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DENEYSEL PERİODONTİTİS MODELİNDE İNFLAMASYON VE DOKU HASAR 

PARAMETRELERİNİN ELİSA YÖNTEMİ İLE İNCELENMESİ  

 

Özge İPEK 

 

Zonguldak Bülent Ecevit Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Tez Danışmanı: Dr. Öğrt. Üyesi Volkan KARACAOĞLAN 

İkinci Danışman: Dr. Esra BÜBER 

Eylül 2019, 55 sayfa 

 

Bu çalışmada deneysel periodontitis modeli oluşturulan sıçanlarda IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α, 

TGF-β, ve MMP-8 seviyelerinin kalp dokusundaki düzeylerinin periodontisli ve sağlıklı 

ratlardaki düzeylerinin karşılaştırılması ve periodontitise bağlı kalp rahatsızlıklarına yönelik 

biyomarkerların bulunması amaçlanmıştır.  

 

Periodontitis, dişeti dokusundan kaynaklanan ve tedavi edilmediğinde daha derin dokulara 

inerek kemik bütünlüğünü bozan bir hastalıktır. Periodontal hastalık, sadece bulunduğu 

dokuda değil başta kalp olmak üzere ve diğer organlara da etki edebilmektedir. Periodontitis 

patolojisinde birçok faktör görev almaktadır. Hastalığın patogenezinin tam olarak anlaşılması 

için hastalıkla ilgili sitokinlerin araştırılması gerekmektedir.  
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ÖZET (devam ediyor) 

 

Çalışmamız 20 adet Winstar ratlarkullanılarak planlandı. Ratlar hiçbir işlem uygulanmayan 

sağlıklı kontrol grubu (grup 1), bir haftalık dişeti inflamasyonu oluşturulmuş pre grubu (grup 

2) ve iki haftalık dişeti inflamasyonu oluşturulmuş pro grubu (grup 3) olarak ayrıldı. Ratlar 90 

mg/kg Ketosol ve 10 mg/kg Ksilazin uygulanarak anesteziye alındı. Deney gruplarındaki 

(grup 2, grup3) ratların alt birinci molar dişlerinin etrafına 3,0 ipek sütur bağlanmasıyla 

periodontitis modeli oluşturuldu. Örnek incelemesi için ratlardan kalp dokuları alındı. 

Dokular tartılarak Lysis Buffer tamponu ile homojenizasyon tamponu oluşturuldu ve örnekler 

kullanılarak IL-1β,IL-6, IL-10, TNF-α, TGF-β ve MMP-8 düzeyleri Elisa yöntemiyle 

incelendi. Periodontitisli ratlarda kontrol grubuna göre tüm sitokin düzeyleri daha yüksek 

oranda bulundu. Bu çalışma, kardiyovasküler hastalıkların teşhisine yönelik biyomarkerların 

araştırılması amacıyla planlanmıştır. 

 

Anahtar Kelimeler: Periodontitis, İltihap, Sitokin, Doku hasarı 

 

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 

 

Özge İPEK 

 

ZonguldakBülent Ecevit University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

 

Thesis Advisor: Assist. Prof. Dr. Volkan KARACAOĞLAN 

Co-Advisor: Dr. Esra BÜBER 

September 2019, 55 pages 

 

In this study, the comparison of the levels of IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α, TGF-β and MMP-8 

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. 
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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-1β, IL-6, IL-10, TNF-α, TGF-β 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 
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BÖLÜM 1 

 

GİRİŞ 

 

Periodontitis diş bütünlüğünü etkileyen bir hastalık olup diş çevresindeki doku ve kemikte 

görülür [1]. "Periodontitis" terimi iki kelimeden oluşur, bunlardan ‘periodontal’ – ‘dişleri 

çevreleyen yapı’ anlamına gelirken ‘itis ise ‘iltihap’ anlamına gelir. Periodontal hastalıklar, 

eskiden beri çoğu insanı etkileyen ağız hastalıklarındandır. Çin ve Mısırlılar tarafından 4000 

yıl kadar geçmiş bir süreçte inflamatuar bir durum olarak tanımlanmıştır [2]. 

 

Periodontitis oldukça yaygın görülen bir sağlık durumu olup Dünya Sağlık Örgütü raporuna 

göre toplumun yaklaşık %15- 20’sinde periodontitis hastalığı görülmektedir [3]. Periodontitis 

gingivitis ile başlar. Gingivitis, diş çevresindeki bakterilerin başlattığı türde bir 

inflamasyondur [4]. Periodontitis, her zaman gingivitisten sonra oluşur, ancak bütün 

gingivitisler periodontitise dönüşmeyebilir [5]. 

 

Ağız boşluğunda yaklaşık 700 bakteri türü bulunur [6]. Bu bakterilerin sayıca artışı 

inflamatuvar reaksiyonları başlatır. Periodontitisin ilerlemiş halinde inflamasyona bağlı olarak 

dokularda parçalanma ve periodontal cep oluşumu görülür [7]. Periodontal cep, 

inflamasyonun ilerlemesini kolaylaştırır. Çünkü patojen bakteriler bu cebe yerleşerek bir 

baskı yaparlar ve dişte birikerek plak oluşumuna neden olurlar [8]. Sayıca artış gösteren 

patojen bakterilerin etkileri sadece diş ve diş dokusu ile sınırlı değildir, aynı zamanda sistemik 

dokular üzerinde de olumsuz etkileri söz konusudur [9]. Oluşan bu bakteri plağının 

kardiyovasküler hastalıklar [10], pulmoner hastalıklar [11], şeker hastalığı [12], romatoid 

artrit [13] gibi birçok hastalıklada ilişkili olduğu gösterilmiştir. 

 

Periodontitisin ilerlemesi lizis ile olmaktadır ve bu yıkım ilk olarak yumuşak dokularda 

görülmeye başlar [14]. Bakterilerden salgılanan çeşitli faktörler de doku yıkımının 

ilerlemesine neden olur.  



 

2 

Tüm bu reaksiyonlara cevap olarak savunma hücreleri periodontitisli bölgede toplanır ve 

immün cevabı oluşturur [15]. Periodontitis daha da ilerlerse kemik kaybı ve diş dökülmesine 

neden olur [7]. 

 

Periodontitis patojenezinde doku yıkımını başlatan enzimler matrix metalloproteinazlardır 

[16]. Daha sonra bağışıklık hücreleri tarafından salgılanan TNF-α, IL-1β ve IL-6 gibi 

sitokinler periodontitisin patolojisinin ilerlemesini hızlandırırlar [17]. 

 

Periodontitis; agresif periodontitis (AgP) ve kronik periodontitis (CP) olarak ikiye ayrılır. 

Agresif periodontitis inflamasyonun daha ilerlemiş halidir ve genellikle kemik kaybıyla 

sonuçlanır. Bu çalışmanın konusu, kronik periodontitis olup kronik periodontitis her yaşta 

görülebilen ve oldukça yavaş ilerleyen türüdür [18]. 
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BÖLÜM 2 

 

GENEL BİLGİLER 

 

2.1 PERİODONTAL HASTALIK 

 

Periodontitis diş bütünlüğünü etkileyen bir hastalık olup diş çevresindeki doku ve kemikte 

görülür [1]. "Periodontitis" terimi iki kelimeden oluşur, bunlardan ‘periodontal’ – ‘dişleri 

çevreleyen yapı’ anlamına gelirken ‘itis ise ‘iltihap’ anlamına gelir. Periodontal hastalıklar, 

eskiden beri çoğu insanı etkileyen ağız hastalıklarındandır. Çin ve Mısırlılar tarafından 4000 

yıl kadar geçmiş bir süreçte inflamatuar bir durum olarak tanımlanmıştır [2].  

 

Periodontitis oldukça yaygın görülen bir sağlık durumu olup Dünya Sağlık Örgütü raporuna 

göre toplumun yaklaşık %15- 20’sinde periodontitis hastalığı görülmektedir [3]. Periodontitis 

gingivitis ile başlar. Gingivitis, diş çevresindeki bakterilerin başlattığı türde bir 

inflamasyondur [4]. Periodontitis, her zaman gingivitisten sonra oluşur, ancak bütün 

gingivitisler periodontitise dönüşmeyebilir [5]. 

 

Ağız boşluğunda yaklaşık 700 bakteri türü bulunur [6]. Bu bakterilerin sayıca artışı 

inflamatuar reaksiyonları başlatır.Periodontitisin ilerlemiş halinde inflamasyona bağlı olarak 

dokularda parçalanma ve periodontal cep oluşumu görülür [7]. Periodontal cep, 

inflamasyonun ilerlemesini kolaylaştırır. Çünkü patojen bakteriler bu cebe yerleşerek bir 

baskı yaparlar ve dişte birikerek plak oluşumuna neden olurlar [8]. Sayıca artış gösteren 

patojen bakterilerin etkileri sadece diş ve diş dokusu ile sınırlı değildir, aynı zamanda sistemik 

dokular üzerinde de olumsuz etkileri söz konusudur [9]. Oluşan bu bakteri plağının 

kardiyovasküler hastalıklar [10] pulmoner hastalıklar [11], şeker hastalığı [12], romatoid artrit 

(RA) [13] gibi birçok hastalıkla da ilişkili olduğu gösterilmiştir. 
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Periodontitisin ilerlemesi lizis ile olmaktadır ve bu yıkım ilk olarak yumuşak dokularda 

görülmeye başlar [14]. Bakterilerden salgılanan çeşitli faktörler de doku yıkımının 

ilerlemesine neden olur. Tüm bu reaksiyonlara cevap olarak savunma hücreleri periodontitisli 

bölgede toplanır ve immün cevabı oluşturur [15]. Periodontitis daha da ilerlerse kemik kaybı 

ve diş dökülmesine neden olur [7]. 

 

Periodontitis patojenezinde doku yıkımını başlatan enzimler matrix metalloproteinazlardır 

[16]. Daha sonra bağışıklık hücreleri tarafından salgılanan TNF-α, IL-1β ve IL-6 gibi 

sitokinler periodontitisin patolojisinin ilerlemesini hızlandırırlar [17]. 

 

Periodontitis agresif periodontitis (AgP) ve kronik periodontitis (CP) olarak ikiye ayrılır. 

Agresif periodontitis inflamasyonun daha ilerlemiş halidir ve genellikle kemik kaybıyla 

sonuçlanır. Bu çalışmanın konusu, kronik periodontitis olup kronik periodontitis her yaşta 

görülebilen ve oldukça yavaş ilerleyen türüdür [18]. 

 

Kronik periodontal hastalıklar, dişleri ve periodontal destek dokularını etkileyen ve bazı 

durumlarda geri dönüşümsüz hasarlara neden olabilen inflamatuar hastalıkları içerir [19]. 

Kronik periodontal hastalık terimi, hem plağa bağlı gingivitise hem de kronik periodontitise 

atıfta bulunur. Plağa bağlı gingivitis, junctional epitelin iltihabıdır [20]. Ek olarak, 

periodontitisin en sık görülen formu olan kronik periodontitis, dişleri destekleyici dokularda 

hızlı, kemik dokusunda ise daha yavaş ilerleyen bir inflamasyon olup dişeti çekilmesi ile 

karakterize bir durumdur [21]. Kesitsel epidemiyolojik çalışmalar, dişeti iltihabının 

çocuklarda oldukça yaygın olduğunu [22] ve birçok yetişkini etkilediğini göstermiştir [23]. 

Ayrıca, kronik periodontitis, dünya çapında önemli bir sağlık problemidir [24].  

 

Gingivitis, dental biyofilm birikiminin bir sonucu olarak gelişir. Mikroorganizma sayısındaki 

genel bir artış ve ağız florasının değişimi ile oluşur. Çalışmalar, periodontitisin gingivitisten 

geliştiği göstermektedir. Albandar ve diğ. (1998) kronik periodontitisin çok faktörlü bir 

hastalık olduğunu belirtmişlerdir. Bakterilerin rolü birincil olmakla birlikte, bir dizi konakçı 

ile ilgili faktörlerin çeşitli klinik sunumlarını ve ilerleme oranlarını etkilediği varsayılmaktadır 

[25-27]. 
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2.2 PERİODONTİTİSİN NEDENLERİ 

 

Ağız boşluğunda bulunan bakteriler ve bu bakterilerin neden olduğu enfeksiyonlar birçok 

çalışmanın konusu olmuştur [28]. Periodontitis bakteriyel inflamasyonların en önemlilerinden 

biri olup hastalığın sebebi ağız boşluğundaki plak oluşumundan sorumlu patojen bakterilerdir 

[29, 30]. Ağız boşluğunda tüm bakterilerin oluşturduğu bu koloniye mikrobiyota denir [31]. 

Bu geniş mikrobiyotadaki artan bakteri sayısı periodontitisin oluşumundaki ilk etkendir [32, 

33] Bu bakteriler P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum, C. recta gibi türlerdir[34]. Diş 

etine yerleşen patojen bakterilerin salgıladığı toksinler ve mikrobiyal ürünler diş etinde 

inflamasyon ve doku zedelenmesine neden olabilirler [14]. Patojen bakterilerden salgılanan 

çeşitli faktörler doku yıkımına neden olan bir diğer etkendir [35]. Bu bakteriler dışında 

periodontal hastalık etiyolojisinde Herpes virüsleri ve Epstein-Barr virüsleri de rol alırlar [36]. 

 

Sağlıklı diş eti dokusu ve orada yaşayan bakteriler arasında bir denge söz konusudur [37]. 

Hastalıklar, sigara kullanımı, stres, ağız bakımının yapılmaması, cinsiyet, yaş gibi çevresel 

faktörlerden dolayı bu denge bozulabilir ve periodontitisin ilerlemesi kolaylaşır [38]. 

Periodontitis, sistemik hastalıklarla birlikte de gelişebilir. Örneğin diyaliz uygulanan 

hastalarda görülme sıklığı sağlıklı bireylere göre daha yüksektir [39]. Bu nedenle periodontitis 

tanısında hastanın sistemik durumunun bilinmesi çok önemlidir. 

 

2.3 PERİODONTİTİSİN OLUŞUM MEKANİZMASI 

 

Temiz ve sağlıklı diş yüzeyinde gram (+) bakteriler baskınken inflamasyon ve plak 

oluşumuna bağlı olarak mikrobiyotada gram (-) bakteriler üstünlük gösterir [40]. Cebe 

yerleşen bu gram (-) bakteriler ve enzimleri doku bölgesinde lizise neden olur ve doku kemik 

bölgesinden ayrılır [14]. İnflamasyona bağlı olarak bakterilerin yerleşeceği bir alan oluşur ve 

bakteriler sayıca artış gösterirler. Buna bağlı oluşan yanıt, nötrofil ve lökosit gibi bağışıklık 

faktörlerinin dişetinde toplanmasına neden olur [41]. Nötrofiller, bakterileri fagositozla 

parçaladıkça nötrofillerden salgılanan toksik salgılar dokuya zarar verir ve böylece nötrofiller 

doğal bağışıklığın oluşmasını sağlarlar [15]. Nötrofiller doku yıkımına neden olan MMP’yi 

inflamasyonlu bölgeye salarlar. Periodontitisteki baskın MMP'ler MMP-8 ve MMP-9'dur 

[16]. En son süreçte ise bakterilerin çoğalması ve bakterilerden salgılanan toksik salgıların 

bölgeye zarar vermesine bağlı olarak bir cep oluşumu ve kemik kaybı görülür [7]. 
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Periodontitis ilerledikçe cep derinleşir ve bakterilerin bu bölgedeki artışı hızlanır. Sayıca artan 

bakteriler konağın savunma mekanizmasını aşarak doku yıkımını başlatırlar[42]. 

 

Periodontal doku yıkımda temel olarak TNF-α ve IL-1β sitokin düzeylerinde artış görülür 

[43]. TNF-α, aktive olmuş monosit, makrofaj ve T lenfositleri gibi bağışıklık hücreleri 

tarafından salgılanır [44]. Plak yumuşak ve kireçsiz sert ve kireçlenmiş şekilde veya her ikisi 

de olabilir. Dişlerdeki plaklar için kalsiyum tükürükten, diş eti çizgisinin altındaki plaklar için 

ise kandan gelir [45]. Plak üzerinde ilk oluşum gingivitistir. Bazı durumlarda gingivitis, 

periodontitise dönüşür. Bu kişilerde diş eti liflerinde gelişen hasar sonucu, diş etinden ayrılan 

ve periodontal cep adı verilen bölgelerde subgingival mikroorganizmalar (diş eti çizgisinin 

altında bulunanlar) kolonileşir ve diş eti dokularında inflamasyona ve ilerleyen süreçte de 

kemik kaybına neden olur. Gingivitisin gelişim sürecinde diş plağı veya biyofilm denen 

yapılar patojen organizmalar için tutunma bölgesi oluşturur [45]. 

 

Güncel çalışmalar periodontitis oluşumundaki patojen organizmaların gram-negatif anaerobik 

bakteri, spiroket ve virüsler olabileceği bildirilmiştir; ancak kişiler arasındaki farklılığa bağlı 

olarak bir veya daha fazla tür hastalığı tetikleyebilir [45]. 2004'teki yapılan bir çalışmada üç 

tür gram negatif anaerobik türün Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas 

gingivalis, Bacteroides forsythus ve Eikenella corrodens patojen özellik gösterdiği 

bulunmuştur [46]. 

 

Bakterilerin inflamasyonlu bölgede çoğalması sonucu cebe olan baskısı artar, periodontitis 

kronik bir hal alır ve geri dönüşümü olmaz. Periodontitis gelişiminde çevresel faktörler de rol 

alır. Yapılan çalışmalarda sigara içenlerde, sigara içmeyenlere göre periodontitis ortaya çıkma 

olasılığı daha fazla bulunmuştur. Sigara içenlerin diş eti sıvısında TNF-α ve IL-8 seviyelerinin 

daha yüksek olduğu ve periodontal kemik yıkımının daha yüksek düzeyde olduğu 

gösterilmiştir [47, 48]. 

 

Diş ve diş etlerine verilen hasar bağışıklık sistemi tarafından oluşturulur. Bağışıklık sistemi 

oral dokular ve oral mikrobiyota arasındaki normal sembiyozu bozan patojenleri yok etmekle 

görevlidir. Diğer dokularda olduğu gibi, epitel dokulardaki langerhans hücreleri, antijenleri 

patojenden alır ve bunları beyaz kan hücrelerine sunar.  
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Bu süreç, kemiği tahrip etmeye başlayan osteoklastların ve ligamentleri tahrip eden matris 

metaloproteinazlarının aktivasyonuna neden olur [45]. Sonuç olarak hastalığı başlatan 

bakterilerdir, ancak ana yıkıcı olaylar, konağın bağışıklık sisteminden verdiği anormal yanıttır 

[46]. 

 

 

Şekil 2.1 Dişte plak oluşumu [49]. 

 

2.4 PERİODONTİTİSİN DİĞER HASTALIKLARLA İLİŞKİSİ 

 

İnsan ağız boşluğunda birçok bakteri bir arada yaşar [32]. Bu bakterilerin olumsuz etkileri 

sadece diş ile sınırlı kalmayıp aynı zamanda periodontitisin sistemik sağlığı da etkilediği 

bildirilmiştir [43]. Periodontal cep içindeki pro-inflamatuar sitokinler kan dolaşımına geçerek 

çeşitli organlara da zarar vermektedirler [50]. Periodontal enfeksiyonların, patolojisinde etkisi 

olduğu hastalıklar şeker hastalığı, kanser, akciğer iltihabı, alzheimer ve obezite gibi 

hastalıklardır [51-53]. 

 

Periodontitis kan şekeri metabolizması üzerinde de etkili olabilmektedir [54]. Diş etindeki 

bakterilere karşı salgılanan kimyasallar da insülin direnci gelişmesine yol açar ve tip 2 diyabet 

hastalığını tetikler [55]. Periodontal hastalık sırasında üretilen toksinler ve sitokinler plesenta 

zarını geçip gebeliği de olumsuz etkileyebilirler [56]. 
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Periodontitisin kanserle de bağlantılı olduğu gösterilmiştir [57]. Güncel çalışmalarda 

periodontitis etkeni P. gingivalis, oral skuamöz hücreli karsinom (OSCC) ve özofagus 

skuamöz hücreli karsinom (ESCC) hastalarında daha yüksek fazla bulunmuştur [58, 59]. 

Ayrıca bu etkenin romatoid artrit oluşumunda önemli rolü vardır [60]. 

 

2.5 PERİODONTİTİSİN KARDİYOVASKÜLER HASTALIKLARLA İLİŞKİSİ 

 

Yapılan çalışmalar periodontal hastalıkla kardiyovasküler hastalıklarla arasında da ilişki 

olduğunu göstermektedir [61]. Periodontal cep içinde hızla artış gösteren ve serbest kalan 

bakteriler damarlarda inflamasyon başlatır ve kalp krizine ortam hazırlarlar [62]. 

İnflamasyonlu bölgeden kan dolaşımına katılan bu bakteriler vücutta savunma hücrelerinin 

üretimini artırırlar. Bu hücrelerde çeşitli sitokinler salgılayarak kardiyovasküler hastalıkların, 

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

 

Diş eti bağ dokusunda ve alveoler kemiğin proksimalinde bakteriler mevcuttur. Bu 

patojenlerin dolaşıma anatomik yatkınlığı, bakteriyemi riskini ve bakteri ürünleri ve immün 

komplekslerin sistemik yayılımını kolaylaştırır ve özellikle kalp dokusunu etkiler. 

Bakteriyemi, kalp hastalığı olanlar için riskli bir etkendir [10]. 

 

2.6PERİODONTİTİS VE SİTOKİNLER 

 

Sitokinler; hücre büyümesi, hücre iyileşmesi, inflamasyon ve bağışıklık olaylarını düzenleyen 

proteinlerdir. Birçok sitokin glikoprotein yapısındadır [64]. Makrofajlar, lenfositler, endotel 

hücreler ve lökositler tarafından üretilirler [65]. Hücre yüzeyindeki reseptörlere bağlanarak 

etkilerini gösterirler [66]. Genel olarak depolanmazlar ve salınımları geçicidir. Aynı 

hücrelerde etkileri farklı olabilir ve değişik şekillerde hücrelere etki ederler. Lenfositlerden 

salındığı zaman lenfokin, monosit ve makrofajlardan salındığı zamanda monokin, 

kemotaksiste etkili olanlarına kemokin, tek bir lökosit tarafından üretilenlere interlökin denir. 

Etki etme biçimine göre sınıflandırıldığında; sentezlendiği hücreyi aktive ediyorsa otokrin, 

komşu hücrelere etki ediyorsa parakrin, kan yoluyla taşınıp uzaktaki bir hücreyi aktive 

ediyorsa endokrin etki denir [67]. 
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Sitokinler, bakteri ve bakteri ürünlerine karşı bir cevap olarak sentezlenir ve inflamasyonun 

devamlılığını sağlarlar. Sitokinler inflamasyon ve bağışıklığın başlamasıyla birlikte konak 

cevabın süresi ve şiddetini belirlerler.  

 

Periodontal hastalığın gelişiminde sitokinlerin etkisi vardır [68]. TNF-α, IL-1ß ve IL-6 

periodontal hastalığın oluşumunda ilk salınan sitokinlerdir [69]. Bunlardan TNF-α, IL-1ß ve 

IL-6 proinflamatuar sitokinler; IL-10 ve TGF-β antiinflamatuar sitokinlerdir [17]. 

Proinflamatuarlar iltihabı artıran, antiinflamatuarlar inflamasyonu azaltan sitokinlerdir. Bütün 

bu sitokinlerin birbirleriyle farklı yollar üzerinden ilişkileri vardır ve yıkımın önlenmesi, 

durdurulması veya baskılanması için aralarındaki dengenin sağlanması gerekir [70]. 

 

2.6.1 Tümör Nekroz Edici Faktör (TNF-α) 

 

Birçok hücre tarafından salgılanan bağışıklık yanıtının oluşmasında görevli 185 aminoasitlik 

bir glikoprotein hormonudur [71]. TNF-α,  nötrofilleri, aktive ederek bakterileri öldürür [72]. 

Yara bölgesindeki hücrelere etki ederek IL-1 ve IL-6’nın kan dolaşımına katılmasını sağlar 

[73]. 

 

Damar düz kaslarını gevşeterek kan basıncını azaltır. Damar iç yüzeyinde pıhtılaşma öncülleri 

arasındaki dengeyi etkileyerek pıhtılaşma sistemini aktive eder. Nötrofil aktivitesi ve MMP 

salınımını sağlar. Diş etinde inflamasyon artmasına bağlı olarak TNF-α miktarı da artar ve 

periodontitis oluşumunda direkt etkilidir [74]. Farklı hücreler üzerinde bağışıklık düzenleyici 

etki de gösterir. 

 

2.6.2 İnterlökin 1-β 

 

IL1β’nın biyolojik etkileri TNF-α ile benzerdir [44]. Periodontal hastalıkta bağ dokusu 

yıkımının başlangıç ve ilerleme safhasında rol alır [75]. Yüksek miktarda salgılandıklarında 

kan dolaşımına girip endokrin etki gösterirler. İnterlökin-1β, ayrıca diğer mediyatörlerin 

(TNF-α, IL-6, MMP v.s) üretilmesine aracılık eder [76]. 

 

Yapılan çalışmalarda periodontitisli bireylerde IL-1β seviyesinin sağlıklı bireylere göre daha 

yüksek seviyede olduğu görülmüştür ve tedavi sonrası bu seviyelerin düştüğü bildirilmiştir 
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[77]. Litaratürle oluşturulmuş bu deneysel periodontitis modelinde sıçanlara uygulandığında 2 

hafta sonunda kemik kaybının, kontrol grubuna göre daha fazla olduğu gözlenmiştir. 

 

IL-1β’nın periodontal hastalıktaki yeri geçmişte pek çok araştırmaya konu olmuştur [76]. 

Yapılan çalışmalarda bakteri plağı uzaklaştırılıp iyileşme görüldüğünde IL-1β düzeylerinde 

azalma gözlenmiştir [78]. Ayrıca inflamasyon bölgede diğer hücreleri de etkileyerek kemik 

yıkımını da artırır. Bu yüzden doku hasarının yanında inflamasyon belirleyicisidir [79]. 

 

2.6.3 İnterlökin-10 

 

T hücreleri ve makrofajlar tarafından üretilirler. Bağışıklık yanıtında rol oynayan 

inflamasyonu azaltarak periodontitisin kontrol edilmesinde rol alır [80]. Bakteriyal ve viral 

enfeksiyonlar sonucu oluşan doku yıkımını ve makrofajlar tarafından IL-1β, TNF-α üretimini 

engellerler. IL-10 salınımını yapan lökositlerin periodontitiste arttığı görülmüştür [81]. 

 

Periodontal hastalığın ilerlemesinde IL-10’un önemi hayvan çalışmalarıyla da kanıtlanmıştır. 

IL-10’un akut iltihabi yanıtın başlamasında rolü olduğu düşünülmektedir. Ayrıca MMP’lerin 

üretimini azaltarak doku yıkımının engellenmesine aracılık eder. Yani IL-10 antiinflamatuar 

sitokin olarak görev yapar. Doku yıkımını azalttıkça inflamasyonun yayılması da önlenmiş 

olur. 

 

2.6.4 Transforming büyüme faktörü- β (TGF- β) 

 

Endotelyal hücreler, T hücreleri ve makrofajlar tarafından sentezlenebilirler. TGF ailesinde 5 

üye vardır. TGF- β’nın periodontal yara iyileşmesinden sorumlu olduğu düşünülmektedir 

[82]. TGF, matriks proteinlerinin sentezini artırarak doku yenilenmesini hızlandırır [83]. Bu 

büyüme faktörü iyileşme ve doku bütünlüğünün sağlanmasında görevlidir. TGF-β, TNF-α’nın 

aksine kollajen proteininin sentezini artırır. Nötrofilleri inflamasyon bölgesine çekerek yara 

iyileşmesini sağlar. Ayrıca yara iyileşme sürecinde hücre çoğalması ve hücre bölünmesini 

tetikler ve doku yapımını hızlandırarak bağışıklık yanıtını düzenlerler [84]. 
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2.6.5 İnterlökin-6 

 

Fibroblast ve epitel hücreler tarafından sentezlenirler. Periodontitisin ilerlemesinde etkin olarak 

rol alırlar. Hem inflamasyonu başlatıcı hem de azaltıcı özelliğe sahiptirler [66].  

 

İnflamasyonlu alanda artış gösteren IL-6 seviyesi kollajen proteininin sentezini azaltarak kemik 

yıkımına neden olur [85].  Ayrıca IL-6,inflamasyonlu diş dokusunda IgG miktarındaki artırarak 

inflamasyonun azaltılmasını sağlar. Bağışıklık hücreleri ve kemik hücrelerinin çoğalması ve 

aktivasyonunda görevlidir [86].Yara bölgesinde TNF miktarını da azaltarak düzenleyici etkiye 

sahiptir [87]. Böylece proinflamtuar sitokinlerin dengesini sağlamış olur. Yapılan çalışmalarda 

iltihap oluşumundan sonra serumda da yüksek düzeyde tespit edilmiştir [88]. 

 

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

 

MMP-8, çinko içeren herhangi bir yaralanma ve inflamasyona bağlı protein ve doku yıkımını 

başlatan enzimdir [89]. Uzun süreli MMP-8 salınımı doku yıkımına bağlı olarak dişte yapısal 

değişikliklere neden olur. MMP’ler fibroblast, makrofaj, epitel hücreleri, nötrofiller ve 

kondrositler tarafından sentezlenirler [90]. Periodontitis hastalığında MMP-8 miktarı serumda 

artış göstermektedir [91]. MMP-8 seviyesi periodontal doku yıkımıyla doğru orantılıdır [92]. 

İltihap olan bölgede aşırı artış gösteren MMP-8 kollojen proteini doku yıkımına yol açar [93]. 

Sonuç olarak literatürdeki bilgiler dâhilinde MMP-8’nin periodontal hastalıklardaki doku 

yıkımında etkisi büyüktür. 
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BÖLÜM 3 

 

GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

3.1 GEREÇLER 

 

Zonguldak Bülent Ecevit Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onayı (Toplantı tarihi: 8 

Şubat 2018, Karar no: 2018/02-3) alındıktan sonra çalışmamız Bülent Ecevit Üniveristesi 

Tıbbi Deneysel Uygulama ve Araştırma Merkezinde üretilen 20 adet dişi Wistar ratlar 

kullanılarak gerçekleştirildi. Ratlar rahatça hareket edebilecekleri alanlara sahip, yem ve su 

kaplarının kafese monte edilen plastik kafeslerde barındırıldı. Ratlar çeşme suyu ve standart 

rat yemi ile beslendi. Deney hayvanları ağırlıkları 200- 220 gr arasında değişen, herhangi bir 

hastalığı bulunmayan ve daha önce herhangi bir çalışmada kullanılmamış ratlar arasından 

seçildi. 20 adet rat arasından rastgele seçilerek 3 grup oluşturuldu. 

 

Kontrol Grubu (7 adet): Bu ratlara herhangi bir işlem uygulanmadı. 

Grup 1 (7 adet): Bir hafta sonunda sakrifiye edilen grup 

Grup 2 (6 adet): İki hafta sonunda sakrifiye edilen grup 

 

Doku ekstraktlarının hazırlanması aşamasında kullanılan Complete, EDTA Free proteaz 

inhibitörleri karışımı içeren tabletler Roche Applied Science’dan (Upper Bavaria, Almanya); 

EDTA, pH 8,0, Teknova’dan (Hollister, CA, ABD); aprotinin, löpeptin, bestatin, pepstatin 

Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD) sağlandı. Protein miktarlarının tayininde kullanılan 

BCA Protein Assay kiti Thermo Fisher Scientific Pierce Protein Research Products’tan 

(Rockford, IL, ABD); Bradford temeline dayalı ölçüm yapılan Bio-Rad Protein Assay kiti 

Bio-Rad’dan (Hercules, CA, ABD) temin edildi. SDS-PAGE analizlerinde kullanılan % 30 

Akrilamid/Bis çözeltisi Bio-Rad’dan (Hercules, CA, ABD) temin edildi.  
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Çalışmanın farklı aşamalarında kullanılan genel kimyasallardan sodyum klorür, sodyum 

ortovanadat, β-gliserofosfat, sodyum florür, Trizma base, Tris-HCl, bromfenol mavisi, 2-

propanol, aprotinin, löpeptin, sodyum dodesil sülfat, gliserol, etilendiamintetraasetik asit 

sodyum tuzu (EDTA), etilen glikol tetraasetik asit (EGTA), 4-(2-Hidroksietil)piperazin-1-

etansülfonik asit (HEPES), glisin, Igepal, hidrojen peroksit, β-Merkaptoetanol, N,N,N′,N′-

tetrametiletilendiamin (TEMED), Tween-20, Triton X-100, fenilmetansülfonil florür (PMSF), 

Commasie brillant blue (CBB) G250, sığır serum albumini (BSA), hidroklorik asit, etanol, 

metanol, sodyum hidroksit, sodyum asetat, kalsiyum klorür, potasyum klorür, magnezyun 

klorür, MOPS, potasyum klorür, potasyum hidroksit, potasyum fosfat dibazik, monobazik, 

sodyum fosfat dibazik ve monobazik, dimetil sülfoksit (DMSO), Sigma-Aldrich’ten (St. 

Louis, MO, ABD), Bio-Rad’dan (Hercules, CA, ABD) ve Merck’ten (Darmstadt, Almanya) 

satın alındı. Yağsız süt tozu Cell Signaling (Danvers, MA, ABD) firmasından temin edildi. 

 

Protein miktarı tayinlerinde ve mikro-plaka kullanılarak yapılan tüm diğer çalışmalarda 

Molecular Devices (Sunnyvale, CA, ABD) firmasınaait SpectraMax M2 model mikroplaka 

okuyucular kullanıldı. Protein analizleri aşamasında, poliakrilamid jel elektroforezi 

çalışmalarında Bio-Rad (Hercules, CA, ABD) firmasına ait Mini-PROTEAN Tetra cell, Mini-

PROTEAN III model ve Fisher Scientific (Portsmouth, NH, ABD) firmasına ait elektroforez 

sistemleri; Bio-Rad (Hercules, CA, ABD) firmasına ait Trans-Blot elektroforetik transfer 

sistemi kullanıldı. 

 

Görüntüleme işlemlerinde Bio-Rad (Hercules, CA, ABD) firmasına ait Gel Doc XR+ System 

ve otoradyografi filmlerine aktarılan görüntülerin analizi amacıyla da GE Healthcare 

(Buckinghamshire, İngiltere) firmasına ait Amersham Hyperprocessor otomatik film banyo 

makinası kullanıldı. Sonuçların değerlendirilmesinde kullanılan ImageQuant yazılımı GE 

Healthcare (Buckinghamshire, İngiltere) firmasından temin edildi. 

 

Çalışmanın farklı aşamalarında değişik amaçlar için genel laboratuvar cihazları olarak Du 

Pont (Newtown, CT, ABD) marka Sorvall RC-5B santrifüj, Eppendorf (Hamburg, Almanya) 

marka 5417 model soğutmalı santrifüj, Shimadzu (Kyoto, Japonya) marka UV-1700 model 

UV/Visible spektroforometreler, Sanyo (Osaka, Japonya) marka -80ºC dondurucu, New 

Brunswick (Edison, NJ, ABD) marka çalkalayıcılı inkübatör, Barnstead (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, ABD) Nanopure ultra saf su sistemi, elektroforez için güç kaynakları (Bio-

Rad, Hercules, CA, ABD), çalkalayıcı, ısıtma bloğu, manyetik karıştırıcı, 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 fırın, otoklav (Steris/Amsco, Mentor, OH) kullanıldı. 

 

3.2 DENEYSEL PERİODONTİTİS MODELİ 

 

Periodontitis oluşturmak için çalışmamızda kullanılan gruplardaki ratlara intraperitoneal 

injeksiyon yötemiyle 10 mg/kg Xylazine ve 90 mg/kg Ketamin anestezisi yapıldı. Anestezi 

derinliği parmak kıstırma yöntemiyle kontrol edildi. Anesteziye giren ratların sağ alt birinci 

molar dişlerine submarjinal olarak ipek sütur (Doğsan Tıbbi Malzeme San. A.Ş. 

Trabzon/TURKEY) uygulandı. Ligatürler submarjinal yerleştirilip bukkalde düğümlendi. Bu 

bölgede plak retansiyonu sağlamak koşuluyla deneysel periodontitis oluşturuldu (Garcia, 

Longo et al. 2013). Daha sonra derin anestezi altında tüm ratlar sakrifiye edilerek ratlardan 

kalp dokuları alındı. Onbeşinci gün derin ve uygun anestezi protokolü ile ratların göğüs 

kafesleri açılarak 10 ml‟lik enjektörle “intrakardiyak” olarak kalplerinden kan alındı. Alt 

çeneleri ratın baş kısmından ayrılarak çıkartıldı. Diş etrafındaki yumuşak doku ve dişeti 

serum fizyolojik ile yıkanarak biyokimyasal ve histopatolojik analizlerde kullanılmak için -

80°C’ de saklandı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

16 

 

 

Şekil: Deneysel periodontitis modelinin oluşturulması 

 

 

 

 

Şekil 3.1 Deneysel periodontitis modelini oluşturulması 

 

3.3 MİKRO-BT ANALİZLERİ 

 

Mikro-BT yöntemi kemik morfolojisi ve mikromimarisini incelemek amacıyla kullanılan altın 

standart bir yöntemdir. Mikro- BT yöntemi, X ışını zayıflaması vasıtasıyla elde ettiği dataları 

materyal yoğunluğunun uzaysal dağılımını ifade eden 3 boyutlu bir temsil oluşturmak için 

kullanır. Günümüzdeki Mikro-BT cihazları çözünürlüğü birkaç mikrometreye kadar düşebilen 

izotropik voksel boyutları elde eder [94]. Çalışmamızda Mikro-BT taramaları Skyscan 1275 

(Skycan, Kontich, Belgium) cihazı ile gerçekleştirdi. Taramalar 80 kvp, 125 mA, pixel kesit 

aralığı 18 um rotation step 0,4, Frame Averaging 3 ayarları ile yapıldı ve 360 derecede çekim 

olarak belirlendi.  
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1mm kalınlığında alüminyum filtre kullanılarak çekim sırasındaki artefaktlar en aza ındırıldı. 

Geriye kalan artefaktları gidermek için NRecon (versiyon 1.6.4.8 Skycan, Kontich, Belgium) 

yazılımı kullanılarak taranmış her bir numune ayrı ayrı rekonstrüksiyonu yapıldı. Bu yazılım 

sayesinde Ring Artifact Correction, Smoothing, Beam Hardening Correction ve 

Postalignment düzeltmeleri uygulandı. Rekonstrüksiyon sonucu numunelerin iki boyutlu 

aksiyel kesitleri elde edildi. 

 

Alveoler kemik farkını gorebilmek icin için görüntülerin midcoronal ve midsagital görüntüleri 

Dataviewer (versiyon 1.5.6.2 Skycan, Kontich, Belgium) yazılımı ıle elde edıldı. Aksiyel 

kesitler bu yazılıma yüklendikten sonra koronal, sagital görüntüler oluşturuldu. Daha once 1. 

kucuk azı dişinin koklerı arasındaki perıodontit modeli seçildi. Sonra alveoller kemıkte 

sagittal ve coronal kesitlerde alveoller yıkımlar otomatık olarak goruntulendı. 3 grubun aynı 

kesıtlerı tecrubelı 2 ayrı anatomıst tarafından degerlendirildi. 

 

3.4 HİSTOLOJİK ANALİZLER 

 

Alınan örnekler 2 gün %4 paraformaldehitde fikse edildikten sonra 0.33 M EDTA ile EDTA 

solüsyonu iki günde bir değiştirilerek 5 hafta dekalsifiye edildi. Bu arada stereomikroskop 

altında örnekler fotoğraflandı. Dekalsifikasyon sonrası örnekler ışık mikroskobunda 

incelenmek üzere takip edildi. Takip için örnekler yükselen derecede alkollerden geçirildikten 

sonra parafine gömüldü. Örneklerden alınan 5μm kalınlıktaki kesitler deparafinizasyon 

sonrası Hematoksilen-eosin ile boyandı ve dijital kamera (Leica, DFC7000T Wetzlar, 

Almanya) bağlı ışık mikroskobunda (Leica DM6B) incelendi ve fotoğraflandı. 

 

3.5 DOKU ÖRNEKLERİNİN HOMEJENİZASYONU 

 

Derin anestezi (10 mg/kg Xylazine ve 90 mg/kg Ketamin) altında ratlardan alınıp 

biyokimyasal analizlere kadar -80ºC’de muhafaza edilen karaciğer ve kalp dokuları, hassas 

terazide tartılarak darası alınmış tüplere kondu. Dokular temiz bir alanda bistüri yardımıyla 

olabildiğince küçük parçalara (1-2 mm3) ayrıldı. Ratlardan elde edilen doku numuneleri, 50 

mM Tris-Cl (pH: 7,5), 250 mM NaCI, 3 mM EDTA, 1% Triton x-100, 0,5% Igepal, 10% 

gliserol, 1 mM fenilmetilsülfonil florür (PMSF), 0,1 mM Na3VO4, 10 mM NaF içeren 

ekstraksiyon tamponunda süspansiyon haline getirildi ve buz üstünde homojenize edildi. 
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Daha sonra, 3 kez 30 saniye süreyle sonikasyona tabi tutuldu. 13000xg’de santrifüj edilerek 

elde edilen süpernatantlar, analiz edilene kadar -80 ° C'de saklandı. 

 

3.6 TOTAL PROTEİN MİKTARININ BELİRLENMESİ 

 

Protein miktarlarının tayininde Bradford yöntemi (Bradford 1976) temeline dayanan bir 

protein ölçüm kiti (Bio-Rad) kullanıldı. Bradford’un mikro-yöntemine göre mikroplaka 

kullanarak protein ölçümü, ticari kitin protokolüne uygun olarak yapıldı. Bu şartlarda, 

standartlar için doğrusal aralık 8-80 μg/ml olarak belirtilmiştir (Bio-Rad). 

 

Örneklerin içeriğinde, Bradford yöntemi ile interferansa neden olan, belirli derişimin üzerinde 

deterjan gibi kimyasallar bulunduğunda, bu yöntem yerine BCA (bicinchoninic acid) temeline 

dayalı deterjanlarla uyumlu protein ölçüm kitleri (Pierce) kullanıldı. Standart yöntemle 

mikroplaka kullanılarak ölçüm için doğrusal çalışma aralığı 20-2.000 μg/ml, mikro yöntem 

kullanıldığında 2-40 μg/ml olarak belirtilmişti (Pierce, Pierce). 

 

Bütün çalışmalarda protein standardı olarak sığır serum albümini (BSA) kullanıldı. 

 

3.7 ELISA YÖNTEMİ 

 

Ratlardan alınan karaciğer ve kalp dokusu ile serum örneklerinde ELISA yöntemiyle sitokin 

miktarları belirlendi. Homojenattaki protein konsantrasyonu, Bio-Rad Protein Assay kiti ile 

belirlendi. Bütün sitokinler için uygulanan metot şu şekildedir: 

 

Spesifik monoklonal antikorla kaplı kuyucuklar üzerine 50μl konsantrasyonları bilinen 

standartlar ve blank ve standart kuyucukları hariç 40 μl örnekler eklenmiştir. İkinci aşamada 

50 μl Streptavidin-HRP ve 10 μl antikor eklenip 37C’ de 60 dk inkübe edilmiştir. Ardından 

antikor fazlasının ve bağlanmayanların uzaklaştırılması için yıkıma solüsyonları hazırlanarak 

yıkama işlemi uygulanmıştır ve well iyice kurutulmuştur. 50 μl kromojen–A ve 50 μL 

kromojen-B konulup 37 C’ de karanlıkta inkübe edilir. Sonuçta kuyucuklarda mavi renklenme 

oluşur. Reaksiyonu durdurmak için 50 μl stop solüsyonundan eklenmiştir ve oluşan sarı 

rengin yoğunluğu 450 nm. spektrofotometrede okunmuştur. Konsantrasyon değerleri önceden 

belirlenmiş standartlar ile bir kalibrasyon eğrisi elde edildi ve bu eğriye göre sonuçların 

ortalamaları alınıp konsantrasyonları bulundu. 
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3.8 İSTATİSTİKSEL ANALİZLER 

 

SPSS yazılımı kullanılarak ikiden fazla grup karşılaştırmalarında Kruskal Wallis testi, anlamlı 

fark bulunan örneklerde ikili grup karşılaştırmaları Mann-Whitney U testi ile yapılmıştır. 
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BÖLÜM 4 

 

BULGULAR 

 

4.1 DENEYSEL PERİODONTİTİS MODELİ 

 

Çalışmamızda, Zonguldak Bülent Ecevit Üniveristesi Tıbbi Deneysel Uygulama ve Araştırma 

Merkezinde üretilen 20 adet dişi Wistar ratlar kullanılarak oluşturulan deneysel periodontitis 

modeli, 3 grupta incelendi: 

 

Kontrol Grubu (7 adet) : Bu ratlara herhangi bir işlem uygulanmadı. 

Grup 1 (7 adet): Bir hafta sonunda sakrifiye edilen grup 

Grup 2 (6 adet): İki hafta sonunda sakrifiye edilen grup olarak oluşturuldu. 

 

4.2 MİKRO BT ANALİZLERİ 

 

Çalışmamızda Mikro-BT taramaları Skyscan 1275 (Skycan, Kontich, Belgium) cihazı ile 

gerçekleştirdi. Taramalar 80 kvp, 125 mA, pixel kesit aralığı 18 um rotation step 0,4, Frame 

Averaging 3 ayarları ile yapıldı ve 360 derecede çekim olarak belirlendi. 1mm kalınlığında 

alüminyum filtre kullanılarak çekim sırasındaki artefaktlar en aza indirildi. Geriye kalan 

artefaktları gidermek için NRecon (versiyon 1.6.4.8 Skycan, Kontich, Belgium) yazılımı 

kullanılarak taranmış her bir numune ayrı ayrı rekonstrüksiyonu yapıldı. Bu yazılım sayesinde 

Ring Artifact Correction, Smoothing, Beam Hardening Correction ve Postalignment 

düzeltmeleri uygulandı. Rekonstrüksiyon sonucu numunelerin iki boyutlu aksiyel kesitleri 

elde edildi. 

 

Alveoler kemik farkını gorebilmek icin için görüntülerin midcoronal ve midsagital görüntüleri 

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

kesitler bu yazılıma yüklendikten sonra koronal, sagital görüntüler oluşturuldu. Alveoler 
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kemikte sagittal ve coronal kesitlerde alveoler yıkımlar otomatik olarak gorüntülendi. Üç 

grubun aynı kesitleri, tecrübeli 2 ayrı anatomist tarafından değerlendirildi. 

 

 

Şekil 4.1 Kontrol grubuna ait görüntüler. 

 

 

 

 

 

Şekil 4.2 Grup 1 sıçanlara ait görüntüler. 
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Şekil 4.3 Grup 2 sıçanlara ait görüntüler. 

 

4.3 HİSTOLOJİK ANALİZLER 

 

Deney gruplarına ait mandibula örneklerinin ışık mikroskop incelemesinden önce 

stereomikroskop ile yapılan incelemesinde mandibula üzerinde yerleşmiş dişler, ligasyon 

yapılan alanda koyu renkte granulasyon dokusu, birinci haftaya ait örnekte diş etinde 

hiperemi izlendi (Şekil 4.4, 4.5, 4.6). Örneklerin kesitlerinde mandibula üzerinde diş kesitleri, 

çok katlı yassı gingival epitel, altındaki bağ dokusu, dişlerin tutunduğu alveol kemiği gözlendi 

(Şekil 4.7). Kontrol grubunda gingival epitel bütünlüğünü koruyordu. Ortokeratinize ve 

keratinize olmayan çok katlı yassı epitel altında lamina propriayı oluşturan bağ dokusu 

gözlendi. Bileşke epiteli, sement-mine bileşkesinde devamlıydı. Alveoler kemik ve 

periodontal ligamentin normal histolojik yapısı izlendi (Şekil 4,8). Bir haftaya ait örneklerde 

gingiva epitelinin yer yer bozulduğu gözlendi. Sutur ile ligasyon yapılan alanda çok katlı 

yassı gingiva epitelinin olmadığı, sutur materyaline ait kesit ve granulasyon dokusu izlendi. 

Epitelin olmadığı bu alanda periodontal cep oluşumu, lamina propriada inflamatuvar hücre 

infiltrasyonu izlendi (Şekil 4.9). Ligasyon yapılmayan alanda ise iki diş arasında gingiva 

epiteli, altındaki bağ dokusunda periodontal ligament gözlendi. İkinci haftaya ait örnek de 

ligasyon yapılan alanda yer yer nekrotik doku, diş kökünün altındaki dokudan ayrılması, 

periodontal ligamentte bozulma, belirgin inflamasyon, osteoklast hücreleri ile alveolar 

kemikte rezorbsiyon gözlendi (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.4 Deney gruplarında alt çene mikrografları. Mandibula üzerinde dişler ve altındaki 

izlenmektedir. A: Kontrol B: Grup 1 C: Grup 2 (Stereomikroskop X16). 
 

 
Şekil 4.5 Deney gruplarında alt çene mikrografları. Bir hafta sonraya ait örnekte hiperemi 

izlenmektedir. A: Kontrol B: Grup 1 C: Grup 2 (Stereomikroskop X25). 
 

 
Şekil 4.6 Deney gruplarında alt çenenin daha büyük büyütmede mikrografları. Ligasyon 

yapılan alan koyu renkte izlenmekte, koyu renkteki granulasyon dokusu altında 
hiperemi gözlenmektedir. A: Kontrol B: Grup 1 C: Grup 2 (Stereomikroskop 
X40). 
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Şekil 4.7 Deney gruplarında alt çene kesitleri. Mandibula üzerinde diş kesitleri, çok katlı yassı 
gingival epitel, altındaki bağ dokusu, dişlerin tutunduğu alveol kemik 
izlenmektedir. A: Kontrol B: Grup 1 C: Grup 2 (Hematoksilen eosin X12,5). 
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Şekil 4.8 Kontrol grubuna ait mikrograflar. Gingival epitel sement-mine bileşkesinde 
bütünlüğünü korumaktadır. Alveoler kemik ve periodontal ligamentin normal 
histolojik yapısı izlenmektedir. P: Pulpa, D: Dentin, PDL: Periodontal ligament, 
AB: Alveolar kemik, CEJ: Cement-mine bileşkesi (Hematoksilen-eosin A, B:X 
40, Ai, Aii: X100). 
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Şekil 4.9 Ligasyondan 1 hafta sonrasına ait (Grup1) örnek kesitler. A, Ai, Aii, Bi- Ligasyon 
yapılan alanda gingival epitelin yerine granulasyon dokusu, sutur materyali (siyah 
ok), periodontal cep oluşumu, inflamasyon (beyaz ok) izlenmektedir. Bii-Ligasyon 
yapılmayan alanda iki diş arasında gingiva epiteli, altındaki bağ dokusunda 
periodontal ligament izlenmektedir. AB: Alveolar kemik CEJ: Cement-mine 
bileşkesi (Hematoksilen-eosin A, B:X 40, Ai, Aii, Bi, Bii: X100). 
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Şekil 4.10 Ligasyondan 2 hafta sonrasına ait (Grup 2) örnek kesit. Ai- İki komşu diş arası,           

B- Diş ve altındaki alveolar kemik ilişkisi Aii- Aiv- Dişin altındaki alanların 
büyük büyütmesi. Ligasyon yapılan alanda nekrotik doku (beyaz ok), belirgin 
inflamasyon (yıldız), osteoklast hücreleri (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 PROTEİN MİKTARININ BELİRLENMESİ 

 

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 fenilmetilsülfonil florür (PMSF), 0,1 mM Na3VO4, 10 mM 

NaF) ile homojenize edilen doku örneklerindeki ve serumlardaki protein miktarları, BCA ve 

Bradford yöntemleri temeline dayalı ticari kitler kullanılarak yapıldı (Şekil 4.11). 

 

 

Şekil 4.11 Protein miktarlarının belirlenmesinde kullanılan standart grafiğe bir örnek. 

 

4.5 ELİSA ÇALIŞMALARI 

 

Ratlardan elde edilen doku örnekleri ve serumların sitokin miktarlarının belirlenmesinde, 

ticari olarak satılan ELISA kitleri kullanıldı. 
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Şekil 4.12 Elisa yöntemi örneği. 

 

4.5.1 IL1beta ELISA sonuçları 

 

Kalp dokularında yapılan analizler sonucunda, üç çalışma grubunun ELISA sonuçları anlamlı 

olarak (p<0.05) farklı bulundu (Şekil 4.13). 

 

 

Şekil 4.13 Kalp dokularına ait IL1beta Elisa sonuçları (p=0,019). 
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Üç grubun karşılaştırıldığı analizlerde Kruskal Wallis testi kullanılmış; Kruskal-Wallis testi 

sonucunda anlamlı çıkan farklılığın hangi gruplar arasında olduğunu belirlemek için Mann-

Whitney U testi yapılmıştır. 

 

Kontrol ve Grup 1 arasındaki fark anlamlı (p=0,019), 

Kontrol ve Grup 2 arasındaki fark anlamlı (p=0,011) 

Grup 1 ve Grup 2 arası fark anlamsız (p=0,886) bulundu. 

 

4.5.2 IL6 ELISA sonuçları 

 

Kalp dokularında yapılan analizler sonucunda, üç çalışma grubunun ELISA sonuçları anlamlı 

olarak (p<0.05) farklı bulundu (Şekil 4.14). 

 

 

Şekil 4.14 Kalp dokularına ait IL6 ELISA sonuçları (p=0,004). 

 

Kontrol ve Grup 1 arasındaki fark anlamlı (p=0, 028). 

Kontrol ve Grup 2 arası fark anlamlı (p=0,006) 

Grup 1 ve Grup 2 arası fark anlamlı (p=0,032) bulundu. 
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4.5.3 IL10 ELISA sonuçları 

 

Kalp dokularında yapılan analizler sonucunda, üç çalışma grubunun ELISA sonuçları anlamlı 

olarak (p<0.05) farklı bulundu (Şekil 4.15). 

 

dokularına ait IL10 ELISA sonuçları (p=0,012) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.15 Kalp dokularına ait IL10 ELISA sonuçları (p=0,012). 
 

Kontrol ve Grup 1 arasındaki fark anlamlı (p=0, 010) 

Kontrol ve Grup 2 arasındaki fark anlamlı (p=0,011) 

Grup 1 ve Grup 2 arasındaki fark anlamsız (p=0,391) bulundu. 

 

4.5.4 MMP-8 ELISA sonuçları 

 

Kalp dokularında yapılan analizler sonucunda, üç çalışma grubunun ELISA sonuçları anlamlı 

olarak farklı (p<0.05) bulundu (Şekil 4.16). 
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Şekil 4.16 Kalp dokularına ait MMP-8 ELISA sonuçları (p=0,022) 

 

 

Kontrol ve Grup 1 arasındaki fark anlamsız (p=0, 062) 

Kontrol ve Grup 2 arası fark anlamlı (p= 0,006) 

Grup 1 ve Grup 2 arası fark anlamsız (p=0,391) bulundu. 

 

4.5.5 TGF-β ELISA sonuçları 

 

Kalp dokularında yapılan analizler sonucunda, üç çalışma grubunun ELISA sonuçları anlamlı 

olarak farklı (p<0.05) bulundu (Şekil 4.17). 
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Şekil 4.17 Kalpdokularına ait TGF-β ELISA sonuçları (p=0,021). 

 

 

Kontrol ve Grup 1 arasındaki fark anlamlı (p=0, 012) 

Kontrol ve Grup 2 arasındaki fark anlamlı (p= 0,028) 

Grup 1 ve Grup 2 arasındaki fark anlamsız (p=0,475) bulundu. 

 

4.5.6 TNF-α ELISA sonuçları 

 

Kalp dokularında yapılan analizler sonucunda, üç çalışma grubunun ELISA sonuçları 

arasında anlamlı bir fark olmadığı (p>0.05) bulundu (Şekil 4.18). 
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Şekil 4.18 Kalp dokularına ait TNF-α ELISA sonuçları (p=0,161). 
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BÖLÜM 5 

 

TARTIŞMA 

 

Enfeksiyonların, kardiyovasküler hastalıklar için risk faktörü olarak değerlendirilmesi 100 yıl 

öncesinden araştırılan bir konudur [95]. Bu görüşü destekler nitelikte Fabricant ve ark. 

1970'lerde yaptıkları bir çalışmada Marek hastalık virüsünün (herpes virüsü) deney 

hayvanlarında ateroskleroza neden olabileceğini göstermişlerdir [96]. KVH’ lara neden olan 

başlıca enfeksiyonlar hem viral hem de bakteri kökenli akut ve kronik enfeksiyonlardır 

(örneğin, grip, herpes virüsleri, üst solunum yolu enfeksiyonları, Helicobacterpylori, 

Chlamydiap neumoniae, diş enfeksiyonları [çürük ve periodontitis]). Bununla birlikte, bazı 

kafa karıştırıcı faktörler ve metodolojik zorluklar, enfeksiyonlarla KVH arasındaki ilişkinin 

gerçek mekanizmasının açıklanmasını zorlaştırmaktadır. Buna karşın enfeksiyonların 

kardiyovasküler hastalıklara neden olmadığını gösteren çalışmalarda bulunmaktadır [97-101]. 

Yaptığımız bu çalışmada periodontitisin kalp dokusu üzerindeki etkisine bakılmış ve 

inflamatuar özellikteki stokinler üzerinden bu ilişki açıklanmaya çalışılmıştır. 

 

İnsanlarda diş eti enfeksiyonlarının KVH’larla olan ilişkisini açıklamak için çeşitli çalışmalar 

yapılmıştır [102, 103]. Bu çalışmalar ilk olarak vaka kontrol çalışmaları şeklinde olup risk 

faktörleri ile hastalık arasındaki ilişkiyi açıklamada içerdikleri kafa karışıklığına neden olacak 

parametreler nedeniyle yeterli olmamıştır. Daha sonrasında bu konuyla ilgili birçok kohort 

çalışması da yapılmıştır. Tüm bu veriler Scannapieco ve arkadaşları tarafından analiz edilmiş 

KVH ile periodontitis arasında düşük düzeyde bir ilişkinin olduğu ifade edilmiştir. Yapılan 

popülasyon çalışmalarında bu farkların oluşmasındaki en önemli neden periodontitisin 

tanımlanmasında ve ölçümünde standart bulunmamasındandır. Bu durum verilerin 

yorumlanmasında zorluklara neden olmaktadır. Ayrıca periodontitis ve KVH’lar arasındaki 

ilişki oldukça karışık olup başta yaş olmak üzere birçok faktöre bağlıdır [104]. Bu yüzden bu 

çalışmalarda kuvvetli ilişki bulunabileceği gibi zayıf ya da hiçbir ilişkinin olmadığı 

çalışmalarda bulmak mümkündür. 
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Periodontitis ve KVH arasındaki ilişkinin tesbiti,  insanlardan numune almadaki ve erken 

dönemde ölçülmesindeki zorluklar nedeni ile deney hayvanlarının kullanımını gerektirmiştir.  

 

Periodontitisin ateroskleroz gelişimine etkisi hayvan modellerinde de incelenmiş ve 

tekrarlayan dozlarda intravenöz Porphyromona sgingivalis uygulamasının, apoEnoksan 

farelerin proksimal aortlarında aterosklerozun ilerlemesini arttırdığı bulunmuştur [105]. P. 

gingivalis'in oral ve anal uygulamasının apoE-null farelerde erken aterosklerotik lezyonlara 

neden olduğu bulunmuştur [106, 107]. Yeni Zelanda beyaz tavşanların aortunda P. gingivalis, 

periodontitisin şiddeti ile bağlantılı lipid birikimi tespit edilmiştir [108]. Bunu destekler 

şekilde insanlarda aterosklerotik lezyonlarda P. gingivalis DNA'sı ve patojenleri tespit 

edilmiştir [109, 110]. Herpes virüsleri ve C. pneumoniae, farelerde aterosklerotik 

değişikliklere neden olur ve etkileri, hiperkolesterolemi varlığında şiddeti de artırmaktadır. 

İnsan aterosklerotik lezyonlarında çeşitli herpes virüsleri ve C. pneumoniae de bulunmuştur 

[111]. Tüm bu verilere karşın hayvan çalışmalarının sonuçları, dikkatli bir şekilde 

yorumlanmalıdır, çünkü deney hayvanlarındaki bulgular doğrudan insanlara aktarılamaz. 

Ayrıca, insan aterosklerotik lezyonlarında çeşitli mikropların varlığı mutlaka lezyonlara neden 

olduklarını kanıtlamaz. Bununla birlikte, aterosklerozun patogenezinde erken evresi olan 

endoteldis fonksiyonunun, periodontitisli bireylerde [112] ve Salmonella typhi 

aşılanmasından sonra sağlıklı bireylerde [113] ortaya çıktığı da gösterilmiştir. Tüm bu veriler 

periodontitis etkeninin kardiyovasküler hastalıklara neden olacağını göstermekle birlikte 

enfeksiyonlarda immün yanıtta hastalık gelişiminde de önemli bir parametredir.  

 

Sitokinler, immün yanıtın değerlendirilmesinde kullanılabilecek en önemli belirteçlerdir. 

Ancak insanlarda serum düzeyinde numune almak mümkündür. Bu amaçla bu çalışmada rat 

kalp dokusunda inflamatuar sitokinlerin düzeyleri ölçülmüş ve olası periodontitise bağlı olası 

KVH ilişkisi açıklamaya çalışılmıştır. Yapılan kesitsel çalışmalarla periodontitis seviyesi; 

total ve LDL kolesterol veya trigliserit seviyeleri ve düşük HDL kolesterol seviyeleri ile 

ilişkilendirilmiştir [114-119]. Güncel çalışmalar periodontal tedavinin lipoprotein 

metabolizması üzerinde etkili olduğu ve periodontal tedavi ile lipoprotein metabolizmasındaki 

bozuklukların düzeltilebildiğini göstermiştir [120]. Ayrıca periodontitis ile serum sitokin 

seviyesi ve makrofajlarca ortamdan uzaklaştırılan LDL kolesterol esterlerinin metabolizması 

ile ilişkili olduğu gösterilmiştir [120]. 
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LDL makrofaj kaynaklı köpük hücrelerce fagosite edilir. Ancak bu köpük hücrelerinin 

apoptozisi sonucu aterosklerotik plak gelişi olmaktadır [121]. 

 

Peridontal tedavi ile serum HDL seviyesi artmaktadır [119]. 

 

Periodontal tedavi ile HDL/LDL oranının önemli oranda arttığı ve LDL parçacık 

büyüklüğünün değiştiği bulunmuştur [119]. Tüm bu veriler kardiyovasküler hastalıklarla 

periodontitis ilişkisini ortaya koymaktadır. Yaptığımız çalışmada da kalp dokusunda IL-

1β,IL-6, IL-10, TNF-α, TGF-β ve MMP-8 düzeyleri Elisa yöntemiyle incelendi. 

 

Yapılan çalışmalar HDL ve LDL düzeyinin IL-1β, IL-6, IL-10, TGF-β ve MMP-8 düzeyini 

etkilediğini göstermiş ve hastalık patolojisine bağlı olarak bu sitokinlerin düzeyinde artışa 

neden olduğu yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. [122-128]. Ayrıca ateroskleroz ile MMP-8 

ilişkiside gösterilmiştir [129, 130]. MMP-8, HDL ve LDL ilişkiside yapılan çalışmalarla 

gösterilmiştir [129, 131, 132]. Yaptığımız çalışmalarda kronik periodontitis modelinde kalp 

dokusundan elde edilen sonuçlar yapılan çalışmalarla benzer bulunmuştur (IL-1β için şekil 

4.13 p=0.019 ve p˂0.05, IL-6 için şekil 4.14 p=0.004 ve p˂0.05, IL-10 için şekil 4.15 p=0.012 

ve p˂0.05, MMP-8 için şekil 4.16 p=0.022 ve p˂0.05, TGF-β için şekil 4.17 p=0.021 ve 

p˂0.05, TNF-α için şekil 4.18 p=0.161 ve p>0.05). MMP-8 hem periodontitis hem de 

kardiyovasküler hastalıklarda önemli bir biyo göstergedir ve aterosklerotik plak gelişiminde 

plağın yapısını bozmada görev alır [133]. 

 

Ancak yaptığımız çalışmada TNF-α ile yapılan çalışmalarda kronik periodontitis ile TNF-α 

arasında ilişki bulunamamıştır. Buna karşın birçok çalışma TNF-α’nın kardiyovasküler 

hastalıklarda potansiyel bir biyo gösterge olduğu yönündedir [134-137]. Yaptığımz çalışmada 

TNF-α ile ilgili doku düzeyinde faklı sonuç bulmamızın en önemli nedeni TNF-α nın yarı 

ömrünün çok az olmasıdır. Folch ve arkadaşları, total TNF-α miktarının serbest ve reseptöre 

bağlı olarak ayrı ayrı ölçülmesinin daha doğru olacağını bildirmiştir [30]. Ayrıca 

çalışmamızda 4 haftalık periodontitis grubunun olmamasıda gruplar arası farkın ortaya 

çıkmamasına neden olmuş olabilir. 
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BÖLÜM 6 

 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Yaptığımız bu çalışmada periodontitis hastalığı ile kardiovasküler hastalıklar arasındaki 

ilişkinin araştırılması ve kardiyovasküler hastalıkların mekanizması ve hastalık gelişiminin 

takibine yönelik biyo gösterge bulunması amaçlanmıştır ve: 

 

1. Kalp dokusunda IL-1β,IL-6, IL-10, TGF-β ve MMP-8 düzeylerinin periodontitisliratlarda 

anlamlı olarak yükseldiği bulunmuştur ve kalp dokusunda bu sitokinlerinbiyo gösterge olarak 

kullanılabileceği gösterilmiştir. 

 

2. Çalışmada hasta grubu olarak 1 ve 2 haftalık periodontitisliratlar kullanılmıştır ancak 

kronik peridontitisin gelişim mekanizmalarının tam olarak açıklanması ve TNF-α gibi 

sitokinlerin mekanizmasının açıklanması açısından 4 haftalık bir hasta grubu ile de çalışılması 

önerilmektedir. 

 

3. Kalp dokusunda önemli sitokinlerin düzeylerindeki değişiklikler gösterilmiş 

ancakkardiyovasküler hasarın imminohistolojik olarak değerlendirilmesi, periodontitise bağlı 

olası kardiyovasküler hasarı göstereceğinden ileriki çalışmalarda yapılması önerilmektedir. 
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