M, pH= 6,5): 0,534gram Na;HPO4.2H.0 ve 2,3 gram
KH2POj4 ayr1 ayr1 biraz distile suda ¢6ziildii ve birbirine karigtirilarak hacim, distile su
ile 100 m1’ye tamamlandi (Hacim 100 ml’ ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edildi,
IM NaOH ile pH 6,5’¢ ayarlandi.) (Onceden hazirlandi, buzdolabinda 2°C’de ve
karanlikta saklandi).
e Glutatyon (GSH) (60 mM): 1,84 gram glutatyon biraz distile suda ¢oziildii ve hacmi
100 ml’ye tamamlandi (Taze hazirlandi).
e 1-klor-2,4-dinitro-benzen (CDNB) (60 mM): Absolii etanolde taze hazirlandi. 1,22
gram CDNB tartild1 ve biraz etanolde ¢6ziildii. Sonra hacmi 100 ml’ye tamamlandi

(Taze hazirlandi).
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5.8.3.3. Deneyin yapihisi

%10 gramlik doku homojenat1 (100g/100 mL) 10 dk ve 4000 rpm de santrifiij edildi.
Siipernatant alindi ve 1/40 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek calisildi. Numune ve kor
olarak isaretlenmis iki tiip alindi ve Tablo 5°de belirtilen reaktanlar eklendikten sonra

karistirildi.

Tablo 5. Glutatyon s-transferaz aktivitesi tayini

Numune Kor
Dilue siipernatant 0,5 ml --
SF veya Distile Su -- 0,5 mi
Fosfat Tamponu 1,5 ml 1,5 mi
GSH ¢0zeltisi 0,05 ml 0,05 ml
CDNB ¢ozeltisi 0,05 ml 0,05 ml
Distile su 0,90 ml 0,90 ml
Toplam Hacim 3ml 3mi

3 dakika siire (0., 1., 2., 3. dakikalarda) ile karisimin 340 nm’de (25 ° C) absorbanslari izlendi
ve kaydedildi. Absorbans artis1 hesaplandi. Glutatyon ve CDNB’nin konjugasyonu sonucu
olusan iiriin i¢in saptanmis olan ekstrinksiyon katsayis1 9,6 mM™ x cm™ kullanilarak sonuglar
hesaplandi. Enzimsel konjugasyon sonucundan, enzimsel olmayan konjugasyon degerleri

cikarildi.

5.8.4. Total nitrik oksit tayini

5.8.4.1. Calisma prensibi
Nitrat, vanadyum (IIT) kloriir ile nitrite indirgenir. Nitritle siilfanilamidin asidik ortamda N-(1-
Naftil) etilendiamine dihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu kompleks diazonyum bilesigi olusur.
Olusan bu renkli kompleks 540 nm’ de spektrofotometrik olarak dlgiildii (Miranda ve ark.,
2001).
5.8.4.2. Gerekli ¢ozeltiler
e 0,3 M NaOH cozeltisi: 0,6 g NaOH tartildi, bir miktar distile suda ¢o6ziildii ve iizeri
distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.
o ZnSO04(%10’luk): 59 ZnSO4yada 8,9 g ZnSO4.7 H20 tartilarak bir miktar distile suda
¢Ozildii ve tizeri distile su ile 50 ml tamamlanda.

e 1M HCI: 4,20 ml HCI ¢ekildi ve iizeri distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.
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e VCls: 0,4 g VClz bir miktar 1 M HCI’ de ¢oziildii ve tizeri ayn1 ¢ozelti ile 50 ml’ye
tamamlandi.

e HCI (%5’1ik): 2,86 ml %37’lik HCI ¢ekildi ve tizeri distile su ile 25 ml ye tamamlanir.

e SULF (%2’lik)(Siilfanilamid): 0,5 g siilfanilamid tartildi, 25ml %5’ lik HC] igerisinde
¢ozildi.

e NEDD (%0,1°lik) (N-(1-Naftil)-etilendiamin dihidrokloriir): 0,025 g NEDD tartild1.

Bir miktar deiyonize suda ¢6ziildii ve lizeri deiyonize su ile 25 ml’ ye tamamlandi.

5.8.4.3. Deneyin Yapilisi

Doku homojenati, (%10 gramlik) (1009/100 mL) 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. 0,3 ml
slipernatant alindi, tizerine 0,3 ml 0,3 M NaOH ilave edildi. Oda sicakliginda 5 dk beklenir. 0,3
ml %10’luk ZnSO4 ilave edildi. Vortekslendi. +4*de 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ust faz
alind1 ve +4de 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Iki adet deney tiipii alind1, kér ve numune
olarak isaretlenerek Tablo 6’daki gibi ¢alisildi.

Tablo 6. Total nitrik oksit tayini

Numune Kor
Deprotenize Sivi 0,3 ml -
Distile Su - 0,6 ml
VClI3 0,3 mi 0,3 mi
SULF 0,15 ml -
NEDD 0,15 ml -
30 dk 37 °C’de etiivde inkiibe edildi.

Kore kars1 540 nm’de absorbans kaydedildi. Sonuglar 53000 M*/cm™ ekstinsiyon katsayist ile
umol/ L cinsinden hesaplandi.

5.8.5. Lipit peroksidasyon tayini

5.8.5.1. Calisma prensibi
LPO f{iriinii olan MDA ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki reaksiyon sonucu olusan

pembemsi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak degerlendirildi (Ledwozyw ve ark.,
1986).
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5.8.5.2. Gerekli ¢ozeltiler

e NaOH (1 M): 4 gram NaOH tartildi, biraz distile suda ¢6ziildii, hacmi 100 ml” ye distile su
ile tamamlandi. (TBA ¢ozeltisi igin taze hazirlandi.)

e TBA ¢ozeltisi (0.047 M): 500 mg TBA ile 6 ml 1 M’Iik NaOH ile karistirild1. Uzerine 69 ml
distile su ilave edildi. (Onceden hazirlandi, oda sicakliginda ve karanlikta saklandi)

o Triklorasetik asit (TCA) ¢ozeltisi (1.22 M, 0.6 M HCI deki): 20 ml TCA (%100 g TCA)
ile 5 ml HCI (%37 g’lik, d=1,19 g/dl lik HCI) karistirilird1 ve hacmi distile su ile 100 ml ye
tamamlandi. (Onceden hazirlands, oda sicakliginda ve karanlikta saklanda)

¢ n-butanol : Orijinal sisesinden kullanildi.

5.8.5.3. Deneyin yapilisi

2 tane deney tiipli alinarak numune ve kor olmak iizere isaretlendi ve Tablo 7’de belirtildigi

gibi calisildu.

Tablo 7. Lipit peroksidasyonu tayini

Numune Kor
Doku homojenati 0,25 ml -
Distile su - -
TCA 1,25 ml -
Vortekste karistirihir ve 15 dk bekletildi.
TBA 0,75 ml -
Vorteks ile karistirihr ve 30 dk kaynar su banyosunda inkiibe edildi.
n-butanol 2ml 1 mi

[lave edildi ve vortekslendi. 10 dk. 3000 rpm’de santrifiij edildi.1ml butanol fazi almarak 532
nm’de cam kiivette kore karsi absorbanslar kaydedildi. MDA i¢in saptanmig ekstinksiyon kat

sayist (1,56.10° Mtcm™) kullanilarak sonuglar hesaplandi.

5.8.6. Total siyalik asit tayini

5.8.6.1. Calisma prensibi
SA, periyodik asit ile okside olarak beta-formilpiirivik asit olusur. Bu bilesik tiyobarbiitirik asit
ile reaksiyona sokularak, 549 nm'de maksimum absorbans veren renkli bir bilesige

dontstiiriiliir. Bu {iriin stabil degildir, bu nedenle siklohegzanon fazina ¢ekilir. Olusan rengin
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siddeti 549 nm'de maksimum absorbansa sahiptir. 549 nm’deki rengin absorbansi

spektrofotometrik olarak degerlendirilir.

5.8.6.2. Cozeltiler

0,1 N H2SOa: Bir litrelik balon jojeye bir miktar distile su ilave ettikten sonra tizerine 2,71 ml
derisik siilfirik asit konur ve hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

0,2 M Sodyum metaperiyodat (9M fosforik asit (ortho fosforik asit) icinde): 250 ml’lik
balon jojeye belli bir miktar distile su ilave edilir. Suyun tizerine 151,7 ml fosforik asit ilave
edilip karistirilir. Bu karisimin iizerine 10,695 g Sodyum-metaperiyodat ilave edilir,
karistirlarak ¢oziinmesi saglanir. Hacim, distile su ile 250 ml’ye tamamlanir. (Onceden
hazirlanir, oda sicakliginda ve karanlikta saklanir)

0,5 M Sodyum siilfat (0,1 N H2SOu igerisinde): 500 ml’lik bir balon jojeye 35,5 g sodyum
stilfat bir miktar 0,1 N siilfiirik asit i¢inde ¢6ziildiikten sonra hacim 500 ml’ye 0,1 N siilfirik
asid ile tamamlandz.

Sodyum arsenit-%10 g (0,1 N siilfirik asitte hazirlanan 0.5 M sodyum siilfat icerisinde):
10 g sodyum meta arsenit tartildi, bir miktar 0,5 M sodyum siilfat igerisinde ¢6ziildii, hacim 0,5
M sodyum siilfat ile 100 m1’ye tamamlandi. (Onceden hazirlandi, oda sicakliginda ve karanlikta
saklandi.)

TBA-%0,6 g (0,1 N siilfiirik asitte hazirlanan 0,5 M sodyum siilfat icerisinde): 0,6 g TBA
tartilir, bir miktar 0,5 M sodyum siilfat icerisinde ¢6ziildii, hacim 0,5 M sodyum siilfat ile 100
ml’ye tamamlandi. (Taze hazirlandi.)

Siklohekzanon: Orijinal sisesinden kullanildi.

5.8.6.3. Deneyin yapihisi

Doku homojenati (%10 g’lik) 10 dk 4000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant ayrildi. 360 pl
0,1 N H2SOus ile 40 ul siipernatant karistirildi, tiiplerin agzi kapatilarak 1 saat 80°C’de etiivde
hidroliz edildi. Elde edilen hidrolizat numune olarak isaretlenmis deney tiipiine konuldu.
Asamalar Tablo 8’de verilmektedir.

Sonuglar ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak mg siyalik asid / g protein cinsinden hesaplandi
(Warren, 1959).

Ekstinksiyon katsayis1 57000 Mt cm™"dir.
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Tablo 8. Total siyalik asit tayini

Numune
Hidrolizat 0,2 ml

0.2 M sodyum 0,1 ml
metaperiyodat

20 dakika oda sicakliginda beklenildi.
%10 sodyum 1ml
arsenit

Meydana gelen sar1 renk kayboluncaya kadar ¢alkalandi.
%0,6 g TBA 3ml

100°C lik su banyosunda 15 dakika bekletildi. Bu siire sonunda
tiipler su banyosundan alinarak buzlu su i¢inde oda 1sisina
sogutuldu.

Siklohekzanon 4,3ml

Ilave edildi ve vortekslendi. 10 dk 3000 rpm’de santrifiij edildi
Kor olarak 1ml siglohekzanon kullanildi. Organik fazin renk
siddeti 549 nm’ de okundu.

5.8.7. Katalaz aktivitesi tayini

5.8.7.1. Calisma prensibi
CAT enzimi H202’nin, H20’ya doniisiim reaksiyonunu katalizler. Bu doniisiim 240 nm’de
absorbansin azalmasi ile takip edilebilir. 1 dk.’da absorbanstaki azalma katalaz aktivitesi ile
ilgilidir.
5.8.7.2. Gerekli ¢ozeltiler
Fosfat tamponu (PBS) (50 mM, pH=7,0):

a) 6,81 g KH2PO4 ve

b) 8,90 g Na2HPO4.2H20: tartilip ayr1 ayri biraz distile suda ¢oziildiikten sonra hacimleri

ayr1 ayri distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

Kullanilacagi vakit a’dan 1 hacim b’den 1,5 hacim alinarak karistirildi (pH=7.0 olmali).
(Onceden hazirlandi, buzdolabinda ve karanlikta saklandi) (Fosfat tamponu bakteriyal

kontaminasyon olmadig siirece stabil durumdadir ve kullanilabilir.)
* Na2HPO4 anhydrous’dan 7,1 gr alindi.

H202 ¢ozeltisi (30 mM) + fosfat tamponu: Yogunlugu d=1,11 g/ml olan %30 g’lik H20:
cozeltisinden 0,31 ml alindi ve 50 mM lik fosfat tamponu (pH=7,0) ile 100 ml’ye seyreltildi.

(Taze hazirlandi.)
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5.8.7.3. Deneyin Yapihisi

Doku homojenatindan %10 gram olacak sekilde 10 dk. 4000 rpm’de santrifiij edildi.
Siipernatant alind1 ve 1/10, 1/20 veya 1/40 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek ¢aligildi.
Supernatant dilue edildikten sonra 5-10 dakika iginde ¢alisildu.

Numune ve kor olarak isaretlenmis 2 ayr1 deney tiipli alindi. Asagida gosterilen Tablo 9°daki

gibi ¢alisildi.

Tablo 9. Katalaz aktivitesi tayini

Numune Kor
Fosfat tamponu - 0,2 ml
Dilue silipernatant 0,4 ml 0,4 ml
H202 ¢ozeltisi + fosfat 0,2 ml --
tamponu

Tablodakiler ilave edildi ve karistirildi. 1. dk sonrasinda 240 nm’de kuartz kiivette absorbanslari
okunarak kaydedildi. Sonuglar bu deneyde ekstinksiyon katsayis1 0.004(0.00394) mM™/ mm
g0z Oniine alinarak hesaplandi (Aebi, 1974).

5.9. Alkalen Fosfataz Aktivitesi tayini

5.9.1. Calisma prensibi
ALP enzimi substrat olarak kullanilan p-nitrofenil fosfati ortamin pH’ina bagli olarak p-
nitrofenol’a hidroliz etmektedir. Meydana gelen iiriinlin 405 nm’de verdigi absorbans

spektrofotometrik olarak degerlendirilir.

5.9.2. Gerekli cozeltiler

HCI ¢ozeltisi (0,1 N): d=1,19 g/ml %37 g HCI ¢ozeltisinde 0,828 ml alarak biraz distile su
tizerine konuldu. Sonra hacim 100 ml’ye tamamlandi.

Tampon c¢ozelti (pH=9,8): 1,052 gram dietanolamin, 8 ml 0,1 N HCI, 46,4 mg 4-
nitrofenilfosfat 85 ml distile suda ¢6ziindii. 0,1 N HCI ile pH’s1 9,8 e ayarlanir. Sonra hacmi
distile su ile 100 ml’ye tamamlanda.

NaOH cozeltisi (0,05 N): 0,2 g NaOH biraz distile suda ¢6ziildii. Hacim distile su ile 100 ml’ye

tamamlanda.
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5.9.3. Deneyin yapilisi
Numune ve kor olarak isaretlenmis 2 deney tiipli alindi. Deney basamaklar1 Tablo 10’da
verilmektedir.

Tablo 10. Alkalen fosfataz aktivitesi tayini

Numune Kor
Tampon ¢ozelti 2 mi 2 mi
Distile su -- 0,05 ml
Doku homojenati 0,05 ml -
Vortexde karigtirildi ve oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.
NaOH ¢ozeltisi 10 ml 10 ml
Vortexde karistirildi ve 405 nm’de absorbans okunarak kaydedildi.

Doku homojenatinda ALP aktivitesi Abs X 434 (U/L) formiilii kullanilarak U/g protein
cinsinden hesapland: (Walter & Schutt, 1974).

5.10. Asetilkolinesteraz Aktivitesi Tayini

5.10.1. Calisma prensibi

Calismamizda asetilkolinesteraz aktivitesi Ellman ve ark. (1961) yontemiyle spektrofotometrik
olarak 6l¢iildii (Sekil 17). Ellman deneyinin prensibine gore asetilkolinesterazin asetiltiyokolini
hidrolize etmesi ile agiga ¢ikan tiyokolin, Ellman reaktifi olarak bilinen DTNB (5,5'-ditiyo-bis-
2- nitrobenzoik asit) ile reaksiyona girerek sar1 renkli kromofor TNB (5-tiyo-2- nitrobenzoik
asit) olusumuna neden olur. 405 nm’de aciga ¢ikan bu sar1 rengin siddeti TNB olusumu dolayisi

ile AChE aktivitesi ile dogru orantilidir (Ellman ve ark., 1961).

5.10.2. GereKli ¢ozeltiler

Fosfat tamponu (100 mM pH:7,5): 1070 mg Na2HPO4, 295 mg NaH2PO4 80 ml distile suda
¢ozildi, pH ayar1 yapildiktan sonra 100ml'ye tamamlandi.

Asetiltiyokolin iyodiir (75mM): 41,25 mg asetiltiyokolin iyodiir, 1 ml pH:7,5 olan 100 mM
fosfat tamponunda ¢6ziildii.

DTNB (10mM): 39,6 mg DTNB 10 ml Fosfat tamponunda (pH:7,5 100mM) ¢oziildii.

Doku homojenati: %10’ luk homojenat 1/200 oraninda seyreltildi.

5.10.3. Deneyin yapilisi

Deneyin yapilmasina iliskin asamalar Tablo 11°de verilmektedir. Tablodaki verilen basamaklar
sonrast devaminda 412 nm’de dakika bagina 3 dakika boyunca absorbans alindi ve gerekli

hesaplamalar yapildu.
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Tablo 11. Asetilkolinesteraz aktivitesi tayini

Numune
Fosfat Tamponu 650ul
DTNB 25ul
Ornek 100ul
Absorbanstaki artisin sabitlenmesini beklenir (10 dk)
Asetiltiyokolin iyodiir Sul
(substrat)

Sekil 17. Spektrofotometre cihazi
(Shimadzu UV-120-02)

5.11. Gen Ifadesi Analizi

5.11.1. RNA izolasyonu

Gen ifadelerinin gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ((Real time-PCR (RT-PCR)) ile
belirlenebilmesi i¢in hepatopankreas dokulari 3 adet olacak sekilde RLT lizis tamponu i¢inde
homojenize edildi (Tissue lyser, Qiagen). RNA izolasyonlar1 RNeasy Mini Kit (50) (Cat
No./ID: 74104) kullanilarak gerceklestirildi. RNA izolasyon basamaklari Tablo 12°de
Ozetlenmektedir. Kisaca homojenizasyon ile elde edilen lizata etanol eklenerek RNA’nin
RNeasy membranina baglanabilmesi igin gerekli kosullar sagland1 ve 6rnekler RNeasy spin
kolonuna aktarildi. Total RNA membrana baglandiginda kontaminantlarin da yikanmasi ile
RNA eliisyonu RNase-icermeyen su icinde gergeklestirildi. Baglanma, yikanma ve eliisyon
islemleri QIAcube (QIAGEN) izolasyon robotu kullanilarak yapildi (Sekil 18a ve Sekil 18b).
RNA konsantrasyonlart NanoDrop 2000c¢ spektrofotometre kullanilarak belirlendi.
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Sekil 18. a. QlAcube (QIAGEN) izolasyon robotu, b. mRNA eldesi i¢in hazirlanmis sekilde
robotun i¢eriden goriiniimii

Tablo 12. RNA izolasyon basamaklari

3 adet hepatopankreas dokusu tizerine 350 pl RLT lizis tamponu koyuldu.

Tissue Lyser (QIAGEN) kullanilarak 2 dk 50 osc’de homojenize edildi.

2,5 dk 25°C 15000 rpm’de santrifiij edilir. Ust faz yeni bir tiipe aktarildu.

Tissue Lyser (QIAGEN) kullanilarak 2 dk 50 osc’de homojenize edildi.

2,5 dk 25°C 15000 rpm’de santrifiij edildi ve iist faz yeni bir tiipe alindi.

Ust fazin hacmi kadar %70 etanol ilave edildi ve karismas1 saglandi.

RNeasy Mini Spin Column 2ml’lik ependorfa yerlestirildi ve hazirlanan karisim aktarildu.

15 sn 9000g de santrifiij edildi ve stiziintii kismi atildi.

700pul RW1 ilave edildi.

15sn 9000g’de santrifiij edilir ve Siiziintii kism1 atild1.

500 ul RPE tamponu ilave edildi.

2 dk 9000g de santrifiij edilir ve Siiziintii kism1 atild1.

RNeasy Mini Spin Column yeni bir ependorfa konuldu ve 1 dk kuru olarak 9000g de santrifiij
edildi.

RNeasy Mini Spin Column yeni bir ependorfa konuldu ve 40 pul RNase Free su ilave edildi.

1 dk 9000g°de santrifiij edilir.

Total RNA elde edildi.
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5.11.2. cDNA eldesi
Total RNA orneklerinden cDNA sentezi, EasyScriptTM Reverse Transcriptase EasyScript
cDNA Synthesis Kiti (abm) kullanilarak gergeklestirildi. Tiim protokol soguk blok iizerinde

hazirlandi. cDNA sentezi i¢in izlenen protokol Tablo 13 ve 14’ de verilmektedir.

Rotor Gene-Q (Qiagen) cihazi programlanarak, karisim 5dk 65°C inkiibasyon sonrasi santrifiij
edildi. 1 dk buz iizerinde sogumasi saglandi. Uzerine, Rotor Gene-Q (Qiagen) cihazi
programlanarak, karigim santrifiij edildi. Sirasiyla 10 dk 25°C, 15 dk 42°C, 5 dk 85°C inkiibe
edildi. Tiipler 1 dk soguk buz iizerinde sogutuldu. Uzerine 91 ul RNase Free Water ilave edildi.
Hazirlanan karisim hafif bir sekilde pipet yardimiyla karistirildi ve alikotlanarak -20°C de

saklandi. Hazirlanan alikotlar ii¢ defadan fazla don-¢6z yapilmamasina dikkat edildi.

Tablo 13. cDNA sentezinde birinci basamak

Bilesenler Hacim

Random Primers 1wl

dNTP 1 ul

Total RNA (500ng) (RNA miktarina gore hacim belirlenir) pl
RNase Free Water (12,5 - (RNA hacmi)) ul

Toplam Hacim 14,5 ul

Tablo 14. cDNA sentezinde ikinci basamak

Bilesenler Hacim
Buz iizerinden alinan 6rnek 14,5 pl
5X RT Buffer 4 ul
RNase Off Riboniikleas inhibitor 0,5 ul
EasyScriptTM RTase 1wl
Toplam Hacim 20 ul

5.10.3. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu uygulamasi

Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizi i¢in gerekli ortam ve cihazlar
hazirland1 (Sekil 19a ve Sekil 19b). Tiim gruplarda pro-inflamatuar sitokinlerle iliskili il-1,
tnf-a genleri, akut faz proteinleri olarak crp geni ve insan YKL-40 proteininin zebra baligi

analogu olan kitinaz proteinleri chia.5 ve chia.6 genleri ve ins geninin mRNA ekspresyon
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seviyelerine bakildi. Housekeeping gen olarak g-aktin kullanildi. Ornekler 3 tekrarli havuz
olusturularak caligildi.

Sekil 19. a. RT-PCR uygulamasi i¢in ortamin hazirlanmasi, b. Rotor Gene-Q (Qiagen) cihazi

5.11.3.1. Gen ifadelerinin gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu ile analizleri

Gen ifadelerinin belirlenmesi i¢in Bright Green gPCR MasterMix Kit kullanildi. Optimum
sonuglar i¢in, primerlerin 18-22 niikleotit uzunlugunda ve 55°C- 60°C Tm olmas1 ve hedef
boyutunun 200 bp'den az olmasi Onerilmektedir. Liyofilize halde gelen primerler RNaz
icermeyen su ilave edilerek 100 uM konsantrasyonda hazirlandi. Konsantre primerler (100 pM)
onda bir oraninda seyreltilerek kullanildi. Primer konsantrasyonu yiiksek olmamalidir, her
primerin 50 nM ila 500 nM'lik bir konsantrasyonu genellikle en iyi sonuglar1 vermektedir. Tiim
protokol soguk blok tizerinde hazirlandi. RT-PCR islemi i¢in gerekli bilesenler Tablo 15°de

verilmektedir.

Tablo 15. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu bilesenleri

Bilesenler Hacim Son Konsantrasyon
cDNA 1l

Primer (F) (10 uM) 0,6 ul 300 nM
Primer (R) (10 uM) 0,6 ul 300 nM
BrightGreen qPCR 10 ul

MasterMix

RNazsiz Su 7,8 ul

Toplam 20 ul
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5.11.3.2. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu dongiileri
RT-PCR dongiileri icerisinde islem basamaklarini olusturan enzim aktivasyonu, denatiirasyon
ve birlesim/ uzamaya ilave olarak kullanilan cihaza 6zgii 6nerilen erime egrisi dikkate alindi.

RT-PCR dongiileri Tablo 16’da verilmektedir.

Tablo 16. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu dongiileri

Basamaklar Sicakhik Siire Dongii
Enzim aktivasyonu 95 10 dk 1
Denatiirasyon 95 15 saniye 40
Birlesim/uzama 60 60 saniye

Erime Egrisi Kullanilan cihaz i¢in 6nerilen degerlere bakildi.

5.11.3.4. Delta delta ct metodu ile veri analizi

Verilerin analizi house keeping gen B-aktin ile normalizasyona dayali delta delta CT (AACT)
metodu kullanilarak yapildi.

Bu yontem ile PCR’da belirlenen esik deger dongii sayisi (threshold cycle number = Ct), kontrol
ve arastirilan gen icin karsilastirildi. Kontrol (referans) ile incelenecek gen bdlgesi arasindaki
Ct deger farkliligi housekeeping gen ile normalize edilip AACt orani belirlenerek bulundu.
“Housekeeping” genler tiim ¢ekirdekli hiicrelerde aktif olarak bulunan genlerdir ve bunlara

spesifik primerlerle amplifiye edilerek belirlenirler.

Bu amagla kullanilan gen bolgeleri arasinda f-aktin, albumin, B-globin, hipoksantin
fosforibozil transferaz sayilabilir. Caligmamizda housekeeping gen olarak B-aktin kullanildu.

Karsilastirmali Ct metodu ayn1 zamanda 2 [9el@llcelteICt g15rak bilinmektedir.

Formiil 1. [delta][delta]C, = [delta]C; gyex- [delta]Cy pegerans

Bu formiilde [delta]Cr,smek ; ilgilenilen 6rnege ait Ct degeri ile housekeeping genin C; deger
farkliligidir. [delta]Cr referans iSe kontrole ait C: degeri ile housekeeping genin C: deger
farkliligidir (Yuan ve ark., 2008).
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5.12. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi One Way Anova sonrast Post Hoc Tukey Coklu Karsilastirma
Analizi kullanilarak Graph Pad Prism 9 Software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
Istatistik programi ile yapildi. Sonuglar Ortalama + Standart Sapma seklinde verildi ve p<0,05

anlamli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Gruplarin Viicut Agirhk Ortalamalarimin Karsilastiriimasi

2 hafta siire ile fazla besleme ve standart besleme protokolii uygulanan gruplar arasindaki viicut
agirlik ortalamalarinin karsilastirilma grafigi Sekil 20°de verilmektedir (Sekil 20). H ve H+G
gruplarinda viicut agirliklar1 ortalamalarinda hem kontrol grubuna hem de G grubuna kiyasla

anlamli derecede artig saptandi (p<0,0001).
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Sekil 20. Gruplarin 15.giin viicut agirlik ortalamalarinin karsilagtirilmasi grafigi
K: Kontrol; G: Gingipain; H: Hiperglisemi; H+G: Hiperglisemi + Gingipain
(****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.)

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.
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6.2. Gruplarin A¢chk Kan Glukoz Degerlerinin Karsilastirilmasi

Gruplarin 2 hafta siire sonundaki aglik kan glukoz degerlerinin karsilastirilmasi grafigi Sekil
21’de verilmektedir (Sekil 21). Kontrol grubuna kiyasla G, H ve H+G gruplari aglik kan glukoz
degerlerinde anlamli derecede artis tespit edildi (sirasiyla p<0,05, p<0,01 ve p<0,0001). Agirlik
ortalamalar1 artan H ve H+G gruplarindaki kan glukoz degerlerinde kontrol grubuna gére tespit
edilen anlamli derecede artis (p<0,01, p<0,0001) G grubunda goriilen artisa kiyasla daha
anlamliydi (p<0,05). H+G grubunun aglik kan glukoz degerleri ise hem G hem de H grubuna
kiyasla anlamli derecede yiiksek goriildi (p<0,01, p<0,05)
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Sekil 21. Gruplarin 15.giin acglik glukoz degerlerinin karsilastirilmasi grafigi
K: Kontrol; G: Gingipain; H: Hiperglisemi; H+G: Hiperglisemi + Gingipain
Veriler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir.

(****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.)
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6.3. Gruplarin Oral Glukoz Tolerans Testi Degerlerinin Karsilastirilmasi

Gruplarim oral glukoz tolerans testi (OGTT) degerlerinin karsilagtirilmasi grafigi Sekil 22°de
verilmektedir (Sekil 22). Gavaj yontemiyle glukoz yiiklenmesinin ardindan dlgiilen 30, 60 ve
120. dakikadaki tiim gruplarin kan glukoz degerlerinde kontrol grubuna kiyasla anlamh
derecede artis goriildii (p<0,5). 30. dk kan glukoz seviyesi degerleri H+G grubunda G grubuna
kiyasla anlamli artis gosterdi (p<0.0001). 60. ve 120. dk degerlerinde H+G grubunda G grubuna
kiyasla anlamli artig gortildii (p<0.0001). Sadece gingipain enjeksiyonunu takiben baliklarda
hiperglisemi durumu gelisti ve hiperglisemik durum hem fazla beslenen hem de gingipain

enjeksiyonu yapilan grupta daha da yiiksekti (p<0.0001).
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Sekil 22. Gruplarin 15.giin OGTT degerlerinin karsilastirilmasi grafigi
K: Kontrol; G: Gingipain; H: Hiperglisemi; H+G: Hiperglisemi + Gingipain
Veriler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir.

(****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.)
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6.4. Gen Ifadelerinin Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Analiz Sonuclar

6.4.1. Insiilin mRNA ifade analizi sonuclar1

Gruplarin ins mRNA ifadelerinin analiz sonuglar1 grafigi Sekil 23’de verilmektedir (Sekil 23).
H+G grubunda ins gen ifadeleri i¢in hem kontrol grubuna hem de G ve H gruplarina kiyasla
istatiksel olarak anlamli artis tespit edildi (sirasiyla p<0,0001, p<0,0001 ve p<0,05). H
grubunda kontrol (8 kat) ve G grubuna (4 kat) kiyasla anlamli artig goriildi (p<0,0001). ins
mRNA seviyesindeki artis H grubunda 8.7 kat ve H+G grubunda ise 10 kat seviyesindeydi.
Bununla birlikte ins mRNA ifade seviyesinde artis hiperglisemi grubuna uygulanan gingipain

enjeksiyonuyla birlikte H+G grubunda H grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksekti (p<0,05).
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ins mRNA ifade analizi seviyeleri (Kat degisimi)

Sekil 23. Gruplarin RT-PCR ile dlgiilen ins ifade degisiklikleri
grafigi

K: Kontrol; G: Gingipain; H: Hiperglisemi; H+G: Hiperglisemi +
Gingipain

Housekeeping gen olarak beta aktin kullanilmistir. Degerler

ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir.
(****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.)
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6.4.2. inflamatuar genlerin mRNA ifade analizi sonuclan

Gruplarn il-14 ve tnf-a mRNA ifadelerinin analiz sonuglar grafikleri Sekil 24’de verilmektedir
(Sekil 24). Gingipain enjeksiyonu hem kontrol grubu hem de hiperglisemik grupta il-/4 ifade
seviyesinde artisa neden oldu (p<0,05, p<0,0001). Bu artis H+G (3 kat) grubunda G (1,5 kat)
grubuna kiyasla ¢ok yiiksek seviyede gergeklesti. tnf-a seviyeleri incelendiginde, gingipain
enjeksiyonu daha gerek saglikli (2 kat) gerek hiperglisemik grupta (1,9 kat) ifade diizeylerinde
artisa neden oldu (p<0,001). Bu artis hiperglisemik grupla saglikli grup karsilastirildiginda ise

tnf-a ifade diizeylerinde anlamli bir farka rastlanmadi (p=0,8).
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Sekil 24. Gruplarin RT-PCR ile dlgiilen inflamatuar genlerin A: il-14; B: tnf-a mRNA
ifade degisiklikleri grafikleri

K: Kontrol; G: Gingipain; H: Hiperglisemi; H+G: Hiperglisemi + Gingipain
Housekeeping gen olarak beta aktin kullanilmigtir. Degerler ortalama =+ standart
sapma seklinde verilmistir.

(****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.)
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6.4.3. Akut faz proteini iliskili genlerin mRNA ifade analizi sonuclari

Gruplarin chia.5, chia.6 ve crp mRNA ifadelerinin analiz sonuglar1 grafikleri Sekil 25’de
verilmektedir (Sekil 25). Gruplarin chia.5 ve chia.6 genlerinin mMRNA ifade analizi seviyelerine
bakildiginda gingipain enjeksiyonu hem hiperglisemik grup hem de saglikli grup olan H+G ve
G gruplarinda chia.5 mRNA ifade seviyesinde artisa neden oldu (p<0,0001). Bu artis
hiperglisemik grupta yani H+G grubunda G grubuna gore (1,2 kat) daha anlamliydi. H ve H+G
grubunda chia.6 mRNA ifade seviyesinde anlamli artis goriiliirken G grubunda kontrol grubuna
kiyasla anlamli artis goriilmedi (Sirasiyla p<0,01, p<0,0001 ve p=0,42). Gruplarin crp mRNA
ifade analizi seviyelerine bakildiginda, gingipain enjeksiyonun hiperglisemik grupta saglikla
gruba gore ¢ok daha yiiksek seviyede (4 kat), yani H+G grubunun G grubuna kiyasla anlamli
artisa neden oldugu gosterildi (p<0,0001). Tek basina hiperglisemik durumda crp seviyelerinde
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli artis tespit edilemedi, buna karsin chia.5 ve chia.6
gen ifade diizeylerinde saglikli gruba gore istatiksel olarak anlamli artis goriildii (Sirasiyla

p=0,84, p<0,0001 ve p<0,01).
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Sekil 25. Gruplarin RT-PCR ile dlgiilen akut faz proteini iliskili genlerin A: chia.5;
B: chia.6; C: crp mRNA ifade degisiklikleri grafikleri

K: Kontrol; G: Gingipain; H: Hiperglisemi; H+G: Hiperglisemi + Gingipain
Housekeeping gen olarak beta aktin kullanilmigtir. Degerler ortalama + standart

sapma seklinde verilmistir.

(****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.)
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6.5. Biyokimyasal Parametrelerin Sonuclar:

6.5.1. Gruplarn lipit peroksidasyon, nitrik oksit ve siyalik asit diizeyleri analiz sonug¢lar:
Gruplar aras1t LPO, NO ve SA diizeylerinin karsilastirilma grafikleri Sekil 26’de verilmektedir
(Sekil 26). LPO, NO ve SA seviyelerinde gingipain enjeksiyonu sonrasi G ve H+G gruplarinda
yani hem saglikli hem de hiperglisemik grupta anlamli artis goriildii (p<0,05). LPO, NO ve SA
diizeylerinin hepsinde H+G grubunda kontrole kiyasla yiiksek diizeyde anlamli bir artis tespit
edildi (p<0,0001). H+G grubunda G grubuna goére LPO ve NO seviyelerinde anlamli artig
goriildii fakat SA seviyesinde ise anlamli artis tespit edilmedi (Sirasiyla p<0,05, p<0,01 ve
p=0,36). Hiperglisemik grup kontrol grubuyla karsilastirildiginda SA seviyesinde istatiksel
olarak anlamli bir fark goriilmezken (p=0,11), hiperglisemik gruplar kendi arasinda

karsilagtirildiginda gingipain enjeksiyonuyla birlikte SA seviyesinde anlamli artis tespit edildi

(p<0,0001).
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Sekil 26. Gruplarin A: LPO; B: NO; C: SA diizeyleri karsilastirilmasi grafikleri
K: Kontrol; G: Gingipain; H: Hiperglisemi; H+G: Hiperglisemi + Gingipain

Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.

(****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.)
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6.5.2. Gruplarin katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon s-transferaz aktivitelerinin
analiz sonuc¢lar

Gruplar arast CAT, SOD ve GST diizeylerinin karsilagtirlma grafikleri Sekil 27°de
verilmektedir (Sekil 27). CAT ve SOD aktivitesinde gingipain enjeksiyonu sonras1 hem saglikl
hem de hiperglisemik grupta kontrole kiyasla anlamli derecede artis gorildi (Sirasiyla
p<0,0001, p<0,001 ve p<0,001, p<0,01). SOD ve CAT aktivitesinde H+G grubunda G grubuna
kiyasla anlamli artis tespit edilemedi (p=0,21 ve p=0,95). Hiperglisemik grupta kontrol grubuna
kiyasla anlamli artis SOD aktivitesi i¢in tespit edilirken CAT igin H grubunda K grubuna gore
anlamli artis tespit edilemedi (p<0,01, p=0.28). GST aktivitelerinde G, H ve H+G gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli azalma meydana geldi (sirasiyla p<0,001,
p<0,0001 ve p<0,001). H+G grubundaki GST aktivitesinde G grubuna kiyasla anlamli artig

goriilmedi (p=0,93)
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Sekil 27. Gruplar aras1 A: CAT; B: SOD; C: GST aktiviteleri karsilastirmasi grafigi
K: Kontrol; G: Gingipain; H: Hiperglisemi; H+G: Hiperglisemi + Gingipain
Veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.

(****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.)
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6.5.3. Gruplarin alkalen fosfataz aktivitelerinin analiz sonuclari

Gruplarin ALP aktivitelerinin karsilastirilmas: grafigi Sekil 28’de verilmektedir (Sekil 28).
Kontrol grubuna kiyasla G, H ve H+G gruplarindaki ALP aktivitelerinde anlamli artis goriildii
(sirastyla  p<0,0001, p<0,0001 ve p<0,0001). Gingipain enjeksiyonu sonrasi ALP

aktivitelerinde hem saglikli hem de hiperglisemik grupta anlamli derecede artis meydana geldi
(p<0,0001, p<0,01).
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Sekil 28. Gruplar aras1 ALP aktiviteleri karsilagtirmasi grafigi
K: Kontrol; G: Gingipain; H: Hiperglisemi; H+G: Hiperglisemi
+ Gingipain

Veriler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir.

(****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.)
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6.5.4. Gruplarin asetilkolin esteraz aktivitelerinin analiz sonuglari

Gruplarin AChE aktivitelerinin karsilastirilmasi grafigi Sekil 29’da verilmektedir (Sekil 29).
Kontrol grubuna kiyasla G ve H+G gruplarindaki AChE aktivitelerinde anlaml artis goriildi,
H grubunda ise anlamli artis tespit edilemedi. (Sirasiyla p<0,01, p<0,001 ve p=0,26). Gingipain
enjeksiyonu sonrast AChE aktivitelerinde hem saglikli hem de hiperglisemik grupta anlamli

derecede artis meydana geldi (p<0,01 ve p<0,001).
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Sekil 29. Gruplar aras1 ALP aktiviteleri karsilastirmas: grafigi
K: Kontrol; G: Gingipain; H: Hiperglisemi; H+G: Hiperglisemi
+ Gingipain

Veriler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir.

(****p<0,0001; ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05.)
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7. TARTISMA ve SONUC

Periodontal hastaliklar, dis ylizeyi ve ¢evresindeki dokularda kolonize olan mikroorganizmalar
ve o mikroorganizmalarin salgiladiklari {iriinler ile onlara kars1 gelisen konak cevabi arasindaki
hassas dengenin bozulmasi sonucu meydana gelen kronik, enfeksiy6z ve inflamatuar
hastaliklardir (Offenbacher, 1996). Periodontal hastaliklarin patogenezinde rol oynayan
mikrobiyal kompleks icerisindeki patojen bakteriler Socransky ve ark. (1998) tarafindan
bulunduklar1 bolgelere, olusturduklart hastaligin gelisim evrelerine ve patojenitelerine gore
degisik renk gruplarina ayrilarak simiflandirilmigtir. Patojenitesi en yiiksek olan grup kirmizi
kompleks admi almaktadir ve bu kompleks icerisinde Treponema denticola, Tannerella
forsythia ve P. gingivalis gibi zorunlu anaerop bakteriler bulunmaktadir (Socransky ve ark.,
1998). Kirmiz1 kompleks bakteriler igerisinde 6ne ¢ikan P. gingivalis, periodontitiste anahtar
rol oynamakta olup sistemik hastaliklarla da yakindan iligkilidir. Bu bakteri viicutta dolagim
yoluyla hareket ettigi, varliginin ve virulans faktorlerinin beyin ve kalp gibi bazi hayati
organlarda da saptandigi gesitli ¢aligmalarla gosterilmistir. (Hajishengallis, 2015; Dominy ve
ark., 2019; Bahar ve ark., 2021).

Periodontitis patogenezinde kilit tas1 patojen olarak yer alan P. gingivalis’in kommensal bakteri
popiilasyonunu yeniden diizenleyerek disbiyozise neden oldugu, ayrica virulans faktorleri
araciligiyla da immiin yanit1 kendisi yararina regiile ettigi gosterilmistir (Hajishengallis, 2015;
Olsen ve ark., 2017). Virulans faktorleri arasinda LPS, fimbria, kapsiil, DZV, proteinazlar,
kolejenazlar ve gingipainler sayilmaktadir (Xu ve ark., 2020). Periodontal dokularin yan1 sira
viicudun diger bolgelerinde de tespit edilen bu bakteri ve onun {iriinleri Alzheimer hastaligi,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi sistemik hastaliklarla da iliskilendirilmektedir
(Widziolek ve ark., 2016; Dominy ve ark., 2019; Bahar ve ark., 2021; Bachtiar ve ark., 2022;
Bahar ve ark., 2021).

P. gingivalis virulans faktorleri icerisinde en kuvvetli antijenik etkiye sahip enzim, P. gingivalis
proteazlarindan sistein proteinaz yapisinda olan ve gingipain adi verilen ekstraseliiller
enzimlerdir (Jia ve ark., 2019). Gingipainler konaga ait proteinleri denatiire ederler ve immun
yanit1 degistirme kabiliyetine sahip olup periodontitisin gelismesinde ve ilerlemesinde 6nem
tasirlar (Fitzpatrick ve ark., 2009).

Son yillarda P. gingivalis’in virulans faktorleri icerisinde 6zellikle gingipainlerin dnemini
vurgulayan ¢aligmalarin sayist artmaktadir. Gingipaini 6ne ¢ikaran bu ¢aligmalar genellikle ya
canli P. gingivalis kullanip gingipain blokerleri kullanilarak yapilan ya da gingipain
salgilayamayan mutant P. gingivalis kullanilan ¢alismalardir (Farrugia ve ark., 2021;
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Widziolek ve ark., 2016). Dogrudan gingipainin etkisini in vivo sartlarda arastiran ¢aligmalar
ise sayica daha azdir (Gibson Il & Genco, 2001; Wilensky ve ark., 2017). Fare modeli lizerinde
as1 amagli yapilan bir arastirmada sadece dogal P. gingivalis veya RgpA ile asilanan
hayvanlarin maksiller kemik kaybindan korundugu gosterilmistir (Gibson III & Genco, 2001)
Yine farelerde yapilan bir bagka as1 ¢alismasinda, RgpA ile asilama sonucu proinflamatuar
sitokinler igerisinde IL-1B nin liretiminde azalma ve IL-4 gibi anti-inflamatuarlar sitokinlerde
artis meydana geldigi ortaya konularak immun yanitin degistigi gozlenmektedir. Asilama ile
birlikte anti-inflamatuar yanitin gelismesiyle birlikte gingipainin %50 oraninda alveolar kemik
kaybin1 Onleyebildigi gosterilmistir (Wilensky ve ark., 2017). Bu calismalarin yaninda
gingipainlerin ayni zamanda kardiovaskiiler hastaliklar ve Alzheimer gibi hastaliklarla da
iligkili oldugu gosterilmistir (Widziolek ve ark., 2016; Dominy ve ark., 2019). Widziolek ve
ark. (2016), zebra baliklarinda kalp endotelyumunda P. gingivalis’i gostererek bakterinin
perikardiyal 6dem ve kardiyak hasara yol agtigini tespit etmisler, gingipainlerin bakteriye ait
bu hasarin ortaya ¢ikmasinda major bir role sahip oldugunu vurgulamislardir (Widziolek ve
ark., 2016). Dominy ve ark. (2019) Alzheimer hastalarinin beyin lezyonlarinda gingipainleri
gostererek P. gingivalis'in ve daha spesifik olarak gingipainlerin hastaligin gelisiminde rol
oynayabilecegini ileri siirmislerdir (Dominy ve ark., 2019). Bu ¢aligsmalar, aragtirmacilarin P.

gingivalis ve daha spesifik olarak gingipainler iizerine yogunlastiklarin1 géstermektedir.

Periodontal hastaliklarin sistemik hastaliklarla olan ¢ift yonlii iligkisi giiniimiizde artik kabul
edilmis olup periodontal hastaliklarin giincel siiflamasinda da hiperglisemiyle karakterize
diyabet hastalig1 kendine ait bir yer edinmistir (Tonetti ve ark., 2018). Literatiirde toplumda
yaygin goriilen ve kisinin yasamini olumsuz etkileyen hastaliklar olarak dikkat ceken
periodontal hastaliklar ve hiperglisemiyle karakterize sistemik hastaliklarla iliskisi gegmisten
giiniimiize arastirmacilarin ilgisini ¢cekmekte olup bu konuyla ilgili daha derinlemesine
aragtirmalar yapilmaktadir (Mirzaei ve ark., 2021; Pamuk & Kantarci, 2022). Ornegin
periodontopatojenlerden P. gingivalis ve bu bakterinin LPS, kapsiil, fimbria, kollejenaz ve
gingipain gibi virulans faktorleriyle ilgili arastirmalar literatiirde devam etmekte olup bunlar
icerisinde LPS ile ilgili aragtirmalar daha fazla iken gingipain odakli arastirmalar nispeten azdir

(Morran ve ark., 2009).

Literattirdeki bu eksiklikler dikkate alinarak planlanan ¢alismamizda, gingipainlerin dogrudan
inflamatuar yanit iizerindeki etkileri hiperglisemik zebra baligi modeli kullanilarak in vivo
sartlarda arasgtirildi. Bilgimiz dahilinde bu calismamiz literatiirde bir ilktir ve gingipain ile
sistemik hastaliklar arasindaki iligkilerin incelenmesi dogrultusunda gelecekteki ¢alismalara

rehber olacaktir.
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Bu tez ¢alismasinda, deney hayvan modelleri arasinda sahip oldugu ¢esitli avantajlar sebebiyle
model organizma olarak zebra baliklar1 tercih edildi. Zebra baliklarinin en Onemli
avantajlarindan birisi insan genomuyla biiyiik oranda homoloji gostermesi ve insanlara ait
hastaliklarla 1iligkili genlerin %75’inden fazlasina sahip olmasidir. Bunun yaninda
laboratuvarda bakimlarinin kolay, boyutlarinin kiiciik ve iireme dongiilerinin kisa olmasi da
diger hayvan modellerine kiyasla ¢cok daha avantajlidir (Howe ve ark., 2013; Karaman ve ark.,
2020). Zebra baliklar kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve obezite gibi sistemik hastaliklarin
arastirtlmasinda kullanildig1r gibi bakteri kaynakli meydana gelen konaktaki inflamatuar
durumlarin ve patogenezlerin arastirilmasinda da kullanilmakta olup, enfeksiyon ve enfeksiyon
nedenli hastaliklarda konak ve patojen arasindaki iligkilerin daha rahat ve daha spesifik
incelenmesine olanak sunmaktadir (Miller & Neely, 2004; Widziolek ve ark., 2016; Sullivan
ve ark., 2017; Zang ve ark., 2018).

Zebra baliklar1 insanlarla benzer glukoz metabolizmasina, reaktif metabolit liretme yolaklarina
ve bunun yaninda fizyolojik ve hastalik olusturan patofizyolojik yolaklara sahiptir.
Hipergliseminin esas rol oynadigi obezite ve diyabet gibi metabolik durumlar ve bunlarin
meydana getirdigi patolojik degisimler zebra baliklarinda da benzer sekilde izlenmektedir.
Ornegin; yiiksek yagli diyet uygulamastyla T2DM olusturulan farelerdeki hiperglisemik durum
ve ortaya ¢ikan komplikasyonlar, zebra baliklarinda 6 ay yerine 2 hafta gibi ¢ok daha kisa bir
stirede gelistirilebilmektedir (Heckler & Kroll, 2017; Zang ve ark., 2017; Zang ve ark., 2018).
Zebra balig1 modelinde hiperglisemi olusturma yontemleri arasinda asir1 beslemenin yaninda
glikoz inkiibasyonu ve streptosizin enjeksiyonu da kullanilabilir (Heckler & Kroll, 2017). 2
hafta besleme protokolii uygulanan ekibimize ait yeni bir ¢alismada zebra baliklarinda glukoz
intoleransi ve hiperglisemi gelistirilmis ve bu durumun oksidatif stres tirtinleri ve sitokinler gibi

inflamatuar belirtegler lizerindeki etkileri incelenmistir (Dandin ve ark., 2022).

Zebra baliklar1 P. gingivalis ile kardiyovaskiiler hastalik iliskisini arastiran ¢alismalarda da
model olarak kullanilmistir. Bu ¢alismalarda zebra balig1 kullaniminin yaninda dikkat ¢eken bir
diger unsur ise P. gingivalis virulans faktorlerinden gingipaini one ¢ikarmalaridir. Bu
calismalar dogrudan dogal P. gingivalis ile birlikte gingipain blokerleri kullanilarak ya da
gingipain salgilayamayan mutant P. gingivalis kulanilarak gergeklestirilen bu ¢aligmalarda
bakteriye ait diger virulans faktorlerini dislayamadigi igin, sadece gingipaine 6zgii etkileri
ispatlamakta yetersiz kalmaktadir (Widziolek ve ark., 2016; Farrugia ve ark., 2021).
Calismamizda sadece gingipaine bagli inflamatuar etkiler {izerinden hiperglisemik durumda
olusan degisiklikler incelendigi i¢in daha spesifik bir bicimde gingipain nedenli patolojilerin

ac1ga ¢ikarilmasina biiyiik katki saglayabilecegi diistiniilmiistiir.
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Gingipainin yetigkin zebra baliklarinda in vivo sartlarda dogrudan kullanimu literatiirde bir ilk
oldugu icin dncelikle gingipaine kars1 gelisen maksimum inflamatuar yaniti 6lgmeye yonelik
doz ve siire belirleme calismasi yapildi. Gingipaine 6zgii muhtemel doz hesaplanirken
literatiirde Wilensky ve ark., (2017)’1n yaptig1 fare modeli kullanilan ¢alisma referans alindi.
Bu caligmadaki yaklasik 15 g agirliginda fareye 6zgii gingipain dozu yaklasik 1 g agirhigindaki
zebra baliklarina uyarlanarak zebra baligina 6zgii doz hesaplandi (Wilensky ve ark., 2017).
Ticari olarak elde edilmis recombinant RgpA’nin zebra baliklarinda 9,3 nmol/L, 93 nmol/L ve
186 nmol/L olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda enjeksiyonlarmin sitokin diizeyleri
izerine etkilerinin 3., 6., 15., 24., 48. ve 72. saatlerde incelenmesi sonucu en etkili doz 186
nmol/L ve siire 6. saat olarak belirlendi (Kose ve ark., 2022). Bu verilere dayanarak deneyde
kullanilacak olan gingipain enjeksiyonun dozu ve zebra baliklart i¢in enjeksiyonlar sonrasi
sakrifikasyon zamanlari belirlendi. Bu ¢aligsma literatiirde ilk oldugu i¢in doz ve zamanlama
anlaminda karsilastirabilecegimiz herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Sakrifikasyon sonrasi
inceleme yapilacak doku 6rnegi olarak Dandin ve ark. (2022)’mn yapmis olduklar1 ¢alisma
referans alinarak hepatopankreas dokusu tercih edildi. Hem hiperglisemik etkilerin
incelenmesinde hem de inflamatuar durumlarda akut faz proteinleri ve sitokinlerin
diizenlenmesinde ve de oksidan antioksidan sistem elemanlarinin isleyisinde 6zellikle

karacigerin gorev almasi bu tercihteki en 6nemli etkenlerden biriydi.

Hiperglisemik durum ile i¢ ve dis etkenler arasindaki etkilesimler literatiirde gesitli yontemlerle
arastirilmistir. Bunlar arasinda en kontrollii yontemlerden biri hayvan modelleridir. Rodent
modellere alternatif olarak zebra baliklar1 bir diger hayvan modeli olarak karsimiza
c¢ikmaktadir. Bu ¢alismada hiperglisemi ve periodontal hastaliklar arasindaki etkilesimler,
meydana getirdikleri inflamasyon agisindan, hiperglisemi modeli olusturulmus zebra
baliklarinda periodontal enfeksiyon yerine gingipain enjeksiyonu yapilarak degerlendirildi. Bu
sebeple deneyimizde yetiskin zebra baliklarina asir1 besleme protokolii uygulanarak
hiperglisemi modeli olusturuldu. 2 hafta sonunda degerlendirilen viicut agirliklarindaki 6nemli
Olgiideki artis, yiiksek aglik kan sekeri ve OGTT seviyeleri, zebra baliklarinin hiperglisemik
olduklarini dogruladi. Elde edilen bu bulgular Zang ve ark. (2013) ve Dandin ve ark. (2022)
yapmis oldugu ¢alismalarin verileriyle uyumluydu. (Dandin ve ark., 2022; Zang ve ark., 2013).

Gingipain enjeksiyonuyla yaratilan periodontal patojen endotoksini kokenli inflamasyon, fazla
beslenerek elde edilmis hiperglisemi grubunda (H+G) daha yiiksek aglik kan sekeri seviyelerine
yol act1 (p<0,0001). Ek olarak, bu grupta OGTT degerlerinin 60 ve 120 dakikalarda 6nemli
Ol¢iide artmis oldugu gosterilerek glukoz intoleransinin gelistigi tespit edildi. Ayrica, glukoz

degerlerine paralel olacak sekilde H+G grubundaki ins mRNA ekspresyon seviyeleri de tiim
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gruplar arasinda en yiiksek bulundu (p<0,0001, p<0,0001, p<0,05). Bu bulgular periodontal
hastaliklarin varliginda glisemik kontroliin zorlastigini bildiren literatiirdeki arastirmalarla

uyumluydu (Engebretson ve ark., 2004; Aemaimanan ve ark., 2013).

Bu calismada meydana gelen inflamatuar durum RT-PCR yontemi kullanilarak mRNA
seviyesinde pro-inflamatuar sitokinlerden il-1/4 ve tnf-o ifade diizeyleriyle belirlendi. Buna
ilave olarak, gingipain ile yaratilan sistemik inflamasyona kars1 gelisen akut faz yaniti crp ve
YKL-40 anologu chia.5 ve chia.6 ifade diizeyleriyle tespit edildi.

Bu bulgular incelendiginde gingipain enjeksiyonu hem hiperglisemik grupta hem de saglikli
grupta il-/p ifade diizeyinde istatiksel olarak anlamli artisa neden oldu (p<0,05 ve p<0,001).
Bu artigin hiperglisemik grupta saglikli gruba goére ¢ok daha yiiksek seviyede gergeklestigi
goriildii (p<0,0001). Bu bulgu hiperglisemi ve periodontal hastaligin birlikte gortldigi
durumlardaki artmis IL-1B seviyesini destekler nitelikteydi (Engebretson ve ark., 2004;
Preshaw ve ark., 2020).

Diger bir pro-inflamatuar sitokin olan tnf-a ifade diizeylerine bakildiginda ise, gingipain
enjeksiyonu gerek hiperglisemik gerek saglikli grupta tnf-a ifade diizeylerinde de anlamli artisa
neden oldu (p<0,001). Bu artis hiperglisemik grupla saglikli grup karsilastirildiginda anlaml
degildi (p=0,8). Bu sonug¢, gingipain ile olusturulan inflamasyonun tnf-a ifade diizeyini ¢ok
yiiksek seviyelere ¢ikardigi ve organizmadaki hiperglisemik statiiniin bu durumu etkilemedigi
seklinde yorumlanabilir, ya da hiperglisemik durumlarda tnf-a’nin inflamatuar durumu
belirlemede dogru bir belirteg olmayabilecegi fikrini destekler bir sonug ortaya koyar ki, bu
bulgu Engebretson ve ark., (2007) ve  Mohamed ve ark., (2015)’in bulgulariyla paraleldir
(Engebretson ve ark., 2007; Mohamed ve ark., 2015).

Hiperglisemiyle karakterize DM gibi hastaliklarda periodontal hastaligin varliginin viicuttaki
inflamatuar yaniti daha siddetli hale getirdigi ¢esitli derlemelerde bildirilmistir (Polak &
Shapira, 2018; Graves ve ark., 2020). Bu ¢alismada, gingipain enjeksiyonu sonucunda elde
edilen il-/f5’ya ait mRNA ifade diizeyleri, hiperglisemi ve periodontal hastaliklardaki
inflamatuar etkilerin arastirildigi derlemelerde ortaya konulan genel goriis ile tutarliydi (Polak
& Shapira, 2018; Graves ve ark., 2020). Buna karsin, tnf-a 'ya ait mRNA ifade diizeyinde elde
edilen bulgular, tnf-a’ya kiyasla il-15nmn o6zellikle hiperglisemik kosullarda inflamasyon
seviyesini belirlemede daha hassas bir belirteg oldugu fikrini desteklemektedir (Engebretson ve
ark., 2007; Jiang ve ark., 2013; Mohamed ve ark., 2015).
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CRP, inflamasyon ile birlikte artis egilimi gOsteren ve arastirmalarda siklikla tercih edilen
onemli bir pozitif akut faz proteinidir. CRP seviyeleri, inflamatuar siirecin ve bununla iligkili
hastaligin teshisi, izlenmesi ve tedavisi i¢in bilgi saglar (Ebersole & Cappelli, 2000). CRP ve
periodontitis arasindaki iligskinin incelendigi sistematik derlemede, kesitsel ¢galismalarda plazma
CRP miktarinin periodontitisli hastalarda kontrol grubuna kiyasla yiiksek oldugu ve periodontal
tedavinin CRP diizeylerini diisirmede etkili oldugu gosterilmistir (Paraskevas ve ark., 2008).
DM ve obezitede olusan inflamatuar yanittaki artis CRP seviyelerindeki degisikliklerle
izlenebilir (Ford, 1999; Rathcke ve ark., 2006). Metabolik sendromun goriildiigii hiperglisemik
ve periodontitisli hastalarin CRP serum seviyelerinde de artis saptanmistir (Polak & Shapira,
2018). Ancak, bizim bulgularimiz tek basina hiperglisemik durumlarda crp 'ye ait mMRNA ifade
diizeylerinde anlamli bir artig géstermemistir (p=0,84). Buna karsin, gingipain enjeksiyonu bu
artis1 son derece anlamli hale getirmis ve 4 Kat artis saglamistir (p<0,0001). Bu sonug crp ifade
diizeyindeki bu artisin hiperglisemik durumdan ziyade inflamatuar durumla ilgili oldugu

seklinde yorumlanabilir.

YKL-40 (CHI3L1), hem akut hem de kronik inflamasyonda rol oynayan 6nemli bir akut faz
proteinidir ve arastirmalarda nispeten daha az calisilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda,
romatoid artrit, inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ve T2DM gibi inflamasyon ile karakterize
hastaliklarda saglikli bireylere gore viicut sivilarindaki YKL-40 diizeyinin arttig1 gosterilmistir.
(Nielsen ve ark., 2008; Tizaoui ve ark., 2022). Ayrica gingivitis ve periodontitise sahip
bireylerden alinan serum ve diseti olugu sivist 6rneklerinde YKL-40 diizeylerinin saglikli

bireylerden alinanlara gore daha yiiksek oldugu saptanmstir (Keles ve ark., 2014).

Koch ve ark. (2014), zebra baligindaki kitinazlar1 ve kitinaz benzeri proteinleri tanimlamis ve
bunlart CHIA.1-6 olarak adlandirmis ve 6zellikle CHIA.4, CHIA.S ve CHIA.6'nin esas olarak
karacigerde bulundugunu bildirmistir (Koch ve ark., 2014). Ilerleyen arastirmalarinda
kitinazlarin inflamatuar hastaliklardaki roliinii degerlendirmede diger geleneksel modellerin
yaninda zebra baliklarinin da kullanabilecegini rapor etmislerdir (Koch ve ark., 2015).
Calismamizda hiperglisemik grupta, gingipain enjeksiyonu sonrasi YKL-40 analoglar1 olan
chia.5 ve chia.6’lara ait mRNA ifade diizeylerinde crp’ye paralel sekilde artis goriildi
(p<0,0001). Stockhammer ve ark. (2009), S. Typhimurium enfeksiyonunun zebra baliklarindaki
chia.6 seviyesinde artis meydana getirdigini gostererek zebra baligi kitinaz gen ailesinin, hem
bakteriyel hem de fungal enfeksiyonlara kars1 immiinolojik yanitlarda rol oynayabilecegini ileri
stirmislerdi (Stockhammer ve ark., 2009). Bizim bulgularimizda da gingipain enjeksiyonu
chia.5 mRNA ifade diizeyinde dramatik bir artisa neden oldu (p<0,0001). Buna ilave olarak,

sadece hiperglisemik durum (H grubu) chia.5 ve chia.6 seviyelerinde anlamli artisa sebep oldu
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(p<0,0001 ve p<0,01). Bu sonuglar Tiiten ve ark. (2022)’in gestasyonel diyabetli hastalarda
elde ettikleri yiiksek YKL-40 sonuglari ile uyumluydu (Tiiten ve ark., 2022).

YKL-40’1n hipergliseminin hakim oldugu diyabetik durumlarda CRP’e alternatif bir belirteg
olarak kullanabilecegi goriisii lizerine bu ¢alismada zebra baligindaki YKL-40 analog genleri
chia.5 and chia.6 ile birlikte crp diizeyleri arastirildi. (Nielsen ve ark., 2008). Literatiirde bazi
arastirmacilarin yapmis olduklart ¢alismalarda, CRP diizeylerinin hiperglisemik durumlarin
varliginda arttig1 tespit edilse de ¢alismamizda hiperglisemik zebra baliklarinda crp’ye ait
MRNA ifade diizeyleri etkilenmemis, ancak gingipain enjeksiyonunun hiperglisemik grupta
(H+G) crp mRNA ekspresyonlarini 6nemli 6l¢iide arttirdigi bulundu (Pfiitzner & Forst, 2006;
Seo & Shin, 2021). Bu ¢alismanin sonuglari hiperglisemik durumlarda gingipain enjeksiyonu
olsun ya da olmaksizin akut faz proteini genleri igerisinde chia.5 geninin 6ne ¢iktigini
gostermektedir. Bu dogrultuda verilerimiz Nielsen ve ark. (2008) *in yapmis oldugu ¢aligmada
oldugu gibi hiperglisemik durumlarda YKL-40 analogu olan chia.5 geninin crp ‘den daha dogru
bir belirteg olabilecegini destekler nitelikteydi (Nielsen ve ark., 2008). Ayrica, bu ¢alismada
gingipain varliginda yiiksek seviyelere ulasan YKL-40 analoglari, chia.5 ve chia.6 genleri,
YKL-401n periodontitisle ilgili inflamatuar durumun belirlenmesinde ve periodontal tedaviye
verilen yanitin izlenebilmesinde potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi goriisii ile

paralellik gostermektedir (Keles-Yucel ve ark., 2020).

Inflamatuar durumlarda ortaya ¢ikan oksidatif stres, oksidan ve antioksidanlar arasindaki hassas
dengenin bozulmasiyla meydana gelmektedir. Bu dengenin bozulmasiyla birlikte organizmada
hiicresel antioksidanlarin {iretiminde azalma goriiliir. Asir1 miktarda tiretilen serbest radikaller,
hiicre zarindaki yag asitleri ve proteinlerle reaksiyona girerek hiicre zarinda hasara yol agarak
hiicreleri gorevlerini yerine getiremeyecek sekilde kalici olarak etkiler (Khansari ve ark., 2009).
Periodontitis ve diyabet gibi hastaliklarin patogenezinde reaktif oksijen tiirevlerinin artmasina
bagli meydana gelen oksidatif stres hasar1 karsimiza ¢ikmaktadir (lova ve ark., 2021; Oktay ve
ark., 2019). Serbest radikallerin viicutta doku hasarina sebep oldugu bilindigi gibi periodontal
doku hasarinda rol oynadiklar: da gosterilmistir (Amarnath & Nellore, 2011). LPO iiriinlerinin
tiretilmesi yoluyla diyabet, mikrobiyal kaynakli kronik inflamatuar siireci siddetlendirebilir.
LPO, DNA hasari, enzim oksidasyonu, pro-inflamatuar sitokinlerin aktivasyonu ve dejeneratif
degisiklikler dahil olmak iizere gesitli yollarla doku hasarina neden olabilir (Bastos ve ark.,
2012). Bu tez ¢alismasinin bulgularinda, LPO seviyelerinde gingipain enjeksiyonu sonrasi G
ve H+G gruplarinda yani hem saglikli hem de hiperglisemik grupta anlamli artig goriildi
(p<0,0001). H+G grubunda G grubuna gore LPO seviyelerinde anlamli artis goriildii

(p<0,0001). Bu bulgular, Bastos ve ark. (2012) g¢alismasi ile uyumluydu ve hiperglisemik
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durumlarda periodontal enfeksiyon varligiyla mevcut inflamatuar cevabin siddetinin arttigin

konseptini destekledi (Bastos ve ark., 2012).

Toksik bir serbest radikal olan NO, inflamasyon durumunda asir1 {iretilip endotele baglanir ve
nétrofil kemotaksisin inhibisyonunda rol oynar (Kim ve ark., 2004). Inflamatuar hiicreler
inflamasyon sirasinda bakteriler ve LPS gibi lriinlere cevap olarak cesitli formlarda NO
tretirler. NO {retimiyle ilgili bu tiir degisiklikler DM ve periodontal hastaliklarin
patofizyolojisinde de goriilmektedir (Skaleric ve ark., 2006). Bu calismada, NO seviyelerinde
gingipain enjeksiyonu sonrasi hem saglikli hem de hiperglisemik grupta yani G ve H+G
gruplarinda anlamli artig goriildi (p<0,001 ve p<0,0001). H+G grubunda G grubuna gére NO
seviyelerindeki artis daha anlamliydi (p<0,01). Bu bulgular, Skaleric ve ark. (2006) ¢alismalar:
ile uyumluydu (Skaleric ve ark., 2006).

Siiperoksit serbest radikallerini hidrojen peroksite katalize eden SOD antioksidan bir enzimdir.
Serbest oksijen radikallerini hiicresel ortamdan uzaklastirmak ve hiicreyi bu molekiillerin yikici
etkilerinden korumak ile yilikiimliidiir. Bu tez ¢aligmasinda, SOD aktivitesinde gingipain
enjeksiyonu sonrasi hem saglikli hem de hiperglisemik grupta kontrole kiyasla anlamli
derecede artis goriildii (p<0,001 ve p<0,01). SOD aktivitesinde H+G grubunda G grubuna
kiyasla meydana gelen artis anlamli degildi (p=0,21). Oktay ve ark. (2015) yaptiklari ¢alismada
periodontal enfeksiyon varliginda ratlarda SOD aktivitesinin artmakta oldugunu gdsterdiler ve

bu bulgular bu tez ¢alismasinin bulgulariyla uyumluydu (Oktay ve ark., 2015).

Organizmadaki savunma sisteminin bir diger antioksidan enzimi CAT, SOD etkisiyle olusan
hidrojen peroksitin detoksifiye edilmesine yardimci olur ve periodontal hastaliklarda ortaya
¢ikan oksidatif stresin elimine edilmesinde rol oynar. Bu tez ¢alismasinda, CAT aktivitesinde
gingipain enjeksiyonu sonrasi hem saglikli hem de hiperglisemik grupta kontrole kiyasla
anlamli derecede artig goriildii (sirasiyla p<0,0001 ve p<0,001). CAT aktivitesinde H+G
grubundaki artis G grubuna kiyasla anlamli degildi (p=0,95). Periodontitiste SOD ve CAT
aktivitelerinin arttigin1  gosteren calismalar gingipain uygulandiginda bu enzimlerin
aktivitelerinde artig tespit edilen bu tez ¢alismasinin bulgulariyla uyumluydu (Panjamurthy ve
ark., 2005; Oktay ve ark., 2015; Oktay ve ark., 2019).

GST, glutatyon transferazlar ailesi igerisinde yer alan dnemli bir detoksifiye edici enzim olup,
bu enzimin aktivitesi ve periodontitis ile iliskili ¢alismalar literatiirde mevcuttur (Fabrini ve
ark., 2014; Oktay ve ark., 2019). Bunlardan, Borges ve ark. (2007) yaptigi calismada

periodontitis hastalarinda diseti 6rneklerinden tespit edilen GST aktivitelerinin kontrol grubuna
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gore arttigini, Amarnath & Nellore (2011) ise tiikiirik 6rneklerinde bu enzimin aktivitesinin
azaldigini tespit etmislerdir (Amarnath & Nellore, 2011; Borges ve ark., 2007). Bu tez
calismasinda, GST aktivitelerinde G, H ve H+G gruplarinda kontrol grubuna kiyasla istatiksel
olarak anlamli azalma meydana geldi (sirastyla p<0,001, p<0,0001 ve p<0,001). H+G
grubundaki GST aktivitesindeki artis G grubuna kiyasla anlamli degildi (p=0.93).

Bu caligmada hiperglisemiyle ortaya ¢ikan inflamasyonla birlikte LPO ve NO seviyelerinde
artig gortildi. Hiperglisemik gruplardaki gingipain enjeksiyonunu takiben (G ve H+G grubu)
LPO ve NO seviyelerinin diger gruplara kiyasla en yiiksek seviyelere ulastigi tespit edildi.
Gingipain enjeksiyonu sonrast LPO ve NO gibi oksidatif stres elamanlarinin organizmada
seviyesinin yiikselmesine cevap olarak antioksidan savunma sisteminin par¢asi olan enzimler
CAT ve SOD aktivitelerinde de paralel artis meydana geldigi goriildi. Ayni zamanda
bulgularimizdaki hiperglisemik durumda ve gingipain uygulamasiyla da (H+G grubu) tespit
edilen bu oksidan ve antioksidan sistem elemanlarinin seviye ve aktivitelerindeki artis diyabetli
hastalarda yapilan c¢alismalarda ortaya ¢ikan bozulmus oksidan/antioksidan dengesi
bulgulariyla uyumluluk gosterdi (Bastos ve ark., 2012; Thomas ve ark., 2014; lova ve ark.,
2021).

GST aktivitelerinde ise saglikli gruba kiyasla hiperglisemi olusturulan ve gingipain uygulanan
gruplarda azalma meydana geldigi goriildii. Bulgularimiz, sagliklilara kiyasla hiperglisemik
T2DM hastalarda GST aktivitelerinde azalma meydana geldigini gosteren calismalarla
uyumludur (Dinger ve ark., 2002; Verma ve ark., 2013). Bu tez ¢alismasinin bulgularina benzer
sekilde fazla besleme protokolil uygulanarak hiperglisemik zebra modeli olusturulan bir bagka
calismada ise bulgularimizla benzer sekilde hiperglisemik grupta kontrole kiyasla daha diigiik
GST aktivitesi tespit edilmistir (Dandin ve ark., 2022). Saglikli gruplarda, dengede olan
oksidan-antioksidan sistem sartlarinda GST seviyeleri yiiksek diizeylerde bulunurken,
inflamatuar durumlarda bu diizey saglikli duruma goére azalarak denge yikim yoniinde
bozulmaktadir (Panjamurthy ve ark., 2005; Oktay ve ark., 2015; Oktay ve ark., 2019). Bu
dengeyi tekrar saglamak ig¢inse SOD ve CAT gibi diger antioksidan enzimler inflamatuar
yanittaki aktivitelerinde fazlaca artis gostererek serbest radikallerin ortadan kaldirilmasini

hedefleyerek oksidatif hasarin kontrol altina alinmasina katki saglayabilir yorumu yapilabilir.

SA, hiicre membranlarinin bir komponenti olup damar endotelinde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunur ve 6zellikle mikrovaskiiler hasar olusturan hastaliklarda serum SA seviyelerinde artis
meydana gelir (Prajna ve ark., 2013). Akut faz reaktanlarindan olan bu molekiiliin kandaki

seviyelerinin diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi hastaliklarda arttig1 tespit
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edilmistir (Cheeseman ve ark.,, 2021). Serum SA seviyelerinin yiikselmesi, mikro
damarlanmanin yogun oldugu retinada, bobreklerde, kalpte ve beyinde ciddi yaralanma oldugu
anlamina gelmektedir (Nayak ve ark., 2008; Prajna ve ark., 2013). SA, ayni1 zamanda hiicreleri
bakteri proteazlart gibi yikict enzimlerin saldirilarina karst korumaktadir. Periodontitis
patogenezinde konak cevabi kadar onemli yer tutan bakteriyel patojenler i¢in iyi bir karbon
kaynagi olan bu molekiil periodontal patojenlerin kolonizasyonunda 6nemli role sahiptir.
Bakteriyel agregasyonun artmasinda rol oynar ve plak olusum siirecine katilir (Stafford ve ark.,
2012). SA'nin serum igerisindeki yiiksek seviyelerinin periodontal hastaliklar da dahil olmak
tizere ¢esitli inflamatuar hastalikla iligskili oldugu gosterilmistir ve bu hastaliklarin
belirlenmesinde 6nemli bir biyobelirte¢ olarak gorev alabilecegi one siiriilmiistiir (Oktay ve
ark., 2020; Varki, 2008). Bu ¢alismada, hiperglisemik grup kontrol grubuyla karsilastirildiginda
SA seviyesinde istatiksel olarak anlaml bir fark gériilmezken (p=0,11), hiperglisemik gruplar
kendi arasinda karsilastirildiginda gingipain enjeksiyonuyla birlikte SA seviyesinde anlamli
artis tespit edildi (p<0,0001). Bulgularimizda elde edilen periodontal enfeksiyon varligiyla
artan SA seviyeleri bulgusu, Oktay ve ark. (2020) arastirmalarinda elde edilen periodontitis
hastalarinin serum tiikiiriik Orneklerinden elde edilen yiiksek SA seviyesi sonuglariyla

uyumluydu.

Caligmamizda beklenilenin aksine SA seviyesinde hiperglisemik durumda istatiksel anlamlilik
diizeyine ulagamayan bir artig tespit edildi. Gingipain enjeksiyonu ise gerek hiperglisemik
gerek normal baliklarda SA’da dramatik bir artisa sebep oldu. Bu sonu¢ SA seviyesinin
organizmanin metabolik seviyesinden bagimsiz olarak mikrobiyal etkilere kars1 olugan cevapta

kullanilabilecek bir belirteg olabilecegini desteklemektedir.

ALP enzimi yiiksek pH'ta optimal olarak etki eden ve konak tarafindan iiretilen bir hidrolaz
olup, cesitli molekiillerden fosfat gruplarinin koparilmasini saglar. ALP’nin ana kaynagi
karaciger, bobrek, kemik, bagirsak ve plasenta oldugu gibi nétrofiller, osteoblastlar,
fibroblastlar dahil olmak iizere periodonsiyumun bir¢ok hiicresinde bulunur. Esas olarak
inflamasyon bolgesine gogleri sirasinda polimorfoniikleer noétrofillerden, kemik olusumu
sirasinda osteoblastlardan ve periodontal rejenerasyon sirasinda periodontal ligamentteki
fibroblastlardan salinirlar. ALP periodontal hastaliklarda kemik rezorpsiyonu ve diseti
iltihabiyla iligkilendirilmistir. De ve ark. (2018) yaptiklari ¢alismada, T2DM ve periodontitise
sahip hastalardan alinan serum ve tiikiiriik 6rneklerinde ALP seviyelerinde artis goriilmiistiir

(De ve ark., 2018).
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Bu tez ¢alismasinda, gingipain enjeksiyonu sonrast ALP aktivitelerinde hem saglikli hem de
hiperglisemik grupta anlamli derecede artig meydana geldi (p<0,0001, p<0,01). Calismamizda
elde edilen, sadece gingipain etkisiyle artan ALP aktivitesi bulgusu, gingipainin tek basina
inflamatuar yanit1 arttirabildigini destekler niteliktedir. Khattak ve ark. (2009), sadece diyabete
sahip fakat periodontitisi olmayan hastalarda ALP aktivitesinin yiikselmesine karsin
periodontitise sahip diyabetli hastalarda anlamli diizeyde bir farkla aktivitede artis
gostermislerdir. Ayn1 ¢alismada, diyabet ve kronik periodontitise sahip hastalarda sadece
periodontitise sahip hastalara kiyasla daha yiiksek diizeyde ALP aktivitesi tespit edilmistir
(Khattak ve ark., 2009). Bu bulgularla uyumlu sekilde arastirmamizda da hiperglisemik
durumda uygulanan gingipain enjeksiyonu sonrasi zebra baliklarindaki ALP aktivitesinde

artigin daha anlamli oldugu goriildii (p<0,0001).

ACh serotonin, dopamin ve diger ndropeptitlerin seviyelerini ve aktivitelerini diizenleyerek
konagin hem immiin yanitini hem de norotransmisyon islevini kontrol eden bir
norotransmitterdir. AchE, ACh'yi asetil ve koline ayristirmaktadir. Son yillarda yapilan
arastirmalarda DM, insiilin direnci ve hiperlipidemisi olan hastalarda AChE'nin plazma ve doku
aktiviteleri daha yiliksek bulunmustur. Bu artisin bir sonucu olarak plazma ve doku ACh
diizeylerinin diisiik olmas1 beklenmektedir. AchE ayn1 zamanda ACh'yi inaktive ederek mevcut
inflamasyonu arttirabilir. Buradan yola ¢ikarak obezite, insiilin direnci, DM ve hipertansiyon
gibi hiperglisemiyle iliskilendirilmis ¢esitli klinik durumlarda, plazma ve dokularda artmis
AChE aktivitesinin artmig inflamatuar durumda rol oynadig: belirtilmistir (Pavlov & Tracey,
2006; Das, 2007). Bunun yaninda, ACh periodonsiyumda goriilebilmektedir ve diseti olugu
stvisi, tiikiiriik ve serum gibi viicut sivilarindaki AChE aktiviteleriyle iliskilendirilmektedir
(Merig ve ark., 2019). Bu tez ¢alismasinda, AChE aktivitelerinde kontrol grubuna kiyasla G ve
H+G gruplarinda anlamli artig goriildii, H grubunda ise anlamli artis tespit edilemedi. (Sirasiyla
p<0,01, p<0,001 ve p=0,26). Gingipain enjeksiyonu sonrast AChE aktivitelerinde hem saglikli
hem de hiperglisemik grupta anlamli derecede artis meydana geldi (p<0,01). Zebra baliklarina
uygulanan gingipain enjeksiyonu AChE'nin aktivitesinde dramatik bir artisa yol a¢cmustir.
Periodontal hastaliklar ve kolinerjik mekanizmalar arasindaki iliskinin arastirildigt
caligmalarda saglikli ve periodontal hastaliklara sahip bireylerden toplanan diseti olugu sivisi
ve tiikiirlik 6rneklerinde, arastirmamizda gingipain enjeksiyonu sonrasi elde edilen bulgulara
benzer sekilde, saglikli bireylere kiyasla periodontal hastaliklara sahip bireylerde artmis AcHE
aktivitesi tespit edilmistir. Bu calismalarda periodontal hastaliklarda artmis AchE aktivitesine
eslik eden bulgular arasinda artmis inflamatuar durumu destekler nitelikte artmis sitokin

seviyeleri de gosterilmistir (Apatzidou ve ark., 2018; Merig¢ ve ark., 2019).

88



Gingipain enjeksiyonu sonrasi tiim akut faz proteinlerinin seviyelerinde meydana gelen anlamli
artig ise P. gingivalis e ait bu kuvvetli endotoksinin bakteri ve onun diger bilesenleri olmaksizin
tek basma inflamatuar yaniti arttirabildigini ortaya koymaktadir. Bu bulgu, caligmada
degerlendirilen akut faz proteinlerinin yan1 sira oksidan ve antioksidan parametreler de dahil
olmak tizere ALP ve AChE aktivite degerleriyle de desteklendi. Hiperglisemi varliginda
uygulanan gingipain enjeksiyonu ise ¢aligmamizda incelenen ve bahsi gegen tiim bu degerlerde
dramatik degisikliklere sebep olmustur. Bu durum diyabet, obezite gibi hastaliklarin varliginda
periodontal hastaliklarda olusan artmis inflamatuar yanitin patogenezinde P. gingivalis ve daha

da spesifik olarak gingipainlerin roliinii 6n plana ¢ikarmaktadir.

Dogal ve kazanilmig bagisikliga sahip olan zebra baliklari, insanlarda meydana gelen
hastaliklara benzer sekilde sistemik hastalik modellemesine izin vermesinin yaninda in vivo
sartlarda P. gingivalis’e ait gingipainin tek basina bir endotoksin olarak inflamatuar etkisini
incelemeye olanak tanimasi, bu sahada c¢alisma yapan arastiricilara biiyilk avantaj
saglamaktadir. Etik nedenler dolayisiyla insanlarda tek basina bir endotoksinin dogrudan
etkisinin aragtirllmasinin miimkiin olmayisi, rodentlere kiyasla daha kolay ¢aligma sartlarinin
olmasi nedeniyle, bu arastirmada zebra baliklar1 tercih sebebi olmustur. Literatiirde
periodontoloji alanindaki arastirmalarda bugiine kadar ¢ok az sayida kullanilmis olan zebra
baliklari, o6zellikle periodontal hastaliklarin  patogenezindeki bilinmeyen noktalarin
aydinlatilmasinda arastirmacilara biiyiikk katki saglayabilecektir (Widziolek ve ark., 2016;
Farrugia ve ark., 2021).

Bu calismada gerek proinflamatuar sitokinler (il-1f, tnf-a) gerekse akut faz proteinlerindeki
(crp, chia.5 ve chia.6) inflamatuar yanit mRNA diizeyinde analiz edilmis olup protein
diizeyindeki analizler ise klinik seviyede biyokimyasal yontemlerle oksidan-antioksidan
parametreler, ALP ve AChE enzim aktivite analizleri yapilarak degerlendirilmistir. Bu tez
calismasinda mRNA diizeyinde analizleri yapilan sitokinlere ait protein seviyesinde
yapilabilecek incelemelerin olmamasi1 bir eksiklik gibi goériinmesine ragmen amacimiz
inflamatuar yanitin klinik diizeyde degerlendirilmesi oldugu i¢in, bu nokta bir eksiklik olarak

degil de bir baska ¢alismanin konusu olarak dnerilebilir.
Bu tez caligmasinin sonuglari 6zetlenecek olursa;

Calismamiz hiperglisemik zebra baliklarinda P. gingivalis’e bagl inflamatuar etkilerin
incelenmesinde bakterinin kendisinin yerine, dogrudan ve sadece gingipainlerin kullanildigi,

bilgimiz dahilinde literatiirdeki ilk ¢alismadir. Bu tiir ¢aligmalarda nispeten yeni bir hayvan
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model olan zebra baliklari, deneysel olarak obezite ve diyabet gibi hastalik modellemesine

uygun olmasi nedeniyle, bu sahada calisan arastirmacilara genis olanaklar saglayacaktir.

Zebra baliklar1 bakteriyel toksinlere karsi gelisen inflamatuar yanitin Ol¢iilmesinde
kullanilabilecek uygun bir hayvan modelidir. 2 haftalik asir1 besleme protokoliiniin

uygulanmasi zebra baliklarinda hiperglisemik model olusturmak i¢in yeterlidir.

Tek basina gingipain kullanilmasi1 gerek mRNA diizeyinde gerekse protein diizeyinde zebra
baliklarinda inflamatuar yanitta istatiksel olarak énemli derecede artislara sebep olmustur. Bu
sonu¢ periodontal hastaliklarda meydana gelen yiiksek sistemik inflamasyon seviyesindeki

gingipainin roliinii destekler niteliktedir.

Gingipain kullanilarak meydana getirilen sistemik inflamatuar durum, hiperglisemi
olusturulmus zebra baliklarinda il-/ mRNA ifadelerinde, hiperglisemik olmayan gruba goére
cok daha siddetli olarak kaydedildi. Bu durum hiperglisemik durumun gingipaine baglh
yaratilan inflamasyon tizerinde artirici etkisi oldugunu gostermektedir. Bunun aksine tnf-a ifade
diizeylerinde ise hiperglisemik durum bir degisiklik yaratmadi ve gingipain enjeksiyonu ile
olusan tnf-a ifade diizeyindeki anlamli artis hiperglisemik durumdaki ile benzerdi. Bu sonug bir
proinflamatuar sitokin olarak il-/5 nin tnf-a.'ya gore hiperglisemik durumlarda daha dogru bir

belirte¢ olabilecegini gostermektedir.

Zebra baliklarinda akut faz yanitinin degerlendirilmesinde, sadece asir1 besleme ile meydana
gelen hiperglisemik durum, crp’ye ait mRNA seviyesinde bir artisa neden olmazken, sadece
gingipain enjeksiyonu kontrole gore %50 daha yiiksek ifade seviyesine sahipti. Bu iki etken
birlikte olusturuldugunda, crp ile olgiilen akut faz yaniti kontrole oranla 4-5 kat fazla
gerceklesti. Bu sonuglar hiperglisemik durumlarda akut faz yanitinin belirlenmesinde crp

kullantimin1 sorgulanir hale getirmistir.

Akut faz yanmtimin YKL-40’a ait mRNA ifadesi ile degerlendirildiginde ise sadece
hiperglisemik durumda YKL-40 analoglarinin ifadelerinde 2 kat artis gozlendi. Sadece
gingipain enjeksiyonunda bu analoglardan chia.5 'te anlamli artig gergeklesmisken chia.6 'da ki
artis ise anlamli degildi. Hiperglisemik baliklardaki gingipain enjeksiyonuna karsi gelisen
yanittaki artis ise her iki analogda yaklasik 3 kat gergeklesti. Bu sonuglar hiperglisemik
durumlarda akut faz yanitinin degerlendirilmesinde belki de YKL-40 proteinlerinin CRP’ye
gore daha dogru bir belirte¢ oldugunu gostermektedir. Bu sonug YKL-40 ile ilgili daha ileri

arastirmalarin oniinii acacaktir.
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Zebra baliklarinda asir1 beslemeyle olusturulmus hiperglisemik durum ve gingipain
enjeksiyonuna karst meydana gelen oksidatif stres belirteclerinin incelendigi deneyler,
beklenildigi sekilde SA, LPO ve NO diizeylerinde artisa neden olmus ve bu durum,
organizmanin antioksidan sistemleri de devreye sokarak, olusan oksidatif stresin notralize
edilmesine yonelik CAT ve SOD enzim diizeylerinde artiglar ile sonuglanmistir, tam tersi
olacak sekilde GST miktarlarinda da azalma kaydedilmesi biyokimyasal anlamda beklenilen
sekilde gerceklesmistir. Ozellikle baliklar hiperglisemik durumdayken gingipaine maruz
kaldiklarinda SA, LPO ve NO seviyeleriyle dlgiilen oksidatif stres seviyesi anlamali1 derecede
kat be kat artmistir. Bu da kontrol altinda olmayan diyabetik hastalarda periodontitis

durumunda artmig sistemik ve lokal periodontal yanit bulgulariyla paraleldir.

Gergeklestirilen bu calismada zebra baliklarinda tek basma hiperglisemik durum ALP
aktivitesinde 3 kat artisa neden olurken tek basina gingipain uyarimi ile meydana gelen ALP
aktivitesindeki artis 4 kata yaklasmustir. Hiperglisemik durumda yapilan gingipain enjeksiyonu
ise bu artig1 5 katina yaklastirmistir. Bu veriler, baliklardaki hiperglisemik durumun gingipain
kaynakli olusan inflamatuar durumun daha siddetli gerceklesmesine neden oldugunu
gostermekte olup, kontrolsiiz diyabete sahip periodontitis hastalarinda meydana gelen hizl
doku yikimmin nedenlerinden birinin de artmis ALP aktivitesi olabilecegi goriislinii

desteklemektedir.

Tek basina hiperglisemik durum AChE seviyesinde anlamli bir artisa neden olmazken sadece
gingipaine maruziyet AChE seviyesinde 2 kata yakin artisa neden olmus, bu artis hiperglisemik
baliklarda 3 kata yaklasmistir. Bu sonuglar, hiperglisemik durumda meydana gelen gingipain
maruziyetinde, organizmanin norolojik olarak inflamatuar yanit {izerindeki kontrol edici
roliinlin azaldig1 yoniindedir. Bu sonug, hiperglisemik durumun organizmanin inflamasyon
kontroliinii zayiflattigi ve diisiik dereceli kronik inflamatuar silirece yatkinlik gosterdigi

diisiincesiyle uyumludur.

Sonug olarak, hiperglisemik durumlarla ilgili sistemik hastaliklarla periodontal hastaliklar
arasindaki iligkilerin arastirilmasinda zebra baliklarinin hayvan modeli olarak kullanilmasi ve
periodontal hastaliklarda olusan bakteriyel endotoksin kdkenli inflamasyonun modellemesinde
bilgimiz dahilinde literatiirde ilk defa gingipainlerin kullanilabilmesi, bu konulardaki
aydinlatilamamis birgok nokta iizerinde daha detayli arastirmalara yon verecektir. Inaniyoruz
ki bakteriyel endotoksin olarak gingipainin kullanildigi bu yéntem, periodontal hastaliklarda
rolii oldugu diisiliniilen diger faktorlerin de arastirilmasina olanak saglayarak, artik inflamatuar

bir hastalik olarak tanimlanan periodontal hastaliklarin, sistemik inflamatuar hastaliklarla
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iliskilendirilmesindeki mekanizmalarin arastirilmasinda ve patogenezinin daha kolay ve detayli

incelenmesinde rehber olacaktir.
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