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OZET

RATLARDA OLUSTURULAN TIiP 2 DIYABET SONRASI Di$ CEKIiM
SOKETLERININ DEL-1 VE IL-17 PROTEINLERI ACISINDAN
IMMUNOHISTOKIMYASAL OLARAK DEGERLENDIRILMESI VE
KEMIK IYILESMESININ MiKRO-BT iLE INCELENMESI

Kiibra GULER

Periodontoloji Anabilim Dah

SiVAS, 2022

Periodontal cerrahi ve implant cerrahisi agisindan kemigin durumu ve dis
¢ekimi sonrasi ya da augmentasyon islemlerinden sonra iyi bir kemik iyilesme paterni
olmasi 6nemlidir. Dis hekimliginin rutin islemlerinden olan dis ¢ekimi, ardinda
tyilesmesi kompleks bir yara birakir. Bu yaranin iyi bir iyilesme gostermesi, 6zellikle
implant cerrahisi i¢in ¢ok Onemlidir. Diyabette yara iyilesmesinde birtakim
bozukluklar oldugu c¢alismalarda gosterilmistir, ancak hangi mekanizmalarin rol
oynadig1 giinimiizde de merak konusudur ve arastirilmaktadir. Gelisimsel olarak
diizenlenen endotelyal lokus-1 (Del-1), embriyolojik damarsal gelisim sirasinda
endotelyal hiicrelerden salinan bir glikoproteindir. Bununla zit olarak c¢alistig
gosterilen Interlokin 17 (IL-17) de o6zellikle akut fazda ortaya ¢ikip enflamasyona
tesvik eden bir proteindir. Osteoprotegerin (OPG) ve Niikleer Faktor-Kappa B
Reseptor Aktivatorii Ligandi (RANKL) proteinleri de kemigin deviniminde rol
oynayan sitokinlerdir. Kemik yaralanmasinda devreye giren tiim bu proteinlerin Tip 2
Diyabetes Mellitus (T2DM) modelinde dis ¢ekim yarasindaki ekspresyonlarini
incelemeyi amacgladigimiz ¢alismamizda, 6zellikle Del-1 proteininin DM’deki yara

iyilesmesinde hedef alinmaya aday olup olabilemeyecegini arastirmak istedik.

Bu ¢aligma rat modelinde yapilmistir. DM ve kontrol olarak iki gruba ayrilan

hayvanlar daha sonra kendi aralarinda 3 gruba ayrilmistir. DM gruplar iki hafta



boyunca yiiksek yagli diyete (YYD) tabi tutulmusken, kontrol gruplari normal diyet
(ND) ile beslenmistir. Ardindan DM gruplarina 35 mg/kg Streptozotosin (STZ)
uygulanmis ve ii¢ giin sonrasinda OGTT ile hiperglisemi ve insiilin direnci (IR) test
edildikten sonra tiim gruplarin sag alt birinci molar disleri ¢ekilmistir. Bundan sonra
sirasiyla 7, 14 ve 28. giinlerde dnce kardiyak ponksiyon ile kan toplanmis ve ardindan
sakrifiye edilmislerdir. Tiim gruplar trigliserit (TG), total kolestrol (Kol), high-density
lipoprotein cholosterol (HDL-C), low-density lipoprotein cholosterol (LDL-C),
Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR), Del-1
imminpozitifligi, IL-17 immiinpozitifligi, OPG immiinpozitifligi ve RANKL
immiinpozitifligi agisindan incelenmistir. Bunun yani1 sira 28. giinde sakrifiye edilen
hayvanlar Mikro-Bilgisayarli Tomografi (Mikro-BT) ile kemik yara iyilesmesi

acisindan incelenmistir.

Diyabet olusturana kadar YYD ile beslenen grupta kontrol gruplarina gore hizl
bir kilo alim1 gézlenmistir. STZ enjeksiyonu ile birlikte kilo kayb1 yagsanmis, bundan
sonra daha yavas bir hizda tekrar kilo alim1 gozlenmistir. STZ uygulanmasi yapilan
gruplarin su tiiketimleri kontrol gruplarinin yaklasik 4 katina ¢ikmistir. Kol ve TG
degerleri DM gruplarinda kontrol gruplarina gore istatistiksel anlamli olarak daha
yiiksektir. LDL-C agisindan anlamli farka rastlanmamisken, HDL-C seviyesi DM grup
ortalamas1 kontrol grubu ortalamasindan anlamli sekilde daha yiiksektir. DM
gruplarinin HOMA-IR degerinin kontrol gruplarindan anlamli sekilde yiiksek oldugu
gozlenmistir ve bu deger deney stiresi uzadikca artmistir. Mikro-BT ag¢isindan Bone
Volume/Tissue Volume (BV/TV), Trabecular Seperation (Th.Sp) ve Total Porosity
(Po(tot)) degerleri D28 grubunda C28 grubuna oranla anlamli sekilde daha diisiik
bulunmustur. Immiinohistokimyasal incelemelerde tiim proteinlerin ekspresyonlari
DM gruplarinda daha diisiik gozlenmistir. Gruplar i¢inde de, sadece Del-1
ekspresyonunun C28’de Cl4’e gore anlamhi sekilde daha yiliksek salgilandiginin

gbzlenmesi haricinde, tiim proteinlerin ekspresyonlar1 zamanla azalmastir.

Sonug olarak, diyabette goriilen mikrovaskiiler hasarlarin yara iyilesmesini
sekteye ugrattig1 bilinmektedir. Anjiyogenez ve anti-enflamasyon ile iligkili olan Del-
1 proteini ise bu agidan daha 6nce incelenmemistir. Calisma sonuglarimizda Del-1
immiinpozitifliginin DM gruplarinda kontrol gruplarina gére anlamli sekilde az olmasi

DM’ye bagh yara iyilesme bozukluklarinda Del-1 proteinini tipki kanser tedavilerinde



oldugu gibi hedef alinmaya aday kilmaktadir. Bununla birlikte, diyabette farkli yara
modellerinde Del-1 proteininin incelendigi ve rekombinant olarak uygulanmasinin

sonuglarmin arastirildigi kontrollii caligmalara da ihtiyag¢ vardir.

Anahtar kelimeler: Diabetes mellitus, deneysel; Diyabet komplikasyonlart; Tip 2
diabetes mellitus; Insiilin direnci; OGTT; Dis ¢ekimi; Yara iyilesmesi; X-1s1li
mikrobilgisayarli tomografi; immiinohistokimya; Gelisimsel endotelyal lokus-1; Del-

1; Interldkin 17; IL-17; Osteoprotegerin; OPG; RANKL protein



ABSTRACT

IMMUNOHISTOCHEMICAL EVALUATION OF THE TOOTH
EXTRACTION SITES IN TERMS OF DEL-1 AND IL-17 PROTEINS AFTER
EXPERIMENTAL TYPE 2 DIABETES AND INVESTIGATION OF BONE
HEALING BY MICRO-CT

Dt. Kiibra GULER

Department of Periodontology

SiVAS, 2022

In terms of periodontal and implant surgery, it is important to have a good bone
healing pattern after tooth extractions or augmentation procedures. Tooth extraction,
one of the most routine procedures of dentistry, leaves behind a complex wound to
heal. It is very important for this wound to heal well, especially for implant surgery. It
has been shown in studies that there are some wound healing disorders in diabetes, but
which mechanisms play a role is still a matter of curiosity and research.
Developmentally regulated endothelial locus-1 (Del-1) is a glycoprotein released from
endothelial cells during embryological vascular development. Interleukin 17 (IL-17),
which has been shown to work contrary to Del-1, is a protein that is secreted especially
in the acute phase of the inflammation and promotes it. Osteoprotegerin (OPG) and
Receptor Activator of the Nuclear Factor Kappa Beta Ligand (RANKL) proteins are
also cytokines that play a role in bone turnover. In our study, we wanted to examine
the expressions of all these proteins in the tooth extraction wounds of the experimental
Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) models and we aimed to investigate whether,
particularly, the Del-1 protein could be a target candidate to promote wound healing
in DM.

This study was carried out in a rat model. The animals, which were divided
into two main groups as DM and control, were then divided into 3 subgroups among

themselves. While the DM group was placed on a high-fat diet (HFD) for two weeks,



the control group was fed a normal diet (ND). At the end of two weeks, 35 mg/kg
Streptozotocin (STZ) was administered to the DM group, and three days later, after
testing for hyperglycemia and insulin resistance (IR) with OGTT, the lower right first
molars of all groups were extracted. On days 7, 14, and 28, blood was drawn from the
animals by cardiac puncture and they were euthanized. Triglyceride (TG), total
cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low-density
lipoprotein cholesterol (LDL-C), Homeostatic Model Assessment of Insulin
Resistance (HOMA-IR), Del-1 immunopositivity, IL-17 immunopositivity, OPG
immunopositivity, and RANKL immunopositivity levels were investigated. In
addition to that, animals sacrificed on the 28th day were examined in terms of bone

wound healing by Micro-Computed Tomography (Micro-CT).

A rapid weight gain was observed in the subgroups fed with HFD compared to
the control group. Weight loss was experienced with STZ injection, after which weight
regain was observed at a slower rate. The water consumption of the groups treated
with STZ increased approximately 4 times that of the control groups. TC and TG
values were statistically significantly higher in the DM groups than in the control
groups. While no significant differences were found in terms of LDL-C and HDL-C
levels of the subgroups, the control group’s mean levels were significantly higher than
the DM group. It was observed that the HOMA-IR value of the DM groups was
significantly higher than that of the control groups, and this value increased as the
duration of the experiment increased. Bone Volume/Tissue Volume (BV/TV),
Trabecular Separation (Th.Sp), and Total Porosity (Po(tot)) values in terms of Micro-
CT were found to be significantly lower in the D28 group than in the C28 group.
Expressions of all proteins were observed to be lower in DM groups in the
immunohistochemical examinations. Within groups as well, expression of all proteins
decreased over time, except that Del-1 expression was observed to be significantly
higher in C28 than in C14.

It is known that microvascular damage seen in diabetes interferes with wound
healing. Del-1 protein, which is associated with angiogenesis and anti-inflammation,
has not been studied before in this respect. We concluded that the fact that Del-1
immunopositivity being significantly lower in the DM groups compared to the control

groups in our study results makes Del-1 protein a candidate to be targeted in wound



healing disorders due to DM, just as it is in cancer treatments. However, controlled
studies are needed to examine the Del-1 protein in different diabetic wound healing

models and to investigate the results of its recombinant applications.

Key Words: Diabetes Mellitus, Experimental; Diabetes Complications; Type
2 Diabetes Mellitus; Insulin Resistance; OGTT; Tooth Extraction; Wound Healing; X-
Ray Micro-Computed Tomography; Immunohistochemistry; Developmental
endothelial locus-1; Del-1; Interleukin 17; IL-17; Osteoprotegerin; OPG; RANKL
Protein
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiziNi

Del-1 :Gelisimsel Endotelyal Lokus-1
IL-17 ‘Interldkin 17

Mikro-BT :Mikro-Bilgisayarli Tomografi
YYD :Yiiksek Yagl Diyet

STZ :Streptozotosin

ND :Normal Diyet

DM :Diyabetes Mellitus

IDF :Uluslararas1 Diyabet Federasyonu
ADA :Amerikan Diyabet Dernegi
HbAlc :Hemoglobin Alc

AKS :Aclik Kan Sekeri

OGTT :Oral Glikoz Tolerans Testi

IGT :Bozulmus Glikoz Toleransi

g :Gram

BMU :Basic Multicellular Unit

OPG :Osteoprotegerin

RANKL - Niikleer Faktor-Kappa B Reseptor Aktivatorii Ligandi
TNF :Ttimor Nekroz Faktor

PTH :Parathormon



M-CSF :Mekrofaj Koloni Stimiilan Faktor

1,25(0OH)2D3 :1,25 Hidroksi D Vitamini

DSO :Diinya Saglhk Orgiitii

T1DM :Tip 1 Diyabetes Mellitus

T2DM :Tip 2 Diyabetes Mellitus

3 ‘Beta

IR :Insiilin Direnci

SAID :Siddetli Otoimmiin Diyabet

SIDD :Siddetli Insiilin-yetersiz Diyabet
SIRD :Siddetli Insiilin-direngli Diyabet
MOD ‘Hafif-siddette Obezite Iliskili Diyabet
MARD :Orta-siddette Yas iliskili Diyabet
IFG :Bozulmus A¢lik Glikozu

KVH :Kardiyovaskiiler Hastalik

ICA :Adacik Sitoplazmik Antikoru

I1AA :Insiilin Antikorlar

GADA :Glutamik Asit Dekarboksilaz Antikorlari
1A-2 :Anti-tirozin Fosfataz Antikorlari
1A-213 :Anti-fogrin Antikorlart

ZnT8A :Cinko Transporter Antikorlari
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ROS

AGE
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PMN

ECM

eNOS
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GDH
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:Latent Otoimmiin Diyabet
:Diyabetik Ketoasidoz

:Insan Lokosit Antijeni
‘Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance
‘Viicut Kitle Indeksi
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:Protein Kinaz C
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1 GIRIS

Periodontal cerrahi ve implant cerrahisi agisindan kemigin durumu ve dis
¢ekimi sonrasi ya da augmentasyon islemlerinden sonra iyi bir kemik iyilesme paterni
olmasi 6nemlidir. Dis hekimliginin rutin islemlerinden olan dis ¢ekimi, ardinda
iyilesmesi kompleks bir yara birakir. Bu yaranin iyi bir iyilesme gostermesi, 6zellikle
implant cerrahisi i¢in ¢ok Onemlidir. Diyabette yara iyilesmesinde birtakim
bozukluklar oldugu ¢alismalarda gosterilmistir (1). Dis ¢ekim soketi iyilesmesinin de

sekteye ugradigi ayni sekilde literatiirde yer almaktadir (2—7).

Gelisimsel olarak diizenlenen endotelyal lokus-1 (Del-1), embriyolojik
damarsal gelisim sirasinda endotelyal hiicrelerden salinan bir glikoproteindir ve
EDIL3 olarak da bilinir (8). Baska bir takim hiicrelerin yaninda endotelyal hiicrelerde
de eksprese olan Del-1, anjiyogenez siirecinde kritik bir rol oynar ve yara
iyilesmesinde de upregiile olur (9). Lokal endotelyal hiicrelerden salinarak gingival
ektravaskiiler alanlarda bulundugu da raporlanmistir (10). Del-1’in endotelyal hiicre
yapigmasini ve gociinii artirdigi ve anjiyojenik biiylimeyi tesvik ettigi gosterilmistir ve
bu Del-1 aracili olaylar reseptor antagonistleri ile ya da Del-1’in mutasyona
ugratilmasiyla inhibe olur (11). Del-1 embriyonik damarsal gelisim sirasinda salinip,
yaslandikca salinimi diisen bir protein olsa da, yetiskin farelerde, iskemi durumunda

yogun miktarda eksprese edildigi raporlanmistir (12).

Diyabette iyilesmedeki bozukluklar gosterilmis olmasina ragmen, DM’nin
yara 1yilesmesini ne gibi mekanizmalarla etkiledigi giiniimiizde de arastirma ve merak
konusudur. Diyabetin c¢esitli yolaklar wvasitasiyla viicutta yol agtigt farkh
komplikasyon tablolari, olaylarin anlasilmasini ve aralarinda iliski kurulmasini
giiclestirmektedir. Biz de bu ¢alismamizda dis ¢ekimi yapilan diyabetli ratlarda dis
¢ekim soketlerindeki iyilesmeyi Del-1 proteini agisindan inceleyip, bu karigik iyilesme
bozuklugu paternine bir nebze daha 151k tutabilmeyi ve DM’de kompleks yara iyilesme
modelinde Del-1’in potansiyel bir hedef olup olamayacagini degerlendirmeyi

amacladik.



2 GENEL BIiLGIiLER

2.1 Normal Periodonsiyum

Normal bir periodonsiyum dislerin fonksiyonda kalabilmesi i¢in gereken destegi
saglar. Sekil 1’de gecen dort yapidan olusur: diseti, periodontal ligament, sement ve
alveolar kemik. Bu yapilarin doérdii de konumu, doku yapisi ve biyokimyasal bilesimi
itibariyle birbirinden farklilik gosterir; fakat birlikte, tek bir tinite olarak hareket eder.
Aragtirmalar, bu iinitenin herhangi bir bileseninin hiicre dis1 salgilarla diger
bilesenlerin hiicresel aktivitesini etkiledigini gostermektedir. Bu nedenle, bir bilesende
patolojik degisiklikler olmasi, periodonsiyumun diger bilesenlerinin devamliligi,

tamiri ya da rejenerasyonu i¢in 6nemli sonuglar dogurabilir (13).
2.1.1 Diseti (Gingiva)

Saglikli disetinin rengi “somon” ya da “giil kurusu” olarak tanimlanir. Bireyin
etnik kokenine gére melanin pigmentasyonu goriilebilir. Diseti yap1 olarak sikidir ve
alttaki alveolar kemige sikica yapisiktir. Disetinin ylizeyi keratinizedir ve ‘stippling’
diye tanimlanan portakal kabugu dokusu gosterebilir. insizoapikal genisligi kisiden
kisiye ve tek bireyde de agiz i¢indeki konumlara goére 1 mm’den 10 mm’ye kadar
farklilik gosterir (14).

—  Mine
Pul
=ipe Dentin
Diseti
(Gingiva)

Sement 2
Periodontal

Ligament

Alveolar Kemik

Sekil 1 Saglikli periodonsiyum.



Bir yetiskinde normal diseti, alveolar kemik ve dis koklerini, mine-Sement
birlesiminin hemen istiinde sonlanacak sekilde korur. Anatomik olarak marjinal,
yapisik ve interdental diseti kisimlarina ayrilir. Bu kisimlarin her biri fonksiyonel
beklentileri karsilayacak sekilde farklilasmis olsa da ve histolojileri ve kalinliklar
anlaminda belirgin farkliliklar gosterseler de, temel olarak mekanik ve mikrobiyal
hasarlara kars1 koyabilecek sekilde yapilagsmislardir (15). Marjinal ya da diger adiyla
yapisik olmayan diseti, disetinin disleri ¢epegevre saran en iist noktasidir. Yaklasik
olarak 1 mm genisligindedir ve gingival sulkusun yumusak doku duvari
olusturmaktadir. Periodontal sondun gingival sulkusa girmesiyle marjinal diseti dis

yiizeyinden ayrilabilmektedir (16).

Disetinin  gorevi, korumaktir. Gingival dokular, 06zel bir sekilde
tasarlanmiglardir; ¢linkii disariya karsi viicudu savunacak yapida olmalar1 gerekir.
Viicudun hem digsaridan hem de igeriden korunmasini saglayan ve birbiriyle
devamlilik gosteren yiizey kaplamasi seklindeki yapilar; cilt, nazofaringeal ve
gastrointestinal mukozalardir. Dislerin siirmesiyle birlikte bu mukozal yiizey
kaplamasmin devamlilig1i bozulur ve koruma kalitesinden Odiin verilir ve dislerin
kaplamay1 perfore ettigi yerlerde, oral mukozanin devamliligini saglayacak olan tek
sey disin ¢ekilmesidir. Yine de bu kaplamada olusabilecek kayiplarin tamiri, yara
iyilesmesi, kapatilmasi i¢in gelismis bir sistem mevcuttur. Cigneme ile olusan
sirtinme kuvvetlerine dayanabilmesi ve disler ve yumusak dokular arasindaki
muhtemel bosluklardan yabanci cisimlerin (mikroorganizmalar gibi) girisinin
engellenmesi i¢in disleri ¢evreleyen dokular, disler etrafinda bariyer gorevi gorecek
sekilde tasarlanmistir (17). Diseti her disin boyun kisminda biter, onu ¢epegevre sarar
ve birlesim epiteli (BE) adindaki 6zellesmis bir epitel ile dise baglanir. Bu epitel
baglantis1 agiz boslugunu kaplayan epitelin dis yiizeyine kadar devam etmesini
saglamaktadir (14). BE, yapisal bariyer gorevi gérmesi yaninda, komsu dokulardan
koken alan antimikrobiyal peptitler ve noétrofillerin genisletilmis hiicrelerarasi

bosluklardan gingival sulkusa gecisini saglar (18).
2.1.2 Periodontal Ligament

Periodontal ligament, disin sementinden ¢ikip onu sararak, onu alveolar
kemigin i¢ duvarina baglayan, cok damarli ve ¢ok hiicreli karisik bir bag dokusudur
(19).



Periodontal ligament disetinin bag dokusu ile devamlilik gosterir ve bes temel
gorevi vardir: Dislere destek olur, strese karsi disi korur, besler, farklilasmamis

hiicreler ihtiva eder ve proprioseptif duyular: algilar (20).

Periodontal ligamentin ortalama genisligi 0.2 mm olarak kaydedilmis olsa da
degisiklikler gosterebilmektedir. Fonksiyonda olmayan dislerde ve siirmemis olan

dislerde periodontal aralik daralirken, hiperfonksiyondaki dislerde bu aralik genisler
(22).

2.1.3 Sement

Insanlarda, dis kokleri sement ile kaplidir. Sement matriksinde bulunan
sementosit varligina ya da yokluguna gore selliiler ve aselliiler sement olarak ikiye

ayrilir (22).

Sement yapimini saglayan sementoblastlar periodontal ligamentte bulunur ve
sadece yaslanma gibi fiziksel durumlarda degil; kronik enflamasyon, okluzal travma,
sistemik ve genetik hastaliklar gibi patolojik durumlarda da sement olusumunun

devam etmesi sementi, dinamik ve aktif bir sert doku yapar (23,24).
2.1.4 Alveolar Kemik

Kemik; hareket, yuamusak organlari koruma, enerji ve fosfat metabolizmasini
diizenleme ve kalsiyum ve fosfat rezervuar1 olma gibi fizyolojik fonksiyonlarda gorev
almasiyla oldukg¢a farkli bir organdir. Mineralize olmasina ragmen ¢ok aktif ve
dinamiktir ve bu 0Ozelligi kemik remodelasyonu olarak adlandirilir. Kemik
remodelasyonu sirasinda kemik yapict osteoblastlarin yaptigi kemigin kemik yikici
osteoklastlarin yiktig1 kemikten daha fazla olmasi gerekir (25). Bu remodelasyonda
osteositlerin mekanosensor oldugu ve bu fonksiyonu yonettikleriyle ilgili deliller

mevcuttur (26).

Kemik; tip 1 kollajenden olusan, hidroksiapatit kristallerinin ¢okmesiyle
mineralize olan, hemotopdetik sistemden edinilen osteoklastlarin demineralizasyonu
rezorbe olmasi ve osteoblastlarin kemik {iretip mineralize etmesinin dengeli ¢alismast

ile siirekli hareket halinde olan bir dokudur (27).



Alveolar kemik; maksilla ve mandibulanin dis soketlerini olusturan ve
destekleyen kisminin adidir. Alveolar proses olarak da anilan bu ¢ikintilar, dislerin
gelisimi ve siirmesiyle orantili olarak geligir. Dis soketinin i¢ duvar kismi demet
kemik, kalan kisim alveolar kemik olarak adlandirilir. Demet kemik, genisligi 0.2-0.5
mm genisliginde lamellar kemiktir, sert ve kalin kortikal tabakadan olusur. Bu kemikte
yer alan Sharpey lifleri, periodontal ligamenti alveolar kemik ve iskelete baglar. Kok
sementi ve periodontal ligament ile birlikte alveolar kemik; ¢igneme ve diger dis
temaslariyla olusan kuvvetleri emmek ve dagitmak gorevini yerine getiren disin

baglanti aparatini olusturur (28-30).

Diger kemiklerdekine benzer sekilde alveolar kemigin de dis tabakasinda
kompakt/kortikal kemik, i¢ tabakasinda ise trabekiiler (kanselloz) kemik vardir.
Trabekiiler kemigin i¢inde intertrabekiiler alanlarda kemik iligi ve yagin bulundugu,
birbirine tabakalarla bagli bosluklar vardir. Trabekiillerin boyut ve mimarisi
genetikten etkilendigi gibi fonksiyonel yiiklemelerden de etkilenir. Kemigin dis

tabakasi periosteum ile kapliyken, i¢ bosluklarini endosteum dosemektedir (31).

Kanselloz kemik alveolar duvar ve kortikal tabakalar arasini doldurmaktadir.
Baz1 bolgelerde kanselloz kemik ¢ok az iken, baz1 bolgelerde ise hi¢ yoktur. Alveolar
duvar ve kortikal tabakalar alveolar kemik kretinde birlesirler. Bukkal ve oral tabakalar
kompakt kortikal kemikten olusan interdental ve interradikiiler septalar ile birbirine

birlesir. Interdental septa kompakt kortikal kemik ile kaplidir (32).

Alveolar kemik, disin korona-apikal dogrultusuna paralel uzanan katmanlarin
yaptig1 demet kemikten olusur. Sharpey lifleri, soket duvarini kaplayan kemigin ince
lamellasindan oblik sekilde uzanir ve periodontal ligament fibrilleriyle devamlilik
gosterir. Kortikal tabakadan olusan daha kalin dis tabaka ¢ene kemiginden ¢ikar ve
cogunlugu siingerimsi kansell6z kemikten olusan lingual ve bukkal alveolar ¢ikintilari
olusturur. Kortikal kemikteki daha kiiglik endosteal bosluklara oranla, kanselloz
bolgelerin icinde sayisiz bosluk alanlar1 vardir. Endosteal bosluklarin bazilar
periodontal ligamente uzanip bununla devamlilik gosterir (32). Kalin demet kemik
icinde, trabekiiler kemik ile periodontal ligament arasinda ge¢is yapan birgok vaskiiler
kanal bulunur. Bu vaskiiler kanallar, yara iyilesmesi sirasinda ve normal doku
homeostazinda mezenkimal progenitdr hiicrelerin periodontal ligamente gegisini

saglamaktadir (29).



Diger kemiklerde oldugu gibi alveolar kemikte de fizyolojik devinim
(turnover) siirekli olmaktadir. Ozellikle dis hareketi ya da diger dis kaynakli
stimuluslar bu devinimi hizlandirmaktadir. Bu hizli degisim kapasitesi disleri
pozisyonlamada onemli bir 6zellik olabilirken, periodontal hastalik ilerleme siireci igin
olumsuz sonuglar dogurabilmektedir. Ayn1 zamanda alveolar kemigin varlig1 ve
devami dislere baghdir, disin ¢ekilmesi durumunda alveolar kemik yavas¢a rezorbe

olur (29,33).

Kemik; osteoblast, osteoprogenitdr hiicreler, osteosit ve osteoklastlardan
olusur. Bu hiicrelerin koordineli c¢alismasiyla basic multicellular unit'ler (BMU)

olusur. Bunlar gegici ve ¢ok hiicreli anatomik birimlerdir (26).

Osteoblast ve osteoklastlar normal kemik remodelasyonunda ve iskelet
homeostazinda esit, fakat zit gorevler goriirler; ancak metabolik hastaliklar gibi
durumlarda osteblast/osteoklast oran1 degisir ve etkilenen alanda baskin olarak kemik
rezorbsiyonu ya da depozisyonu tablosu olusur (34). Her iki hiicrenin
differansiyasyonu ve hiicresel aktivitesi osteoprotegerin (OPG) ve niikleer faktor-
kappa b reseptor aktivatorii ligandi (RANKL) gibi bir takim molekiillerce diizenlenir
(35). OPG; TNF reseptor siiperailesinin iiyesi olan ¢oziinebilen bir glikoproteindir ve
baslica osteoblastlardan salinarak RANKL’1n, reseptorii olan RANK’a baglanmasini
onleyip osteoklastogenezi engeller. Diger taraftan osteoblastlar tarafindan eksprese
edilen 316 aminoasitli transmembran bir protein olan RANKL ise, osteoklast
prekiirsorlerince eksprese edilen bir membran reseptdrii olan RANK’a baglanan ve

osteoklastogenezi uyaran bir osteoklast differansiyasyon faktortdiir (Sekil 2) (35-37).
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Sekil 2 Osteoklast gelisiminde RANKL ve OPG’nin RANK iizerindeki etkileri. Stromal
hiicrelerin ve osteoblastlarin progenitorleri mezenkimal kok hiicrelerdir (MSC). Kemik
morfojenik proteinlerine (BMP'ler) maruz kaldiktan sonra, bir MSC bir osteoblast veya bir
stromal hiicreye farklilagir. Bununla birlikte, Noggin gibi belirli antagonistik proteinlere maruz
kalma, farklilagsma siirecini engeller. Donlismiis stromal hiicreler ve osteoblastlar, hiicre
yiizeylerinde RANKL eksprese eder. RANKL; 1,25(0OH),D3 (D vitamini), PTH (Parathormon),
M-CSF (Makrofaj koloni stimulan faktor) ve gp130-reseptor sitokinleri (IL-6 ve Oncostatin M
gibi) dahil olmak iizere gesitli molekiiller tarafindan regiile edilir. RANKL, hematopoetik
osteoklastik onciil hiicrelerde eksprese edilen reseptorii RANK ile etkilesime girer. RANKL ve
reseptoric RANK arasindaki etkilesim, bu hiicrelerin olgun kemik rezorbsiyonu yapan
osteoklastlara terminal farklilagsmasini indiikler ve bdylece kemik rezorbsiyonunu baglatir.
Tersine, tuzak reseptdr olarak da bilinen OPG, RANKL'a baglanarak RANKL-RANK
etkilesimini inhibe eder. OPG-RANKL baglanmasi osteoklastogenezi sona erdirir ve kemik
depozisyonunu destekler. M-CSF, osteoklast farklilasmasinda hayati bir rol oynar, ancak RANKL
olmadan olgun osteoklastlar1 tam olarak aktive edemez. Stromal hiicreler veya osteoblastlar
tarafindan salgilanan ¢6ziiniir M-CSF, osteoklastogenezi desteklemek ve arttirmak igin reseptorii
c-fms ile etkilesime girer. Ek olarak, stromal hiicreler ve osteoblastlar ayrica hiicre yiizeylerinde
M-CSF eksprese eder. M-CSF'nin bu formunun osteoklast olusumunda aktif olup olmadigi heniiz

belirlenmemistir (34).

OPG/RANKL diizenleyici sistemi, bir takim spesifik gen ekspresyonlart ile
kontrol edilir ve bu diizenleme, kemik yap1 ve fonksiyonunu korumanin yani sira
viicudun kemikte depolanmis olan iyonlara ihtiyagc duymasi halinde bunlarin
kullanilmasimi saglar. Azalmis bir OPG/RANKL orani osteoklast formasyon ve

aktivasyonunu destekler ve kemik rezorbsiyonu olur. Bunun zitt1 olarak artmis bir



OPG/RANKL orani da osteoklastik aktiviteyi azaltarak kemik depozisyonu ile

sonuglanir (38).

Osteoblastlar

Osteoblastlar, kiibik ya da hafif uzamis sekilli olup, yiizde olarak kemik duvarinda en
¢ok bulunan ve temel olarak kemigin organik matriksinin yapimindan sorumlu
kemikteki en aktif hiicrelerdir (33). Osteoblastlar, kemik iliginde yer alan ve
osteoblast, adiposit ya da kondrosit gibi hiicrelere doniisebilen multipotent hiicreler
olan mezenkimal kok hiicrelerden koken alirlar. Osteoblastlar kemik yapimindaki
gorevlerini  bitirdiklerinde programlanmis hiicre 6liimiine, yani apoptoza,
ugrayabilirler, aktif olmayan kemik astar hiicrelerine doniisebilirler ya da kemigin

iginde gomiilii olan osteositler olurlar (25,39).

Osteoprogenitor Hiicreler

Osteojenik hiicreler olarak da bilinen osteoprogenitor hiicreler, kemik dis ylizeyini
saran periostun hiicreden zengin i¢ tabakasinda ve kemik iliginde bulunan ve kemik
tamiri ve kemik biiyiimesinde etkin rol oynayan kok hiicrelerdir (40). Osteoprogenitor
potansiyeli olan hiicreler prenatal ve postnatal donemlerde periodontal dokularda
bulunmaktadir ve bu hiicreler osteoblast ya da osteosite doniisme potansiyeline
sahiptir (41).

Osteoprogenitor Ozellik gosteren hiicrelerden biri de kemik astar hiicreleridir. Kemik
rezorbsiyon ya da formasyonunun olmadigi kemik yiizeylerini kaplayan basik sekilli
osteoblastlar olan kemik astar hiicrelerinin kemik iligindeki mezenkimal kok hiicreler
gibi, hatta daha etkin sekilde, modeling/remodeling sirasinda ve anabolik uyarilar
sonrasinda osteoblast onciilii olabildikleri gosterilmistir (42). Bazilar1 kanalikulilerin
igine uzantilar verir ve ayn1 zamanda komsu kemik astar hiicreleriyle ya da osteositler
ile gap junctionlar olusturduklari da gézlenmistir (26). Bu hiicrelerin fonksiyonlari,
konumlar itibariyle ulasilmalar1 ¢ok miinkiin olmayip iizerlerinde ayrintili ¢alisma
yapilamadigindan, tam olarak anlasilamamis olsa da, kemik rezorbsiyonu olmamasi
gereken zamanlarda osteoklastlar ile kemik arasinda bariyer gorevi gordiikleri ve
ayrica ¢esitli medyatorler salarak osteoklast differansiyasyonunda rol aldiklari 6nceki

caligmalarla gosterilmistir (26).



Osteositler

Kemik hiicrelerinin %90-95'ini olusturan osteositler, 25 yila kadar yasayabilen uzun
omiirli hiicrelerdir (43). Fonksiyonlarindan ziyade morfoloji ve kemikte bulunduklari

yere gore tanimlanagelmislerdir (39).

Osteositler mineralize kemik matriksiyle ¢evrili olan lakiinalarin i¢inde bulunurlar ve
dentritik uzantilar gosterirler. Bu sitoplazmik uzantilar sayesinde birbirleriyle ve
kemik yiizeyindeki diger hiicrelerle iletisimde bulunurlar. Trabekiiler kemikte daha

yuvarlak, kortikal kemikte ise daha uzamis bir morfoloji gosterirler (26,39).

Osteositler, kemik matriksinden ¢ok iyi izole edilemediklerinden, yillarca,
fonksiyonsuz pasif hiicreler olarak diisiiniilmiisken; giinlimiize uzanan arastirmalarla
arttk kemik remodelasyon siirecinin bagmiihendisi olarak goriilmektedirler. Kemige
gelen mekanik uyaranlar osteositlerce algilanir ve osteositler, kemik ylizeyindeki
hiicrelere birtakim 6zel uyarilar gonderirler. Bu uyarilara karsilik kemik yapimi ya da

rezorbsiyonu olur (39).
Osteoklastlar

Osteoklastlar, monosit/makrofaj ailesi hiicrelerinden birtakim faktorlerin etkisiyle
farklilasan ve kemik rezorbsiyonu yapan c¢ok ¢ekirdekli hiicrelerdir (27).
Osteoklastojenik potansiyelin kemik alanina gore degistigi rapor edilmistir. Yapilan
bir ¢calismada uzun kemik iliginde, ¢ene kemiklerine gore, osteoklast doniisiimiiniin

daha hizli oldugu gosterilmistir (44).

Osteoklastlarin mineralize kemik matriksine temas etmesi halinde kemik rezorbsiyonu

baglar (45).
2.2 Cekim Soketi Iyilesmesi

Cildin, mukozal yiizeylerin ya da bir organ dokusunun biitiinliigiiniin
bozulmasi, yara olusmasina sebep olur. Bir dokuya zarar geldiginde hiicre gogii, hiicre
proliferasyonu ve ektraselliiler matriks (ECM) depozisyonu i¢in ¢esitli intraselliiler ve
ekstraselliiler yolaklar aktive olarak doku biitiinliigiinii tekrar saglamaya g¢alisirlar

(46). Dis ¢ekimi ¢ok rutin bir dental islemdir ve ¢ekim sonrasinda, periodonsiyumun



bir pargasi olan alveolar kemik bir¢ok mikroorganizmanin yasadigi ve tiikiirik ile
kapli ag1z ortamiyla temas halinde birakilir ve tamir siirecinin baglamasiyla kemik ve
yumusak doku degisiklikleri olusur (47). Iyi estetik ve fonksiyon sonuglari konusunda
artan talepler, implant temelli basarili ve uzun siireli iyilestirmeler saglamak i¢in, hem
yumusak hem de sert dokuda yeterli doku hacminin korunup devam ettirilebilmesini
gerekli kilmaktadir ve bu durum ¢ekim soketi iyilesmesine verilen 6nemi artirmaktadir

(48).

Dis ¢ekiminden sonra alveolar sinirlarda boyut degisiklerinin oldugu ¢esitli
klinik, al¢t model ya da radyografik incelemelerde rapor edilmistir. Tek dis ¢ekimi
sonrast alveolar vertikal boyutta sinirli azalma gozlenirken, horizontal boyuttaki

azalma oldukga fazladir (30).

Bir disin c¢ekimi, sert (alveolar kemik) ve yumusak dokulari (periodontal
ligament, gingiva) ilgilendiren bir iyilesme serisini baslatir (49). Dis ¢ekimi sonrasi
soket iyilesmesi c¢esitli caligmalar ile incelenmistir ve bu ¢alismalar asamali sekilde

hiicresel ve dokusal degisiklikler oldugunu géstermistir (50).
Mevcut literatiire gore iyilesme sirasindaki dokular su sekildedir (49):

1. Fibrin agina gomiilmiis eritrosit ve 16kositlerden olusan kan pihtisi

2. Yeni olusmus vaskiiler yapilar, enflamatuar hiicreler ve eritrositlerden
zengin graniilasyon dokusu

3. Siki dizilmis mezenkimal hiicreler, kollajen lifler ve damarlar, dagilmis
sekilde az ya da hi¢ enflamatuar hiicreler

4. Parmak benzeri ¢ikintilardan olusan olgunlagsmamis 6rgii kemik

5. Damar, adiposit, mezenkimal hiicreler ve enflamatuar hiicrelerden zengin
ilik bosluklariyla ¢evrelenmis osteonlarin bulundugu olgun, mineralize

kemik lamellerinden olusan lamellar kemik

Ratlardaki ¢ekim soketi ile ilgili caligmalarda radyografide, dis cekiminden bes
giin sonra radyodensitede artis gozlenirken, sekizinci giinde soketin apikalinde yeni
kemik olusumu tespit edilmistir. On ii¢lincii glinde soket tamamen radyoopak olarak
goriilmekte, lamina dura neredeyse ayirt edilememekte ve yirminci giinden itibaren

soket tamamen komsu kemikle benzer radyoopasiteye sahip sekildedir (51). insan



calismalarinda ise ¢ekim soketinin apikal ve lateral duvarlarinda yedinci gilinde
kalsifiye olmamis kemik ¢ikintilari, osteojenik fiberler ve osteoblastlar
gozlenmektedir. Bunlar izole alanlar ya da eski kemige yapisik olarak goriilebilir.
Cekimden yirmi giin sonra perifer ve tabanda olmak iizere trabekiil olusumu ve
mineralizasyon gozlenmektedir ve otuz sekizinci glinde soketin iigte ikisi kemik ile

dolmustur (52).

Cekim soketi iyilesmesinin incelendigi ¢alismalarda hayvanlarda iyilesme
daha hizli olsa da iyilesme asamalar1 ¢ok benzerdir: hemostaz ve pihti asamasi,

enflamatuar asama, proliferatif asama ve modelasyon/remodelasyon asamasidir (30).
2.2.1 Hemostaz ve Pihti Asamasi

Dis ¢cekiminden hemen sonra soket kopan damarlar sebebiyle kan ile dolar ve
ardindan fibrin agina gémiilii kan pihtisinin olusmast damarlari tikar ve kanama durur
(48). Bu pihtinin iki amaci vardir; kan kaybini 6nlemek ve iyilesme siirecinde gorev

alacak hiicrelerin tutunabilecegi bir yap1 saglamak (53).
2.2.2 Enflamatuar Asama

Periferden baglayarak 2-3 giin igerisinde ¢ok sayida enflamatuar hiicre bolgeye
gelerek bolgeyi temizleyip bolgeyi yeni doku olusumuna hazirlar. Eritrositler,
enflamatuar hiicreler, yeni vaskiiler olusumlar ve olgunlasmamis fibroblastlar
graniilasyon dokusunu teskil eder. Bolge temizlendikg¢e graniilasyon dokusu; kollajen
liflerden ve hiicrelerden zengin, zamanla yerini kemik dokusuna birakacak olan gegici
bag dokusu matriksine doniisiir ve yara iyilesme siirecinin proliferatif asamas1 baslar

(30,52,54).
2.2.3 Proliferatif Asama

Cekim soketinin koronal kismi, bir kismi epitel hiicreleri ile kapli, 1yi organize
olmus fibréz bag dokusu ile ortiilmiistiir (49). Insan ¢ekim soketi iyilesmesini
inceleyen bir ¢calismada gen¢ bag doku hiicreleri, ¢ekimden sonraki dordiincii glinde
periferde goriilmeye baslamistir ve hizla ¢ogalarak on ikinci giinde tiim graniilasyon

dokusunun yerini almistir (52).



Proliferatif asamada, gecici matriksi mekik seklindeki kemik yapict hiicreler,
kollajen lifler ve damarlar isgal etmistir ve yedinci giinden itibaren kan damarlarinin
cevresinde parmak benzeri kalsifiye olmamis orgli kemik c¢ikintilar1 goriilmektedir
(30,52). Sonunda bu ¢ikintilar bir damar1 tamamen kaplar ve primer osteon olusmus
olur. Bu primer osteonlarda paralel fiberli kemik gozlenebilir. Soket duvarlarindan
¢ekim boslugunun ortasina dogru uzanan, hiicreden zengin ve yeni olusan kan
damalarina komsu olan 6rgii kemik, dis ¢ekiminden sonra en erken ikinci haftada
gozlenebilir ve birka¢ hafta sokette kalir. Bu kemik yiik tasima kapasitesi olmayan,
olgun kemik ile yer degistirmesi gereken gecici bir kemiktir (30,54). Kopeklerde
yapilan bir ¢aligmada, ¢ekim sonrasi 2-3. aylarda soket marjinalinde yapilan orgii
kemigin marjinal mukozay1 ¢cekim soketinden ayiran bir sert doku kopriisii gorevi

gosterdigi vurgulanmistir (54).

Cekimden yirmi giin sonra perifer ve tabanda olmak {izere trabekiil olusumu
ve mineralizasyon gozlenmektedir ve otuz sekizinci giinde soketin iicte ikisi kemik ile

dolmustur (52).
2.2.4 Kemik Modelasyon/Remodelasyon Asamasi

Kemik modelasyonu, soket duvarlarinda rezorbsiyon olmasi sonucu alveolar
kretin boyutlariin degismesi gibi kemigin yap1 ve seklindeki degisiklikler olarak
tanimlanirken; kemik remodelasyonu, orgii kemigin yerine lamellar kemik ya da
kemik iliginin gecmesi gibi sekil ve yapida eszamanli degisiklerin olmadigi

degisikliklerdir (30).

Cekim soketi duvarlarindaki lamellar kemik yiizeyinde bulunan osteoklastlarin
yeni iiretilen orgii kemik trabekiillerini de rezorbe etmeye baslamasi remodelasyonun
basladiginmi gosterir. Sert doku kopriisiiniin apikalinde olusan 6rgii kemik lamellar
kemik ve kemik iligi ile yer degistirirken, marjinal kisimlardaki sert doku kopriisii,

tizerine lamellar kemik katmanlari serilerek giiglenip ‘kortikal’lesir (49,54).

Dis ¢ekiminden sonra bukkal duvardaki rezorbsiyonun lingual/palatinal duvara
gore daha cok oldugu rutinde kabul edilmis bir bilgidir ve soket sinirlarindaki
degisiklikler c¢ekim yarasinin iyilesmesiyle beraber ilerlemekle kalmayip,

remodelasyon kemik formasyonu bittikten sonra da devam etmektedir (55).



2.3 Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), sorunlu insiilin iiretimiyle, sorunlu insiilin
davranisiyla ya da her ikisiyle de iliskili olan hiperglisemi ve glikoz intoleransi ile
karakterize bir grup metabolik hastaliklardan olusan bir sendromdur (56). Uluslararasi
Diyabet Federasyonu’nun (IDF) sagladig: bilgilere gére 2022 yili itibariyle diinyada
537 milyon, Tiirkiye’de de 9.02 milyon diyabet hastasi vardir, bu da Tiirk yetiskin
niifusunun %15.9’unu olusturmaktadir (57). 2019 yilinda 1.5 milyon kisinin 6liimiine
sebep olmastyla diyabet diinyadaki 6liim sebeplerinde dokuzuncu sirada yer almistir
(58). DM’nin iilkelerin, 6zellikle de diisiik ve orta gelirli iilkelerin saglik sistemlerine
olan yiikii taginamaz boyutlara ulagsmistir ve hastalarin hayat kalitelerinden 6diin
vermeyerek vaka sayilarindaki hizli artist  tersine ¢evirmek ve diyabet

komplikasyonlarinin olusumunu ve ilerleyisini 6nlemek ortak amag olmalidir.
2.3.1 Hastalik Tanist

Amerikan Diyabet Dernegi’ne (ADA) gore DM nin tanisinda kullanilan 4
yontem vardir (59):

Hemoglobin Alc (HbAlc)

HbALc; plazma glikoz seviyesiyle iligkili sekilde eritrosit hemoglobininin geri-
doniistimsiiz glikozilasyonu ile olusan bir hemoglobin varyantidir ve gegmis 2 ila 3
aylik glikoz konsantrasyonlar1 hakkinda bir 6lgtim saglar (60). HbALc ilk olarak 1968
yilinda Rahbar tarafindan tanimlanip diyabet ile iliskilendirilmistir ve Ol¢lim
yontemlerinin gelistirilip hizlandirilmasiyla birlikte diyabet takibinde merkezi bir rol
almaya baglamistir (56). HbAlc degerinin >%6.5 olmast ADA tarafindan 2010 yilinda
DM teshisinde bir tani kriteri olarak kabul edilmistir ve DM nin kontrolde oldugunu
gosteren smir %7 olarak kabul edilmistir. %5.7-6.4 DM gelismesi i¢in yiiksek risk
araligidir (Sekil 3) (61).

Aclhk kan sekeri (AKS)

Bu yontemde testten en az 8 saat 6nce su hari¢ yeme-igmeye ara verilir. Plazma

glikozunun 100 mg/dl altinda ¢ikmasi normal durumu, 100 mg/dl ile 125 mg/dl



arasinda olmasi prediyabeti ve 126 mg/dl ve lizerinde olusu da DM’yi gosterir (Sekil
3) (59).

AKS, OGTT ile kiyaslandiginda vakalarin %25’in gézden kagmasina sebep
olabilmekle birlikte hastalar tarafindan daha fazla kabul goren bir yontemdir ve
popiiler olusu sebebiyle zamansal ve mekansal karsilastirmalar gibi genis alanda

kullanim bulur (62).

DIABETES DIABETES DIABETES

PREDIABETES PREDIABETES
< 100 mg/d| < 140 mg/d|
NORMAL NORMAL NORMAL

A1C FPG OGTT

Sekil 3 HbAlc, AKS (FPG) ve OGTT sonug araliklari (59).

Oral glikoz tolerans testi (OGTT)

Bu yontemde hastaya testten once en az 150 gram (g) karbonhidrat alacak
sekilde 3 giin boyunca normal diyet ile beslenmesi sdylenir. Gece boyu aglik {izerine
hastadan kan alinir ya da damar yolu agilarak aglik glikozu 6lgiiliir. 75 ya da 1009
(1.75 g/kg) oral yoldan glikoz preperasyonu alinir ve 120 dakika sonra plazma glikozu
Olciiliir. Test siliresince hastanin inaktif kalmasi istenir ve test sonuglarini
etkileyebileceginden dolayr asir1 su tilketmemesi soylenir. Sonuglar (Sekil 3) su

sekilde yorumlanir (63):

Normal sonuglar:
Aclik kan sekeri seviyesi 60-100 mg/dl
60 dakika sonra <200 mg/dl

120 dakika sonra <140 mg/dl



Bozulmus glikoz toleransi (IGT) sonuglari:

Acglik kan sekeri seviyesi 100-125 mg/dl

120 dakika sonra 140-200 mg/dI

Anormal (Tan1 koyduran) sonuglar:

Acglik kan sekeri seviyesi >126 mg(dl

120 dakika sonra >200 mg/dl

Diyabet yok %86.9
Diyabet tanisi %7.8

2.5%

FPG %2.5

HbA1c %1.6

Sekil 4 NHANES 2005-2006’ya gore hazirlanan diyagram. Tani kriterleri: AKS>126 mg/dl, 2sa-glikoz
(OGTT)>200 mg/dl, HbA1c>6.5 (62).

Sekil 4’te de goriildiigii lizere diyabet teshisinde kullanilan testler tam olarak
cakismamaktadir ve OGTT yontemi FPG ve HbA1c ile kiyaslandiginda daha fazla DM
teshisi konulmasini saglamaktadir. Ayni sekilde bu yontem IGT tanisini koyabilen tek

yontemdir (62).
Rastgele kan glikozu (RPG)

Bu yontemde, kisinin a¢ olmadigi herhangi bir zamanda kanda glikoz
seviyesine bakilir ve DM semptomlar1 goriilmesinin yani sira glikoz seviyesinin de

>200 mg/dl ¢itkmas1 DM’yi gosterir (59).



2.3.2 Hastalik Siniflamasi

1999 yili Diinya Saghk Orgiitii (DSO) DM smiflamas1 (64) hastaliktan
bagimsiz sekilde ¢esitli derecelerdeki hiperglisemik durumlari igerir. Glisemik evreler
normoglisemiden (normal glikoz seviyesi) hiperglisemiye (normalin {izerinde glikoz
seviyesi) kadar gesitlilik gosterebilir ve glisemi evresi altta yatan hastalik ilerleme
siirecinin ilerleyisine gore zamanla degisebilir. Siniflama, tedaviye karar verme
siirecinde biiyiik bir 6neme sahiptir, fakat bazi1 hastalara net sekilde hastalik tipi teshisi
konamaz; ¢linkii eskiden diisiiniildiigii gibi Tip 1 DM (T1DM) ¢ocuklarda, Tip 2 DM
(T2DM) yetiskinlerde goriliir gibi bir ayrimin olmadig anlasilmistir ve Sekil 5’te
goriildiigli gibi hastalik siire¢ halinde olmasina ragmen, heniiz hiperglisemiye sebep
olacak kadar ilerlememis olabilir (56,65). Yine ayni1 sekilde bazi hastalarda hem B-
hiicrelerinin otoimmiin yikimi gézlenirken, hem de ciddi bir insiilin direnci (IR) s6z

konusu olabilir (66).

Ahlgvist et al. 2021 yilinda yaymlanan makalelerinde farkli bir siniflama
Oonermistir: siddetli otoimmiin diyabet (SAID), siddetli insiilin-yetersiz diyabet
(SIDD), siddetli insiilin-direngli diyabet (SIRD), hafif siddette obezite-iliskili diyabet
(MOD) ve orta siddette yas-iligkili diyabet (MARD) (66).
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Sekil 5 Glisemik bozukluklar: etiyolojik tipler ve klinik evreler (56).

1999 yilinda “Bozulmus Glikoz Tolerans1” (impaired glucose tolerance - IGT)
kendisi DM olmamakla birlikte, herhangi bir hiperglisemik bozuklukta goriilebilir
olmas1 sebebiyle bozulmus glikoz diizenlemesinin bir evresi olarak DSO DM
siiflamasinda yerini almistir. Ayni smiflamada, Bozulmus Aglik Glikozu da
(impaired fasting glucose — IFG), DM teshisi konulacak seviyede olmamakla birlikte,
aclik glikoz seviyesi normal kabul edilen seviyenin {izerinde c¢ikan bireyleri
tanimlamada bir evre olarak yer almistir (64). IGT ya da IFG’nin oldugu durumlar
Prediyabet olarak tanimlanir ve kendisi klinik bir antite olmamakla birlikte, prediyabet
durumunda kisinin diyabete ve kardiyovaskiiler hastaliklara (KVH) ilerleme riski
vardir (65). Cin’deki eriskin popiilasyonda AKS ve HbAlc {izerinden yapilan yakin
tarihli bir caligmada prediyabet prevelanst %35.7 bulunmustur (67).

DM semptomlarinda normalden sik idrara ¢ikma, ¢ok susamis hissetme,
yedikten sonra dahi a¢ hissetme, yorgun hissetme, bulanik gérme, sik enfeksiyona
yakalanma ya da yaralarin ge¢ iyilesmesi, daha ¢ok yenmesine ragmen kilo kaybi
(TIDM) ve el ya da ayaklarda karincalanma, agr1 veya uyusukluk olmas: (T2DM)
sayilabilir (68).



Tip 1 Diyabet

Bu DM’de beta () hiicre yikimiyla birlikte insiilin iiretilememesi sebebiyle
zararli maddeler olan ketonlarin viicutta birikmesiyle karakterize diyabetik ketoasidoz
(DKA), koma ve sonunda 6liime varan tablolarin 6niine gegmek i¢in insiiline muhtag

olunan bir bozukluk s6z konusudur (56).

Immiin-aracili diabetes mellitus: DM hastalarinin %5-10’unu olusturan ve
herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilen bu hastalik grubunda, insiilin tiretiminden sorumlu
olan pankreas B-hiicrelerinin hiicre-bagimli olarak otoimmiin yikimi s6z konusudur
(56,65). Yapilan ¢alismalarda T1DM olgularda bir ¢ok yapiya kars1 antikor gelistigi
saptanmistir ve bunlarin 6l¢limii rutin olarak yapilir hale gelmistir. Bunlar; Adacik
Sitoplazmik Antikoru (ICA), Insiilin Antikorlar1 (IAA), Glutamik Asit Dekarboksilaz
Antikorlar1 (GADA, GADG65), Anti-tirozin fosfataz (1A-2) ve Anti-fogrin (IA-28)
Antikorlar1 ve Cinko Transporter Antikorlari (ZnT8A) olmak iizere 6 tanedir (69).

Genel olarak ¢ocuklarda hizli ve erigskinlerde yavas olmakla birlikte B-hiicre
yikimi vakadan vakaya degisiklik gosterir ve genelde fark edildiginde insiilin
tedavisine ihtiya¢ baslamistir. T2DM’ye benzer sekilde yavas gelisim gosterip geg
donemde ortaya c¢ikan Erigkinlerde Latent Otoimmiin Diyabet (LADA)’dan
bahsedilmektedir. T2DM ile benzer sekilde yasam tarzi degisiklikleri ve oral
hipoglisemik ajanlar ile hastalik kontrol edilebilmektedir. T2DM bireylerden farki,

hastalarin zayif olusudur ve insiiline ihtiyacin daha hizli ortaya ¢ikmasidir (56).

Idyopatik: Baz1 TIDM formlarinin bilinen bir etiyolojisine rastlanmamuistr.
Herhangi bir 3-hiicre otoimmiinitesi goriilmemekle birlikte daimi bir insiilinopeni s6z
konusudur ve diyabetik keto asidoza (DKA) yatkinlik vardir. Bu tiir TIDM nadir
gortiliir ve HLA (insan 16kosit antijeni) iliskili degildir, kalitimsaldir (65).

Tip 2 Diyabet

Diger DM sebepleri ¢ikarilacak oldugunda TI1DM’nin prevelansinin %10-15
ve T2DM’nin %75-80 oldugu diisiiniilmektedir. DSO verilerine gore (58) bu rakam
%095°tir; fakat bunun rutinde antikor Ol¢limii ve genetik inceleme yapilmamasi
sebebiyle diger DM tiirlerinin de T2DM olarak tani almasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir (66). T2DM hastalarinin biiyiik ¢ogunlugu klinik karakter, hastalik



ilerleyisi, tedaviye yanit ve komplikasyon riskleri agisindan ¢ok heterojendir ve
T2DM’nin genetik ve g¢evresel faktorlerin kombine etkisiyle ortaya ¢ikan

multifaktoriyel bir hastalik oldugu giinden giine netlesmektedir (66).

Hastaligin bu formunda periferal IR ve tamamen olmayan goreceli bir insiilin
yetersizligi vardir. Bu hastalar siklikla Omiirleri boyunca olmak {izere, insiilin

tedavisine ihtiya¢ duymadan hayatlarini idame ederler (65).

Ahlqgvist et al. 6nerdigi DM siniflamasina (66) gore, bizim de tez ¢alismamizda
olusturmaya c¢alistigimiz DM tiirleri SIDD ve SIRD idi. SIDD grubunda SAID
grubundan farkli olarak GADA yoktur; fakat zay1f insiilin sekresyonu, zayif metabolik
kontrol ve sismanlik vardir. SIRD grubunda ise yliksek Homeostatic Model
Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR) (insiilin direnci) ve yiiksek viicut kitle
indeksi (VK1I); ancak géreceli olarak iyi bir metabolik kontrol goriiliir. Baslangic yasi
da goreceli olarak ileridir (66).

2.3.3 Hastalik Patofizyolojisi

Goreceli olarak diisiik fiyatli fakat damaga hitap eden kaloriden zengin
besinlerin asir1 tiiketiminin yayginlasmas1 beraberinde obeziteyi getirmistir. VKI 25
kg/m? ve iizeri olan yetiskin bireyler preobez ya da kilolu, 30 kg/m? olanlar obez olarak
tanimlanmaktadir (70). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2019 verilerine gore
Tiirkiye’deki kadinlarin, obezite ve preobezite oranlari sirasiyla %24.8 ve %30.4
olmak iizere, toplamda %55.2si obez veya preobez iken; erkeklerde bu oranlar %17.3
ve %39.7 ile toplamda %57°dir (71). Obez ya da obezite sinirindaki insanlarin tamami
DM’ye donilismese de, obezite DM i¢in biiyiik bir risk faktoriidiir ve DM ile obezitenin
prevelanslari paralel seyretmektedir (72). Kilo fazlaligi ile de iligkili olan ve
dislipidemi olarak gecen kandaki lipit bozuklugunun gesitli profilleri vardir, fakat IR
ve insiilin eksikligi tablosuyla iligkili olan profil, yiiksek plazma trigliserit (TG)
konsantrasyonu, diisiik yliksek-yogunluklu lipoprotein kolestrol (HDL-C)
konsantrasyonu ve artmis diisiik-yogunluklu lipoprotein kolestrol (LDL-C)
partikiilleri konsantrasyonudur (73). DM’nin kolestrol absorbsiyonunu diisiiriip,

sentezini ise yiikselttigi gosterilmistir (74).



DM ve 6zellikle T2DM’deki hiperglisemik tablo biiyiik oranda, temel glikoz
diistiriicii hormon olan insiilinin mekanizmalarinin uygun c¢alismayisinin sonucudur.

DM’yi anlayabilmek i¢in insiilinin etki mekanizmalarina hakim olmak gerekir.

Insiilin, hedef hiicrelerin membranlarindaki reseptdrlerine baglanarak besin
durumuna entegre sekilde anabolik cevabi diizenleyen bir endokrin peptit hormondur
ve insanlarda ve tiim hayvanlarda insiilin ya da insiilin-benzeri peptitler bulunmaktadir
(75). Bir ¢ok somatik hiicrede insiilin reseptorii bulunmaktadir, fakat temel olarak
homeostazda 6nemli roller oynayan dokular olan iskelet kasi, karaciger ve beyaz
adipositlere insiilinin direk etkileri dnemli olmaktadir. insiilin, iskelet kasinda glikoz
kullanimin1 ve glikojen sentezini uyarir; karacigerde ayni sekilde glikojen sentezine
tesvik eder ve lipojenik gen ekspresyonunu artirirken, glikoneojenik gen
ekspresyonunu disiiriir; beyaz adiposit dokuda lipolizi baskilar, glikoz transportunu

ve lipogenezi artirir (76).

Insiilin salinimi ve aktivitesinin metabolik talebi tam olarak karsilasmasi
gerekir. Bu nedenle insiilin sentez ve saliniminda rol alan molekiiler mekanizmalarin
ve ayn1 zamanda dokularin insiiline yanitlarinin siki bir takiple diizenlenmesi sarttir.
Yukaridaki mekanizmalarin diizgiin ¢alismasi i¢in yliksek insiilin seviyelerine ihtiyag
duyuluyorsa IR’den bahsedilebilir (76). Hem insiilin hedef dokularinda hem de
endokrin pankreasin artan is yilikii sonucunda B-hiicrelerinde olusan defektler
hiperglisemi ile birlikte prediyabet ve ardindan DM tablosunu dogurur (77). Bu
defektler, kisinin kilo vermesi ve hipokalorik beslenmesi ile birlikte geri-dontistimlii
olabilmektedir, fakat kalori alimi1 devam ederse IR ile birlikte B-hiicre hasarlari
olusacaktir. Bu hasarlar gelismeden 6nce insiilin rezistansinin tespiti 6nemlidir, ¢linkii
bunun ilerideki T2DM gelistirme ihtimali i¢in en iyi belirte¢ oldugu vurgulanmaktadir
(78,79).

Insiilin direncinin degerlendirilmesinde HOMA-IR nin saglam bir ara¢ oldugu
kanitlanmistir (80). Formiilii su sekildedir (81): HOMA-IR = [A¢lik plazma insiilini
(ulU/ml) x AKS (mmol/L)] / 22.5. HOMA-IR’nin belirli bir sinir degeri olmamakla
birlikte DSO’ye gére DM olmayan popiilasyonun 75 persentilinin iizerindeki deger IR

olarak tanimlanabilir (82).



2.3.4 Hastalik Komplikasyonlart

DM gelisiminden Once ¢esitli metabolik anomaliler halihazirda vardir ve bu
anomaliler ‘diyabetle iliskili’ sayilan ¢esitli komorbidite ve kronik komplikasyon
risklerine zemin hazirlar (83). Meta-analizlerde prediyabet, artmis KVH riski ve
kronik bobrek hastaligi ile iligkilendirilmistir (84,85). Bunlarin yani sira DM’nin
biligsel bozukluklar ve kanser gibi daha az incelenmis olan komorbiditeler ile iligkili

olduguna dair kanitlar da artmaktadir (86,87).

Diyabetin hangi tiirlinde olursa olsun, bu hastaligin en temel yansimasi kan
glikozu seviyesinin yiliksek olmasidir. Bu fazla glikozu ortadan kaldirmak i¢in ¢esitli
yolaklar aktive edilse ve daha ¢ok ¢alismalari saglansa da bu toksik inatci
hipergliseminin viicuda, hiicre ya da organ hasar1 seklinde ddettigi bir bedel vardir. Bu
glikoz toksisitesi durumunda ¢alisan yolaklar karbon stresi ya da hiperglisemik stres

baslig1 altinda toplanabilir (88). Bu yolaklar temel olarak 5 tanedir (89):

1) Polyol yolagy: Hiicre ici glikoz seviyeleri artinca devreye giren bu yolak ile
glikozun %30 kadar1 metabolize edilir. Bu yolakta glikoz sorbitole, sorbitol de
fruktoza cevrilir. Sorbitol hidrofiliktir ve hiicre i¢inde birikerek hiicrenin osmolar
dengesini degistirir. Sorbitol ve fruktoz metabolizmasi sirasinda kullanilan kofaktorler
hiicre i¢i oksidan/antioksidan dengesini bozar ve dolayli olarak oksidatif strese sebep

olur (90).

2) ileri glikasyon son iiriinleri: Hiperglisemi durumunda artan ve diyabet
komplikasyonlar1 patofizyolojisinde ve oksidatif stres olusumunda rol oynayan diger
bir mekanizma ileri glikasyon son ftiriinleri (AGE) olusumudur (90). AGE’ler protein
ve lipitlerin aldoz sekerler ile birlesip bir takim reaksiyonlara ugramalar1 sonucunda
ortaya cikan cesitli kompleks yapilardir ve normal kosullarda ¢ok yavas bir hizda

tiretilirken, hiperglisemi durumunun devamliliginda olusumlart gittikge hizlanir (91).
3) AGE reseptdr ve onlari aktive eden ligandlarin ekspresyonlarinda artis.

4) Protein kinaz C: Hiperglisemide dokularda glikoz konsantrasyonu artar ve
gliserol fosfata doniistiiriiliir. Gliserol fosfat, diacilgliseroliin (DAG) oOnciiliidiir ve
dolayli olarak DAG miktarinda yasanan artig, protein kinaz C’nin (PKC) de
uyarilmasiyla sonuglanir; ¢linkii DAG, PKC substratidir (90). Damarsal hiicrelerdeki



PKC; hormon reseptdr devinimini, neovaskiilarizasyonu ve hiicre biiylimesini
diizenler, ve artis1 diyabetik damarsal komplikasyonlara katkida bulunur (92). PKC,
bir diger etkisini Na+K+ ATPaz lizerinden gosterir ve bu pompanin aktive olmasini
saglar. Bu pompanin diizgiin ve kivaminda ¢alismasi sitoplazmik Na+ dengesi ve

dolayisiyla hiicrenin hacmini korumasi ve hayatta kalmasi i¢in 6nemlidir (93).

5) Heksozamin yolag:: Hiperglisemi ve IR’ye bagh artmis yag asiti
oksidasyonu fruktoz-6-fosfatin heksozamin yolagina girisinin artmasina sebep olur.
Bu yolakta olusan bir iiriin, O-bagli N-asetil-B-D-glikozamin (O-GIcNAc) olusumu
icin onciildiir ve O-GlcNAc, hiicresel proteinlerin serin ve treonin rezidiilerine
baglanarak hiicre dongiisii, immiin aktivite, apoptozis, strese cevap, inflamasyon ve
transkripsiyonel regiilasyon gibi bir ¢ok biyolojik siirecte rol oynayarak diyabet
komplikasyonlarina etki eder (94).

Tiim bu yolaklara ortak olarak etki eden tek bir olayin olduguna dair kanitlar

vardir: reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) mitokondriyal asir1 tiretimi (89).

Fazla beslenme, sedanter hayat tarzi ile de birlesince kas, yag dokusu ve
pankreas hiicrelerinde glikoz ve yag asiti fazlaligina sebep olur. Bu durum,
mitokondriyal elektron transport zinciri siirecine giren bu substratlardan, 6zellikle
superoksit anyonlar olmak tizere ROS’un ve dolayisiyla oksidatif stresin olusumu ile
sonuglanir (95). ROS; lipit, DNA ve protein gibi makromolekiillere saldirip diyabet

patogenezi ve komplikasyonlarinda temel bir rol oynar (88).

Vaskiiler hasar: Diyabetin en biiylik komplikasyonlarindan biri sebep oldugu
mikrovaskiiler (kapiller gibi kiigiik damarlar) ve makrovaskiiler (arter, ven gibi biiyiik
damarlar) hasarlardir (84,96). Mikrodolasim ile besin maddeleri ve hormonlar taginir
ve toplanir, metabolik atiklar temizlenir, doku defans ve tamiri saglanir ve doku
homeostazi korunur (97). Mikrodolasimdaki bozukluklar, hiperglisemik stresin sebep
oldugu sempatik sinir denervasyonu ve otonomik noropati ile de birlesince kan
akisinin diizgiin dagilmamasina sebep olur (1). Birlesik Krallik’ta yapilan bir
calismada T2DM tanis1 konmasi sirasinda ¢alisma 6rnekleminin yarisinda halihazirda

makro ya da mikrovaskiiler hastalik oldugu raporlanmistir (98).



Kronik hiperglisemi yukarida da bahsedildigi gibi ¢esitli yolaklar vasitasiyla
AGE, PKC, ROS, renin-anjiyotensin sistem gibi molekiil ve enzimlerin artigina sebep
olmaktadir. Aktive olan bu yolaklar kollajen modifikasyonuna ve endotel
disfonksiyonuna sebep olur ve hiicre apoptozu, endotelyal biiyiime faktorlerinin asir
tiretimi, patolojik anjiyogenez (neovaskiilarizasyon) ve vaskiiler inflamasyon ile
birlikte mikrotrombiis formasyonu, kapiller blokaj ve iskemi riski artar (99). PKC
yolaginin asir1 ¢alismasi vaskiiler gecirgenligi artirirken, polyol yolaginin aktivitesi
endotelde osmotik hasar ve oksidatif stres hasar1 yaparak vaskiiler problemlere sebep
olmaktadir (100).

DM hastalarinda cilt kapiller basincinda artigla birlikte mikrovaskiiler skleroz
da olusmaktadir ve bu sklerozun bir pargasi olarak bazal membranda kalinlasma olur.
Bu kalinlagsma; fonksiyon ve gecirgenligin modifikasyonuna, hiicresel beslenmenin
degismesine, hiicre 6demine sebep olacak sekilde albiimin gibi molekiillerin dokuya
kagisina, aktive lokositlerin migrasyonunun engellenmesiyle birlikte lokal
enfeksiyonlara yatkinliga sebep olmaktadir (97,101). Neovaskiilarizasyon, sklerotik

hasar ve artmis endotelyal biiyiime faktorleri, fibroz tablosu olusturabilir (102).

Yara iyilesmesinde bozukluk: Bir yaranin iyilesmesi 2-3 yil siirebilen
fizyolojik bir siirectir, fakat bu siireg ¢esitli faktorlerden etkilenebilir ve diyabet, yara
iyilesmesinde bozukluk sebeplerinden en sik olamidir (103). Diyabet durumunda
karsilasilan zayif iyilesme tablosu, yukarida da bahsedildigi gibi bir ¢ok sistemin dahil
oldugu multifaktoriyel bir siiregtir. DM durumunda hiicreler migrasyon, proliferasyon
ve transdifferansiyon gibi genetiklerine programlanmis yeteneklerini yavas yavas
kaybetmektedir. Bu da yara iyilesme siirecinin sadece zaman olarak aksamayip, bu
siireci olusturan ard1 ardina gelen olaylar silsilesinin de karigmasina sebep olmaktadir
(104). Sekil 6’da diyabette yara iyilesmesini kiimiilatif olarak etkileyen olaylar

verilmistir.

Yara iyilesmesinde ortaya ¢ikan graniilasyon dokusunun iki temel hiicresi,

fibroblast ve endotel hiicreleridir.

Fibroblastlar: Bu hiicreler ekstraselliiler matriksi (ECM) salgilayip, biiziip,
remodele ederek ve salgiladiklar biiyiime faktorleri ile hiicreler arasi iletisimi kurup

bazal membranin ve ardindan reepitelizasyonun olugmasini saglayarak yara iyilesme



stirecinin merkezinde rol alirlar ve dolayistyla bu hiicrelerin fonksiyonunu bozan
durumlar yara iyilesme anomalisi ile sonuglanir (105). Rowe ve ark. Onciil
caligmalarinda diyabetik kiitan6z fibroblastlarin sentez, proliferasyon ve salgi
yeteneklerinin azaldigini gdstermislerdir (106). ilging sekilde, insiilin bagimli olsun
ya da olmasin DM hastalarindan edinilen hiicrelerin normal hiicre ortaminda da hem
anormal bdliinme yetenegi gosterdikleri hem de diyabetik olmayan hiicrelere gore
erken yaslandiklar1 gosterilmistir (107). AGE’lerin kiitanoz birikiminin oldugu yerde
cildin kronolojik yasinin yiikseldigi raporlanmistir. AGE Onciillerinin oldugu ortamda
kiiltiire edilen fibroblastlarin migrasyonda gii¢liik yasadigi ve daha fazla sayida yanlis
katlanmig protein trettikleri gézlenmistir (108). Benzer sekilde hiperglisemide ortaya

¢ikan mitokondriyal ROS fazlaligi bir takim transkripsiyon faktorlerinin aktive



olmasina sebep olur ve bu faktorler de fibroblast proliferasyonunu inhibe edip, bu

hiicrelerin apoptozlarini indiiktler (109).

Diyabet
4 R
1Aldoz rediiktaz

tSorbitol dehidrogenaz | €= -
\ ) [ | Nitrik oksit sentaz |Fosfofruktokinaz

4 )

3 [ |Heksokinaz ]

ve
tFruktoz

J
l 1ROS [ |PMNilerin kemotaksisi ]
1Myoinositol

|Anjiyogenez

|Enflamasyon
i |
|Biiytime faktorleri dretimi é':'s'i}g;’tﬁ’fa”"
|Hucrelerin kemotaksisi sldaraimesi

Bozulmus
yara
iyilesmesi

Sekil 6 Diyabette yara iyilesmesini kiimiilatif olarak etkileyen olaylar: bozulmus hiicre
sinyalizasyonu ve biiyiime faktorii iretimiyle sonuglanacak sekilde myoinositol aktivitesinin
diistiren aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenazin artmig ekpresyon ve aktivitesi; bozulmus
anjiyogenez ve oksidatif Oliime gotiiren reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmug iiretimi; ve
nétrofillerin ¢esitli fonksiyonlar: i¢in gerekmesine ragmen hegzokinaz ve fosfofruktokinazin
azalmis aktivitesinin sonucu olarak azalmis ATP sentezi. Tiim bu olaylar kiimiilatif sekilde

diyabette yara iyilesmesini karmasik hale getirir (46).

Endotelyal hiicreler: Anjiyogenez yeni kan damarlarinin biiylimesini ya da
neovaskiilarizasyonu i¢eren fizyolojik siireci anlatan kapsayici bir terimdir ve bu siire¢
yara iyilesmesinde hayati rol oynar. Cesitli biiylime faktorleri ve proteinler endotelyal
hiicre alimini, proliferasyonunu, gociinii ve yerlesimini diizenler. Hiperglisemi ile
endotelyal hiicre fonksiyon ve morfolojisindeki bozukluklar1 inceleyen c¢ok sayida
calismada yiiksek glikoz seviyesi ve bu durumda olusan AGE’lerin endotelyal hiicre
dongiisiinii bozdugu, DNA hasarin1 artirdigi ve asir1 hiicre Oliimiinii uyararak
endotelyal hiicre replikasyonunu sekteye ugrattigi gosterilmistir (110,111). Ayni
zamanda yara ektraselliiler matriksindeki kollajen ve diger proteinlerin glikasyonu ve

AGE’lerin birikimi anjiyogenezi baskilarak yara iyilesmesine olumsuz etkilerde



bulunur (112). Anjiyogeneze biiyiik katkida bulunun trombosit kaynakli biiyiime
faktoriiniin (PDGF) hiperglisemik stres sebebiyle endotelden saliniminin sekteye

ugramasi da yara iyilesmesini sikintiya sokar (113).
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Sekil 7 Yiiksek glikoz degerleri ve insiilin sisteminin ¢okiisiiniin damarsal hiicrelerdeki
olumsuz etkileri. Endotelyal hiicreler yiiksek glikoz konsantrasyonlarina ve o6zellikle de
insiilinin asag1 yondeki sinyal zayiflamasina oldukga hassastir. Benzer sekilde perisitler de
bu faktorlerin hedefidir, ki perisitler anjiyojenik siirecin basarili olmas: i¢in anahtar
hiicrelerdir. Endotelyal hiicrelerin yukarida gegenlere olan metabolik yanitlari siiperoksit ve
hidroksil reaktif gruplarinin yigilmasi ile sonuglanir. Bu prooksidatif elementler nitroz oksit
metabolizmasindaki fizyolojik yolaklarin bozulmasma ve toksik nitrozilasyon son
iriinlerinin y1gilmasina sebep olur. Hiperglisemik stres yolaklarinda hizlica olusan AGE’ler
damar duvarlarinda yigilirlar. TNF-ao birgok yolaktan tiretildigi i¢in asir1 tiretilmis olur. Tim
bu tetikleyiciler ve faktorler eNOS (endotelyal nitrik oksit sentaz) aktivitesini bozarak NO’da
azalma, vazodilatasyon yeteneginde kayip ve endotelyal hiicrelerin proliferasyon
yeteneklerinde baskilanma yapar. Bu dongii, damarsal rejenerasyonun diizenlenmesinde
kritik gorevlere sahip anjiyojenik faktdrlerin miktarlarinin da bunlarin  beraberinde
azalmastyla iyice kisirlagir. En nihayetinde endotelyal hiicreler ve perisitler pro-apoptojenik
bir program baglatarak graniilasyon dokusunun ¢oziinmesini ve yara iyilesmesini

engelleyebilir (104). (Berlanga-Akosta J, 2013)

PDGF ailesinin diyabetik farelerin vaskiiler endotelyal hiicrelerinde
downregiile edilmis olmasinin hiperglisemi kaynakli iskemi tablosunda anjiyogenezin

bozulmasina ve kan akisinin diizelmesinin sekteye ugramasina sebep oldugu



raporlanmustir (114). Ozetle, glikoz fazlahigina maruz kalan endotelyal hiicreler,
proenflamatuar bir siire¢ baglatir ve bu enflamatuar hiicrelerin bir sitokin ve ROS
iiretim fabrikasina doniismesine sebep olur. AGE’lerin reseptorlerinin de artis1 benzer
sekilde apoptoz ve damarsal yikim yapar (104). Yiiksek glikoz degerleri ve insiilin

sisteminin ¢okiistiniin damarsal hiicrelerdeki olumsuz etkileri Sekil 7°de 6zetlenmistir.

Hiperglisemi durumunda olusan AGEler; TNF-o ve interlokin-1 (IL-1) gibi
inflamatuar sitokinlerin iiretimini artirirken, yukarida bahsedildigi gibi fibroblastlarin
kollajen sentezini sekteye ugratir (115). Yiiksek kan glikozu seviyesi gecikmis yara
iyilesmesine sebep olacak sekilde hiicresel morfolojiyi bozar, hiicre proliferasyon

hizini diisiiriir ve keratinositlerin anormal differansiyasyonuna sebep olur (46).

Polimorfoniikleer nétrofiller (PMN) dogal bagisiklik sisteminin en temel
silahidir. Enflamasyon bolgesine gelerek endotele yapisirlar, kemotaktik faktore dogru
go¢ ederler ve invaze olmus organizma ile temasa gegip fagosite ederler (116). Sekil
6 ve 7°de de gosterildigi gibi kemotaktik faktorler azalir ve endotelyal disfonksiyon ve
kapiller skleroz sebebiyle aktive 1okositlerin migrasyonu engellenir, lokal
enfeksiyonlara yatkinlik artar (72). Hiperglisemi ile artan ROS, niikleer faktor
kappaB’yi asir1 aktive ederek dogal bagisikligi bozar ve absiirt bir enflamasyon ortaya
¢ikararak yara ortamini toksike eder (117). DM hastalarindaki yara iyilesme siirecinde
inflamatuar hiicre gocii fazladir, fakat bu bakteriyel koruma anlamina gelmez, ¢iinkii
glikozun polyol yolagina girisiyle, hiicre membranina kolaylikla difiize olmadig: i¢in
hiicre-i¢i osmalariteyi artiran sorbitoliin fazlaligi 16kosit-endotelyal hiicre etkilesimini

bozar ve nétrofil opsonofagositozunu azaltarak bakteri 6liimiinii engeller (46).

Sekil 8’de normal bir yara iyilesmesi gosterilmistir. Hiperglisemik stres soz
konusu oldugunda yara iyilesmesi yukarida da anlatilan mekanizmalarin etkinligiyle

birlikte olduk¢a kompleks bir hal alir ve iyilesme siireci yara iyilesmesinin farkl



asamalarinda ilerlemeden kalabilir ya da iyilesmesi DM olmayan bireylere gore uzun
stirebilir (1).
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Sekil 8 Yara iyilesmesinin asamalari, her asamada yer alan temel hiicreler ve 6zellikle

vurgulanmis olaylar (1).

2.4  Gelisimsel Endotelyal Lokus-1 (Del-1)

Gelisimsel olarak diizenlenen endotelyal lokus-1 (Del-1), embriyolojik
damarsal gelisim sirasinda endotelyal hiicrelerden salinan 52-kilodalton ektraselliiler
bir glikoproteindir ve 3 epidermal biiyiime faktorii (EGF) benzeri tekrar ve 2 diskoidin-
1-benzeri temelden olusur ve EDIL3 olarak da bilinir (8). Ikinci EGF tekrarinda bir
RGD (Arjinin-Glisin-Aspartat) motifi vardir ve RGD diziliminin oldugu ligandlarin
endotelyal avB3 integrin reseptorleri ile etkilesime gegtigi gosterilmistir (118). Baska
bir takim hiicrelerin yaninda endotelyal hiicrelerde de eksprese olan av33 integrin,

anjiyogenez siirecinde kritik bir rol oynar ve yara iyilesmesinde de upregiile olur (9).

Del-1, beyin ve akciger dokusunda salinirken, karaciger ve dalakta

salinmamaktadir. Lokal endotelyal hiicrelerden salinarak gingival ektravaskiiler



alanlarda bulundugu ise raporlanmistir (10). Del-1’in endotelyal hiicre yapismasini ve
gbclinii artirdig1 ve anjiyojenik biiyiimeyi tesvik ettigi civciv koriyoallontoik membran
modelinde gosterilmistir ve bu Del-1 aracili olaylar avB3 integrin antagonistleri ile ya
da Del-1 RGD motifi RAD seklinde mutasyona ugratildiginda inhibe olur (11). Del-1
embriyonik damarsal gelisim sirasinda salinip, yaslandik¢a salinimi diisen bir protein
olsa da, yetiskin farelerde, iskemi durumunda yogun miktarda eksprese edildigi

raporlanmustir (12).

Del-1, ilk olarak vaskiiler sistemdeki rolii ile bilinse de lokosit-endotelyal
adezyon inhibisyonu vyaparak istenmeyen enflamatuar yanit tablolarina Kkarsi
homeostatik rol tistlendigi de gosterilmistir (119). Del-1-yoksun farelerin kontrolsiiz
sekilde lenfosit fonksiyon iligkili antijen-1 (LFA-1) salgiladiklar1 ve integrin-bagiml
notrofil alimi ve enflamatuar doku hasarinin oldugu gosterilmistir ve bu tablo
rekombinant Del-1 uygulanmasi ile diizelmistir (120). Yine ayni sekilde Del-1-yoksun
farelerde spontan periodontal enflamasyon ve kemik kayb1 gozlenmistir ve lokal Del-
1 enjeksiyonu ile bu enflamasyon ve kayip durdurulabilmistir (10). Benzer sekilde
osteoklast differansiyasyon ve fonksiyonunu da direkt olarak diizenleyebildigi

raporlanmustir (120).
2.5 Interlokin-17

Interlokin-17 (IL-17) sitokin ailesi A’dan F’ye kadar 6 proteinden olusan
proenflamatuar bir sitokin ailesidir (121). IL-17A ve IL-17F ¢esitli immiin hiicrelerden
saliirken, IL-17B ve C ve D biiylik oranda epitelyal hiicrelerden salinir. 1L-17
reseptorleri gesitli dokulardaki bir¢ok hiicrede bulunmaktadir (122). IL-17A ve IL-17F
reseptOrlerine baglandiklarinda, ¢esitli antimikrobiyal peptitler, kemokinler ve
sitokinler salinir ve nétrofil ve T-helper 17 hiicrelerinin bolgeye alimi uyarilir (123).
IL-17A, keratinositlerin proliferasyonunu uyarmaktadir (124). Proliferasyonun yani
sira, IL-17 uyarimli primer keratinositler ¢esitli notrofil kemokinleri ve antimikrobiyal

peptitler transkribe ederek proenflamatuar bir ortam yaratir (125).



3 GEREC VE YONTEM

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu’nun (IDF) sagladig: bilgilere gore 2022 yili
itibariyle diinyada 537 milyon, Tiirkiye’de de 9.02 milyon diyabet hastas1 vardir, bu
da Tirk yetiskin niifusunun %15.9’unu olusturmaktadir (57). 2019 yilinda 1.5 milyon
kisinin Olimiine sebep olmasiyla diyabet diinyadaki 6liim sebeplerinde dokuzuncu
sirada yer almistir (58). DM nin iilkelerin, 6zellikle de diisiik ve orta gelirli iilkelerin
saglik sistemlerine olan yiikii tasinamaz boyutlara ulasmistir ve hastalarin hayat
kalitelerinden 6diin vermeyerek vaka sayilarindaki hizli artis1 tersine gevirmek ve
diyabet komplikasyonlarinin olusumunu ve ilerleyisini 6nlemek ortak amag olmalidir.
Diyabet diinyada komplikasyonlarina ¢ok sik rastladigimiz bir hastaliktir. Diger DM
sebepleri ¢ikarilacak oldugunda T1DM nin prevelansinin %10-15 ve T2DM’nin %75-
80 oldugu diisiiniilmektedir. DSO verilerine gére (58) bu rakam %95 tir; fakat bunun
rutinde antikor Ol¢iimii ve genetik inceleme yapilmamasi sebebiyle diger DM
tirlerinin de T2DM olarak tan1 almasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (66).
Halihazirda, DM’nin dis ¢ekimi sonrasindaki soket iyilesmesini olumsuz etkiledigi
calismalarda kanitlanmustir (2,3,5), fakat buna neden olan mekanizmalar halen merak
ve arastirma konusudur. Del-1 proteininin 6zellikle kanser, iskemi ve son zamanlarda
periodontitis ile olan iliskileri gesitli ¢alismalarda ¢ok irdelenmistir, ancak bilgimiz
dahilinde diyabet modelindeki yara iyilesmesinde irdelenmemistir. Amacimiz tip 2
diyabetli ratlarda iyilesmenin saglikli ratlara oranla bozuk olugunun Del-1 proteini ile
iligkili olup olmadigini tespit etmek idi. Rekombinant Del-1 Fc proteini uygulamasi da
cesitli calismalarda yer almistir. Ozellikle iskemi durumunda boélgenin yeniden
damarlanmasini saglayip iskemiyi onlemesi umut vaat edicidir. Diyabetteki kotii
lyilesme siirecinde saliniminin az oldugunun tespit edilmesi, ila¢ olarak kullaniminm

diistindiirebilir.
3.1  Gruplarin Olusturulmasi ve Deneye Hazirlanmasi

Bu tez calismasina, Sivas Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu'nun 25.01.2021 tarihli ve 65202830-050.04.04-484 sayili karariyla
baslanmistir. Arastirmanin deneysel kismi Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi

Deney Hayvanlar1i Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calisma, 4-4,5 aylik,



agirliklart ortalama 330 g £30 g olan 33 adet erkek wistar-albino rat tizerinde
gerceklestirilmistir. Ratlar 6 gruba ayrilarak standart deney kafesleri igerisine
konulmus ve ratlara hayvan odasinda standart kosullar (22+2°C, %55-70 nem, 1 atm

basing, 12 saat aydinlik/karanlik) uygulanmustir.

/ sTZ Dis  Sakrifikasyon Sakrifikasyon Sakrifikasyon
YYD baglangici uygulamasi gekimi (n=5) (n=5) (n=5-6)
DM gruplari l l R
n=18

Kontrol gruplari y y ‘
n=15 ‘ [ | I

K -17.gin -3.gun 0. gln 7. gln 14. glin 28. gl‘.]n/

Sekil 9 Deneyin tasarimi. DM gruplar1 2 hafta boyunca Yiiksek Yagli Diyete (YYD) tabi tutulmus,

4

ardindan STZ enjeksiyonu yapilmistir. Bu siirede kontrol gruplarina normal diyet (ND) uygulanmuistir.
STZ’den 3 giin sonra dis ¢ekimleri yapilmis ve dis ¢ekimlerinden 7 giin, 14 giin ve 28 giin sonra

gruplardaki hayvanlar sakrifiye edilmistir.

Ratlar ¢alisma 6ncesi yeni yasam kosullarina hazirlanmasi i¢in 10 giin metal
kafeslerde tutulmustur. Hayvanlar dis ¢ekimlerine kadar pelet yem ile ve cerrahi
sonras1 2 giin 6giitiilmiis yem ile beslendirilmistir. Calisma siiresince hayvanlara su,
cerrahi Oncesi 12 saatlik siire haricinde, ad libitum saglanmistir. Deneyin tasarimi

Sekil 9’da 6zetlenmistir.
6 calisma grubu su sekildedir:

Grup 1 — C7 — Dis ¢ekiminden 7 giin sonra sakrifiye edilen, sistemik agidan
saglikli olan grup.

Grup 2 — D7 — Dis ¢ekiminden 7 giin sonra sakrifiye edilen, deneysel tip 2
diyabet grubu.

Grup 3 — C14 - Dis ¢ekiminden 14 giin sonra sakrifiye edilen, sistemik agidan
saglikli olan grup.

Grup 4 — D14 - Dis ¢ekiminden 14 giin sonra sakrifiye edilen, deneysel tip 2
diyabet grubu.



Grup 5 — C28 — Dis ¢ekiminden 28 giin sonra sakrifiye edilen, sistemik a¢idan
saglikli olan grup.

Grup 6 — D28 — Dis ¢ekiminden 28 giin sonra sakrifiye edilen, deneysel tip 2
diyabet grubu.

Orneklem boyutlari, http://www.p005.net/analiz/guc-analizi sitesinde yer alan
iki ortalamanin karsilastirilmasi icin 6rneklem genisligi programi kullanilarak, 6rnek
calisma (126) baz alinarak ve buna gore %5 anlamlilik ve %95 giivenle (tip 1 hata ile)
her gruba 4 hayvan alinmasi gerektigi bulunmustur. C7, C14 ve C28 gruplar1 beser
hayvandan D7, D14 ve D28 gruplar ise diyabetik komplikasyonlara bagli olarak

hayvan kaybetme ihtimalimizden dolayi altisar hayvandan olusturulmustur.
3.2 Tip 2 Diyabet Olusturulmasi

Tim hayvanlarin viicut agirliklart not edildikten sonra, Tip 2 diyabet
olusturmak igin Deney grubu hayvanlar1 2 hafta siireyle enerjinin %45’i yagdan
gelecek Yiiksek Yagli Diyete (YYD) (Research Diets, New Brunswick, NJ, USA,
katolog no: D12451) (Sekil 10) tabi tutulurken, kontrol grubundaki hayvanlara Normal
Diyet (ND) (Tablo 1) uygulanmistir (Optima Yem, Bolu, Tiirkiye, katolog no:45843).
YYD ve ND iiriin igerikleri ve kalori karsiliklar1 Sekil 10 ve Tablo 1’de verilmistir.
Iki haftalik beslenme siiresi sonunda deney hayvanlarinin viicut agirliklari not edilip,
geceden ag birakilan hayvanlara 30 mg/kg viicut agirligi (v.a.) intraperitoneal 0.1 M
pH 4.5 taze soguk sitrat tampon iginde ¢6ziilmiis Streptozotosin (STZ) uygulanmustir.

STZ, pankreasin Adacik hiicrelerini tahrip ederek insiilin iiretimini sekteye ugratir ve


http://www.p005.net/analiz/guc-analizi

DM tablosu olusturur. Diisiik dozlu STZ uygulamasi ile

olusturulmasi hedeflenmistir (127).

[Brodict# T [ pi24s
gm% kecal%
Protein 24 20.0
Carbohydrate 41 35.0
Fat 24 45.0
Total 100.0

kcaligm 4.73

gm kcal
Casein, 30 Mesh 200 800
L-Cystine 3 12
Corn Starch 728 291
Maltodextrin 10 100 400
Sucrose 172.8 691
Cellulose, BW200 50 0
Soybean Oil 25 225
Lard 177.5 1598
Mineral Mix S10026 10 0
DiCalcium Phosphate 13 0
Calcium Carbonate 5.5 0
Potassium Citrate, 1 H20 16.5 0
Vitamin Mix V10001 10 40
Choline Bitartrate 2 0
FD&C Red Dye #40 0.05 0
FD&C Blue Dye #1 0 0
el [ sse15| 4057

Tip 1 degil, Tip 2 DM

Sekil 10 Research Diets - D12451 yiiksek yagli yem icerigi ve kilokalori karsiliklari .

Kontrol grubundaki hayvanlara ise normal diyet (ND) uygulanmis ve sadece

sitrat tampon intraperitoneal ayn1 miktarda verilmistir. Deney grubundaki hayvanlar

ayni sekilde YYD'ye devam etmis, kontrol grubundakiler de aymi sekilde ND ile

beslenmeye devam etmistir. Tiim hayvanlarin yem ve su tiiketimi giinliik olarak

kaydedilmistir.

Tablo 1 Normal yem igerik analizleri. 2800 kkal/kg. (Soya kiispesi, bonkalit, piring kepegi, msir, seker

pancar1 melasi, soya yagi, kalsiyum karbonat, kalsiyum fosfat, vitamin-mineral karigimi, lignosiilfanat,

sodyum klortir, bentonit, maya, kalsiyum propiyonat, ddgs.)

Normal Yem Analiz Degerleri %
Ham Protein 24
Ham Seliiloz 3,48
Ham Yag 5,17




Ham Kiil 8,46

Lizin 1,41
Methionin 0,61
Kalsiyum 1,14

Fosfor 0,88
Sodyum 0,28

A Vitamini 36000 1U/kg
Vitamin D3 6500 1U/kg
Iz Elementler 302,7 mg/kg

STZ uygulandiktan 48 saat sonra glikoz dehidrogenaz (GDH) yontemi (128)
ile kuyruk en ug noktasina bir igne batirilarak alinan 2ul kandan Tokluk Sekeri (TS)
Ol¢timii yapilmis ve 300mg/dl (16.7 mM) deger ¢ikanlar diyabetik sayilmistir. Ertesi
giin (STZ uygulamasindan 72 saat sonra) OGTT i¢in geceden a¢ birakilan ama su
icmeleri kisitlanmayan ratlara 2g/kg v.a. glikoz soliisyonu oral olarak verilmis ve 0.

(soliisyon verilmeden 6nce), 60. ve 120. dakikalarda kuyruk kanindan glikoz degerleri

Olciilmiistiir.




3.3 Cerrahi Yontem

Resim 1 Anestezi altina alinmis rat, agiz i¢i goriintiisii ve ¢ekilmis alt birinci molar disi.

Kontrol grubunda da Deney grubunda da sag alt birinci molar dislerin
¢ekilmesi planlanmistir. Operasyondan 2 giin 6nce antibiyotik olarak seftriakson
sodyum 50mg/kg (Rocephin, Roche, Isvigre) giinde 1 defa baslanmis ve operasyon
sonras1 3 giin devam ettirilmistir. Veteriner hekim kontroliinde yapilan iglemlerde
cerrahi Oncesi ratlar intramuskiiler olarak, 90 mg/kg Ketamin HCL (Ketalar,
Eczacibasi, Tirkiye) ve 3 mg/kg Ksilazin HCL (Rompun, Bayer, Almanya)
enjeksiyonuyla anestezi altina alinmistir. Anestezi altina alinan ratlarin sag alt
kadranlarina antiseptik polivinilprolidon iyot (Povilon %10, Medisin, Ankara,
Tiirkiye) uygulanmistir. Sag alt ¢ene birinci molar dis, etrafindaki diseti retrakte
edildikten sonra minimal travma ile liikse edilmis ve digli forseps ile ekstrakte
edilmistir. Cerrahi yara bolgesindeki gingival dokular yaklastirilip 6-0 emilebilen bir
siitur (Damacryl, GMD, Istanbul, Tiirkiye) ile dikilmistir. Cekimlerden sonra
hayvanlar, 2 giin 6giitilmiis formda, sonrasinda pelet seklinde gruplarmma uygun
sekilde test gruplart YYD ve kontrol gruplart ND olarak beslenmeye devam

ettirilmistir.



3.4 Deneyin Sonlandirilmasi

Deneyin sonlandirilmasi ¢esitli asamalarda olmustur ve bu zamana kadar D7
ve DI4 gruplarindan birer hayvan diyabetik komplikasyonlara bagli olarak
kaybedilmistir. Dolayisiyla D7 n=5, D14 n=5 ve D28 n=6 seklindedir. Kontrol

gruplarinda hayvan kayb1 yasanmamastir.

Dis ¢ekimlerinden sonra, bir gece Onceden a¢ birakilan C7 ve D7'deki
hayvanlardan 7. giinde; C14, DI14'teki hayvanlardan 14. giinde; C28, D28'deki
hayvanlardan 28. giinde kalplerinden 2 mililitre kan, deney hayvanina gereksiz aci
vermemek ve hemolizi Onlemek i¢in atravmatik olarak alinmis ve yavasga
antikoagiilansiz jelli serum tiipline (biyokimya tiipii) aktarilmistir. Toplanan kanlar,
pthtilasmanin tamamlanmasi i¢in oda sicakliginda yarim saat bekletilmis ve 4000
rom’de 10 dakika boyunca santrifiije edilmistir. Sekonder tiiplere ayrilan serum
ornekleri deney asamasina kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. Bu miktarda kan

kuyruk kanindan elde edilemeyecegi i¢in bu agsama deneyin sonuna birakilmistir.

Bundan sonra deney hayvanlari intraperitonal yoldan tek doz sodyum
tiyopental 200 mg/kg (Pentothal, Abbott, ABD) ile sakrifiye edilmistir. Daha sonra alt

¢ene ¢ikarilip %10°luk nétral formalin soliisyonu igerisine konulmustur.

Elde edilen bu 6rneklerdeki dis ¢ekim yaralarindan alinan kesitlerde Del-1, IL-
17, OPG ve RANKL protein seviyelerine Immiinohistokimya (IHC) ile bakilmistir.
D28 ve C28 gruplarindaki drnekler Mikro-BT taramasi i¢in Erciyes Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Arastirma Laboratuvarina gonderilmis ve taramalari bittikten
sonra immiinhistokimyasal (IHC) analize sokulmustur. Elde edilen 6rneklerin, dis
¢ekim yaralarindan alinan kesitlerde Del-1, 1L-17, OPG ve RANKL protein

seviyelerine IHC ile bakilmistir.
3.5 ELISA Yontemi

Toplanan serum o&rneklerinden, aclik insiilin diizeyleri kantitatif ELISA
yontemi ile tayin edilmistir. Serum insiilin diizeyi ticari ELISA kiti (BT Lab, Wuhan,
Cin, katalog no: E0707Ra) kullanilarak ol¢iilmiistiir. Yontem olarak ticari kitin
onerdigi basamaklara gore, tiim 6rnekler ve soliisyonlar oda sicaklifina getirildikten

sonra tiim standart ve ornekler ¢ift ¢alisilmistir.



Oncelikle standart ¢alisma soliisyonlar1 derisimleri sirasiyla 24 — 12 —6 — 3 —
1.5 mIU/L olacak sekilde bes seviyede hazirlanmistir. ELISA plate standart
kuyucuklarina sirasiyla elliser uL standart eklenmistir. Geri kalan 6rnek kuyucuklarina
kirkar pL ornekler eklenmistir. Ornek kuyucuklarma onar pL anti-INS antikoru
eklenmis ve ardindan hem Ornek hem de standart kuyucuklarina elliser pL
streptavidin-HRP konjugat eklenmistir. Koruyucu membran ile kapatilmistir. Plate,
hafifce sallandiktan sonra 60 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Plate i¢indeki tiim
sivilar bosaltildiktan sonra 25 kat diliie edilmis yikama soliisyonu ile 5 kez yikanmistir
ve plate, kagit havlu iizerine kurulanmistir. Standart, kor ve 6rnek kuyucuklarina
elliser uL. Kromojen A ve sonrasinda elliser pL Kromojen B soliisyonlar1 eklenmistir.
Plate, hafif¢e sallandiktan sonra 10 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.
Standart, kor ve 6rnek kuyucuklarina elliser uL Stop soliisyonu eklenmis ve mavi renk
sar1 renge donlismiistiir. Kér kuyucugu absorbans (optik dansite) degeri 0 olacak
sekilde, 450 nanometrede absorbans degerleri, stop soliisyonu eklenmesinden itibaren
10 dakika igerisinde okunmustur. Standart derisimlerine karsi okunan absorbanslar
araciligiyla olusturulan lineer regresyon denkleminden her bir numunenin derigimi
hesaplanmistir. Bundan sonra girig boliimiinde agiklanan formiil ile HOMA-IR degeri

hesaplanmustir.

Ayni serum Orneklerinden trigliserit (TG), high density lipoprotein kolestrol
(HDL-C), low density lipoprotein kolestrol (LDL-C) ve total kolestrol (Kol) dl¢iimleri
de yapilmistir (Cobas 8000, Roche, Basel, Isvigre).

3.6 Immiinohistokimyasal Yontem

Sakrifiye edilen ratlardan alinan alt ¢gene 6rnekleri %10’luk nétral formalin
sollisyonunda 48 saat tespit edilip, daha sonra EDTA soliisyonunda dekalsifiye
edilmistir. Bu islemden sonra 8 saat ¢esme suyunda yikanmistir. Kasetlere alinan
dokular rutin alkol ksilol serilerinden gegirildikten sonra parafin bloklara alinmus,
ardindan bloklardan 5 pm’lik kesitler lam iizerine alinarak, PBS ile yikandiktan sonra
%3’liik H202’ de 10 dk. tutularak endojen peroksidaz inaktivasyonu saglanmistir.
Dokulardaki antijeni aciga ¢ikarmak i¢in antijen retrieval soliisyonu ile 2x5 dk 500
watt’da muamele edilmistir. Daha sonra PBS ile yikanan dokular RANKL (Santa
Cruz, Katalog No.sc-377079 1/100 diliisyon orani), OPG (Santa cruz, Katalog No.sc-
390518, 1/100 dilusyon orani), IL-17 (Santa cruz, Katalog No.sc-374218, 1/200



dilusyon orani) ve Del-1 (Santa cruz, Katalog No.sc-293337, 1/200 dilusyon orani)
primer antikorlar ile +4 derecede 12 saat inkiibe edilmistir. Sekonder olarak; Large
Volume Detection System: anti-Polyvalent, HRP (Thermofischer, Katalog no: TP-
125-HL) iiretici firmanin 6nerdigi sekilde kullanilmistir. Kromojen olarak DAB (3,3'-
Diaminobenzidine) kullanilmis ve Mayer’s Hematoksilen ile zit boya yapildiktan
sonra entellan ile kapatilarak 151k mikroskobunda (Primo Star, Zeiss, Oberkochen,

Almanya) incelenmistir (Resim 2).

Resim 2 Immiinohistokimyasal analizde kullanilan Zeiss Primo Star 151k mikroskobu.

Inceleme kemik dokularda bulunan immunpozitiflikler yok (-), hafif (+), orta
(++) ve siddetli (+++) seklinde yapilmistir.

3.7 Mikro-Bilgisayarh Tomografi Yontemi

Mikro-BT, sert doku orneklerinin yiiksek ¢oziiniirlikte incelenmesinde
zamandan kazandiran ve tekrarlanabilir olan bir yontemdir. Calismalar, mikro-BT ile
yapilan Sl¢limlerin kanselloz kemik incelemesinde altin standart olarak kabul edilen
histomorfometrik Olglimler ile yiiksek korelasyon gosterdigini vurgulamaktadir

(129,130).

Micro-BT alaninin onciisii Feldkamp ve ark.dir (131). Mikro-BT; kemik
kalitesi anlaminda kemik yogunlugu, kemik yapisi ve kemik mineralizasyonunun

arastirilmasinda iyi bir yontemdir. Bizim de tez calismamizda Erciyes Universitesi Dis



Hekimligi Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari’na ait bir Mikro-BT (SkyScan 1272,
Bruker, Kontich, Belgika) cihazi kullanilmistir (Resim 3).

Resim 3 Mikro-bilgisayarli tomografi ¢ekiminde kullanilan SkyScan 1272 Mikro-BT cihaz.
Taramalarda kullanilan parametreler asagidaki gibidir:
. Kamera piksel boyutu:7.4 um
. Kamera kaynak mesafesi: 273 mm
. Obje kaynak mesafesi: 199 mm
. Kaynak voltaji: 99 kV
. Akim degeri: 108 pa
. Piksel boyutu: 21 um

Her bir 6rnegin taranmasi yaklasik olarak 1 saat 16 dakika siirmiistiir. Firma

tavsiyelerine gére beam hardening filtresi 0.11 mm Cu uygulanmistir.

Mikro-BT ile taranan 6rneklerden elde edilen veriler uygun program (NRecon
v.1.7.4.2, SkyScan, Leuven, Belgika) ile firma tavsiyelerine gore (ve en iyi goriintiiyti
yakalayacak sekilde cesitli modifikasyonlarla) kemik mimarisine uyumlu sekilde x-
1s1n1 zayiflama katsayilar1 ayarlanarak gri skalada 3 boyutlu goriintii olarak yeniden
yapilandirilmistir. Kemigin ti¢ boyutlu yapilandirmasindan sonra uygun programda
(CTAn v.1.18, SkyScan, Leuven, Belgika) Ol¢limleri istenen bolgeler (ROI)



cizilmigtir. ROI, Resim 4°te goriilen alanda tiim ¢ekim soketini igerecek sekilde mezio-
distal olarak 2.4 mm, bukko-lingual olarak 1.2 mm ve apiko-okluzal olarak 1.9 mm

olarak sec¢ilmistir.

Resim 4 Analizi yapilacak olan dis ekim soketi bolgesi.
ROI alan1 su histomorfometrik parametreler igin analiz edilmistir:
Kemik hacmi (BV; mm?3)
Toplam 6l¢iilen alanin kemik hacmi yiizdesi (BV/TV; %)
Trabekiiler kalinlik (Tb.Th; mm)
Trabekiil sayisi (Th.N)
Trabekiiler ayrilik (Th.Sp; mm)
Toplam gézeneklilik yiizdesi (Po(tot); %)
Tiim parametreler {i¢ boyutlu olarak hesaplanmistir.
3.8 [Istatistiksel Yontem

Caligmamizdan elde edilen veriler IBM SPSS Statistics (Ver 23) programina
yiiklenerek analiz edilmistir. Verilerin dagiliminin normalligi Kolmogorov-Smirnov
ile test edilmistir. Normal dagilan verilerde, bagimsiz iki grubun karsilastirmasinda
student-t test, ikiden fazla bagimsiz gruptan elde edilen Olgtimler karsilastirilirken
ANOVA ve analiz sonucunda gruplar arasi farklilik 6nemli bulundugunda farklilik
yaratan grup ve gruplari bulmak igin Tukey testi kullanilmistir. Bu testler sirasinda

Levene testine gore p<0.05 ¢iktiginda ya da veriler Kolmogorov-Smirnov’a gore



normal dagilmadiginda, non-parametrik testlere gegilmistir. Non-parametrik testlerde,
bagimsiz iki grubun karsilagtirllmasinda Mann-Whitney U ve ikiden fazla bagimsiz
grup karsilastirilirken Kruskal-Wallis testleri kullanilmistir. Farklilik yaratan grup
Mann-Whitney ya da Post Hoc testlerden Games-Howell ile tespit edilmistir.

Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.



4 BULGULAR

4.1 Deney Siiresince Yapilan Ol¢iimlerin Sonuglar:

Farkl1 sakrifikasyon zamanlarindan dolay1 tiim deney hayvanlar1 deneyi ayni
zamanda bitirmeyecegi i¢in kilo alimi, su tiikketimi ve enerji alimi, en uzun siire hayatta
kalacak gruplar olan C28 ve D28 i¢in dl¢iilmiistiir. Bu dl¢iimlerin sonuglart haftalik

olarak soyledir:

KiLO DEGIiSiMmi

400
300
250
Baslangic 1. hafta 2. hafta 3.hafta 4.hafta 5.hafta 6. hafta
——C28 314 325 340 330 323 328 345
D28 352 381 385 321 316 324 328

Sekil 11 C28 ve D28 gruplarinin deney siiresindeki haftalik kilo ortalamalarinin grafik ve tablosu.

Her iki grupta da ilk iki hafta kilo artis1 gézlenmisken, 6zellikle D28 grubunda
STZ enjeksiyonu ve ardindan cerrahi islem ile birlikte hizli bir kilo kayb1 gézlenmistir.
Bundan sonraki ii¢ haftalik siiregte hafif kilo alimi1 saptanmistir. C28 grubu deney
stiresince goreceli olarak sabit bir kilo alim egrisi ¢izmistir. Baglangic kilolar1 grup
ortalamasi, sirastyla 314 g ve 352 g olan C28 ve D28 gruplarinin sakrifikasyon 6ncesi

kilolar1 345 g ve 328 g olarak ol¢lilmiistiir.



Gunluk Enerji Ahmi (kkal/rat/gun)

160

140

120

100
o /o/\. —
60
40

20
0

1.hafta 2. hafta 3. hafta 4., hafta 5. hafta 6. hafta
=@=C28 56 61,6 81,2 72,8 72,8 75,6
=@=D28 113,4 151,2 89,8 94,5 108,7 137,1

Sekil 12 C28 ve D28 gruplarimin deney siiresindeki giinliik enerji alimimnin (kkal) her hafta igin

olan ortalamasinin grafik ve tablosu.

Enerji alimi, kalorisinin %45°1 yagdan gelen yem ile beslenen grup olan
D28’de daha yiiksektir. Yem tiiketim gramajlari benzer olsa da yontem ve gereg
boliimiinde belirtildigi gibi, YYD normal diyete oranla iki katindan daha fazla
kalorilidir. D28 grubunda STZ enjeksiyonunun yapildig: {igiincii hafta oncesinde
enerji aliminda ani diisiis gdzlenmis, bundan sonra deneyin sonuna kadar kademeli

olarak artmistir.

Su Tuketimi (ml/rat/gun)
120

100
80
60
40

20

1. hafta 2. hafta 3. hafta 4. hafta 5. hafta 6. hafta
=@=C28 28 32,3 30,9 35,3 27,1 32
=@==D28 31,6 43,8 92,5 85 98,4 89,3

Sekil 13 C28 ve D28 gruplarinin deney siiresindeki giinliik su tiiketimlerinin (ml) her hafta i¢in olan

ortalamasinin grafik ve tablosu.



Su tiiketimi, YYD ile beslenen grupta ND beslenen gruba gore daha fazla
olarak gdzlenmistir. Ozellikle STZ uygulamasindan sonra D28 grubunda su tiiketimi
iki katindan fazlaya ¢ikmistir. C28 grubunda su tliketimi deney siiresince benzer
hacimlerde olmustur. C28 grubunda ilk hafta 28 ml, son hafta 32 ml su tiiketilmisken;
D28 grubunda ilk hafta tiiketilen 31,6 ml suya karsilik deneyin son haftas1 89,3 ml su
tiketildigi gézlenmistir (t-test, p<0.001).

Aclik Glikozu

90

85

80

2

70

Kontrol DM

Glikoz (mg/dl) 77 86

Sekil 14 2 haftalik YYD sonrasi deney ve kontrol gruplarinin aglik glikoz ortalamalari.

Iki haftalik YYD sonrasinda Kontrol gruplarina kiyasla (77 mg/dl) DM
gruplarinin glikoz ortalamasi daha ytiksek (86 mg/dl) bulunmustur.

Post-STZ 48 saat

700
600
500
400
300
200
100

0

D7 D14 D28
Tokluk Sekeri (mg/dl) 322 394 340 499 531 525 302 376 378 297 362 598 121 471 542 463

Sekil 15 STZ uygulamasindan 48 saat sonra deney grubundaki hayvanlarin glikoz degerlerinin grafik ve tablosu.



Iki haftalik YYD sonrasinda STZ uygulamas yapilmis ve DM tespiti igin 48
saat sonra diyabet gruplarindaki ratlarin GDH yontemi ile glikoz seviyeleri tespit
edilmistir. D28 grubundaki bir ratin glikoz seviyesinin diisiik (121 mg/dl) ¢ikmasi
sebebiyle (Sekil 15), sadece bu rata bir doz daha, ayni prosediirle, 30 mg/kg STZ
intraperitoneal olarak uygulanmis ve 48 saat sonraki tokluk glikozu seviyesi 384 mg/dl

olarak Sl¢iilmiistiir.

OGTT
700
600
500
o
400
300
200
100 “,—“
° Cc7 D7 D14 D28
=—&— 0Qtt0 ogtt60 ogtt120

Sekil 16 STZ uygulamasindan 3 giin sonra C7, D7, D14 ve D28 gruplarina yapilan OGTT nin seker
yiiklemesinden dnce ve 60 dakika ile 120 dakika sonraki glikoz degerlerinin grafigi. Her bir isaretci

bir rat1 temsil etmektedir.

Tim ratlarin diyabetik sayilarak deneye kabul edilebilmesi i¢cin OGTT
yapilmigtir. Tim DM gruplan teste dahil edilirken, kontrol grubundan sadece C7,
kontrol amaciyla teste alinmistir. Uygulanan sekerli soliisyonun ardindan gecen 60. ve
120. dakikalarda yapilan oOlglimlerde DM gruplarmin glikoz seviyeleri IR’yi
gosterecek sekilde yliksek bulunmustur. Bununla karsilastirildiginda kontrol grubunun
glikoz seviyeleri tiim 6l¢liim zamanlarinda normal sinirlarda kalmistir. Sonuglar Sekil

16’da verilmistir.
4.2 Biyokimya ve ELISA Sonug¢lari

Calisma hayvanlarinin serum 6rneklerinde yapilan incelemelerde deney ve

kontrol gruplar1 genel ortalamalar karsilastirildiginda, Kol ve TG degerlerinin deney



gruplarinda yiiksek oldugu bulunmustur (Mann-Whitney Test, p<0.001). LDL-C
seviyesi agisindan gruplar arasinda anlamli fark yoktur, fakat deney grubu ortalamasi
daha yiiksektir (Mann-Whitney Test, p=0.514). HDL-C seviyesi deney gruplari
ortalamasi, kontrol grubu ortalamasina gore anlamli olarak daha yiiksektir (t-test,
p<0.05). Gruplar aras1 karsilastirmalarda sadece D28 gruplarinin Kol seviyeleri C28
gruplarinin Kol seviyelerinden anlamli sekilde yiiksek bulunmusken, TG seviyeleri
tim DM gruplarinda kontrol gruplarina gore yiiksektir (t-test, p<0.05). LDL-C her ii¢
DM grubunda da kontrol grubuna gore daha yiiksek gézlenmistir, fakat istatistiksel
olarak anlamli degildir (t-test, p>0.05). HDL-C yalnizca D28 grubunda istatistiksel
anlamli (t-test, p<0.01) olmakla birlikte tim DM gruplarinda kontrol gruplarina
kiyasla daha yiiksektir, ancak zamanla iliskili bir korelasyon saptanmamustir (Tukey,
p=0.977). Deney gruplarinda Kol, LDL-C ya da TG seviyeleri zaman ile korelasyon
gostermemistir (Games-Howell, p<0.05).

250
200
150 E
*
100 L
Y h 'E_L‘_\ ._il’:l
0
Cc7 D7 Ci4 D14 c28 D28
M Kol (mg/dL) 55,8 90 63,2 1512 50,2 80,83
B HDL-C (mg/dL) 34,04 41,28 41,48 45,58 27,44 44,08
[ LDL-C (mg/dL) 7,74 8,88 9,1 25,9 7 9,1

E Kol (mg/dL) EHDL-C (mg/dL) ELDL-C(mg/dL)

Sekil 17 Total kolestrol, HDL-C ve LDL-C agisindan kontrol ve deney gruplarmin
karsilagtirilmasi. * = p<0.05 ve #=p<0.01



TG (mg/dL)
2500
2000
1500
1000

500

0

c7 D7 Ci4 D14 Cc28 D28
TG (mg/dL) | 120,8 543,2 102,6 1469,4 76,4 563,33

Sekil 18 Kontrol ve deney gruplarinin TG agisindan karsilastirilmasi. * = p<0.05

Insiilin seviyeleri agisindan Kontrol ve DM gruplar arasinda istatistiksel
anlamli farka rastlanmamistir (t-test, p=0.263), ancak HOMA-IR degerleri tim DM
gruplart i¢in esik degerin iizerindedir ve YYD’ye devam edildikge HOMA-IR
degerinin arttig1 gézlenmistir. D7 grubu ile D14 arasinda (Tukey, p<0.05) ve D7 ile
D28 arasinda (Tukey, p<0,001) istatistiksel anlamli farklara rastlanirken, D14 ile D28
arasindaki fark istatistiksel anlamli degildir (Tukey, p=0.556). Kontrol gruplarinin ve
DM gruplarinin genel HOMA-IR ortalamalar1 karsilastirildiginda deney grubu
ortalamasimin kontrol grubu ortalamasindan anlamli sekilde yiiksek oldugu

gozlenmistir (Mann-Whitney Test, p<0.001).

HOMA-IR

8 , # l

7

6

5

1

3

2

mm

0 Cc7 Cl4 Cc28 D7 D14 D28
HOMA-IR 1,26 1,29 0,98 3,21 5,12 6,06

ekil 19 Kontrol ve deney gruplarinin HOMA-IR agisindan karsilastirilmasi. *=p<0.05 ve #=p<0.001
Yy grup P P



4.3 Mikro-BT Analiz Sonuglar:

Mikro-BT ile ¢gekim soketi iyilesmesi C28 ve D28 gruplarinda incelenmistir.
Analiz sonuglarima goére BV/TV, Tb.Sp (t-test, p<0.05) ve Po(tot) degerleri (t-test,
p<0.01) D28 grubunda C28 grubuna gore istatistiksel anlamli sekilde daha diisiik
bulunmustur. Tb.th ve Tb.N degerleri i¢in ise gruplar arasinda istatistiksel anlaml

farka rastlanmamustir (p>0.05).

Resim 5 D28 (sol) ve C28 (sag) ¢ekim soketi iyilesmesi, frontal kesit.



BV/TV (%) Tb.Th (mm)

80 , ¥ ‘
= 0,28
60
0,21
40 0,14
20 0,07
0 0
28 D28 28 D28
Tb.N Tb.Sp (mm)
2,4 0,6 *
1,6 0,4
I
0,8 0,2
0 0
C28 D28 C28 D28
Po(tot) (%)
60 #
I—A—
40
20 I
0
c28 D28

Sekil 20 C28 ve D28 gruplarinin Mikro-BT sonuglarinin karsilastiriimasi. *=p<0.05 ve #=p<0.01

4.4 Immiinohistokimyasal Analiz Sonuclar

RANKL, OPG, IL-17 ve Del-1 yoniinden immiinohistokimyasal olarak anlaml
farklar tespit edilmistir (Tablo 3).

Tablo 2’de yansitildigi sekilde, C7 ve Cl14 gruplarinda siddetli diizeyde
RANKL immunpozitifligi goriiliirken, C28 ve D7 gruplarinda orta, D14 grubunda
hafif immiinpozitiflik goézlenmistir. D28 grubunda ise Onemli diizeyde
immiinpozitiflige rastlanmamistir. OPG pozitifligi yoniinden bakildiginda C7
grubunda siddetli diizeyde, C14, C28 ve D7 gruplarinda orta, D14 ve D28 gruplarinda
ise hafif diizeyde oldugu gozlenmistir. IL-17 pozitifligi C7 grubunda siddetli, C14,



C28 ve D7 grubunda orta siddette, D14 ve D28 gruplarinda ise hafif diizeyde

bulunmustur. C7 grubunda ise siddetli Del-1 immunpozitifligi goriiliirken, C14 ve

Tablo 2 Tim deney gruplarimin OPG, RANKL, IL-17 ve Del-1 agisindan boyanma yogunlugu ve

boyanmis alan yiizdeleri izerinden immiinpozitiflik skorlari.

OPG RANKL IL-17 DEL-1
7. glin
C7 +++ +++ +++ +++
D7 ++ ++ ++ ++
14. giin
Cl4 ++ o+ ++ +
D14 + + + +
28. giin
C28 ++ ++ ++ ++
D28 - - + -

(-) 6nemsiz, (+) hafif, (++) orta siddette, (+++) siddetli immiinpozitiflik.

Tablo 3 Tiim deney gruplarinin RANKL, OPG, IL-17 ve Del-1 a¢isindan karsilagtirilmasi.

Gruplar RANKL OPG IL-17 Del-1
immunpozitifligi | immunpozitifligi | immunpozitifligi | immunpozitifligi
C7 2,83+0,40° 2,71%0,75° 2,66+0,51° 2,85+0,37°
C14 2,66+0,512 2,00+0,40P 2,00+ 0,40° 1,16+0,40P
C28 1,83+0,40° 1,85+0,37° 1,83+0,40° 2,16+0,40°
D7 1,70+0,15° 1,83+0,40° 1,85+0,37° 1,85+0,37°
D14 1,00+0,51° 1,16+0,40° 0,71+0,48° 0,66+ 0,519
D28 0,16+0,401 0,33+0,51¢ 0,50+ 0,40° 0,16+0,40¢

a, b, ¢, d siitun boyunca gruplar arasi anlamli fark oldugunu géstermektedir. (Mann-Whitney, p<0.05)

D14 gruplarinda hafif, C28 ve D7 gruplarinda orta siddette bulunmustur. D28

grubunda ise énemli diizeyde Del-1 immiinpozitifligine rastlanmamistir. RANKL ve




IL-17 pozitifligi ¢ogu grupta benzerlik gosterirken, OPG ve Del-1 pozitifliklerinin de

yine benzer sekilde cogu grupta pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 3’te tiim deney gruplarinin RANKL, OPG, IL-17 ve Del-1 proteinlerinin
immiinpozitiflik seviyeleri agisindan karsilagtirilmasi verilmistir. Buna gére RANKL
immiinpozitifliginde C7 ve C14 gruplari arasinda fark goriilmezken, C28’de anlamh
bir diisiis gozlenmistir (p<0.05). D14 ve D28 RANKL immiinpozitifligi anlamli olarak
diger gruplardan daha diisiiktiir (p<0.05). OPG immiinpozitifligi a¢isindan C14, C28
ve D7 gruplar arasinda anlamli fark goézlenmemisken, C7 immiinpozitifligi tim
gruplardan anlamli olarak daha yiiksek (p<0.05), D14 ve D28 ise anlamli olarak daha
distiktir (p<0.05). IL-17 agisindan sonuglar da OPG ile benzerdir. Del-1
immiinpozitifligi ise, C7 grubunda anlamli olarak en yiiksek goriilmiisken (p<0.05),
C28 grubunda C14 grubundan anlamli olarak daha yiiksektir (p<0.05). D14 ve D28
gruplarinin  Del-1 immiinpozitifligi diger tiim gruplardan anlamli olarak daha

diistiktiir.

Sekil 21°de tiim gruplar i¢cin RANKL/OPG oranlar1 verilmistir. D28 grubunun
RANKL/OPG degeri diger tiim gruplardan anlamli sekilde daha kiicliktiir (Games-
Howell, p<0.05). Bunun haricinde C14 grubunun RANKL/OPG degeri C28 ve D14
gruplariinkinden anlamli olarak daha yiiksektir (Games-Howell, p<0.05).

RANKL/OPG
16 a, B
a
e a a,b
a,b
0,8 H Kontrol
A u DM
0'4 i
0
7.gun 14. glin 28. glin

Sekil 21 Tiim ¢aligma gruplarinin RANKL ve OPG ortalama degerlerinin oranlar1. Bilyiik harfler kiigiik

harflerden istatistiksel anlamli farklari ifade etmektedir (Games-Howell, p<0.05).



RANKL

D-28

Resim 7 C7 grubunda siddetli diizeyde RANKL immunpozitifligi (oklar). B. C14 grubunda siddetli
RANKL immunpozitifligi (oklar). C. C28 orta diizeyde RANKL immunpozitifligi (oklar). D. D7
grubunda orta diizeyde RANKL immunpozitifligi (oklar). E. D14 grubunda hafif diizeyde RANKL
immunpozitifligi (oklar). F. D28 grubunda RANKL immunpozitifligi (oklar).

D-14 D-28

Resim 6 C7 grubunda siddetli diizeyde OPG immunpozitifligi (oklar). B. C14 grubunda orta diizeyde
OPG immunpozitifligi (oklar). C. C28 orta diizeyde OPG immunpozitifligi (oklar). D. D7 grubunda
orta diizeyde OPG immunpozitifligi (oklar). E. D14 grubunda hafif diizeyde OPG immunpozitifligi
(oklar). F. D28 grubunda hafif diizeyde OPG immunpozitifligi (oklar).



IL-17

Resim 9 C7 grubunda siddetli diizeyde IL-17 immunpozitifligi (oklar). B. C14 grubunda orta diizeyde
IL-17 immunpozitifligi (oklar). C. C28 orta diizeyde IL-17 immunpozitifligi (oklar). D. D7 grubunda
orta diizeyde IL-17 immunpozitifligi (oklar). E. D14 grubunda hafif diizeyde IL-17 immunpozitifligi
(oklar). F. D28 grubunda hafif diizeyde IL-17 immunpozitifligi (oklar).

Del-1

D-28

Resim 8 C7 grubunda siddetli diizeyde Del-1 immunpozitifligi (oklar). B. C14 grubunda hafif
diizeyde Del-1 immunpozitifligi (oklar). C. C28 orta diizeyde DEL-1 immunpozitifligi (oklar). D.
D7 grubunda orta diizeyde Del-1 immunpozitifligi (oklar). E. D14 grubunda hafif diizeyde Del-1
immunpozitifligi (oklar). F. D28 grubunda Del-1 immunpozitifligi (oklar).



5 TARTISMA

Kronik hiperglisemide yara iyilesmesinin kompleks bir hal aldig1 ve iyilesme
stirecinin yara iyilesmesinin farkli asamalarinda ilerlemeden kalabildigi ya da
iyilesmenin DM olmayan bireylere gore uzun siirebildigi literatiirde yer almaktadir
(1). Ayn1 sekilde DM’nin dis ¢ekim soketi iyilesmesine olan olumsuz etkileri birgok
hayvan ve insan ¢alismasinda kanitlanmistir (2—7). Ttim bu bilinen gergeklere ragmen,
DM’nin yara iyilegsmesini ne gibi mekanizmalarla etkiledigi giiniimiizde de aragtirma
ve merak konusudur. Diyabetin gesitli yolaklar vasitasiyla viicutta yol agtig1 farkl
komplikasyon tablolari, olaylarin anlasilmasini ve arada iliski kurulmasim
gliclestirmektedir. Biz de bu ¢alismamizda daha 6nce bakilmamis proteinler agisindan

DM’de yara iyilesme bozukluguna bir nebze daha 151k tutabilmeyi amacladik.

Bu galismada kullanilan T2DM modelinde amag, YYD ile besleyerek ratlarda
IR olusturmak ve diisiik dozda uygulanan STZ sayesinde parsiyel B-hiicre
disfonksiyonu yaparak azalmig insiilin salinimi saglamaktir. Bu model, insiilin-
bagimli olmayip, insiilin direnci, hiperglisemi ve anormal lipit profili gibi T2DM
ozelliklerini yansitmasi sebebiyle siklikla kullanilan bir modeldir (127,132). Modelin
olusturulmasinin ¢esitli yontemleri vardir ve bu c¢alismada en sik uygulanan
yontemlerden biri olan 2 hafta YYD ve ardindan tek doz 30 mg/kg i.p. STZ uygulamasi
kullanilmistir (133).

Literatiir ile uyumlu sekilde bu calismada, T2DM ozelliklerinden olan,
hiperglisemi ve IR olusturulabildigi OGTT ve HOMA-IR ile kanitlanmistir. HOMA -
IR seviyesi 11k, yas, cinsiyet, sistemik hastaliklar vb. etkenlere gore degismekle ve
HOMA-IR degeri i¢in normal kabul edilebilecek bir iist limit belirlenememis olmakla
birlikte DSO’ye gére DM olmayan popiilasyonun 75 persentilinin iizerindeki deger IR
olarak tanimlanabilmektedir (82). Yaptigimiz ¢alismada, DM grubundaki ratlarin
HOMA-IR seviyelerinin kontrol grubundakilere gore 4.1 kat yiiksek oldugu
bulunmustur. Bu da bu diyabet modelinin T2DM’nin bu 6zelliklerini olusturabildigini

kanitlamistir. YYD ve diisiik doz STZ uygulanan diger T2DM ¢aligmalarinda da IR



olusturulabildigi istatistiksel olarak anlamli ¢ikan yiiksek HOMA-IR degerleri ile
gosterilmistir (80,134-136).

Diyabet teshisini dogrulayan testlerden biri OGTT dir. OGTT yontemi FPG ve
HbAlc ile kiyaslandiginda daha fazla DM teshisi konulmasini saglamaktadir ve ayni
sekilde bu yontem IGT tanisini koyabilen tek yontemdir (62). Tim T2DM
modellerinde OGTT yapilmamakla birlikte, birgok ¢alismada (137-139), DM teshisi
anlaminda daha giivenilir bulunmasi sebebiyle bizim de tercih ettigimiz gibi OGTT

yontemi uygulanarak IR olusturuldugu onaylanmastir.

Calismamizin deney grubunda, kontrol grubuna oranla su ve enerji aliminin
artig1 diger ¢alismalarla benzerdir (3,140,141). DM ile birlikte su tiiketimi 2-2,5 kat
kadar artmistir. Kilo alimlari ise Pitol-Palin ve ark.larinin yaptigi ¢alisma (6) ile benzer
bir kilo degisim egrisi ¢izmistir: D28 grubunda STZ enjeksiyonundan sonra hizli bir
kilo kayb1, ardindan yavas ve agamali bir kilo alim gozlenmistir. Kontrol grubu ise ani
inis ya da ¢ikislarin olmadig1 asamali bir kilo alim egrisi ¢izmistir. Bu sonuglar diger

T2DM modelli ¢aligsmalar ile de benzerdir (6,142,143).

Obezite DM i¢in biiyiik bir risk faktoriidiir ve DM ile obezitenin prevelanslari
paralel seyretmektedir (72). T2DM’nin 6zelliklerinden olan kilo alimi, ratlarin YYD
ile beslenmesiyle olusturulmaya g¢alisilmistir. Kilo fazlahig: ile iliskili dislipidemi
tablosu, IR ve insiilin eksikligi sz konusu oldugunda, yiiksek plazma trigliserit (TG)
konsantrasyonu, diisiik yiiksek-yogunluklu lipoprotein  kolestrol (HDL-C)
konsantrasyonu ve artmis disiik-yogunluklu lipoprotein kolestrol (LDL-C)
partikiilleri konsantrasyonu seklinde karsimiza ¢ikmaktadir (73). Baska ¢alismalar ile
benzer sekilde (143,144), tim gruplardaki ratlarin serum Orneklerinde yapilan
incelemelerde, bu genellemeden farkli olarak DM gruplarindaki HDL-C seviyelerinin
Kontrol gruplarina gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Sadece D28 grubunda
istatistiksel anlamli fark vardir (t-test, p<0.01). Bununla birlikte DM’deki dislipidemi
tablosu ile uyumlu sekilde, deney grubunda yiiksek Kol, TG ve LDL-C degerlerine
rastlanmistir. Bu diger ¢alismalarla uyumludur (132,141,145-147).

Deneysel T2DM olusturulmasinin ardindan tiim hayvanlarin sag mandibular 1.
az1 disleri ¢ekilmistir. Kemikteki iyilesme Mikro-BT ile incelenmistir. Sonuglarimiz

iist keser dislerin ¢ekildigi bir deneysel T2DM c¢alismasiyla (6) benzer sonuglara



sahiptir: BV/TV kontrol grubunda anlamli olarak daha yiiksek, Tb.Sp ve Po(tot)
degerleri ise anlamli olarak daha diisiiktiir. Ayn1 ¢alismada (6) Tb.Th degeri kontrol
grubunda anlamli olarak daha yiiksek ¢ikmisken, bizim ¢alismamizda anlamli farka
rastlanmamistir, ancak calisma sonuglarinda kag¢ giinliik iyilesmede Mikro-BT
degerlendirmesi yapildigi belirtilmediginden, aradaki fark, farkli iyilesme
zamanlarinda goriintii alinmasindan kaynaklanmis olabilir. TIDM rat modelinde, st
1. molar dislerin ¢ekilip 7, 14 ve 21. giinlerde iyilesmenin incelendigi bir ¢alismada
(3) 21. giinde, BV/TV bizim ¢alismamiz ile uyumlu sekilde kontrol grubunda yiiksek
¢cikmistir. Bizim sonuglarimizdan farkli olarak 21. giinde Tb.Sp agisindan anlamli fark
bulunmamigken, Tb.Th kontrol grubunda daha yiiksek ¢ikmistir. Sonuglar arasindaki
farklilik hem Chang ve ark.nin deneyi TIDM modelinde gerceklestirmis olmasindan,
hem de bizim Mikro-BT incelemesini iyilesmenin 28. giliniinde yapmamizdan
kaynaklanmig olabilir. Zhang ve ark. dis ¢ekimi yaptiklari T2DM hastalarinda 0. ve
90. giinlerde aldiklar1 BT goriintiilerinde, kontrol grubuyla kiyaslandiginda soket
genigligi ve derinliginin daha fazla oldugunu raporlamistir. Ayni ¢alismada T2DM
olusturulan domuzlarda dis ¢ekim soketi iyilesmesi Mikro-BT ile degerlendirilmistir
ve T2DM grubunda soket merkezindeki demineralize alanin genisliginin kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu gézlenmistir (148). Geng ratlarda T1DM olusturulan
bir calismada Mikro-BT sonuglarina gére DM olan ratlarin kemik kalitelerinde ciddi
bir bozulma goriilmiistir. TIDM rat modelinde 14 ginliik dis ¢ekim soketi
iyilesmesinin incelendigi bu ¢alismada kontrol grubuna gére bizim sonuglarimizla
benzer sekilde Th.Sp ve bizim sonuglarimizdan farkli sekilde Tb.N degerlerinde
istatistiksel anlamli farklar gozlenmistir (149). Calismamizla igerik olarak benzer
olarak obezitenin kemik iyilesmesi iizerindeki etkilerinin incelenmesi icin tist santral
dislerinden birinin ¢ekildigi bir rat ¢aligmasinda, kontrol grubuyla kiyaslandiginda
deney grubunda kemik alanlarinin dis ¢ekimi sonras1 7inci, 14iincii ve 28inci giinlerde

istatistiksel anlamli sekilde daha az oldugu bulunmustur (150).

OPG ve RANKL kemik metabolizmasinda rol oynayan proteinlerdir. OPG,
RANKUL’a baglanarak RANK baglanmasinin 6niine gecer ve osteoklastogenezi dolayli
olarak engeller (34). Bizim sonuglarimizda kontrol gruplarindaki ratlarda siddetli ve
orta siddette OPG ve RANKL immiinopozitifligi goriiliirken, dis ¢ekim yaralarinda
immiinohistokimyasal incelemelerin yapildigi bir ¢caligmada normal ratlarda OPG’nin

7, 14 ve 2linci giinlerde orta diizeyde immiinopozitiflik verdigi 28. giinden itibaren



ise hafif immiinopozitiflik gosterdigi raporlanmistir, RANKL ise tiim zamanlarda hafif
immiinopozitiflik gdstermistir (151). Insanlarda yapilan bir ¢alismada ise dis ¢ekim
soketi iyilesmesinde OPG ve RANKL’1n zamana bagh olarak arttig1 raporlanmistir
(152). Bu g¢alismada ise tam tersine sitokinlerin immiinpozitiflikleri zamanla

azalmistir.

Yapilan iki derlemede RANKL/OPG oraninin diyabetik durumlarda
periodonsiyumda arttigi sonucuna ulasilmistir (153,154). Benzer sekilde DM’de
serum RANKL/OPG oranlarinin arttig1 gosterilmistir (155-157). Diyabetten bagimsiz
sekilde, artmis bir RANKL/OPG oran1 kemik rezorbsiyonunun molekiiler
mekanizmalarinin halihazirda devam ettigine isaret etmekte olabilir (158). Dolayisiyla
rat dis ¢cekim soketlerindeki iyilesmenin incelendigi ¢alismamizda, deney gruplarina
gore kontrol gruplarinda istatistiksel anlamli olarak daha fazla OPG ve RANKL
immiinopozitifligi ve ayn1 zamanda artmis RANKL/OPG oranlari sasirtici degildir. Bu
sonugclar, halihazirda devam etmekte olan iyilesme siirecinin ve bununla iliskili olarak
kemik deviniminin kontrol gruplarinda, DM gruplarina gére daha aktif olduguna igaret
edebilir ve baska bir ¢alismanin sonuglari da bunu destekler niteliktedir (159).
RANKL/OPG oranlart agisindan C7 ve D7 gruplari arasinda anlamli farka
rastlanmayis1 da yaranin akut fazinda kemik deviniminin her iki grupta da yiiksek
olmasina igaret ediyor olabilir. Bunun yani sira, sitokinlerin serum seviyelerine degil,
bolgesel olarak dis ¢ekim soketi iyilesmesinde immiinopozitifliklerine bakilmasi,
DM’de daha yiiksek olmasi beklenen RANKL seviyesinin, bizim c¢alismamizda
kontrol gruplarinda daha yiiksek ¢ikmasi ile sonuglanmis da olabilir. Kemik kiriklar
olan hastalarin serum OPG ve RANKL seviyelerinin incelendigi bir calismada kiriktan
hemen ve 4 hafta sonrasina kadar anlamli sekilde diisiik RANKL/OPG oranlari
gozlenmistir, ancak kirik bolgelerinde lokal salinim incelenmemistir (160).
Overektomili ratlarin ve baska bir ¢alismada da DM’li ratlarin kemik ve serumlarinda
yapilan incelemelerde kemik ve serum Orneklerinde benzer RANKL/OPG oranlari
gozlenmistir, ancak bunlar yara bolgeleri degil, saglam kemiktir (155,156).
Dolayisiyla lokal (yara bolgesi) ve genel (serum) RANKL ve OPG sonuglarinin
karsilastirildigi calismalara ihtiyag vardir.

Incelenen bir diger protein IL-17’dir. Yara iyilesmesinin akut asamasinda

bolgede yiiksek goriilen IL-17 seviyelerinin zamanla azalmasi beklenir ve azalmadigi



durumlarda yaranin kroniklestigi goriiliir (123). IL-17A-eksik farelerde iyilesmis yara
kapanmasi ve kollajen depozisyonu ve azalmig nétrofil infiltrasyonu gozlenirken, yara
bolgesine uygulanan IL-17A enflamatuar hiicre infiltrasyonunu artirarak yaranin
iyilesmesinin sekteye ugramasina sebep olmustur (161). Obezite ve diyabette yara
iyilesmesinin incelendigi bir ¢alismada da anti-IL-17 uygulamasinin cilt yaralarinin
iyilesmesinde olumlu etkileri oldugu kaydedilmistir (162). Benzer sekilde kronik yara
biyomarkirlar1 ve terapotik hedeflerin IL-17 tizerinden incelendigi bir derlemede, cilt
yara ve hastaliklarinda IL-17’nin olumsuz etkilerinden bahsedilmistir, ancak ayni
derlemede gegen diger ¢alismalarda ratlardaki ligament yaralanmalarma anti-1L-17
uygulamasmin iyilesmeye olan olumsuz etkileri ve yine benzer sekilde IL-17-eksik
farelerde olusturulan kiitanéz yaralarin iyilesmesinin sekteye ugradigi ve IL-17

uygulamasinin yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi de paylasiimistir (123).

IL-17’nin dis ¢ekim soketi iyilesmesinde ya da genel olarak kemik yara
iyilesmesinde incelendigi c¢ok c¢alismaya rastlanmamistir. Akut donemde kemik
iyilesmesine osteblastik differansiyasyonu artirmak gibi (163) olumlu etkilerde
bulunan IL-17, ge¢c donemde osteoblastlardan TNF-o ve RANKL gibi pro-
osteoklastojenik sitokinlerin salinimin1 uyararak kemik kaybi yapar (164).
Calismamizda IL-17’nin C7 grubunda D7 grubuna gore anlamli olarak yiiksek ¢ikmasi
bunu destekler niteliktedir, ancak kontrol grubunda zamanla azalmasi beklenirken C28

grubunda, C14 ile benzer sekilde orta siddette immiinpozitiflik gézlenmistir.

Fare modelinde yapilan bir calismada, IL-17A antikoru uygulamasinin kortikal
kemik yara iyilesmesini olumlu etkiledigi ve baska bir ¢alismada da bifosfanata bagh
osteonekrozda gerileme sagladigi gosterilmistir (165,166). Bizim ¢alismamizda IL-
17°nin immiinopozitifligi zamanla azalmakla birlikte, kontrol gruplarinda DM
gruplarina gore anlamli sekilde daha yogundur. Kontrol grubunun 28inci giin
iyilesmesi ile diyabet grubunun 7inci glin iyilesmesinde benzer IL-17
immiinopozitifligi gézlenmistir. Ancak literatiirde bu sonuclari karsilastirabileceg§imiz
yeterli calisma yoktur. Calismalar genel olarak IL-17’nin cilt yaralanmalarindaki
etkisine odaklanmistir ve bu caligmalardaki sonuglar genel olarak IL-17’nin yara
iyilesmesine olumsuz etkileri oldugunu vurgular nitelikte olsa da tam tersi sonuglara
ulasan arastirmalar da vardir. Birbiriyle ¢elisen bu sonuglar, IL-17nin birgok farkl

degiskene gore farkli sonuclar verebildigine isaret ediyor olabilir. IL-17nin yara



iyilesmesine olan etkileri ile ilgili yorumda bulunabilmek icin yas, cinsiyet,
zamanlama, yara gesitliligi gibi faktorlerin eslestirildigi kontrollii ¢aligmalara ihtiyag
vardir. Kemik yaralanmasinin incelendigi ¢alismamiz sonuglarina gore IL-17’nin dis

¢ekim soketi iyilesmesine olumlu etkilerde bulundugu séylenebilir.

Calismamizda asil incelemek istedigimiz nokta c¢ekim soketlerinde
immiinohistokimyasal olarak Del-1 proteini seviyelerinin ne durumda oldugu idi. Del-
1 ekstraselliiler proteini anjiyogenez fonksiyonu sebebiyle oncelikli olarak kanser
dokularinda incelenmis ve overekspresyonunun tiimor hiicrelerinin apoptozunu
engelledigi ve tiimor vaskiilarizasyonunu artirdigr gozlenmistir (167). Bu da onu,
antianjiyojenik kanser tedavisi ve vaskiilarizasyonun anormal oldugu diger
hastaliklarin tedavisinde hedef alinmaya aday kilmistir (12,168,169). Timor
dokularindan elde edilen Del-1"in osteoklastogenezi ve bunun yol actig1 kemik kaybini
Onleyecegi hipotezini kuran farkli bir ¢alismada Mikro-BT ve histokimyasal
boyamada bu hipotez kanitlanmistir (170). Ancak bu ¢aligmanin gesitli limitasyonlari

oldugu da vurgulanmistir.

Del-1’in bir bagka incelenen 6zelligi anti-enflamatuar etkileridir (171). Hiicre
ve hayvan ¢aligmasinin sonuglarinin paylasildigi bir arastirmada (172) Del-1'in farkli
hiicrelerden salintminin farklt etkileri olduguna vurgu yapilmistir. Endotel hiicreleri
kaynakli Del-1 notrofil aliminin azalmasinda etkiliyken, makrofaj kaynakli Del-1
efferositozda etki gdstermistir. Del-1’in bu ¢ok yonlii islevselliginin, farkli yapisal
alanlara ve bu molekiiliin spatiotemporal ekspresyonuna bagli oldugu savunulmustur.
Bu proteinin DM’de yara iyilesme bozuklugunda etkili olabilecegini anjiyogenez ile
olan iligkisi (12) ve anti-enflamatuar Ozellikleri distindiirmistiir, ¢linkii DM’de
mikrovaskiiler hasar, endotelyal disfonksiyonlar ve enflamasyon tablosu oldugu genel
bilgiler boliimiinde belirttigimiz sekilde birgok ¢alisma ile kaniksanmustir (84,96,97).
Del-1 proteininin hangi dokularda ve hangi sartlarda ne gibi 6zellikler gosterdigini
anlayabilmek i¢in daha gesitli ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir. T2DM modelinde

dis ¢cekim soketlerinin iyilesmesindeki rolii, bilgimiz dahilinde, incelenmemistir.

Obezite ve T2DM ile iliskili olarak incelendiginde, Del-1 proteininin
obezitede, kontrol grubuna gore daha az salgilandig1 gozlenmistir. Egzersiz yapmak
ise salintmlarimi artirmistir (173). Bu ¢alismanin iizerine yiiksek yagl diyetle beslenen

farelerde ve ayr1 olarak fare iskelet kas1 hiicre hattinda yapilan bir ¢aligmada uygulanan



Del-1’in IR’yi azalttig1 gosterilmistir (174). Bu sonuglar Del-1’in DM’de incelenmesi
gereken bir protein olduguna isaret etmektedir. Bizim ¢alismamizda rat dis ¢ekim
soketlerinden aldigimiz kesitlerde yaptigimiz immiiniihistokimyasal analizde Del-1
proteininin immiinpozitifliginin kontrol grubuna goére anlamh sekilde daha az oldugu
bulunmustur ve zaman gectikge seviyesi azalmigtir. Bu da Del-1’in yukarida
bahsedildigi gibi DM ile olan iliskisine isaret etmektedir ve osteoklastogenezi 6nleme

(170) etkisi ile de uyumludur.

Del-1 ve IL-17’nin dengeli ¢calismasinin immiin sistem homeostazi i¢in 6nemli
oldugu disiiniilmektedir (175). Periodontitis, diyabet, IL-17 ve Del-1 tiikiiriik
seviyelerinin; periodontal olarak saglikli hastalar, kronik periodontitisli hastalar,
periodontal olarak saglikli ve DM igin ila¢ kullanan hastalar, kronik periodontitisli ve
DM ig¢in ilag kullanan kontrollii DM hastalar1 ve kronik periodontitisli ve kontrolsiiz
DM’li hastalar tizerinde yapilan bir ¢alismada kontrol grubuna gére periodontitis ve
DM’nin bir arada oldugu ya da sadece kronik periodontitisin oldugu hastalarda,
istatistiksel anlamli olarak daha diisiik Del-1 ve daha yiiksek IL-17 degerleri
gozlenmistir ve Del-1 ile IL-17 arasinda negatif korelasyona rastlanmistir (176).
Benzer bagka bir ¢alismada da tiikiiriik Del-1 ve IL-17 oranlar1 arasinda negatif
korelasyon goriilmiis ve DM grubunda Del-1 seviyesi diisiik, IL-17 seviyesi yliksek
gozlenmistir  (177). Baska c¢alismalar da IL-17 ve Del-1’in birbirlerinin
ekspresyonlarin1 downregiile ettigini géstermektedir (178-180). Del-1 proteini ile zit
olarak caligan IL-17 proteininin DM’de saliniminin arttigi da raporlanmigtir (181).
Del-1 bizim g¢alisma sonuglarimizda da kontrol grubunda daha yiiksek gbézlenmistir,
fakat 1L-17 de benzer sekilde kontrol grubunda yiiksektir ve birbirleri arasinda negatif
korelasyona rastlanmamistir. Bunun bir¢ok sebebi olabilir. Ilk olarak akla gelen ise,
inceleme yapilan 6rnegin, zamanlamanin ve inceleme metodunun farkli olusudur.
Bizim calismamizda ratlarda dis ¢ekim soketi iyilesmesinde immiinohistokimyasal
inceleme yapilmis olmasi ile insan tlikiiriik orneginde ELISA ¢alisilmis olmasi

caligmalar arasi1 bu sitokinlerin seviyelerini karsilagtirmamizi zorlastirmaktadir.

Shin ve ark.nin deneysel periodontitis olusturulan maymun modelinde yaptigi
calismada periodontitis olusturulan dislerin palatinal gingivalarima Del-1
uygulamasinin OPG ve RANKL iizerindeki etkileri gingiva ve kemik biyopsi

orneklerinde immiinohistokimyasal analiz ile incelenmistir ve Del-1 uygulamasinin



RANKL ekspresyonunu azalttigt ve OPG ekspresyonunu artirdigt raporlanmistir
(179). Bu sonug bizim ¢aligmamiz ile uyumludur, ¢iinkii Del-1 ile OPG ve RANKL
ile IL-17 pozitif korele bulunmustur.
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SONUC VE ONERILER

1.

Iki haftalik yagl diyet sonrasi diisiik doz STZ uygulamasmin T2DM
Ozelliklerini gosteren bir model oldugu bu gruplardaki obezite tablosu ve
yiiksek HOMA-IR degerleri ile gosterilmistir.

Kilo fazlalig ile iligkili dislipidemi tablosu, IR ve insiilin eksikligi s6z konusu
oldugunda, yiiksek TG konsantrasyonu, diisik HDL-C konsantrasyonu ve
artmis LDL-C partikiilleri konsantrasyonu seklinde karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
genellemeden farkli olarak bizim g¢alisma sonuglarimizda DM gruplarindaki
HDL-C seviyelerinin kontrol gruplarina gore daha yiiksek oldugu gézlenmistir.
Bununla birlikte DM’deki dislipidemi tablosu ile uyumlu sekilde, deney
grubunda yiiksek Kol, TG ve LDL-C degerlerine rastlanmistir.

Mikro-BT analiz sonuglarina gore BV/TV, Tb.Sp ve Po(tot) degerleri D28
grubunda C28 grubuna gore istatistiksel anlamli sekilde daha diisiik
bulunmustur. Bu sonuglar DM’nin kemik iyilesmesini olumsuz etkiledigini
gostermektedir.

Immiinohistokimyasal incelemede dis ¢ekimi sonras1 beklenen giin sayilari esit
olan gruplarin ikili karsilastirilmasinda tiim proteinler agisindan kontrol
gruplart DM  gruplarindan  istatistiksel —anlamli  sekilde  yiiksek
immiinopozitiflik vermistir.

OPG ve RANKL immiinopozitiflikleri incelendiginde; deney gruplarina gore
kontrol gruplarinda istatistiksel anlamli olarak daha fazla OPG ve RANKL
immiinopozitifligi ve ayni zamanda artmis RANKL/OPG oranlar
gozlenmistir. Bu sonuglar, halihazirda devam etmekte olan iyilesme siirecinin
ve bununla iligkili olarak kemik deviniminin kontrol gruplarinda, DM
gruplaria gore daha aktif olduguna isaret edebilir.

IL-17’nin C7 grubunda D7 grubuna gore anlamli olarak ytliksek c¢ikmustir,
ancak kontrol grubunda zamanla azalmasi beklenirken C28 grubunda, C14 ile
benzer sekilde orta siddette immiinpozitiflik gézlenmistir. Literatiirde genel
olarak IL-17’nin cilt yaralanmalarindaki etkisine odaklanan c¢aligmalara
rastlanmistir ve bu calismalardaki sonuglar genel olarak IL-17’nin yara
tyilesmesine olumsuz etkileri oldugunu vurgular nitelikte olsa da tam tersi

sonuclara ulasan arastirmalar da vardir. Birbiriyle ¢elisen bu sonuglar, IL-



17°nin birgok farkli degiskene gore farkli sonuglar verebildigine isaret ediyor
olabilir. IL-17°nin yara iyilesmesine olan etkileri ile ilgili yorumda
bulunabilmek i¢in yas, cinsiyet, zamanlama, yara ¢esitliligi gibi faktorlerin
eslestirildigi kontrollii c¢alismalara ihtiya¢ vardir. Kemik yaralanmasinin
incelendigi c¢aligmamizin sonuglarina gore IL-17’nin dis ¢ekim soketi
iyilesmesine olumlu etkilerde bulundugu sdylenebilir.

Immiiniihistokimyasal analizde Del-1 proteininin immiinpozitifliginin kontrol
grubuna gore anlamli sekilde daha az oldugu bulunmustur ve zaman gegtikce
seviyesi azalmistir. Bu sonug, Del-1’in osteoklastogenezi dnleme etkisi ile
uyumludur ve ayni zamanda Del-1’in DM’de incelenmesi gereken bir protein
olduguna isaret etmekte ve DM’ye bagli yara iyilesme bozukluklarinda Del-1
proteinini tipki kanser tedavilerinde oldugu gibi hedef alinmaya aday
kilmaktadir.

Literatiirde IL-17 ve Del-1’in birbirlerinin ekspresyonlarint downregiile
ettiklerini gdsteren ¢alismalar vardir, fakat bizim ¢alisma sonuglarimizda bu
sekilde bir negatif korelasyona rastlanmamustir. Bunun sebebi inceleme
yapilan 6rnegin, zamanlamanin ve inceleme metodunun farkli olusu olabilir.
Diyabette farkli yara modellerinde Del-1 ve IL-17 proteinlerinin incelendigi ve
rekombinant olarak uygulanmasinin sonuglarinin arastirildigi  kontrollii

calismalara da ihtiyag vardir.
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