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OZET

Deneysel Periodontitisli Ratlarda Sistemik Melatonin Uygulamasinin Periodontitis

Tliskili Bobrek Hasar1 Uzerine Etkilerinin incelenmesi

Amag: Bu hayvan ¢aligmasinin iki temel amaci periodontitisin bobrek yap1 ve
fonksiyonlar1 iizerine muhtemel etkileri ile sistemik melatonin uygulamasinin terapotik

etkinligini kapsamli olarak arastirmak idi.

Materyal ve Metod: 24 erkek Sprague-Dawley rati rastgele ii¢ gruba ayrildi:
kontrol, deneysel periodontitis (Dp) ve Dp-Melatonin (Dp-Mel). Periodontitis, sag-sol alt
1.molar dislerin boyunlarina sub-paramarjinal pozisyonda 3.0 ipek sltur yerlestirilmesi
ve suturun yerinde 5 hafta slire ile muhafazasi yoluyla indiklendi. Hemen takiben
intraperitoneal olarak melatonin ve tasiyict (Kontrol ve Ep gruplari) uygulamalar1 (10
mg/viicut agirh@i/giin, 14 giin) gergeklestirildi. Ratlarin 6tenazisini takiben mandibular
ve bobrek doku ornekleri alindi. Periodontal kemik kaybi histolojik ve mikrobilgisayarl
tomografik kesitlerle 6l¢iildii. Sag bobrekte histopatolojik ve immiinohistokimyasal, sol
bobrekte ise biyokimyasal (MDA, GSH, OSI, TNF-a, IL-1B, MMP-8, MMP-9 ve KtD
seviyeleri) degerlendirmeler yapildi. Bobreklerin fonksiyonel durumu serum kreatinin,
ure, sistatin C ve Ure kreatinin diizeyleri ile analiz edildi.

Bulgular: Melatonin ligatiirle indiiklenen periodontal kemik kaybini belirgin
olarak siirlandirdi (p<0,01). Periodontitisli ratlarin bobreklerinde belirgin olarak daha
yuksek tespit edilen proinflamatuar sitokinler (TNF-a ve IL-1p), oksidatif stres (MDA ve
0Si) ve proteaz diizeylerini (MMP-8, MMP-9 ve KitD) ise baskiladig1 tespit edildi
(p<0,05). Bunun yani sira periodontitisle iliskili histopatolojik bozulmalar ve apoptotik
aktivite de Dp-Mel grubunda belirgin olarak daha diisiik idi (p<0,05). Buna karsin, bobrek
fonksiyonel belirteclerinde Dp grubunda kontrol grubuna kiyasla hafif bir bozulma tespit

edilmis olup (p>0.05) melatoninin terapotik etkinligi ise sinirli idi (p>0.05).

Vil



Sonug: Melatonin periodontitis iliskili inflamatuar stres, apoptozis ve yapisal

fakat fonksiyonel olmayan bozukluklari etkili bir sekilde sinirlandirabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bdbrek, deneysel periodontitis, matrix metalloproteinaz,

melatonin, oksidatif stres, periodontal-sistemik hastalik etkilesimleri

Vil



ABSTRACT

Investigation of the Effects of Systemic Melatonin Application on Periodontitis

Related Kidney Injury in Rats with Experimental Periodontitis

Aim: Two main aims of this animal study were to inspect the possible effects of
periodontitis on the structure and functions of the kidneys and the therapeutic
effectiveness of melatonin.

Material and Methods: Twenty-four male Sprague-Dawley rats were randomly
divided into three groups: control, experimental periodontitis (Ep), and Ep-melatonin
(Ep-Mel). Periodontitis was induced by placing 3.0-silk sutures sub-paramarginally
around the cervix of right-left mandibular first molars and maintaining the sutures for
5weeks. Then melatonin (10 mg/kg bodyweight/day, 14 days), and the vehicle was
administered intraperitonally. Mandibular and kidney tissue samples were obtained
following the euthanasia. Periodontal bone loss was measured via histological and
microcomputed tomographic slices. On right kidney histopathological and
immunohistochemical, and on the left kidney biochemical (MDA, GSH, OSI, TNF-a, IL-
1B, MMP-8, MMP-9, and CtD levels) evaluations were performed. Renal functional
status was analyzed by levels of serum creatinine, urea, cystatin-C, and urea creatinine.

Results: Melatonin significantly restricted ligature-induced periodontal bone loss
(P<0.01) and suppressed the levels of proinflammatory cytokines (TNF-o and IL-1p),
oxidative stress (MDA and OSI), and proteases (MMP-8, MMP-9, and CtD) that was
significantly higher in the kidneys of the rats with periodontitis (P <0.05). In addition,
periodontitis-related histological damages and apoptotic activity were also significantly
lower in the Ep-Mel group (P <0.05). However, the markers of renal function of the Ep
group were detected slightly impaired in comparison with the control group (P >0.05);

and the therapeutic activity of melatonin was limited (P >0.05).



Conclusion: Melatonin restricts the periodontitis-induced inflammatory stress,
apoptosis, and structural but not functional impairments.
Keywords: Kidney, experimental periodontitis, matrix metalloproteinase,

melatonin, oxidative stress, periodontal-systemic disease interactions
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1. GiRiS

Periodontitis periodonsiyumun yikimu ile karakterize, ilerleyen dénemde dislerin
kayb1 ile sonuglanabilecek kronik inflamatuar bir hastaliktir. 2 Bununla birlikte,
giinimiizde periodontitisin sadece diglerin prognozu ve agiz sagligi iizerine olumsuz
etkilere sahip lokal etkili bir hastalik olmadigma yonelik pek cok kanita sahibiz.> 4
Periodontal orijinli bakteriler ve onlarin viriilans etkenleri kan dolagimi yoluyla direkt
olarak veya g¢esitli inflamatuar mediyatorlerin yogun olarak salinimina neden olmasi
yoluyla indirekt olarak sistemik bir immuninflamatuar duruma neden olmaktadir.?
Periodontitis iliskili sistemik diisiik dereceli kronik inflamatuar durum basta akut ve
kronik kardiyovaskiilar hastaliklar, diabetes mellitus (DM), romatoid artrit ve hamilelik

olmak (izere pek ¢ok hastalik ve durum iizerine olumsuz etkilere sahiptir.> 4

Akut veya kronik inflamatuar durumlar bdébreklerdeki immuninflamatuar
cevaplar1 da stimiile edebilmektedir.® Literatiire bakildiginda, periodontitisin bobrek
yapis1 ve fonksiyonlari iizerine muhtemel etkileri hususunun son yillarda yogun olarak
irdelendigi anlasiimaktadir.%° Eldeki bulgularin biiyiik ¢ogunlugu periodontal kaynakli
inflamatuar stresin bobrek fonksiyonlarinda ¢esitli diizeylerde bozulmalara neden olarak
kronik bobrek hastaligi (KBH) riskini artirdigimi gostermektedir.® ' Buna karsin,
periodontitisin bobrek fonksiyonlar1 iizerine etkisinin ise ¢ok sinirli oldugu tespit
edilmistir.® 2 Tiim bu kamtlar, inflamatuar ve oksidatif durumlardan yapisal ve
fonksiyonel olarak ¢esitli diizeylerde etkilenebilen bdobreklerin  korunmasinda
immiinmodulatér ve antioksidan 6zelliklere sahip ajanlarin faydalar saglayabilecegini

diisiindiirmektedir. 1% 13- 14

Melatonin normal kosullarda primer olarak pineal glandlar tarafindan sentezlenip

saliman temel fizyolojik fonksiyonu sirkadiyan ritimlerin diizenlenmesi olan bir



hormondur.’® Bunun yan1 sira giiclii antioksidan, immun diizenleyici ve antiinflamatuar
etkileri rapor edilmistir.2®1® Serbest radikallerle direkt olarak savasmasinin yani sira
antioksidan enzimler ile glutatyon (GSH) gibi non-enzimatik antioksidanlarin sentezini
desteklemektedir.'® 2° Melatoninin, bir konak modiilasyon ajani olarak, kardiyovaskiiler
hastaliklar, DM ve periodontitisin de dahil oldugu inflamatuar orijinli pek ¢ok hastaligin
tedavisindeki rolii hususu giincel bir konudur.?*?® Dahasi, deneysel modellerde melatonin
uygulamasinin bobrek dokusundaki yapisal ve fonksiyonel hasarlari sinirlandirdigi da
gosterilmistir.!3 162024 T{im bu bilgiler 15131nda, her ne kadar periodontitisin bobrek yapi
ve fonksiyonlar1 {lizerine etkisine yonelik bir literatiir birikimi mevcut ise de, eldeki
verilerin net bir kaniya vardirmaktan uzak oldugu agiktir.® 1 12 Dahasi, periodontitis
iligskili muhtemel bobrek hasarinin tedavisinde melatoninin rolline yonelik bulgular ise
cok smirlidir.!® Bu baglamda, sunulan hayvan ¢alismasinda hem periodontitisin bobrek
yapt ve fonksiyonlar1 iizerine muhtemel etkilerini hem de sistemik melatonin

uygulamasinin tedavi edici etkinligini kapsamli olarak aragtirmayi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Periodontal Hastaliklar

Periodontal hastalik, dislerin kaybi ile sonuglanabilecek destek doku yikimlar ile
karakterize infeksiyoz orjinli kronik inflamatuar bir hastaliktir. Bu hastaliklarda klinik
olarak bag dokusu kaybi, alveoler kemik rezorpsiyonu ve periodontal cep formasyonu
gorilmektedir.? Periodontal hastaliklarin olusmasinda major etyolojik faktér mikrobiyal
dental plaktir (MDP) ve klinik olarak plaga bagl olusan gingivitis en sik goriilen

periodontal hastaliktir.

Gingivitis terimi, basitce diseti iltihabin1 ifade etmektedir.?’ Klinik olarak
disetinde hiperemi ve 6demle karakterize, epitelyal atasmanda ve alveoler kemikte kaybin
goriilmedigi bir hastaliktir.?® Baslangicta MDP’ye cevap olarak olusan gingivitis, tedavi
edilmediginde periodontitise doniisebilir. Periodontitis; diseti, alveoler kemik ve
periodontal ligamentte yikim ile kendini gdsteren, multifaktoriyel, polimikrobiyal kronik
inflamatuar bir hastaliktir.® Doku yikimi MDP’deki bakterilerin viriilans faktorleri ile
buna cevaben gelisen konak immunoinflamatuar cevabr arasindaki karmasik
etkilesimlerin bir sonucudur. 3 Periodontitis daha gok yetiskinlerde teshis edilir ancak
cocuklarda ve ergenlerde de gorilebilir.*°

Epidemiyolojik ¢alismalar incelendiginde, periodontitisin siddetli formlarinin
dinya ndfusunun  %210-15’ini  etkiledigi ve bu oramn yasla birlikte arttig:
gorulmektedir.3* 3! Ulkemizde yapilan galismalarda ise 35-44 yas araligindaki bireylerin
%43’1linde, 65 yas ve listii bireylerin ise %91’inde 3 mm ve daha fazla atagman kayb1
oldugu rapor edilmistir.%2

2.1.1. Periodontal Hastaliklarin Siniflandirilmasi

Periodontal hastaliklar giiniimiize kadar farkli sekillerde smiflandirilmistir.

Uluslararasi Periodontoloji Calistay’mda 1999 yilinda kabul edilen siniflama?® Amerikan



Periodontoloji Akademisi ve Avrupa Periodontoloji Federasyonu’nun katkilariyla 2017
yilinda degistirilerek yenilenmistir. Yeni periodontal siniflandirma; periodontal saglik,
diseti hastaliklar1 ve durumlari, periodontitis ve periodonsiyumu etkileyen diger durumlar
olmak Uzere ii¢ ana baslik altinda toplanir. Periodontitisin siniflandirilmasi ise hastaligin
patofizyolojisine uygun olarak 3 baslik altinda incelenir. Bunlar; periodontitis (1999
yilinda kabul edilen eski siniflamadaki agresif ve kronik formlar kaldirilip tek cat1 altinda
toplanmistir), nekrotizan periodontitis ve sistemik hastaliklarin belirtisi olarak

periodontitis seklindedir (Tablo 1).%

2.1.2. Periodontal Saghk

Periodontal saglik, bireyin herhangi bir periodontal hastalik gegirmemesi veya
ge¢miste periodonsiyuma hasar veren herhangi bir periodontal hastalik hikayesinin
olmamasi seklinde tanimlanmaktadir.3* Literatiirde periodontal saglikla ilgili iki farkli
terimden bahsedilir. Birincisi bozulmamis klinik saglik terimidir. Bozulmamus klinik
saglik, klinik olarak atagsman kaybi ve sondlamada kanamanin goriilmedigi, sondlanan
cep derinliginin en fazla 3mm oldugu, eritem, 6dem ve piiy varliginin gézlenmedigi;
histolojik olarak da periodonsiyumda inflamasyon bulgularinin goriilmedigi durumdur.
Bozulmamus klinik saglik pek miimkiin olmamakla birlikte, klinik saglik terimi daha sik
karsilastigimiz bir durumdur. Klinik saglik, anatomik olarak saglam bir periodonsiyum
veya azalmis periodonsiyumda, klinik olarak periodontal inflamasyonun olmamasi veya
anlamli olarak azalmasi, diseti olugu sivisinda (DOS) da inflamatuar belirteglerin

yoklugu veya ¢ok diisiik miktarda bulunmasi seklinde kabul edilmektedir.®

Azalmig periodonsiyum i¢in tanimlanan gingival saglik durumu stabil
periodontitis ve non-periodontitis olarak ikiye ayrilir. Stabil periodontitis; periodontitisin

tedavi edildigi, sondlamada kanama, eritem, 6dem, derin ceplerin olmadigi, ancak



atasman kayb1 ve kemik kaybinin oldugu durumu ifade ederken, non-periodontitis; diseti

cekilmesi olan veya kron boyu uzatma islemi yapilan hastalar icin ifade edilmektedir.3*

Azalmis periodonsiyumlu hastalarin 6nceden gegirdikleri periodontal hastalik
sebebiyle alveol kemiginde yikim mevcut olup tani i¢in radyografik degerlendirme
oldukga 6nemlidir. Fakat bu hastalarda yalnizca radyografik bulgular ile periodontal
saglikli veya degil seklinde karar verilmemeli, klinik muayene ile birlikte degerlendirme

yapilmalidir.®®

2.1.3. Mikrobiyal Dental Plak ile iliskili Gingivitis

Disetinde cesitli diizeylerdeki eritem ve 0deme ek olarak, sondlamada veya
spontan kanamalarin oldugu, DOS artisinin gorildigi, radyografik olarak kemik
kaybinin olmadig1 periodontal bir hastaliktir. Sondlamada kanama ve DOS artisi
hastaligin ilk klinik bulgularidir.®® Semptomlar serbest ve yapisik diseti ile sirl1 olup,

mukogingival hatt1 gegmemektedir.®’

Gingivitiste dogrudan dis kayiplar1 goriilmez fakat hastaligin periodontitise
gecisini onlemek igin tedavi son derece 6nemlidir.® Oral hijyene dikkat edildigi takdirde
gingivitis geri dondurtlebilmektedir.®® Bu yiizden bu hastalarin tedavisinde plak kontrolii

gergeklestirilerek oral hijyenlerine dikkat etmeleri saglanmalidir. %°



Tablo 2.1. Periodontal ve peri-implant hastalik ve durumlarinin siniflandirilmasi

Periodontal ve Peri-implant Hastalik ve Durumlarinin Smiflandirilmasi

Periodontal Hastalhiklar ve Durumlar

Periodontal saglik, Periodontitis Periodonsiyumu etkileyen diger durumlar

gingival hastaliklar ve
durumlar
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mukozitis doku eksiklikleri

2.1.4. Mikrobiyal Dental Plak fle iliskili Olmayan Gingivitis

Biyofilmden bagimsiz gingival hastaliklar, plaktan kaynaklanmayan ve genellikle
plak uzaklastirildiktan sonra sorunun ¢ozllmedigi durumlardir. Bakteriyel, viral ve
fungal enfeksiyonlar, genetik hastaliklar, travmatik lezyonlar, fiziksel, kimyasal ve termal
yaralanmalar, gingival pigmentasyon, kontakt alerji, mukokutan6z hastaliklar,
disetlerindeki maligniteler, vitamin C eksikligi gibi lokal veya sistemik durumlar bu

baslik altinda ele alinabilir.3*

2.1.5. Periodontitis

Periodontitis, mikrobiyal dental plak ile iliskili periodontal atagsman kaybina neden
olan, ilerleyen asamalarda periodontal destegin zayiflamasiyla birlikte dis kayiplari ile
sonuclanabilen, kronik, multifaktoriyel inflamatuar bir hastaliktir.®® Bu hastalik geri
donlisimii  miimkiin olmayan doku yikimi ile karakterizedir. Hastaligin
patofizyolojisinde, doku yikimina sebep olan konak kaynakli proteinazlarin aktivasyonu

s0z konusudur. Yikim sonucunda baglanti epitelinin apikale gociu gozlenmekte ve
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bakteriyel biyofilmin daha da apikale yayilmasi ve kolonize olmasiyla hastalik

ilerlemektedir.**
2017 Dunya Periodontoloji Calistayi’na gore periodontitisin tanimi,

- Komsu olmayan 2 veya daha fazla diste interdental atagsman kaybinin olmasi

veya,

- 2 veya daha fazla diste 3 mm’den fazla periodontal cep gézlenmesi ile birlikte
bukkal/lingual klinik atasman kaybinin 3 mm veya daha fazla olmasi seklinde

yapilmigtir.*!

Periodontitisin klinik bulgulari; supra ve subgingival plak birikimi, disetinde
inflamasyon bulgular1 (eritem, 6dem, sondlamada kanama vb.), sondlamaya karsi
periodontal dokularin direncinde azalma, cep olusumu, periodontal atasman ve kemik
kayb1 sayilabilir. Ayrica bazi durumlarda diseti ¢ekilmesi, diseti biiyiimesi, kok ve
furkasyon bolgelerinin agiga ¢ikmasi, siliplirasyon ve artmis dis mobilitesi de
gorulebilmektedir. Hastalik genellikle agrisizdir fakat aciga ¢ikmus kok yiizeyleri

varliginda bazen sicaga veya soguga kars1 hassasiyet gortlebilmektedir.*2

2017 yilinda gergeklestirilen yeni siniflandirmada patofizyolojiye dayanarak g

farkl1 periodontitis formu tanimlanmustir;
1-Nekrotizan periodontitis
2-Sistemik hastaliklarin bulgusu olarak periodontitis

3-Periodontitis (kronik veya agresif form seklinde ayrilmayip tek cati altinda

toplanmistir)

2017 Dinya Periodontoloji Calistay1, periodontitisin evreleme ve derecelendirme
seklinde siniflandirilmasinda karar kilmistir. Evreleme; dislerin sondlanan cep derinligi,
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klinik atasman kayiplar1 (KAK) , alveol kemik kayb1 miktar1 ve yiizdesi, agisal kemik
defekt varligi ve varsa siddeti, furkasyon tutulumu, dis mobilitesi ve periodontitis
kaynakli dis kayb1 mevcudiyeti gibi bircok faktore bakilarak gerceklestirilmektedir. Yani
evrelemede bircok faktor birlikte degerlendirilerek periodontal hastaligin siddeti
belirlenmektedir. Derecelendirme ise hastanin genel sagligi, periodontal hastalik ge¢cmisi,
periodontal hastalik ilerleyisi, sigara kullanimi ve DM gibi faktorler g6z 6niinde
bulundurularak gercgeklestirilmektedir. Derecelendirme hastanin risk degerlendirmesine
imkan saglamaktadir. Evreleme 4 kategoriye (evre 1, 11, 111 ve 1V), derecelendirme ise 3

kategoriye (A, B ve C) ayrilmigtir.%® 443

Evre | Periodontitis: Gingivitisten periodontitise gegisin ilk asamasidir. Yani
gingivitis ile periodontitis arasindaki sinir olarak kabul edilmektedir. Evre | periodontitisi
olan hastalar, diseti iltthab1 ve dental plagin agizdaki devamliligina yanit olarak
periodontitis gelistirmistir. Hastalik, erken teshis edilir ise geleneksel mekanik yéntemler
ve oral hijyen prosedirleri uygulanarak kontrol altina alinabilir. Dis hekimliginde
hastalig1 erken teshis etmek zordur. Bunun sebebi ise teshiste altin standart olarak kabul
edilen periodontal sondlamanin, erken klinik atagsman kaybini belirlemede yetersiz
kalmasidir. Sondlanan cep derinliginin yaninda tiikiiriik  biyobelirteglerinin
degerlendirilmesi ve yeni goriintiileme tekniklerinin kullanilmasi, evre | periodontitisin

erken teshis edilmesine yardime: olabilecegi diisiiniilmektedir.*!

Evre I periodontitis hastalarinda;

e interdental alanda atasman kayb: 1-2 mm olup sondlama derinligi en fazla
4mm’dir.

e Koronal tgliide %15°1 gegmeyen radyografik kemik kaybi vardir ve genellikle
horizontaldir.

e Periodontitis sebebiyle kaybedilmis dis yoktur (Tablo 2.2).%



Evre Il Periodontitis: Evre Il periodontitis, yerlesik periodontitisi temsil
etmektedir. Hastalik siirecinin bu asamasinda bircok vakada, standart tedavi
prensiplerinin uygulanmasi ve hastanin dizenli profesyonel agiz bakimini
gerceklestirmesi ile hastaligin ilerlemesini durdurmak mimkindur. Evre 1T hastalarinin
standart tedavi yontemlerine verdigi cevabin dikkatle degerlendirilmesi 6nemlidir.
Hastaligin siddeti ve hastanin tedaviye verdigi yanit, hekim icin daha yogun tedavi
gereksiniminin sinyalleri olarak kabul edilebilir.**

Evre Il periodontitis hastalarinda;

e Interdental alanda atagsman kaybi 3-4 mm olup sondlama derinligi en fazla

Smm’dir.

e Koronal Uglide %15-33 arasinda radyografik kemik kaybi vardir ve genellikle
horizontaldir.
e Periodontitis sebebiyle kaybedilmis dis yoktur (Tablo 2.2).%

Evre 111 Periodontitis: Periodontitisin bu evresinde periodontal atasman ciddi
zarar gormistir. Kapsamli tedavi yapilmadiginda dis kayiplar1 gortilebilir. Bu evre,
kokun orta Uglistine kadar uzanan periodontal yikimlar, derin kemik ici defektler,
furkasyon tutulumu, periodontal dis kaybi ve implantin yerlestirilmesini zorlastiran
alveolar kemik defektlerinin varlig: ile karakterizedir.**

Evre III periodontitis hastalarinda;

e Klinik atagsman kayb1 5 mm veya daha fazladir.

e Radyografik olarak kokiin orta veya apikal iicliisiine uzanan kemik kayiplari
goralur.

o Orta seviyede alveoler kret defektleri mevcuttur.

e Periodontal sebeplerle kaybedilen dis sayis1 en fazla 4 tiir.

e Sondlanan cep derinligi en az 6 mm, vertikal kemik kayb1 en az 3 mm dir.



o Sinif II veya simif III furkasyon defektleri gorulebilir.
e Dis kayb1 goriilebilmesine ragmen, ¢igneme fonksiyonu korunur ve fonksiyonu
diizeltmek i¢in karmasik tedavilere ihtiya¢ yoktur (Tablo 2.2).4
Evre IV Periodontitis: Periodonsiyumun blyik 6l¢iide zarar gordiigii ve ¢igneme
fonksiyonunu etkileyecek duzeyde dis kayiplarmin oldugu ileri evre periodontitistir.
Hastaligin kontrol altina alinamamasi durumunda dis kayiplar1 goriilmeye devam
edecektir. Bu evre, kokiin neredeyse apikal kismina kadar uzanan yikimla ve hastalarda
coklu dis kaybi Oykiisiine sebep olan derin periodontal lezyonlarin varligi ile
karakterizedir.
Evre 1V periodontitis hastalarinda;
e Atagman kayb1 Smm’den fazladir.
e Radyografik olarak kokiin orta veya apikal iicliisiine uzanan kemik kayiplari
gorulebilmektedir.
e Periodontal sebeple dis kaybi1 en az 5’dir ve kalan dis sayis1 20°den azdir.
e Sekonder okliizal travma ve kemik defektlerine bagl dislerde hipermobilite ve
posterior kapanisin bozulmasi siklikla goriiliir.
e Cigneme fonksiyonunun stabilizasyonu ve restorasyonu gereklidir (Tablo 2.2).4*
Evresine bagli olmaksizin periodontitisin ilerleyis hizi bireyler arasinda farklilik
gosterebilmektedir.** Sigara, DM, obezite, genetik faktorler, fiziksel aktivite veya
beslenme gibi bilinen risk faktorleri periodontitisin ilerleme hizini etkiler ve sonug olarak
bir evreden digerine gecisi hizlandirabilir.** Hastalik ilerleyisini arttiran veya tedaviye
yanit1 azaltan bu risk faktorleri, dis kayiplari ile de iliskilendirilmistir. Bu faktorlerin

onceden sorgulanmasi ile periodontitisin ilerleme hizinin ve hastanin dis kaybi riskinin

tahmin edilebilecegi gosterilmistir.** Derecelendirme, dislerin kdk uzunluguna gore
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radyografik kemik kayiplarinin 6l¢iilmesiyle (yilizde olarak), hastanin yasi ve mevcut
kemik kayb1 arasindaki iliskinin risk tayinini belirlemek i¢in yapilmaktadir.**

Tablo 2.2. Periodontitisin evreleri

Periodontitis Evre Evre 1 Evre Il Evre Il Evre IV
En Fazla
Kayip
Bdlgesinde
interdental 1-2 mm 3-4 mm >5mm >5mm
Klinik
Hastalik AI? ¢ T)an
Siddeti ayot
. Kok Yizeyinin Kok Yuzeyinin
Radyografik | Koronal 1/3 | Koronal 1/3 . .
Kemik Kaybt <%15 9%15-0%33 orta/apikal 1/3'line | orta/apikal 1/3'Une
uzanan uzanan
Dis Kaybi Periodontitise Bagl Dis Kaybi1 Periodontitise Baglh Periqdontitise Baglh
Yok Dis Kayb1 <4 Dis Kayb1 >5
Evre II'ye ek olarak:| Evre Il1I’e ek olarak:
Kompleks
~__|rehabilitasyon gereken
Sondlama Derinligi durumlar:
>6mm ’
. . Cigneme
Maksimum | Maksimum | Vertikal Kemik Disfonksiyonu
Sondlama Sondlama Kayb1 >3 mm
Derinligi <4 | Derinligi <5 Sekonder Okluzal
£ £ Siuf 11 veya Sinif H.I travma (di$ mobilite
Kompleksite Lokal Furkasyon Problemi derecesi >2
Genellikle | Genellikle | Orta Derecede Kret | gjqdetli Kret Defekti
Horizontal Horizontal Defekti
Kemik Kayb1 | Kemik Kayb1 Kapanis bozuklugu
Dislerde
Suriklenme(Drifting)
ve Alevlenme
(Flaring)
20°den az dis
Kapsam ve Tammlayic: Her Bir Evre i¢in Dagilimim, Lokalize (<%30), Generalize veya Molar /
- Olarak . N o
Dagilim Eklenecek Insizor Karakterde Oldugu Belitilir

Derece A: Hastalik yavas seyirli olup 5 yildan fazla sireli takipte radyografik
olarak kemik kaybi veya klinik atasman kayb1 izlenmemektedir. Kemik kaybi yiizdesinin
yasa oran1 0.25’ten daha az oldugu goriilmektedir. Dental plak miktar1 fazla olmasina
ragmen yikim ¢ok diisiik seviyededir. Bu bireylerde sigara ve DM hikayesi yoktur (Tablo

2.3).41
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Derece B: Hastalik orta derecede ilerleme hizina sahiptir ve 5 yildan fazla sureli
takipte 2 mm’den az radyografik kemik kayb1 veya klinik atasman kaybi1 goriilmektedir.
Kemik kaybi yiizdesinin yasa oran1 0.25 ile 1 arasinda olgtlir. Dental plak birikimiyle
orantili olarak kemik yikimi mevcuttur. Ginde 10 adetten az sigara kullanimi1 olup DM

hastalarida HbA 1¢c %7°den diisiiktiir (Tablo 2.3).%

Derece C: Hastalik hizli ilerlemektedir ve 5 yildan fazla sureli takipte en az 2
mm’lik radyografik kemik kayb1 veya klinik atasman kaybi1 gériilmektedir. Kemik kayb1
yiizdesinin yasa orani 1’den fazla 6lgulir. Dental plak miktarina gére periodontal yikim
beklenenden daha fazladir. Glinde 10 adet veya daha fazla sigara kullanimi olup DM

hastalarinda HbA 1c %7 veya daha fazladir (Tablo 3).4

Tablo 2.3. Periodontitisin derecelendirilmesi

Periodontitis Derecesi Derece A Derece B Derece C
Longitudinal
flerlemenin Veriler 5 yihin Uzerinde 5 yilin 5 yilin
Direkt Kantlart (Radyografik | kayip bulgusu Uzerinde Uzerinde
Kemik Kaybi yok <2mm >2mm
veya KAK)
Primer Kriter % Kemik Kayb1 <0.25 0.25- 1.0 >1.0
/ Yas
fHerlemenin Biyofilm Biyofilm .liiyofﬂm. ,
Lo . . | miktarina gore miktariyla | MIXtarna gore
Indirekt Kanitlar] Vaka Fenotipi dokularda yikim | dokularda yikim dokularda
diisiik orantil1 yikim fazla
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2.1.5.1. Periodontitis Patogenezi

Periodontitis, periodonsiyumdaki bakteriyel {iriinler, ¢ok sayida hiicre
popllasyonu ve inflamatuar mediyatorler arasindaki etkilesim ile olusan kronik
inflamatuar bir hastaliktir. Genel olarak periodontitisin, disler tizerinde biriken kompleks
mikrobiyal dental biyofilm tarafindan baslatildig1 kabul edilir.*® Periodontal hastaliklara
sebep olan bu bakteriyel kaynakli faktorler ve antijenler lokal inflamatuar reaksiyonu
baslatir ve dogal bagisiklik sistemini harekete gegirir. Oral kavitede kolonize olan bakteri
tiirlerinin bazilar1 periodontitis ile iligkilidir ve hastalia zemin hazirlayan bu bakteriler
periodontopatojen olarak tanimlanir.*®

Periodontal hastaliklarda meydana gelen doku yikim siirecine genel olarak
bakildiginda mikroorganizmalar ile konak cevabi arasindaki dengenin bozulmasiyla
periodontal doku yikimmin gerceklestigi goriilmektedir.*> Mikrobiyota ve konak
arasindaki dengenin degismesi, ya konak yanitinin bozulmasi (6r; kontrolsiiz DM) ya da
mikrobiyal yiikiin artmasiyla (6r; oral hijyen prosediirlerine uyulmamasi)
gerceklesmektedir.®® Yapilan calismalarda bakteri akiimiilasyonuna karsi olusan
inflamatuar cevabin her bireyde ayni siddette olmadigi bazi bireylerde bu cevap minimal
diizeydeyken bazi bireylerde ise olduk¢a belirgin oldugu rapor edilmistir. Bu durum
bireyler arasinda degisen konak yanitinin dnemini g6stermektedir.*? Doku yikim siirecine
ayrica lokal faktorler (plak birikimi, tagkin restorasyonlar, subgingival bolgeye uzanan
curtk lezyonlar, distasi, furkasyon bolgesi agiga ¢ikmis disler, malokluzyon, kok oluk
ve konkaviteleri), sistemik faktorler (DM), gevresel/davranigsal faktorler (sigara, stres)
ve genetik faktorler rol oynamaktadir.*?

Klinik ve histopatolojik olarak gingivitis ve periodontitis gelisimi 1976 yilinda
Page ve Schroeder tarafindan histopatolojik olarak baslangi¢, erken, yerlesmis ve

ilerlemis lezyon olmak iizere 4 baslik altinda toplanmustir.*’
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Baslangi¢ Lezyonu: Plak birikiminin baglamasindan sonraki 2-4 giln icinde
meydana gelen histolojik tablodur. Klinik olarak saglikli diseti dokularinda gorilen ve
sadece histolojik olarak farkedebildigimiz bir durumdur. Bu asamadaki lezyon diisiik
dereceli inflamasyon, vaskiiler agin genislemesi ve artmus vaskuler gecirgenlik ile
tanimlanir. Artan bu gec¢irgenlik sonucunda nétrofiller ve monositler bag dokusundan
gecerek kemotaktik uyaranin kaynagina, yani diseti sulkusundaki bakteri {riinlerine
dogru goc eder. Vaskiiler sivi ¢ikisiin artmasiyla DOS artis1 goriiliir.*?

Erken Lezyon: Diseti iltihabinin erken klinik bulgularina karsilik gelen bu lezyon
plagin birikmesini takiben 4-7 giin i¢cinde gelisir. Diseti, kapiller agin ¢cogalmasi, 6nceden
aktif olmayan kapiller yataklarin agilmasi ve vazodilatasyon sonucunda eritamatdz
gorunumludar. Artan vaskiiler gecirgenlik, DOS artisina yol agar. Bu evrede DOS’un tipi
interstisyel sividan inflamatuar eksudaya dogru degisir. Notrofillerin sayisinin
artmasinin yanisira baskin hiicre tipi nétrofilden lenfositlere (6zellikle T lenfositleri)
dogru kaymaya baslar. Fibroblastlar mevcut alan1 arttirmak i¢in apoptoz yoluyla dejenere
olur ve kollojen yikimi meydana gelir. Diseti dokularinda biriken 6édemin bir sonucu
olarak, diseti biraz sismis gOrinir ve buna bagli olarak diseti sulkusu biraz daha
derinlesir. Subgingival biyofilm bu durumdan yararlanir ve disin apikaline dogru
cogalmaya baslar. Boylece etkili plak kontrolii daha zor hale gelir. Erken diseti lezyonu
siiresiz olarak devam edebilir veya daha da ilerleyebilir.#> 48

Yerlesmis Lezyon: Klinisyenlerin “kronik gingivitis” olarak adlandirdigi bu
tablo plak birikiminin baslangicindan itibaren 14-21. giin civarinda ortaya ¢ikmaktadir.*®
Erken lezyonun yerlesmis lezyona dogru ilerlemesi birgok faktére baghdir. Yapilan
caligmalarda, inflame bag dokusunun 6nemli hacmini inflamatuar hicrelerin (plazma
hiicreleri, lenfositler, nétrofiller) isgal ettigi gortilmistiir. Notrofiller dokularda birikir ve

lizozomal igeriklerini hiicre disina birakirlar. Boylece daha fazla doku tahribati gorilur.
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Cep epiteli tlsere olur ve periodontal sondun gecisine daha az direng gosterir. Bu nedenle
sondlamada kanama kronik gingivitisin karakteristik bir dzelligidir.*? Kollojen yikimi
devam etmesine ragmen kemik rezorpsiyonu bu lezyon tipinde goriilmez.*® Etkili plak
kontrolil yeniden saglanirsa, bu inflamatuar degisiklikler tamamen geri donebilir.*?

Ilerlemis Lezyon: Kronik gingivitisten periodontitise gecisin oldugu lezyon
tipidir. Histolojik incelemelerde, periodontal ligament ve alveolar kemige kadar uzanan
kollojen yikimi s6z konusudur. Notrofiller periodontal cep iginde ve cep epitelinde,
plazma hiicreleri ise bag dokusunda baskindir. Baglanti epiteli, saglam epitel bariyerini
korumak icin kok yiizeyi boyunca apikale dogru go¢ eder.*? Dise tutunan bag dokusu
atasmaninda meydana gelen kayip periodontitisi gingivitisten ayiran en 0Onemli
ozelliktir.® Kemik dokusu, bakterilerin kemige yayilmasini énlemek igin bir savunma
mekanizmasi olarak inflamatuar alandan geri ¢ekilmeye baslar ve boylelikle osteoklastik
aktivite goralur. Cep derinlestikge, plak bakterileri apikal olarak bir nis i¢inde gogalir ve
periodontopatojenler i¢in oldukga elverisli bir ortam haline gelir. Cep, hazir bir besin
kaynagi ile korunan, sicak, nemli ve anaerobik bir ortam sunar ve bakteriler vlcut disinda
(periodontal cepte) olsalar bile, inflamatuar yanitla ortadan kaldirilamazlar. Boylece,
kronik inflamasyonla iligkili doku hasarinin devam ettigi bir dongii gelisir. Agiz hijyeni
teknikleri bakterileri ¢ikartmak ve biyofilmi bozmak i¢in yetersiz kalir ve boylece dongi
devam eder.*?

2.1.5.1.1. Periodontal inflamasyon

Inflamasyon, mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlar veya fiziksel
yaralanma sonucunda baslatilan koruyucu bir yamittir.?h 52 Bir yaralanma veya
enfeksiyona cevaben akut inflamasyon hemen olusur ve genellikle kisa Omiirliidiir.
Inflamasyon ¢dziilmeden kaldig1 zaman kroniklesir ve doku tahribati ile iyilesme siireci

bir denge haline gelir. Ancak denge hassastir ve her an yikima dogru degisim
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gosterebilir.®® Inflamatuar yanitin tipi ve derecesi, olay1 tetikleyen mikroorganizmanin
(bakteriyel, viral veya parazitik) dogasina ve kaliciligma baglidir.%

Periodontal hastaliklarda goriilen doku yikim mekanizmalar1 hala tam anlamiyla
acikliga kavusmamustir. Fakat, periodontopatojenlerin kendisinin ya da trtnlerinin direkt
doku yikimini gergeklestirdigi ve bu bakterilere karsi olusan konak savunma
mekanizmasinin periodontal hastaligin ilerlemesine neden oldugu kabul edilen goriistiir.
Hatta glinimuzde inflamatuar konak cevabinin periodontal doku yikim siirecinde daha
fazla hasara sebep oldugu kabul edilmektedir.*® >4 Lipopolisakkaridler (LPS), antijenler
ve diger viriilans faktorleri biyofilmden salinip gingival dokuya erisim saglar ve konak
savunma htcrelerinin aktivasyonuna yol acgarak inflamatuar ve immun yanit1 baglatir.
Hicresel aktivasyonun bir sonucu olarak inflamatuar mediyatorler (sitokinler,
kemokinler, arasidonik asit metabolitleri, proteolitik enzimler vb.) ortama salinarak doku
tahribatina ve kemik rezorpsiyonuna neden olurlar.*

Konak savunma mekanizmasi; inflamasyona karsi baslangi¢c savunmasini
olusturan dogal immiiniteden ve daha sonra katilan, inflamasyona kars1 daha 6zgiil bir
savunma saglayan kazanilmis immniiniteden olugmaktadir. Dogal immiin sistem ilk
savunma hattin1 olusturur ve baslangi¢c inflamasyonu sitokinler, kemokinler, fagositik
hicreler (makrofajlar, notrofiller, dentritik hticreler) ve dogal o6ldurict hiucreler (NK)
aracihiryla gosterir.>® Kazanilmis immiinite ise, belirli mikrorganizmalara ve toksinlere
kars1 lenfositleri ve 6zgiil antikorlar1 hazirlayan bir sistemdir. Antijene 6zgul T ve B
lenfositler primer rol oynar. T lenfositler farklilasarak antijen sunan, yardimci ve
sitotoksik T lenfositi olarak ortamda bulunurken, B lenfositleri ise hiicre disi
mikroorganizmalari yok edebilmek i¢in immiinglobulinleri salgilar. Bu olaylarla birlikte

konagin kontrolii altinda doku yikimu siireci baslamis olur.%®
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Dogal immun yanit; patojenler Uzerinde eksprese edilen patojenle iliskili
molekiiler kaliplarin (PIMK) toll-like reseptorleri (TLR) tarafindan taninmasiyla baslar.
TLR’ler, patojenleri taniyip konak savunmasini ve inflamatuar fazi baslatmada 6nemli
rolleri olan reseptorlerdir>” Bu TLR’lerin PIMK’lara baglanmasi, inflamatuar
sitokinlerin, kemokinlerin, prostaglandinlerin ve l6kotrienler gibi proinflamatuar lipid
mediyatorlerinin Gretimini indUkler. Bir dizi olay boyunca mast hicreleri, timor nekroz
faktori- o (TNF-a) ve vazoaktif aminleri serbest birakmak tizere uyarilir. TNF-a, hiicreler
arast adezyon moleklli-1 (ICAM-1) ve P-selektin gibi adezyon molekillerinin
ekspresyonunu arttirir. Yerlesik hiicrelerden inflamatuar mediyatorler salinmaya baslar.
Epitel hiicrelerinden kan damarlarindaki monosit ve noétrofilin adezyonunu ve gocini
saglayan interlokin (IL)-8 (IL-8) tretilir.*> 46 Bu evre vaskiiler dilatasyon, vaskiiler
gecirgenlikte artis ve inflame alanda I6kosit birikiminin gorilmesi ile karakterizedir.
Bolgede toplanan l6kositler, (tipik olarak gorulen noétrofillerdir) esas olarak fagositoz
yapar ve farkli hiicre i¢i 6ldiirme mekanizmalar1 yoluyla yabanci mikroorganizmalari
ortadan kaldirir.®! Lokositler lizozomal enzimlerini serbest birakir ve diseti dokusunun
bozulmasina sebep olur.* Periodontal dokulara gelen nétrofiller IL-1, IL-6 ve TNF-o. gibi
proinflamatuar sitokin iretimini artirmaktadir. Bu sitokinler kemik rezorpsiyonunu
uyararak periodontal doku yikimina aracilik eder.*8

Inflamatuar mediyatorlere yanit olarak olusan matriks metalloproteinaz (MMP)
seviyelerindeki artis bu bozunmaya katki saglar.* Proteolitik enzimler olan MMP’ler ve
onun doku inhibitorleri (TIMP), saglikli dokuda hiicre dist matriksin homeostazisini
saglamakla birlikte, inflamatuar hastaliklarda kilit rol oynar. Sitokinleri ve bunlarin
reseptorlerinin aktivitelerini diizenler. Periodontitiste hem konak hem de bakteri tiirevli

proteolitik enzimler bag dokusunun hiicre dis1 matriksinin bozunmasina neden olur.*

Boylece bag dokusu atagsmani ve alveoler kemik yikilir ve baglanti epiteli apikale gog
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eder.>” MMP sentezlenmesi ve aktivitesi, periodonsiyumda inflamasyon yoksa genel
olarak dustktiir, fakat inflamasyon varliginda inflamatuar sitokinlerin artisiyla MMP
sentezi de artar.*® MMP ler arasinda MMP-8 ve MMP-13 iin periodontal hastalik
siddetiyle iliskisi oldugu gosterilmistir.>® °® Yapilan in vitro ¢alismalarda IL-1B, TNF-a
ve bakteriyel LPS, gingival fibroblastlarda MMP-1, MMP-3, MMP-8 ve MMP-9 un
ekspresyonunu artirmaktadir.50-63

2.1.5.1.2. Kemik Kaybinda Rol Oynayan Sitokinler

Normal fizyolojik kosullar altinda kemik rezorpiyonu ve olusumu arasinda bir
denge vardir. Bu denge, yapisal olarak biitiinliigii ve kemik homeostazisini saglar.%
Periodontitisin ilerledigini gosteren en Onemli belirteg alveolar kemik kaybinin

gozlemlenmesidir. Periodontopatojen bakterilere karsi olusan lokal immun yanit,

kemigin homeostatik dengesini bozmakta ve kemik rezorpsiyonuna neden olmaktadir.>’

Osteoklastlarin aktivasyonu ve farklilasmasi, TNF ligand1 ve reseptor siiper
ailesinin Gyeleri olan reseptor aktivator nikleer faktor kappa B (RANK), RANK ligandi
(RANKL), ve osteoprotegerin (OPG) tarafindan diizenlenir.”’ RANKL, osteoblastlar,
fibroblastlar, T ve B lenfositleri basta olmak iizere bircok hiicre tarafindan iiretilir.*®
RANKL, osteoklast ve preosteoklast hiicre ylizey reseptorii olan RANK'a baglandiginda
farklilasmay1 ve proliferasyonu saglayarak osteoklastik aktiviteyi uyarir. Osteoblastlar,
fibroblastlar ve kemik iligi stromal hiicreleri tarafindan tiretilen bir tuzak reseptorii olan
OPG, RANKL'a baglanarak RANKL-RANK birlesimini engelleyerek osteoklast
olusumunu inhibe eder.®” Periodontitis vakalarinda RANKL ekspresyonundaki artisin,
RANKL/OPG oranmi artirdigit ve makrofaj Oncii hiicrelerinin osteoklastlara
farklilasmasini uyardigi gosterilmistir.®* Inflamasyonun ve mikrobiyal plaga kars1 konak
yanitinin  diizenlenmesi, RANKL/OPG oraninin ve dolayisiyla kemik yikiminin

azalmasini saglamak periodontal tedavide hedeflenen sonugclardir.5
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2.1.5.1.3. Reaktif Oksijen Turlerinin Periodontitis Patogenezindeki Roll

Reaktif oksijen trleri (ROT) molekiler oksijenden kaynaklanan kimyasal reaktif
molekiillerdir.?® Organizmada serbest radikallerin olusumu ve bunlarin ortadan
kaldirilmas: fizyolojik olarak sirekli bir denge icerisindedir. Fakat ROT’un fazla
miktarda Uretilmesi ve/veya antioksidan mekanizmanin yetersiz kalmasi sonucu bu denge
bozulur ve oksidatif stres meydana gelir.® Oksidatif stres doku hemostaz1 ve hiicresel
fonksiyonlar agisindan hayati 6neme sahip membran lipidleri, proteinleri ve DNA gibi
biyomolekiillerde 6nemli hasarlara neden olmaktadir.?

Kronik inflamatuar yanit ROT’un ¢ok miktarda Uretildigi 6nemli bir hadisedir.
Periodontitis gibi kronik inflamatuar hastaliklarin oksidatif stres ile iligkili oldugu ve
fagositozdan sonra meydana gelen solunum patlamasmin patogenezde rol oynadigi
bilinmektedir. ROT’lar oldukga 6nemli antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve fagositik
vakuolde sindirim igin elverisli bir ortam olusturur.? Bakteriyel antijenlerin stimulasyonu
sonucu notrofillerden yiksek seviyelerde Gretilir ve lipit peroksit olusumuna katkida
bulunarak periodonsiyumda oksidatif hasarin artmasina neden olmaktadir.’® " Klinik ve
hayvan ¢aligmalari, periodontal inflamasyonun periodontal lezyonda asir1 lipid peroksit
{iretimine neden oldugunu gostermistir. 8

Literatiirde, periodontitisin sadece diglerin prognozu ve agiz saghgi iizerine
olumsuz etkilere sahip (yani lokal etkili) bir hastalik olmadigina dair pek ¢ok kanit
mevcuttur.> # Periodontopatojenler ve onlarin viriilans faktérleri, kan dolasimi yoluyla
direkt veya cesitli inflamatuar mediyatorlerin yogun olarak salinimina ortam hazirlayip
indirekt olarak inflamasyona neden olmaktadir.® Periodontitis iliskili diisiik dereceli
sistemik kronik inflamatuar durum; DM, obezite, romatoid artrit, psoriyazis, alzheimer
ve hamilelik olmak tizere pek ¢ok hastalik ve durum lizerine olumsuz etkilere sahiptir.

Bununla birlikte kalp, bobrek gibi birgok organa da etkisi asikardir.®> # Diisiik seviyeli
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inflamasyon oksidatif stresi artirmaktadir ve kronik bobrek yetmezligi, proteiniiri, tiremi,
glomerilonefrit ve tubulointerstisyel nefrit gibi ¢esitli bobrek hastaliklarinin
patogenezinde rol oynar.”® ™ Giincel calismalar periodontitis iliskili oksidatif stres

artisinin bobrek doku ve fonksiyonlarini etkiledigini raporlamiglardir 8 11 7. 72

2.2. Oksidan ve Antioksidan Sistem

ROT, oksijen metabolizmasinin bir yan iriinii olarak olugmaktadir. Biyolojik
sistemlerde bulunan en 6nemli serbest oksijen radikalleri: superoksit radikali (O2),
hidrojen peroksit (H203), hidroksil radikali (OH") ve tekli oksijen (Oz) dir. ROT’lar hiicre
sinyalizasyonunda énemli rol oynamakla birlikte yiiksek seviyelere ulastiginda hiicre

hasarina neden olmaktadir.> "

ROT olusumunu ve vicutta meydana getirdigi hasar1 onlemek icin pek ¢ok
savunma mekanizmasi mevcuttur. Bu mekanizmalara aracilik eden molekiillere
antioksidan adi verilmektedir. Antioksidanlar, hticrelerde bulunan DNA, karbonhidrat,
protein ve lipit gibi maddelerin oksidasyonunu 6nleyerek ya da geciktirerek ROT’a kars1

savunma mekanizmasini olusturmaktadir.”

Antioksidanlar; lokal oksijen konsantrasyonunu azaltarak, hidroksil radikallerini
temizleyip lipid peroksidasyonunun baslamasini onleyerek, gecis metal iyonlarimi
baglayip etkisizlestirerek, peroksitlerin alkol gibi non-radikal Griinlere donisuminde
etkin rol oynayarak ve zincir reaksiyonlarina neden olan tum radikallerle reaksiyona girip
zinciri kirarak etkilerini gosterirler. Okside olan substratlara oranla ¢ok daha az
konsantrasyonlarda bile, substratin oksidasyonunu geciktirebilir veya inhibe

edebilirler.” 76

ROT ve antioksidanlar arasindaki iliski fizyolojik olarak denge halindedir. Bu

hassas dengede, ROT salinimi ile aktivitesinde artis veya antioksidan savunma

20



mekanizmasinda azalma oldugunda, oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir. Kisaca oksidatif
stres, prooksidan-antioksidan dengede prooksidan lehine bir kayma olarak
tanimlanabilir.? 7 Oksidatif hasara duyarls hiicresel yapilara, niikleik asitlere, lipitlere ve
proteinlere zarar vererek doku hasarina neden olmaktadir.? Oksidatif stres, kanser,
ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastalik, obezite, DM ve periodontitis gibi hastaliklarin

patogenezinde dnemli rol oynamaktadir.? 7 7881

2.2.1. Total Antioksidan Kapasite, Total Oksidatif Durum ve Oksidatif Stres
Indexi

ROT konsantrasyonlar1 bir¢ok yontemle serum veya plazmada birbirinden
bagimsiz Ol¢iilebilmektedir. Oksidatif dengenin oksidanlar tarafina kaydigi durumlarda
artis gosteren bu molekiiller birbirininin {izerine eklenerek bulunabilir fakat birer birer
Olcmekten ziyade total 6l¢iimiin daha pratik olacagi diisiiniilerek Erel tarafindan tam

otomatik kolorimetrik bir ydntem gelistirilmistir.5? 83

Serum, plazma ve viicut sivilarinda birgok antioksidan bulunmaktadir. Bu
antioksidanlarin birbiriyle etkilesimleri sonucu antioksidan kapasitede artis meydana
gelmektedir. Bu nedenle antioksidanlarin her birini ayr1 ayr1 Olgmektense total

antioksidan kapasite (TAOK) 6l¢gmek daha ¢ok yarar saglayacaktir.8

Antioksidanlarin, oksidatif stres mekanizmasi {izerindeki genel -etkilerini
degerlendirmek i¢in TAOK'un daha pratik ve giivenilir bir yontem oldugu kabul
edilmektedir. Diisiik TAOK seviyeleri oksidatif strese ve oksidatif hasara duyarliliktaki
artis1 yansitmaktadir. Ote yandan, TAOK'un yas, beslenme ve cinsiyetten etkilendigi
bilinmektedir ve bu nedenle dogrudan oksidatif stresi 6lgen total oksidatif durum (TOD)
kadar etkili bir gosterge degildir. Insan ve hayvan calismalarinda® &% TOD / TAOK

orantyla lgiilen oksidatif stres indexi (OSI)'nin oksidatif stres diizeyini degerlendirmenin
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pratik ve giivenilir bir yontem oldugu vurgulanmistir. OSI ile periodontal durum arasinda
guiclii bir korelasyon oldugu bildirilmistir.® 8 8 Bu nedenle OSI periodontal dokulardaki

oksidatif hasar1 degerlendirmek igin yararl ve pratik bir biyobelirtec olabilir.% &

2.2.2. Malondialdehit

Lipit peroksidasyonu, ROT iiretimi fazla miktarda ger¢eklestigi zaman kacinilmaz
bir durumdur. Oksijenin doymamus lipitler ile peroksidasyonu gesitli oksidasyon
urdnlerinin tiretimine neden olmaktadir. Lipit peroksidasyonunun basglica {iriini lipit
hidroperoksittir (LOOH). Lipit hidroperoksitin aldehitlere ve diger karbonil bilesenlere
doniisimiiyle lipit peroksidasyonu sonlanir. Bu bilesimlerden biri malondialdehit
(MDA)’dir ve lipit peroksitlerin seviyelerini tespit etmek icin ¢alismalarda siklikla MDA
kullanilir. MDA, membran doymamis yag asitlerinin serbest radikaller tarafindan
gerceklestirilen lipit peroksidasyonunun son triintidiir ve bir oksidatif hasar belirtecidir.
Aldehit yapili Dbilesimlerin yasam siiresi olduk¢a uzundur, bu nedenle lipit
peroksidasyonunun etkileri kan, doku ve organlarda goriilebilir.8% ® Hiicrede bulunan
DNA ve proteinlerle gapraz baglar olusturarak toksik ve mutajenik etkiler meydana

getirirler.%!

Lipid peroksidasyonu oksidatif stres ve serbest radikallere bagli olarak hiicre
hasarinda 6zellikle mikrozomlarda, mitokondri ve endoplazmik retikulumda patogenezin
en onemli aktorudir. %> °2 Hiicre ve dokularm zarar gérmesi serbest radikal dretimine ve
oksidatif strese neden olur. Oksidatif stresten dogrudan veya dolayli olarak sorumlu olan

tim faktorler immun sisteme katilmaktadir.®

2.2.3. Glutatyon
GSH nonprotein tiyol olup onemli bir antioksidandir.*® Temel hiicre igci

antioksidan olarak kabul edilmektedir ve hiicresel oksidatif hasarin inhibisyonunda
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onemli bir role sahiptir.% Karaciger basta olmak iizere tiim organlarda sentezlenir. Total
GSH'm yaklasik %901 sitozolde bulunurken geri kalani ise mitokondri ve diger
organellerde bulunur. " GSH, hiicrelerde serbest olarak veya proteinlere bagl (%15)
halde bulunabilir. Serbest glutatyon ¢ogunlukla rediikte formda bulunur ve oksidatif stres

varliginda okside forma dontsturalir. %8

GSH dongiisiiniin  devamliligin1 saglayan en Onemli organlar karacier ve
bobreklerdir.®® Bobreklerde kullanilan glutatyonun biiyiik kismi bobrek hiicrelerinden
tibdllere transfer edilerek karsilanirken geri kalan miktar plazmanin glomerler

filtrasyonu sonucu elde edilir.1®

Geri dontsumsuz hiicre hasart meydana geldiginde, hiicredeki GSH igerigi
degisir. Bu nedenle GSH konsantrasyonunun oOlgulmesi, ¢esitli patolojik durumlarin

anlasilmasi i¢in 6nemli bir parametredir.*

GSH, birgok reaksiyon igin rediikte kapasiteye sahiptir ve hidrojen peroksit, diger
peroksitler ve serbest radikallerin detoksifikasyonunda énemli rol oynar. Ayni amagla
glutatyona bagimli enzimler, serbest radikallerin yayilmasini engelleyecegi gibi ROT
tarafindan {retilen iiriinlerin detoksifikasyonunu da saglarlar. GSH bagimli proteinlerin
¢ogu antioksidan ajanlar tarafindan indiiklenerek oksidatif stresin dengelenmesini

saglar.10t

2.3. Bobrek

2.3.1. Bobregin Anatomisi

Baobrekler retroperitonel bodlgede kolumna vertebralisin iki yaninda bulunur.
Boylar yaklasik 3 vertebra uzunlugunda olup genellikle 12. torakal ve 3. lumbal
vertebralar arasinda konumlanir. Sag bobrek, karacigerin komsulugu sebebiyle sola gore

biraz asagidadir. Uzunlugu 12-13 cm, eni 6-7 cm ve 6n arka genisligi yaklasik 3 cm’dir.
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Sol bébrek yaklasik 1 cm kadar daha uzun olup her birinin ortalama agirliklart 150 gr'dir.
Bobrek dokusu en distan bobrek kapsiilii ile ¢evrilidir. Bu zarin etrafi da retroperitoneal
yag dokusu ile sarilmis olup bobregi travmalara karsi korur. Bobreklerin medial
bolgesinde hilus ad1 verilen bolgede renal arter, sinirler ve lenfatikler giris yaparken renal

ven ve ureter ¢ikmaktadir.!%?

Bobregin longitudinal kesiti incelendiginde korteks ve medulla olmak Gzere iki
kisimdan olugmaktadir. Medulla renalis bobregin i¢ kisminda bulunur ve fonksiyonel
olarak idrarin igeriginde bir degisiklik yapmaz; sayilar1 genellikle 8-10 arasinda degisen
piramid adi verilen yapilar1 olusturur. Bu piramidlerin taban kisimlari bébregin dis
kismina, papilla renalis denilen tepe kisimlari ise mindr kalikslere bakar. Korteks renalis,
fonksiyonel olarak idrar olusumunu saglayan yapilari icerir. Kortikal cevherin piramidler
arasinda kalan kismina kolumna renalis denir. Bobregin fonksiyonel en kiigiik iinitesi,
nefron adi verilen yapilardir. Nefron, sivilarin filtre edildigi renal korpiiskiil ve filtre
edilen sivilarin sekresyon ve absorbsiyonu ile idrara doniistiiriip bobrek pelvisine
tasinmasini saglayan tiibiil sisteminden olusur. Korpiiskiil, Bowman kapsiilii i¢indeki
glomeriil yumagi olup nefronun baslangic kismini teskil eder.'® 1% Her bir bobrekte

yaklasik olarak 1.000.000-1.250.000 nefron bulunmaktadir.1%

2.3.2. Bobregin Fizyolojisi

Bobrekler filtrasyon, emilim ve salgilama gibi islevleri olan multifonksiyonel
organlardir. Viicuttaki fazla suyu ve artik {iriinleri idrar seklinde uzaklastirip, i¢ ortamdaki
homeostazi saglar. Bébrekler; kardiyovaskiler, endokrin ve sinir sistemi ile koordineli
calisarak viicut sivilarinin igeriklerini, cok dar bir aralikta tutmayi basarirlar. Bobreklerin
hemostatik rolli sayesinde vicuttaki dokular nispeten sabit bir hemodinamik ortamda
fonksiyon goriirler. Istirahat halindeki saglikli bir insanda bdbrekler, kardiyak cikisin

yaklasik %20-25’ini almaktadir. Bobregin temel siizme fonksiyonu nefronlar tarafindan
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saglanir. Kanin, plazma kismi glomeriillerde stiziilerek ultrafiltrati meydana getirir.
Olusan ultrafiltratin kimyasal bilesimi plazmaya benzerdir ancak makromolekuller

glomerul duvarindan gegemedigi igin protein igermez, 9% 1%

Glomerdler ultrafiltrat, nefronun tlibdl sisteminde ilerlerken bazi ihtiyag¢ duyulan
molekiller ve suyun %99'dan fazlasi 6zellikle proksimal tiibiiller tarafindan geri emilime
ugrarken bazi molekiiller ise sekrete edilirler. Sonugta ultrafiltratta reabsorbe edilmeyen
maddeler ve su idrar1t meydana getirir ve viicuttan uzaklastirilir. Her iki bobrek dakikada
(dk) 125 ml filtrat tiretir. Bunun 124 ml’si emilir ve yalniz 1 ml’si idrar olarak salinir.
Her giin ortalama 1500 ml idrar olusur. Erigkin bir kiside viicutta dolasan kanin tiimii her
4-5 dk’da bir bobrekten gecer. Kanin hidrostatik basincina cevap olarak glomertiler filtrat
olusur. Proksimal tiibiiller filtrattaki seker ve aminoasitlerin tamamini, suyun ve sodyum
kloriirin %85’ini ve ayrica kalsiyum ve fosfat1 emer. Biitlin bunlarla beraber proksimal
tibudller kreatinin gibi maddeleri ve paraaminohippurik asit, iodopyracet (kontrast madde)
ve penisilin gibi viicuda yabanci olan maddeleri idrara salgilar. Bu maddelerin sekresyon
hizinin belirlenmesi, bobrek islevlerinin klinik ag¢idan degerlendirilmesinde yardimci
olur. Henle kulpu su tutma goérevinde rol oynar. Distal tiibiillerde ise iyon degisimi
meydana gelir. Sodyumun emildigi, potasyumun da disar1 atildig1 bir iyon degisim
bolgesi bulunur. Burasi viicuttaki su ve tuzun kontrol edildigi bolgedir. Distal tiibiil ayni
zamanda kandaki asit baz dengesinin korunmasinda da 6nemli role sahiptir. Toplayici
kanallar antidiiiretik hormona (ADH) karst duyarhidir. Su alimi azaldiginda ADH
salgilanir ve toplayici kanallarin epiteli suya gegirgen hale gelerek idrar konsantrasyonu

artirilir,10% 106

2.3.3. Bobrek Fonksiyonlari
Bobregin en bilinen fonksiyonu idrar Uretimidir; ancak bobregin baska gorevleri

de vardir. Metabolik atiklarin ve yabancit maddelerin uzaklastirilmasi, sivi ve elektrolit
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dengesinin saglanmasi, kan basincinin dlzenlenmesi, asit-baz arasindaki dengenin
korunmasi, eritropoetin  (EPO) olusumu, aktif D vitamini sentezi, hormonlarin

salgilanmas ve itrah1 bdbregin foksiyonlarindan bazilaridir.1%: 107

Su ve elektrolit dengesinin saglanmasi: Bobrekler, toplam viicut su miktarinda
degisiklik olusturmadan su dengesini ayarlar. Degisken oranlarda mineralleri atabilir,
alim ve atilimi dengeleyebilirler. Proksimal tiibiillerde su, kiiciik molekiil agirlikli
proteinler, glikoz ve bazi iyonlar geri emilir. Gegis su ile birlikte oldugundan ortam
izotoniktir. Henle kulpu primer idrarin sekonder idrara doniismesinde kilit rol oynar.
Henle kulpunun inen ince kolunun suya gecirgen olmasi, sodyumu orta derecede
gecirmesi, ¢ikan kalin kolunun ise suya gegirgen degilken diger solUtlere gegirgen olmasi,
ultrafiltrata gore c¢ok daha hipertonik bir ortam olusturulmasimi saglar. Bu ortam
sayesinde diflizyon ve aktif tasima ile elektrolit transferi kolaylastirilmis olur. Henle
kulpunun ¢ikan kalin kolundan kortekse gidildikce daha hipotonik bir ortam olusur.1%
Tubullerden geri emilen su ve solutler, kapiller ve vasa rekta araciligyla tekrar dolasima
katilir 1%, Renin, aldosteron, anjiyotensin ve vazopressin gibi hormon ve mediyatorlerle
bu sistem kontrol edilir. Boylelikle asit baz dengesi ve sivi elektrolit dengesi diizenlenmis

olur.109

Aktif D vitamini sentezinin dizenlenmesi: Biyolojik olarak aktif olmayan D
vitamini 6nce karacigerde hidroksillenir ve 25-hidroksikolekalsiferole doniisiir. Ardindan
bobrekte 1o hidroksilaz enzimi araciligi ile 1,25-dihidroksikolekalsiferole yani aktif D
vitaminine doniisiir. Kronik bobrek hastalarinda 1o hidroksilaz aktivitesinin
azalmasindan dolayr D vitamini eksikligi yaygin sekilde goriilmektedir.!’® Bu da
bagirsaktan kalsiyum emiliminin azalmasina, kemik mineralizasyonunun bozulmasina ve
hipokalsemiye yol agar.%” Ayrica D vitamini kalsiyum geri emiliminde %1 rol oynayan

distal tibullerin uyarilmasinda da énemli rol oynamaktadir.!
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EPO sentezi: EPO bobrek korteksindeki peritiibller fibroblastlarda Uretilen
glikoprotein yapida bir sitokindir. Yetiskin bireylerde EPO iiretimi agirlikli olarak
bobreklerde olsa da ¢ok az bir kismi beyin, karaciger, akciger, testis ve dalak gibi
organlarda uretilir.!** Kemik iligindeki eritroid ncii hiicrelerini uyararak ¢ogalmalarini
ve olgunlagsmalarini saglar. Bobrek hasart durumunda EPO yapimi bozulur ve buna bagl

olarak anemi gelisir.'%’

Kan basincina etkisi: Arter basincinin ortalama degeri kardiyak cikisa ve total
periferik dirence baglhdir. Kardiyak ¢ikistaki atim hacmi vendz doniisten etkilenir. Kronik
bobrek hastaliginda tiibiiler islev azaldik¢a bobrekler viicutta su tutmaya baslar. Buna
bagl olarak vendz doniis artar ve ortalama arter basinci yiikselir. Bu yiizden kronik

bobrek hastaliklar genellikle hipertansiyon ile birliktedir.1%’

Renin anjiyotensin sistem (RAS): RAS, kan basinci ve sivi dengesi igin ana
kontrol sistemlerinden biridir. Dolagim homeostazinda yer alir ve viicut sivi hacimlerini
korur.*2 Renin, ézellesmis hiicreler olan jukstaglomeriiler hiicrelerden salinan proteolitik
bir enzimdir. Saglikl kisilerde renin salinimini belirleyen esas unsur sodyum alimi yani
tuzlu diyetle beslenmedir. Fazla tuz tiiketiminde renin salinimi azalir. Renin, karaciger
tarafindan tiretilen anjiyotensinojeni (Agt) anjiyotensin I’e doniistiiriir. Anjiyotensin I de
daha sonra anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) tarafindan katalizlenerek anjiyotensin
II’ye déniistiiriiliir.}*® Anjiyotensin 11, bu sistem tarafindan iiretilen biyolojik olarak aktif
temel hormondur.!'? Birgok énemli islevi vardir: vaskiiler yatakta vazokonstriiksiyona
ve kan basincinin artigina sebep olur. Vazokonstriksiyon etkisiyle intraglomertiler basing
artigina yol acgarak glomertiler filtrasyon hizinin (GFH) artmasin1 saglar. Hipertansiyon
durumunda ADE’yi inhibe ederek kan basincinin azalmasini saglamaktadir. Sodyum geri
emilimi iizerine direkt olarak etkisi vardir.t*> 4 Anjiyotensin I1’nin viicuda zararl: olan

bircok etkisi de mevcuttur: Interseliiler ve vaskiiler adezyon molekulleri (ICAM ve

27



VCAM), reaktif oksijen radikalleri, niikleer faktor kappa beta (NF-kp) ve superoksit gibi

molekiillere farkli mekanizmalarla etki etmektedir.*

Sistemik RAS'in yanisira lokal olarak RAS aktivasyonu da gergeklesmektedir. En
bilinen érneklerinden biri de bobrek proksimal tiibilinde gerceklesmesidir.!* Lokal
olarak sentez edilen anjiyotensin Il, sistemik RAS aktivasyonuna gerek kalmadan
fonksiyon gorebilmektedir.** Ayrica bu bolgedeki anjiyotensin 11 konsantrasyonu,
sistemik dolasimdakinden yaklasik 1000 kat daha yiiksektir.!** idrardaki Agt'nin, esas
olarak proksimal tubul epiteliyle sentezlenen Agt proteininin salgilanmasini yansittigi ve
bu nedenle iiriner Agt'nin intrarenal RAS'!n aktivasyonunu izlemek i¢in yararli bir

biyobelirteg olabilecegi dne siiriilmiistiir.}'?

RAS; bobrek, kalp ve vaskiler fizyolojinin diizenlenmesinde ¢cok énemli bir role
sahiptir. Hipertansiyon, kalp yetmezligi ve bobrek hastaliklarinin dahil oldugu
patolojilerin gogunda artmis RAS aktivasyonu mevcuttur.!** Anjiyotensin 11'nin
farmakolojik olarak sentezi veya inhibitorlerinin, kardiyovaskiler terapotiklerde son
derece yararli oldugu bilinmekle birlikte, ADE inhibitorleri hipertansiyon, konjestif kalp

yetmezligi ve bobrek hastaliklarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.?

2.3.4. Bobrek Fonksiyon Parametreleri ve Onemi

2.3.4.1. Kreatinin, Ure ve Sistatin C

Bobrek hasarmin tespit edilebilmesinde bobrek fonksiyonu ile iliskilendirilmis
serum (Ure, kreatinin ve sistatin C seviyelerinin degerlendirilmesi gibi biyokimyasal

analizler 6nem tasimaktadir.''3

Kreatinin: Diyetle alinan hayvansal proteinlerden ve iskelet kasindaki
fosfokreatin metabolizmas: sonucu olusturulur. Bu nedenle vicuttaki tretimi kas Kitlesi

ile orantihdir. Buna bagh olarak da yas, cinsiyet ve vicut kitlesinden etkilenir.1%®
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Glomerdllerden serbestce filtre edilir ve proksimal tlbdl tarafindan da aktif olarak
salgilanir.**® Fakat bobreklerden geri emilimi, yapimi veya metabolizmasi séz konusu
degildir. Kismen sabit plazma konsantrasyou vardir. Kreatinin atilimi yaklagik olarak
filtre edilen miktara esittir ve yapim hiz1 da sabittir. GFHnin diisiik oldugu durumda
kreatinin filtrasyonu ve atilimi1 da azalacaktir. Boylelikle yeni sentezlenen kreatinin, filtre
edilen ile yapim arasinda yeni denge kurulana kadar plazmada birikmeye devam
edecektir.!® Saglikli bir yetiskinde kreatininin tubiiler sekresyonu %10-15’tir ancak
ilerlemis bobrek yetmezliginde bu oran %40’lara kadar ulasabilir.l% Serum kreatinin
konsantrasyonu, yaygin olarak GFH'nin bir 6l¢iisii olarak yorumlanir ve klinik
uygulamada bir bobrek fonksiyon biyobelirteci olarak degerlendirilir. Bununla birlikte,
kreatininin  glomeruler  filtrasyonu, serumdaki  konsantrasyonunu  belirleyen
degiskenlerden yalnizca biridir. Cok sayida sinirlamaya ragmen, serum kreatinin yararl
bir biyobelirte¢ olmaya devam etmektedir, ancak bobrek fonksiyonunu belirleyen daha

dogru dl¢iimlere siklikla ihtiyag vardir.*t’

Ure: Protein sentezinde kullanilmayan aminoasitlerin karacigerde metabolize
edilmesi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Aminoasitlerin deamine olmasiyla amonyak
olusmakta ve bir takim enzimatik reaksiyon sonucu Ureye cevrilmektedir.!*® Protein
katabolizmas1 slirecini yansittigindan; asir1 beslenme, yiliksek protein igerikli diyet
sonrasinda ve gastrointestinal kanamalarda kan iire diizeyi artar. Tam tersine
malndtrisyon, enfeksiyon ve malignite gibi katabolik durum veya Kkaraciger
hastaliklarinda ise azalir. Dolayisiyla serum diizeyi sabit degildir. Glomerdillerden
serbestce filtre edilir. Filtre edilen drenin yaklasik %50'si, ¢ogu proksimal tiibiil olmak
lizere, su ve sodyumu takiben pasif difiizyonla geri emilmektedir.*®* Temel atilin1
bobrekler araciligyla yapildigindan, serum diizeyi GFH icin ana biyobelirteclerden

biridir. Fakat kullanimini kisitlayan iki ana faktér vardir bunlar; iire yapim hizinin ve
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tibuler absorbsiyon oraninin GFH'den bagimsiz olmasidir. Proksimal tiibiilde sodyum ve
su absorbsiyonu arttiran her tiirlii uyar1 kan tire diizeyini arttiracaktir. Bu durum GFH ve
serum kreatininde pek degisiklik olmadan iire konsantrasyonunun arttigi, dolayisiyla
ire/kreatinin oraninin yiikselmesi ile tanisal olarak desteklenen bobrek perflizyon
defektinin gostergesidir.!® Pratikte serum kreatinin diizeyi, bobrek fonksiyonlarini
degerlendirmek icin iireye gore daha degerlidir. % Fakat ileri bobrek hastaligi vakalarinda
kreatininin artan tiibuler sekresyonuna bagl yanilsama ile renin tibller absorbsiyonuna
bagli yanilsama oransal olarak benzerdir. Bu iki parametrenin klirensinin ortalamasi, bu

hastalarda daha gercekci bir GFH’yi ortaya koyabilir.11°

Sistatin C: Nonglikolize, 122 amino asit igeren, diisiik molekiil agirlikli bir
protein olup, sistein proteinaz inhibitérlerinden sistatin super ailesinin bir Gyesidir. Tim
cekirdekli hicrelerden sabit bir oranda sentezlenmekte, bobrek ttbulleri tarafindan
reabsorbe ve katabolize edilmekte, ancak sekrete edilmemektedir.!® 119 Serum sistatin
C'nin serum kreatinine gore dogruluk pay1 daha ¢ok olan bébrek fonksiyon belirteci
oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle kadinlar, yaslilar, yetersiz beslenen hastalar ve
kanserli hastalar dahil olmak (izere dusiik kas kiitlesi olan kisilerde, sistatin C kreatinine
gore daha guclu ve alternatif bir filtrasyon biyobelirteci olarak dikkat ¢ekmistir.*®
Herhangi bir hastaligi olmayan genc eriskinlerde serum duzeyleri 0.85-1.12 mg/I
araliginda bulunmustur. 50 yasina kadar genellikle sabit olmakla birlikte sonrasinda yasla
artar. Glomerllerden serbestce filtre edilir. Filtre edilen sistatin C'nin %99’u proksimal
tiibiilde katabolize edilir. Dolayisiyla idrarda ¢ok az miktarda bozulmamis sistatin C
bulunur. Bir¢ok calismada 0zellikle bobrek fonksiyonlar1 hentiz hafif derecede
bozuldugunda, serum sistatin C diizeyinin serum kreatininine gore daha erken yukseldigi

gosterilmistir.1*
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2.3.4.2. Apoptozis ve Kaspazlar

Apoptozis ilk kez 1972 yilinda Kerr ve ark.'®® tarafindan tanimlanmistir.
Programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptozis, immun sistem ve viicut homeostazi igin
vazgecilmezdir. Hiicrenin yasam boyunca yapim-yikim dengesinin siirdiiriilmesini
saglamaktadir.'? 12! Primer veya sekonder olarak gelisebilir. Hiicrenin kendi genlerinin
aktivasyonu veya gelen sinyallerle baslatilmaktadir. Apoptozun isleyisinde kaspazlar,
Bcl-2 ailesi proteinleri ve Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor-1) proteinleri
gorev yapar. Bunlarin biyokimyasal aktivasyonu ile mitokondriyal hasar, g¢ekirdek
zarinda yer yer erime, kromatin yogunlasmasi, DNA fragmantasyonu, ve apoptotik

cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisiklikler ortaya cikar.'?

Kaspazlar (sistein aspartat spesifik proteaz) apoptotik strecte rol oynayan énemli
bir protein ailesidir. Insanlarda 11 kaspaz enzimi mevcuttur ve genel olarak inaktif
proenzimler halinde bulunurlar. Inaktif olan prokaspazlar hiicrede sentez edilerek
depolanir. Apoptozisin indiiklenmesi genellikle kaspaz 2, 8 veya 10’un aktivasyonu ile
baslar ve bunlar, diger kaspazlar1 aktive eder. Bu slre¢ kaspaz 3, 6 ve 7 gibi efektor
kaspazlarin aktivasyonu ile sonuglanir. Hiicre apoptotik cisimcikler olusturacak sekilde

kendini pargalar. Apoptotik cisimcikler fagositik hiicreler tarafindan sindirilir.1% 122

Saglikli yasam, hiicresel yapim (mitoz) ve yikim (apoptoz) arasindaki hemostatik
dengeye baglidir. Bu dengenin apoptoz yoniine kaymasi hiicre kaybi olusturarak iskemik
hasar veya dejeneretif hastaliklar gibi sonuglar dogurabilirken, dengenin hiicre yapimi

yoniine kaymasi ise otoimmiin veya kanser gibi hastaliklar1 ortaya ¢ikarmaktadir. 123

Apoptoz renal iskemi reperfiizyon hasar1 sirasinda hiicre 6liimii igin birincil
mekanizmadir. Bu nedenle kaspaz-3 aktivitesi iskemi-reperfiizyon ¢alismalarinda ¢ok

arastiriimigtir. 124 125
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2.3.4.3. Katepsinler

Lizozomlar, farkli makromolekiillerin par¢calanmasindan ve geri doniisiimiinden
sorumlu olan hiicre organelleridir ve hicrenin parcalanmadan sorumlu ana
kompartmanini olustururlar. Iki protein sinifi lizozomal aktiviteye aracilik eder: integral
lizozomal membran proteinleri ve ¢6zunur lizozomal hidrolazlar. Hidrolazlar arasinda
katepsinler (Kt), proteinlerin ve hormonlarin islenmesinden, hicre dongusunin,
otofajinin, hiicre 6liimiiniin ve bagisiklik yanitinin diizenlenmesine kadar ¢ok sayida
hiicresel siirecte yer alir. Lokalizasyon ve ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar, farkli
organlarda ve dokularda spesifik hiicresel fonksiyonlar oldugunu diisiindiirmektedir.
Ozellikle, hiicre tipi lokalizasyonuna bagli olarak, Kt B, D, L ve S, bobrek hastaligia
neden olabilecek sinyal yollarini aktive ederek bobrekte farkli fizyopatolojik siiregleri
dizenler. Kt'in degisen ekspresyonu ve/veya aktivitesi, ¢esitli hastaliklar ile

iliskilendirilmistir.'?8

Serum kreatinin ile GFH ve proteiniiri varligi gibi bobrek fonksiyonlarini
degerlendirmek; kullanilan diger geleneksel klinik parametreler genellikle hastaligin
erken evrelerinin kagirilmasma ve tedavinin geciktirilmesine neden olmaktadir. Akut
bobrek hasar1 (ABH) ve KBH olmak (izere iki ana bobrek hastaligi, artan morbidite ve
mortalite ile iligkilidir. Bu nedenle, hastaligin ilerlemesini tahmin edebilen, yeni tedavi
protokolleri saglayabilen, hiicresel ve molekiiler aracilari tanimlayabilecek daha dogru ve
hassas hiicre hasar1 biyobelirtecleri bulmaya ihtiya¢ vardir. Lizozomal Kt, son yillarda
bobrek hastaliklarinda 6nemli rol oynadigi ortaya ¢ikmis ve bu nedenle erken tani igin
tespit edilmeleri dnerilmektedir. Dahasi, bobrek hastaliklarinin ilerlemesini yavaslatmak

icin umut verici bir tedavi stratejisi gibi goriinmektedir.1?8
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2.4. Periodontitis ve BObrek

Kronik periodontitis, periodonsiyumu etkileyen olduk¢a yaygin gorilen
inflamatuar bir hastaliktir. Cigneme hareketleri, dis firgalama veya dis tedavilerinden
kaynaklanan bakteriyemi yaygin olarak goriilmektedir. Kan dolasimina giren periodontal
bakteriler bir immun yanita neden olur. Ayrica periodontitis, sistemik inflamasyona
katkida bulunan proinflamatuar belirteglerle de iliskili oldugu bilinmektedir. Bu yollar ile
kronik periodontitis, diger sistemik durumlarla baglantili olabilir. Siddetli periodontitis
dinya niifusunun %210-15'i gibi biyuk bir kismim etkilemektedir. Bu kadar yaygin bir
hastalik olmasina ragmen aslinda tedavisi son derece kolaydir. Yan etkilerini ortadan
kaldirabilmek igin diger sistemik durumlarla potansiyel iligkilerinin agikliga

kavusturulmasi oldukca 6nemlidir.*

Akut veya kronik inflamatuar durumlar bdbreklerdeki immuninflamatuar
cevaplart da stimiile edebilmektedir.’® Periodontitis bobrek dokularmi 2 sekilde
etkileyebilir; 1) genel sistemik inflamatuar yiike katkida bulunur ve bu da bobrek
fonksiyon diistisiinii tetikleyebilir; 2) periodontal bakteriler ve Grlnleri kan dolasimina

gecip bobrek epiteline zarar verebilir.'2 127

KBH tanist konuldugu andan itibaren bdbrek fonksiyonlarinin korunmasi ve
fonksiyon kaybinin 6nlenmesi oldukga 6nemlidir. Bobrek fonksiyonlarinin daha fazla
bozulmasina yol acan belli bagh risk faktorleri vardir. Bunlar; yiiksek kan basinci,
proteiniiri derecesi ve sigara tliketimidir. Son yillarda bu listeye eklenen yeni risk
faktorleri lipidler, homosistein, oksidatif stres ve inflamasyondur. Bu faktorlerin hem
bobrek hasarim1 ortaya c¢ikarmada hem de hasarin ilerlemesinde rolleri oldugu

diisiiniilmektedir.'?3
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Literatiire bakildiginda, periodontitisin bobrek yapisi ve fonksiyonlar1 {izerine
muhtemel etkileri hususunun son yillarda yogun olarak irdelendigi goriilmektedir.5-2
Eldeki bulgularin biiyiik ¢ogunlugu periodontal kaynakli inflamatuar stresin bdbrek
fonksiyonlarinda ¢esitli diizeylerde bozulmalara neden olarak KBH riskini artirdigini
gostermektedir.!’ 12 Chambrone ve ark.'?® periodontisli bireylerin periodontal saglikli

olanlara kiyasla KBH agisindan 1.65 kat daha fazla riske sahip olduklarini rapor

etmislerdir.

Destekler sekilde, Grubbs ve ark.™* ise siddetli periodontitisin, 5 y1llik takip siiresi
boyunca hafif/orta siddetteki periodontitise kiyasla KBH ile belirgin bir iliskisi (3.8 kat
artis) oldugunu tespit etmislerdir. Bunun yani sira yas, cinsiyet, diabet, hipertansiyon,
sigara ve gelir durumu gibi diger faktorlerin periodontitis iliskili renal hasara katki

saglayabilecegini de bildirmiglerdir.

inflamasyon, ateroskleroz ve KBH arasindaki iliskiyi destekleyen kamitlar da
vardir. Diisiik seviyeli inflamasyon, ROT uretimi ve oksidatif stresi artirir. Onemli bir
sistemik inflamasyon belirteci olan C reaktif proteinin (CRP), hem periodontal hem de
KBH hastalarinda yiiksek oldugu, bu baglamda kronik periodontal inflamasyonun KBH
ile iligkili sistemik inflamatuar yiike katkida bulunabilecegi gdsterilmistir '*. Ayrica KBH
patogenezinde anahtar bir mekanizma olarak kabul edilen endotelyal disfonksiyonun
periodontitis 1iliskili sistemik proinflamatuar durum (IL-18, IL-6, IL-8 ve TNF-a

diizeylerindeki artis) tarafindan tetiklendigi de gosterilmistir.'? 7

Periodontal tedaviden sonra endotelyal fonksiyonda bir iyilesme ve GFH'nin
artmasi, KBH prognozunda bir iyilesme oldugunu ve siddetli periodontitis goriilen
hastalarda bdbrek fonksiyonunun stabilize edilmesine katkida bulunabilecegini

diisiindiirmektedir.*3
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Franca ve ark.® deneysel periodontitisli ratlarda renal tiibiillerin fircamsi
kenarlarinda tespit ettikleri yapisal degisiklerin oksidatif stres artis1 ile iligkili
olabilecegini vurgulamislardir. Buna karsin, periodontitisin bobrek fonksiyonlari tizerine
etkisinin ise ¢ok sinirli oldugu tespit etmislerdir. Destekler sekilde, Wangerin ve ark.'?
bobrek fonsiyonel kapasitesini GFH ile takip ettikleri 11 yillik kapsamli bir takip
calismast sonucunda periodontal durumun bdbrek iizerine smirli bir etkiye sahip
oldugunu ortaya koymuslardir. Takip sirasinda artan periodontitis siddetine paralel olarak
inflamatuar biyobelirteglerin artmadigi gézlemlenmis olup sadece kiigiik ve heterojen

degisiklikler gosterilmistir.

Takeuchi ve ark.’®® hemodiyaliz hastalarinin  periodontal ~dokularinda
periodontopatojenlerden Tannarella forsythia ve Treponema denticolanin saglikli kontrol
gruplarina gore daha sik tespit edildigini bildirmislerdir. Destekler sekilde Castillo ve
ark.®® Tannarella forsythia, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia ve
Prevotella nigrescens konsantrasyonlarimin saglikli kontrollere kiyasla hemodiyaliz
hastalarinda arttigin1 tespit etmislerdir. Bu mikrobiyal yiik artisinin direkt olarak
periodontal hastaliga bagli olmadigini, bobrek hastaliklarinin bakteriyel bilesimi

etkileyebilecegini gostermislerdir.

Davidovich ve ark.** agiz saghigi durumuna gore bes grubu karsilastirdign bir
calismada bobrek  yetmezligi gruplarinda saghikli  kontrollere gore gingival
inflamasyonun, periodontal sondlama derinliklerinin, atagman kaybmin ve pulpa

obliterasyonunun arttigini1 ve daha az ¢iiriikk varligini tespit etmislerdir.

Japonya'da yasli bireyler iizerinde yapilan bir calismada klinik atagman
seviyesinin >6 mm oldugu alan yiizdesi ile bobrek fonksiyonu ve kemik metabolizmasi

belirtecleri arasinda anlamli bir iliskili oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma, yasla birlikte
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ortaya ¢ikan kronik bobrek yetmezligi insidansinin yash bireylerde siddetli periodontal

hastalik olasiligin1 artirabilecegini diisiindiirmektedir.3®

Borawski ve ark.!*® diyaliz ve KBH hastalarini sistemik olarak saglhikli kisilerle
karsilastirmis ve bobrek yetmezligi gruplarinda, sistemik olarak saglikli olanlara gore

daha siddetli periodontitis varligini rapor etmislerdir.

Periodontitis ve KBH arasindaki iligkiyi destekleyen kanitlar artmasina ragmen,
tiim calismalar pozitif bir iliski géstermemektedir. Ornegin, Castillo ve ark.'*” son dénem

bobrek yetmezligi ile siddetli periodontitis arasinda bir iligki bulamamustir.

Hayvan ¢aligmalarindan elde edilen bulgular genel olarak degerlendirildiginde
periodontitisin bobreklerde yapisal degisikliklere neden oldugu® '* fakat fonksiyonel

durumun sinirh diizeyde etkilendigi®*° tespit edildi.

Periodontitis hem lokal hem de sistemik inflamasyonu ve bunlarla iliskili
biyobelirtegleri arttirmaktadir. Bu durum, glomertler endoteli etkileyebilir ve bu da
bobrek yetmezligine sebep olabilir. Bununla birlikte periodontitisin etkin tedavisinin
bobrek fonksiyonlarmi olumlu yonde etkiledigine yonelik c¢alismalar da literatiirde
mevcuttur.t3L 139142 Tijm bu kanitlar, inflamatuar ve oksidatif durumlardan yapisal ve
fonksiyonel olarak ¢esitli diizeylerde etkilenebilen bobreklerin  korunmasinda
immiinmodulatér ve antioksidan 6zelliklere sahip ajanlarin faydalar saglayabilecegini

diisiindiirmektedir.143-14°

2.5. Melatonin

2.5.1. Melatonin Hormonu ve Ozellikleri

Melatonin hormonu, pineal bez yapisinda bulunan pinealositler tarafindan
sentezlenir. Bu hiicreler tarafindan melatonin sentezlenebilmesi icin esansiyel bir

aminoasit olan triptofana gereksinim vardir. Kan dolagimindan pinealosit igine alinan
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triptofan 6nce 5- hidroksitriptofan’a hidroksile olup daha sonra serotonine dekarboksile
olur. Olusan serotonin ise enzimler aracilifryla melatonine déniistiiriiliir 1*°. Pineal bez
haricinde lakrimal bez, retina, eritrosit, trombosit ve gastrointestinal sistem hicreleri
tarafindan da disiik konsantrasyonlarda melatoninin sentezlendigi gosterilmistir.
Melatonin hormonunun depolanabilirligi olmadigindan serumdaki konsantrasyonu pineal

bezin aktivitesiyle iliskilidir.4’

Melatoninin sentezini en ¢ok etkileyen faktor karanlik ve aydinlik durumdur.4®
Buna bagli olarak melatonin seviyesi aksam 20.00-23.00 saatlerinde artmaya baslar, saat
01.00-05.00 arasinda en {ist seviyeye ulasir ve giindiiz diiser. Saglikli kisilerde
melatoninin plazma konsantrasyonu giindiiz saatlerinde yaklasik 0-20 pg/ml diizeylerinde
seyrederken, gece saatlerinde bu deger 20-200 pg/ml dizeylerine ulasir. Bir giinde

yaklasik 30 mg civarinda melatonin sentezlenir.14°

Cinsiyetin melatonin salimmu iizerine etkisi olmadigi diisiiniiliirken,’ serum
melatonin diizeyi yasa gore degiskenlik gostermektedir.’*® Yeni doganda sekresyon ¢ok
diistiktiir ve dogumdan kisa bir siire sonra artarak 1-3 yas arasi pik yapar ve sonra tekrar
diiser. Puberte doneminde sekresyonu sirkadyen hale gelir. Yirmili yaslardan sonra
melatoninin sentez ve salgilanma hizi azalmaya baslar ve 60’11 yaslarda en diisiik

seviyelere ulasir.'4

Melatonin hem suda hem yagda ¢oziinebilen; fakat lipofilik 6zelligi daha baskin
olan bir hormondur. Bu sayede vicuttaki tim doku ve sivilara kolayca
ulasabilmektedir.®™> ! Etkileri sadece hiicre membrana yonelik degildir. Kismen
hidrofilik olmas1 intraselliiler etkilerinin olusmasma katkida bulunur.'*® Boylece

niikleusta ve mitokondride yilksek konsantrasyonlarda melatonin goriilmektedir.
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Pineal bezde kan beyin bariyeri bulunmadigi igin salgilanan melatonin direkt
olarak sistemik dolasima gecer. Belirli antikorlarin yardimi ile melatonin; beyin, retina,
lens, deri, mide, bagirsak, karaciger, bobrek, tiroid, pankreas, timiis, dalak, bagisiklik
sistemi hicreleri, karotid cisim, solunum yolu epiteli, Greme yolu ve endotel hiicreleri
dahil olmak Uzere bircok dokuda tespit edilmistir. Melatonin, beyin omurilik sivisi,
tikurik, safra, eklem sivisi, amniyotik sivi ve anne siitii de dahil olmak iizere vicuttaki
tim biyolojik sivilara kolayca gecebilmektedir. Bu sivilarin birgogunda bulunan
melatonin konsantrasyonu, kandaki konsantrasyondan daha yuksektir. Hicresel diizeyde
melatoninin siirekli kullanilabilir olmasi, hiicre homeostazinin diizenlenmesi i¢in oldukca

onemlidir.t>?

Melatoninin yar1 émrii 3-45 dk arasinda olup %60-70 oraninda kanda albiimine
bagl olarak bulunur. Melatonin primer olarak karacigerde metabolize edilir. Yaklasik
%92-97 oraninda ilk geg¢is metabolizmasina ugrar. Melatoninin karacigerdeki en 6nemli
metaboliti 6-hidroksimelatonindir. Bu bilesen siilfat ve glukronik asitle konjuge edilip
idrarla disar1 atilir. %1 den daha az bir kismi ise degismeden idrarla atilir. Idrardaki
baslica metaboliti 6-stlfatoksimelatonindir ve bu metabolitin idrardaki miktar1 serum

melatonin konsantrasyonu hakkinda bilgi verir, 154157

2.5.2. Melatonin Hormonunun Etkileri
Literatirde melatoninin bir¢cok fizyolojik fonksiyon {izerine etkisi oldugu

bilinmektedir. Bunlardan bazilar1 soyledir;

Uyku uyamkhk déngiisiine etkisi: Uykunun diizenlenmesindeki esas olay 1s18a
veya karanliga maruz kalmadir. Gelen 151k goziin retinasindaki néronlar araciligi ile alinip
oksipital bolgedeki merkezi sinir sistemi hiicrelerine iletilir ve bir takim otonom ve

endokrin olaylara yol acar. Bu olaylarin hepsi viicudun biyolojik saatini olusturur. Gin
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15181 kayboldugunda pineal bez uyarilir ve melatonin salinimi baglar. Melatoninin pineal
bezden salgilanmasi i¢in uyumak sart degildir. Gece karanligi oldugu zaman da melatonin
salimiminin gergeklestigi bilinmektedir. Melatonin, uykunun gelmesini saglayan ve belirli
bir zamanda da uyanmayi saglayan diizenleyici bir saat gibidir.1%® 1>° Melatoninin toplam
uyku siresinden ¢cok uykunun baslangici ve kaliteyle ilgili oldugu bulunmustur. Birgok
aragtirmada melatonin tedavisinin uykuya dalmada yardimci oldugu ve uyku kalitesini

arttirdig1 goriilmektedir. 0

Termoregulasyon etkisi: Viicut isininin diizenlenmesi hipotalamusda gergeklesir
ve yapilan arastirmalarda burada melatonin reseptorlerinin bulundugu bilinmektedir.
Fiziksel aktivite sirasinda kandaki melatonin seviyesi degisir ve viicudun 1sisin1 dengede
tutar.®®® 1 Ayrica melatonin, geceleri viicut sicakhiginin diismesine katki saglar ve

kisinin uyku istegini arttrrir.1%!

Endokrin etkisi: Pineal bez, organizmadaki endokrinolojik aktiviteyi hipofiz,
tiroid, adrenal bez ve gonadlar lzerinden diizenlemektedir.’®? Melatonin salmiminin,
gonadal hormonlar1 etkiledigi bilinmektedir.?®® % Hipotalamustaki gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH) dretimini ve liiteinlestirici hormon salgilanmasini inhibe
etmektedir. Ayrica endorfin gibi GnRH salgilanmasini azaltan opioid maddelerin
sekresyonunu da arttirarak dolayli olarak etkilemektedir. Melatoninin gonad
hormonlarina olan etkilerinden baska, prolaktin salinimini artirma, melanosit uyarici
hormon saliniminin inhibisyonu, vazopressinin giinliik salinimini artirma ve erkeklerde
growth hormon sekresyonunu artirma gibi etkileri de vardir. Melatoninin ayrica bobrek
ustl bezi ve tiroid bezi gibi diger endokrin organlar iizerinde de etkisi mevcuttur. Tiroid
bezi fonksiyonlar1 iizerinde genel olarak inhibitor etki gostermektedir. Bobrek iistii bezi
fonksiyonlarinda da inhibitér etki gostererek glukokortikoid ve mineralokortikoid

sekresyonunu azaltir.14®
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Kardiyak etkisi: Melatoninin kardiyovaskiler sisteme olan etkisi literatirde
gosterilmistir.2%5-16” Melatonin MT1 reseptorleri ile vazokonstriksiyona aracilik ederken,
MT2 reseptorleri ile vazodilatasyona aracilik etmektedir. Miyokard infarktis ve ani 61tm
riski bulunan koroner kalp hastalarinda melatonin diizeyleri diisiiktiir.!®” Benzer sekilde
diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol diizeyleri ylksek olanlar ve hipertansif
hastalarda da melatonin diizeyi diisik bulunmustur.’®” %8 Stz konusu hormonun
verilmesi kan basincini normal araliga diisiirmekte ve kolesterol seviyesini de azaltarak
aterosklerozis riskini azaltmaktadir. Boylece kardiyovaskiler sistem tizerinde koruyucu

etkisi oldugu diisiiniilmektedir.®’

Antioksidan etkisi: Melatonin direkt ve indirekt yollarla serbest radikallere etki
edebilen ¢ok giiclii bir antioksidandir.2®® Glutatyon peroksidaz, stiperoksit dismutaz gibi
antioksidanlarin uyarilmasini saglar.}’® Serbest radikallerle etkilesimi sirasinda elektron
kaybederek prooksidan etkilere sahip molekiiler yapilara doniismemektedir. Bu da diger
antioksidanlara karsi daha avantajli olmasii saglar.!® *"* Lipofilik oldugundan dolay1
hiicre organellerine kolaylikla gecebilir.®? Bol miktarda serbest radikallerin iiretildigi
mitokondride melatoninin hem kolay alimi1 hem de organelde sentezi sebebiyle yuksek
konsantrasyonlarda tespit edilmistir. Bu sayede mitokondrinin i¢ membrant ROT
toksisitesinden korunmaktadir.X™® Direkt serbest radikalleri temizleyerek veya indirekt
yoldan antioksidan enzimleri aktive ederek dokularin hasara ugramasini geciktirebilir.
Ayrica lipit peroksidasyonunu engelledigi ve hiicreleri oksijen ve nitrojen kaynakli
serbest radikallerden korudugu bilinmektedir.}’?*"* Birgok toksine bagli olusan serbest
radikal hasari, melatoninin antioksidan aktivitesiyle diizenlenebilir.!”>1"" Yapilan
caligmalarda iskemi-reperfiizyon veya ilag kullanimina bagli intestinal veya gastrik
hasarin'’® 17° kemoterapik ajanlarin olusturdugu multipl organ hasarmmn'® 8 yltraviole

1sinlartyla olusan doku hasarinmn '8, DM’de olusan serbest radikal hasarmin'® 18 ve
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kemoterapi veya radyoterapiye bagli olusan lezyonlarin'® 8 melatonin ile

geriletilebildigi gosterilmistir.

Yaslanma iizerine etkisi: Yaslanma ile melatonin sentezindeki azalisa bagh
olarak melatoninin sirkadiyan ritmi bozulmaktadir. Yasl insanlarda olgillen plazma
melatonin  konsantrasyonu normal degerinden yaklasik %40-50 daha disiik
bulunmaktadir. Yapilan hayvan ¢alismalarinda da hayvan yaslandik¢a sirkadiyan ritmin
bozuldugu, giindiiz ve geceye ait serum melatonin konsantrasyonlarinin hemen hemen
esit diizeye geldigi saptanmistir.®? Bununla birlikte gece vakti 15132 maruz kalindiginda
melatonin seviyesinin azalmasina baglh olarak yashlik belirtilerinin olusmast,

melatoninin yasliliga kars1 koruyucu bir etki gdsterdigini diisiindiirtmektedir.'®’

Immun sisteme etkisi: Melatonin hormonu hipotalamustaki tiroid uyaric
hormonu uyararak, immun dizenleyici, timotropik ve anti-stres etkilerini gosterir.
Hiicresel bagisiklig: direkt ve indirekt yollarla etkiler.!® Pinealektomi islemiyle yapilan
calismalar'®® 18 melatonin sentezinin azalmasina bagh olarak, immun fonksiyonlarda bir
azalma goriildiigi, eksojen olarak uygulanan melatonin hormonunun ise immun cevabi
tekrardan uyardigi gosterilmistir. Melatoninin immun cevaba etkisini inceleyen bagka
calismalarda'® %! da melatoninin immun fonksiyonu diizenledigi goriilmektedir. Bu
baglamda melatonin uygulamasinin immun sistem i¢in 6zellikle de hicresel immunitenin

aktivasyonu icin énemli oldugu diistiniilmektedir.%

Immun sistem {izerinde negatif etkileri oldugu bilinen durumlar (&r; stres,
immunsupresif kullanimi) melatonin ile kontrol altina alinabilmektedir.!®® Dogal
immunite eksojen melatonin verilmesi ile kontrol altina alinabilir. Yapilan hayvan
calismalar1 NK' aktivitesinin pinealektomi islemi sonrasinda azaldigini gosterir. Bu

hayvanlara eksojen melatonin verildiginde 1-2 hafta icinde hem NK hem de monosit
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sayilarinda artis izlendigi rapor edilmistir. Melatoninin kemik iliginde de bulunmasi hem
NK hem de monositler lizerinde etkisi oldugunu gdstermektedir. Ayrica melatonin
makrofaj fonksiyonunu ve sitokinlerin Gretimini de etkilemektedir. T hcrelerinin
apoptozisini azaltir. T helper 1 (Th1) hicreleri Gzerinden interferon gama (IFN-y), I1L-2,

IL-10 ve TNF-o saliimini uyarir.!%

2.6. Melatonin ve Periodontitis

Periodontitis, mikrobiyal dental plak ile konagin bagisiklik sistemi arasindaki
etkilesim ile olusan kronik inflamatuar bir hastaliktir.!® Cerrahi ve cerrahi olmayan
cesitli tedavi seceneklerine ragmen, periodontitisin kiiresel prevalansit hala oldukca
yiksektir (%40-90).1% Oksidatif stresin periodontal hastaliklardaki rolii dikkate
alindiginda, antioksidan ajanlarin periodontitis tedavisinde fayda saglayabilecegi
diisiincesi giindeme gelmektedir.!®” Bu baglamda cesitli antioksidanlarin terapétik etkileri

{izerine gok sayida galisma yapilmugtr,16% 197-202

Bir konak modiilator ajani olarak melatoninin periodontitis tedavisindeki roliine
yonelik giincel klinik ve deneysel pek ¢ok calisma literatiirde mevcuttur, 152 195 196, 203,204
Melatonin, serbest radikallerin dejeneratif etkilerinden htcreleri korur, tip | kollajen
liflerin iiretimini uyarir ve osteoblastik ve osteoklastik aktiviteleri modiile ederek kemik

197 RANKL aracili osteoklast aktivasyonunu azaltarak kemik

olusumunu iyilestirir.
rezorpsiyonunu engeller.’®® Hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar sitokinleri
modiile ederek®® disetindeki inflamatuar durumu hafifletebilir.!®® Boylece, melatoninin

inflamatuar hastaliklarin tedavisinde degerli bir strateji olabilecegi anlasiimaktadir.'®°

Kara ve ark.'®® deneysel periodontitisli ratlarda melatoninin periodontal
dokulardaki oksidatif hasar1 onemli 6l¢lide azalttigini bulmuslardir. Destekler sekilde

Kose ve ark.1%® deneysel periodontitis rat modelinde melatonin tedavisinin alveoler kemik
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rezorpsiyonunu onemli Ol¢lide inhibe ettigini ve periodontal iyilesmeye katkida

bulundugunu ortaya koymuslardir.

Bununla birlikte Kése ve ark.'® deneysel periodontitis olusturulan diabetik ratlarda
sistemik melatonin uygulamasinin, diseti dokusunda oksidatif lipit ve DNA hasarini
onemli 6l¢iide sinirlandirdigini, hiicre i¢i antioksidan olan GSH seviyelerinin ve serum
TAOK diizeylerinin artigim, TOD ve OSI diizeylerinde ise diisiis goriildiigiinii

raporlamiglardir.

Viicut sivilarina gegebilen melatonin agiz bosluguna salinip tiikiiriik araciligiyla
da periodontal dokular (izerinde koruyucu etkilere sahip olabilir.?% Periodontal
hastaliklar ile tukurik melatonin seviyeleri arasindaki iliski birgok c¢alismada

206, 207 e tikiruk seviyelerinin periodontal hastaligin derecesine gore

degerlendirilmis
degistigi gosterilmistir. Hastaligin siddeti arttikga, tiikiiriik melatonin seviyeleri azalir.
Bu da melatoninin Dbakteriyel yiike karsi koruma gorevini {istlenebilecegini
gostermektedir.2®® Topikal melatonin ile hastalarin tedavi edildigi bir calismada 8
gingival index (GI) skoru ve cep derinligindeki azalma, tiikiiriik konsantrasyonlarinda
RANKL"n azalmasi ve OPG'nin artmas ile iligkilendirilmistir. Boylece melatoninin
osteoklastogenezi yavaslatmada, alveoler kemigin kalitesini artirmada ve periodontal

hastaligin  ilerlemesini  O6nlemede olumlu bir etkiye sahip olabilecegini

diisiindiirmektedir.*®

2.7. Melatonin ve Bobrek
Melatoninin antihipertansif, antifibrozis, antiinflamatuar, antiapoptotik ve

antioksidan gibi etkileri sayesinde bircok organ ve dokuda koruyucu etkilere sahiptir.2%

209
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Deneysel modellerde melatonin uygulamasimnin bobrek dokusundaki yapisal ve
fonksiyonel hasarlari sinirlandirdigi ve nefrotoksisiteye karsi kullanilan 6nemli bir
antioksidan oldugu gosterilmistir.'® 1& 20 24 210, 211 potic ve ark.'® karbon tetrakloriir
(CCl4) ile indiiklenen akut bobrek hasarli ratlarda tek doz melatonin tedavisinin (50
mg/kg) bobrek hasar1 molekiilii-1 diizeyini ve oksidatif stresi belirgin olarak baskiladigini
tespit etmislerdir. Bunun yani sira, bobreklerdeki yapisal hasarlarin (parankimatoz
dejenerasyon, inflamatuar infiltrat, vaskiiler tikaniklik, tiibiiler dejenerasyon) azaldigin
ve fonksiyonel kapasitenin ise desteklendigini gostermislerdir. Destekler sekilde CCl4’e
bagl bobrek hasari olusturulan baska calismalarda da 212 212 melatoninin koruyucu etkisi
tespit edilmistir. Alinan serum 6rneklerinde melatonin ile tedavi edilen CCl4 grubunda
melatoninin, Ure diizeylerini ve histolojik olarak da bobrek dokusunda goriilen dejeneratif

hasar1 6nemli dlgiide azalttig1 saptanmustir.

Renal proksimal tibuller toksik maddelere kars1 olduk¢a duyarlidir. Bu tiibiiller
fazla miktarda mitokondri icerir 2*4 ve mitokondriyal hasar mekanizmasinin, ABH’de
tiibiiler hiicre nekrozu ve apoptotik siiregte onemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir.?!®
Apoptoz mekanizmasinda proapoptotik faktor kaspaz-3 énemli rol oynamaktadir.!?®

Melatonin hicre apoptozunu/nekrozunu engellemesinde ve kaspaz-3 aktivitesininin

bloke edilmesinde 6nemli bir role sahiptir.124 125

iskemi/Reperfiizyon (I/R) yontemiyle ratlarda renal hasar olusturulan birgok
calismal? 216218 hijstolojik olarak incelediklerinde kontrol grubuna gore anlamli
dejereneratif degisiklikler gostermistir. Melatonin uygulanan /R gruplarinda bu
bulgularda 6nemli derecede azalma goriilirken ROT’a bagli oksidan aktivitenin azaldigi,

antioksidan etkinin ise arttig1 saptanmistir.
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Melatoninin koruyucu etkileri, hipertansiyona bagli nefropatinin birka¢ modelinde
de gosterilmistir.?* 1% 220 By ¢alismalara gore melatonin tedavisi kan basmcini ve bébrek

hasarini azaltirken, oksidatif stres belirteglerinin yilikselmesini 6nlemistir.

Elmubarak ve ark.?> melatonin tedavisinin antioksidan, antiinflamatuar ve
apoptozis diizenleyici etkileri yoluyla CCl4 iliskili yapisal ve fonksiyonel bobrek
hasarlarini etkili bir sekilde sinirlandirdigini, bu baglamda 6nemli bir tedavi alternatifi

olabilecegini vurgulamislardir.

2.8. Periodontitis, Bobrek ve Melatonin

Literatiir incelendiginde, periodontitis iligkili muhtemel bobrek hasarinin
tedavisinde melatoninin koruyucu etkisini inceleyen bir tane ¢alismaya ulasilabildi.*° Bu
calismada Giille ve ark. LPS ile induklenen rat modelinde karaciger, bobrek ve akciger
hasarm1 ve muhtemel hasarin tedavisinde melatoninin terapdtik —etkinligini
aragtirmiglardir. Sonugta kontrol grubuna kiyasla periodontitisli ratlarin bobreklerinde
histolojik duzeyde belirgin bir farklilik izlenmedigini tespit etmislerdir. Dolayisiyla
melatoninin (50 mg/kg, 10 giin boyunca giinliikk) terapdtik etkinligi de smirh

bulunmustur.*®

Bu baglamda, uzmanlik tez ¢alismamizin iki temel amaci; ligatiirle indiklenen
deneysel periodontitis modelinde, 1) periodontitisin bobrek yap1 ve fonksiyonlari iizerine
muhtemel etkileri ile 2) sistemik melatonin uygulamasinin tedavi edici etkinligini
biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak kapsamli bir sekilde

arastirmak idi.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu c¢alismanm deney protokolii Recep Tayyip Erdogan Universitesi (RTEU)
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan gézden gecirilmis ve 2019/24 sayil etik kurul
onayl ile deney hayvanlarimin yasam kalitesini ve refahim1 etkileyecek faktorler
distintilerek etik kurul yonergesinde belirtilen kurallara uygun sekilde deneysel ¢alisma
gergeklestirilmistir. RTEU Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi TSA-2018-904 nolu proje

ile bu calisma desteklenmistir.

3.1. Deney Hayvanlarinin Temin Edilmesi ve Barinmasi

Bu deneysel calisma RTEU Deney Hayvanlari Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde gergeklestirildi. Calisma igin kullanilan deney hayvanlar1 250-300 gram (gr)
agirlik arahiginda her grupta 8 hayvan olacak sekilde toplam 24 adet Sprague Dawley
cinsi erkek rat olarak belirlendi. Kullanilan tiim hayvanlar, Ulusal Bilimler Akademisi
tarafindan hazirlanan ve Ulusal Saglik Enstitiileri tarafindan yayinlanan "Laboratuvar
Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanimi Kilavuzu" nda belirtilen kriterlere gore gerekli olan
bakimi aldi. Biyolojik ve fizyolojik olarak ayni 6zelliklere sahip bu hayvanlar; deney
hayvanlar1 iinitesinde hijyenik kosullar altinda, 21 + 2°C ortam sicakliginda, %58 bagil
nem oranina sahip, 151k periyodunun 6.00-19.00 saatleri arasinda saglandigi ortamda
muhafaza edildi. Ratlar igerigi asagida belirtilen standart pellet rat yemi (270 kcal / 100
gr, Bayramoglu Yem, Erzurum, Tiirkiye) ile beslendi (Tablo 3.1).?? Suya sinirsiz
erisimleri (ad libitum) saglandi. Temin edilen ratlarin laboratuvar kosullarina
adaptasyonu igin 1 hafta beklendi. Takiben ratlar rastgele olarak 3 gruba ayrildi: deneysel

periodontitis (Dp), deneysel periodontitis-melatonin (Dp-Mel) ve kontrol grubu.

46



Tablo 3.1. Deney hayvanlarina verilen standart pellet rat yeminin igerigi

Standart Pellet Rat Yeminin Igerigi %
Yag 3.5
Karbonhidrat 7.5
Protein 23
Vitamin ve Mineral 1-2
Diger Eser Elementler (demir, selenyum, 3

manganez, ¢inko, kobalt, iyodur)

3.1.1. Calisma Gruplari

1) Kontrol grubu (Grup 1): Bu gruba 8 rat dahil edildi. Ratlarin alt 1. molar
diglerine ligatiir baglanmadi. 6. haftanin ilk gilininden itibaren 14 giin boyunca
intraperitoneal olarak gece 11:00 de 10 mg/kg giinliik tek doz seklinde salin uygulandi.
8. haftanin ilk giiniinde hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifiye edilmeden once idrar ve

serum Ornekleri toplandi.

Ligatiir uygulanmad

X

- - -

—

Deneyin

baslangter Salin uygulamasi Otenazi

5 hafta

2 hafta

2) Deneysel periodontitis (Dp) grubu (Grup 2): Bu gruba 8 rat dahil edildi.
Ratlarin mandibular 1. molar dislerine 3.0 steril ipek ligatiir baglanarak deneysel
periodontitis olusturuldu. 6. haftanin ilk giliniinden itibaren 14 giin boyunca

intraperitoneal olarak gece 11:00 de 10 mg/kg giinliik tek doz seklinde salin uygulandi.
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8. haftanin ilk giiniinde hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifiye edilmeden Once idrar ve

serum Ornekleri toplandi.

Ligatiir uygulamasi ¢ f {: .
/

- -

Deneyin

baslangict Salin uygulamasi Otenazi

5 hafta 2 hafta

3) Deneysel periodontitis + melatonin grubu (Dp+Mel) (Grup 3): Bu gruba 8
rat dahil edildi. Gruptaki ratlarin mandibular 1. molar dislerine 3.0 steril ipek ligatir
baglanarak deneysel periodontitis olusturuldu. 6. haftanin ilk giiniinden itibaren 14 giin
boyunca intraperitoneal olarak gece 11:00 de 10 mg/kg giinliik tek doz seklinde melatonin
uygulandi. 8. haftanin ilk gliniinde hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifiye edilmeden dnce

idrar ve serum ornekleri toplandi.

Ligatiir uygulamasi ’f{: ~ M
/

- -

Deneyin

baslangtct Melatonin uygulamasi Otenazi

2 hafta

5 hafta

3.2. Ligatur ile Periodontitis Indiiksiyonu

Deneysel periodontitis modelinin olusturulmasi i¢in intraperitoneal olarak ksilazin
hidroklorid (Rompun, Bayer, Istanbul, Tiirkiye) 10 mg/kg ve ketamin hidroklorid
(Ketalar, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) 40 mg/kg enjeksiyonlar1 ile hayvanlarin anestezisi
saglandi. Ihtiyac halinde baslangic dozunun %20’ si aralikli olarak tekrar edildi.
Sonrasinda, hem sag hem sol alt 1.molar dislerinin servikal bdlgesine sub-paramarjinal
pozisyonda 3.0 ipek sttur gecirilerek meziyal tarafta diigiimlendi ve sutur 5 hafta sure ile

48



yerinde muhafaza edilerek deneysel periodontitis olusturuldu. Sutlr, yapisi ve pozisyonu

ile iliskili olarak plak birikimine, inflamatuar degisikliklere ve sonucta da periodontitis

olusumuna imkan tanidi (Sekil 3.1).19 166,223

Sekil 3.1. Ratlara ligatiir baglanmasi

3.3. Melatonin Uygulanmasi

Melatonin (Alfa Aesar GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Almanya) %0.01'lik serum
fizyolojik-etanol c¢ozeltisi iginde taze olarak ¢Ozdirildi. Coziinen bu karisim
vortekslenerek hazir hale getirildi. Onceki ¢alismalara * % benzer sekilde 6.haftanin ilk
gunlnden itibaren 14 gin sure ile intraperitoneal olarak gece 11:00 de 10 mg/kg glnluk
tek doz seklinde insulin enjektoru ile uygulandi. Kontrol ve Dp gruplarinda ise ayni
metodolojiyle salin uygulamasi yapildi. Deneye baslamadan 6nce ve deney siiresince
periyodik olarak ratlarin agirliklari 6l¢iildii ve hayvanlarin degisen agirliklarina gore tartt

(Amput Electronic Technology Co., Shenzhen, Guangdong, Cin) kullanilarak melatonin
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doz ayarlamasi yapildi. Deneyin 8. haftasiin ilk giintinde 50 mg/kg sodyum
pentobarbital enjeksiyonu yapilarak derin anestezi altinda tiim ratlar sakrifiye edildi.
Histolojik, biyokimyasal ve radyolojik analizler icin sakrifikasyondan 6nce idrar ve kan,

sakrifikasyondan sonra ise doku 6rnekleri alindi.

3.4. Orneklerin Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Bobrek fonksiyonel kapasitesini degerlendirmek amaci ile idrar (kreatinin) ve
serum (kreatinin, ure, sistatin C) drnekleri temin edildi. Ratlar deneyin tamamlanacag:
giin (7. haftanin son giinii) metabolik kafeslere yerlestirildi ve idrar 6rnekleri toplandi.
Toplanan idrar 6rnekleri eppendorf tiiplere aktarild ve ¢alisma giiniine kadar RTEU Dis
Hekimligi Fakiiltesi'nde bulunan -80°C dondurucuda (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, ABD) muhafaza edildi (Sekil 3.1). Takip eden giin (8. haftanin
ilk glind) ise tim gruplarda yukarda agiklandigi sekli ile tekrar anestezi saglandi ve 10
ml'lik enjektorler ile intrakardiyak sol ventrikiiler kan &rnekleri toplandi. Toplanan kan
ornekleri + 4°C'de 1739 g'de 15 dk sure ile santrifuj edilerek serum érnekleri elde edildi.
Elde edilen kan serumlari (siipernatantlar) eppendorf tiiplere koyularak -80°C derin
dondurucuda analiz edilecek gine kadar muhafaza edildi. Ratlarin kanlar1 alindiktan
hemen sonra olduruct doz sodyum pentobarbital enjeksiyonu (50 mg/kg) ile 6tenazi
uygulandi. (Otenazi: LT, KA) Periodontal incelemeler icin 1.molar disleri iceren
mandibular dokular cevresindeki dokular ile birlikte ¢ikarildi (Sekil 3.2). Bobrekteki
yapisal degisikliklerin degerlendirilmesi amaciyla bobrekler diseke edildi. Sag bobrek ve
sag mandibula 6rnekleri histolojik ve imminohistokimyasal analizler i¢in %210 notral
formaldehit soltisyon igeren kaplara aktarildi. Sol mandibula 6rnekleri mikro bilgisayarl
tomografik incelemeler i¢in muhafaza edildi. Sol bobrek dokulari ise soguk fosfat
tamponlu salin (PBS) ile yikanmalarini takiben, hizli bir sekilde filtre kagidi ile nemleri

alind1 ve biyokimyasal analizler i¢in -80°C dondurucuya aktarildi (Sekil 3.3). Hem
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histolojik hem de biyokimyasal incelemeler, ¢alisma grubu tayininden habersiz iki uzman

arastirmaci tarafindan gergeklestirildi. (Biyokimya: KA, AY; Histoloji: TM, LT)

Sekil 3.2. Sag mandibular doku 6rnegi ve 1. molar disin etrafindaki ligatiiriin goériiniimi

Sekil 3.3. -80°C derin dondurucu
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3.5. Alveolar Kemik Kayiplarinin Belirlenmesi

3.5.1. Histomorfometrik Analizler

Tiim gruplardan histolojik analizler i¢in alinan sag mandibula doku 6rnekleri 72
saat boyunca %10 nétral formaldehit icinde fikse edildi. Fikse edilen dokular histolojik
incelemeye uygun hale getirmek amaciyla 15 glin boyunca %6 nitrik asit ile dekalsifiye
edildi. Yeterli dekalsifikasyon saglandiktan sonra Orneklerin her biri, 3 saat streyle
sodyum bikarbonat ile nétralizasyon islemine tabi tutuldu. Alkol ile dehidratasyonu
takiben ksilen ile temizlendi ve parafin bloklara gémuldi. Parafin bloklar bukkolingual
yonde 5 pum kalinhiginda seri olarak kesildi ve her bloktan morfometrik analizlerde
kullanilmak {izere 10 kesit rastgele olarak secildi. Seri kesitler, Crossman tarafindan
modifiye edilmis Mallory'nin ii¢lii boyama teknigi ile boyandi. Dislerin bukkal ve lingual
taraflarindaki alveolar kemik diizeyleri mine sement birlesimi (MSB) ile alveoler kemik
kreti (KK) arasindaki mesafe olarak olgiildi (Sekil 3.4.A). Degerlendirmeler bir analiz
yazilimi (Olympus DP2-BSW, Tokyo, Japonya) ile entegre edilmis trinokiiler 1s1k

mikroskobu kullanilarak yapildi.

3.5.2. Radyomorfometrik Analizler

Sakrifiye edilen ratlardan elde edilen sol mandibula doku 6rnekleri molar disler
bolgesini kapsayacak sekilde trimlendi. Dokular plastik tlpler icerisine pamukla
konumlandirildi. Bruker SKYSCAN 1174 mikro-CT tarayici (Kontich, Belgika) ile 50
kV, 800 pA, 30,51 gorunti piksel boyutunda parametrelerle 6rnekler tarandi.
Gorlintiilerin yeniden yapilandirilmasi NRecon Software (Bruker, Kontich, Belgika)
kullanilarak yapildi. Meziyal ve distal furkasyon ile distal koklerin distal tarafindaki

kemik kayb1 diizeyleri MSB ve KK arasindaki mesafe olarak 6l¢iildi (Sekil 3.4.B).
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Bukkal taraf

Lingual taraf - e
= = ﬁ’,u 5

Sekil 3.4. MSB ve KK arasindaki mesafenin histomorfometrik ve radyografik 6l¢timii

A. Bukkal ve lingual yonlerden MSB ve KK arasindaki mesafenin histomorfometrik élgimu
(Crossman’in modifiye ettigi Mallory nin ii¢lii boyama teknigi) mavi ¢izgi; MSB, sar1 ¢izgi; KK

B. Meziyal ve distal furkasyon ile distal koklerin distal tarafindaki MSB ve KK arasindaki
mesafenin radyografik 6lcimi

3.6. Biyokimyasal Analizler
3.6.1. Cahsmada Kullamlan Arag ve Gerecler
Biyokimyasal analizler icin RTEU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Laboratuvarindaki cihazlar kullanilmistir (Tablo 3.2).
3.6.2. Kullanilan Kimyasal Materyaller ve Marka Adlar
1. Tiyokarboksilik asit (TCA) - Merck
2. Tiyobarbitlrik asit (TBA) — Merck
3. Folin-ciocalteu reaktifi - Merck
4. %96’lik etil alkol — Smyras
5. 1,1, 3, 3 tetrametoksipropan (TEP) — Fluka
6. Sodyum klorir (NaCl) - Himedia
7. Dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4) - Himedia
8. Potasyum hidrojen fosfat (KH2PO4) - Himedia
9. Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) - Himedia

10. Monosodyum fosfat (NaH2PO4) - Himedia
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11. 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) - Himedia
12. Tri sodyum sitrat - Himedia
13. Sodyumkarbonat (Na2CQOs) — Sigma

Tablo 3.2. Biyokimya laboratuvarinda kullanilan cihazlar ve marka adlar

Cihaz Ad1 Cihaz Markasi
Homojenizatoér Tissue Lyser 11, Qiagen

Santrifij Thermo Scientific, Heraeus Multifuge
Eliza Okuyucu Thermo Scientific, Multiskan GO
Eliza Yikayici Biotek, EL x 50

Su Banyosu Memmert WNB 14

Etlv Memmert, UF 55

Hassas Terazi Acculab

Manyetik Karistirici WiseStir, MSH 20 A

Otomatik pipet Brand

3.6.3. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Sol bobrekten alinan doku 6rnekleri fosfat tamponu ile kandan arindirilarak -80°C
derin dondurucuda muhafaza edildi. Calisilacagi zaman -80°C den ¢ikarilip
homojenizasyon islemine baslandi. Homojenizasyon boyunca doku 6rnekleri buz kiitlesi
icerisinde muhafaza edildi. Dokularin homojenizasyonu i¢in pH’1 7,4 olan PBS
hazirland1. PBS i¢in 0.435 gr Na2HPOa4 ve 0,302 gr NaH2PO4 kimyasal maddeleri tartildi.
Tartilan bu kimyasallar distile su ile 500 ml’ye tamamland:1 ve pH 7,4’e ayarlandi. 0.5 gr
bobrek doku 6rnekleri hassas terazi ile tartilarak eppendorf tiiplerin i¢ine kondu ve doku
agirhigmin 2 kati olacak sekilde PBS eklendi. Eppendorf tiiplerin agilmamasi igin
kapaklar1 parafilm ile kaplandi. Doku Ornekleri tekrardan buz kiitlesinin igerisine

yerlestirildi. Biitiin 6rnekler homojenizatorle (Tissue Lyser Il, Qiagen, Almanya), 30
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hertz frekansta 5 dk boyunca homojenize edildi. Tam homojenize olmayan doku
ornekleri 5 dk daha homojenizasyona tabi tutuldu. Doku homojenatlar1, 4°C’de 15 dk
boyunca 3.000 g'de santrifujlendi (Thermo Scientific, Heraeus Multifuge, Waltham,
Massachusetts, ABD). Elde edilen siipernatant kisimlari, MDA, GSH, TOD, TAOK,
TNF-a, IL-1B, MMP-8, MMP-9, ve KtD seviyelerini analiz etmek icin kullanildi. Tiim

sonuclar gr dokuya boéllnerek ifade edildi.

3.6.4. Doku Malondialdehit Dizeylerinin Belirlenmesi

Deneyin Prensibi: Lipit peroksidasyonunun son driini olan MDA 6lgiimi, Draper
ve Hadley’in metoduna gore yapildi. MDA’nin TBA ile reaksiyonu sonucu olugan pembe
renkli kompleksin absorbansinin 532-535 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

olgilmesi esasina dayanir.?%*

3.6.4.1. Kullamlan Cézeltilerin Hazirlamsi

1. 10 g TCA deiyonize su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi

2. 0.67 g TBA deiyonize su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi.

3. Standartlar1 hazirlamak icin %40’lik etanol hazirlandi. 25 pl. TEP alarak
%40’lik etanol ile 25 ml’ye tamamlanarak standartlar 41,8 - 20,9 - 10,47 - 5,22 -

2,43 umol/L seklinde hazirlandi.

3.6.4.2. Deneyin Yapihisi

Bdbrek dokulart homojenize edildikten sonra stipernatanttan 1000 pL alindi ve
uzerine %10’luk 1000 puL. TCA eklendi. Vorteks edilip 15 dk 94°C lik su banyosunda
bekletildi. Daha sonra su banyosundan alinan tiipler sogutuldu. 4600 rpm’de 10 dk
santriftj edildi. Santrifiijden sonra siipernatanttan 400 pL alinarak temiz eppendorf
tiiptine aktarildi ve %67’ lik TBA ¢0zeltisinden 200 pL eklenerek vortekslendi. 94°C su

banyosunda 15 dk boyunca tekrar bekletildi. Numuneler sogutulup plate kuyucuklarina
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pipetlenerek spektrofotometrede 532 nm'de pembe renkli kompleks Urlniin absorbansi
Olculdid. Standart grafikten hesaplama yapildi ve sonuglar nmol/gr doku seklinde ifade

edildi.

3.6.5. Doku Glutatyon Duizeylerinin Belirlenmesi
Deneyin Prensibi: Bobrek glutatyon dizeyinin Ol¢ulmesinde Ellman yontemi
kullanildi. Bu yontemin prensibi; bobrek homojenatindaki serbest stlfidril gruplarinin,
Ellman reaktifi olarak da bilinen DTNB ile olusturdugu sari rengi 412 nm’de
spektrofotometrik olarak 6lgerek sonucu belirlemektir.?2®
3.6.5.1. Kullanmilan Cdzeltilerin Hazirlanisi
1. Na2HPOa igin 4,25 gr Na2HPO4 deiyonize suda ¢ozllerek 100 ml’ye tamamlandi.
2. Ellman aywraci: 0,004 gr DTNB tartilarak %1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisiyle 10
ml’ye tamamlandi.
3. Standartlar stok glutatyondan; 100 - 80 - 60 - 40 - 20 - 10 - 5 umol/L seklinde
hazirlandi.
3.6.5.2. Deneyin Yapihisi
Bobrek dokular1 homojenize edildikten sonra eppendorf tupin igine
stipernatanttan 100 pL alind1 ve Uzerine 400 uL 3M Na2HPOs4 ve 100 puL Ellman
solisyonu eklendi. Daha sonra vortekslenerek her bir 6rnekten 250 pl kadar plate
kuyucuklarina pipetlendi. Olusturulan sar1 renkli kompleksin absorbanslari, bir
spektrofotometre cihazinda 412 nm'de okutuldu. Standart grafikten hesaplama yapildi ve
sonuclar nmol/gr doku seklinde ifade edildi.
3.6.6. Doku Total Oksidan Duzeylerinin Belirlenmesi
Kitin Prensibi: Bobrek dokusundan elde edilen siipernatantlarin TOD seviyeleri,
Erel tarafindan gelistirilen yeni bir otomatik kolorimetrik 8l¢iim yontemiyle hesapland:.®?

Doku orneginde bulunan oksidanlar, ferrdz iyon-o-dianisidin kompleksini ferrik iyona
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oksitler. Oksidasyon reaksiyonu, ortamda bol miktarda bulunan gliserol molekdlleri
tarafindan giiglendirilir. Ferrik iyon, asidik bir ortamda Xylenol orange ile renkli bir
kompleks olusturur. Doku 6rneginde bulunan oksidan molekiillerin toplam miktariyla
iliskili olan renk yogunlugu spektrofotometrik olarak 6lgiiliir.

Bu ¢alismada piyasada bulunan Rel Assay Diagnostics markali TOD ticari Kitleri
(Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Tulrkiye) kullanildi. Kit katalogunda belirtilen
proseddrlere uygun olarak c¢alisildi.

3.6.6.1. Kitin Calisma ProsedUri

45 pl doku 6rneginin bulundugu kiivete ilk 6nce 300 pl Reaktif 1 sollisyonundan
ilave edildi ve 30 saniye (sn) bekledikten sonra 530 nm’de ilk absorbansi okundu. Daha
sonra ayni kiivete 15 pl Reaktif 2 soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 10 dk bekledikten
sonra 530 nm’de 2. kez absorbansi okundu. Test, hidrojen peroksit ile kalibre edildi ve
sonuglar umol H202 esdegeri/gr protein olarak ifade edildi.

3.6.7. Doku Total Antioksidan Dizeylerinin Belirlenmesi

Kitin Prensibi: Bobrek dokusundan elde edilen siipernatantlarin TAOK
seviyeleri, Erel tarafindan gelistirilen yeni bir otomatik 6l¢iim yontemiyle hesaplandi.??®
Doku orneginde bulunan antioksidanlar, koyu mavi-yesil renkli 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-silfonik asit) (ABTS) radikalini renksiz ABTS formuna indirgemekte
yani renk olusumunu baskilamaktadir. Doku 6rneginde bulunan antioksidan molekdllerin
toplam miktariyla iligkili olan absorbans degisikligi spektrofotometrik olarak olguliir.
Bu ¢alismada piyasada bulunan Rel Assay Diagnostics markali TAOK ticari kitleri (Rel
Assay Diagnostics, Gaziantep, Turkiye) kullanildi. Kit kataloglarinda belirtilen

prosediirlere uygun olarak caligildi.
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3.6.7.1. Kitin Calisma Prosediirii

18 ul doku 6rneginin bulundugu kiivete ilk 6nce 300 pl Reaktif 1 solisyonundan
ilave edildi ve 30 sn bekledikten sonra 660 nm’de ilk absorbans1 okundu. Daha sonra ayni
klvete 45 pl Reaktif 2 soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 10 dk bekledikten sonra 660
nm’de 2. kez absorbansi okundu. Test, bir E vitamini analogu olan Trolox Esdegeri ile
kalibre edildi ve sonuclar umol Trolox esdegeri/gr protein olarak ifade edildi.

3.6.8. Oksidatif Stres Indexinin Hesaplanmasi

TOD/TAOK yiizde orani olan OSI=[(TOD (umol H202 esdegeri/L)/TAOK (umol
Trolox esdegeri/L)] olarak hesaplandi.®?

3.6.9. Doku Inflamatuar Sitokin ve Enzim Diizeylerinin Belirlenmesi

Bobrek dokularindan elde edilen siipernatantlarda TNF-a, IL-1p, KtD, MMP-8 ve
MMP-9 seviyeleri, piyasadaki rat spesifik ELISA kitleriyle dlculdi (Sekil 3.5). Kitle
calisirken yikama islemleri igin eliza yikayici cihaz (Biotek, ELx50, Winooski, Vermont,
ABD) ve analiz etmek igin eliza okuyucu cihaz (Thermo Scientific, Multiskan GO,
Waltham, Massachusetts, ABD) kullanildi (Sekil 3.6) (Sekil 3.7). Sonuglar TNF-a, IL-

1B, KtD igin pg/ml ve MMP-8, MMP-9 icin ng/ml olarak ifade edildi.

3.6.9.1. TNF-a, IL-1g, KtD ve MMP-8 Diizeylerinin ELISA Kitiyle Analiz
Edilmesi

Doku TNF-a (katalog no: E-EL-R0019), IL-1B (katalog no: E-EL-R0012), KtD
(katalog no: E-EL-R0171) ve MMP-8 (katalog no: E-EL-R0623) duzeylerinin 6l¢climdi
icin piyasadaki rat spesifik Elabscience marka (Houston, Texas, ABD) ELISA Kkiti

kullanild1 ve kitin talimatlarina uygun olarak ¢alisildi.

Kitin Prensibi: Bu ELISA kitinde, Sandwich-ELISA prensibi kullanilir. Bu kitten
saglanan mikro ELISA plakasi, hangi marker incelenecekse ona 6zel bir antikor ile

kaplidir. Mikro ELISA plaka kuyucuklarina numuneler eklenir ve spesifik antikor ile
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birlestirilir. Bir dizi prosedurden sonra incelenen marker mavi renkte gortnecektir.
Enzim-substrat reaksiyonu durdurma (stop) ¢6zeltisinin eklenmesiyle renk sartya doner.
Optik yogunluk (OD), 450 nm + 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak olg¢iiliir.
OD degeri, rat TNF-a, IL-13, KtD ve MMP-8 konsantrasyonu ile orantilidir.
Numunelerin OD'si standart egri ile karsilastirilarak rat TNF-a, IL-1B, KtD ve MMP-8

konsantrasyonlar1 hesaplanir.

3.6.9.1.1. Kitin Calisma Prosediirii
TNF-a, IL-1B, KtD ve MMP-8 in analizi benzer ¢aligma prosediirleri uygulanarak

yapild.

1. Plaka kuyucuklarina 100 pLL doku 6rnegi eklendi ve 37°C'de 90 dk inkdibe edildi.

2. Sivi uzaklastirildt ve hemen her bir kuyucuga 100 pL biyotinlenmis saptama
antikoru eklendi. 37°C'de 60 dk inkiibe edildi.

3. Plaka 3 kez aspire edildi ve yikandi.

4. 100 uL HRP konjugati eklendi ve 37 ° C'de 30 dk inkiibe edildi. Plaka 5 kez aspire
edildi ve yikandi.

5. 90 uL substrat reaktifi eklendi ve 37°C'de 15 dk inkdibe edildi.

6. 50 uL stop cozeltisi eklendi.

7. Plaka hemen 450 nm'de okundu.

3.6.9.2. MMP-9 Duizeylerinin ELISA Kitiyle Analiz Edilmesi
Doku MMP-9 diizeylerinin 6lcimu igin piyasadaki rat spesifik SinoGeneclon
marka (Hangzhou, Cin) ELISA kiti kullanild: ve kitin talimatlarina uygun olarak ¢alisildi

(katalog no: SG-20412).

Kitin Prensibi: Bu ELISA kitinde, Sandwich-ELISA prensibi kullanilir ve

numunedeki rat MMP-9’un Kkantitatif seviyesi 6lculir. Bu Kitten saglanan mikrotitre
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plakast MMP-9 antikoru ile kaplidir. Kuyucuklara numuneler eklenir ve MMP-9’a
spesifik antikor ile birlestirilir. Bir dizi prosedurden sonra reaksiyon mavi renkte
gorunecektir. Reaksiyon, stop ¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilir ve renk degisimi

450 nm dalga boyunda 6lculir.

3.6.9.2.1. Reaktiflerin Hazirlanmasi
Yikama tamponu: 400 ml yikama tamponu hazirlamak i¢in 20 ml yikama

tamponu konsantresi distile suyla seyreltildi.

Standardin seyreltilmesi: Her tiipte 50 pl standart seyreltme ve 5. tiipe 100 pl
standart (36 ng/ml) pipetlendi. 5. tipten 100 pl kadar 4. tiipe alindi. 4.tipten 50 pl 3. tlipe
pipetlendi ve katalogdaki gibi seyreltme serisi olusturuldu. Seyreltilmemis standart, 36

ng/ml olarak, numune diltisyonu ise (bos kuyu) 0 ng / ml olarak kabul edildi.

3.6.9.2.2. Kitin Calisma Prosediirii

1. Tum reaktifler, standartlar ve 6rnekler yukarida belirtildigi gibi hazirlandi ve
kullanilacak kuyucuk sayist ile bos birakilcak kuyucuk belirlendi.

2. Standart kuyucuga standarttan 50 pl, numune kuyucuguna 40 pl numune
dilusyonu pipetlendi ve ardindan test edilecek numuneler 10 ul kadar eklendi.

3. Numune kuyucuklara pipetlendikten sonra, kuyucuk duvarma miimkiin
oldugunca dokunmadan yavagca karistirildi.

4. Yapiskan bantla kapatildi ve 37°C'de 30 dk inkibe edildi.

5. Yikama soliisyonu 20 kat distile su ile seyreltildi.

6. Yapiskan serit acildi ve sivi uzaklastirildi. Yikama tamponu her kuyucuga
pipetlendi. 30 sn sonra tekrarlancak sekilde 5 kez bu iglem yapildi.

7. Bos kuyucuk hari¢ her kuyuya HRP-konjugat reaktifinden 50 ul kadar pipetlendi.
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8. Her bir kuyucuga 50 ul kromojen soliisyonu A ve 50 pl kromojen sollisyonu B
pipetlendi. 37°C'de 15 dk 1s1k korumasindan kaginildi.

9. Reaksiyonu durdurmak igin her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi. Stop
reaksiyonu maviden sartya donen renk degisikligi seklinde izlendi.

10. Stop solusyonunun pipetlenmesinden sonra 15 dk iginde 450 nm'de absorbansi

okundu.

Sekil 3.5. Siipernatantlarin ELISA kiti ile incelenmesi
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Sekil 3.6. Eliza yikayici cihaz

Sekil 3.7. Eliza okuyucu cihaz
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3.7. Bobrek Fonksiyonel Kapasitesinin Belirlenmesi

Serum Ure, Kkreatinin ve sistatin C diizeylerinin analizi icin -80°C’de muhafaza
edilen kan serumlart hizmet alimina gonderilmeden 24 saat once -80°C derin
dondurucudan -20°C’ye alindi ve ardindan soguk zincirle Gelisim Tip Laboratuvarina
(Istanbul, Tiirkiye) gonderildi. Numunelerin hepsi aym giin ve tek seferde ¢alisildi. Serum
ure ve kreatinin diizeyleri Gelisim T1p Laboratuvarinda bulunan Biolabo (Lyon, Fransa)
marka kitlerle ve Saturno 300 (Roma, italya) biyokimya otoanalizdriinde ¢alisildi. Serum
Sistatin C diizeyleri Gelisim Tip Laboratuvarinda bulunan Siemens BNII Nefelometre
cihazinda (Tarrytown, New York, ABD) Siemens kitleri (Tarrytown, New York, ABD)

ile calisildi.

Idrar kreatinin diizeyleri ise, orneklerin calisilacag: giinden 24 saat Once
eppendorflar -80°C derin dondurucudan ¢ikartildi ve kademeli olarak sirasiyla -20°C ve
ardindan 4°C’de ¢oziinmeye birakildi. Oda sicakligina gelen orneklerin vortekslenerek
homojen hale gelmeleri saglandi. Numunelerin hepsi ayni giin ve tek seferde ¢aligildi.
Idrar kreatinin diizeyleri RTEU Egitim Arastirma Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda
bulunan Beckman Coulter AU5800 otoanalizori (Brea, Kaliforniya, ABD) ile Beckman
Coulter marka kitler (Brea, Kaliforniya, ABD) kullanilarak olgtildi. Sonuclar mg/dl

olarak ifade edildi.

3.8. Histopatolojik Analizler

3.8.1. Histolojik Doku Takibi Prosedtrleri

Ratlarin sag bobrek korteks dokusuna ait 1 cm® hacminde trimlenmis &rnekler,
%10’luk nétral formalin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) sollisyonu iginde 36
saat boyunca fikse edildi. Daha sonra dokular, histolojik analiz i¢in kasetlere kondu ve
doku takip cihazinda (Thermo Scientific, Citadel 2000, Waltham, Massachusetts, ABD)

takip edilip islemlere devam edildi (Sekil 3.8). Bobrek dokulart %50, %60, %70, %80,
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%96, %100 (x2)‘luk etanol soliisyonlarindan gecirilerek dehidratasyon islemi
tamamlandi (Tablo 3.3). Ksilen serilerinde bekletilerek seffaflastirma islemi uygulandi.
Son asamada dokular, sivi halde parafinin (Merck GmbH, Darmstadt, Almanya) oldugu

haznelerde bekletilerek parafinin doku i¢ine niifuz etmesi saglandi.

L

Sekil 3.8. Doku takip cihazi

Rutin doku takibi prosediirii sonrasinda kasetler parafin bloklama cihazina (Leica
EG 1150 H, Wetzlar, Almanya) alindi. Bloklanan dokular sogutma iinitesinde (Leica EG
1150 C, Wetzlar, Almanya) bekletildikten sonra kesit kalitesini artirmak i¢in -20°C’de 3

saat daha bekletildi (Sekil 3.9).
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Tablo 3.3. Bobrek dokularina ait doku takip islemleri

Yapilan Islem Kullanilan Materyal Zaman
Doku tespiti %10’luk nétral formalin 36 saat
Dehidratasyon %50’lik etanol 180 dk
%50’lik etanol 75 dk
%60’ 11k etanol 90 dk
%70’lik etanol 90 dk
%80’lik etanol 60 dk
%96’ 11k etanol 60 dk
%100’l0k etanol 75 dk
%100’l0k etanol 75 dk
Seffaflastirma Ksilen 90 dk
Ksilen 90 dk
Parafinizasyon Parafin 60 dk
Parafin 210 dk
Bloklama

Sekil 3.9. Sogutma {initesi ve parafin bloklama cihazi

Sert parafine gomulen doku 6rneklerinden mikrotomda (RM2255, Leica, Wetzlar,

Almanya) 3-4 pm kalinliginda seri kesitler alindi (Sekil 3.10). Kesitler 37-38°C
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sicakliktaki distile su igeren benmari havuzuna (GFL 1052, Almanya) birakildi. Doku
kirigikliklarmin agilmasi gergeklestikten sonra Harris hematoksilen ve Eosin G (H&E) ile

boyanmak Uzere lamlara (Superior Marinfield Histobond+, Almanya) alind:.

Sekil 3.10. Rotary mikrotom cihazi

Lama alinan kesitler boyamadan 6nce hem dokudaki parafinin uzaklagtiriimasi
hem de kesitlerin lama daha iyi adaptasyonu i¢in formalinsiz bir ortamda 60°C’lik etlivde
(Wisecube, Wertheim, Almanya) 1 saat bekletildi ve daha sonra boyamaya alind1 (Sekil

3.11).
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Sekil 3.11. Etiiv

3.8.2. Hematoksilen—-Eozin ile Boyama Proseduri
Dokularin genel histopatolojik goriintiisiinii  degerlendirmek i¢in parafin
bloklardan alinan 3-4 um kalinligindaki kesitler boyama cihazi (Leica ST5020, Wetzlar,

Almanya) ile Tablo 3.4*de belirtildigi sekilde H&E ile boyandi (Sekil 3.12).

LEICA ST5020

Sekil 3.12. Hematoksilen-Eozin boyama cihazi
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Tablo 3.4. Hematoksilen-Eozin ile Boyama Proseduir(

Yapilan Islem Kullanilan Materyal Zaman
Deparafinizasyon 60 °C*lik etlv 1 saat
Boyama cihazi firin 5 dk
Ksilen 3dk
Ksilen 3 dk
Rehidratasyon %1001tk etanol 1 dk
2096’11k etanol 2 dk
0 b
090’11k etanol 2 dk
oranli
%080’ lik etanol 5 dk
%70’lik etanol
’ 2 dk
Musluk suyu
Yikama 5 dk
Distile su
5 dk
Harris hematoksilen
Boyama 1 dk 10 sn
Distile su
Yikama ) 5dk
Eozin yellow
Boyama o 8dk 30 sn
Distile su
Yik 15sn
trama %70’lik etanol
Dehidratasyon 980’ lik etanol 20 sn
2090’11k etanol 15sn
%100’liik etanol 15sn
%100’Iik etanol 15sn
Ksilen 15 sn
Seffaflastirma Ksilen 5dk
Ksilen 10 dk
Entellan 1 saat
Kapama Kapama
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3.8.3. Histopatolojik Analiz

Histopatolojik degerlendirme, 151k mikroskobu (Olympus BX51, Olympus Corp.,
Tokyo, Japonya) altinda yapildi. Bulgularin fotograflanmasi i¢in ise Olympus DP71
(Olympus Corp., Tokyo, Japonya) kamera kullanildi.!® Sung ve ark.??”’ni histopatolojik
ve tlbller nekroz skorlama yontemi ile her bobregin kesitlerinde rastgele secilen 20

alanda histopatolojik skorlama yapildi.

3.8.4. Bébregin Immunohistokimyasal Analizi

Bobrek doku kesitlerinde apoptotik hiicreler kaspaz-3 immun reaktivitesi ile
belirlendi. Kaspaz-3 primer antikoru (Rabbit polyclonal, ab4051, Abcam, Birlesik
Krallik) ve kaspaz-3 primer antikoru ile uyumlu olarak sekonder antikor (Goat Anti-
Rabbit 1IgG H&L (HRP), ab205718, Abcam, Cambridge, Birlesik Krallik) kullanildu.
Parafine gomiilmiis olan doku 6rneklerinden elde edilen 2-3 pm kalinligindaki kesitlerin
dehidratasyon isleminin ardindan {iretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda primer
antikor kiti kullanilarak Leica Bond Max sistem (Leica Microsystems, Diegem, Belcika)
ile immunohistokimyasal boyama yapildi (Sekil 3.13). Zit boyama isleminde ise Harris
hematoksilen (Merck, Darmstadt, Almanya) tercih edildi.’® Kaspaz-3-pozitif hiicre
nimerik yogunluklari, tarafsiz hesaplamalarin oldugu stereolojik bir teknik olan
fraksiyonel yontem kullanilarak hesaplandi. Tim gruplarda 20 farkli secilmis alanda

Mercantepe ve ark.’nin?? tanimladig1 metoda gore dlgiimler yapildi.
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Sekil 3.13. Immunohistokimyasal boyama cihazi

3.8.5. Immunohistokimyasal Boyama Prosediirii
Boyamadan o©nce bobrekten elde edilen 2-3 pum kalinh@indaki kesitlerin
etrafindaki parafin uzaklastirildi. Parafin uzaklastirildiktan sonra boyama prosediirlerine

iiretici firmanin 6nerdigi sekilde devam edildi (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5. Immunohistokimyasal boyama prosediirii

Yapilan Islem Kullanilan Materyal Zaman

Deparafinizasyon 60°C’lik etliv 1 saat
Ksilen 10 dk
Ksilen 10 dk

Rehidratasyon %100’luk etanol 5dk
%9611k etanol 5dk
%9011k etanol 5dk
%80’lik etanol 5 dk
%70’lik etanol 5 dk

Yikama Distile su 5dk

Endojen enzim blokaji %3’liik hidrojen peroksit 10 dk

Yikama PBS x 2

Blokaj Protein blok sollisyonu 10 dk

Yikama PBS 15sn

Antikor Primer antikor 1 saat

Yikama PBS x 4

Boyama Biotilylated Goat anti-polivalent 10 dk

Yikama PBS x 4

Boyama Steptavidin peroksidaz 10 dk

Yikama PBS x 4

Boyama DAB kromojen sollsyonu 5-10 dk

Yikama PBS

Boyama Harris hematoksilen 3dk

Yikama Distile su

Dehidratasyon %70’lik etanol 5dk
%80’lik etanol 5dk
%90’lik etanol 5 dk
%100’ luk etanol 5dk
%100’ luk etanol 5dk

Seffaflagtirma Ksilen 10 dk
Ksilen 10 dk

Kapama Entellan Kapama
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3.8.6. Kantitatif Analiz

Renal korpuskul alan (proksimal ve distal tiibiil alanlar1), H&E ile boyanmis
bobrek dokusuna ait kesitlerde Olympus DP2-BSW (Olympus Corp., Tokyo, Japonya)
programiin poliline sondu kullanilarak belirlendi. Olgiimler her bir rata ait preparatta
rastgele olarak secilmis 10 farkli alanda (her bir grup icin 80 alan), x40 biyutme ile
calisma gruplarini bilemeyecek sekilde korlestirilmis iki histopatolog tarafindan yapildi.

(Sekil 3.14)

!
Lo

12

1)

]

'Sekil 3.14. Renal .korp‘1-1s a;'lan. (umz) 6Igdmleri |
3.9. Istatistiksel Analiz
Q-Q grafigi, Shapiro-Wilk testi, skewness-kurtosis degerleri, ve Levene testine
gore tiim veriler normal dagilim gosterdiginden ve katsay1 varyasyonu %20'den az oldugu
icin, gruplar arasi farkliliklar SPSS 25.0 (SPSS, Inc., Chicago, Illinois, ABD) programi
kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey testi ile test edildi.
Tum veriler ortalama + standart sapma (SS) olarak ifade edildi. Anlamlilik diizeyi p<0.05

olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Morfometrik Bulgular (Alveoler Kemik Kayiplari)

Histolojik kesitler ve mikrobilgisayarli tomografik kesitler iizerinde yapilan
morfometrik Ol¢giim bulgular1 gruplar arasindaki degisimler agisindan benzerlik
gostermektedir. Alveoler kemik kaybi (MSB-KK aras1 mesafe) kontrol grubuna kiyasla
hem Dp ve hem de Dp-Mel gruplarinda anlamli diizeyde daha yiiksekti. Dp-Mel grubuyla
Dp grubunu kiyasladigimizda ise Dp grubunda alveoler kemik kaybi1 daha yiiksek
duzeyde goraldi. Melatonin tedavisi alveoler kemik kaybinin tedavisinde etkili olmakla
beraber 6l¢iim bulgular1 kontrol grubuna kiyasla daha yiiksekti (p <0.01). Alveoler kemik
kayb1 sonuglar1 ve gruplar arasinda karsilastirilmasi Sekil 4.1 ve Tablo 4.1°de
gosterilmistir.

Tablo 4.1. Alveoler kemik kayiplarinin gruplar arasinda karsilastiriimasi.

Histomorfometrik analiz Radyomorfometrik analiz
Gruplar
MSB-KK (um) MSB-KK (um)
B 218 + 22,912 MF 45,34 £ 4,272
Kontrol DF 40,28 + 5,04*
L 186 + 70,06 D 433 +11,62%
B 1176 + 197,49° MF 537 + 85,51°
Dp DF 588 + 77,81Y
L 951 + 148,88Y D 1205 + 234,02
B 685 + 84,53° MF 328 + 70,06°
Dp+Mel DF 346 + 61,667
L 598 + 70,067 D 884 + 175,74™

Dp; deneysel periodontitis, Mel; melatonin, L; labial taraf, B; bukkal taraf, MF; meziyal furkasyon, DF;
distal furkasyon, D; distal taraf, MSB-KK; mine sement birlesimi-alveolar kemik kreti. Degerler ortalama
+ SS olarak ifade edildi 2 *? ve K™ ayn; siitundaki dipnot harfler gruplar arasindaki énemli farkliliklart
gosterir. Tek yonli ANOVA ve Tukey testi yapildi.
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600 pm

Sekil 4.1. Mandibular 1.molar dislerin periodontal kemik kayiplarinin bukkolingual ve
meziyodistal kesitlerde gosterimi

A, B, C; bukko-lingual kesit, D, E, F; meziyo-distal kesit. R, dis kokii; sar1 kesikli ¢izgi, MSB,; sar1 ¢izgi,
KK; *, furkasyon lezyon alani. A, D; kontrol grup kesiti, B, E; Dp grup kesiti, C, F; Dp-Mel grup kesiti
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

4.2.1. Doku Malondialdehit Duzeyleri

Dokularda yapilan MDA tayini sonucuna gére Dp grubunda MDA diizeyi kontrol
grubuna gore belirgin olarak yiksek gorildi (p>0.05). Melatonin uygulamast MDA
diizeylerinde bir miktar azalma saglamis ise de Dp-Mel grubunda kontrol grubuna kiyasla
hala istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek seyretti (p<0.05) (Sekil 4.2).

4.2.2. Doku Glutatyon Duzeyleri

Dokularda yapilan GSH tayini sonucuna gore Dp grubunda GSH duzeyi kontrol
grubuna gore hafifce daha yiiksek oldugu goriildi. (p>0.05) Melatonin uygulamasi
antioksidan bir parametre olan GSH’1n bobrek dizeylerinde kontrol grubuna gore hafif
bir artig sagladi (p>0.05) (Sekil 4.2).

4.2.3. Doku TAOK, TOD ve OSIi Diizeyleri

Doku TOD ve OSI diizeylerinin Dp grubunda kontrol grubuna gére belirgin bir
artis (p<0.05) gosterdigi, TAOK diizeylerinin ise hafif¢e daha yiiksek (p>0.05) oldugu
goruldu. Melatonin uygulamasi periodontitis iliskili oksidatif stresi belirgin olarak
baskilamis ise de, (p<0.05) TOD ve OSI diizeyleri Dp-Mel grubunda kontrol grubuna
kiyasla hala istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek goriildi. (p<0.05)
Melatonin, antioksidan bir parametre olan TAOK’un bobrek duzeylerinde ise hafif bir

artis sagladi (p>0.05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Bobrek dokusu oksidatif stres parametrelerinin gruplar arasinda
karsilastiriimasi

Dp, deneysel periodontitis; Mel, melatonin; MDA, malondialdehit; GSH, glutatyon; TOD, total oksidan
durum; TAOK, total antioksidan kapasite; OSI, oksidatif stres index. Sonuglar ortalama + SS olarak ifade
edildi. Semboller (*, {) gruplar arasinda 6nemli farkliliklar oldugunu géstermektedir. Tek yonlit ANOVA
ve Tukey testi yapildi1 (P <0.05).

4.2.4. Doku Proinflamatuar Sitokin ve Enzim Seviyeleri

Bu ¢alismada incelenen tiim sitokin (TNF-a ve IL-1B) ve proteazlarin (MMP-8,
MMP-9 ve KtD) bobrek dokusu diizeyleri periodontitisli ratlarda kontrol grubuna kiyasla
daha yuksekti (p<0.05). Melatonin uygulamasi tim bu parametrelerin  bobrek
diizeylerinde belirgin bir diisiis saglamis ise de (p<0.05), IL-1p ve MMP-9 diizeyleri Dp-

Mel grubunda kontrol grubuna kiyasla hala istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha
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yuksekti (p<0.05). TNF-a, MMP-8 ve KtD dizeylerinde Dp-Mel ve kontrol guplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. inflamatuar parametrelerin gruplar arasinda karsilastiriimasi

Dp, deneysel periodontitis; Mel, melatonin; TNF-a, timér nekroz faktor-a; IL-1B, interlokin-13; MMP-8,
matrix metalloproteinaz-8; MMP-9, matrix metalloproteinaz-9; KtD, katepsin D. Sonuclar ortalama + SS
olarak ifade edildi. Semboller (*, }) gruplar arasinda oénemli farkliliklar oldugunu gdstermektedir. Tek
yonli ANOVA ve Tukey testi yapildi (P <0.05).

4.3. Bobrek Fonksiyon Parametreleri
Incelenen tiim fonksiyonel parametrelerden (kreatinin, iire, sistatin C) ozellikle

serum sistatin C ve iire kreatinin diizeyleri kontrol grubuna kiyasla periodontitisli ratlarda
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istatistiksel olarak anlamli olmayan bir diizeyde daha yuksek tespit edildi (p>0.05).
Bununla birlikte, melatonin tedavisi periodontitis iligkili s6z konusu artiglar1 kontrol
grubu dizeylerine geriletebildi (p>0.05). Bobrek fonksiyon parametrelerinin sonuglari ve
gruplar arasinda karsilagtirilmasi Tablo 4.2’de gdsterilmistir.

Tablo 4.2. Bobrek fonksiyon parametrelerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi.

Parametreler Kontrol Dp Dp+Mel
Ure (serum: mg/dL) 4133+6,65 4163+388  38,67*1,86
Kreatinin (serum: mg/dL) 1,18 + 0,25 1,33+0,25 1,17 + 0,25
Sistatin C (serum: mg/L) 0,26 £ 0,51 0,29 £ 0,54 0,27 £ 0,45
Kreatinin (Ure: mg/dL) 84,24 +10,27 89,12+19,54 82,14 + 13,55

Dp; deneysel periodontitis, Mel; melatonin. Sonuclar ortalama + SS olarak ifade edildi.®® Ayn1 satirdaki
farkli harfler gruplar arasinda 6nemli farkliliklar oldugunu géstermektedir. Tek yonliit ANOVA ve Tukey
testi yapildi (P <0.05).

4.4. Histopatolojik Bulgular

4.4.1. Isik Mikroskobu Bulgulari

Histopatolojik incelemelerde kontrol grubundaki ratlara ait kesitlerde bobrek
dokusunda normal yapida glomerul, proksimal ve distal tiibiiller tespit edildi. Ozellikle
proksimal tiibiillerdeki fircamsi kenar belirgin olarak gozlenmekteydi (Sekil 4.4.A-B).
Dp grubundaki ratlarda ise Bowman kapsiiliinde sisme ve tubiler nekrozis gézlemlendi.
Bununla birlikte proksimal ve distal tbdillerde dejenerasyon ve peritiibiler alanlarda
kapiller tikaniklik tespit edildi (Sekil 4.4.C-D). Diger yandan, Dp-Mel grubundaki
ratlarda Bowman kapsiilleri ile proksimal ve distal tibdller diizenli morfolojiler sergiledi.
Glomeriiler dejenerasyon ve tiibiiler epitelyal hiicre hasari diizeyleri periodontitisli

ratlardan daha distikti (Sekil 4.4.E-F).
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Sekil 4.4. Bobrek dokusunun 11k mikroskobu goriintiisii

H&E boyama. A(x10)-B(20): Normal glomeriiler yapi, belirgin firca kenarlart olan proksimal ve distal
tibuller gozlendi. C(x10)- D(x20): Glomeriil sigsmesi, tiibiiler nekroz ve vaskiiler tikaniklik gozlendi.
E(x10)-F(x20): Glomeriil, proksimal ve distal tiibiillerin tipik yapist gézlenmistir. Proksimal tiibiillerin
epitel hiicrelerinde firga kenarlarinin tipik yapisi goriilmiistiir. Dp, deneysel periodontitis; Mel, melatonin;
p, proksimal tiibdl; d, distal tiibiil; g, glomeriil; ok, firga kenari; ok basi, tiibiiler nekroz; C, tikali alan; *,
atipik glomeriil. A,B; Kontrol grubu kesiti, C,D; Dp grup kesiti, E,F; Dp-Mel grup kesiti

4.4.2. immunohistokimyasal Bulgular

Periodontitisli ratlarin bobrek kesitlerinde, proksimal ve distal tubtler epiteldeki
kaspaz-3 pozitif hiicre yogunlugu kontrol grubuna kiyasla belirgin olarak daha fazla

gozlendi (p <0.01) (Sekil 4.5.A-D; Tablo 4.3). Melatonin tedavisi apoptotik hiicre
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yogunlugunda belirgin bir azalma saglamis ise de (p<0.05), kaspaz-3 boyama melatoninle
tedavi edilen rat grubunda kontrol grubuna kiyasla hala istatistiksel olarak anlamli
dizeyde daha yuksekti (p<0.05) (Sekil 4.5.C-F; Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Kaspaz-3 pozitif niimerik yogunluk ve renal korpiiskiil alan 6l¢timleri

Olcumler Kontrol Dp Dp + Mel

Kaspaz-3 pozitif 3,13 +0,412 15,09 + 3,22° 6,84 +1,98°

niimerik yogunluk

(mmd)

Renal korpuskil alan 4532,16 7490,25 + 6292,64 +
2

(pm) 313,772 2195,45P 1528,20°

b
Dp; deneysel periodontitis, Mel; melatonin. Sonuglar ortalama * SS olarak ifade edildi.” Aym satirdaki
farkli harfler gruplar arasinda 6nemli farkliliklar oldugunu gosterir. Tek yonli ANOVA ve Tukey testi
yapildi (P<0.05).

4.4.3. Semi-kantitatif Analiz Bulgular:

Periodontitis grubunda renal korpiiskiil alanin kontrol grubuna kiyasla belirgin
olarak artmis oldugu gézlemlendi (p <0.01) (Sekil 4.4.A-D; Tablo 4.3). Diger yandan,
melatonin uygulamasi renal korpiiskiil alanda azalma saglamis ise de (p<0.05) (Sekil
4.4.A-F; Tablo 4.3), kontrol grubuna kiyasla hala istatistiksel olarak anlamli diizeyde

daha yuksekti (p<0.05) (Sekil 4.4.A-F; Tablo 4.3).
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Sekil 4.5. Bobrek doku kesitlerindeki apoptotik degisikliklerin 1g1k mikroskobunda
gordnuma
Anti-Kaspaz-3. A(x20)- B(x40): Tiibiiler epitel hiicrelerinin normal yapisinin gériiniimii. C(x20)-D(x40):
Dp grubu bobrek doku kesitlerinde apoptotik epitelyal tubul hiicreleri gosterilmistir. E(x20)-F(x40): Dp +
Mel grubu tipik tiibiiler epitel hiicresi ve hafif apoptotik tiibiiler epitel hiicrelerini gostermistir. Dp, deneysel

periodontitis; Mel, melatonin; kuyruklu ok, normal epitel tiibiil hiicreleri; ok basi, apoptotik epitelyal tiibul
hicreleri. A, B; Kontrol grup kesiti, C, D; Dp grup kesiti, E, F; Dp-Mel grup kesiti.
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5. TARTISMA

Hayvan c¢alismalari; bilginin klinik ortama aktarilabilmesi, sebep-sonug
iliskilerinin kurulmasi ve verilerin daha dogru yorumlanmasi agisindan kritik oneme
sahiptir.??® Bazi ¢alismalar in vitro sistemler kullanilarak gergeklestirilebilse de, insanlara
transfer edilmeden once elde edilen verilerin giivenliginin ve etkinliginin test edilmesi
icin hayvan modellerine ihtiya¢ vardir. Fare veya rat gibi kiigiik hayvan modelleri,
inflamasyon sirasinda yumusak ve sert doku arasindaki etkilesimler hakkinda 6nemli
veriler saglayabilmektedir. Bununla birlikte, sistemik inflamasyonun potansiyel
mekanizmalar1 ve bunun periodontal iyilesme siireci lizerindeki etkisi in vivo olarak

incelenebilmektedir.2°

Literattirde denek olarak erkek hayvanlarin disilere gére daha ¢ok tercih edildigi
raporlanmistir. 21 222 Disi farelerin dstrojen déngiisii sirasinda hormon seviyelerinde
degisiklikler gozlenmektedir.?®® Bu hormonlarin gen ekspresyonu ve fenotip iizerinde

gucli etkileri olabilmektedir.?342%

Ratlar, periodontal hastaliklarin patogenezi i¢in en yaygin ¢alisilan hayvanlardir
ve deneysel ¢aligsmalarda molar dis bolgelerinin periodontal yapisinin insana benzerlik
gostermesi, maliyetlerinin uygun olmasi, temin edilebilirliginin, beslenmelerinin ve
tiretilmelerinin kolay olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte
olusturulan deneysel periodontal hastaligin histopatolojik ve klinik bulgularinin insanlara
olduk¢a benzer oldugu rapor edilmistir. En sik kullanilan rat tipleri Wistar Albino ve

Spraque-Dawley'dir.237-23

Ratlarda inflamasyonu indiikleyerek deneysel periodontal hastalik olusturmak i¢in
iki teknik yaygin olarak kullanilmaktadir. Birinci yontem, bakteriler ve/veya bakteriyel

viriilans faktorlerinin (6rnegin; LPS) bdlgeye enjekte edilerek akut bir periodontal
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patoloji olusturulmasidir. Bu yontem hizlica hastalik gelistirme avantajina sahiptir; fakat
bakterilerin endotoksinine karsi akut inflamatuar yamitin verilmesi, enfeksiyonun
bakteriler tarafindan olusturulmamasi1 ydntemin dezavantajlaridir.??® ikinci yontem ise
mikroorganizmalarin  kolonizasyonuna izin veren ligatiirlerin dislerin etrafina
yerlestirilmesidir. Boylelikle dentogingival bolgede mekanik travmaya, dental plaga karsi
gelisen konak yanitinin yogun olmasma ve doku biitlinligiiniin bozulmasina imkan
tanimaktadir. 2% Plak birikimi sulkular epitelin iilserasyonuna yol acarak ve bag dokunun
invazyonunu kolaylastirarak insanlardaki gibi periodontal doku harabiyetini

baslatmaktadir. Bu deneysel hayvan modeli dogal plak olusumuna en yakin model olarak

kabul edilmektedir.?®®

Sunulan ¢aligma ligatiirle indiiklenen periodontitisin rat bobreklerinde
inflamatuar-oksidatif stres iliskili biyokimyasal degisiklikler yani sira belirgin yapisal
bozulmalara da neden oldugunu, apoptozisi indiikledigini, buna karsin bdbrek
fonksiyonel durumunda ise belirgin bir degisiklige neden olmadigin1 gosterdi. Bunun
yani sira, sistemik melatonin tedavisinin bobreklerdeki inflamasyonu ve patolojik
degisiklikleri belirgin olarak sinirlandirdigi, fonksiyonel kapasiteyi ise destekledigi tespit
edildi. Bilgilerimize gore calismamiz periodontitis iligkili bobrek hasar1 {izerine
melatoninin terapétik etkinligini biyokimyasal, histopatolojik ve immiinohistokimyasal
olarak kapsamli bir sekilde inceleyen ilk ¢alisma olma 6zelligindedir. Her ne kadar
periodontitisin bobrek dokusu tzerine etkilerini agiklayan biyolojik mekanizmalar heniiz
tam olarak ortaya konamamis ise de, 2 muhtemel mekanizma tizerinde yogunlagilmistir:
1) kan dolasimina katilarak bobrek dokusuna ulasan periodontal bakteriler veya onlarin
viriilans faktorleri® 7 24! ve 2) periodontitis odaklarindaki inflamatuar infiltrattan sistemik
dolasima katilarak bobreklere wulasan proinflamatuar etkili gesitli sitokin ve

mediyatorler.® 138 242 Sonucta bobrek dokusunda immun sistem aktive edilmekte ve
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notrofiller, makrofajlar, lenfositler ve NK hiicrelerden ¢esitli inflamatuar mediyatérler ve
ROT yogun olarak salinmaktadir. Diisiik diizeyde ROT salinimi, hiicre farklilagmasi,
bliylimesi, apoptoz, immunite ve mikroorganizmalara karst savunma gibi pek cok
biyokimyasal sireclerde gereklidir;?*® fakat asir1 salinmas:1 antioksidan mekanizmalar
tarafindan kontrol edilemediginde, dokuda oksidatif stres olarak adlandirilan inflamatuar
bir durum ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif stres doku homeostazi ve hiicresel fonksiyonlar
acisindan hayati Oneme sahip membran lipidleri, proteinleri ve DNA gibi
biyomolekillerde 6nemli hasarlara neden olmaktadir.?

Sunulan hayvan ¢alismasinda bobrek dokusundaki oksidatif durumu inceledigimiz
belirtecler MDA, GSH ve OSI idi. MDA, bir oksidatif hiicre membran hasari belirtecidir,
en siklikla yararlanilan oksidatif stres belirteclerinden birisi olup membran
fosfolipitlerindeki oksidatif hasar diizeyi hakkinda bilgi vermektedir. MDA olustuktan
sonra kolayca diffiize olup membran yapisindaki lipid ve proteinlere ¢apraz baglanarak
membran biitlinliiglinii bozar, bu da membran permeabilitesinin bozulmasina neden olur.
Degisik organ sistemleri iizerinde I/R modeli olusturularak yapilan birgok calismada
MDA diizeyinin yiikseldigi gdsterilmistir.?** 24> GSH ise temel hiicre ici antioksidan
olarak kabul edilmektedir. Hiicresel oksidatif hasarin inhibisyonunda onemli bir role
sahiptir.®® Oksidatif stres diizeyinin degerlendirilmesinde MDA ve 8-hidroksideoksi-
guanozin (8-OHdG) gibi spesifik oksidatif yikim tiriinleri degerli bilgiler sagliyor ise de
dokudaki nihai oksidatif durumu yansitmakta ne yazik ki yetersiz kalmaktadir. Benzer
sekilde, belli enzimatik veya non enzimatik antioksidan diizeylerine yonelik dl¢timler de
total antioksidan etkinligi net olarak yansitamamaktadir. Giincel ¢alismalar TOD ve
TAOK olglimlerinin nihai oksidatif ve antioksidan durumlari daha agik bir sekilde ortaya
koydugunu rapor etmektedirler. Dahasi, pratik ve guvenilir bir yontem olan TAOK'un,

bilindik antioksidanlarin yani sira heniiz kesfedilmemis antioksidanlarin etkilerini de

84



yansittig1 bildirilmektedir. OSI, TOD ile TAOK arasindaki oransal bir degerdir ve
oldukca gecerli bir parametredir. Oksidatif stres diizeyini daha net ve pratik bir sekilde
ortaya koymak amaci ile Erel®? tarafindan &nerilmisti. Hem ROT dretimi hem de
antioksidan durumdan direkt olarak etkilenmektedir.®?

Hagar ve ark.*® sag bobrekte nefroktomi ve sol bdbrekte I/R indiksiyonu
yaptiklar1 deneysel modelde bébrek MDA konsantrasyonunun arttigini ve bébrek GSH
iceriginin azaldigini bildirmislerdir. Korkmaz ve ark.?* I/R indiiksiyonu yaptiklar1 benzer
bir calisgmada da MDA diizeylerinin arttigr, GSH diizeylerinde anlamli bir azalma
gozlemlediklerini rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise periodontitise bagl
olusturulan bobrek hasarinda kontrol grubuna kiyasla Dp grubunda MDA diizeylerinin
belirgin olarak artis1 ve GSH diizeylerinin ise hafifce daha ytliksek oldugu goriilmiistiir.

Periodontitisli ratlarda bobrek MDA ve OSI diizeylerinin arttigini, GSH ve TAOK
diizeylerinde ise anlamli bir degisiklik olmadigin gdsteren bulgularimiz Franca ve ark.®
ile de kismen uyumlu olup, periodontitisin renal yapilarda oksidatif hasari stimiile
edebildigini gostermektedir. Franca ve ark.'nin 20 giinliik ligatiir uygulamasi sonucunda
hem bobrek® ve hem de hepatik dokuda®*? GSH diizeylerinde anlamli diisiisler rapor
etmislerdir. Periodontitis gelisimini 35 giinliik ligatiir uygulamasi ile indiikledigimiz bu
calismada, antioksidan parametreler olan GSH ve TAOK dizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla periodontitisli ratlarda hafif¢e arttigini tespit ettik. GSH duzeylerinde tespit
ettigimiz hafif artig, bobreklerde periodontitis iligkili erken donem inflamatuar yanitin
tetikledigi asir1 ROT iiretimine karsi antioksidan sistemin adaptif cevabi ile iliskili
olabilir.

Destekler sekilde, Tomofuji ve ark.*®® bobreklerdeki oksidatif DNA hasarmin (8-
OHdG seviyesi) periodontitisli ratlarda yaklasik 2 kat arttigin1 rapor etmislerdir. Bunun

yani sira, ligatiirle indiiklenen periodontitisli ratlarda Vancoscelos ve ark.?%? hepatik
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dokuda, Kose ve ark. ise sol ventrikiiler kalp dokusunda®®® 223 hiicre membranlarindaki
oksidatif hasarin (MDA diizeyindeki artis) arttigini gostermislerdir. Asirt ROT Uretimini
ve sonucta da oksidatif stresi provoke eden muhtemel mekanizmalardan birisi olarak
bobrek dokusu TNF-o ve IL-1B diizeylerinde tespit ettigimiz anlamli artiglar
gosterilebilir.248

Periodontitisle kronik bobrek hastaligi arasindaki mekanizma  sistemik
inflamasyonla iligkilidir. Periodontitisin aktif oldugu durumda, IL-6 ve TNF-a gibi lokal
olarak uretilen inflamatuar sitokinler, KBH'nin ilerlemesine neden olan C-reaktif protein
(CRP) seviyelerini yiikselterek sistemik olarak etki etmektedir.**®

Bu ¢alismada ayrica periodontitisin, bir lizozomal aspartat proteaz olan katepsin
D ve ¢inkoya bagimli birer endopeptidaz olan MMP-8 ve MMP-9'un bébrek duzeyleri
uzerine etkilerini de inceledik. MMP’ler renal doku hasar1 ve fibroziste rol alan temel
proteinazlardir. MMP’lerin salinimi ve aktivitesindeki degisimler intrarenal extraseliler
matrix kompozisyonunu belirlemektedir. Mezenjiyal matris ve glomeriler bazal
membran, matris olusumu ve bozunmasi ile diizenlenir; ve ana bilesenleri MMP-2 ve
MMP-9 jelatinazlarinin ana substrat olan tip IV kollajendir.?*® MMP’lerin sadece matriks
yikimiyla iligkili  olmadigi, enflamasyon, epitelyal-mezenkimal gegis, hiicre
proliferasyonu, anjiyogenez ve apoptozun diizenlenmesi dahil ¢ok ¢esitli rolleri tistlendigi
gdsterilmistir.?>® Akut bobrek hasar1, 2% 2°2 diabetik nefropati,>® 24 glomertlonefrit,?%
kalitsal bobrek hastalizi®®® ve kronik allogreft nefropatisi?®” 258 dahil birgok bobrek
hastaliginda degisen MMP diizeyleri igin saglam kanitlar mevcuttur. Akut bobrek
hasarinda idrar biyobelirteci olarak MMP-9'a bakilirken diabetik nefropatide serum ve
idrarda MMP-2, MMP-8 ve MMP-9 da artis goriilmiistiir.>®® MMP'lerin renal
inflamasyondaki rolleri ise TIMP'ler ile birlikte, inflamatuar huicre aktivasyonu ve sitokin

saliimu ile hiicresel kemotaksis, proliferasyon ve apoptozisin diizenlenmesidir.?°
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MMP’lerin yan1 sira Kt’lerin de, Ozellikle de KtD, bdbrek hastaliklarinin
baslangic1 ve ilerlemesinde 6nemli bir role sahip oldugu gosterilmistir.*?® 25° Esas olarak
lizozomlarda lokalize olan Kt’ler belirli kosullar altinda hiicre i¢i ve hiicre dis1 alanlarda
da bulunabilir. KtD'nin lizozomdan sitozole sizmasiyla apoptozu indiikledigi
bilinmektedir.*?® ABH'de KtD'nin hiicre 6liimiine olas1 katkisini diisiindiiren hasarlt
tiibiiler hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edilmistir.?® Apoptoz sirasinda lizozomal
membran gecirgenligi, KtD'nin lizozomdan proapoptotik islevini uygulayabilecegi
sitozole translokasyonuna izin verir. Sitozolik KtD, mitokondriyal apoptozis diizenleyici
bir protein olan Bax'in (Bcl-2 ile iligkili x proteini) mitokondriyal membrana eklenmesini
tetikler ve boylece mitokondriden sitozole sitokrom ¢ salinimina ve prokaspaz 9 ve 3'iin
aktivasyonuna yol acar.'?®

KBH’deki KtD aktivite artis1 renal hiicre disi matriks hasari®® yani sira
inflamasyon'?: 25° endotelyal disfonksiyon®®! ve podositlerin (Bowman Kkapsiilil
epitelyum hiicreleri) apoptotik 6limilyle®®? de iliskili bulunmustur. Dp grubunda tiim bu
enzimlerin bobrek diizeylerinde tespit ettigimiz belirgin artislar dokudaki periodontitis
iliskili inflamatuar degisikliklerin bir sonucu olabilir. Calismalar TNF-a, IL-13%5% 264 ve
oksidatif stresin?® MMP-9 salinimin1 ve proMMP-9 aktivasyonunu stimule ettigini
gostermistir. Bu baglamda, periodontitisin 6zellikle MMP-9 ve KtD duizeylerinde neden
oldugu belirgin artis bobreklerde tespit ettigimiz histopatolojik degisiklikler ve kaspaz-3
aktivite artisina katki saglayan mekanizmalardan birisi olabilir.

Histopatolojik incelememizde periodontitisli ratlarin  bobreklerinde renal
tiibiillerin firgams1 kenarlarinda bozulmalar, glomeriillerde sisme, tiibliler nekrozis,
peritibuler kapiller konjesyon ve renal korpiiskiil alanda artis tespit ettik. Destekler
sekilde, Franca ve ark.'da® ligatiirle indiiklenen periodontitisin bobreklerde benzer yapisal

degisikliklere neden oldugunu gostermislerdir. S6z konusu degerli ¢alismada renal
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korpiiskiil alanin yani1 sira glomeriil ¢gapinin ve hacminin de periodontitisli ratlarda arttigi
gosterilmistir. Bulgularimiz genel olarak degerlendirildiginde bobreklerde tespit edilen
hiicresel ve hiicre dist hasarlar proinflamatuar sitokinler (TNF-a, IL-1) ve oksidatif stres
tarafindan direkt olarak veya dolayli yollarla provoke edilen inflamatuar cevaplar ve
enzimatik aktivitedeki artisin bir sonucu olabilir. Buna karsin, bizden farkli olarak
periodontal yikimin LPS uygulanmasi ile indiiklenen bagka bir hayvan ¢aligmasinda ise
histopatolojik olarak belirgin bir dejenerasyon tespit edilmemistir.> ¥ Bu durumun
muhtemel nedenlerinden birisi s6z konusu calismalardaki periodontitis indiiklenme
stiresinin (10 giin) oldukca kisa olmasidir. Bu sebeple bobreklerdeki periodontitis iligkili
yapisal dejeneretif etkiler yeterince ortaya ¢ikamamis olabilir.

Bu deneysel calismada biz ayrica periodontitisin bobreklerdeki muhtemel
apoptotik etkilerini kaspaz-3 boyamalar ile inceledik. Kaspaz-3 aktivasyonu, hiicre
oliimiinden 6nce geri dontisii olmayan son durum olarak kabul edilir ve apoptoz belirteci

olarak  kullanilir.®®

Bilgilerimize goére c¢alismamiz periodontal enfeksiyonun
bobreklerdeki apoptotik etkilerini inceleyen ilk hayvan calismasidir. Bu sebeple
kontrollere kiyasla periodontitisli ratlarda tespit ettigimiz belirgin apoptotik degisiklikleri
direkt olarak kiyaslayabilecegimiz bir literetiir yoktur. Ancak periodontitis ile cok benzer
sistemik inflamatuar etkilerle karakterize hastaliklar olan DM 2%° ve obezitenin?® renal
tibdler epitelyal hicrelerde belirgin apoptotik degisikliklere neden oldugu hayvan
modellerinde acikca gosterilmistir. Giribabu ve ark.!* streptozotosin-nikotinamidle
indUklenen diabetik ratlarda kaspaz-3’iin yan1 sira Bax’in ve kaspaz-9 aktivitelerinin de
arttigin1 rapor etmisleridir. Hiperglisemi, inflamasyon ve oksidatif stres kaspaz-3 ve
kaspaz-9'un da dahil oldugu apoptoz sinyal yolunu aktive eden Bax’in bobreklerdeki

tretimini tetikleyebilmektedir.?®” Bu baglamda, periodontitisli ratlarin bdbreklerinde

tespit ettigimiz inflamatuar durum ve oksidatif stres artig1 beraber degerlendirildiginde
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apoptotik degisikliklerin indiiklendigi diisiiniilebilir. Bunun yani1 sira MMP’ler, 6zellikle
MMP-9, aktivitesindeki artisinda bobreklerde apoptotik degisiklikleri provoke ettigi
gdsterilmistir.24°

Ilging bir sekilde, bobrek dokusunda tespit ettigimiz yukarda tartisilan inflamatuar
stres ve histopatolojik ve immiinohistokimyasal dejenerasyonlara ragmen fonksiyonel
parametrelerde (serum dre, kreatinin ve sistatin C seviyeleri ile Ure kreatinin) kontrol
ratlarina kiyasla belirgin bir degisiklik tespit edemedik. Periodontitisin bdbrek
fonksiyonlar1 {izerine etkilerini inceleyen diger deneysel galigmalarda®1% 268 da benzer
bulgular ortaya konmustur. Buna karsin, pankreas hasar1 yoluyla deneysel olarak diabet
olusturulan ratlarda Giribabu ve ark.!* 4 hafta, Ebaid ve ark.?®°ise 6 hafta sonunda bobrek
fonksiyonel parametrelerde belirgin bozulmalar rapor etmislerdir. Bu bulgular
periodontitisin renal dokuda olusturdugu fonksiyonel hasarin diabetinkine kiyasla daha
sinirlt oldugunu gostermektedir. Bu baglamda daha uzun donemli periodontitis
modellerinde, yapisal hasarlarin yam1 sira fonksiyon bozukluklarmin da ortaya
cikabilecegi disiiniilebilir. Buna karsin, giincel sistematik derlemeler periodontitisin
serum kreatinin dizeyi ve GFH gibi bobrek fonksiyon parametrelerinde artisa neden
oldugunu rapor etmislerdir.® ! Deneysel calismalar ve insan ¢alismalari arasindaki bu
celiski bobreklerin periodontitis kaynakli inflamatuar strese maruz kalma sdreleri
arasindaki farkliligin bir sonucu olabilir.

Melatoninin, ¢esitli sistemik inflamatuar hastaliklara bagli olarak ortaya g¢ikan
yapisal ve fonksiyonel bobrek hasarlari iizerine koruyucu etkileri, hayvan modellerinde
yogun olarak arastirilan giincel bir konudur.?* 26° Buna karsin periodontitis iliskili bobrek
hasarinda melatoninin roliine yénelik ¢ok sinirli kanita sahibiz: Gulle ve ark® 10 giinlik
bir LPS ile induklenen periodontitis modelinde bébrek dokusunda histopatolojik olarak

belirgin bir farklilik tespit edememislerdir. Dolayisiyla deney siiresi boyunca gunlik 50
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mg/kg dozunda uygulanan melatoninin yapisal bozukluklar iizerine etkileri anlamsiz
bulunmustur. Dahasi, melatoninin serum kreatinin diizeyini etkilemedigi, buna karsin kan
Ure nitrojeninde ise belirgin bir disiis sagladigi (kontrol grubuna kiyasla bile)
gosterilmistir. Biz ise melatoninin (10 mg/kg/giin, 14 giin) bobreklerdeki oksidatif stres
artisini, bununla beraber yapisal bozulmalari ve apoptozisi de belirgin olarak
siirlandirdigini gosterdik.

Literatiir incelendiginde, ne yazik ki periodontitis iligkili bobrek hasari tizerine
melatoninin roliinii arastiran kamtlar ¢ok smirlidir.}® Bununla birlikte bulgularimizla
dolayl olarak karsilastirabilecegimiz, periodontitis ile immiinolojik agidan benzer
sistemik etkilere sahip oldugu gosterilen pek ¢ok DM ve obezite ¢aligsmalari
mevcuttur./0-273

Obezite aracili inflamasyon, oksidatif stres, apoptoz ve mitokondriyal
disfonksiyon, KBH'nin gelismesinde ve ilerlemesinde oldukga énemlidir.2’* Stacchiotti
ve ark.?’? olusturduklar1 deneysel modelde obez fareler ile kontrol farelerini
karsilastirdiginda, obeziteyle iligkili morfolojik degisikliklerin belirgin oldugunu;
proksimal tubillerde diizensiz, kisa kristali yuvarlak mitokondri ve apoptotik hiicrelerin
sayisinda artis oldugunu gozlemlemislerdir. Farelerin igme sularina eklenen melatonin
uygulamasinin mitokondrinin seklini degistirdigini ve apoptotik yolu modiile ettigini
raporlamiglardir. Bu degisiklikler bobreklerdeki morfolojik hasar ve disfonksiyona karsi
melatoninin potansiyel koruyucu etkinligini gostermektedir.

Agil ve ark.?”® obez ve buna bagli olusan diyabetik ratlarda yaptiklar1 calismada
artmig idrar atilmi, artmis proteiniiri ve azalmis kreatinin klirensi gibi ¢esitli bobrek
disfonksiyonu izlemislerdir. 17 hafta boyunca 10 mg/kg/giin seklinde agizdan melatonin
tedavisi uygulamislar ve olusan nefropati ile mitokondriyal disfonksiyonun iyilestigini

raporlamiglardir. Ayrica azalmig toplam idrar hacmi, azalmig proteiniiri ve artmis
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kreatinin klirensi ile renal disfonksiyonun iyilestigini gézlemlemislerdir. Melatoninin
obezite ve diabete bagli nefropati tizerindeki faydali etkileri, mitokondriyal dinamik ve
fonksiyonel biitiinliigiin restorasyonuna, sistemik proinflamatuar durum ve oksidatif

stresin melatonin ile azaltilmasina bagli olabilecegi diisliniilmiistiir.

Derlacz ve ark.2® 30 mM glikozun bobrek korteks hiicrelerine inkiibasyonunun
ardindan, ROT olusumunda belirgin bir artis oldugunu ve buna bagli olarak DNA
par¢alanmasi, kromatin yogunlasmasi ve apoptozun indiiklendigini gostermislerdir.
Dahasi, bu hiperglisemik durum 8-OHdG olusumu ile protein peroksidasyonunu
artirabilir ve GSH redoks durumunu bozabilir. Bu ¢alisma melatonin uygulamasinin
oksidatif stresi azaltarak ve GSH seviyesini artirarak bobrek hasarini iyilestirebilecegini

gostermistir.

Sainz ve ark.2”® 'nin yaptig1 ¢alismada melatoninin, mitokondriden serbest radikal
olusumunu engelleyerek apoptozisi énledigini rapor etmislerdir. Kunduzova ve ark.1?
renal I/R hasarl ratlarda melatoninin uygulamasinin lipit peroksidasyonu ve bir apoptoz
belirteci olan kaspaz-3 in aktivasyonunu baskiladigini tespit etmislerdir. Melatoninin
oksidatif strese bagli hiicre hasarimi azaltarak, serbest radikallerin tetikledigi hiicre
6liminde anti-apoptotik ajan olarak rol almasi ile agiklamiglardir.

Periodontitisli ratlarda bobrek fonksiyonel durumunu gosteren belirteclerde
belirgin bir bozulma tespit etmedigimizden melatoninin renal koruyucu etkilerini
yeterince degerlendiremedik. Ancak periodontitisli ratlarda 6zellikle sistatin C seviyeleri
ve lire kreatinin de tespit edilen hafif artiglarin melatonin grubunda diisiis gosterdigi
goruldii. Bu smirli veri, Gulle ve ark.' ile uyumlu olarak, renal koruyucu etkinlige kanit
olarak gosterilebilir. Bu calisma sinirlar1 dahilinde melatoninin bobrek koruyucu

etkilerinin hem periodontal cep bolgesi ve hem de direkt olarak hasarli bobrek dokusu

Uzerine etkileri yoluyla gergeklestigi disiiniilebilir. Yapilan g¢alismalarda insan ve
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hayvanlarda melatoninin periodontitis iliskili TNF-a!® 276 277 |L-1p%"", MDA, 8-
OHdG¥8, OSI*° ve RANKL!8 19166, 2771 gingival doku ve serum diizeylerindeki artislar
sinirlandirdig, antioksidan durumu ise destekledigi gosterilmistir.'® 166

Kose ve ark.1%® 24 erkek ratin sol ve sag mandibular birinci molar dislerine 3.0
ipek ligatiir yerlestirerek deneysel periodontitisi indiiklemislerdir. Daha sonra Dp-Mel
grubunda ligatiirler ¢ikarilip melatonin (10 mg / viicut agirligi), Dp ve kontrol gruplarinda
da salin intraperitoneal olarak 14 gin slreyle uygulamislar. Sekizinci haftanin ilk
giiniinde tiim gruplarda ratlarin 6tenazisini takiben mandibular ve kardiyak sol ventrikul
doku oOrnekleri alinip parametreler incelenmis. MDA seviyelerinde o6nemli 6lglide
artig; sol ventrikuldeki GSH, stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (KAT) seviyelerinde
ise hafif bir artis gézlenmistir. Bununla birlikte oksidatif streste (8-OHdG ve OSI) 6nemli
bir artis tespit etmislerdir.1%6: 223

Her ne kadar ¢alismamizda direkt olarak degerlendirmemis olsak da, melatoninin
periodontal alandaki proinflamatuar durum ve oksidatif stresi baskilamasi yoluyla,
buradan bobreklere ulasan inflamatuar irritasyonu azaltmast muhtemeldir. Dahasi,
melatonin lipofilik yapis1 sayesinde diger tiim dokular gibi bobreklere de etkili bir sekilde
nifuz edebilir ve giclu antioksidan, antiinflamatuar ve immunmodulator etkileri yoluyla
dokudaki inflamasyonu ve yapisal hasarlar1 sinirlandirabilir. Pek ¢cok deneysel ¢calismada
melatonin uygulamasimnin hasarli bobreklerde oksidatif™ 2% 24 ve nitrozatif?® 2 stresler ile
apoptotik degisiklikleri® baskiladigi, dahasi bobrek fonksiyonlarindaki bozulmalar:

s1n1r1and1rd1g116v 17,20

gosterilmistir.
Kunduzova ve ark.'?® melatonin ile én tedavinin akut tiibiiler nekroz gelisimine

karst korudugunu ve postreperfiizyon hasarindan sonra bobrek fonksiyonunu

tyilestirdigini gostermistir.
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Aktoz ve ark.?!” yapmis oldugu ¢alismada I/R hasari olusturulan ratlarda (ire,
kreatinin ve MDA seviyelerinde 6nemli bir artis, SOD ve KAT aktivitelerinde ise azalma
oldugunu ve bébrek dokularinda tiibiiler nekroz olustugunu gozlemlemislerdir. Melatonin
tedavisinin MDA seviyesinde 6nemli bir azalma, SOD aktivitesinde ise artma oldugunu,
dahas tiibiiler nekrozda dikkate deger bir azalma oldugunu belirtmislerdir. Sonug olarak
melatoninin fonksiyonel, morfolojik ve biyokimyasal hasara karsi koruyucu etki gosteren
etkili bir antioksidan oldugunu raporlamislardir.

Calismamiz kapsamli olmasina ragmen bazi limitasyonlara sahiptir. Deneysel
periodontitis modelinde destek doku yikimi insanlardakinin aksine akut olarak ortaya
cikmakta ve yikict bir sekilde ilerlemektedir. Siddetli lokal inflamatuar cevaba bagl
olarak belirgin sistemik inflamatuar etkiler ortaya c¢ikmaktadir.®® Bu sebeple
bulgularimizin insanlardaki periodontitis ile direkt olarak iliskilendirilmesi hatal1 olabilir.
Ikinci olarak, deneye sadece erkek ratlarin dahil edilmesi bulgularin her iki cinsiyet
acisindan yorumlanmasini miimkiin kilmamaktadir. Son olarak, ne yazik ki ratlarda
periodontitis tedavisinde etkinligi genel olarak kabul edilmis bir melatonin uygulama
protokolii (doz, uygulama sekli, uygulama zamani, uygulama siiresi vb.) heniiz mevcut
degildir. Bu baglamda, bu can alici konuda insan ¢alismalarina onciiliik edebilecek yeni

ve daha kapsamli deneysel ¢aligsmalara ihtiya¢ oldugu agiktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu deneysel caligsma;

1.

Ratlarda 3.0 ipek ligatiiriin 35 giin slireyle uygulanmasinin plak birikimi ve
mekanik travmatizasyon yoluyla belirgin bir alveoler kemik kaybina neden
oldugunu,

Periodontitis indiiksiyon fazim1 hemen takiben uygulanan 14 gilnlik (10
mg/kg/gln) sistemik melatonin uygulamasinin alveoler kemik kaybini
belirgin olarak siirlandirabildigini,

Deneysel periodontitisin rat bobrek dokusunda oksidatif stres artigsi ve
apoptotik degisiklikler yan1 sira histopatolojik olarak dejenerasyonlara neden
oldugunu,

Deneysel periodontitisin bobrek fonksiyonel parametrelerini belirgin olarak
etkilemedigini,

Periodontitis indiiksiyon fazin1 hemen takiben uygulanan 14 gilnlik (10
mg/kg/gln) sistemik melatonin tedavisinin ise s6éz konusu inflamatuar ve

yapisal bozulmalar1 belirgin olarak sinirlandirabildigini ortaya koydu.

Bdbrek dokusunda periodontitis tarafindan provoke edilen, uzun dénemde

fonksiyonel bozulmalara da neden olabilecek, oksidatif stres, enzimatik aktivite ve

belirgin yapisal patolojilerin azaltilmasinda melatonin 6nemli bir destek tedavi ajani

olabilir.
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