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Deneysel Olusturulan Diyabet ve Periodontitiste Propolisin Alveoler Kemik Yikimi
ve Plazma Sitokin Diizeyine Etkisi
Ciineyt Asim ARAL
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Periodontoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi, Aralhik 2012
Damisman: Yrd. Doc. Dr. Servet KESIM

KISA OZET
Periodontitis ve diabetes mellitusun ikisi de sistemik inflamasyona neden olabilen
inflamatuar hastaliklardir ve karsilikli olarak birbirlerinin siddetini etkileyebilirler. Bu
caligmanin amaci ratlarda ligatiirle olusturulmus periodontitis ve / veya streptozotosin
ile olusturulmus diyabetin ve sistemik propolis tedavisinin: 1) plazma IL-13, TNF-a ve
MMP-8 seviyelerine; 2) ve alveolar kemik kaybi, kilo kayb1 ve kan glukoz diizeylerine

etkilerini incelemektir.

Hayvanlar esit sayida 7 deney grubuna ayrilmistir: 1) Negatif-Kontrol (NK), 2)
Periodontitis (P), 3) Diyabet (D), 4) Diyabet + Periodontitis (DP), 5) Periodontitis +
Propolis 100 mg/kg (P100), 6) Diyabet + Propolis 100 mg/kg (D100), 7) Diyabet +
Periodontitis + Propolis 100 mg/kg (DP100). Periodontitis maksiller 1. molar dislere
ligatiir yerlestirilmesiyle, diyabet ise streptozotosin enjeksiyonu ile olusturuldu. 21.
giinde plazma elde edilerek sitokin ve MMP-8 seviyelerinin incelenmesi i¢in ELISA

analizi yapildi. Alveolar kemik kaybinin 6l¢iimii i¢in histomorfometrik analiz kullanildi.

NK grubuna kiyasla tiim gruplarda daha fazla alveolar kemik kaybi izlendi (p < 0.05).
DP grubu D grubuna (p < 0.05) ve P grubuna (p > 0.05) kiyasla daha fazla kemik kayb1
gosterdi. P100 ve DP100 gruplar arasinda fark bulunmazken (p > 0.05), her iki grupta
da D100 grubuna gore daha fazla kemik kaybi1 gbzlendi (p < 0.05). Tedavi olan ve
olmayan gruplarda kemik kaybi acisindan anlamli fark sadece P ile P100 gruplari
arasinda izlendi (p < 0.05). DP ve D gruplarinin kan glukoz diizeyleri P grubuna gore
daha yiiksekti (p < 0.05) ve tedavi gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi
(p > 0.05). Plazma IL-1B, TNF-a ve MMP-§8 seviyeleri gruplar arasinda istatistiksel
anlaml fark gostermedi (p > 0.05). Deney siiresince izlenen kilo kaybi ile plazma TNF-

a arasinda korelasyon bulundu (r=-0.275, p=0.040).



Vii

Deneysel olusturulan periodontitis ve diyabette plazma IL-1p ve MMP-8 seviyeleri
deney gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli degisiklik izlenmedi. Plazma TNF-a
seviyeleri gruplar arasinda anlamli fark olusturmazken, streptozotocin ile olusturulmus
kontrolsiiz diyabette goriilen kilo kaybi ile ters korelasyon gosterdi. Propolis tedavisi
ligatiirle olusturulan periodontitiste goriilen alveoler kemik kaybini azaltti, fakat sadece
streptozotocin ile olusturulan diyabette (D grubu) goriilen periodontal kemik kaybina

etki gostermedi.

Anahtar Kelimeler: Periodontitis; diabetes mellitus; alveolar kemik kaybi; sitokin;

matriks metalloproteinaz-8; propolis
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The Effects of Propolis on Plasma Proinflammatory Cytokine Levels and Alveolar
Bone Loss in Experimental Periodontitis and Diabetes Mellitus
Ciineyt Asim ARAL
Erciyes University, Institute of Health Sciences
Department of Periodontology
Doctorate Thesis, December 2012
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Servet KESIM

ABSTRACT
Periodontitis and diabetes mellitus are both inflammatory diseases that can contribute to
systemic inflammation and may reciprocally affect the severity of the other. The aim of
this study was to evaluate the effects of ligature-induced periodontitis and / or
streptozotocin-induced diabetes and systemic anti-inflammatory propolis treatment on
1) plasma levels of IL-1B, TNF-a and MMP-8; 2) and alveolar bone loss, weight loss

and plasma levels of glucose.

Fifty-six Wistar rats were divided equally into seven groups: 1) Negative-Control (NC),
2) Periodontitis (P), 3) Diabetes (D), 4) Diabetes + Periodontitis (DP), 5) Periodontitis +
Propolis 100 mg/kg (P100), 6) Diabetes + Propolis 100 mg/kg (D100), 7) Diabetes +
Periodontitis + Propolis 100 mg/kg (DP100). Periodontitis was induced by ligature
placement and diabetes was induced by streptozotocin injection. On day 21 plasma was
obtained for analysis using ELISA. Alveolar bone loss was evaluated using

histomorphometric analysis.

All groups showed significantly more alveolar bone loss compared to NC (p < 0.05).
DP showed greater bone loss compared to D (p < 0.05), and P (p > 0.05). There was no
statistically difference between P100 and DP100 (p > 0.05) and they showed
significantly more bone loss compared to D100 (p < 0.05). A significant difference in
bone loss was found only between P100 and P (p < 0.05) between treatment and non-
treatment groups. DP and D showed greater blood glucose values compared to P (p <
0.05) and there were no significant differences between treatment groups (p > 0.05).
Plasma IL-1B, TNF-a and MMP-8 levels were not significantly different between
groups (p > 0.05). A correlation was found between weight change and TNF-a (r=-
0.275, p=0.040).



Plasma IL-1f and MMP-8 levels showed no statistically significant changes in
experimental periodontitis and diabetes. Plasma TNF-a showed no statistically
significant changes among groups, however there was a negative correlation between
plasma TNF-a levels and weight loss that was seen at the onset of uncontrolled diabetes
mellitus. Propolis treatment reduced alveolar bone loss in ligature induced periodontitis,
however did not affect alveolar bone loss that was seen in streptozotocin-induced

diabetes mellitus.

Key Words: Periodontitis; diabetes mellitus; alveolar bone loss; cytokines; matrix

metalloproteinase-8; propolis
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1. GIRIS ve AMAC

Periodontitis; etkilenen bireyde periodontal cep formasyonu, klinik atagsman kaybi ve
kemik yikimiyla karakterize en yaygin goriilen enfeksiyoz ve inflamatuar hastaliklardan
birisidir (1). Periodontitiste goriilen yumusak ve sert doku kaybinin sebebi, patojen
bakteriyel plaga karsi konagin immiino-inflamatuar yanitinin asir1 aktiflesmesinden

kaynaklandig ifade edilmektedir (2).

Diabetes mellitus insiilin saliniminda, insiilin direncinde veya her ikisinde bozulma
sonucu hiperglisemiyle karakterize olan bir sistemik hastaliktir. Tip 1 diyabet,
pankreasin B-hiicrelerinin otoimmiin yikimi sonucu olusur. Tip 2 diyabet ise insiilin
molekiillerindeki defektten veya eksikliginden ziyade hiicre reseptorlerindeki
degisiklige bagli olarak insiilin fonksiyonundaki bozukluklardan kaynaklanir (3).
CDC'nin (Centers for Disease Control and Prevention) 2010 veritabanina gére ABD'de
toplumun % 8.3 iinii olusturan yaklagik 25.8 milyon birey diabetes mellitustan
etkilenmistir ve bunlarin % 27 si teshisi konulmamus, kontrolsliz vakalardan
olugmaktadir (4, 5). Periodontal hastalik, diabetes mellitusun, retinopati, nefropati,
noropati, makrovaskiiler hastaliklar ve yara iyilesmesinde bozulma gibi

komplikasyonlarin ardindan 6. komplikasyonu oldugu bilinmektedir (6).

Periodontal hastalik ve diabetes mellitus kronik inflamatuar hastaliklardir ve
inflamasyon her ikisinin de patogenezlerinde 6nemli rol oynar (7). Diyabete bagh
sitokin dengesizligin patogenezi hala ac¢iklifa kavusmamistir (8). Ayrica deneysel
periodontitis olusturulmasinda farkli modellerin hem lokal, hem de sistemik sitokin

tiretimine etkilerini anlamak icin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (9).

Propolis 300 farkli bilesikten olusan kompleks bir karigimdir (10). Oldukca zengin
biyolojik 0Ozelliklerinden dolayr bilimsel arastirmalarda dikkatleri tizerine c¢eken
propolisin anti-inflamatuar ve immiino-modiilatér (11) ve kemik rezorpsiyonunu
onleyici (12) etkileri gdsterilmistir. Konak modiile edici ajanlarin tedaviye ek olarak
kullanilmasi tedavi yanitinin Ongoriilebilirligini artirabilir ve hastaligin ilerlemesini

yavaslatabilir.



Bu c¢alismanin amaci ratlarda ligatiirle olusturulmus periodontitis ve / veya
streptozotosin ile olusturulmus diyabetin ve sistemik propolis tedavisinin: 1) plazma IL-

1B, TNF-a ve MMP-8 seviyelerine; 2) ve alveolar kemik kaybi, kilo kayb1 ve kan

glukoz diizeylerine etkilerini incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1.PERIODONTAL HASTALIK

Periodontitis; etkilenen bireyde periodontal cep formasyonu, klinik atasman kaybi ve
kemik yikimiyla karakterize en yaygin goriilen enfeksiydz ve inflamatuar hastaliklardan
birisidir (1). Periodontitiste goriilen yumusak ve sert doku kaybinin sebebi, patojen
bakteriyel plaga karst konagin immiino-inflamatuar yanitinin asir1 aktiflesmesinden

kaynaklandig ifade edilmektedir (2).

2.1.1.Periodontal Hastaliklarin Siniflandirilmasi

Periodontal dokular1 ilgilendiren hastalik smiflandirmasit 1999 yilinda Amerikan

Periodontoloji Akademisi tarafindan su sekilde diizenlenmistir (13, 14)

A. DIS ETi HASTALIKLARI
a. Plaga Bagh Diseti Hastaliklar1
i. Yalnizca Plaga Bagl Gingivitisler
ii. Sistemik Faktorlerle Modifiye Edilen Gingivitisler
1. Hormonal Durumla Ilgili Olanlar
a. Puberte Gingivitisi
b. Mensturasyon Dénemi ile Birlikteki Gingivitis
c. Gebelik
1. Gebelik Doneminde Gdzlenen Gingivitis
ii. Gebelik Doneminde Gozlenen Piyojenik
Grantiloma
d. Diabetes Mellitus ile Birlikteki Gingivitis
2. Kan Hastaliklar ile Ilgili Olanlar
a. Losemi ile Birlikteki Gingivitis
iii. Ilaglarla Modifiye Edilen Gingivitisler
1. ilaca Bagh Diseti Hastaliklart
a. llaca Bagh Diseti Biiyiimeleri
b. Ilaca Bagl Gingivitisler
iv. Yanlis Beslenme ile Modifiye Edilen Gingivitisler
1. Askorbik Asit Eksikligi



b. Plaga Bagli Olmayan Diseti Hastaliklar
1. Spesifik Bakteriyel Kaynakli Diseti Hastaliklar
1. Neisseria gonorrhea ile Birlikteki Lezyonlar
2. Treponema pallidum ile Birlikteki Lezyonlar
3. Streptokoklar ile Birlikteki Lezyonlar
4. Digerleri
ii. Viral Kaynakli Diseti Hastaliklar
1. Herpes Viriis Enfeksiyonlari
a. Primer Herpetik Gingivostomatitis
b. Rekiirrent Oral Herpes Lezyonlari
2. Varicella-Zoster Enfeksiyonlari
3. Digerleri
iii.  Fungal Kaynakli Diseti Hastaliklar
1. Candida Enfeksiyonlari
a. Generalize Gingival Candidiasis
2. Linear Gingival Eritem
3. Histoplasmosis
4. Digerleri
iv. Genetik Kokenli Digeti Lezyonlar1
1. Herediter Gingival Fibromatosis
2. Digerleri
v. Sistemik Hastaliklarin Diseti Yansimalari
1. Miikéz Membrandaki Degisiklik Olusturanlar
a. Liken Planus
b. Pemfigoidler
1. Billoz Pemfigoid
i1. Miik6z Membran Pemfigoidi
Pemfigus Vulgaris

/e ©°

Eritema Multiforme
e. Lupus Eritematosus
f. Ilaglarmn Yan Etkileri
g. Digerleri

2. Allerjik Reaksiyonlar



Vi.

a. Restoratif = Dis  Hekimliginde  Kullanilan

Malzemeler
1. Civa
ii. Nikel
iii.  Akrilik

iv. Digerleri
b. Reaksiyon Olusturan Diger Malzemeler
1. Dis Macunu
i1. Agiz Gargarasi
iii. Sakizlarda Kullanilan Malzemeler
iv. Digerleri

Travmatik lezyonlar

1. Kimyasal
2. Fiziksel
3. Termal

B. KRONIK PERIODONTITIS
C. AGRESIF PERIODONTITIS

a. Lokalize Agresif Periodontitis

b. Generalize Agresif Periodontitis

D. SISTEMIK HASTALIKLARLA BIRLIKTEKI PERIODONTITISLER

a. Kan Hastaliklariyla Birlikte Gortilen Periodontitisler

L.

ii.

Kazanilmis Notropeniler

Losemiler

b. Genetik Hastaliklarla Birlikte Gorilen Periodontitisler

1.

ii.
1i1.
1v.
V.
Vi.
Vii.
Viil.

iX.

Ailevi ve Siklik Notropeniler
Down Sendromu

Lokosit Adezyon Eksikligi
Papillon-Lefevre Sendromu
Chediak-Higashi Sendromu
Histiositozis Sendromlari
Glikojen Depo Hastalig
Infantil Genetik Agraniilositozis

Cohen Sendromu



X.

X1.

Ehlers-Danlos Sendromu

Hipofosfatazi

E. NEKROTIZAN PERIODONTAL HASTALIKLAR

a. Nekrotizan Ulseratif Gingivitis

b. Nekrotizan Ulseratif Periodontitis

F. APSELER

a. Diseti Apsesi

b. Periodontal Apse

c. Perikoronal Apse

G. ENDODONTIK LEZYONLARLA BIRLIKTEKI PERIODONTITISLER

a. Kombine Periodontal - Endodontik Lezyonlar
H. GELISIMSEL VEYA KAZANILMIS DEFORMITE VE DURUMLAR
a. Gingival veya Periodontal Hastaliga Karsi Modifiye veya Predispoze
Eden Lokalize Digsel Faktorler

1.
il.
1il.

1v.

Dislerdeki Anatomik Faktorler
Dental Uygulamalar
Kok Kiriklart

Servikal Kok Rezorpsiyonlar: ve Sement Yirtilmalart

b. Disler Cevresindeki Mukogingival Deformite ve Durumlar

i.
ii.
iii.
1v.

V.

Vi.

Diseti Cekilmesi
Keratinize Diseti Yetersizligi
Gingival Atagsmanin Azalmasi
Dil veya Dudak Frenilumunun Anormal Lokalizasyonu
Diseti Biiylimesi
1. Pseudo Cep
2. Diseti Kenarinin Diizensizligi
3. Diseti Hiperplazisi

Anormal Boyanma

c. Dissiz Bolgelerdeki Mukogingival Deformite ve Durumlar

1.
11.
iil.

1v.

Vertikal ve / veya Horizontal Alveoler Kret Kaybi
Keratinize Diseti Yetersizligi
Diseti Biiylimeleri

Dil veya Dudak Frenilumunun Anormal Lokalizasyonu



v. Vestibiiler Derinligin Azalmasi
vi. Anormal Boyanma

d. Okluzal Travma
1. Primer Okluzal Travma

il. Sekonder Okluzal Travma

2.1.2.Periodontal Hastaligin Patogenezi

Periodontitis patogenezinin ilk modeli non-spesifik plak hipotezi (15), bakterilerin
periodontal hastaliga neden olduklari tezi iizerine kurulmustur (16). ilk modelin ortaya
atilmasindan gilinlimiize kadar yapilan arastirmalar yeni modellerin olusturulmasina yol
agmistir. Son olarak 1997°de ileri siiriilen goriise gore, konaga ait immiino-inflamatuar
mekanizmalar bakteri iirlinleri tarafindan aktive edilirler. Bu sekilde uyarilan konak
cevabr diseti cebindeki mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelleyebilmek ig¢in
polimorfoniikleer I6kosit ve antikor aktivasyonunu saglar. Ayrica, sitokinler,
prostanoidler ve matriks metalloproteinazlar da konak savunmasi tarafindan aktive
edilerek inflamatuar siirece katilirlar. Bu aktivasyon sonucunda hastaligin klinik

goriinlimiiniin ortaya ¢ikmasina neden olan bag dokusu ve kemik yikimi meydana gelir.

Enflamatuar siirecin baglangicindan itibaren dis etinde goriilen histo-patolojik

degisiklikler su sekilde agiklanabilir (17-24) :

Disler temizlendikten kisa bir siire sonra dis ylizeyi tiikiiriikkte bulunan glikoprotein
icerikli pelikilla kaplanir. Birkag¢ saat icinde Gram (+) fakiiltatif aerob bakterilerin, dis
yiizeyindeki pellikila tutunarak kolonize oldugu goriiliir.

IIk kolonize olan bakteriler Streptococcus sanguis ve Actinomyces viscosus 'tur.
Bakterilerin say1 ve gesitliliginde artisla olusan biyofilm tabakada zaman i¢inde Gram (-
) flora baskin hale gelir. Porphyromonas gingivalis, Fusabacterium nucleatum ve
Prevotella intermedia gibi diger bakterilere baglanabilen tiirlerin de katilmasiyla

sekonder kolonizasyon baslar ve plak maturasyonu tamamlanir.

Eger bu asamada plak uzaklastirilmazsa, disetinde inflamasyonun belirtileri goriillmeye
baslar. Bazi bireylerde lezyonlar digeti kenarinda sinirli kalirken, duyarli bireylerde

inflamasyon, periodonsiyumun derinlerine ilerler. Bu durum periodontal hastaligin



yayillim ve siddetinin, konagin viriilans faktorlerine olan cevabiyla iliskili olduguna

isaret etmektedir.

Gingival dokulara yakin dis yiizeyinde plak formasyonu, oral sulkiiler ve birlesim
epiteli hiicrelerini enzimler, metabolik artiklar ve kolonize bakterilerin yiizey
komponentleriyle kars1 karstya getirir. Mikrobiyal iiriinler tarafindan epitel hiicrelerinin
uyarilmasi ile proinflamatuar sitokinler ve inflamasyonun diger kimyasal mediyatorleri
ortama salmir. Bu mediyatorler, gingival dokularda inflamatuar cevap olusumunu

tetiklemektedir.

Plak birikimini takiben 24 saat i¢inde birlesim epiteline yakin mikrovaskiiler pleksusta
histopatolojik degisiklikler baslar. Arteriol, kapiller ve veniillerde genisleme sonucu
artan basing, endotel hiicreleri arasindaki mesafe artisina yol acar. Vazoaktif aminler ve
prostaglandinlerin etkisiyle meydana gelen damar gegirgenligindeki artis sonucu,
dokuya s1v1 ve proteinlerin ge¢isi olur. Lezyon genisledik¢e meydana gelen diseti olugu
stvist (DOS) artistyla, doku ve diseti olugunda bulunan mikroorganizma ve tirlinlerini
uzaklagtirmak amaclanir. Plak gelisiminden sonra 2-4 giin i¢inde gelisen baslangic

lezyonunda damarsal degisiklikler ile gingival sulkusa l6kosit go¢ii gozlenir.

Plak birikiminden 4-7 giin sonra goriilen erken lezyonda histolojik olarak birlesim
epiteline yakin damarlarda genisleme hala vardir. Fakat daha fazla kapiller yatak olaya
katilmistir. Bu asamada diseti bag dokusunda polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) ve
lenfositler baskindirlar, ek olarak ¢ok az sayida plazma hiicresi de bulunur. Lezyonda
fibroblast dejenerasyonu ve kollajen yikimi ile daha fazla 16kosit i¢in yer olusturulur.
Bu asamada, disetinde kizariklik, sislik ve hafif sondalamada kanama gibi gingivitisin

klinik belirtileri artik gozle goriilebilmektedir.

Plak birikiminden sonra 7-21 giin i¢inde gelisen yerlesmis lezyonda, plazma hiicreleri
baskindir. Bu hiicreler, esas olarak bag dokunun koronalinde ve damarlarin ¢evresinde
bulunur. Plazma hiicrelerinden iiretilen antikorlarin, mikroorganizma agregasyonu,
bakterilerin epitele adezyonunu onleme, komplemanla birlikte bakteri lizisinde gorev
alma ve fagositozda opsonizasyonu saglama gibi fonksiyonlar1 vardir. Antikor

cevabinin yeterli olmasi periodontitise diren¢ agisindan biiyiilk 6nem tagimaktadir.



Digeti bag dokusunda %70’e varan kollajen kaybi, lateral ve apikal yonde devam
etmektedir. Epitelyal atagsmanin apikale go¢ii sonucunda cep formasyonu meydana gelir.
Yer yer {ilserasyonlarin da goriildiigii cep epitelinin gecirgenligi yiiksek oranda

artmustir.

Yerlesmis lezyon ilerlemeden aylarca hatta yillarca stabil kalabilir. Baz1 bireylerde ise
daha aktif hale gecerek ilerlemis lezyona doniislir. Bu devrede infiltratin apikale dogru
ilerlemesiyle, kemik dokusunda rezorpsiyon baslar. Olusan bosluk vaskiiler yapilardan
zengin ve Yyiiksek oranda antikor {iireten plazma hiicrelerini igeren graniilasyon
dokusuyla isgal edilir. Cep epiteline komsu alanlarda kollajen yikimi devam ederken
uzak alanlarda fibrozis goriiliir. Inflamatuar hiicre infiltratinda bulunan bir¢ok hiicrenin
irettigi yikic1 enzimler ve sitokinler direk veya indirekt bag doku ve kemik yikiminda
rol oynamaktadir. Plak uzaklastirllamazsa, mikroorganizmalarin enzim ve
metabolitlerine karsi konak cevabi devam eder. Periodontal cepte derinlesme, kemik ve
periodontal ligament yikiminda artis sonucu disi destekleyen dokularin ortadan

kalkmasiyla dis kaybedilir.

Enflamatuar siirecte dis etinde goriilen immiinolojik degisiklikler su sekilde

acgiklanabilir:

Mikrobiyal {iriinler tarafindan epitel hiicrelerinin uyarilmasi ile proinflamatuar sitokinler
ve inflamasyonun diger kimyasal mediyatorleri ortama salinir. Bu mediyatorler,

gingival dokularda inflamatuar cevap olusumunu tetiklemektedir.

Gingival sulkustan bag dokusuna gecen ilk bakteriyel iiriinler, aminler, hidrojen siilfiir
gibi diisiik molekiiler agirlikli  olanlardir. Bu molekiiller, birlesim epitelinin
gecirgenligini  arttirarak, yiiksek molekiil agirlikli  bakteriyel antijenler ve

lipopolisakkaritlerin (LPS) dokuya girisini saglarlar.

LPS gibi bakteriyel iiriinler ve Interlokin-1 (IL-1), Interlokin-6 (IL-6) ve Tiimor
nekrotizan faktor-o (TNF-o) gibi proinflamatuar sitokinler damar endotelinden ve
dolasimdaki inflamatuar hiicre yiizeylerinden adezyon molekiillerinin salinimini aktive
eder. E-selektin ve (Intercellular Adhesion Molecule 1) (ICAM-1) gibi adezyon

molekiillerinin yonlendirmesiyle, damarlardan 6nce nétrofillerin yani PMNL’lerin,
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takiben monosit ve lenfositlerin gingival sulkusa ve diseti bag dokusuna dogru

kemotaktik gecisi artar.

Kemotaktik faktorler, mikrobiyal protein ve peptitlerin yani sira, kemokinler (IL-8 vb),
PMNL firiinleri (I6kotrien B4 vb) ve kompleman sistem komponentleri (C5a vb) gibi
konak kaynakli molekiillerdir. PMNL’ler gingival sulkusta yiiksek sayilara ulastiginda

ve bakteri fagositozuna basladiginda kompleman ve antikorlarca desteklenir.

Makrofajlar bakteri ve {iriinlerini ortadan kaldirmanin yani sira gingival sulkusta dlen ve
O0lmekte olan PMNL’leri ve {riinlerini de fagosite ederler. Boylece PMNL
degraniilasyonu sonucu, enzimlerinin ortama kontrolsiiz salinimi engellenmis olur.
Makrofajlar, antijenlerin taninmasi, immiin cevabin olugmast ve proinflamatuar

sitokinlerin sentezi gibi fonksiyonlara sahiptirler.

B ve T lenfositlerin immiin fonksiyonlar1 diseti bag dokusunda makrofajlarin antijen
sunumu ile gerceklesmektedir. Lenfositler, bag dokuda kalarak fonksiyonlarini
stirdiirebilmek i¢in CD44 reseptorlerini ve c¢ok sayida doku adezyon molekiiliinii
eksprese ederler. T lenfositleri tarafindan, sitokinler veya hiicre-hiicre kontagi yoluyla
uyarilan B lenfositler, klonal ekspansiyon sonucunda plazma hiicrelerine doniistirler ve
antikor iiretimine baslarlar. T lenfositler, hiimoral cevaba yardimci olur ve mikrobiyal

antijene kars1 hiicresel cevabi olustururlar.

2.1.3.Sitokinler ve Mediatorler

Cesitli hiicre tipleri tarafindan iretilen ve salgilanan polipeptidler olan sitokinler,
inflamasyon, hiicre biiyiimesi, iyilesmesi ve yaralanmaya kars1 sistemik yaniti da i¢ine
alan bagisiklik ve inflamatuar olaylar1 diizenlerler. Sitokinlere baslangicta, sadece
lenfositlerin kaynagi oldugu sanildigindan lenfokin adi verilmistir. Daha sonra
monositlerin de bu faktorleri iirettigi anlasilmis ve monokin ismi kullanilmistir. Bugiin
bu mediatdrlerin sadece lenfoid hiicreler tarafindan salgilanmadig1 goriilmiis ve sitokin

ismi daha ¢ok kullanilmaya baslanmstir.

Sitokinler ¢ok genis bir protein grubu olmakla birlikte bu molekiillerin ortak bircok
ozellikleri vardir (25, 26).



11

Sitokinler dogal ve kazanilmis immunitenin efektor fazinda dretilirler ve
bagisiklik ve inflamatuar yanitlarin olusmasini ve diizenlenmesini saglarlar.
Dogal bagisiklikta lipopolisakkarid gibi mikrobik {irlinler mononiikleer
fagositleri direkt olarak uyararak kendi sitokinlerini salgilatirlar. T hiicrelerinden
salgilanan sitokinler antijenlerin taninmasiyla tiretilirler.

Sitokin salinimi kisa, kendini sinirlayan bir olgudur. Genel olarak sitokinler
onciil molekiiller olarak depolanmazlar ve sentezleri yeni gen tranksripsiyonu ile
baslatilir. Bu transkripsiyonel aktivasyon genellikle gegici olup, sitokinleri
kodlayan mRNA'lar stabil degildir. Bu nedenle sitokin salinimi gegicidir ve
sitokinler bir kez sentezlendiginde hizla salinirlar.

Sitokinler bir¢cok farkli hiicre tiplerine etki ederler. Bu 6zellige "pleiotropizm"
denir.

Sitokinlerin ayn1 hedef hiicrede farkli bir ¢ok etkileri vardir. Baz1 etkiler aym
anda meydana gelirken, bazi etkiler farkli zaman araliklariyla olusabilir
(dakikalar, saatler, giinler).

Sitokinler diger sitokinlerin sentezini etkiler; ikinci, iiglincii sitokin, birinci
sitokinin biyolojik etkisine ortam hazirlayabilir.

Sitokinler genellikle diger sitokinlerin fonksiyonlarini etkilerler. Iki sitokin
birbirini antagonize eder veya destekleyici etki gosterebilir. Ya da bazi
durumlarda sinerjistik etki gosterebilirler.

Sitokinler, diger polipeptid hormonlarda oldugu gibi hedef hiicrenin yiizeyindeki
0zel membran reseptorlerine baglanarak etkilerini baglatirlar. Bu reseptorler
transmembran proteinler olup, ekstraselliiler etkileri vardir ve 6zel olarak
sitokinleri ve biiylime faktorlerini tanir ve baglarlar.

S6z konusu hiicre sitokini salgilayan hiicrenin kendisi (otokrin etki) veya komsu
hiicre (parakrin etki) veya diger gercek hormonlarda oldugu gibi dolasima
salinan sitokinler tarafindan uyarilan uzaktaki bir hiicre olabilir (endokrin etki).
Birgok sitokin reseptoriiniin ekspresyonu 6zel sinyaller tarafindan iiretilir.
Sitokinlere verilen hiicresel yanitlarin ¢ogu yeni mRNA ve protein sentezini
gerektirmektedir.

Bir ¢ok hedef hiicre i¢in sitokinler hiicre boliinmesini diizenlerler.
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2.1.3.1.Sitokin ve Mediatorlerin Siniflandirilmasi

Temel etkilerine gore sitokinler 4 gruba ayrilirlar (25, 26).

1)

2)

3)

4)

Dogal immiiniteye aracilik eden sitokinler, viral enfeksiyonlara ve bakterilere karsi
korumay1 saglamak i¢in inflamatuar reaksiyonlar1 baslatan sitokinlerdir.

e Tip I interferonlar (IFN)

e TNF
o JL-1
e JL-6

e Kemokinler

Lenfosit aktivasyonu, biiylime ve farklilasma diizenleyen, T lenfositlerin 6zel
antijenleri tanimalarina yardimci olan sitokinler.

e [L-2 ( T-hiicresi bliylime faktorii )

o [L-4 ( IgE sentez diizenleyicisi )

e TGF-B (Transforme edici biiyiime faktorii-3)

Bagisiklik araciligiyla inflamasyonu diizenleyen sitokinler. Bu grup sitokinler
antijenle uyarilmis CD4 + ve CD8 + T lenfositler tarafindan uyarilirlar ve
inflamatuar 16kositleri aktive ederler. Bu hiicrelerin T hiicresi regiilasyonuna
girmesini saglarlar.

e IFN-y (Mononiikleer fagositlerin birincil aktivatorii)

e Lenfotoksin (Notrofil aktivatorii)

e [L-10 (Mononiikleer fagositlerin negatif regiilatorii)

e IL-5 (Eosinofil aktivatorii)

e IL-12 (Naturel Killer (NK) ve T hiicre stimiilatorii)

Immatiir 16kosit biiyiime ve farklilasmasina aracilik eden mediatérler.

e c-kit-ligand

e interlokin-3 (Koloni stimiile eden faktor)

e Granulosit-makrofaj koloni stimiilator faktér (GMCSF)

e Monosit-makrofaj koloni stimiilator faktér (M-CSF)

e (Granulosit koloni stimiilator faktor (G-CSF)

o [L-7

e IL9
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o JL-11

2.1.3.2.Tiimor Nekrotizan Faktor ve interlokinler

Tiimor Nekrotizan Faktor (TNF), konak hiicrelerin gram (-) bakterilere karsi esas
mediatoriidiir. Diger infeksiy0z organizmalara karsi yanitta da rol oynar. TNF'nin
hiicresel kaynagi lipopolisakkarit (LPS) ile aktive olan mononiikleer fagositlerdir. T
hiicreleri, aktif Natural Killer (NK) hiicreleri ve aktive mast hiicreleri de bu proteini
salgilar. Insan TNF'si nonglikolize bir transmembran protein olup, molekiil agirhig: 17
kD dir. Iki gesit TNF vardir. Bunlar, genellikle aktif makrofajlardan salian TNF-a
(Kasektin) ile aktif T hiicrelerinden salinan TNF-f (Lenfotoksin) dir (25, 26).

Iki tip TNF reseptdrii vardir. Bunlar, sitotoksik aktiviteyi ve fibroblast proliferasyonunu
arttiran TNFR Tip I (75-80 kDa) ile T hiicre proliferasyonuna neden olan TNFR- Tip II
(55-60 kDa) dir. Buna ek olarak TNF reseptorlerinin ¢oziinebilen formlar1 (STNFR) da
mevcuttur ve bunlar hiicre ylizeyindeki TNF reseptorlerinin yikimi sonucu ortaya ¢ikan
proteinlerden kaynaklanirlar. sTNFR'lerin biyolojik 6nemi TNF ile etkilesip onun
etkilerini bloke etmesidir (25, 26).

TNF diisiik yogunluklarda (yaklasik 10-9M[]da) 16kosit ve endotel hiicreleri i¢in lokal
olarak parakrin ve otokrin diizenleyicidir. Diisiik yogunluklarda biyolojik etkileri
sunlardir (25, 26):

1) TNF, lokositlere karst endotel hiicre yiizeyini adezyon molekiilleri (ICAM-1
gibi) aracilig1 ile daha etkilesebilir hale getirerek damar endotel hiicrelerinin
yeni yiizey reseptorlerini agiga c¢ikarmalarina neden olur. TNF ayni1 zamanda
nétrofillere de etki ederek endotel hiicrelerinin adezyon 6zelliklerini arttirir.

2) TNF, inflamatuar 16kositleri, 6zellikle de notrofilleri, bakterileri 6ldiirmesi i¢in
aktive eder.

3) TNF, IL-1, IL-6, kemokinler ve TNF'nin kendisini iiretmek iizere monontikleer
fagositleri ve diger hiicre tiplerini uyarir. IL-6 ile sinerjik etki gosterir.

4) TNF'nin, virtislere kars1 interferon benzeri koruyucu etkileri vardir.
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TNF'nin biyolojik etkileri bakteri ve bakteri iiriinlerine karsi verilen inflamatuar yanitta

onemlidir. TNF'nin enfeksiyonlara karsi temel sistemik etkileri asagidaki gibidir (25-

28):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

TNF;

Endojen pirojen olarak etki ederek atesi yiikseltir. Bu etkiyi IL-1 ile yapar.
Atesin TNF ve IL-1'e yanit olarak yiikselmesi sitokinle uyarilmis hipotalamus
hiicreleri tarafindan arttirilan prostaglandin E2 (PGE2) senteziyle olur. Aspirin
gibi prostaglandin sentez inhibitdrleri, atesi TNF ya da IL-1'in bu etkilerini
bloke ederek diisiiriirler.

Mononiikleer fagositler ve vaskiiler endotel hiicrelere etki ederek IL-1 ve IL-
6'nin dolagima salinmasini uyarir.

Hepatositlere etki ederek serum amyloid A ve P proteini, kompleman faktor 3
haptoglobulin, C reaktif protein (CRP) , al - asid glikoprotein, Faktor B gibi
baz1 akut faz proteinlerinin sentezini arttirir.

Damar endotelinin prokoagiilan ve antikoagiilan aktiviteleri arasindaki dengeyi
degistirerek pihtilagma sistemini aktive eder.

Kemik iligini baskilayarak ana hiicre boliinmesini engeller. Siirekli TNF
verilmesi lenfopeni ve immiin yetmezlige neden olur.

Deney hayvanlarina uzun siire verildiginde kasektik metabolik degisikliklere
neden olur. Kaseksi, TNF ile uyarilan istah azalmasi sonucu olusur. TNF
lipoprotein lipaz aktivitesini arttirir. TNF nin bizzat kendisi deney hayvanlarinda
kaseksiye neden olurken, IL-1 gibi sitokinler tiiberkiiloz ve kanser gibi kronik
hastaliklarda kasektik durumun olugmasina katkida bulunurlar. Gram negatif
bakteriyel sepsis durumlarinda ¢ok yiiksek miktarda TNF iiretilir ve serum TNF
yogunlugu artar. Bu yogunluktaki TNF, dolasimda kollaps ve dissemine
intravaskiiler koagiilasyonuna neden olur. Yani TNF, septik ve endotoksik sokun
onemli bir mediatoriidiir. Yiiksek diizeyde inflizyonu 6liimciildiir ve sok benzeri

bir sendrom olusturur.

TNF'nin bir¢ok 6zel etkileri, asir1 yliksek konsantrasyonlarda ortaya ¢ikan oldiirticti

etkilerine katkida bulunmaktadir (25-28). Bunlar;



15

1) TNF, myokard kasilabilirligini azaltarak doku perflizyonunu azaltir. Bu etki,
kardiyak miyositteki Nitrik Oksit Sentaz adl1 enzimin etkisiyle argininin, sitriilin
ve Nitrik Oksite doniistiiriilmesi ve Nitrik Oksitin myokard kasilabilirligini
azaltmasiyla olusur.

2) TNF, damar diiz kaslarmi gevseterek kan basincimi ve doku perfiizyonunu
azaltir. TNF bu etkilerini, hem diiz kas hiicrelerine direkt etki ederek ve hem de
damar endotel hiicreleri tarafindan salgilanan prostasiklin ve NO gibi damar
genisleticileri uyararak indirekt yoldan yapar.

3) TNF, intravaskiiler koagiilasyona neden olarak doku perfiizyonunu azaltir.

4) TNF agir metabolik bozukluklara neden olabilir (6rn: yasami sonlandiracak
diisiik kan glukoz diizeyinin olugsmasi. Bu etki, glukozun kas tarafindan asiri

kullanimina ve karaciger tarafindan glukozun yerine koyulamamasina baglidir)

Interlokin-1 (IL-1), timosit yamtim yiikseltgeyen, poliklonal aktivatér olarak
mononiikleer fagositlerden tiireyen bir polipeptidtir. IL-1’in temel kaynagi aktive
mononiikleer fagositlerdir. TNF gibi IL-1 de endokrin hormon gibi etki ederek gram (-)
bakteriyel sepsisten sonra dolasimda goriiliir. IL-1, mononiikleer fagositlerden
salgilanan 2 temel polipeptidten olusur. Bunlardan biri IL-1a digeri IL-1pB’dir. Bu ikisi
iki farkli genin {riiniidiir. Fakat her ikisi de ayn1 hiicre yiizey reseptorlerine baglanirlar
ve biyolojik etkileri temelde Ozdestir. IL-1 ailesinin tigiincii iiyesine IL-1 reseptor
antagonisti denir. IL-1 molekiillerinin ¢esitli sekillerdeki fibroblast biiyiime faktorii ile
de yapisal iliskisi vardir. Dolasimdaki IL-1 aktivitesinin ¢ogu IL-1B’dir. Interlokin 1
icin iki farkl reseptor belirlenmistir. Bunlarin her ikisi de immiinoglobulin (Ig) {ist

familyasinin tiyeleridir (25, 26, 29).

IL-1’in biyolojik etkileri TNF ile benzerdir ve serbestlesen sitokin miktaria baglidir.
Diisiik yogunlukta bolgesel inflamatuar olaylara aracilik eder. Ozel olarak IL-1,
mononiikleer fagositler ve damar endoteline etkiyle IL-1’in daha sonraki sentezini
arttirir ve IL-6'nin sentezini tetikler. IL-1, ayn1 zamanda TNF nin bir ¢ok inflamatuar
ozelligini de paylasir. Ornegin; IL-1 endotel hiicrelerine etkiyle pthtilasmay: arttirir.
Lokositlerin bir araya yapismasina aracilik eden yiizey molekiillerinin ekspresyonunu
arttirir.  IL-1 direkt olarak notrofil gibi inflamatuar lokositleri aktive etmez.
Mononiikleer ve endotel hiicrelerine etki ederek lokositleri aktive eden kemokinlerin

sentezine neden olur (26, 27).
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IL-1 daha yiiksek miktarlarda salgilandiginda, kan dolasimina girer ve endokrin etkiler
gosterir. Sistemik IL-1 ve TNF ile birlikte atesin olusumuna neden olur. Karaciger
tarafindan akut faz proteinlerinin sentezini artirir ve metabolik zayiflamanin

baslatilmasina neden olur (26, 28).

IL-1, kollajen doku iizerine etki ederek osteoklastik aktiviteyi arttirir ve boylece kemik
turnoverinin artmasina neden olur. Osteoblastlarda ise alkalen fosfataz aktivitesini
arttirir. Fibroblastlarin ve sinovial hiicrelerin proliferasyonunu saglar. IL-1, kemik
iliginde hemopoetik hiicrelere etki ederek yiiksek proliferatif kapasite gosteren
kolonilerin olusumunu saglar, TNF ile birlikte notrofiliye neden olur. IL-1 etkileri ile

TNF etkileri biliylik benzerlik gosterir (25, 26).

IL-1, dogal olarak var olan sitokinler i¢inde giiniimiizde bilinen tek sitokindir. Bu
sitokinlerin 1iyi tanimlanmasinin nedeni insan mononiikleer fagositleri tarafindan
iiretilmeleridir. Dogal olarak var olan sitokinler, yapisal olarak IL-1’e benzerler ve 1L-1
reseptorlerine baglanirlar. Biyolojik olarak inaktiftirler. Bu sekilde IL-1’1 kompetitif
olarak engelleyici etkileri vardir ve bu nedenle IL-1 reseptor antagonisti (IL-1-ra) olarak

adlandirilirlar.

Periodontal alandaki bakterilerin direkt ve / veya indirekt etkileri sonucu konak
dokularin savunma hiicrelerinin inflame dokuya gocii gerceklesmekte ve Interlokin-1p
(IL-1B) ve Timor Nekrotizan Faktor-o (TNF-a) gibi yiiksek konsantrasyonlarda pro-

inflamatuar sitokin liretimiyle sonuglanmaktadir (30, 31).

IL-1B ve TNF-a periodonsiyumdaki nétrofil, lenfosit, makrofaj, epitel hiicreler ve
fibroblastlar gibi bir¢ok hiicre grubundan sentezlenir (32). IL-1B ve TNF-a onciil
osteoklast hiicrelerinin farklilasmasini saglayarak osteoklastlarin aktivasyonunu uyarir
ve dolayisiyla bag dokusu ve alveoler kemigin rezorpsiyonunu baslatir (32, 33). Ayrica,
IL-1B ve TNF-a kemik yikimi siirecinde sinerjistik etki gosterirler (34). Bu sitokinlerin
periodonsiyumudaki doku yikimini ve hastaligin siddetini gostermesindeki rolleri yogun

bicimde calisilmistir (35, 36).

Bu sitokinler ayrica kemokinlerin iiretimini de uyararak dolasimdaki 16kositlerin

inflamasyonun bulundugu yere go¢iinii saglarlar ve boylece Matriks Metalloproteinaz-8
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(MMP-8) gibi diger inflamatuar mediatorlerin salgilanmasinin artmasina neden olurlar

(37).

2.1.3.3.Matriks Metalloproteinazlar

Ekstraselliiler matriks proteinleri ve proteoglikanlar1 igeren, organizmalara sadece
yapisal destek saglamakla kalmayip ayni zamanda hiicre proliferasyonu, farklilasmasi
ve migrasyonu ile birlikte yapisma, doku morfogenezisi gibi pek c¢ok biyolojik
aktivitede etkisi olan karmasik ve dinamik bir olusumdur. Bu yap1 hiicrelerin 6zel
fonksiyonlar1 gergeklestirmesi icin kendilerini ydnlendirecek hiicre i¢i sinyallesme
yollar1 ile direkt ya da indirekt olarak etkilesmesini saglar. Matriks ile hiicreler arasinda
meydana gelen bu etkilesmeler organizmanin normal gelisimi ve fonksiyonu igin kritik

rol oynar (38).

Matriks metalloproteinazlar (MMP); ekstraselliler matriks ile bazal membran
komponentlerini pargalama yetenegine sahip olan ve aktif bolgesinde ¢inko igeren
homolog bir enzim ailesidir. Cinko iyonu i¢ermesi nedenle selatlayici ajanlarla inhibe
olabilirler. Latent formda salgilanirlar ve proteolitik aktivitelerini gostermeleri icin

aktive olmalar1 gereklidir. In vitro olarak bazi bilesenlerle aktive olabilirler (39).

MMP'ler spesifik doku inhibitorleri ile (Tissue inhibitors of matrix metalloproteinases,
TIMP) inhibe olurlar. MMP'leri inhibe eden bazi faktdrler mevcuttur. MMP'lerin
spesifik doku inhibitorleri (TIMP) in vivo kosullarda bu enzimlerin aktivitesinin
regiilasyonunda onemli rol oynarlar. MMPs ve TIMP arasinda bulunan oran cesitli
fizyolojik ve patolojik siireclerde degismekte ve boylece bunlar arasindaki denge

degisik patolojik durumlarin patogenezinde 6nemli bir rol oynayabilmektedir (39, 40).

Matriks metalloproteinazlar dokunun yeniden yapilanmasi, morfogenezis, yara
tyilesmesi ve normal gelisimsel siireg gibi fizyolojik durumlarda 6nemli bir rol
oynadiklar1 gibi timor hiicresi invazyonu, anjiyogenezis ve metastaz gibi patolojik

stireglerde de yer alirlar (38, 41-43).
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MMP Aktivitesinin Diizenlenmesi:

MMP’ler vaskiiler ekstraselliiler matriksin yikiminda esansiyel rol oynarlar. MMP’lerin
tiimi preproenzim olarak sentezlenir ve bunlarin ¢ogu inaktif latent zimojen form olan
proenzim formunda salgilanir. Latent zimojenlerin aktivasyonu hiicre ig¢inde, MT-
MMP’ler araciligiyla hiicre yilizeyinde, diger proteazlarin etkisiyle ekstraselliiler aralikta
ya da “aktivasyon kaskadi” olarak adlandirilan sekilde ya da onceden aktive olmus
MMP’lerin digerlerini aktive etmesiyle meydana gelebilir. MMP’lerin proteolitik
aktiviteleri 3 basamakta diizenlenir. Bunlar transkripsiyon, pro-enzimin aktivasyonu ve

enzim aktivitesinin inhibisyonudur (44, 45).

Transkripsiyonel Diizenleme:

MMP gen ekspresyonu tiimor nekrotizan faktor-a (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) gibi
inflamatuar sitokinlerle, trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve epidermal
bliylime faktérii (EGF) gibi bir¢cok biiylime faktorii ve hormonlar ile stimiile edilir.
Transforme edici biiytime faktorii-B (TGF-B), heparin, kortikosteroidler, retinoidler,
prostaglandin E2 (PGE2) ve diger eikozanoidler ise MMP gen transkripsiyonunu inhibe
ederler. MMP transkripsiyonunda etkili olan bir¢cok sitokin ve biliylime faktoriiniin
ateroskleroz gibi degisimlerde dnemli mediyatorler olarak gdrev yaptigr gosterilmistir

(46).

Proenzimin Aktivasyonu Asamasinda Diizenleme:

MMP’ler sentez edildikten sonra inaktif proenzim (zimojen) olarak salinirlar. Enzimin
pro- bolgesindeki sisteinin siilfidril grubu ile aktif bolgedeki Zn++ arasindaki etkilesim
latentligin silirdiiriilmesinden sorumludur. MMP’lerin temel fizyolojik aktivatorii
plazmindir. Cesitli hiicrelerde (endotel hiicresi, monosit-makrofaj, diiz kas hiicresi)
eksprese edilen iirokinaz-tip plazminojen aktivatorii (uPA)’nin aktif formunun
plazminojeni plazmine doniistiirdiigii ve olusan plazminin pro-MMP’leri aktive ettigi
kabul edilmektedir (46). uPA ekspresyonunun steroid hormonlar, hiicresel onkojenler,
sitokin ve biiylime faktorleri araciligiyla diizenlendigi gosterilmistir (47). Plazminojen
aktivator inhibitorii-1 (PAI-1), uPA tizerinde inhibitor etkilidir ve MMP’lerin plazmin

aracili aktivasyon kaskadi ile zit yonde etkilesir (48).
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MMP Enzim Aktivitesinin inhibisyonu:

MMP aktivitesinin kontroliinde spesifik doku inhibitdrleri olan TIMP’ler anahtar rol
oynarlar. Bundan baska a2-makroglobulin, heparin, tetrasiklinler ve sentetik inhibitorler

de aktif MMP inhibitorleri arasinda yer alirlar (49).

TIMP’ler bag dokusu metabolizmasinin diizenlenmesinde temel olan proteinlerdir. Pek
¢ok dokuda ve viicut sivilarinda bulunurlar. MMP’lere irreversibl ve non-kovalent
bicimde baglanarak latent enzim formunun aktivasyonunu ve katalitik aktivitenin
siirdiiriilmesini de inhibe ederler. Boylece TIMP’ler MMP enzim aktivitesini ve
MMP/TIMP dengesini siki kontrol altinda tutarlar. insanlarda TIMP-1, 2, 3 ve 4 olmak
tizere bugiine dek tanimlannis 4 TIMP tiirii bulunmaktadir. TIMP’ler de MMP’ler gibi
vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, kan hiicreleri, bag dokusu hiicreleri ve

makrofajlar tarafindan sentez edilirler (50).

TIMP’ler MMP aktivitesini inhibe etme yoOniinden benzerlik gostermekle beraber
matriksteki lokalizasyonlar1 ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi yoniinden aralarinda
farklar vardir. Ayrica degisik MMP tiirlerine gore de 6zgiilliik gosterirler. Ornegin;
Jelatinaz A (MMP-2) tercihen TIMP- 2 ile Jelatinaz B (MMP-9) ise TIMP-1 ile inhibe
edilirler (50).

Son yillarda 6zellikle makrofajlar tarafindan gerceklestirilen MMP sentezine PGE2’ye
bagli bir yolun aracilik ettigi ve buna siklooksijenaz (COX) ve PGE sentaz (PGES)

enzimlerinin katildig: bildirilmistir (51).

Matriks metalloproteinaz ailesinin Onceden tanimlanmig 7 iyesine bir¢ok yeni
metalloproteinazlarin eklenmesi ile bugiin 18 den fazla enzim bildirilmektedir. Matriks
metalloproteinazlarin farkli kisiler tarafindan kesfi, olduk¢a karisik bir adlandirma
sistemine neden olmus ve bu nedenle MMPs ailesinin {iyelerinin her biri birden fazla

isimle adlandirilmistir (39).
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MMP'ler substrat spesifitesine gore 4 ana grupta siniflandirilabilir.

1) Kollajenazlar: MMP1, MMP8, MMP13
2) Gelatinazlar: MMP2, MMP9
3) Stromelysinler: MMP3, MMP10, MMP11

4) Son zamanlarda bunlara eklenen membran tip metalloproteinaz 1-5 (MT-MMP)

Notrofil kollajenaz, kollejenaz-2, matriks metalloproteinaz 8 (MMP-8):

75 kDa biiyiikliiglinde proenzimdir ve aktif formu 58 kDa biiytikliigiindedir. Tip I, 11, III
interstisyel kollajeni yikar ve diger interstisyel kollajenazdan farkli bir genden derive
edilir. Notrofil kollajenazda, fibroblast kollajenazda bulunmayan alti glikozilasyon
sahas1 vardir ve bu nedenle nétrofil kollajenaz artmis glikozilasyondan sorumludur.
MMP-8 baslica polimorfoniikleer l6kositler tarafindan sentezlenir (37). Periodontal
dokulardaki en yaygin tip kollajen olan tip 1 kollajenin yikimindan sorumludur (52).
Ayn1 zamanda MMP-8 periodontitiste agresif kemik yikimindan sorumludur ve bu
enzimin seviyelerindeki artis, siddetli periodontal inflamasyonla iligkilendirilmistir (37,

52).

2.1.4.Periodontal Hastaligin Tedavisi ve Konak Modiilasyonu

Periodontal hastaligin tedavisinde temel prensip, bakteriyel dental plagin mekanik
olarak uzaklastirilmasi ve plak olusumunu artiran lokal faktoérlerin eliminasyonundur.
Boylece periodontal dokularin yikimina neden olan mikrobiyal etkenler baskilanabilir
(53). Mekanik periodontal tedavi tiimiiyle supra ve subgingival bakteri kiitlesini azaltsa
da, patogenlerin biiyiik bir kismina, periodontal dokularin i¢ine girebilme yetenekleri
veya periodontal aletlerin ulagamayacagr yerlerde bulunmalar1 nedeniyle
ulagilamayabilir ve bu patojenler, subgingival bolgede kolonize olabilir ve hastaligin
tekrar1 i¢in risk olusturabilirler (54). Ayrica her hastada ileri derecede yikim
goriilmemesi ve hastaligin ilerleme hizinin bireyden bireye farklilik gdstermesi konak
cevabindaki farklara baglanmaktadir. Konak cevabi birgok genetik, c¢evresel ve
kazanilmig faktor tarafindan yonlendirilebilir. Farkli bireylerde ayni uyaranlara karsi
birbirinden farkli tepkiler ve dolayisiyla farkli klinik goriiniimler ortaya ¢ikabilmektedir
(55). Dolayisiyla 1990 I1 yillarin baslarinda mekanik periodontal tedaviye ek olarak

konak yanitinin da diizenlenmesi giindeme gelmistir (56). Periodontolojide konak
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modiilasyonu; subgingival dental plak nedeniyle olusan kronik uyarilara karsi
periodontal dokularin inflamatuar cevabina bagli olarak gelisen zararli ve yikici
etkilerin modifiye edilmesi veya degistirilmesi anlamina gelmektedir (57). Williams
konak yanitin1 diizenlemek i¢in farmakolojik ajanlarin kullaniminin periodontal
hastaligin patogenezine etki ederek periodontal yikimi azaltabilecegini vurgulamistir
(58). Son yillarda bu amagla birgcok farmakolojik ajanin periodontal hastaligin

tedavisinde konak modiilasyonu etkileri test edilmistir (57, 59):

e Non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar

¢ Bifosfonatlar

e Tetrasiklin grubu bilesikler ve onlarin kimyasal olarak modifiye edilmis
analoglar

e Anti-sitokin ilaglar

e (Coziilebilir sitokin blokerleri

e Lipoksinler

Non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar bakteriyel lipopolisakkartilere karsi periodontal
dokularda bulunan bir¢cok hiicre tarafindan (notrofil, makrofaj, fibroblast ve epitel
hiicreler) sentezlenen  prostoglandinlerinlerin {iretimini inhibe ederler (57). Bu
inhibisyon arasidonik asit metabolizmasinin siklooksijenaz yolunun bloke edilmesiyle
gerceklesir (57). Bifosfonatlar osteoklastik aktiviteye engel olarak ve osteoblast
farklilasmasin1  artirarak  kemik  rezorpsiyonunu  engellemektedirler  (57).
Subantimikrobiyal doz doksisiklin (gilinliik 20 mg Doksisiklin BID), aktif MMP'leri
direkt olarak inhibe ederek veya latent formdaki MMP'lerin oksidatif aktivasyonunu
inhibe ederek periodontal dokularin yikimini engellemektedir (60). Ayrica
subantimikrobiyal doz doksisiklinin proinflamatuar sitokinlerin salimimini azalttigi,
notrofiller tarafindan salinan reaktif oksijen tiirlerinin liretimini azalttifi, fibroblast
kollajen tiiretimini stimiile ettigi ve osteoklast aktivitesini ve kemik rezorpsiyonunu
azalttign gosterilmistir (60). Ozet olarak periodontal hastaliklarin tedavisinde konak
hiicrelerin fonksiyonlarinin diizenlenmesi gelecek vaat etmektedir ve bu etkileri
gosteren yeni dogal ve sentetik farmakolojik ajanlar giincel caligmalar i¢in Snemli

malzeme olusturmaktadirlar.
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2.2. DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus, insiilin saliniminda, insiilin direncinde veya her ikisinde bozulma
sonucu hiperglisemiyle karakterize olan bir sistemik hastaliktir. Tip 1 diyabet, insiilin
salgilayan pankreasin B-hiicrelerinin otoimmiin yikimi sonucu olusur. Tip 1 diyabetin
etyolojisinde, genetik olarak yatkin bireylerde, viral enfeksiyon gibi, yikic1 otoimmiin
yanit1 indiikleyen bir dizi tetikleyici olaym rol oynadigi diisiiniilmektedir. Olusumu
genellikle anidir, stabil degildir ve kontrolii zordur (61-64). Tip 2 diyabet ise insiilin
molekiillerindeki defektten veya insiilin eksikliginden ziyade insiilinin hiicre
reseptorlerindeki degisiklige bagli olarak insiilin fonksiyonundaki bozukluklardan
kaynaklanir (3). Bu hastalar genellikle glukoz seviyesini kontrol altinda tutan ajanlara
ihtiyac duyarlar ve hastaliin ilerleyen sathalarinda, insiilin {iretimi azalabilir ve insiilin
takviyesi gerekli olabilir (65). Semptomlarin olusumu genelde kademelidir ve
ketoasidoz olusumu nadirdir. Tip 2 diyabet hastalar1 genelde obezdir ve bu hastalarin

glukoz toleranslar1 diyet ve viicut agirliginin kontrolii ile diizeltilmektedir (66).

Toplam diyabet vakalarinin % 85-90 1 Tip 2 diyabet iken % 5-10 u Tip 1 diyabettir.
Diabetes mellitusun tigiincii bir kategorisi ise hamilelikte ortaya g¢ikan gestasyonel

diyabettir. Bu diyabet tipi ise toplam vakalarin % 2 ile 5 ini olusturmaktadir (67).

Gestasyonel diyabet, hamilelik doneminde ortaya ¢ikan veya ilk kez bu donemde fark
edilen glukoz tolerans bozuklugu olarak tanimlanir. Genellikle {igiincii trimesterde
gelisir, prenatal morbidite ve mortaliteyi belirgin bir sekilde arttirir. Tip 2 diyabette
oldugu gibi insiilin rezistansinin artmasi sonucu gelisir. Bir¢cok kiside dogum sonrasi
glisemik durum normale donerken, %30-50’sinde 10 sene i¢inde tip 2 diyabet gelisme
riski vardir. Ailesinde diabetes mellitus ge¢misi olan, 25 yasin iizerinde, sisman ve tip 2
diyabet goriilme siklig1 fazla olan etnik gruplara ait kadinlarda gestasyonel diyabete
daha ¢ok rastlanir (67).

2.2.1. Diabetes Mellitusun Siniflandirilmasi

Diabetes mellitus (DM) eski ¢aglardan giinlimiize dek etiyolojisi ve patogenezi goz
Oniinde bulundurularak bir¢ok kez siiflandirilmis, en son siniflama American Diabetes

Association (ADA) tarafindan 2001 yilinda asagidaki sekilde yaymlanmistir (68-70):
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A. Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM)
a. Otoimmiin
b. Idiyopatik

B. Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)

a

Gestasyonel Diabetes Mellitus
D. Diger tipler
a. P-hiicre islevinin genetik defekti
b. Insiilin etkisinde genetik defekt
c. Ekzokrin pankreas hastaliklari
i. Pankreatit
ii. Pankreatektomi
ii.  Kistik fibrozis
iv. Neoplazi
v. Hemakromatoz
vi. Travma
d. Endokrin hastaliklar
1. Cushing Sendromu
ii. Akromegali
iii. Hipertiroidizm
e. llaglar veya kimyasallar
1. Kortikosteroid ve tiroid gibi hormonlar
il. Antiepileptik ilaglar
f. Infeksiyonlar
1. Cytomegalovirus
ii. Konjenital rubella
g. Immiin aracilikli diyabetin nadir formlar
h. Diyabettle iliskili diger genetik hastaliklar
i. Down Sendromu
ii. Klienfelter Sendromu

1ii. Turner Sendromu

DM tanisinin konulmasinda vendz kan glukoz seviyesi esas alinmaktadir. Tani

konulurken asagida belirtilen testlerden herhangi biri veya birkaginin sonucunun pozitif
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¢tkmasi durumunda hastaya diabet teshisi konur. Ancak test veya testler takip eden

giinlerde tekrarlanmalidir.

Diabetes mellitusun tani kriterleri:

e DM semptomlari ile birlikte glinlin herhangi bir saatinde en son 6glinden gecen
zamana bakilmaksizin Olgiilen plazma glukoz diizeyinin > 200 mg/dl (11.1
mmol/l) olmasi,

e Aclik plazma glukoz seviyesi (en az 8 saatlik tam aclik sonrast) > 126 mg/dl (7.0
mmol/l) olmasi,

e 75 g glukoz yiiklemesi ile yapilan oral glukoz tolerans testi esnasinda 2. saat

plazma glukoz seviyesi degerinin > 200 mg/dl (11.1 mmol/l) olmasidir.

DM agisindan yiiksek risk tasiyan bireylerde belirli araliklarla oral glukoz tolerans testi
yapilmalidir. Bu test karbonhidratlara karsi tolerans durumunu belirlemek i¢in Tip 2
diabetes (T2DM) ve bozulmus glukoz toleransi tanisinda kullanilir ve 9-16 saatlik aglik
sonras1 300 mL suda eritilmis 75 g glukozun 5 dakikada i¢irilmesi ve 2 saat boyunca her

30 dakikada bir kan 6rnegi alinmasi ile yapilir.

DM, oral kavitede dahil olmak iizere viicuttaki tiim dokular iizerinde genel bir etkiye
sahiptir. DM'nin klasik belirti ve semptomlar1 genellikle politiri, polidipsi, polifaji
ticliisiinii icerir. Bu indikatorler, TIDM'de daha sik goriiliir ancak T2DM'de de ¢esitli
derecelerde olusur. Kilo kayb1 o6zellikle TIDM'de meydana gelir. TIDM'de artan
ketoasidoza bagli olarak bulanti ve kusma gorilebilir. Uykusuzluk, uyusukluk ve
sinirlilik de gortilebilir. Ancak bu belirti ve semptomlar, erken teshis ve etkili terapi ile

geri doniisiimliidiir (71).

CDC'nin (Centers for Disease Control and Prevention) 2010 veritabanina gére ABD'de
toplumun % 8.3 iinii olusturan yaklasik 25.8 milyon birey diabetes mellitustan
etkilenmistir ve bunlarin % 27 si teshisi konulmamis, kontrolsiiz vakalardan

olusmaktadir (4, 5).
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2.2.2.Diabetes Mellitusun Patogenezi

DM'in patogenezinde oksidatif stres 6nemli bir rol oynamaktadir. Organizmada serbest
radikallerin olusum hizi1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hiz1 bir denge igerisinde oldugu
slirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. DM'nin etyolojisinde rol
oynayan insiilin gibi hormonlarin sentezlenmesinde rol oynayan pankreas B-hiicreleri
oksidatif strese en duyarli yapilardan biri olarak bilinir. Beta hiicrelerinde gozlenen

hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandig1 gosterilmistir (72).

Hiperglisemi aracili reaktif oksijen bilesikleri iiretimi baslica bes mekanizma ile

acgiklanmaktadir (73).

1) Poliol yolunun aktivasyonu

2) Proteinlerin glikasyonu ve ilerlemis glikasyon son tiriinleri (Advanced Glycation
End Products) (AGE) olusumu

3) Yiiksek konsantrasyonda sitokin olusumu, TNF-a

4) Protein kinaz C aktivasyonunun artmasi

5) Glukozun oto-oksidasyonu ve siiperoksit liretimi, artmis oksidatif stres

1) Poliol yolunun aktivasyonu:

Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol iiretimine neden olur. Glukoz,
aldoz rediiktaz enzimi yardimiyla sorbitole doniisiir. Sorbitol ise sorbitol dehidrogenaz
yardimiyla fruktoza doniisiir ve enerji kaynagi olarak kullanilir. Glukoz sorbitole
dontistirken, "Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate" (NADPH) tiiketilir. Fazla
miktarda glukoz alindiginda NADPH fazla miktarda tiiketilir. Ayrica asir1 miktarda
sorbitol ortaya c¢ikar. NADPH’in asir1 tiiketimi ve sorbitol birikimi, sorbitol
dehidrogenaz etkisizlestirerek fruktoza dontisiim engellenir. Bunun sonucunda sorbitol
birikimi ve NADPH tiiketimi artar. Okside glutatyonun rediikte forma ¢evrilebilmesi ve
nitrik oksit sentezi i¢cin NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmasi ve
sonucta NADPH’1n yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi anlamina

gelmektedir. Ayrica sorbitolun kendisi de bir doku toksini gibi hareket eder.
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2) Proteinlerin glikasyonu ve AGE olugumu:

Hiperglisemi sonucu diyabetik hastalarda insiilin duyarliligi azalir ve hepatik glukoz
cikist artar, glukoz karacigerde glikojen halinde depolanamaz. Insiilin seviyesi normal
degerlerin altinda oldugu zaman dolasimdaki glukoz tam olarak hiicrelere transfer
edilemez. Yiiksek glukoz diizeyi pankreastan insiilin salgilanmasini bozar ve insiilin
direnci artar. Beyin hiicreleri hari¢ viicuttaki her hiicrenin yiizeyinde insiilin reseptorleri
vardir. Bu reseptorler glukozun hiicre igine alinmasi icin sinyal gonderirler. Enerji
gereksinimi arttiginda veya kan glukoz seviyesi yiikseldiginde, hiicre yiizeyindeki
insiilin reseptorleri devreye girer. Dolagimdaki fazla glukoz uzaklastirilir ve ¢cogunlukla
yag dokusunda olmak {izere hiicre i¢cinde depolanir. Boylece hiicreler insiiline direng
kazanirlar. Glukozun hiicre i¢ine girmesini saglamak i¢in pankreas insiilin {iretimini
arttinir. Insiilin rezistansindan en cok etkilenen hiicreler karaciger, kaslar ve yag
dokusudur. Hiperglisemik durumun devam etmesi ve insiilin iiretimindeki artisa bagli

olarak uzamis hiperinsiilinemi olusur (74).

Devamli hiperglisemi nedeniyle proteinler, lipidler ve niikleik asitler glukozile olurlar
(75, 76). Glukozillenmis proteinlerden de ¢esitli reaksiyonlar sonucu ileri glukozilasyon
son iriinleri olusur (Advanced Glication End Products) (AGE) (75). AGE diyabetik
olan veya olmayan herkeste goriiliir fakat diyabetik hastalarda goriilme siklig1 ise uzun
stireli hiperglisemiye bagli olarak daha fazladir (75, 76). AGE’lerin kollajen sentezini
etkileyerek kollajenin capraz baglarinda artisa sebep olur ve bunun sonucunda normal
enzimatik yikimlara ve doku turnoverina dayanikli oldukca stabil kollajen makro
molekiilleri olusur. Kan damarlarinin duvarinda biriken AGE tarafindan modifiye
edilmis kollajen, damar duvarint kalinlastirarak liimeni daraltir. AGE olusumu hem
santral hem de periferal arterlerde goriiliir ve diyabetin makrovaskiiler komplikasyonlari
ile iligkilidir (77). Damar duvarinda bulunan modifiye olmus kollajen molekiilleri
dolasimdaki diisiik yogunluktaki lipoproteinlerle kovalent baglar olusturarak
aterosklerotik plak olusumuna sebep olur. Bu kiimiilatif birikim sonucunda damar
liimeni daralir ve etkilenen organlarda kan dolasimi bozulur (78-80). Glukozile olmus
proteinler kilcal damarlar1 da etkileyerek, retinada ve glomerulusta da birikir. AGE
birikimi ile retinanin bazal membran kalinlig1 artar ve gecirgenligi bozulur (81),

glomerulustaki mezenkimal matriks kalinlagir (80, 82, 83).
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AGE’lerin hiicresel seviyede de bir¢ok etkileri vardir. Endotel hiicrelerinin, néronlarin,
diiz kas hiicrelerinin, monositlerin ve makrofajlarin yilizeylerinde reseptor AGE (RAGE)
olarak adlandirilan AGE reseptdrleri bulunur (84). RAGE nin tip 2 diyabetik bireylerin
periodontal dokularinda saglikli bireylere oranla %50 oraninda daha fazla eksprese
oldugu bildirilmistir (85). Hiperglisemi sonucunda reseptorler ve AGE-RAGE
baglantilar1 artar. Monosit/makrofaj membranlarinda AGE-RAGE baglantilarinin
artmast hiicrelerde oksidatif stresin artmasina neden olur ve oksidatif strese bagli olarak

olusan serbest radikaller direkt doku yikimina yol acarlar (86).

3) Yiiksek konsantrasyonda sitokin olusumu:

Diabetes mellitusa bagli uzayan hiperglisemi, kollajen gibi proteinlerin ve lipidlerin
non-enzimatik glikasyon ve oksidasyon ile yikimi sonrasi olusan ilerlemis glikasyon
son {Uriinleri (AGE) monosit/makrofaj reseptorleriyle (RAGE) etkilesir. Monosit
yiizeyinde artmis AGE/RAGE etkilesimi zaman i¢inde hiicre i¢i sinyalizasyonunu
degistirerek (oksidatif stres artigi, transkripsiyon faktor niikleer faktor-kappa B
aktivasyonu) monosit/makrofaj tarafindan IL-6, IL-1B ve TNF-a.gibi sitokinlerin
liretiminin artmasiyla sonug¢lanir. Bdylece diabet bireyi hiperinflamatuar siirece siiriikler

(87, 88).

Diyabetik hayvan modellerinde RAGE’nin bloke edilmesi ile digetindeki TNF-a, IL-6

ve matriks metalloproteinaz (MMP) seviyelerinde azalma goriilmiistiir (89).

Kronik periodontitis patogenezine katkida bulunan bu proinflamatuar sitokinlerin,
ozellikle metabolik kontroliin kotii oldugu durumlarda, diyabetik hastalardaki
periodontal doku hasarindan sorumlu temel molekiiller olabilecegi ileri siiriilmektedir

(88).

4) Protein Kinaz C aktivasyonunun artmast:

Hiperglisemi sonucu oksidatif stresi artiran ve AGE olusumunu hizlandiran poliol yolu
aktivasyonu NADH/NAD+ (Nicotinamide adenine phosphate / Nicotinamide adenine
dinucleotide) oran1 artmakta ve bu da enzimatik olmayan glikasyonu ve diagilgliserol

sentezini artirmaktadir. Diagilgliseroliin artis1 da protein kinaz C aktivasyonuna yol
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acarak damar duvarinda protein kinaz C aktivasyonuna neden olmakta ve diyabetteki

damar patolojilerine neden olmaktadir (90).
5) Glukozun oto-oksidasyonu ve siiperoksit liretimi:

Mitokondri solunum zinciri baglica hiicre ic¢i reaktif oksijen bilesikleri {iretim
kaynagidir. Geg¢is elementlerinin varliginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere doniistirken
reaksiyon sirasinda siiperoksit anyonu iiretilir. Siiperoksit radikali hidrojen peroksit
lizerinden son derece reaktif olan hidroksil radikaline doniislir. Hiicre i¢i glukoz
oksidasyonu ile aciga ¢ikan NADH, solunum zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile
ATP iiretimi i¢in gerekli enerjiyi saglamak tlizere kullanilir. Hiicre i¢i glukoz derisimi

yiikseldiginde bu yolla da siiperoksit radikal liretimi artar (90).
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2.3. PERIODONTITIS ve DIABETES MELLITUS ARASINDAKI
ILISKI

Periodontal hastalik, biiyiiyen global bir saglik problemi olan diabetes mellitusun,
retinopati, nefropati, ndropati, makrovaskiiler hastaliklar ve yara iyilesmesinde bozulma

gibi komplikasyonlarin ardindan 6. komplisyonu olarak bilinmektedir (6).

Hem periodontal hastalik, hem de diabetes mellitus kronik inflamatuar hastaliklardir ve
inflamasyon her ikisinin de patogenezlerinde 6nemli rol oynar (7). Glinlimiizde ¢ogalan
bulgular gosteriyor ki periodontal inflamasyon, endokrin benzeri gorev yapmaktadir ve
periodontal inflamasyonda IL-1f ve TNF-a gibi lokal {iretilen sitokinler, sistemik

diisiik-diizey inflamasyonla iliskilendirilmistir (91, 92).

Benzer olarak diabetes mellitusa bagli hiperglisemi de sistemik diisiik-diizey
inflamasyon durumuyla iligkili bulunmustur ve bu durum diabetin makro ve
mikrovaskiiler komplikasyonlarina neden olmaktadir (93). Hem tip 1 hem de tip 2
diyabette sistemik inflamatuar marker diizeylerinin arttig1 bildirilmistir (94). Ek olarak,
bireyin sahip oldugu inflamatuar hastaliginin diger inflamatuar hastaliklarin da insidans
ve siddetini etkiledigi diigiiniilmektedir (87). Literatiirde teshisi konulmus diabetes
mellitus vakalarinin arttigr goriilmektedir (87) ve eslik eden belli bir hastaligin
yoklugunda, diyete tam baglilik ve ila¢ kullanilmasina ragmen diyabet hastalar1 zayif
glisemik kontrol gosterebilirler (95).

Diyabete bagli sitokin dengesizliginin altinda yatan patogenez hala acikliga
kavugmamustir ve daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir (8). Ayrica deneysel periodontitis
olusturulmasinda farkli modellerin hem lokal, hem de sistemik sitokin iiretimine

etkilerini anlamak i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (9).

Diyabetik bireylerde notrofil, monosit ve makrofaj gibi savunma sistemi hiicrelerinde
islev bozukluklar1 ortaya ¢ikar. Notrofillerin adezyon, kemotaksis ve fagositoz islevleri
bozulur. Sonug olarak; bakterilerin ortadan kaldirilmasi zorlasirken periodontal yikim
da artar. Diyabetik bireylerde noétrofil islevleri bozulurken monosit/makrofaj
hiicrelerinde bakteri antijenlerine karst asir1 tepki olusur. Bu asir1 tepki sonucunda

iltihab1 tetikleyen sitokin ve mediyator yapimai artar (96).
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Diyabetik hastalarda periodontal yikimin artmig olmasi, bag dokusunun yapim ve yikim
dengesinin bozulmasmma da bagli olabilir. Kollajen sentezi, olgunlagmasi ve
yapim/yikim dengesindeki degisimler diyabetik bireylerde ortaktir. Yiiksek glukoz
ortaminda insan fibroblastlarinin kollajen ve glukozaminoglikan iiretiminde azalmalar
oldugu bildirilmistir (97). Kollajen sentezinin azalmasimnin yaninda, yeni olusmus
kollajenin diyabetik dokularda arttig1 gosterilen kollejenaz gibi MMP’ler tarafindan
parcalanmaya yatkinligi bulunmaktadir (98, 99). Periodontal dokularin temel yapitasi
kollajen oldugu i¢in, diyabetik dokulardaki, kollajen yapiminda azalma ve yikima olan
yatkinligi, periodontitis patogenezi ve yara iyilesmesinin bozulmasi ile iliskili olabilir
(98). Diyabetik anjiopati damarlarda anormal gelisim ve rejenerasyonun bozulmasi
anlamini tasir. Diyabetik bireylerin retina ve glomerulus gibi organlarinda izlenen bu
mikrovaskiiler degisimler, periodontal damarlarda da etkili olarak doku iyilesmesini

olumsuz yonde etkileyebilir (100, 101).

Literatiirde kemik dokusunun iyilesme kapasitesinin diyabetten kotii yonde etkilendigi
rapor edilmistir (102). Hiperglisemi, osteoblastlarin ¢ogalmasini ve kollajen iiretimini
bozarak kemik yapimini olumsuz etkiler (103). Ayrica, hiperglisemi varliginda hiicreler
arast matriks yapimindan sorumlu olan fibroblast ve osteoblast gibi hiicrelerin
apoptozisi artar (102, 104). Boylece, bir taraftan ¢ogalma ve farklilasma islevleri azalan
hiicrelerin bir taraftan da dliimlerinin artmasi diyabetik bireylerde daha fazla periodontal

yikim goriilmesini agiklayabilir (105, 106).



2.4.DENEYSEL PERIODONTITIS ve DIABETES

OLUSTURMA YONTEMLERI

2.4.1.Deneysel Periodontitis Olusturma Yontemleri
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MELLITUS

Gegmisten giiniimiize kadar cesitli hayvanlarda deneysel periodontitis modelleri

uygulanmistir (Tablo 2.1) (107).

Tablo 2.1. Deneysel Periodontitis icin Hayvan Modelleri

Hayvan Modeli | Avantajlari Dezavantajlari
Insanlara benzer dental yapu,
mikroflora ve hastalik. | Etik acgidan kabul edilebilirligi
Maymun Kendiliginden veya deneysel | sorgulanmakta ve elde edilisi ve
periodontitis olusturulabilir. bakimi ekonomik degildir.
Goreceli  olarak pahalidir ve
Kendiliginden veya deneysel | giinliikk bakim gerektirir.
Kopek
periodontitis olusturulabilir. Dentisyonlar1  insanlardakinden
farklidir.
Dental yap1 ve periodontitis
acisindan  insanlara  kiyasla

Minyatiir Domuz

benzer yonleri var. Kendiliginden

Goreceli olarak pahalidir, bakimi

Yaban Gelincigi

veya  deneysel  periodontitis | zordur ve yapilan ¢calisma azdir.
olusturulabilir.
Kendiliginden veya deneysel

periodontitis olusturulabilir.

Bakimi zordur.




32

Kemirgenler

(Rat ve Fare)

Deneysel

insanlara

olarak  periodontitis

olusturulabilir ve molar yapilari

benzerlik  gosterir.

Ekonomik agidan uygundur.

Periodontitise =~ dogal  olarak
direnclidirler. ~ Mikrobiyotalari
insanlardan farklidir. Analiz i¢in
elde edilen orneklerin boyutlar
kiigiiktiir. Calisma icin daha
fazla sayida hayvan gerekir.

Giiniimiizde hayvanlarda deneysel periodontitis incelemeleri genellikle kemirgenler

yani ratlarda veya farelerde kullanilmaktadir ve bu periodontitis modelleri baslica ikiye

ayrilabilir. Birincisi bakteri veya lipopolisakkaritler gibi bakteri {riinlerinin oral

kaviteye, dis etine veya kafa derisine inokiilasyonudur. Ikincisi ise, birinci veya ikinci

molar dislere ligatiir baglama yontemidir, naylon veya ipek, mono veya multifilament

suturlar kullanilabilir. Ayrica suturlara P. gingivalis vb. bakterileri soliisyonlarini

emdiren ¢calismalar da mevcuttur (Tablo 2.2) (9).

Tablo 2.2. Deneysel Periodontitis Olusturma Modelleri

Metod Bolge Bakteri Varlig Degiskenler
_ Degisik Bakteri Tiir ve
Oral Kavite . )
Patojen Bakterilerin Urtinleri
_ Gingival Inokiilasyonu
Inokiilasyon Bakteri Miktar1
Dokular
Kafa derisi Bakteri Uriinlerinin Kolonizasyon
(Lipopolisakkarit) Inokiilasyonu
Birinci Molar | Ek Patojenlerin Eklenmesi Ligatiirlerin Coziilmesi
Ligatiir

Ikinci Molar

Ek Patojenlerin Kullanilmamasi

Ligatiirlerin Fiziksel

Ozellikleri
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2.4.2.Deneysel Diabetes Mellitusun Olusturma Yontemleri

Literatiirde kullanilan deneysel diabet modelleri ikiye ayrilabilir. Birincisi genetik
olarak diabetes mellitus gelisimi gosteren fare veya ratlardir. Tip 1 diyabet modelleri
"ratlarda bio breeding rat" ve obez olmayan diyabetik farelerdir. Tip 2 diyabet modelleri
ise "Zucker fatty rat", Zucker diabetic fatty rat", "Otsuka Long-Evans Tokushima fatty
rat" ve "Goto-Kakizaki rat" ayrica "ob/ob mouse" ve "db/db mouse" kullanilabilir (9).
Bunlarin dezavantajlar1 pahali olmalari, 6zel bakim gerektirmeleri ve bazi modellerin
obez olmalaridir. Avantajlar1 ise diabet olusturmak i¢in ek ilaca gereksinim
duymamalar1 ve mortalite oranlarinin yiiksek olmalaridir. Ikincisi ise ilagla (alloksan
veya streptozotosin) olusturulan diabet modelleridir. Eger dogumda ratlara 65 mg/kg
enjekte edilirse tip 2 diyabet, erigkin ratlarda 40-65 mg/kg tek doz veya tekrarlanan
dozlarda uygulanirsa tip 1 diyabet modeli olusturulabilir (9). Bu tip modellerde
periodontal saglikli modeller olusturulabilir ve diabetin baslangi¢c asamasi incelenebilir.

Ayrica ucuz yontemlerdir fakat hayvanlarin 6liim oranlar1 ytliksektir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Deneysel Diabetes Mellitus Olusturma Modelleri

Model Tip 1 Diyabet Tip 2 Diyabet
Zucker fatty rat
Zucker diabetic fatty rat
Genetigi ) )
Bio Breeding rat Otsuka Long-Evans
Ayarlanmig Rat
Tokushima fatty rat
Goto-Kakizaki rat
ob/ob fare
Genetigi . ‘
Obez olmayan diyabetik fare
Ayarlanmis Fare
db/db fare

Normal Genetik Tek doz streptozotosin/alloksan Dogumda tek doz
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Yapidaki Rat Tekrar eden dozlarda streptozotosin

streptozotosin/alloksan

Tek doz streptozotosin/alloksan

Tekrar eden dozlarda

Normal Genetik

Yapidaki Fare

streptozotosin/alloksan

Streptozotosin;  toprakta  bulunan streptomyces achromogenes isimli  bir
mikroorganizmanin metabolitidir. 1960’da izole edilmistir. Baglangicta antibiyotik,
antitiimoral ve karsinolojik ozellikleriyle bilinen bu ajan, 1963’ te kopek, kedi ve
ratlarda diyabetojenik etkili bir madde olarak tanimlanmistir. N-nitroso tiirevi D-
glukozamin yapisindaki streptozotosin, oksidan maddeler meydana getirerek langerhans
adaciklarim secici olarak tahrip ederek diyabeti baslatmaktadir. ilag 2-deoksi-D-
glukozun C-2 pozisyonuna bagli bir metilnitrozoiire yan zinciri igermektedir. Kat1 halde
yapisindaki glukoz molekiiliiniin konumuna goére o ve P izomerlerinin karisimi
seklindedir. Kat1 halde stabil degildir ve dondurulmus olarak saklanmasi gerekir, 1siktan
korunmalidir. Optimum stabilitesi icin pH 4-4.5 olmalidir. Streprozotosin pankreas [3
hiicrelerine direk etkisiyle toksiktir. Yapisinda bulunan bir glukoz molekiilii sayesinde
plazma membranindaki glukoz tastyicilarina baglanir, molekiil; nitrozoiire boliimiinden
ayrilir ve hiicre i¢ine girerek toksisite gosterir, glukozla uyarilan insiilin saliverilmesini
bloke eder. Ancak pankreas [ hiicrelerine etkisi, daha ¢ok intraselliilerdir.
Streptozotosinin hiicre i¢indeki temel etki yeri niikleer DNA’dir. Hiicre iginde
streptozotosin dekompozisyona ugrar, bu sirada oldukg¢a reaktif karbonyum iyonlar
olusur ve bu iyonlar DNA bazlarinin alkilasyonuna neden oldugu i¢in, olayr DNA tamir
donemi izler. Bu sirada ¢ekirdek enzimi olan poli (ADPriboz) sentetaz asirt miktarda
aktive olur. Bu enzimin hiicresel aktivitesi sirasinda, NAD+ fazla kullanildigindan,
hiicredeki NAD+ depolar1 bosalir, NAD+ tiikenmesi hiicre 6liimiine neden olur (108,
109).
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2.5.PROPOLIS

Propolis, bal arilar1 (Apis mellifera) tarafindan cam, mese, hus, okaliptiis, kavak, kayin,
kestane, gibi agaglar ve bazi bitki tomurcuk ve filizlerinden topladig1 ve mumlayip diger
riinlerle karistirdigi, rengi koyu saridan kahverengiye dogru degisen yapiskan
re¢inemsi materyaldir (110). Ar1 bu maddeyi basi ile toraksi arasinda bulunan bezlerden
salgilamis oldugu aktif enzimlerle karistirip pelet haline getirir. Pelet 6n ve orta
bacaklarin yardimiyla ve bacak hareketleri ile arka bacaklardaki polen sepetciginde
paketlenir. Polen sepet¢igi yeteri kadar propolis ile dolduruldugunda kovana tasinir

(111).

Propolis kovanda g¢esitli amaglar icin kullanilmaktadir. Arilar, kovanda bulunan
petekleri ve kovanda bulunan c¢atlak ve yariklari ince bir tabaka halinde cilalayarak
kapatirlar. Kovan girisinde bulunan propolis arilarin ayaklarinin temizlenmesinde bir
cesit dezenfektan olarak, kovan tahtalarinin aralarinda bulunan propolis ise kovanin
1s1sinin korunmasinda rol oynar. Ayrica kovana giren yabanci canlilarin dldiiriildiikten

sonra bozulmasin1 6nlemek i¢in kaplanmasi amaciyla da kullanilmaktadir (110, 112).

Propolis sahip oldugu farmakolojik ozellikleri ile ¢ok eski ¢aglardan beri insanlar
tarafindan kullanilmistir. Propolis ismi yunanca savunma anlamina gelmekte olup,
Yunanlilar tarafindan kesfedilerek dogal bir antibiyotik olarak kullanilmis, ayrica
Misirlilar tarafindan 6liilerinin  mumyalanmasinda, Romalilar tarafindan da deri
apselerinin 1iyilestirilmesinde yiizyillarca ilag¢ olarak kullanilmistir. Giintimiizde dogal
bir ar1 iiriinii olan propolis, olduk¢a zengin biyolojik 6zelliklerinin olmasindan dolay:
dikkatleri iizerine ¢ekmis ve tipta, gida sektoriinde ve kozmetik sanayi gibi ¢esitli

alanlarda oldukca yaygin kullanim alan1 bulmustur.
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2.5.1.Propolis Bilesimi

Propolis 300 farkl: bilesikten olusan kompleks bir karisimdir (10). Propolisin en 6nemli
bilesenleri arasinda aromatik asitler, fenolik maddeler, pinosembrin, akasetin, krisin,
rutin, katesin, naringenin, galangin, luteolin, kamferol, apigenin, mirsetin, kuarsetin gibi
flavonoidler (flavonlar, flavonoller, flavononlar) ve kafeik asit ve sinamik asit gibi
fenolik asit bilesenleri bulunmaktadir. Ayrica, miristik asit, benzoik asit, benzil alkol,
kafeik asit, vanilin, sinamik asit, acacetin, kamferide ve izovanilin gibi kimyasal
bilesiklerinde bulundugu tespit edilmistir. Ayrica aminoasitler ve inorganik bilesikler
gibi cesitli kimyasal bilesikler ve siiksinik dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz, adenozin
trifosfataz ve asit fosfataz gibi enzimler icermektedir (112). Ayrica insan sagligi
acisindan da oldukga 6nemli ve gerekli olan Mg, Ca, 1, K, Na, Cu, Zn, Mn ve Fe gibi
elementlerle B1, B2 , B6, C ve E vitaminleri ile ¢cok sayida yag asidi tanimlanmistir

(112).

Propolisin kimyasal kompozisyonu toplandigi bolgenin fitocografik 6zelligine gore
degiskenlik gosterir (10, 113). Ornegin sicak bolgelerde flavonoidler ve sinnamik asit
tiirevleri gibi temel fenolik bilesenler igerirken, tropikal bdlgelerde propolisin daha ¢ok
diterpenler ve prenilat bilesenlerini igerdigi bildirilmistir (113, 114). Karasal iklime
sahip bolgelerden toplanan propolisin (Asya, Avrupa, Kuzey Amerika vb.) baslica
kaynaginin kavak bitkisi tomurcuklart oldugu belirlenirken, bu propolisin c¢esitli
flavonoidlerini i¢eren fenolik bilesikler, aromatik asitler ve onlarin esterleri bakimindan
zengin oldugu belirlenmistir (115-118). Kavak agaci1 karasal bolgelerde yaygin olarak
gozlenirken, tropik ve subtropik bolgelerde yetismemektedir. Boylece tropik bolgelerde
tiretilen propolisin kimyasal yapist kavak propolisinden tiimiiyle farkli olmaktadir.
Ornegin Brezilya propolisinin ana kaynagi Baccaris dracunculifolia (Cyote brush) ‘dir
ve bu propolis tipinde temel kimyasal bilesik sinifi prenillenmis p-kumarik asit ve
asetofenon tiirevleri olup kavak tipi propolisten tamamen farkli olarak diterpenler,
lignanlar ve flavonoidler igerdigi belirlenmistir (119-125). Kiiba propolisinin ana
bileseni ise poliizoprenillenmis benzofenonlardir ve bu yap1 Kiiba propolisini Avrupa

ve Brezilya propolislerinden farkli kilmaktadir (126, 127).
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2.5.2.Propolisin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Propolisin rengi kaynagina ve depolama siiresine bagli olarak sari, yesil ve koyu
kahverengine kadar degisim gostermektedir. Toplandig1 yoreye ve kaynagina bagh
olarak sar1 yesilden koyu kahverengine kadar degisen zamksi madde olan propolis 10
derecenin altinda sert ve kirilgan, 15-25 °C arasinda mum kivaminda, 30-40 °C de

yumusayip yapiskan bir hal almakta, 80 °C de kismen erimektedir (110).

Propolis, eter, kloroform, aseton ve diger organik ¢oziiciilerde kismen, %95°lik alkolde
bliylik 6l¢iide ¢oziinmekte, suda c¢ok az ¢oziinmekte veya hi¢ ¢oziinmemektedir.
Propolis, genellikle tibbi alanda %70’lik alkolde ¢6ziinmiis ¢ozelti olarak
kullanilmaktadir (128).

Ham propolisin yapisi, kaynagina bagl olarak degiskenlik gostermekle birlikte; %45-50
recine, %20-35 bitkisel kaynakli balmumu, %5-10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5
polen, %5-15 organik bilesiklerden olusur (129).

2.5.3.Propolisin Biyolojik Ozellikleri

Propolisin biyolojik ve farmakolojik 6zelliklerinden dolayr genis capli biyolojik ve
farmakolojik aktivite sergilemektedir. Propolis; anti-bakteriyel (130-135), anti-fungal
(136-140), anti-protozoal (141, 142), anti-viral (143-148) ozellikler sergilemektedir.
Ayrica anti-inflamatuar (149-153), immunomodiilatr (11, 154, 155), anti-oksidan (156-
160), anti-allerjik (161, 162), anti-hiperaljezik (163), analjezik (164, 165), lokal
anestezik (166), osteoklastik kemik rezorpsiyonunu engelleyici (12, 167), osteoklast
olgunlagmasini inhibe edici (168) ve yara iyilesmesini hizlandirict ve rejeneratif (169-

173) etkileriyle dikkat cekmektedir.

Tip alaninda ayrica anti-anksiyetik (174), anti-apoptotik (175, 176), anti-aritmik (177),
anti-aterosklerotik (178, 179), anti-artritis (180), anti-genotoksik (181, 182), anti-
hepatotoksik (183-187), anti-hiperglisemik ve anti-diabetik (188-196), anti-
hiperlipidemik (197), anti-hipertansif (198-202), anti-iskemik (203-207), anti-mutajenik
(208-211), anti-norotoksik (212-216), anti-obezitik (217), anti-nefrotoksik (218-222),
anti-tromboembolitik (223), anti-tiimor (224-228), serbest radikalleri temizleyici (229,
230), radyoaktif 1s1nlara kars1 koruyucu (231-235), radyasyon mukositisini (236-238) ve

iilseratif lezyonlar1 iyilestirici (239-243) ozellikleriyle arastirmalara konu olmustur.
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Periodontoloji alaninda oral periodontopatojenlere karsi etkinligi gosterilmistir (244,
245). Dis hekimliginde daha bir¢cok alanda; anti-karyojenik (246-250), dentin
hassasiyetini azaltict (251-253), kok kanalim1 dezenfekte edici (254-261), dentin
tiibiillerini dezenfekte edici (262), dental pulpayr koruyucu (263-268), avulse dislerin
saklama soliisyonu olarak kullaniminda periodontal ligament hiicrelerinin canliligini
koruyucu (269-274) etkileri gosterilmistir. Ayrica dis macunlarinda (275, 276) ve agiz

gargaralarinda (277-285) kullaniminin etkileri arastirilmigtir.

Literatiirde propolise veya igerdigi bilesenlere karsi 6zellikle kontakt dermatit olmak

tizere cesitli allerjik reaksiyonlardan da bahsedilmistir (286-290).
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3. GEREC ve YONTEM

Agirliklart 300 - 400 g arasinda degisen toplan 56 tane erkek Wistar albino tiirii rat, su
ve yiyecege serbestce ulasabilecekleri metal kapakli kafeslerde, normal oda sicakliginda
12 saat aydinlik-karanlik dongiisiiyle deney boyunca izlenmistir. Arastirma prosediirii
oncesinde 1 hafta dnceden hayvanlarin laboratuar ortamina uyum saglamalarina izin

verilmistir.

Bu proje Erciyes Universitesi Hayvan Arastirmalart Etik Kurulu'nda onaylanmustir.
(09.06.2010.TS.06.KN.10/51) ve Helsinki Hayvan ve insan Arastirmalar1 Uygulama

Prensipleri'ne uyumlu olarak yiirtitiilmiistiir.

3.1.Calisma Dizaym

Hayvanlar rastgele asagida gosterildigi gibi 7 deney grubuna ayrilmistir:

1) Negatif-Kontrol (NK),

2) Periodontitis (P),

3) Diyabet (D),

4) Diyabet + Periodontitis (DP),

5) Periodontitis + Propolis 100 mg/kg (P100),

6) Diyabet + Propolis 100 mg/kg (D100),

7) Diyabet + Periodontitis + Propolis 100 mg/kg (DP100)



3.2.Calisma Plam

NK (0. Giin)

Periodontitis (0. Gin)

Glukometre ile Kan

Glukoz Blcimii Genel Anestezi

Glukometre ile G
enel R
Kan Glukoz . Ligatur
dlcimii Anestezi

NK (2. Giin) (48. Saat)

Periodontitis (2. Giin) (48. Saat)

Glukometre ile Kan Glukoz Olgiimii

Glukometre ile Kan Glukoz Olgiimii

NK (21. Giin) (Deney Sonu)

Periodontitis (21. Giin) (Deney Sonu)

Glukometre ile Kan Biyokimyasal Kan
Glukoz Olgiimii Glukoz Analizi

Glukometre ile Kan Biyokimyasal Kan
Glukoz Olgimii Glukoz Analizi

Diabetes Mellitus (Deney Baslangici) (-2. Gin)

Glukometre ile Kan
Glukoz Olgimii

Genel Anestezi | Streptozotosin

Diabetes Mellitus (0. Gin) (48. Saat)

Glukometre ile Kan Glukoz Olgiimii

Diabetes Mellitus (21. Giin) (Deney Sonu)

Glukometre ile Kan
Glukoz Olgiimii

Biyokimyasal Kan Glukoz
Analizi
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3.2.Deneysel Periodontitis Olusturulmasi

Gece boyu ag¢ birakilan hayvanlar Ketamine (Ketalar, Pfizer) (1 ml/kg i.p.) ve Xylazine
Chloride (Rompun, Bayer) (0.1 ml/kg i.p.) enjeksiyonu ile genel anestezi altina alindi
(Resim 3.1). Hayvanlar, agizlarin1 agik tutacak ve ayni zamanda baglarinin sabit
durmasin1 saglayacak metal mekanizmaya yerlestirildikten sonra (Resim 3.2) oral
bakterilere retansiyon saglamasi igin, list 1. molar dislerinin etrafina 4.0 ipek suturlar
resimde gosterildigi gibi subgingival konumda yerlestirildi ve diigiim mezialde kalacak
sekilde baglandi (Resim 3.3 ve 3.4) (291). Ligatiirler oral gavaj sirasinda deney
periyodu boyunca her giin kontrol edildi ve gevsek veya eksik ligatiirler aym1 giin
yenilendi. Periodontitis olusturulmayan hayvanlara sadece intraperitoneal genel

anestezik enjekte edildi.

3.3.Deneysel Diabet Olusturulmasi
Streptozotosin (STZ) (Sigma, MO, USA) taze hazirlanan 0.1 M sitrat tampon (pH 4.5)

igerisinde ¢oziildiikten sonra deneysel diyabet olusturmak amaciyla tek doz (60 mg/kg)
intraperitoneal olarak uygulandi (Resim 3.1) (292). Diyabet olusturulmayan gruplara

sadece tampon soliisyonu enjekte edildi.

3.4.Kan Glukoz Degerlerinin Belirlenmesi

Deney baglamadan, streptozotocin enjekte edildikten 48 saat sonra ve deney bitiminde,
21. giinde gece boyu a¢ birakilan hayvanlarin kuyruk venlerinden insiilin siringasi (1
ml) ile alinan kan ornekleri (5 pl) (Resim 3.5), glukometre cihazi (AccuChek, Roche,
Germany) kullanilarak analiz edildi (Resim 3.6). Aclik glukoz degeri 300 mg/dL den
fazla olan hayvanlar diyabetik olarak kabul edildi. Deney sonunda elde edilen plazma

orneklerinde ayrica laboratuar testleri yapilarak kan glukoz degerleri kontrol edildi.

3.5.Propolisin Hazirlanmasi ve Oral Gavajla Verilmesi

Tiirkiye'nin Kayseri bolgesinden elde edilen kati haldeki propolis kaynayan etanoliin
igerisinde ekstraktdr yardimiyla ¢oziildiikten sonra sogumaya birakildi ve filtrasyondan
gecirilerek mumundan ayristirildi. Ardindan bu filre edilmis iiriin, evaporator
kullanilarak oda sicakliginda kalin pasta formunu alana kadar karistirildi. Bu ekstrata
%10 konsantrasyondaki etanol eklenerek ayrismasi saglandi ve propolisin ethanolik

ekstrati elde (PEE) edildi. PEEmin kompozisyonu yliksek-performansh sivi
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kromatografisi (high-performance liquid chromatography) (HPLC) kullanilarak analiz
edildi. PEE nin kompozisyonu tabloda goriildiigii gibi agiklanmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Propolisin Ethanolik Ekstrati

Bilesikler RT %TIC
Aromatik ve yag asitleri ve onlarin esterleri

4-pentenoic acid 13.31 | 1.74
3-methoxy-cinnamic acid 20.30 | 0.29
2-propenoic acid 16.74 |2.70
9-octadecanoic acid 25.12 | 2.05
Cinnamic acid 20.30 | 0.29
3-hydroxy-4-methoxycinnamic acid 20.73 | 1.82
Decanoic acid 9.03 0.23
3.,4-dimethoxycinnamic acid 2091 |3.40
Coumaric acid 2293 1 0.19
9-Octadecanoic acid 25.12 | 2.05
Octadecanoic acid 2549 10.21
Fenolik bilesikler

Pinocembrin 31.06 | 14.75
4,5 dimethoxy-(2-propenyl) 2-phenol 2793 | 1.25
Chrysin 34.12 | 7.67
Galangin 34.84 | 4.90

Alkol, keton ve terpenler

5-3,3-dimethyl-cyclohexanone 3438 | 1.36
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Alpha-eudesmol 32.22 | 0.80
2-Nonadecanone 24.49 | 0.66
Gamma-eudesmol 15.22 | 0.37
Beta-eudesmol 15.66 | 0.38
Alpha-eudesmol 15.71 |0.59
Alpha-bisabolol 16.26 |0.17
2-propen-1-one 29.72 | 15.30
2-propen-1-ol 8.02 0.21

RT: Retansiyon Zamant TIC: Total iyon akimi

PEE gliserin igerisinde arzulanan konsantrasyona gore ¢oziildii. Deney sirasinda
propolis tedavisi alan hayvanlara 100 mg/kg giinde bir ve 21 giin boyunca oral gavaj ile
enjekte edildi (Resim 3.7). Propolis tedavisi almayan hayvanlara ise sadece gliserin

enjekte edildi (167).

3.6.Kan Orneklerinin Alinmasi

Deney bitiminde, 21. giinde gece boyu a¢ birakilan hayvanlar yukarida tarif edildigi gibi
genel anesteziye alindiktan sonra resimde gosterildigi gibi tahtanin {izerine sabitlendi
(Resim 3.8) 10 ml siringaya heparin cekilip birakildiktan sonra abdominal kavite
acilmadan direkt metodla hayvanin kalbine ulasilarak yaklagik 8 ml kan elde edildi
(Resim 3.9). Ardindan genel anestezinin dozu artirildiktan sonra servikal dislokasyon
metodu ile hayvanlar sakrifiye edildi. Alian kan 6rnekleri heparin kapl plastik tiiplere
(10 ml) konulduktan sonra (Resim 3.10), yavasca bilek hareketiyle karistirilarak
santrifiij cihazina alindi (Resim 3.11). 3000xg devirde 10 dakika santrifijje edilen
tiiplerdeki ayrismig plazma resimde gortildigii gibi 1.5 ml'lik ependorf tiiplerine tagindi
(Resim 3.12) ve sonraki laboratuar incelemelerinde kullanilmak iizere —80 °C derin

dondurucuya kaldirildi.




Resim 3.1: Intraperitoneal anestezi

|

Resim 3.2: Agiz acikliliginin sabitlenmesi
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Resim 3.4: Ligatiirlerin yerlestirilmesi
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Resim 3.5: Kuyruk veninden kan 6rnegi alinmasi

Resim 3.6: Glukometre ile kan glukoz degerinin analizi
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Resim 3.7: Intragastrik gavaj uygulamasi

Resim 3.8: Hayvanlarin baglanarak sabitlenmesi
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Resim 3.9: intrakardiyak kan alinmasi

Resim 3.10: Alinan kan 6rneginin heparinli tiipe aktarilmasi
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Resim 3.12: Elde edilen plazmanin ependorf tiiplerine aktarilmasi
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3.7.ELISA Kitlerinin Uygulanmasi ve Plazma Sitokin ve MMP Seviyelerinin
Belirlenmesi

Plazma IL-1PB (Boster, CA, USA), TNF-a (Boster, CA, USA) ve MMP-8 (RayBiotech,
GA, USA) seviyeleri ELISA kitleri kullanilarak {iretici firmanin tarif ettigi sekilde
analiz edildi. Elde edilen konsantrasyon degerleri, her 6rnegin ml degerlerine gore

yeniden hesaplanarak istatistiksel olarak degerlendirilmeye hazir hale getirildi.

3.8.Histolojik Orneklerin Hazirlanmasi ve Histolojik Analiz

Kemirgen deney hayvanlarinda mikroskobik morfometri, histomorfometri veya mikro-
bilgisayarli tomografi kullanilarak yapilan alveoler kemik kayb1 analizlerinin
sonuclarinin farkli olmadigr rapor edilmistir (293). Bu ylizden ¢alismamizda alveoler

kemik kaybinin analizinde histomorfometrik analiz metodu kullanilmistir.

Sakrifiye edilen hayvanlarin maksillalari diseke edildi. %10 luk formalin soliisyonunda
(pH 7.2) 48 saat bekletildikten sonra diseke edilen maksillalar akan suda 1 giin boyunca
yikandilar ve %10 glasiyal asetik asitte 3 ay boyuna demineralize edildiler.
Demineralizasyon siirecinin sonunda maksillar orta suturdan gececek sekilde ayrildiktan
sonra akan suda 1 glin boyunca yikandilar. Ardindan bir seri alkol soliisyonlarinda
dehidrate edildiler ve temizleme isleminden sonra parafin bloklara alindilar. Parafin
bloklar igerisindeki drnekler meziodistal yonde 4 um kalinliginda seri kesitler alindiktan

sonra hematoxylin-eosin veya Masson's trichrome ile boyandi.

Histolojik kesitler {izerinde, 1. ve 2. molar disler arasindaki belirlenen mine sement
sinir1 - alveoler kret tepesi arasindaki mesafe, 151k mikroskobu ve mikroskoba bagli
kamera ile alinan goriintii iizerinde mesafe ol¢iimii yapabildigimiz AnalySIS programi
kullanarak (4x, 10x veya 20x) yapilmistir. Olgiimleri gruplara maskeli bir arastirmaci,

her yarim bdlgede en az 10 ayr1 kesitlerde yapmustir.

Hayvanlarda kendiliginden periodontitis olugsmamasi i¢in, bliylime asamasinda ve deney
boyunca literatiirde tarif edilen besleme ve barindirma kosullarina uyuldu (294).
Negatif-kontrol grubunda yapilan histolojik orneklemede goriildiigi gibi hayvanlarda
alveoler kemik kaybi1 goriilmedigi izlenmektedir. Negatif kontrol grubunda o6lgiilen
mine sement birlesimi - alveoler kret tepesi arasindaki mesafe biyolojik genislik olarak

kabul edildi. Ortalama biyolojik genislik hesaplandiktan sonra diger gruplardan
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cikartilarak alveoler kemik kaybi belirlendi, negatif kontrol grubunda alveoler kemik
kaybina "0" degeri verildi.

3.9. istatistiksel Analizler

Deney gruplariin sayisi, literatiirdeki benzer ¢alismalarin incelenmesiyle elde edilen
verilerden gii¢ analizi (power analysis) yapilarak belirlendi. Veriler ortalama =+ standart
sapma olarak ifade edildi. Istatistiksel analiz SPSS 20.0 programi kullanilarak yapildi.
Veriler arasi korelasyonda Pearson Korelasyon analiz testi kullanildi. Kolmogorov-
Smirnov testi kullanilarak verilerin normal dagilima uygunlugu belirlendi. Normal
dagilim kurallarina uyan verilerin analizinde tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) kullanildi. Gruplar arasi farkin bulunmasi durumunda post-hoc gruplar arasi
karsilastirmalar i¢in verilerin homojenite testi sonucuna gére Dunnett T3 testi kullanildi.
Normal dagilim kurallarina uymayan verilerin analizi i¢in Kruskal-Wallis testi
kullanilarak post-hoc gruplar arasi kiyaslamalar yapildi. p <0.05 istatistiksel anlamlilik

derecesi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Viicut Agirliklar::

Deneyin baglangicinda gruplar arasinda viicut agirliklar agisindan istatistiksel anlamli
fark bulunmamistir (p = 0.288) (Tablo 4.1). Fakat deney sonunda NK grubuna kiyasla P
(p > 0.05) ve P100 (p > 0.05) grubu hari¢ diger gruplardaki kilo kaybi istatistiksel
olarak anlamlidir (p < 0.05) (Tablo 4.1) (Sekil 4.1).

Propolis tedavisi almayan gruplar arasinda yapilan kiyaslamada; P grubunda goriilen
kilo kayb1 D (p = 0.003) ve DP (p = 0.009) ye gore anlamli derecede az bulunmustur.
Fakat D ile DP gruplar arasinda fark bulunmamistir (p > 0.05) (Sekil 4.1).

Propolis tedavisi alan gruplar arasinda yapilan kiyaslamada; P100 grubunda goriilen
kilo kayb1 D100 (p = 0.694) ve DP100 (p > 0.05) e gore anlamli derecede az
bulunmustur. Ek olarak, D100 ile DP100 gruplar1 arasinda fark bulunmamistir (p >
0.05) (Sekil 4.1).

Propolis tedavisi alan ve almayan gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda; P ve P100
arasinda (p > 0.05), D ve D100 arasinda (p > 0.05) ve DP ve DP100 (p > 0.05) arasinda
istatistiksel anlaml1 fark olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.1).

Kan Glukoz Diizeyi:

Deneyin baslangicinda yapilan kan glukoz diizeyi analizine gore gruplar arasinda
istatistiksel anlamli fark bulunmamstir (p = 0.472) (Tablo 4.1). Deney bitiminde ise
gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edilmistir (p < 0.05) (Tablo 4.1) (Sekil 4.2).

NK grubuna kiyasla; P (p > 0.05), P100 (p > 0.05) ve D100 (p > 0.05) gruplar1 arasinda
istatistiksel anlamli fark bulunmazken, D (p = 0.002), DP (p = 0.0001) ve DP100 (p =

0.019) gruplarinin kan glukoz seviyeleri anlamli derecede yiiksek oldugu analiz

edilmistir (Sekil 4.2).

Propolis tedavisi almayan gruplar arasinda yapilan kiyaslamada; DP (p = 0.001) ve D (p
= 0.005) gruplarinda rapor edilen kan glukoz diizeyi P ye gore anlamli derecede yiiksek
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bulunmustur. DP grubunun kan glukoz diizeyi D grubuna gore daha fazla ¢ikmasina

ragmen bu fark istatistiksel anlamlilik derecesine ulagsmamistir (p > 0.05) (Sekil 4.2).

Propolis tedavisi alan gruplar arasinda yapilan kiyaslamada; DP100 grubunda goriilen
kan glukoz seviyeleri; P100 (p = 0.130) ve D100 (p > 0.05) e kiyasla daha fazla
¢ikmasina ragmen bu farkliliklar istatistiksel anlamli bulunmamaistir. Ayrica P100 ve

D100 arasindaki fark da anlamli degildir (p = 0.298) (Sekil 4.2).

Propolis tedavisi alan ve almayan gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda; P ve P100
arasinda (p > 0.05), D ve D100 arasinda (p > 0.05) ve DP ve DP100 (p > 0.05) arasinda

istatistiksel anlamli fark olmadig goriilmiistiir (Sekil 4.2).

Alveoler Kemik Kaybi:

Gruplardan alinan histolojik kesitler 6rnek fotograflarda gosterilmistir (Resim 4.1, 4.2,

4.3,4.4,45,4.6,4.7)

Negatif-kontrol (NK) grubunda yapilan histolojik analiz hayvanlarin periodontal agidan
saglikli oldugunu ve alveoler kemik kaybimnin olmadigini gostermistir. Tek yonlii
ANOVA testi sonras1 deney sonunda gruplar arasinda anlamli fark oldugu gorilmiistiir

(p < 0.05) (Tablo 4.1) (Sekil 4.3).

NK grubuna kiyasla; tiim gruplardaki alveoler kemik kayb1 anlamli derecede farklidir (p
<0.05) (Sekil 4.3).

Propolis tedavisi almayan gruplar arasinda yapilan kiyaslamada; en fazla alveoler kemik
kayb1 DP grubunda goriilmiistiir, ve DP grubundaki kemik kaybi1 D ye gore anlamli
derecede fazlayken (p = 0.0003), P ye gore anlamli bulunmamistir (p = 0.953). P
grubundaki kemik kayb1 ise D ye gore anlamli derecede fazladir (p = 0.00001) (Sekil
4.3).

Propolis tedavisi alan gruplar arasinda yapilan kiyaslamada; D100 grubuna kiyasla
P100 (p = 0.0003) ve DP100 (p = 0.001) gruplarindaki kemik kayiplari anlamh
derecede fazladir. Ek olarak P100 ve DP100 gruplar arasinda fark bulunmamustir (p =
0.152) (Sekil 4.3).
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Propolis tedavisi alan ve almayan gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda; DP
grubundaki kemik kaybt DP100 e gore fazla olmasina ragmen aradaki fark istatistiksel
anlamli bulunmamistir (p = 0.219). P100 grubundaki alveoler kemik kayb1 P ye gore
anlaml1 derecede az bulunmustur (p = 0.001). D ile D100 arasinda istatistiksel anlaml

fark bulunmamustir (p > 0.05) (Sekil 4.3).

Plazma IL-1B, TNF-o ve MMP-8:

Yapilan istatistiksel analiz, plazma IL-1 (p = 0.066), TNF-a (p = 0.431) ve MMP-8 (p
= 0.274) gruplar1 arasinda deney sonunda istatistiksel anlamli fark olmadigim

gostermistir (Sekil 4.4, 4.5, 4.6).

Ek olarak parametreler arasinda yapilan korelasyon analizinde kilo kaybi ile plazma
TNF-a arasinda negatif yonlii ve istatistiksel anlamli iligski oldugunu gostermistir (r = -

0.275, p = 0.040). Diger parametreler arasinda anlamli iliski bulunmamastir.

Resim 4.1: NK grubu. Alveoler kemik (AK). (Masson's trichrome).
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Resim 4.2: P grubu. Alveoler kemik (AK). (Hematoxylin-Eosin).

500 pm

Resim 4.3: D Grubu. Alveoler kemik (AK). (Masson's trichrome).
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Resim 4.4: DP Grubu. Alveoler Kemik (AK). (Masson's trichrome).

Resim 4.5: P100 Grubu. Alveoler kemik (AK). (Masson's trichrome).



500 pm

Resim 4.6: D100 Grubu. Alveoler kemik (AK). (Hematoxylin-Eosin).

1.0 mm

Resim 4.7: DP100 Grubu. Alveoler kemik (AK). (Hematoxylin-Eosin).
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Tablo 4.1. Cahsma Gruplarinin Genel Ozellikleri

Kontrol Grubu Tedavi Edilmeyen Gruplar Tedavi Edilen Gruplar P Degeri

NK P D DP P100 D100 DP100
Baslangi¢ Agirliklari (g) 339.9+422 330.1 £52.9 361.8+45.8 340.5+24.1 3279+39.5 3048+579 321.1+423 p=0.288
Kilo Kaybi1 (g) 6.4+5.0 -S5.1+17.0  -724+353 -71.5+£379 -17.5+99  -51.5+235 -439+185 p<0.05

Baslangi¢ Kan Glukoz (mg/dl)  110.6 +£17.1 111.0+15.5 109.0+4.7 117.4+10.0 109.3+6.1 1154+9.7 1109+10.1 p=0472
21.Giin Kan Glukoz (mg/dl) 122.8+14.1 128.8+8.9 4133+78.7 450.9+94.6 132.0+244 319.4+129.0 365.1+59.6 p<0.05

Alveoler Kemik Kayb1 (mm) 0.0£0.0 1.39+£0.03 031+0.12 1.62+041 0.78+0.16 033+0.09 0.72+028 p<0.05

IL-1B (pg/ml) 4534128 464+110 487+73 444+146 387+42  405+81  352+41 p=0.066
TNF-a (pg/ml) 312413 318=1.1 33741 336+43 330+14  363+89  332+49 p=0431
MMP-8 (pg/ml) 35408 32+1.1 3.0+0.8 24407 34408 31412 34+09 p=0274

Veriler ortalama + SD olarak ifade edilmistir.

Kiyaslamalar tiim gruplar arasinda one-way ANOVA veya Kruskal-Wallis testleri kullanilarak
yapilmistir.
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Sekil 4.1: Gruplarin Viicut Agirhigi Degisimleri

Grafik ¢ubuklar1 "ortalama + standart sapma" olarak ifade edilmistir.

* Kiyaslamalar NK grubuna gore diger gruplarla yapilmistir. Diyabetik gruplar (D, DP,
D100 and DP100) NK grubundan istatistiksel olarak anlaml degerlerde farklhidir (p <
0.05).

1 Propolis tedavisi almayan gruplar arasinda kiyaslamalar yapilmistir. P grubu D
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degerde farklidir (p < 0.05).

I Propolis tedavisi almayan gruplar arasinda kiyaslamalar yapilmistir, P grubu DP
grubuna gore istatistiksel anlamli olarak degerde farklidir (p < 0.05).
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Sekil 4.2: Gruplarin Plazma Glukoz Degerleri (Final)
Grafik ¢ubuklar1 "ortalama + standart sapma" olarak ifade edilmistir.

* Kiyaslamalar NK grubuna gore diger gruplarla yapilmistir. D, DP and DP100 gruplari
NK grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degerlerde farklidir (p < 0.05).

T DP grubu P grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degerde farklidir (p < 0.05).
1 D grubu P grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degerde farklidir (p < 0.05).
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Sekil 4.3: Gruplarin Alveoler Kemik Kayiplari
Grafik ¢ubuklar1 "ortalama + standart sapma" olarak ifade edilmistir.

* Kiyaslamalar NK grubuna gore diger gruplarla yapilmigtir. Tim gruplar NK
grubundan istatistiksel anlamli degerlerde farklidir (p < 0.05).

1 P grubu D grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degerde farklidir (p < 0.05).
1 DP grubu D grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degerde farklidir (p < 0.05).

§ P100 grubu D100 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degerde farklidir (p <
0.05).

| DP100 grubu D100 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degerde farklidir (p <
0.05).

9| P grubu P100 grubuna gore istatistiksel olarak anlamli degerde farklidir (p < 0.05).
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Sekil 4.4: Gruplarin Plazma IL-1f Seviyeleri

Grafik ¢ubuklar1 "ortalama + standart sapma" olarak ifade edilmistir.

Kiyaslamalar tiim gruplar arasinda yapilmistir (p > 0.05).
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Sekil 4.5: Gruplarin Plazma TNF-a Seviyeleri

Grafik ¢ubuklar1 "ortalama + standart sapma" olarak ifade edilmistir.

Kiyaslamalar tiim gruplar arasinda yapilmaistir (p > 0.05).
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Sekil 4.6: Gruplarin Plazma MMP-8 Seviyeleri

Grafik ¢ubuklar1 "ortalama + standart sapma" olarak ifade edilmistir.

Kiyaslamalar tiim gruplar arasinda yapilmistir (p > 0.05).

62



63

5. TARTISMA ve SONUC

Periodontitis; periodontal cep formasyonu, klinik atagsman kaybi ve kemik yikimiyla
karakterize en yaygin inflamatuar hastaliklardan birisidir (1). Periodontitiste goriilen
yumusak ve sert doku kaybinin sebebi, patojen bakteriyel plaga kars1 konagin immiino-
inflamatuar yanitinin asir1 aktiflesmesinden kaynaklandigi agikca ifade edilmektedir (2).
Boylece konagin savunma hiicrelerinin inflame dokuya gocii gerceklesmekte ve IL-1f3
ve TNF-a gibi yiiksek konsantrasyonlarda pro-inflamatuar sitokin {iretimiyle

sonug¢lanmaktadir (30, 31).

IL-1B ve TNF-a periodonsiyumdaki nétrofil, lenfosit, makrofaj, epitel hiicreler ve
fibroblastlar gibi bircok hiicre grubundan sentezlenir (32). IL-1p ve TNF-a onciil
osteoklast hiicrelerinin farklilasmasini saglayarak osteoklastlarin aktivasyonunu uyarir
ve dolayisiyla osteoklastlar direkt ve indirekt yollarla bag dokusu ve alveoler kemigin
rezorpsiyonunu baslatir (32, 33). Ayrica, IL-1p ve TNF-a kemik yikimi siirecinde
sinerjistik etki gosterirler (34). Bu sitokinlerin periodonsiyumdaki doku yikimini ve
hastaligin siddetini gostermesindeki rolleri ¢okga caligilmistir (35, 36). IL-1p ve TNF-a
kemokinlerin iiretimini de uyararak dolasimdaki 16kositlerin inflamasyonun bulundugu
yere goOcilinii saglayarak MMP-8 gibi diger inflamatuar mediatorlerin de ortama

salgilanmasina yardime1 olurlar (37).

Kollejenaz-2 veya notrofil kollejenaz olarak da bilinen MMP-8 baslica
polimorfoniikleer 16kositler tarafindan sentezlenir (37). MMP-8, periodontal
dokulardaki en yaygin kollajen olan tip 1 kollajenin yikimindan sorumludur (52). Aym
zamanda MMP-8 periodontitiste agresif kemik yikimindan sorumludur ve bu enzimin

seviyelerindeki artis, siddetli periodontal inflamasyonla iligkilendirilmistir (37, 52).

Diabetes mellitus, insiilin saliniminda, insiilin direncinde veya her ikisinde bozulma
sonucu hiperglisemiyle karakterize olan sistemik hastaliktir. Tip 1 diyabet, insiilin
salgilayan pankreasin B-hiicrelerinin otoimmiin yikimi sonucu olusur. Tip 2 diyabet ise
insiilin {iretiminin tamamen yok olmasindan ziyade insiiline kars1 dokularin direncinden
kaynaklanir. Periodontal hastalik, biiyliyen global bir saglik problemi olan diabetes

mellitusun, retinopati, nefropati, ndropati, makrovaskiiler hastaliklar ve yara
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iyilesmesinde degisiklik gibi komplikasyonlarin ardindan 6. komplikasyonu olarak
bilinmektedir (6).

Hem periodontal hastalik, hem de diabetes mellitus kronik inflamatuar hastaliklardir ve
inflamasyon patogenezlerinde 6nemli rol oynar (7). Cogalan bulgular gosteriyor ki
periodontal inflamasyon, endokrin benzeri gorev yapmaktadir ve periodontal
inflamasyonda IL-1B ve TNF-o gibi lokal iiretilen sitokinler, sistemik distik-diizey
inflamasyonla iliskilendirilmistir (91, 92). Benzer olarak diabetes mellitusa bagh
hiperglisemi de sistemik diisiik-diizey inflamasyon durumuyla iligkili bulunmustur ve
bu durum diyabetin makro ve mikrovaskiiler komplikasyonlarina neden olmaktadir
(93). Hem tip 1 hem de tip 2 diyabette sistemik inflamatuar marker diizeylerinin arttigi
bildirilmistir (94). Ek olarak, bireyin sahip oldugu inflamatuar hastaliginin diger
inflamatuar hastaliklarin da insidans ve siddetini etkiledigi diistiniilmektedir (87).
Literatiirde teshisi konulmus diabetes mellitus vakalarinin arttig1 goriilmektedir (87) ve
eslik eden belli bir hastaligin yoklugunda, diyete tam bagli olmalarina ve ilag

kullanmalarina ragmen diyabet hastalar1 zayif glisemik kontrol gdsterebilirler (95).

Diyabete baglh sitokin dengesizliginin patogenezi hala agiklanamadigindan,
periodontitisin diyabet {izerine potansiyel etkilerini inceleyen klinik ve deneysel
caligmalar genis bir alan olusturmaktadir. Ayrica deneysel periodontitis
olusturulmasinda farkli modellerin hem lokal, hem de sistemik sitokin iiretimine
etkilerini anlamak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir (9). Pro-inflamatuar
sitokin ve mediatdrlerin serum seviyelerinin c¢alisilmasi, onlarin sadece konak
savunmasindaki rollerini degil ayn1 zamanda diyabet ve periodontal hastalik arasindaki

iliskiyi de belirlemek agisindan 6nem tagimaktadir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, yeni periodontal tedavi stratejilerinde konak
yanitina ve konak yanitini diizenleyici ajanlarin kullanimina yogunlasmistir. Tedavi
protokoliine konak yanitin1 diizenleyici ajanlarin da eklenmesi, tedavi yanitin1 artirarak
hastaligin ilerlemesini azaltabilir ve hastaliga yatkin bireylerde iyilesme potansiyelini

daha ongoriilebilir hale getirebilir (295).

Propolis, bal arilarinin ¢esitli bitkilerden toplayip mumsu bilesiklerle karistirarak

olusturdugu recinemsi materyaldir ve igerisinde 300 den fazla bilesik bulundurur (10,
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11). Propolisin kimyasal kompozisyonu toplandigi bolgenin fitocografik 6zelligine ve
arastirmalarda kullanilan ¢oziiciilere gore degiskenlik gosterir (10, 113). Bu ylizden
bilimsel arastirmalarda standart bir propolis kompozisyonu kullanmak zordur ve
giinlimiizde heniiz gergeklestirilememistir (10, 11). Propolis biyolojik ve farmakolojik
ozelliklerinden dolayr arastirmacilarin ilgi odagi olmustur. Literatiirde propolisin anti-
inflamatuar (11), immiino-modiilatér (11) ve kemik rezorpsiyonu iizerine etkileri (12,
167) gosterilmistir. Biz de bu etkilerin kronik inflamatuar hastaliklar olan diabetes
mellitus ve periodontitiste de goriilebilecegi hipotezinden yola ¢ikarak; ligatiirle
olusturulan periodontitis ve/veya streptozotosin ile olusturulan diyabetin; 1) IL-1p,
TNF-0 ve MMP-8 plazma diizeyi, 2) alveoler kemik kaybi, kan glukoz seviyesi, kilo
kayb1 parametreleri {izerine etkilerini 3) ve sistemik propolis tedavisinin bu

parametrelerde olusturdugu degisiklikleri incelemeyi amagladik.

Insanlarda goriilen her hastaligin deneysel olarak olusturulan hayvan modellerinde bazi
farkliliklar ve kisitlamalar olmasina ragmen, ratlarda molar dislere ligatiir baglanarak
olusturulan periodontitis ve streptozotosin enjekte edilerek olusturulan diyabet
modelleri literatiirde siklikla kullanilmaktadir (9). Ayrica hayvan modellerinin
kullanilmasi, bir hastaligin baglama evresini izleyebilmemize ve sebep-sonug iligkisini
belirleyebilmemize olanak saglayacaktir. Bununla birlikte hayvan modelini tercih
ederek iki ayr1 hastalik arasindaki iliskiyi baslangi¢ asamasinda arastirabilmekteyiz.
Periodontal tedaviye ek olarak propolis gibi konak modiilasyonu potansiyeline sahip
ajanlarin  klinik kullanimi oncesinde deneysel calismalarla incelenmesi gerekliligi

kaginilmazdir (296).

Literatiirde deneysel periodontitis ¢alismalarinda farkli hayvan modelleri kullanilmigtir
(9). Calismamizda kullandigimiz wistar albino ratlarda literatiirde tarif edilen beslenme

ve barindirma kosullarina uyulmustur (294).

Calismanin sonuglar1 ortalama plazma IL-1B seviyelerinin tedavi olmayan gruplarda
arttigini, ve propolis tedavisi alan gruplarda azaldigin1 gdstermistir, fakat bu degisimler
istatistiksel anlamlilik degerine ulasmamistir (p > 0.05). Ek olarak, plazma TNF-a
gruplar arasinda istatistiksel anlamhi farklilikta degildir (p > 0.05). Nishihara ve ark.
(297) diyabetik KK Ay farelerde ve onlarin diyabetik olmayan kontrollerinde, kafatasi

derisine P. gingivalis inokiilasyonunun serum TNF-o seviyeleri iizerine etkilerini
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incelemislerdir. P. gingivalis inokiilasyonunun, 6zellikle diyabetik grupta daha fazla
olmak {tizere, serum TNF-a seviyelerinde artisa sebep oldugunu vurgulamislardir.
KKAy diyabetik ratlarda maksimum TNF-a seviyesinin 5. giinde goriildiiglinii ve sonra
diizenli bir sekilde azaldiginmi gostermislerdir. Takano ve ark. (298) benzer dizayn
kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarinda P. gingivalis inokiilasyonundan sonra 3. giinde
serum TNF-a seviyesinin diyabetik ve kontrol gruplarda anlamli bir sekilde arttigini
gostermislerdir. Ugochukwu ve ark. (299) normal besinle beslenen ve streptozotosin ile
olusturulmus diyabetik ratlarda, ikinci haftadaki plazma TNF-a seviyelerini
karsilastirmislardir. Iki grup arasinda plazma TNF-a seviyeleri arasinda fark
bulunmazken, diyabetik ratlarda plazma IL-1f seviyeleri anlamli derecede yliksek
bulmuslardir. Literatiir incelendiginde c¢alismalarin sonuglart arasindaki farkliligin

deneysel periodontitis olusturma yontemlerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Periodontitisli hastalarda serum IL-1f ve/veya TNF-a seviyelerini inceleyen
caligmalarin bir kismi saglikli kontrollere gore degerlerin arttigini gosterirken (300,
301), digerleri fark bulmamislardir (302-304). Ek olarak, Bretz ve ark. yaptiklari
caligsmalarinda, periodontitisin agiz igerisinde yaygiliginin plazma TNF-a seviyelerini
etkiledigi gosterilmislerdir (305). Periodontal tedavinin serum IL-1p ve/veya TNF-a
seviyeleri iizerindeki etkilerini inceleyen kisa donem insan g¢aligmalarinda, sitokin
seviyelerinin tedaviden hemen sonra ylikseldigini ve ilerleyen zamanlarda baslangic
degerlerine dondiiklerini rapor etmislerdir (306, 307). Periodontal tedavinin uzun
donem etkilerini inceleyen ¢aligmalarin ¢ogu ise bu sitokinlerin tedavinin basindaki ve
sonrasindaki degerlerinin farkli olmadigin1 gostermistir (308-311). Digerleri ise serum
TNF-a seviyelerinin periodontal tedavi sonrasi uzun donem incelemelerde diistiigii

rapor edilmistir (312, 313).

Periodontitisin de eslik ettigi diyabetik hastalarin serum IL-1B ve/veya TNF-a
seviyelerini inceleyen klinik ¢alismalar da mevcuttur. Periodontitis teshisi konulmus tip
2 diyabetik hastalardaki serum IL-1B ve/veya TNF-a seviyelerini sadece diyabetik
hastalarla (314) veya sadece periodontitisi olan sistemik saglikli hastalarla (315)
karsilastiran caligmalar gruplar arasinda anlamli fark bulmamistir. Ancak, bir ¢alisma
periodontitisin siddetinin tip 2 diyabetik hastalarda plazma TNF-a seviyelerini
etkiledigini gostermistir (316). Yeni yapilan bir arastirmada periodontitisi olan

diyabetik hastalarda periodontal tedavinin ardindan 3 ay sonra serum TNF-a
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seviyelerinin anlamli bigimde diistiigii belirtilmis (317), ancak diger bir ¢calismada fark
gosterilmemistir (315). Literatiirdeki klinik ¢alismalarin sonuglar1 arasindaki farklilik

caligmalarin dizaynlarindan ve ¢evresel faktorlerden kaynakli olabilir.

Tip 1 ve/veya tip 2 diyabetli hastalarin serum IL-1B ve TNF-a seviyelerini sistemik
saglikli kontrollerle karsilastiran ¢alismalar farkli sonuglar bulmuslardir (318-320).
Ayrica Spranger ve ark. (320) tip 2 diyabetik hastalarda serum TNF-o seviyelerinin
arttigin1 fakat viicut kiitle indeksine gore gruplar tekrar diizenlendiginde bu farkin ve
bireyde ileriki zamanlarda tip 2 diyabet gelisme olasiliginin artik istatistiksel anlamli
olmadigin1 gostermislerdir. Obez hastalarin adipoz dokular1 diger faktorlerden bagimsiz
olarak TNF-a sitokini daha fazla sentezlemektedir ve bu hastalarin serum TNF-a
seviyeleri kilo kayb1 ile diismektedir (87). Insan calismalarinda tip 2 diyabetik
hastalarin ¢cogunun viicut kiitle indekslerinin yiiksek olmasi serum TNF-a seviyelerini
de etkileyebilmektedir (87). Bu calismada streptozotosin ile diyabet olusturulmus
ratlarda goriilen viicut agirligindaki degisim ile plazma TNF-a seviyeleri arasinda
korelasyon bulunmasi (r = -0.275, p = 0.040), diyabet baslangicinda goriilen kilo
kaybinin sonucu olarak viicut yag miktarindaki azalmanin plazma TNF-a seviyesini
etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Fakat literatiirde kontrolsiiz diyabetle birlikte
goriilen kilo kaybinin dolasimdaki TNF-a seviyeleri iizerine etkisini inceleyen ¢alisma

bulunmamaktadir.

Literatiirde propolisin sitokin salimimina etkisini inceleyen hiicre kiiltiirii caligmalar
mevcuttur. Blonska ve ark. (321) PEE nin igerisindeki bazi flavonoid tiirlerinin
(chrysin, galangin, kaempferol ve quercetin) lipopolisakkaritle uyarilan J774A.1
makrofaj hiicre kiiltiirlerinde IL-1p gen salinimi {izerinde baskilayict etkileri oldugunu
rapor etmislerdir. Ha ve ark. (322) chrisinin IL-1p ve TNF-a salinimini inhibe ettigini
gostermisglerdir. Ayrica Rossi ve ark. (323) PEE ve CAPE nin ve onlarin bazi
komponentlerinin J774 makrofaj kiiltiirlerinde COX-1 ve COX-2 yollarini inhibe ederek

PGE-2 salinimini azalttigini bildirmislerdir.

Bu ¢alismada gruplar arasinda plazma MMP-8 seviyeleri arasinda istatistiksel anlaml
fark bulunmamustir. Fakat ortalama plazma MMP-8 seviyeleri propolis tedavisi almayan
gruplarda azaldigi, propolis tedavisi verilen gruplarda ise artarak NK grubunun
degerlerine yaklastig1 goriilmektedir (Tablo 4.1, Sekil 4.6). Marcaccini ve ark. (324)
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periodontitis hastalarinin plazma MMP-8 diizeylerinin saglikli kontrollere gore yliksek
oldugunu ve periodontal tedaviden sonra 3. haftada yapilan Olgiimlerde diistiiglinii
gostermislerdir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda MMP-8 in doku yikimindaki
rolline ek olarak, deneysel deri kanseri ve inflamatuar akciger hastaliginin yayilmasina
karst koruyucu ve defansif anti-inflamatuar 6zellikleri de gosterilmistir (37, 325-327).
Fakat diyabetin de eslik ettigi periodontitis hastalarinin serum MMP-8 seviyelerini

inceleyen ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu calismada DP grubunda goriilen kemik kaybinin P grubuna kiyasla daha fazla
bulunmasi (p = 0.953), streptozotosin ile olusturulmus diyabetin deneysel
periodontitisin siddetini artirdigimi diigiindiirmektedir. Holzhausen ve ark. da (328) kisa
donem deneysel diyabette goriilen kemik kaybiin radyografik analizlerini yaparak
calismamiza benzer sonuglar bildirmislerdir. Andersen ve ark. (291) tip 2 diyabetik
Goto-Kakizaki ratlariyla yaptiklar1 c¢alismalarinda uzun donem kemik kayiplarini
incelemigler ve ligatlir ile olusturulan periodontitis sonrasi 6. haftada diyabetik

gruplarda daha fazla kemik kayb1 oldugunu géstermislerdir.

Calismamizda propolis tedavisi periodontitis grubunda alveoler kemik kaybim
azaltmistir (p < 0.05). Calismamiza benzer sekilde, Toker ve ark. (167) da 11 giinliik
deney periyodu sonrasi propolis tedavisinin deneysel periodontitiste goriilen kemik
kaybin1 azalttigimi gostermislerdir. Calismamizda ayrica propolisin DP grubunda da
alveoler kemik kaybini azalttig1 belirlenmistir (p = 0.219). Propolis tedavisi alan tim
gruplar arasinda alveolar kemik kaybi agisindan fark bulunmamistir (p > 0.05) . Bu
bulgular diyabetin de eslik ettigi periodontitisin tedavisinde propolisin etkilerini ortaya
koymaktadir. Calismamizda propolis tedavisi alan ve almayan diyabetik gruplar
arasinda (D ile D100) fark bulunmamistir (p > 0.05, Tablo 4.1, Sekil 4.3). Yapilan bir
hiicre kiiltiirii ¢caligmasinda propolisin aktif bir komponenti olan kafeik asit fenitil
esterinin (CAPE) hiicreler arasindaki sinyalizasyon yollarindan RANKL nin NF-
kappaB ve NFAT aktivitesini engelleyerek osteoklastik kemik rezorpsiyonunu
onledigini gostermislerdir (12, 329, 330). Bununla birlikte literatiirde diyabete baglh
goriilen alveoler kemik kaybina neden olabilecek ek mekanizmalardan da s6z
edilmektedir. Diyabetin inflamatuar yanit1 uzatarak siddetini artirdigi (102) ve monosit
ve makrofajlarinin fonksiyonlarini degistirerek periodontal patojenlere karsi daha fazla

sitokin sentezine sebep oldugu (73) gosterilmistir. Ayrica diyabetin kemigin turnoverini
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etkiledigi (331) ve kemik formasyonunda azalmaya sebep oldugu (102) rapor edilmistir.
Ek olarak diyabetin hiicre apoptozisini artirdig1 ve periodontal ligament fibroblastlarinin
ve osteoblastlarin sayisini azalttigr belirtilmistir (102). P. gingivalis inokiilasyonunu
takiben diyabetik farelerin bag dokularinda sitokin denetiminin bozulmasina bagh
olarak TNF-o salmimminin uzadigi da rapor edilmistir (332). Ozet olarak diyabette
goriilen tiim bu ek mekanizmalar diyabetin varliginda goriilen alveoler kemik kaybinda

artisa neden olmaktadir.

Calismamizda, literatiirdeki farkli deneysel diyabet (291, 328) modeli kullanan diger
calismalarla benzer olarak DP grubunda final kan glukoz diizeyi D grubuna goére daha
yiiksek bulunmustur (p > 0.05, Sekil 4.2). Diyabetik farelerde kafa derisine P. gingivalis
inokiilasyonu sonrast 3. ve 5. gilinlerde kan glukoz seviyesinin yiikseldigi rapor
edilmistir (297). Ayrica ¢calismamizda final kan glukoz diizeylerinin propolis tedavisi
alan gruplar arasinda ve tedavi alan ile almayan gruplar karsilagtirildiginda istatistiksel
anlamh fark bulunmamistir (p > 0.05, Tablo 4.1, Sekil 4.2). Fuliang ve ark. (333)
alloksan ile olusturulmus deneysel diyabet modelinde PEE nin kan glukoz diizeyi
tizerine etkileri aragtirmislar ve PEE alan diyabetik gruplarda kan glukoz diizeylerinin
PEE almayan hayvanlara gore 3. haftada azalmaya basladigin1 ve 8. haftada bu
azalmanin istatistiksel anlamlilik diizeyine ulastigin1 gostermislerdir. Ek olarak Li ve
ark. (334) propolisin streptozotosin ile olusturulmus diyabetik hayvanlarda kan glukoz

diizeyini diisiirdiiglinii rapor etmislerdir.

Diyabete bagli hiperglisemi sonucu dokulara yeterli miktarda glukoz gegisi
olmadigindan, enerji kaynag: olarak lipidlerin ve kollajen gibi proteinlerin enzimatik
olmayan yollarla glikasyonu ve oksidasyonu ile kullanilmasina sebep olur. Sonug olarak
AGE'lerdeki artis, reseptorleri (RAGE) araciligiyla monosit/makrofajlarla etkilesime
gecerek onlarin aktivasyonuna ve IL-1pB ve TNF-a gibi sitokinlerin liretiminde artisa
neden olarak bireyin hiperinflamatuar duruma ge¢mesine sebep olur (73, 87).
Hiperglisemi hiicre i¢i yollar1 uyararak direkt hiicre hasarina da sebep olabilmektedir
(9). Ek olarak, hiperglisemi insan pankreatik B hiicrelerinde IL-1f {iretimini artirmak
suretiyle hiicre proliferasyonunu azaltip apoptozisi artirarak insiilin sekresyonunda
azalmaya yol agmaktadir (73). Calismamizda propolis, tedavi gruplarinda goriildiigii
lizere diyabetik gruplarin kan glukoz diizeyini disiirmiistiir (Sekil 4.2). Sistemik

propolis verilmesi ayni zamanda pankreasin B hiicrelerinin yikimini 6nlemis olabilir.
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Ayrica, propolisin diyabet tizerine diger bir etkisi de AGE lerin diizenlenmesi ve plazma
IL-1pB seviyelerinin azaltilmasi yoluyla olabilecegi hipotezi ilerki ¢alismalarda agikliga

kavusturulabilir.

Giiniimiizde yapilan yeni caligmalarda propolis tasiyict sistemleri gelistirilmis ve
geleneksel periodontal tedaviye ek olarak kullanilmaya baslanmistir (335-338). Yeni
yapilan giincel bir ¢alisma, periodontal tedaviye ek olarak propolis ile subgingival
irrigasyonun 6 aylik etkilerini incelemis ve propolisin ek olarak kullanimi geleneksel
tedaviye gore klinik ve mikrobiyolojik parametreler acisindan daha etkin bulunmustur
(339). ileriki calismalarda diyabetin de eslik ettigi periodontitisin tedavisinde ek olarak
propolisin irrigasyon soliisyonu veya salim sistemlerinin veya sistemik kullaniminin

arastirilmasinin faydali olabilecegi diisiintilmektedir.
Ozet olarak,

e Plazma IL-1p ve MMP-8 seviyeleri deney gruplar: arasinda istatistiksel anlamli
degisiklik gostermemektedir (p > 0.05).

e Plazma TNF-a seviyeleri gruplar arasinda anlamli fark olusturmazken (p >
0.05), streptozotocin ile olusturulmus kontrolsiiz diyabette goriilen kilo kaybi ile
ters korelasyon gdstermistir (r =-0.275, p = 0.040).

e Streptozotocin ile olusturulan diyabet, ligatiirle olusturulan periodontitisin
siddetini goreceli olarak artirmistir (p > 0.05).

e Propolis tedavisi ligatiirle olusturulan periodontitiste goriilen alveoler kemik
kaybim1 azaltmistir (p < 0.05), fakat sadece streptozotocin ile olusturulan
diyabette (D grubu) goriilen periodontal kemik kaybina etki géstermemistir (p >
0.05).

e Ligatiirle olusturulan periodontitis diyabetli grupta kan glukoz seviyesini sinirli
sekilde artirmistir (p > 0.05) ve propolis tedavisi diyabetik gruplarda kan glukoz

diizeyini goreceli olarak diisiirmiistiir (p > 0.05).
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