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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DENEYSEL PERIODONTITIS MODELINDE INFLAMASYON VE DOKU HASAR
PARAMETRELERININ ELiSA YONTEMI iLE iINCELENMESI

Ozge IPEK

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Tez Damismani: Dr. Ogrt. Uyesi Volkan KARACAOGLAN
ikinci Damisman: Dr. Esra BUBER
Eyliil 2019, 55 sayfa

Bu caligmada deneysel periodontitis modeli olusturulan sicanlarda IL-18, IL-6, IL-10, TNF-a,
TGF-B, ve MMP-8 seviyelerinin kalp dokusundaki diizeylerinin periodontisli ve saglikli
ratlardaki diizeylerinin karsilastirilmasi ve periodontitise bagli kalp rahatsizliklarina yonelik

biyomarkerlarin bulunmasi amaglanmistir.

Periodontitis, diseti dokusundan kaynaklanan ve tedavi edilmediginde daha derin dokulara
inerek kemik biitlinliiglinli bozan bir hastaliktir. Periodontal hastalik, sadece bulundugu
dokuda degil basta kalp olmak iizere ve diger organlara da etki edebilmektedir. Periodontitis
patolojisinde bir¢ok faktor gorev almaktadir. Hastaligin patogenezinin tam olarak anlasilmasi

icin hastalikla ilgili sitokinlerin arastirilmasi gerekmektedir.
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OZET (devam ediyor)

Calisgmamiz 20 adet Winstar ratlarkullanilarak planlandi. Ratlar hic¢bir islem uygulanmayan
saglikli kontrol grubu (grup 1), bir haftalik diseti inflamasyonu olusturulmus pre grubu (grup
2) ve iki haftalik diseti inflamasyonu olusturulmus pro grubu (grup 3) olarak ayrildi. Ratlar 90
mg/kg Ketosol ve 10 mg/kg Ksilazin uygulanarak anesteziye alindi. Deney gruplarindaki
(grup 2, grup3) ratlarin alt birinci molar dislerinin etrafina 3,0 ipek siitur baglanmasiyla
periodontitis modeli olusturuldu. Ornek incelemesi igin ratlardan kalp dokular1 alindi.
Dokular tartilarak Lysis Buffer tamponu ile homojenizasyon tamponu olusturuldu ve 6rnekler
kullanilarak IL-1B,IL-6, IL-10, TNF-a, TGF-p ve MMP-8 diizeyleri Elisa yontemiyle
incelendi. Periodontitisli ratlarda kontrol grubuna gore tiim sitokin diizeyleri daha yiiksek
oranda bulundu. Bu ¢alisma, kardiyovaskiiler hastaliklarin teshisine yonelik biyomarkerlarin

aragtirtlmasi amaciyla planlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Periodontitis, {ltihap, Sitokin, Doku hasar1

Bilim Kodu: 401.01.00
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

INVESTIGATION OF INFLAMATION AND TISSUE DAMAGE PARAMETERS IN
THE EXPERIMENTAL PERIODONTITIS MODEL BY ELISA METHOD

Ozge IPEK

ZonguldakBiilent Ecevit University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Thesis Advisor: Assist. Prof. Dr. Volkan KARACAOGLAN
Co-Adyvisor: Dr. Esra BUBER
September 2019, 55 pages

In this study, the comparison of the levels of IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, TGF- and MMP-§
with the periodontal and systemic control (K) group in the experimental periodontitis model
and the systemic analysis of these biomarkers. The aim of this study was to investigate the

effect on heart tissue.

Periodontitis is a disease that degenerates bone integrity by going down to deeper tissues
when left untreated due to gingival tissue. Periodontitis has a multifactorial origin.
Periodontal disease may affect not only the tissue in which it is located, but also the heart and
other organs. In order to fully understand the pathogenesis of the disease, it is necessary to

search for the related diseases.



ABSTRACT (continued)

20 Winstar rats were included in the study. The rats were divided into two groups as healthy
control group (group 1), one week gum inflammation pre group (group 2) and two week gum
inflammation pro group (group 3). Rats were anesthetized with 90 mg / kg Ketosol and 10 mg
/ kg Xylazine. Periodontitis model was created by attaching 3.0 silk sutures around the lower
first molar teeth of the rats in the experimental groups (group 2, group 3). Heart tissues were
obtained from rats for sample analysis. Tissues were weighed and homogenization buffer was
created with Lysis Buffer buffer and cytokines such as IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-a, TGF-$ and
MMP-8 were examined by Elisa method. All cytokine levels were higher in periodontitis rats
than in the control group. This study was planned to investigate biomarkers for the diagnosis

of cardiovascular diseases.

Keywords: Periodontitis, Inflammation, Cytokine, Tissue damage

Science Code: 401.01.00

vi



TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimim siiresince desteklerini ve emeklerini esirgemeyen tez danigsmanim

Dr. Ogr. Uyesi Volkan KARACAOGLAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Anabilim Dali Baskamimiz Prof. Dr. Kemal BUYUKGUZEL ve Dr. Ogr. Uyesi Ugur
GULSEN’e ve deneysel calismalarim sirasinda yardimlarmi esirgemeyen Hacettepe
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali ¢alisanlarina ve Dr. Esra Biiber’e

tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez c¢alismasinin deneysel periodontitis modeli ¢aligmalari, Zonguldak Biilent Ecevit
Universitesi'nde Dr. Ogr. Uyesi Ugur GULSEN gozetiminde; &rneklerin hazirlanmasi,
ELISA calismalari ile tezin tiim yazim asamalar1 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali’nda Dr. Esra BUBER gézetiminde; histolojik analizler Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’'nda Dog. Dr. Dilara
ZEYBEK gozetiminde; anatomik analizler ise Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Anatomi
Anabilim Dalr’'ndan Prof. Dr. Hakan Hamdi CELIK ve Ankara Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Temel Bilimler Béliimii'nden Ogr. Gér. Dr. Mert OCAK gozetiminde yapilmustir.

Degerli hocalarima katkilarindan dolay1 tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman manevi desteklerini esirgemeyen canim aileme saygi ve tesekkiirlerimle...

Bu ¢aligmanin bir kismi, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2018- 74509460-01).

vil






ICINDEKILER

Sayfa

KIABUL: ..ot s s nessn s anannanes i
O ZE T ettt et et e ettt ettt ettt et e et et ettt et et ettt ea et ee e iii
ABSTRACT ...ttt ena e v
TESEKKUR ...ttt vii
TCINDEKILER........oueeieieeeeeeeeeeeeee ettt s s s s senas ix
SEKILLER DIZINT.......ooiiiiiiioeeeeeeeeeeeeeee e xi
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI........cocoiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, xiii
BOLUM 1 GIRIS .o, 1
BOLUM 2 GENEL BILGILER .......coovoviiiieieeeeieeieeeeeeee e, 3
2.1 PERIODONTAL HASTALIK ......cooviiioiieeieieeeieeeeeeeeee e, 3
2.2 PERIODONTITISIN NEDENLERI.........cooooiviiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee e 5
2.3 PERIODONTITISIN OLUSUM MEKANIZMASI........oooiiiiiieeeeeeeeeeeeeenn 5
2.4 PERIODONTITISIN DIGER HASTALIKLARLA TLISKIST ..o, 7
2.5 PERIODONTITISIN KARDIYOVASKULER HASTALIKLARLA ILiSKISI............. 8
2.6 PERIODONTITIS VE SITOKINLER ........c.cooiviviiiieiieeeeeeeeeeeeesee e 8
2.6.1 Timor Nekroz Edici Faktor (TINF-0L) .....c..oeeviiiiiiiieiiecceeeeee e e 9
2.6.2 INLETIOKIN 1P vt 9
2.6.3 TNLETIOKIN-T0 1.ttt ettt ee et et ee e et et ee e eeeenenene 10
2.6.4 Transforming biiyltime faktorii- B (TGF-B) .ccveeeeiiieiieeeeeeeeeeeeeee e, 10
2.6.5 TILETIOKINAG ..ottt ettt et ettt e e et et et eae e eeeeeeeeneaeene 11
2.6.6 Matrix metallioproteinase-8 (Kollajenaz Tip 2= MMP-8) .......ccccceeviiviieninnrienen. 11
BOLUM 3 GEREC VE YONTEMLER .......cccooooviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesee s nassees 13
3.0 GEREGLER. ...t 13

X



ICINDEKILER (devam ediyor)

Sayfa

3.2 DENEYSEL PERIODONTITIS MODELI ......ooieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
3.3 MIKRO-BT ANALIZLERI ... .oo oot e e e ees s eeeseesesans 16
3.4 HISTOLOJIK ANALIZLER ..o oo es e eeses e 17
3.5 DOKU ORNEKLERININ HOMEJENIZASYONU .....oioioeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 17
3.6 TOTAL PROTEIN MIKTARININ BELIRLENMEST .....ooovioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 18
3.7 ELISA YONTEMI ..ot e e e e e e s e e e e s eseneeseesesans 18
3.8 ISTATISTIKSEL ANALIZLER .....oooooeeeeeeeeeeee oo e e ee e ees s eeeseesesans 19
BOLUM 4 BULGULAR ..o oo et e e e e e e ee e s e s e s e e e e e e e ae e e eseseesesens 21
4.1 DENEYSEL PERIODONTITIS MODELI ....ovovoeee oo 21
4.2 MIKRO BT ANALIZLERT ..o 21
4.3 HISTOLOJIK ANALIZLER ..o oo e ereesees e ees e e e e esesas e 23
4.4 TOTAL PROTEIN MIKTARININ BELIRLENMEST ....ooovieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 29
4.5 ELISA CALISMALARL ...ttt 29
4.5.1 IL1beta ELISA SONUGIAIT ...cccuvviiiieiiiee e 30
4.5.2 TLO ELISA SONUGIATT.....cccuiiiiiiiieiiie ettt e e s 31
4.5.3TL10 ELISA SONUGIAIT .....uviiiiiiieiiieciie ettt e 32
4.5.4 MMP-8 ELISA SONUGIATT....cccuvviiiieiiiiieceieee et 32
4.5.5 TGF-B ELISA SONUGIATT.....ccciiiiiiiiieiiiieeiiee ettt ette et evee e e e sveeeseveeesaveeeeneas 33
4.5.6 TNF-0 ELISA SONUGIATT.....ccciiiiiiiieiiiieeiieeceeeee ettt 34
BOLUM 5 TARTISMA ..o 37
BOLUM 6 SONUC VE ONERILER .........cooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
KAYNAKLAR . ..ot e et e e e es e s e s e e es e e e s e s ees e s eaeeseeseeseseesessenseseeseesensssesearens 43
OZGECMIS et 55



SEKILLER DiZINi

No Sayfa
Sekil 2.1 Diste plak OIUSUMUL........eeiiiiiieiieeiie ettt e ee e et e e reeesnseeesnreeens 7
Sekil 3.1 Deneysel periodontitis modelini olusturulmasi...........cccceeviiniiiiieniiieiieic e 16
Sekil 4.1 Kontrol grubuna ait gOrintliler. ..........ccoooiiiiiiiiiiiieie e 22
Sekil 4.2 Grup 1 siganlara ait @Orintller..........cccveviviiiiieriiiiiieie e 22
Sekil 4.3 Grup 2 siganlara ait @Orintller...........ccuevviiiiieiieiiieie e 23
Sekil 4.4 Deney gruplarinda alt ¢ene mikrograflari. Mandibula iizerinde disler ve altindaki
izlenmektedir. A: Kontrol B: Grup 1 C: Grup 2 (Stereomikroskop X16)................. 24
Sekil 4.5 Deney gruplarinda alt ¢gene mikrograflari. Bir hafta sonraya ait 6rnekte hiperemi
1zlenmektedir. A: Kontrol B: Grup 1 C: Grup 2 (Stereomikroskop X25)................. 24

Sekil 4.6 Deney gruplarinda alt ¢genenin daha biiyiik biiyiitmede mikrograflari. Ligasyon
yapilan alan koyu renkte izlenmekte, koyu renkteki granulasyon dokusu altinda
hiperemi gozlenmektedir. A: Kontrol B: Grup 1 C: Grup 2
(StereomikroSkop X40). c..oeeuiiiiieiieeieee et 24

Sekil 4.7 Deney gruplarinda alt ¢ene kesitleri. Mandibula {izerinde dis kesitleri, cok katli yass1
gingival epitel, altindaki bag dokusu, dislerin tutundugu alveol kemik izlenmektedir.
A: Kontrol B: Grup 1 C: Grup 2 (Hematoksilen eosin X12,5).......c.ccccevvieveriiencennens 25

Sekil 4.8 Kontrol grubuna ait mikrograflar. Gingival epitel sement-mine bileskesinde
biitlinliigiinli korumaktadir. Alveoler kemik ve periodontal ligamentin normal
histolojik yapisi izlenmektedir. P: Pulpa, D: Dentin, PDL: Periodontal ligament,

AB: Alveolar kemik, CEJ: Cement-mine bileskesi (Hematoksilen-eosin A,
B:X 40, Al All: XT100). oottt 26

Sekil 4.9 Ligasyondan 1 hafta sonrasina ait (Grupl) 6rnek kesitler. A, Ai, Aii, Bi- Ligasyon
yapilan alanda gingival epitelin yerine granulasyon dokusu, sutur materyali (siyah
ok), periodontal cep olusumu, inflamasyon (beyaz ok) izlenmektedir. Bii-Ligasyon
yapilmayan alanda iki dis arasinda gingiva epiteli, altindaki bag dokusunda
periodontal ligament izlenmektedir. AB: Alveolar kemik CEJ: Cement-mine
bileskesi (Hematoksilen-eosin A, B:X 40, Ai, Aii, Bi, Bii: X100). ........ccceeenreeneee. 27

Sekil 4.10 Ligasyondan 2 hafta sonrasina ait (Grup 2) érnek kesit. Ai- iki komsu dis arasi,

B- Dis ve altindaki alveolar kemik iliskisi Aii- Aiv- Disin altindaki alanlarin biiyiik
biiylitmesi. Ligasyon yapilan alanda nekrotik doku (beyaz ok), belirgin inflamasyon
(yildiz), osteoklast hiicreleri (siyah ok) ile yer yer kemikte rezorbsiyon
izlenmektedir. (Hematoksilen-eosin, A:X 40, Ai, Aii, Aiii, B: X100, Aiv: X200)...28

Sekil 4.11 Protein miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafige bir 6rnek. ......... 29
Sekil 4.12 Elisa yONTEMI OINETL. ..eeevvireeiiieeiieeiieeerieeesieeesiteeeeveeesseeessaeessseeesseeessseeessseeenssens 30
Sekil 4.13 Kalp dokularina ait IL1beta Elisa sonuglart (p=0,019)......ccccevveriiirviiiniiiiiieenen. 30

X1



SEKILLER DiZIiNi (devam ediyor)

No Sayfa
Sekil 4.14 Kalp dokularina ait IL6 ELISA sonuglart (p=0,004). ........cccceevieriiienieniieieeenee, 31
Sekil 4.15 Kalp dokularina ait IL10 ELISA sonuglart (p=0,012). ...cceevvvieviiiiieieeiieiieeee, 32
Sekil 4.16 Kalp dokularina ait MMP-8 ELISA sonuglart (p=0,022) .....c.ceoevvievcieencrieeereeenen. 33
Sekil 4.17 Kalpdokularina ait TGF-B ELISA sonuglart (p=0,021).....ccccceevevievcieeniiieerieeenen. 34
Sekil 4.18 Kalp dokularina ait TNF-a ELISA sonuglart (p=0,161)......cccccccvvevcviiniieenreeeneen. 35

Xii



BCA
BSA
CBB
CP
DMSO
EDTA
EGTA
ELISA
ESCC
IgG
IL-10
IL-1B
IL-6
KVH
MMP
OSscC
PMSF

TEMED
TNF

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

: Agresif periodontitis

: Bikinkoninik as

: S1gir serum albumin

: Commasie brillant blue

: Kronik periodontitis

: Dimetil siilfoksit

: Etilendiamin tetraasetik asit

: Etilen glikol tetraasetik asit

: Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay
: Ozofagus skuaméz hiicreli karsinom
: Immiinoglobin GK

: Interlokin 10

: Interlokin 1 beta

: Interlokin 6

: Kardiyovaskiiler hastalik

: Matriks metallioproteaz

: Oral skuamoz hiicreli karsinom

: Fenilmetilsiilfonil floriir

: Romatoid artrit

: Tetrametilendiamin

: Timor nekroz faktor

Xiii






BOLUM 1

GIRIS

Periodontitis dis biitlinliigiinii etkileyen bir hastalik olup dis ¢evresindeki doku ve kemikte
goriiliir [1]. "Periodontitis" terimi iki kelimeden olusur, bunlardan ‘periodontal’ — ‘disleri
cevreleyen yapi’ anlamina gelirken ‘itis ise ‘iltthap’ anlamina gelir. Periodontal hastaliklar,
eskiden beri ¢ogu insan1 etkileyen agiz hastaliklarindandir. Cin ve Misirhilar tarafindan 4000

yil kadar ge¢mis bir silirecte inflamatuar bir durum olarak tanimlanmistir [2].

Periodontitis oldukg¢a yaygin gériilen bir saglik durumu olup Diinya Saglik Orgiitii raporuna
gore toplumun yaklasik %15- 20’sinde periodontitis hastalig1 goriilmektedir [3]. Periodontitis
gingivitis ile baglar. Gingivitis, dis ¢evresindeki bakterilerin baglattigi tiirde bir
inflamasyondur [4]. Periodontitis, her zaman gingivitisten sonra olusur, ancak biitiin

gingivitisler periodontitise doniismeyebilir [5].

Ag1iz boslugunda yaklasik 700 bakteri tiirii bulunur [6]. Bu bakterilerin sayica artist
inflamatuvar reaksiyonlar1 baglatir. Periodontitisin ilerlemis halinde inflamasyona bagli olarak
dokularda parcalanma ve periodontal cep olusumu goriiliir [7]. Periodontal cep,
inflamasyonun ilerlemesini kolaylastirir. Cilinkii patojen bakteriler bu cebe yerleserek bir
baski yaparlar ve diste birikerek plak olusumuna neden olurlar [8]. Sayica artis gosteren
patojen bakterilerin etkileri sadece dis ve dis dokusu ile sinirlt degildir, ayn1 zamanda sistemik
dokular iizerinde de olumsuz etkileri s6z konusudur [9]. Olusan bu bakteri plaginin
kardiyovaskiiler hastaliklar [10], pulmoner hastaliklar [11], seker hastaligi [12], romatoid
artrit [ 13] gibi bir¢cok hastaliklada iliskili oldugu gosterilmistir.

Periodontitisin ilerlemesi lizis ile olmaktadir ve bu yikim ilk olarak yumusak dokularda
goriilmeye baslar [14]. Bakterilerden salgilanan g¢esitli faktorler de doku yikiminin

ilerlemesine neden olur.



Tim bu reaksiyonlara cevap olarak savunma hiicreleri periodontitisli bolgede toplanir ve
immiin cevabi olusturur [15]. Periodontitis daha da ilerlerse kemik kaybi ve dis dokiilmesine

neden olur [7].

Periodontitis patojenezinde doku yikimini baglatan enzimler matrix metalloproteinazlardir
[16]. Daha sonra bagisiklik hiicreleri tarafindan salgilanan TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi

sitokinler periodontitisin patolojisinin ilerlemesini hizlandirirlar [17].

Periodontitis; agresif periodontitis (AgP) ve kronik periodontitis (CP) olarak ikiye ayrilir.
Agresif periodontitis inflamasyonun daha ilerlemis halidir ve genellikle kemik kaybiyla
sonuclanir. Bu ¢alismanin konusu, kronik periodontitis olup kronik periodontitis her yasta

goriilebilen ve oldukca yavas ilerleyen tiirtidiir [18].



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1 PERIODONTAL HASTALIK

Periodontitis dis biitiinliigiinii etkileyen bir hastalik olup dis ¢evresindeki doku ve kemikte
goriiliir [1]. "Periodontitis" terimi iki kelimeden olusur, bunlardan ‘periodontal’ — ‘disleri
cevreleyen yap1’ anlamina gelirken ‘itis ise ‘iltthap’ anlamina gelir. Periodontal hastaliklar,
eskiden beri ¢ogu insan1 etkileyen agiz hastaliklarindandir. Cin ve Misirlilar tarafindan 4000

yil kadar ge¢mis bir siirecte inflamatuar bir durum olarak tanimlanmaistir [2].

Periodontitis olduk¢a yaygin gériilen bir saglik durumu olup Diinya Saglik Orgiitii raporuna
gore toplumun yaklasik %15- 20’sinde periodontitis hastalig1 goriilmektedir [3]. Periodontitis
gingivitis ile baslar. Gingivitis, dis c¢evresindeki bakterilerin baslattig1 tiirde bir
inflamasyondur [4]. Periodontitis, her zaman gingivitisten sonra olusur, ancak biitiin

gingivitisler periodontitise doniismeyebilir [5].

Agiz boslugunda yaklasik 700 bakteri tiirii bulunur [6]. Bu bakterilerin sayica artisi
inflamatuar reaksiyonlar1 baglatir.Periodontitisin ilerlemis halinde inflamasyona bagl olarak
dokularda parcalanma ve periodontal cep olusumu goriiliir [7]. Periodontal cep,
inflamasyonun ilerlemesini kolaylastirir. Ciinkii patojen bakteriler bu cebe yerleserek bir
baski yaparlar ve diste birikerek plak olusumuna neden olurlar [8]. Sayica artis gosteren
patojen bakterilerin etkileri sadece dis ve dis dokusu ile sinirli degildir, ayn1 zamanda sistemik
dokular iizerinde de olumsuz etkileri s6z konusudur [9]. Olusan bu bakteri plaginin
kardiyovaskiiler hastaliklar [10] pulmoner hastaliklar [11], seker hastaligi [12], romatoid artrit
(RA) [13] gibi bir¢ok hastalikla da iligkili oldugu gosterilmistir.



Periodontitisin ilerlemesi lizis ile olmaktadir ve bu yikim ilk olarak yumusak dokularda
goriilmeye baslar [14]. Bakterilerden salgilanan g¢esitli faktorler de doku yikiminin
ilerlemesine neden olur. Tiim bu reaksiyonlara cevap olarak savunma hiicreleri periodontitisli
bolgede toplanir ve immiin cevabi olusturur [15]. Periodontitis daha da ilerlerse kemik kaybi1

ve dis dokiilmesine neden olur [7].

Periodontitis patojenezinde doku yikimini baglatan enzimler matrix metalloproteinazlardir
[16]. Daha sonra bagisiklik hiicreleri tarafindan salgilanan TNF-a, IL-1f ve IL-6 gibi

sitokinler periodontitisin patolojisinin ilerlemesini hizlandirirlar [17].

Periodontitis agresif periodontitis (AgP) ve kronik periodontitis (CP) olarak ikiye ayrilir.
Agresif periodontitis inflamasyonun daha ilerlemis halidir ve genellikle kemik kaybiyla
sonuglanir. Bu ¢alismanin konusu, kronik periodontitis olup kronik periodontitis her yasta

goriilebilen ve oldukga yavas ilerleyen tiirtidiir [18].

Kronik periodontal hastaliklar, disleri ve periodontal destek dokularini etkileyen ve bazi
durumlarda geri donilisiimsiiz hasarlara neden olabilen inflamatuar hastaliklar: icerir [19].
Kronik periodontal hastalik terimi, hem plaga bagl gingivitise hem de kronik periodontitise
atifta bulunur. Plaga bagli gingivitis, junctional epitelin iltthabidir [20]. Ek olarak,
periodontitisin en sik goriilen formu olan kronik periodontitis, disleri destekleyici dokularda
hizli, kemik dokusunda ise daha yavas ilerleyen bir inflamasyon olup diseti ¢ekilmesi ile
karakterize bir durumdur [21]. Kesitsel epidemiyolojik calismalar, diseti iltihabinin
cocuklarda oldukca yaygin oldugunu [22] ve bir¢ok yetiskini etkiledigini gdstermistir [23].
Ayrica, kronik periodontitis, diinya ¢apinda 6nemli bir saglik problemidir [24].

Gingivitis, dental biyofilm birikiminin bir sonucu olarak gelisir. Mikroorganizma sayisindaki
genel bir artis ve agiz florasinin degisimi ile olugur. Calismalar, periodontitisin gingivitisten
gelistigi gostermektedir. Albandar ve dig. (1998) kronik periodontitisin ¢ok faktorlii bir
hastalik oldugunu belirtmislerdir. Bakterilerin rolii birincil olmakla birlikte, bir dizi konakg1
ile ilgili faktorlerin ¢esitli klinik sunumlarini ve ilerleme oranlarini etkiledigi varsayilmaktadir

[25-27].



2.2 PERIODONTITISIN NEDENLERI

A&z boslugunda bulunan bakteriler ve bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar bir¢ok
calismanin konusu olmustur [28]. Periodontitis bakteriyel inflamasyonlarin en énemlilerinden
biri olup hastaligin sebebi agiz boslugundaki plak olusumundan sorumlu patojen bakterilerdir
[29, 30]. Agiz boslugunda tiim bakterilerin olusturdugu bu koloniye mikrobiyota denir [31].
Bu genis mikrobiyotadaki artan bakteri sayis1 periodontitisin olusumundaki ilk etkendir [32,
33] Bu bakteriler P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum, C. recta gibi tirlerdir[34]. Dis
etine yerlesen patojen bakterilerin salgiladig1 toksinler ve mikrobiyal iiriinler dis etinde
inflamasyon ve doku zedelenmesine neden olabilirler [14]. Patojen bakterilerden salgilanan
cesitli faktorler doku yikimina neden olan bir diger etkendir [35]. Bu bakteriler disinda

periodontal hastalik etiyolojisinde Herpes viriisleri ve Epstein-Barr viriisleri de rol alirlar [36].

Saglikli dis eti dokusu ve orada yasayan bakteriler arasinda bir denge s6z konusudur [37].
Hastaliklar, sigara kullanimi, stres, agiz bakimmin yapilmamasi, cinsiyet, yas gibi cevresel
faktorlerden dolayr bu denge bozulabilir ve periodontitisin ilerlemesi kolaylasir [38].
Periodontitis, sistemik hastaliklarla birlikte de gelisebilir. Ornegin diyaliz uygulanan
hastalarda goriilme siklig1 saglikli bireylere gore daha yiiksektir [39]. Bu nedenle periodontitis

tanisinda hastanin sistemik durumunun bilinmesi ¢ok 6nemlidir.

2.3 PERIODONTITISIN OLUSUM MEKANIZMASI

Temiz ve saghkli dis yiizeyinde gram (+) bakteriler baskinken inflamasyon ve plak
olusumuna bagli olarak mikrobiyotada gram (-) bakteriler iistiinlik gosterir [40]. Cebe
yerlesen bu gram (-) bakteriler ve enzimleri doku bolgesinde lizise neden olur ve doku kemik
bolgesinden ayrilir [14]. inflamasyona bagli olarak bakterilerin yerlesecegi bir alan olusur ve
bakteriler sayica artig gosterirler. Buna bagl olusan yanit, notrofil ve 16kosit gibi bagisiklik
faktorlerinin disetinde toplanmasina neden olur [41]. Nétrofiller, bakterileri fagositozla
pargaladikca nétrofillerden salgilanan toksik salgilar dokuya zarar verir ve boylece notrofiller
dogal bagisikligin olusmasini saglarlar [15]. Notrofiller doku yikimina neden olan MMP’yi
inflamasyonlu bolgeye salarlar. Periodontitisteki baskin MMP'ler MMP-8 ve MMP-9'dur
[16]. En son siirecte ise bakterilerin ¢ogalmasi ve bakterilerden salgilanan toksik salgilarin

bolgeye zarar vermesine bagli olarak bir cep olusumu ve kemik kaybi goriiliir [7].



Periodontitis ilerledik¢e cep derinlesir ve bakterilerin bu bolgedeki artisi hizlanir. Sayica artan

bakteriler konagin savunma mekanizmasini asarak doku yikimini baslatirlar[42].

Periodontal doku yikimda temel olarak TNF-a ve IL-1p sitokin diizeylerinde artig goriiliir
[43]. TNF-a, aktive olmus monosit, makrofaj ve T lenfositleri gibi bagisiklik hiicreleri
tarafindan salgilanir [44]. Plak yumusak ve kiregsiz sert ve kire¢lenmis sekilde veya her ikisi
de olabilir. Dislerdeki plaklar i¢in kalsiyum tiikiiriikten, dis eti ¢izgisinin altindaki plaklar i¢in
ise kandan gelir [45]. Plak iizerinde ilk olusum gingivitistir. Baz1 durumlarda gingivitis,
periodontitise doniisiir. Bu kisilerde dis eti liflerinde gelisen hasar sonucu, dis etinden ayrilan
ve periodontal cep adi verilen bolgelerde subgingival mikroorganizmalar (dis eti ¢izgisinin
altinda bulunanlar) kolonilesir ve dis eti dokularinda inflamasyona ve ilerleyen siirecte de
kemik kaybma neden olur. Gingivitisin gelisim siirecinde dis plagi veya biyofilm denen

yapilar patojen organizmalar i¢in tutunma bolgesi olusturur [45].

Giincel ¢aligmalar periodontitis olusumundaki patojen organizmalarin gram-negatif anaerobik
bakteri, spiroket ve viriisler olabilecegi bildirilmistir; ancak kisiler arasindaki farkliliga bagh
olarak bir veya daha fazla tiir hastalig1 tetikleyebilir [45]. 2004'teki yapilan bir ¢aligmada ii¢
tiir gram negatif anaerobik tiirlin Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Bacteroides forsythus ve Eikenella corrodens patojen Ozellik gosterdigi

bulunmustur [46].

Bakterilerin inflamasyonlu boélgede ¢ogalmasi sonucu cebe olan baskisi artar, periodontitis
kronik bir hal alir ve geri doniisiimii olmaz. Periodontitis gelisiminde ¢evresel faktorler de rol
alir. Yapilan ¢aligmalarda sigara i¢enlerde, sigara igmeyenlere gore periodontitis ortaya ¢ikma
olasilig1 daha fazla bulunmustur. Sigara i¢enlerin dis eti sivisinda TNF-a ve IL-8 seviyelerinin
daha yiiksek oldugu ve periodontal kemik yikiminin daha yiiksek diizeyde oldugu
gosterilmistir [47, 48].

Dis ve dis etlerine verilen hasar bagisiklik sistemi tarafindan olusturulur. Bagisiklik sistemi
oral dokular ve oral mikrobiyota arasindaki normal sembiyozu bozan patojenleri yok etmekle
gorevlidir. Diger dokularda oldugu gibi, epitel dokulardaki langerhans hiicreleri, antijenleri

patojenden alir ve bunlar1 beyaz kan hiicrelerine sunar.



Bu siire¢, kemigi tahrip etmeye baslayan osteoklastlarin ve ligamentleri tahrip eden matris
metaloproteinazlarinin aktivasyonuna neden olur [45]. Sonug¢ olarak hastalig1 baslatan
bakterilerdir, ancak ana yikici olaylar, konagin bagisiklik sisteminden verdigi anormal yanittir

[46].

Sekil 2.1 Diste plak olusumu [49].

2.4 PERIODONTITISIN DIGER HASTALIKLARLA iLiSKISi

Insan agiz boslugunda birgok bakteri bir arada yasar [32]. Bu bakterilerin olumsuz etkileri
sadece dis ile smirlt kalmayip aym1 zamanda periodontitisin sistemik sagligi da etkiledigi
bildirilmistir [43]. Periodontal cep i¢indeki pro-inflamatuar sitokinler kan dolasimina gecerek
cesitli organlara da zarar vermektedirler [50]. Periodontal enfeksiyonlarin, patolojisinde etkisi
oldugu hastaliklar seker hastaligi, kanser, akciger iltihabi, alzheimer ve obezite gibi

hastaliklardir [51-53].

Periodontitis kan sekeri metabolizmasi lizerinde de etkili olabilmektedir [54]. Dis etindeki
bakterilere kars1 salgilanan kimyasallar da insiilin direnci gelismesine yol agar ve tip 2 diyabet
hastaligini tetikler [55]. Periodontal hastalik sirasinda tiretilen toksinler ve sitokinler plesenta

zarmi gecip gebeligi de olumsuz etkileyebilirler [56].



Periodontitisin kanserle de baglantili oldugu gosterilmistir [57]. Gilincel c¢alismalarda
periodontitis etkeni P. gingivalis, oral skuamdz hiicreli karsinom (OSCC) ve 06zofagus
skuamo6z hiicreli karsinom (ESCC) hastalarinda daha yiiksek fazla bulunmustur [58, 59].

Ayrica bu etkenin romatoid artrit olusumunda 6nemli rolii vardir [60].

2.5 PERIODONTITISIN KARDIYOVASKULER HASTALIKLARLA ILISKIiSI

Yapilan caligmalar periodontal hastalikla kardiyovaskiiler hastaliklarla arasinda da iliski
oldugunu gostermektedir [61]. Periodontal cep iginde hizla artis gosteren ve serbest kalan
bakteriler damarlarda inflamasyon baslatir ve kalp krizine ortam hazirlarlar [62].
Inflamasyonlu bdlgeden kan dolasimina katilan bu bakteriler viicutta savunma hiicrelerinin
iretimini artirirlar. Bu hiicrelerde cesitli sitokinler salgilayarak kardiyovaskiiler hastaliklarin,

miyokardit ve endokardit gibi kronik inflamasyonlara neden olurlar [63].

Dis eti bag dokusunda ve alveoler kemigin proksimalinde bakteriler mevcuttur. Bu
patojenlerin dolagima anatomik yatkinligi, bakteriyemi riskini ve bakteri {iriinleri ve immiin
komplekslerin sistemik yayilimini kolaylastirir ve o&zellikle kalp dokusunu etkiler.

Bakteriyemi, kalp hastalig1 olanlar i¢in riskli bir etkendir [10].

2.6PERIODONTITIS VE SITOKINLER

Sitokinler; hiicre biiylimesi, hiicre 1yilesmesi, inflamasyon ve bagisiklik olaylarin1 diizenleyen
proteinlerdir. Bir¢ok sitokin glikoprotein yapisindadir [64]. Makrofajlar, lenfositler, endotel
hiicreler ve l6kositler tarafindan fiiretilirler [65]. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanarak
etkilerini gosterirler [66]. Genel olarak depolanmazlar ve salinimlar1 gegicidir. Ayni
hiicrelerde etkileri farkli olabilir ve degisik sekillerde hiicrelere etki ederler. Lenfositlerden
salindigt zaman lenfokin, monosit ve makrofajlardan salindigt zamanda monokin,
kemotaksiste etkili olanlarina kemokin, tek bir 16kosit tarafindan iiretilenlere interlokin denir.
Etki etme bicimine gore siniflandirildiginda; sentezlendigi hiicreyi aktive ediyorsa otokrin,
komsu hiicrelere etki ediyorsa parakrin, kan yoluyla tasimip uzaktaki bir hiicreyi aktive

ediyorsa endokrin etki denir [67].



Sitokinler, bakteri ve bakteri iirlinlerine kars1 bir cevap olarak sentezlenir ve inflamasyonun
devamliligin1 saglarlar. Sitokinler inflamasyon ve bagisikligin baslamasiyla birlikte konak

cevabin siiresi ve siddetini belirlerler.

Periodontal hastaligin gelisiminde sitokinlerin etkisi vardir [68]. TNF-a, IL-18 ve IL-6
periodontal hastaligin olusumunda ilk salinan sitokinlerdir [69]. Bunlardan TNF-a, IL-18 ve
IL-6 proinflamatuar sitokinler; IL-10 ve TGF-fB antiinflamatuar sitokinlerdir [17].
Proinflamatuarlar iltihab1 artiran, antiinflamatuarlar inflamasyonu azaltan sitokinlerdir. Biitiin
bu sitokinlerin birbirleriyle farkli yollar iizerinden iliskileri vardir ve yikimin &nlenmesi,

durdurulmasi veya baskilanmasi i¢in aralarindaki dengenin saglanmasi gerekir [70].

2.6.1 Tiimor Nekroz Edici Faktor (TNF-a)

Bircok hiicre tarafindan salgilanan bagisiklik yanitinin olusmasinda goérevli 185 aminoasitlik
bir glikoprotein hormonudur [71]. TNF-a, nétrofilleri, aktive ederek bakterileri 6ldiiriir [72].
Yara bolgesindeki hiicrelere etki ederek IL-1 ve IL-6’nin kan dolasimina katilmasini saglar

[73].

Damar diiz kaslarin1 gevseterek kan basincini azaltir. Damar i¢ yiizeyinde pihtilasma onciilleri
arasindaki dengeyi etkileyerek pihtilagma sistemini aktive eder. Notrofil aktivitesi ve MMP
salimimini saglar. Dis etinde inflamasyon artmasina bagli olarak TNF-a miktar1 da artar ve
periodontitis olusumunda direkt etkilidir [74]. Farkli hiicreler iizerinde bagisiklik diizenleyici

etki de gosterir.

2.6.2 Interlokin 1-p

IL1B nin biyolojik etkileri TNF-a ile benzerdir [44]. Periodontal hastalikta bag dokusu
yikiminin baglangi¢ ve ilerleme sathasinda rol alir [75]. Yiiksek miktarda salgilandiklarinda
kan dolasimina girip endokrin etki gosterirler. interldkin-1B, ayrica diger mediyatdrlerin

(TNF-a, IL-6, MMP v.s) tiretilmesine aracilik eder [76].

Yapilan ¢aligmalarda periodontitisli bireylerde IL-1p seviyesinin saglikli bireylere gére daha

yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir ve tedavi sonrasi bu seviyelerin diistiigii bildirilmistir



[77]. Litaratiirle olusturulmus bu deneysel periodontitis modelinde siganlara uygulandiginda 2

hafta sonunda kemik kaybinin, kontrol grubuna gore daha fazla oldugu gézlenmistir.

IL-1B’nin periodontal hastaliktaki yeri ge¢miste pek ¢ok arastirmaya konu olmustur [76].
Yapilan ¢alismalarda bakteri plagi uzaklastirilip iyilesme goriildiiglinde IL-1B diizeylerinde
azalma gozlenmistir [78]. Ayrica inflamasyon bolgede diger hiicreleri de etkileyerek kemik

yikimini da artirir. Bu yiizden doku hasarinin yaninda inflamasyon belirleyicisidir [79].

2.6.3 interlokin-10

T hiicreleri ve makrofajlar tarafindan iretilirler. Bagisiklik yanitinda rol oynayan
inflamasyonu azaltarak periodontitisin kontrol edilmesinde rol alir [80]. Bakteriyal ve viral
enfeksiyonlar sonucu olusan doku yikimini ve makrofajlar tarafindan IL-1p, TNF-a iiretimini

engellerler. IL-10 salinimin1 yapan 16kositlerin periodontitiste arttigi goriilmiistiir [81].

Periodontal hastaligin ilerlemesinde IL-10’un 6nemi hayvan caligsmalariyla da kanitlanmistir.
IL-10’un akut iltihabi yanitin baglamasinda roli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica MMP’lerin
iiretimini azaltarak doku yikiminin engellenmesine aracilik eder. Yani IL-10 antiinflamatuar
sitokin olarak goérev yapar. Doku yikimini azalttik¢a inflamasyonun yayilmasi da onlenmis

olur.

2.6.4 Transforming biiyiime faktorii- B (TGF- p)

Endotelyal hiicreler, T hiicreleri ve makrofajlar tarafindan sentezlenebilirler. TGF ailesinde 5
tiye vardir. TGF- B’nin periodontal yara iyilesmesinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir
[82]. TGF, matriks proteinlerinin sentezini artirarak doku yenilenmesini hizlandirir [83]. Bu
biiylime faktorii iyilesme ve doku biitiinliigiiniin saglanmasinda gorevlidir. TGF-f, TNF-o’nin
aksine kollajen proteininin sentezini artirir. Notrofilleri inflamasyon bolgesine ¢ekerek yara
iyilesmesini saglar. Ayrica yara iyilesme siirecinde hiicre ¢ogalmasi ve hiicre boliinmesini

tetikler ve doku yapimini hizlandirarak bagisiklik yanitini diizenlerler [84].
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2.6.5 interlokin-6

Fibroblast ve epitel hiicreler tarafindan sentezlenirler. Periodontitisin ilerlemesinde etkin olarak

rol alirlar. Hem inflamasyonu baslatict hem de azaltic1 6zellige sahiptirler [66].

Inflamasyonlu alanda artis gdsteren IL-6 seviyesi kollajen proteininin sentezini azaltarak kemik
yikimina neden olur [85]. Ayrica IL-6,inflamasyonlu dis dokusunda IgG miktarindaki artirarak
inflamasyonun azaltilmasini1 saglar. Bagisiklik hiicreleri ve kemik hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
aktivasyonunda gorevlidir [86].Yara bolgesinde TNF miktarini da azaltarak diizenleyici etkiye
sahiptir [87]. Boylece proinflamtuar sitokinlerin dengesini saglamis olur. Yapilan ¢alismalarda

iltihap olusumundan sonra serumda da yiiksek diizeyde tespit edilmistir [88].

2.6.6 Matrix metallioproteinase-8 (Kollajenaz Tip 2= MMP-8)

MMP-8, ¢inko igeren herhangi bir yaralanma ve inflamasyona bagli protein ve doku yikimini
baslatan enzimdir [89]. Uzun siireli MMP-8 salinimi1 doku yikimina bagli olarak diste yapisal
degisikliklere neden olur. MMP’ler fibroblast, makrofaj, epitel hiicreleri, notrofiller ve
kondrositler tarafindan sentezlenirler [90]. Periodontitis hastaliginda MMP-8 miktar1 serumda
artis gostermektedir [91]. MMP-8 seviyesi periodontal doku yikimiyla dogru orantilidir [92].
[ltihap olan bolgede asir1 artis gdsteren MMP-8 kollojen proteini doku yikimina yol agar [93].
Sonug olarak literatiirdeki bilgiler dahilinde MMP-8’nin periodontal hastaliklardaki doku
yikiminda etkisi bliytiktiir.
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BOLUM 3

GEREC VE YONTEMLER

3.1 GERECLER

Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onay1 (Toplant tarihi: 8
Subat 2018, Karar no: 2018/02-3) alindiktan sonra ¢alismamiz Biilent Ecevit Univeristesi
Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezinde {iretilen 20 adet disi Wistar ratlar
kullanilarak gerceklestirildi. Ratlar rahatca hareket edebilecekleri alanlara sahip, yem ve su
kaplarinin kafese monte edilen plastik kafeslerde barindirildi. Ratlar ¢esme suyu ve standart
rat yemi ile beslendi. Deney hayvanlar1 agirliklar1 200- 220 gr arasinda degisen, herhangi bir
hastaligi bulunmayan ve daha 6nce herhangi bir ¢alismada kullanilmamis ratlar arasindan

secildi. 20 adet rat arasindan rastgele secilerek 3 grup olusturuldu.

Kontrol Grubu (7 adet): Bu ratlara herhangi bir islem uygulanmadi.
Grup 1 (7 adet): Bir hafta sonunda sakrifiye edilen grup
Grup 2 (6 adet): iki hafta sonunda sakrifiye edilen grup

Doku ekstraktlarinin hazirlanmasit asamasinda kullanilan Complete, EDTA Free proteaz
inhibitorleri karigimi iceren tabletler Roche Applied Science’dan (Upper Bavaria, Almanya);
EDTA, pH 8,0, Teknova’dan (Hollister, CA, ABD); aprotinin, l0peptin, bestatin, pepstatin
Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD) saglandi. Protein miktarlarinin tayininde kullanilan
BCA Protein Assay kiti Thermo Fisher Scientific Pierce Protein Research Products’tan
(Rockford, IL, ABD); Bradford temeline dayali 6l¢iim yapilan Bio-Rad Protein Assay kiti
Bio-Rad’dan (Hercules, CA, ABD) temin edildi. SDS-PAGE analizlerinde kullanilan % 30
Akrilamid/Bis ¢6zeltisi Bio-Rad’dan (Hercules, CA, ABD) temin edildi.
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Calismanin farkli asamalarinda kullanilan genel kimyasallardan sodyum kloriir, sodyum
ortovanadat, B-gliserofosfat, sodyum floriir, Trizma base, Tris-HCI, bromfenol mavisi, 2-
propanol, aprotinin, 16peptin, sodyum dodesil siilfat, gliserol, etilendiamintetraasetik asit
sodyum tuzu (EDTA), etilen glikol tetraasetik asit (EGTA), 4-(2-Hidroksietil)piperazin-1-
etansiilfonik asit (HEPES), glisin, Igepal, hidrojen peroksit, B-Merkaptoetanol, N,N,N’,N’-
tetrametiletilendiamin (TEMED), Tween-20, Triton X-100, fenilmetansiilfonil floriir (PMSF),
Commasie brillant blue (CBB) G250, sigir serum albumini (BSA), hidroklorik asit, etanol,
metanol, sodyum hidroksit, sodyum asetat, kalsiyum kloriir, potasyum klorilir, magnezyun
kloriir, MOPS, potasyum kloriir, potasyum hidroksit, potasyum fosfat dibazik, monobazik,
sodyum fosfat dibazik ve monobazik, dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma-Aldrich’ten (St.
Louis, MO, ABD), Bio-Rad’dan (Hercules, CA, ABD) ve Merck’ten (Darmstadt, Almanya)
satin alind1. Yagsiz siit tozu Cell Signaling (Danvers, MA, ABD) firmasindan temin edildi.

Protein miktar1 tayinlerinde ve mikro-plaka kullanilarak yapilan tiim diger calismalarda
Molecular Devices (Sunnyvale, CA, ABD) firmasinaait SpectraMax M2 model mikroplaka
okuyucular kullanildi. Protein analizleri asamasinda, poliakrilamid jel -elektroforezi
calismalarinda Bio-Rad (Hercules, CA, ABD) firmasina ait Mini-PROTEAN Tetra cell, Mini-
PROTEAN III model ve Fisher Scientific (Portsmouth, NH, ABD) firmasina ait elektroforez
sistemleri; Bio-Rad (Hercules, CA, ABD) firmasma ait Trans-Blot elektroforetik transfer

sistemi kullanildi.

Goriintiileme islemlerinde Bio-Rad (Hercules, CA, ABD) firmasina ait Gel Doc XR+ System
ve otoradyografi filmlerine aktarilan goriintiilerin analizi amaciyla da GE Healthcare
(Buckinghamshire, Ingiltere) firmasima ait Amersham Hyperprocessor otomatik film banyo
makinast kullanildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan ImageQuant yazilimi GE

Healthcare (Buckinghamshire, Ingiltere) firmasindan temin edildi.

Calismanin farkli asamalarinda degisik amaglar icin genel laboratuvar cihazlari olarak Du
Pont (Newtown, CT, ABD) marka Sorvall RC-5B santrifiij, Eppendorf (Hamburg, Almanya)
marka 5417 model sogutmali santrifiij, Shimadzu (Kyoto, Japonya) marka UV-1700 model
UV/Visible spektroforometreler, Sanyo (Osaka, Japonya) marka -80°C dondurucu, New
Brunswick (Edison, NJ, ABD) marka calkalayicili inkiibator, Barnstead (Thermo Scientific,
Waltham, MA, ABD) Nanopure ultra saf su sistemi, elektroforez i¢in gii¢ kaynaklar1 (Bio-
Rad, Hercules, CA, ABD), calkalayici, 1sitma blogu, manyetik karistirici, vorteks (Fisher
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Scientific, Pittsburgh, PA, ABD), pH metre (HANNA, Woonsocket, RI, ABD) ve Thermo
Scientific (Waltham, MA, ABD), analitik ve kaba teraziler (Mettler Toledo, Columbus, OH,
ABD), mikrodalga firin, otoklav (Steris/Amsco, Mentor, OH) kullanildi.

3.2 DENEYSEL PERIODONTITIS MODELI

Periodontitis olusturmak i¢in ¢alismamizda kullanilan gruplardaki ratlara intraperitoneal
injeksiyon yotemiyle 10 mg/kg Xylazine ve 90 mg/kg Ketamin anestezisi yapildi. Anestezi
derinligi parmak kistirma yontemiyle kontrol edildi. Anesteziye giren ratlarin sag alt birinci
molar dislerine submarjinal olarak ipek silitur (Dogsan Tibbi Malzeme San. A.S.
Trabzon/TURKEY) uygulandi. Ligatiirler submarjinal yerlestirilip bukkalde diigiimlendi. Bu
bolgede plak retansiyonu saglamak kosuluyla deneysel periodontitis olusturuldu (Garcia,
Longo et al. 2013). Daha sonra derin anestezi altinda tiim ratlar sakrifiye edilerek ratlardan
kalp dokular1 alindi. Onbesinci giin derin ve uygun anestezi protokolii ile ratlarin gogis
kafesleri acilarak 10 ml“lik enjektorle “intrakardiyak™ olarak kalplerinden kan alindi. Alt
ceneleri ratin bas kismindan ayrilarak cikartildi. Dis etrafindaki yumusak doku ve diseti
serum fizyolojik ile yikanarak biyokimyasal ve histopatolojik analizlerde kullanilmak igin -

80°C’ de saklandi.
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Sekil 3.1 Deneysel periodontitis modelini olusturulmasi

3.3 MIKRO-BT ANALIZLERI

Mikro-BT yontemi kemik morfolojisi ve mikromimarisini incelemek amaciyla kullanilan altin
standart bir yontemdir. Mikro- BT yontemi, X 1511 zayiflamasi vasitasiyla elde ettigi datalar
materyal yogunlugunun uzaysal dagilimini ifade eden 3 boyutlu bir temsil olusturmak i¢in
kullanir. Giiniimiizdeki Mikro-BT cihazlar1 ¢oziiniirliigli birkag mikrometreye kadar diisebilen
izotropik voksel boyutlar1 elde eder [94]. Calismamizda Mikro-BT taramalar1 Skyscan 1275
(Skycan, Kontich, Belgium) cihazi ile gergeklestirdi. Taramalar 80 kvp, 125 mA, pixel kesit
aralig1 18 um rotation step 0,4, Frame Averaging 3 ayarlari ile yapildi ve 360 derecede ¢cekim

olarak belirlendi.
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Imm kalinliginda aliiminyum filtre kullanilarak ¢ekim sirasindaki artefaktlar en aza indirildi.
Geriye kalan artefaktlar1 gidermek i¢in NRecon (versiyon 1.6.4.8 Skycan, Kontich, Belgium)
yazilimi kullanilarak taranmig her bir numune ayr1 ayri rekonstriiksiyonu yapildi. Bu yazilim
sayesinde Ring Artifact Correction, Smoothing, Beam Hardening Correction ve
Postalignment diizeltmeleri uygulandi. Rekonstriiksiyon sonucu numunelerin iki boyutlu

aksiyel kesitleri elde edildi.

Alveoler kemik farkini gorebilmek icin i¢in goriintiilerin midcoronal ve midsagital goriintiileri
Dataviewer (versiyon 1.5.6.2 Skycan, Kontich, Belgium) yazilimi 1ile elde edildi. Aksiyel
kesitler bu yazilima yiiklendikten sonra koronal, sagital goriintiiler olusturuldu. Daha once 1.
kucuk az1 disinin kokler1 arasindaki periodontit modeli secildi. Sonra alveoller kemikte
sagittal ve coronal kesitlerde alveoller yikimlar otomatik olarak goruntulendi. 3 grubun ayni

kesitler1 tecrubel1 2 ayr1 anatomist tarafindan degerlendirildi.

3.4 HISTOLOJIK ANALIZLER

Alman ornekler 2 giin %4 paraformaldehitde fikse edildikten sonra 0.33 M EDTA ile EDTA
solisyonu iki giinde bir degistirilerek 5 hafta dekalsifiye edildi. Bu arada stereomikroskop
altinda Ornekler fotograflandi. Dekalsifikasyon sonrasi ornekler 151k mikroskobunda
incelenmek tizere takip edildi. Takip i¢in drnekler yiikselen derecede alkollerden gegirildikten
sonra parafine gomiildii. Orneklerden alman Sum kalmliktaki kesitler deparafinizasyon
sonrast Hematoksilen-eosin ile boyandi ve dijital kamera (Leica, DFC7000T Wetzlar,

Almanya) bagli 151k mikroskobunda (Leica DM6B) incelendi ve fotograflandi.

3.5 DOKU ORNEKLERININ HOMEJENIZASYONU

Derin anestezi (10 mg/kg Xylazine ve 90 mg/kg Ketamin) altinda ratlardan alinip
biyokimyasal analizlere kadar -80°C’de muhafaza edilen karaciger ve kalp dokulari, hassas
terazide tartilarak darasi alinmis tiiplere kondu. Dokular temiz bir alanda bistiiri yardimryla
olabildigince kiigiik pargalara (1-2 mm?®) ayrildi. Ratlardan elde edilen doku numuneleri, 50
mM Tris-Cl (pH: 7,5), 250 mM NaCl, 3 mM EDTA, 1% Triton x-100, 0,5% Igepal, 10%
gliserol, 1 mM fenilmetilsiilfonil flortiir (PMSF), 0,1 mM Na3VO4, 10 mM NaF iceren

ekstraksiyon tamponunda siispansiyon haline getirildi ve buz iistlinde homojenize edildi.
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Daha sonra, 3 kez 30 saniye siireyle sonikasyona tabi tutuldu. 13000xg’de santrifiij edilerek

elde edilen siipernatantlar, analiz edilene kadar -80 ° C'de saklandi.

3.6 TOTAL PROTEIN MIiKTARININ BELiRLENMESI

Protein miktarlarinin tayininde Bradford yontemi (Bradford 1976) temeline dayanan bir
protein Ol¢lim kiti (Bio-Rad) kullanildi. Bradford’un mikro-yontemine gore mikroplaka
kullanarak protein ol¢iimii, ticari kitin protokoliine uygun olarak yapildi. Bu sartlarda,

standartlar i¢in dogrusal aralik 8-80 pg/ml olarak belirtilmistir (Bio-Rad).

Orneklerin igeriginde, Bradford yontemi ile interferansa neden olan, belirli derisimin {izerinde
deterjan gibi kimyasallar bulundugunda, bu yontem yerine BCA (bicinchoninic acid) temeline
dayali deterjanlarla uyumlu protein Ol¢ciim kitleri (Pierce) kullanildi. Standart yontemle
mikroplaka kullanilarak 6l¢iim i¢in dogrusal ¢alisma araligi 20-2.000 ug/ml, mikro yontem

kullanildiginda 2-40 pg/ml olarak belirtilmisti (Pierce, Pierce).

Biitlin ¢aligmalarda protein standard1 olarak sigir serum albiimini (BSA) kullanildi.

3.7 ELISA YONTEMIi

Ratlardan alinan karaciger ve kalp dokusu ile serum 6rneklerinde ELISA yontemiyle sitokin
miktarlar1 belirlendi. Homojenattaki protein konsantrasyonu, Bio-Rad Protein Assay kiti ile

belirlendi. Biitiin sitokinler i¢in uygulanan metot su sekildedir:

Spesifik monoklonal antikorla kapli kuyucuklar iizerine 50ul konsantrasyonlari bilinen
standartlar ve blank ve standart kuyucuklari hari¢ 40 ul érnekler eklenmistir. Tkinci asamada
50 pl Streptavidin-HRP ve 10 pl antikor eklenip 37C” de 60 dk inkiibe edilmistir. Ardindan
antikor fazlasinin ve baglanmayanlarin uzaklastirilmasi i¢in yikima soliisyonlar1 hazirlanarak
yikama iglemi uygulanmigtir ve well iyice kurutulmustur. 50 pl kromojen—-A ve 50 pL
kromojen-B konulup 37 C’ de karanlikta inkiibe edilir. Sonugta kuyucuklarda mavi renklenme
olusur. Reaksiyonu durdurmak igin 50 pl stop soliisyonundan eklenmistir ve olusan sari
rengin yogunlugu 450 nm. spektrofotometrede okunmustur. Konsantrasyon degerleri énceden
belirlenmis standartlar ile bir kalibrasyon egrisi elde edildi ve bu egriye gore sonuglarin

ortalamalar1 alinip konsantrasyonlar1 bulundu.
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3.8 ISTATISTIKSEL ANALIZLER

SPSS yazilimi1 kullanilarak ikiden fazla grup karsilagtirmalarinda Kruskal Wallis testi, anlaml
fark bulunan 6rneklerde ikili grup karsilastirmalart Mann-Whitney U testi ile yapilmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1 DENEYSEL PERIODONTITIS MODELI

Calismamizda, Zonguldak Biilent Ecevit Univeristesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma
Merkezinde iiretilen 20 adet disi Wistar ratlar kullanilarak olusturulan deneysel periodontitis

modeli, 3 grupta incelendi:

Kontrol Grubu (7 adet) : Bu ratlara herhangi bir islem uygulanmadi.
Grup 1 (7 adet): Bir hafta sonunda sakrifiye edilen grup
Grup 2 (6 adet): iki hafta sonunda sakrifiye edilen grup olarak olusturuldu.

4.2 MiKRO BT ANALIZLERI

Caligmamizda Mikro-BT taramalar1 Skyscan 1275 (Skycan, Kontich, Belgium) cihaz ile
gerceklestirdi. Taramalar 80 kvp, 125 mA, pixel kesit aralig1 18 um rotation step 0,4, Frame
Averaging 3 ayarlar ile yapildi ve 360 derecede ¢ekim olarak belirlendi. Imm kalinliginda
aliminyum filtre kullanilarak ¢ekim sirasindaki artefaktlar en aza indirildi. Geriye kalan
artefaktlar1 gidermek i¢in NRecon (versiyon 1.6.4.8 Skycan, Kontich, Belgium) yazilimi
kullanilarak taranmis her bir numune ayr1 ayri rekonstriiksiyonu yapildi. Bu yazilim sayesinde
Ring Artifact Correction, Smoothing, Beam Hardening Correction ve Postalignment
diizeltmeleri uygulandi. Rekonstriiksiyon sonucu numunelerin iki boyutlu aksiyel kesitleri

elde edildi.
Alveoler kemik farkini gorebilmek icin i¢in goriintiilerin midcoronal ve midsagital goriintiileri

Dataviewer (versiyon 1.5.6.2 Skycan, Kontich, Belgium) yazilimi ile elde edildi. Aksiyel

kesitler bu yazilima yiiklendikten sonra koronal, sagital goriintiiler olusturuldu. Alveoler
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kemikte sagittal ve coronal kesitlerde alveoler yikimlar otomatik olarak goriintiilendi. Ug

grubun ayni1 kesitleri, tecriibeli 2 ayr1 anatomist tarafindan degerlendirildi.

=0V, 125 WA N teny U Due
i

Sekil 4.1 Kontrol grubuna ait goriintiiler.

KOMBIN_ rec
Scanned at- B0 kV. 125 uA. Al imm. 18.0um:

SiyScan1275

Sekil 4.2 Grup 1 si¢anlara ait goriintiiler.
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Sekil 4.3 Grup 2 siganlara ait goriintiiler.

4.3 HISTOLOJIiK ANALIiZLER

Deney gruplarina ait mandibula Orneklerinin 151k mikroskop incelemesinden once
stereomikroskop ile yapilan incelemesinde mandibula iizerinde yerlesmis disler, ligasyon
yapilan alanda koyu renkte granulasyon dokusu, birinci haftaya ait ornekte dis etinde
hiperemi izlendi (Sekil 4.4, 4.5, 4.6). Orneklerin kesitlerinde mandibula {izerinde dis kesitleri,
cok katli yass1 gingival epitel, altindaki bag dokusu, dislerin tutundugu alveol kemigi gbzlendi
(Sekil 4.7). Kontrol grubunda gingival epitel biitlinliiglinii koruyordu. Ortokeratinize ve
keratinize olmayan ¢ok katli yassi epitel altinda lamina propriay1r olusturan bag dokusu
gozlendi. Bileske epiteli, sement-mine bileskesinde devamliydi. Alveoler kemik ve
periodontal ligamentin normal histolojik yapisi izlendi (Sekil 4,8). Bir haftaya ait 6rneklerde
gingiva epitelinin yer yer bozuldugu goézlendi. Sutur ile ligasyon yapilan alanda ¢ok katl
yassi gingiva epitelinin olmadigi, sutur materyaline ait kesit ve granulasyon dokusu izlendi.
Epitelin olmadig:1 bu alanda periodontal cep olusumu, lamina propriada inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu izlendi (Sekil 4.9). Ligasyon yapilmayan alanda ise iki dis arasinda gingiva
epiteli, altindaki bag dokusunda periodontal ligament gozlendi. Ikinci haftaya ait 6rnek de
ligasyon yapilan alanda yer yer nekrotik doku, dis kokiiniin altindaki dokudan ayrilmasi,
periodontal ligamentte bozulma, belirgin inflamasyon, osteoklast hiicreleri ile alveolar

kemikte rezorbsiyon gozlendi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.4 Deney gruplarinda alt ¢ene mikrograflari. Mandibula tizerinde disler ve altindaki
izlenmektedir. A: Kontrol B: Grup 1 C: Grup 2 (Stereomikroskop X16).

Sekil 4.5 Deney gruplarinda alt ¢ene mikrograflari. Bir hafta sonraya ait 6rnekte hiperemi
izlenmektedir. A: Kontrol B: Grup 1 C: Grup 2 (Stereomikroskop X25).

Sekil 4.6 Deney gruplarinda alt ¢enenin daha biiyiik biiyiitmede mikrograflari. Ligasyon
yapilan alan koyu renkte izlenmekte, koyu renkteki granulasyon dokusu altinda
hiperemi gozlenmektedir. A: Kontrol B: Grup 1 C: Grup 2 (Stereomikroskop
X40).
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Sekil 4.7 Deney gruplarinda alt ¢ene kesitleri. Mandibula {izerinde dis kesitleri, ¢ok katl1 yass1
gingival epitel, altindaki bag dokusu, dislerin tutundugu alveol kemik
izlenmektedir. A: Kontrol B: Grup 1 C: Grup 2 (Hematoksilen eosin X12,5).
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Sekil 4.8 Kontrol grubuna ait mikrograflar. Gingival epitel sement-mine bileskesinde
biitiinliigiinii korumaktadir. Alveoler kemik ve periodontal ligamentin normal
histolojik yapis1 izlenmektedir. P: Pulpa, D: Dentin, PDL: Periodontal ligament,

AB: Alveolar kemik, CEJ: Cement-mine bileskesi (Hematoksilen-cosin A, B:X
40, Ai, Aii: X100).
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Sekil 4.9 Ligasyondan 1 hafta sonrasina ait (Grupl) 6rnek kesitler. A, Ai, Aii, Bi- Ligasyon
yapilan alanda gingival epitelin yerine granulasyon dokusu, sutur materyali (siyah
ok), periodontal cep olusumu, inflamasyon (beyaz ok) izlenmektedir. Bii-Ligasyon
yapilmayan alanda iki dis arasinda gingiva epiteli, altindaki bag dokusunda
periodontal ligament izlenmektedir. AB: Alveolar kemik CEJ: Cement-mine
bileskesi (Hematoksilen-eosin A, B:X 40, Ai, Aii, Bi, Bii: X100).
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Sekil 4.10 Ligasyondan 2 hafta sonrasia ait (Grup 2) drnek kesit. Ai- iki komsu dis arasi,
B- Dis ve altindaki alveolar kemik iligkisi Aii- Aiv- Disin altindaki alanlarin
biiylik biiyiitmesi. Ligasyon yapilan alanda nekrotik doku (beyaz ok), belirgin
inflamasyon (yildiz), osteoklast hiicreleri (siyah ok) ile yer yer kemikte
rezorbsiyon izlenmektedir. (Hematoksilen-eosin, A:X 40, Ai, Aii, Aiii, B: X100,
Aiv: X200).
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4.4 TOTAL PROTEIN MIiKTARININ BELIiRLENMESI

Lizis tamponu (50 mM Tris-Cl (pH: 7,5), 250 mM NaCI, 3 mM EDTA, 1% Triton x-100,
0,5% Igepal, 10% gliserol, 1 mM fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF), 0,1 mM Na3VO4, 10 mM
NaF) ile homojenize edilen doku 6rneklerindeki ve serumlardaki protein miktarlari, BCA ve

Bradford yontemleri temeline dayali ticari kitler kullanilarak yapildi (Sekil 4.11).

AS95
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v=0,0013x
R*=0.9931

0,300

0,200

0,100

0,000
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-0,100
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Sekil 4.11 Protein miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafige bir 6rnek.

4.5 ELISA CALISMALARI

Ratlardan elde edilen doku Ornekleri ve serumlarin sitokin miktarlarinin belirlenmesinde,

ticari olarak satilan ELISA kitleri kullanildi.
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Sekil 4.12 Elisa yontemi 6rnegi.

4.5.1 IL1beta ELISA sonuclari

Kalp dokularinda yapilan analizler sonucunda, {i¢ ¢aligma grubunun ELISA sonuglar1 anlamli

olarak (p<0.05) farkli bulundu (Sekil 4.13).

0704 T
£ °
o
E UIEU— ﬂ I— ?
&
o
: 1
& 0,507

0,407 J_

I I I
Kortrel Grup 1 Grup 2

Sekil 4.13 Kalp dokularina ait IL1beta Elisa sonuglar1 (p=0,019).
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Ug grubun karsilastirldig1 analizlerde Kruskal Wallis testi kullamlmis; Kruskal-Wallis testi
sonucunda anlamli ¢ikan farkliligin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in Mann-

Whitney U testi yapilmustir.

Kontrol ve Grup 1 arasindaki fark anlamli (p=0,019),
Kontrol ve Grup 2 arasindaki fark anlamli (p=0,011)
Grup 1 ve Grup 2 arasi fark anlamsiz (p=0,886) bulundu.

4.5.2 IL6 ELISA sonuclar

Kalp dokularinda yapilan analizler sonucunda, {i¢ ¢aligma grubunun ELISA sonuglar1 anlaml

olarak (p<0.05) farkli bulundu (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Kalp dokularina ait IL6 ELISA sonuglar1 (p=0,004).
Kontrol ve Grup 1 arasindaki fark anlamli (p=0, 028).

Kontrol ve Grup 2 arasi fark anlamli (p=0,006)
Grup 1 ve Grup 2 arasi fark anlamli (p=0,032) bulundu.
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4.5.3 IL10 ELISA sonuc¢lar

Kalp dokularinda yapilan analizler sonucunda, ii¢ ¢aligma grubunun ELISA sonuglar1 anlamli

olarak (p<0.05) farkli bulundu (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 Kalp dokularina ait IL10 ELISA sonuglar1 (p=0,012).

Kontrol ve Grup 1 arasindaki fark anlaml (p=0, 010)
Kontrol ve Grup 2 arasindaki fark anlamli (p=0,011)
Grup 1 ve Grup 2 arasindaki fark anlamsiz (p=0,391) bulundu.

4.5.4 MMP-8 ELISA sonuclari

Kalp dokularinda yapilan analizler sonucunda, ii¢ ¢alisma grubunun ELISA sonuglar1 anlamli

olarak farkli (p<0.05) bulundu (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16 Kalp dokularina ait MMP-8 ELISA sonuglar1 (p=0,022)

Kontrol ve Grup 1 arasindaki fark anlamsiz (p=0, 062)
Kontrol ve Grup 2 arasi fark anlamli (p= 0,006)
Grup 1 ve Grup 2 arasi fark anlamsiz (p=0,391) bulundu.

4.5.5 TGF- ELISA sonuclari

Kalp dokularinda yapilan analizler sonucunda, {i¢ ¢aligma grubunun ELISA sonuglar1 anlamli

olarak farkli (p<0.05) bulundu (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 Kalpdokularina ait TGF-B ELISA sonuglar1 (p=0,021).

Kontrol ve Grup 1 arasindaki fark anlamli (p=0, 012)
Kontrol ve Grup 2 arasindaki fark anlamli (p= 0,028)
Grup 1 ve Grup 2 arasindaki fark anlamsiz (p=0,475) bulundu.

4.5.6 TNF-uo ELISA sonuclari

Kalp dokularinda yapilan analizler sonucunda, ii¢ calisma grubunun ELISA sonuglari

arasinda anlamli bir fark olmadigi (p>0.05) bulundu ($ekil 4.18).
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Sekil 4.18 Kalp dokularina ait TNF-a ELISA sonuglar1 (p=0,161).
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BOLUM 5

TARTISMA

Enfeksiyonlarin, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in risk faktorii olarak degerlendirilmesi 100 y1l
oncesinden arastirilan bir konudur [95]. Bu goriisii destekler nitelikte Fabricant ve ark.
1970'lerde yaptiklar1 bir calismada Marek hastalik virtistiniin (herpes viriisii) deney
hayvanlarinda ateroskleroza neden olabilecegini gdstermislerdir [96]. KVH’ lara neden olan
baslica enfeksiyonlar hem viral hem de bakteri kokenli akut ve kronik enfeksiyonlardir
(0rnegin, grip, herpes viriisleri, iist solunum yolu enfeksiyonlari, Helicobacterpylori,
Chlamydiap neumoniae, dis enfeksiyonlar1 [¢liriik ve periodontitis]). Bununla birlikte, bazi
kafa karistiric1 faktorler ve metodolojik zorluklar, enfeksiyonlarla KVH arasindaki iligkinin
gercek mekanizmasinin  agiklanmasini  zorlastirmaktadir. Buna karsin enfeksiyonlarin
kardiyovaskiiler hastaliklara neden olmadigini gosteren ¢aligmalarda bulunmaktadir [97-101].
Yaptigimiz bu calismada periodontitisin kalp dokusu iizerindeki etkisine bakilmis ve

inflamatuar 6zellikteki stokinler iizerinden bu iliski aciklanmaya calisilmistir.

Insanlarda dis eti enfeksiyonlarinin KVH’larla olan iliskisini agiklamak igin cesitli ¢alismalar
yapilmistir [102, 103]. Bu ¢alismalar ilk olarak vaka kontrol ¢aligsmalar1 seklinde olup risk
faktorleri ile hastalik arasindaki iliskiyi agiklamada igerdikleri kafa karisikligina neden olacak
parametreler nedeniyle yeterli olmamistir. Daha sonrasinda bu konuyla ilgili bircok kohort
caligsmasi da yapilmigtir. Tiim bu veriler Scannapieco ve arkadaslari tarafindan analiz edilmis
KVH ile periodontitis arasinda diisiik diizeyde bir iligkinin oldugu ifade edilmistir. Yapilan
poplilasyon calismalarinda bu farklarin olusmasindaki en onemli neden periodontitisin
tanimlanmasinda ve Ol¢limiinde standart bulunmamasindandir. Bu durum verilerin
yorumlanmasinda zorluklara neden olmaktadir. Ayrica periodontitis ve KVH’lar arasindaki
iliski oldukca karisik olup basta yas olmak iizere bir¢cok faktore bagldir [104]. Bu yiizden bu
calismalarda kuvvetli iliski bulunabilecegi gibi zayif ya da higbir iliskinin olmadigi

calismalarda bulmak miimkiindiir.
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Periodontitis ve KVH arasindaki iligkinin tesbiti, insanlardan numune almadaki ve erken

donemde Olciilmesindeki zorluklar nedeni ile deney hayvanlarinin kullanimini gerektirmistir.

Periodontitisin ateroskleroz gelisimine etkisi hayvan modellerinde de incelenmis ve
tekrarlayan dozlarda intravenéz Porphyromona sgingivalis uygulamasinin, apoEnoksan
farelerin proksimal aortlarinda aterosklerozun ilerlemesini arttirdigt bulunmustur [105]. P.
gingivalis'in oral ve anal uygulamasinin apoE-null farelerde erken aterosklerotik lezyonlara
neden oldugu bulunmustur [106, 107]. Yeni Zelanda beyaz tavsanlarin aortunda P. gingivalis,
periodontitisin siddeti ile baglantili lipid birikimi tespit edilmistir [108]. Bunu destekler
sekilde insanlarda aterosklerotik lezyonlarda P. gingivalis DNA's1t ve patojenleri tespit
edilmistir [109, 110]. Herpes virlisleri ve C. pneumoniae, farelerde aterosklerotik
degisikliklere neden olur ve etkileri, hiperkolesterolemi varliginda siddeti de artirmaktadir.
Insan aterosklerotik lezyonlarinda cesitli herpes viriisleri ve C. pneumoniae de bulunmustur
[111]. Tim bu verilere karsin hayvan c¢alismalarinin sonuglari, dikkatli bir sekilde
yorumlanmalidir, ¢linkii deney hayvanlarindaki bulgular dogrudan insanlara aktarilamaz.
Ayrica, insan aterosklerotik lezyonlarinda ¢esitli mikroplarin varligi mutlaka lezyonlara neden
olduklarmi kanitlamaz. Bununla birlikte, aterosklerozun patogenezinde erken evresi olan
endoteldis fonksiyonunun, periodontitisli  bireylerde [112] ve Salmonella typhi
asilanmasindan sonra saglikli bireylerde [113] ortaya ¢iktig1 da gosterilmistir. Tiim bu veriler
periodontitis etkeninin kardiyovaskiiler hastaliklara neden olacagini gostermekle birlikte

enfeksiyonlarda immiin yanitta hastalik gelisiminde de 6nemli bir parametredir.

Sitokinler, immiin yanitin degerlendirilmesinde kullanilabilecek en 6nemli belirteclerdir.
Ancak insanlarda serum diizeyinde numune almak miimkiindiir. Bu amacla bu ¢alismada rat
kalp dokusunda inflamatuar sitokinlerin diizeyleri ol¢iilmiis ve olas1 periodontitise bagli olast
KVH iliskisi aciklamaya calisilmistir. Yapilan kesitsel ¢alismalarla periodontitis seviyesi;
total ve LDL kolesterol veya trigliserit seviyeleri ve diisiik HDL kolesterol seviyeleri ile
iligkilendirilmistir [114-119]. Glincel c¢alismalar periodontal tedavinin lipoprotein
metabolizmasi iizerinde etkili oldugu ve periodontal tedavi ile lipoprotein metabolizmasindaki
bozukluklarin diizeltilebildigini gostermistir [120]. Ayrica periodontitis ile serum sitokin
seviyesi ve makrofajlarca ortamdan uzaklastirilan LDL kolesterol esterlerinin metabolizmasi

ile iligkili oldugu gosterilmistir [120].
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LDL makrofaj; kaynakli kopilik hiicrelerce fagosite edilir. Ancak bu kopiik hiicrelerinin

apoptozisi sonucu aterosklerotik plak gelisi olmaktadir [121].

Peridontal tedavi ile serum HDL seviyesi artmaktadir [119].

Periodontal tedavi ile HDL/LDL oraninin 6nemli oranda artti§i ve LDL parcacik
biiylikliigiiniin degistigi bulunmustur [119]. Tiim bu veriler kardiyovaskiiler hastaliklarla
periodontitis iligkisini ortaya koymaktadir. Yaptigimiz calismada da kalp dokusunda IL-

1B,IL-6, IL-10, TNF-a, TGF-B ve MMP-8 diizeyleri Elisa yontemiyle incelendi.

Yapilan ¢aligmalar HDL ve LDL diizeyinin IL-18, IL-6, IL-10, TGF-3 ve MMP-8 diizeyini
etkiledigini gostermis ve hastalik patolojisine bagli olarak bu sitokinlerin diizeyinde artisa
neden oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmigtir. [122-128]. Ayrica ateroskleroz ile MMP-8
iliskiside gosterilmistir [129, 130]. MMP-8, HDL ve LDL iligkiside yapilan g¢alismalarla
gosterilmistir [129, 131, 132]. Yaptigimiz calismalarda kronik periodontitis modelinde kalp
dokusundan elde edilen sonuglar yapilan calismalarla benzer bulunmustur (IL-1B icin sekil
4.13 p=0.019 ve p<0.05, IL-6 i¢in sekil 4.14 p=0.004 ve p<0.05, IL-10 i¢in sekil 4.15 p=0.012
ve p<0.05, MMP-8 i¢in sekil 4.16 p=0.022 ve p<0.05, TGF-B i¢in sekil 4.17 p=0.021 ve
p<0.05, TNF-a i¢in sekil 4.18 p=0.161 ve p>0.05). MMP-8 hem periodontitis hem de
kardiyovaskiiler hastaliklarda 6nemli bir biyo gostergedir ve aterosklerotik plak gelisiminde

plagin yapisinit bozmada gorev alir [133].

Ancak yaptigimiz ¢caligmada TNF-a ile yapilan ¢alismalarda kronik periodontitis ile TNF-a
arasinda iligki bulunamamistir. Buna karsin birgok calisma TNF-o’nin kardiyovaskiiler
hastaliklarda potansiyel bir biyo gosterge oldugu yoniindedir [134-137]. Yaptigimz ¢alismada
TNF-a ile ilgili doku diizeyinde fakli sonu¢ bulmamizin en 6énemli nedeni TNF-a nin yari
Omriinlin ¢cok az olmasidir. Folch ve arkadaslari, total TNF-o miktarinin serbest ve reseptore
bagli olarak ayr1 ayr1 Olglilmesinin daha dogru olacagini bildirmistir [30]. Ayrica
calismamizda 4 haftalik periodontitis grubunun olmamasida gruplar arasi farkin ortaya

¢ikmamasina neden olmus olabilir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz bu c¢aligmada periodontitis hastaligi ile kardiovaskiiler hastaliklar arasindaki
iligkinin arastirilmast ve kardiyovaskiiler hastaliklarin mekanizmasi ve hastalik gelisiminin

takibine yonelik biyo gosterge bulunmasi amaglanmistir ve:

1. Kalp dokusunda IL-1B,IL-6, IL-10, TGF-f ve MMP-8 diizeylerinin periodontitisliratlarda
anlamli olarak yiikseldigi bulunmustur ve kalp dokusunda bu sitokinlerinbiyo gdsterge olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir.

2. Calismada hasta grubu olarak 1 ve 2 haftalik periodontitisliratlar kullamilmistir ancak
kronik peridontitisin gelisim mekanizmalarinin tam olarak agiklanmasi ve TNF-o gibi
sitokinlerin mekanizmasinin agiklanmasi agisindan 4 haftalik bir hasta grubu ile de galigilmasi

onerilmektedir.
3. Kalp dokusunda oOnemli sitokinlerin diizeylerindeki degisiklikler —gosterilmis

ancakkardiyovaskiiler hasarin imminohistolojik olarak degerlendirilmesi, periodontitise bagli

olas1 kardiyovaskiiler hasar1 gostereceginden ileriki ¢alismalarda yapilmasi 6nerilmektedir.
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