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1. GIRIS

Periodontitis alveoler kemik yikimi, atasman kaybi ve sonugta dis kaybinin
oldugu kronik enflamatuvar bir hastaliktir. Periodontitisin olusmasina en 6nemli
sebep periodonto-patojenik mikroorganizmalardir (1). Son yillarda, iltihabi
karakterde olan periodontal hastaligin baslamasi ve ilerlemesinde plak bakteri ve
irlinlerine kars1 konak dokuda gelisen hiicresel ve hiimoral cevabin onemli rol

oynadig1 anlasilmistir (2).

Periodontal hastalikta polimorfoniikleer 16kositler (PMNL), makrofajlar ve
lenfositler gibi savunma hiicreleri fazla miktarda yikici enzimler ve enflamatuvar
mediyatdrler salgilayarak doku yikimina yol acarlar. Immiin cevap proenflamatuvar
ve antienflamatuvar sitokinler ve bu sitokinlerin reseptorlerinin olusturdugu
kompleks bir sitokin ag1 ile diizenlenir (3, 4). Bu mediyatdrlerin iliski ve dengeleri
enflamasyona bagli yikimin siddetini ve miktarini belirler (5). Yapilan ¢alismalarda
periodontitisli bireylerde dolagimdaki ve periodontal dokulardaki interlokin (IL)-1,
IL-6, timor nekroz faktor-alfa (TNF-a) gibi proenflamatuvar sitokin seviyelerinin
arttigi tespit edilmis ve bu sitokinler periodontitiste anahtar sitokin olarak
degerlendirilmistir (6-9). Matriks metalloproteinazlar (MMP) periodontal dokuda
ekstraseliiler matriks (EM)’te esasen kollajen liflerin yikiminda rol oynarlar. MMP-1
ve 8’in enflamatuvar periodontal hastaliga bagli EM’nin patolojik olarak
yikilmasinda 6nemli bir yeri oldugu ve periodontal hastalik varlifinda artis
gosterdigi bilinmektedir (10). Proenflamatuvar veya yikict mediyatorlerdeki artig IL-
6, 1L-10, IL-1 reseptor antagonist ve MMP doku inhibitorii gibi antienflamatuvar

veya koruyucu mediyatdrler ile dengelenir (5) .

Molekiiler oksijenin indirgenmesiyle olusan iirlinlere ‘reaktif oksijen tiirleri’
(ROT) denir. Periodontal hastalik varliginda PMNL infiltrasyonuna bagli olarak
ROT’ta artis oldugu gozlenmektedir (11). ROT’larin yiiksek oranda firetilmesi
niikleik asitler, proteinler ve lipidler basta olmak iizere bazi hiicresel yapilara zarar
verir (12). ROT ve hiicre membranlarinin etkilesimiyle ortaya ¢ikan lipid
peroksidasyonu (LPO)’nun en 6nemli iiriinii malondialdehid (MDA)’dir (13). LPO
ile olusacak zararli etkiye kars1 hiicreler baz1 savunma sistemleri gelistirmistir. Bu

savunma sistemlerini antioksidanlar olusturur (14). Glutatyon (GSH) ve glutatyon



peroksidaz (GSH-Px) protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi maddelerin
oksidasyonunu engelleyen antioksidanlardandir (14). Pro-oksidan ve anti-oksidan
sistemler arasindaki dengesizlik ileri oksidatif hasara ve periodontal dokularda
yikima sebep olabilir (15, 16). Periodontal hastalik varliginda yikimla birlikte MDA
seviyesinin arttigi GSH ve GSH-Px aktivitelerinin azaldigi gozlenmistir (17, 18).
Yiiksek molekiiler aktiviteye sahip LPO fdirlinleri immiin cevap artigina,
enflamasyona, tiyol igerikli enzimlerin etkisiz hale getirilmesine, gen

transkripsiyonuna ve apoptozise neden olmaktadirlar (19, 20).

Apoptozis konak yanitinin regulasyonu, hiicre proliferasyonu gibi birgok
patofizyolojik mekanizmada onemli bir role sahiptir (21, 22). Oksidatif stres,
sitokinler, bakteriler, viral enfeksiyonlar (23), radyasyon (24), immiin hiicreler ve
bliyiime faktorleri, beslenme ve EM’deki (25) degisiklikler ile patolojik olarak
tetiklenebilir. Apoptozisin ROT salimina veya hiicresel antioksidanlarin azalmasina
bagli olarak gelistigi in vitro c¢alismalarca desteklenmistir (26, 27). Bakteriyel
triinlerin varligt ve ROT apoptozisi indiikleyerek enflamatuvar sitokinlerin
aktivasyonunu arttirir  (28-31). Kronik periodontitiste ROT’a ve hiicresel
antioksidanlarin seviyelerinin diligmesine bagli apoptozis seviyesinin arttig1
bildirilmistir (26, 32). Apoptozisin azalmasi ile ROT seviyesi azalacagindan
enfeksiyona karsi konak yanitina katki saglanarak periodontal dokularin yikimi
engellenebilir (33, 34).

Periodontal hastalikta konak enflamatuvar cevabinin 6neminin anlasilmasi
yeni tedavi segenekleri tizerindeki ¢alismalar1 arttirmistir. Konak modiilasyonu
tedavisi (KMT) plaga kars1 gelisen immiino-enflamatuvar cevabin yol agtig1 doku
yikiminin azaltilmasini ve periodonsiyumun stabilize ve rejenere edilmesini amaglar.
KMT ile periodontal hastalikta dokuda artan proenflamatuvar sitokin ve yikici
enzimlerin seviyeleri azaltilabilir. Ayrica oOsteoklastik aktivite azaltilarak kemik

rezorpsiyonu inhibe edilebilir.

KMT ajanlarindan birisi olan tetrasiklinlerin antikollajenaz o6zelliklerinin
oldugu ve bu etkinin antibakteriyel etkilerinden bagimsiz olarak en fazla
doksisiklinde bulundugu bildirilmistir (35, 36). Doksisiklin antimikrobiyal etkilerinin

yani sira enflame hiicreleri apoptozise siiriikkleme 6zelligi de gostermektedir (37, 38).



Diisiik doz doksisiklin (DDD) kullaniminin prostaglandin (PG) ve fosfolipaz A,
miktarlarinda azalmaya neden oldugu ve MMP’lerin iiretimini ve aktivasyonunu
engelledigi bildirilmistir (39, 40). DDD’nin periodontal hastalikta atagsman kaybini
azalttigi, antienflamatuvar ve antioksidan etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (41-
44).

Kafeik asit fenetil ester (KAFEE) yapica flavonoidlere benzeyen bal arisi
tarafindan {retilen propolisin aktif fenolik bir bilesenidir (45). KAFEE’nin
antioksidan, antienflamatuvar, antiviral ve imminomodiilator etkileri bulunmaktadir
(45-49). KAFEE ile yapilan bilimsel ¢alismalarda, KAFEE’nin enflamasyona bagli
oksidatif stresin arttig1 durumlarda hiicresel mekanizmalar iizerine etkinliginin
oldugu ve bu sayede sinir hiicreleri de dahil olmak {izere bir¢cok hiicre grubunu
oksidan hasara karsi korudugu bildirilmistir (50-53). Enflamasyon sirasinda
aragidonik asit metabolizmasinin lipooksijenaz yolagini (54) ve ROT iiretimini
inhibe eder (55). KAFEE kemik yikiminda 6nemli bir yere sahip olan niikleer faktor
kappa B (NF-kB)’nin potent bir inhibitoriidiir. Bu 6zellikleri ile kemik defektlerinin
iyilesmesi ve alveolar kemik kayiplarinin 6nlenmesinde etkili oldugu belirtilmistir

(56, 57).

Son yillarda, periodontal hastalikta birden fazla ajanin bir arada kullanildigi
KMT yontemleri de dikkat c¢ekmektedir. DDD’nin bisfosfonatlar ile birlikte
kullanilmasimin ratlarda kemik rezorpsiyonunu (58) ve enflamatuvar mediyatorleri
inhibe ederek alveoler kemik yikimini1 daha fazla engelledigi bildirilmistir (59-63).
Yine DDD ile nonsteroidal antienflamatuvar ilaglarin kombine kullanimi ile MMP ve

ndtral proteinazlarin baskilanmasi ile periodontal tedavinin etkinligi artmistir (64) .

Bu ¢aligmada, ratlarda olusturulan deneysel periodontitis modelinde KAFEE

ve/veya DDD uygulamalarinda:
a. Alveolar kemik yikimi,

b. Periodontal yikimda 6ne ¢ikan sitokinler ve enzimler (TNF-a, IL-1, IL-6,
IL-10, MMP-1 ve MMP-8) seviyeleri,

c. Oksidatif durum ile iliskili belirteg (MDA, GSH ve GSH-Px) seviyeleri ve

d. Gingival apoptozis seviyeleri karsilagtirmali olarak degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

Periodontal hastalik, dental plaktaki bakteri ve iirtinleri ile onlara kars1 gelisen
konak yanitinin rol aldigi, episodik karakterli kronik enflamatuvar bir hastaliktir.
Periodontal hastalikta meydana gelen doku yikimi bakteriler ve iiriinleriyle direk,
konak yanit1 ile indirek mekanizmalarla gergeklesir (65). Konak yanitinda sitokinler,

MMP’ler, kompleman iiriinleri gibi gesitli enflamatuvar mediyatorler tiretilir.

Periodontal doku yikimi seviyesi yapici ve yikici enflamatuvar mediyatorler
arasindaki dengeye baghdir. Her ne kadar enfektif periodontal hastalik icin
periodontal bakteri gerekli olsa da hastaligin seyrini ¢evresel ve genetik faktorlerin

etkisiyle konak yanit1 belirler (66-70).
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Sekil 1. Periodontitis hastalik patogenezi (71)



2.1. Periodontal Hastalik Patogenezi

Periodontal hastalik patogenezi, histopatolojik olarak 4 asamada

incelenmektedir (72, 73) (Sekil 1):

Baslangi¢ Lezyonu: Dental plak olusumunu takiben 2-4 giin igerisinde gelisir.
Bu sathada gingival alanda goriilen degisiklikler vazodilatasyon ve buna bagli olarak
gelisen kan akiminda artistir. Gingival enflamasyonla iligkili olarak birlesim epiteli
ve gingival sulkusta PMNL go¢ii gozlenir. Bu 16kosit gocli cesitli adezyon
molekiilleri (interselliiler adezyon molekiilii-1, endotelyal adezyon molekiilii-2)
tarafindan kolaylastirilir. Birlesim epitelinin koronal bolgesindeki hiicrelerde

morfolojik degisimler goriiliir ve diseti olugu sivis1 (DOS) hacmi artar.

Erken Lezyon: Dental plak birikiminin 4-7. giinii igerisinde olusur. Bu
safhada kapiller proliferasyonu, eritem ve sondalamada kanama go6zlenir. Bag
dokusunda yogun lenfosit infiltrasyonu goriilen subklinik gingivitistir. Enflame
disetinde kollajen yikimi %60-70’lerdedir. Lenfositlerin %75’ini T hiicreleri
olusturur. Lenfositlerle beraber nétrofil, makrofaj, plazma ve mast hiicrelerine
rastlanabilir. Birlesim epitelinin bazal hiicreleri prolifere olmaya baglar.
Vaskiileritenin artmasiyla klinik olarak gozlenen kizariklik olusur. Olusan erken
lezyon tablosunun uzun dénem stabil kalabildigi, yerlesmis lezyonun periodontal
hastaliga hassasiyet acgisindan Onemli bir patogenez basamagi olabilecegi

Oongorilmektedir.

Yerlesmis Lezyon: Dental plak olusumunu takiben 14. giinden sonra olusan
klinik olarak gozlenen kronik gingivitis yerlesmis lezyondur. Klinik olarak gingivada
orta veya siddetli seviyede enflamasyon gozlenir. Birlesim epiteli apikal yonde
prolifere olur. Yogun plazma hiicre infiltrasyonu, yerlesmis lezyonun en 6nemli
ozelligidir. Kollajenaz aktivitesine bagli olarak kollajen yikimi devam eder. Kemik
kayb1 olmaksizin plazma hiicresi baskinligi goriliir. Bu asamaya kadar olan

degisiklikler, gingivitis ve periodontitis patogenezinin ortak siirecini olusturur.

flerlemis Lezyon: Bu safha yerlesmis lezyonun alveolar kemige ilerlemesiyle
karakterizedir ve ‘periodontitis’ olarak adlandirilmaktadir. Diseti cebi epitelinin
cevresinde kollajen yikimi artar ve komsu dokularda fibrozis goriiliir. Gingivitisten

periodontitise  gecisteki mekanizmalar tam olarak tespit edilememistir.



Periodontitisten Once gingivitis gelisimine ragmen gingivitisten sonra her zaman
periodontitise gegis gézlenmez. Epiteyal atagman kok ylizeyi boyunca apikal yonde
migrasyon gosterir ve alveolar kemikte rezorpsiyon goriiliir. Periodontitis Klinik
olarak gingivitisten atagman kaybi ile ayrilir. Periodontitiste histopatolojik olarak

plazma hiicreleri baskindir.

Periodontal hastalikta doku yikiminda, bakteriler tarafindan salinan
endotoksinler, proteazlar ve kemotaktik peptidler gibi iiriinler konak cevabini
uyararak IL-1, IL-6, TNF-a, PGE; gibi proenflamatuvar sitokinlerin ve MMP gibi

konak enzimlerinin saliminin artmasina yol agarlar (74, 75).
2.2. Sitokinler

Sitokinler farkli hiicrelerden salinan kiiciik proteinlerdir. Spesifik reseptorlere
baglanarak immiin sistemde olusacak yaniti baglatirlar. Sitokinler yapisal olarak
birbirlerinden farklidirlar (76). Hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinda etkili
olmalarinin yanisira bagisiklik ve enflamasyonun farkli asamalarinda rol oynayarak
konak cevabmin siddetini ve siiresini de belirlerler (77). Sitokinler etkilesimlerini
spesifik hiicre ylizey reseptorleri ile gergeklestirerek hedef hiicre tizerinde farkl etki
gosterebilirler. Esas kaynaklart makrofajlar ve T lenfositler olmakla birlikte bir¢ok
hiicre tarafindan sentezlenebilirler. Birgogu {iretildikleri hiicreyi uyarabilme
ozelligine sahip olmalar1 nedeniyle kendi yapimlarin1 da diizenlerler. Sitokinlerin
salinimi ve etkileri, inhibitorler ve reseptorlerle diizenlenir (5). Sitokinler agirlikli

olarak etkilerine gore siniflanabilirler (78) (Tablo 1).

Tablo 1. Sitokinlerin siniflandirilmasi

Sitokin ailesi Sitokin cesitleri
Kemotaktikler IL-8, MIP-1, MCP-1
Pro-enflamatuvarlar IL-1a, 1B, IL-6, TNF-a
Anti-enflamatuvarlar IL-1Ra, IL-4, IL-10

Biiytime (growth) faktorleri PDGF, EGF, FGF, IGF, VEGF
Immiin regiilatorler IFN-y, IL-2, 4,5, 7

EGF: epidermal biiyiime faktor, FGF: fibroblast bityiime faktor, G-CSF: graniilosit stimiilatif faktor,
IFN: interferon, IGF: insulin benzeri biiyiime faktér, MCP: monosit kemotaktik protein, MIP:
makrofaj enflamatuvar protein, PDGF: trombosit kaynakl: bityiime faktér, VEGF: vaskiiler endotelyal
bityiime faktor (79)



2.2.1.1L-1

IL-1 enflamasyon ve doku yikiminda one c¢ikan polipeptid yapida
multifonksiyonel bir sitokindir (80-82). Defans hiicreleri disinda birgok hiicreden
tiretilebilmesi ve viicuttaki hemen hemen tiim hiicreleri etkileyebilme 6zelligi ile
diger mediyatorlerden ayrilir (83). Temel kaynak olan monosit, makrofaj ve
PMNL’lerin (66, 80) yan sira epitel ve endotel hiicreleri, fibroblastlar, B hiicreleri,
Langerhans hiicreleri, osteositler ve osteoblastlardan da iiretilir (77, 80, 81). Asidik
(o) ve notral (B) olarak iki formu vardir (77, 84). IL-1p’nin IL-1a’ya kiyasla kemik
yikiminda daha etkili oldugu bilinmektedir (85, 86). Hedef hiicreler iizerinde
etkilerini spesifik iki adet reseptorii ile saglar. Bu reseptdrlerin antagonistleri
inhibitér olarak ¢alisir (66). IL-1B, Alzheimer, romatoid artrit, diyabet ve
periodontitis gibi bir¢cok kronik enflamatuvar hastaligin patogenezinde anahtar rol
oynar (80, 81, 83). Periodontopatojenlerin virulans faktorleri direk ve indirek yollarla
IL-1B’nin salimin arttirirlar (70, 82, 87, 88-92). Periodontal hastalikta IL-1f3’nin esas
kaynagr monosit ve makrofajlardir (93, 94). Bununla birlikte B hiicrelerinin de
onemli bir kaynak oldugu ifade edilmektedir (81, 95, 96). IL-1B’nin dentritik
hiicrelerin farklilasmasindaki (97) ve T hiicre regiilasyonundaki etkisi immiin yanitta
merkezi rol oynar (65, 98). IL-1B, B lenfositleri stimiile eder, proliferasyonlarini ve
plazma hiicresine doniisiimlerini arttirir (65, 77). Enflamasyon ve otoimmiin
hastaliklarla iligkili birgok gen ekspresyonunun stimulasyonuna (siklooksijenaz
[Cox]-2) ve tip 2 fosfolipaz A’nin kodlanmasina ve nitrik oksit (NO) sentaz
indiiksiyonuna yol agar (99). Adezyon molekiillerinin {iretimini, IL-8’i arttirarak
enflamatuvar hiicre gog¢linii arttirir (81). Diger proenflamatuvar sitokinlerle birlikte
alveolar kemik rezorpsiyonunu stimule eder ve kemik formasyonunu inhibe eder (81,
100). IL-1p’nin osteoblastlardan reseptor aktivator niikleer faktor kappa-B ligand
(RANKL) iiretimini stimiile ederek osteoklastogenezi arttirdigi bildirilmistir (101-
103). IL-1B ayrica makrofajlardan IL-6 (103) ve TNF-a salimmi da indiikleyerek
kemik yikimmin artmasinda etki eder (81, 104). IL-1B etkisiyle plazminojen
aktivasyonunun ve MMP {iretiminin artmasi kemik rezorpsiyonunu arttirir (81, 85).
IL-1B’nin periodontitis varliginda periodontal dokularda (105), DOS’ta (106) ve
salyada (107) arttigi gosterilmistir (108, 109). IL-1B’nin seviyesi periodontal
hastaligin siddeti ile iliskili bulunmustur (94, 106, 110). Ancak periodontitisli ve



saglikli hastalarda IL1-B seviyelerinin benzer oldugunu rapor eden c¢alismalar da
vardir (111, 112). Literatiirde baslangig tedavisi ile salya, DOS, serum 6rneklerinde
IL-1pB seviyelerinin arttig1 (112), azaldigr (113-118) ya da degismedigi (118) rapor

edilmistir.
2.2.2. 1L-6

IL-6, T ve B lenfositler, monositler ve myeloid hiicreler tarafindan tiretilen bir
proenflamatuvar sitokindir. Defans hiicreleri diginda keratinositler, endotel hiicreler
ve fibroblastlar tarafindan da dretilir (82, 119). IL-1 ve TNF-a tarafindan iiretimi
arttirthirken (120-122) kortizol tarafindan baskilanirlar (121, 122) Sinir sistemi ve
kardiovaskiiler sistem aktivitelerinde gorev alir (121). Ayrica romatoid artrit, ¢esitli
otoimmiin ve enflamatuvar hastaliklarin patogenezi ile iliskili bulunmustur (121).
Serum amiloid A, fibrinojen ve akut faz proteinlerinin liretiminin artmasinda énemli
rol oynadigi bilinmektedir (121). Osteoblastlarin formasyonu ve farklilasmasini
etkiler (85). Kemik iizerine esas etkisi RANKL aktivitesini arttirarak osteoklast
farklilasmasini stimule etmesi (120) ve kemik rezorpsiyonunu arttirmasidir (120-
122). B hiicre aktivasyonu, nonspesifik antikor ve IL-1 iiretiminin arttiritlmasi IL-
6’nin 6nemli patofizyolojik fonksiyonlari arasindadir (85). T hiicre farklilagmasini ve
fonksiyonlarimi da stimule eder (123). IL-6 dentritik hiicre farklilasmasini da
diizenler (124). IL-17 fretimini artirarak immiin yanitt siddetlendirir (123).
Periodontitiste serum, plazma, DOS ve doku IL-6 seviyelerinin arttigi bulunmustur
(111, 125-131). Bu artis klinik parametrelerle pozitif korelasyon gosterir (126).
Baslangi¢ periodontal tedavi ile serum ve plazma IL-6 seviyelerinin azaldig (127,
131-133) ancak serum IL-6 seviyeleri ile klinik parametrelerin degisimi arasinda bir
iliski bulunmadig1 rapor edilmistir (132), Buhlin ve ark., (134) baslangi¢ ve cerrahi
periodontal tedavilerini yaptiklar1 hastalarin serum IL-6 seviyelerinin degismedigini
saptamiglardir. IL-6’nin genetik olarak nakavt edildigi farelerde periodontitiste daha
az akut faz yanit1 ve alveolar kemik kaybi belirlenmistir (135). IL-6 seviyesinin
yiiksek olmasi periodontal hastaligin siddeti ile iligkilendirilmistir (136). Osteoblast
alkalen fosfataz aktivitesini ve kollajen sentezini inhibe eder (137, 138).



2.2.3. 1L-10

IL-10, proliferatif ve enflamatuvar yaniti baskilayan antienflamatuvar bir
sitokindir (139, 140). B hiicreleri, mast hiicreleri, eozonofiller, makrofajlar ve
dentritik hiicreler ve ¢ogu T hiicre alt birimlerinden iiretilir (141). immunglobulin
tiretimini destekleyerek yaniti dengeler (142). IL-10, Th 1 hiicrelerinin iiretimini
inhibe ederken (140), timositler, B hiicreleri ve bag dokusu hiicreleri {izerine
stimulatif etkiler gosterir. IL-1, IL-6 ve TNF-o gibi proenflamatuvar sitokin ve
kemokinlerin ve ayrica NO sentaz, jelatinaz ve kollajenaz gibi enzinlerin sentezini
azaltir (143, 144). IL-10’un spesifik olarak nétralizasyonu ile IL-1 ve TNF-a sentezi
artar (143, 144). Bu nedenle IL-10, homeostatik ve enflamatuvar durumlarin
regiilasyonunda 6nemlidir (145-147). Osteoklastik kemik rezorpsiyonunu inhibe eder
ve osteoblastik kemik formasyonunu regiile ederek kemik hacminin korunmasinda
rol alir (141). IL-10’un seviyesinin yetersiz olmasi ile proenflamatuvar sitokin ve
kollajenazlarin inhibisyonu basarisiz olacaktir ve bu durum osteoporoz gelisimini
etkileyecektir (21). Periodontitis ve periapikal lezyonlarda alveolar kemik
homeostazinda 6nemli bir regiilator oldugu rapor edilmistir (148-151). IL-10 knock-
out edilmis peridontitisli farelerde IL-10’un antienflamatuvar etkisinin oldugu
gozlenmistir (151). Bazi ¢alismalarda IL-10 gen polimorfizminin periodontitis
gelisimi ile iligkisi rapor edilmistir. Diisiik IL-10 salimi ile enflamasyon siddetlenmis
ve digeti biiylimesi gozlenmistir (152) ayrica generalize agresif periodontitis riski

artmigtir (153).
2.2.4. TNF-a

TNF-0, enflamasyonda baslica proenflamatuvar sitokinlerden biridir (154,
155) ve enfeksiyon varliginda lokal enflamatuvar yanit indiikleyicisidir. Fakat
sistemik etkileri de bulunmaktadir (82, 100, 156). Baslica monositler ve makrofajlar
tarafindan tretilmektedir (157), T hiicrelerinden transmembran prekiirsor proteini
olarak sentezlenir (158). Bakteriyel enflamasyon varligi ve immiin sistemin
aktivasyonu ile dretilir (82, 100, 156). T yardimci (Th) hiicrelerinin ve
osteoblastlarin proliferasyonunu arttirir (159, 160). TNF-a endotel hiicrelerde

oksidatif stres, kompleman aktivasyonu, vazokonstriktor iretimi ve mikrotrombozis,



enfarktiis ve tromboksan seviyelerinin artmasi gibi yapisal ve fonksiyonel
degisiklikler olusturur (161). Kemokinler, adezyon molekiilleri ve PGE; iiretimi gibi
bir ¢ok reaksiyonda IL-1 ile sinerjik etkiye sahiptir (66). TNF-o’nin enflamatuvar
l6kositlerin ~ aktivasyonu, vaskiiler —permeabilitenin modifikasyonu, kemik
rezoprsiyonunun indiiksiyonu gibi pleiotropik etkisi bulunmaktadir (162).
Enflamasyonda {iretilen en yiiksek osteoklastojenik potansiyele sahip sitokin TNF-
a’dir (163, 164). TNF-a otokrin olarak RANKL aktivasyonu ile osteoklastogenezi
yonlendirir (165). MMP sekresyonu ile yiiriitilen doku turnoverinit da yo6nlendirir.
Apoptozisi arttirir ve fibroblastlarin apoptozisini indiikleyerek doku tamirini
stirlandirir (159, 160). IL-4, 1L-10 (166), transforming biiytime faktorii beta (TGF-
B) (85) ve lipoksin A4’lin (167) TNF-a iiretimini azalttigi, interferon gama (IFN-
y)’'nin ise arttirdigi rapor edilmistir (168). TNF-a, IL-1f ile birlikte IL-6’nin ana
indiikleyicisidir (169). Periodontitiste TNF-a seviyelerinin serum, DOS ve dokuda
arttig1 rapor edilmistir (6, 130, 170-172). Baz1 ¢alismalarda serum ve plazma TNF-a
seviyelerinin periodontitisli hastalarda sagliklilara kiyasla farkli olmadigi da
bildirilmigtir (131, 173). Periodontal hastalik siddetinin ve alveolar kemik
rezorpsiyonunun artan TNF-a seviyeleri ile paralel oldugu bulunmustur (6). TNF-a
seviyeleri perirodontal hastalikta MMP ve RANKL seviyeleri ile iliskilidir (66, 168).
Baslangic tedavisi ile serum TNF-o seviyelerinin azaldig1 ya da degismedigini rapor
eden c¢alismalar bulunmaktadir (130, 171). TNF-a eksikligi ya da inhibisyonu
olusturulan hayvan modellerinde periodontal kemik kaybinin azaldigi goriilmiistiir
(168, 174).

2.3. MMP’ler

MMP’ler, EM bilesenlerini yikima ugratan ¢inko (Zn) ve kalsiyum (Ca)’a
bagimli nétral endopeptidaz ailesi olarak bilinen proteolitik enzimlerdir (175).
Endotel hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar, vaskiiler diiz kas hiicreleri, T lenfositler,
trombositler, kondrositler, keratinositler, epitel hiicreleri, mezensimal hiicreler,
notrofiller, trofoblastlar, osteoblastlar gibi oldukga cesitli hiicre tipleri tarafindan
tiretilmekle beraber ana kaynaklari fibroblastlardir (176, 177). Fizyolojik olaylarda
MMP ile spesifik inhibitorii olan TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase)

arasinda bir denge bulunur (178). Doku formasyonu sirasinda MMP salimi
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artmaktadir (179). MMP’ler periodontal hastalik, artrit, kanser, ateroskleroz, diyabet
ve osteoporoz gibi bazi patolojik durumlarda etkilidirler (180). MMP aktivitesinin
artmasi patolojik lezyonlarin gelismesine Onciilik eden EM’nin kontrolsiiz bir
sekilde bozulmasina sebep olur (177). Enflame periodontal dokularda MMP {iretimi
artar (181, 182). Periodontal hastaligin gelisiminde 6nemli olan proenflamatuvar
mediyatorler (IL-1a, IL-1p ve TNF-a) MMP gen transkripsiyonunu arttirir (183).
MMP’ler mineralize olmamis osteoid dokuyu ve kollajen matriksi yikima ugratarak
alveolar kemik rezorpsiyonunu kolaylastirirlar. MMP’lerdeki artis diseti cebi
olusumu, atasman kaybi, kemik rezorpsiyonu, diseti ¢ekilmesi, dis mobilitesi ve dis
kaybu ile iliskili bulunmustur (184). MMP’ler sitokin ve kemokinleri isleyerek hatta
apoptotik ve immiin yanit1 regiile etmesiyle konak defansinda antienflamatuvar etki

gosterirler (185).

MMP’ler substrat yapilarina gore (186); MMP enzim ailesi, kollajenazlar
(MMP-1, 8, 13 ve 18), stromelizinler (MMP-3, 7, 10, 11 ve 12), jelatinazlar (MMP-2
ve 9) ve membran tip MMP’ler (MT-MMP-14, 15, 16 ve 17) olmak {iizere 4 farkh
gruptan olusmaktadir. Bu siniflamanin disinda kalan MMP’ler de vardir (186).

2.3.1. MMP-1

MMP-1, interstisyel bir kollajenazdir ve fibroblastlardan, endotel
hiicrelerden, keratinositlerden, monositlerden, makrofajlardan, kondrositlerden ve
osteoblastlardan itiretilir (187, 188). Tip I, Tip I, Tip 11, Tip V ve Tip X gibi birgok
kollajen tipinin yikiminda rol alir (189). MMP-1 bag doku yapiminda etkili olan
anahtar regiilatérlerdendir ve enflame disetinde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmaktadir (190). Yetiskin periodontitisli hastalarda enflamatuvar lezyonlarinda

MMP-1 mRNA’sinin arttigi gézlenmistir (187, 191).
2.3.2. MMP-8

MMP-8 kollajenolitik bir enzimdir. Tip I, I, Il interstisyel kollajeni yikar.
Notrofiller tarafindan iiretilir ve diger interstisyel kollajenazlardan farkl: bir genden
kaynaklanir (185, 192, 193). Periodontal dokulardaki en baskin interstisyel
kollajenazdir. MMP-8 periodontitis (194) bronsektazi, astim (195, 196) ateroskleroz
(197, 198) enflamatuvar bagirsak hastaligi (199), oral kist (200) ve oral kanser (201-
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203) gibi hastaliklarda artar. Apoptotik yanitin diizenlenmesinde, enflamasyon (204)
ve yara iyilesmesinde koruyucu etki gostermektedir (205). MMP-8 doku yikici
Ozelliklerinin yani sira konak defansinda sitokin ve kemokinleri stimule ederek

antienflamatuvar etki de géstermektedir (206).

Yapilan bir ¢alismada MMP-1’in periodontitisli geng hastalarin DOS’unda
predominant kollajenaz oldugu, yetiskin periodontitisli bireylerin salya, DOS ve
digeti dokusunda esas kollajenazin MMP-8 oldugu belirlenmistir (207). Saglikli
insanlara nazaran tedavi edilmemis periodontitisli hastalarin DOS ve diseti
dokularinda MMP-8 patolojik olarak artmigtir (208, 209). Periodontal hastalikta
MMP-1 ve MMP-8 TIP 1, 1I ve Ill kollajenlerini yikar ve EM’nin yikiminda ana
tetikleyicidir. Dolayisiyla enflamatuvar periodontal hastalikta EM’in patolojik olarak

yikiminda MMP-1 ve MMP-8’in aktivasyonu ve sentezi dnemli bir basamaktir (10).
2.4. Oksidatif Stres

Serbest radikaller bir ya da daha fazla eslesmemis elektrona sahip ve degisik
yapilarin oksidasyonuna sebep olan reaktif molekiillerdir (210). Serbest radikaller
oksijen ve azot igeriklerine gére ROT ve reaktif azot tiirleri olarak gruplandirilirlar
(Tablo 2). ROT’lar diger reaktif tiirleri ¢evreledikleri igin reaktif tiirler igerisinde
onemli bir yere sahiptirler. Intraseliller ve ekstraseliiler ¢evrede radikallerin

formasyonunda etkilidirler.

Tablo 2. Serbest radikallerin siniflandirmasi

Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Azot Tiirleri
Hidroksil Peroksinitrit Nitrik oksit Nitroksil
‘OH ONOO NO NO
Stiperoksit Hipoklordz Asit Nitrdz oksit Nitril Kloriir
0O, HOCI N,O N02C|
Peroksil Hidrojen Peroksit  Azot Dioksit Nitrotil Katyonu
ROZ. H202 NOz' NO+
Lipid Peroksil Singlet Oksijen Peroksinitrit Dinitrojen trioksit
LOO’ Oy ONOO N,O3
Alkoksil Ozon Peroksinitroz Asit  Nitroz Asit
RO O3 ONOOCH HNO;

Hidroperoksil
HOO

Lipid Peroksit
LOOH
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Oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar
lehine bozulmasiyla ROT’larin niikleik asitler, proteinler ve lipidler basta olmak
tizere hiicresel yapilarda hasara yol agtig1 patolojik bir durumdur (211, 212). ROT’lar
bakteriyel antijenlerin stimulasyonu ile en fazla PMNL’lerden iretilirler. ROT’lar
diisiik konsantrasyonda fibroblastlarin ve epitel hiicrelerinin gelisimini stimiile

ederken yiiksek konsantrasyonda doku hasar1 olustururlar (213).
2.4.1. MDA

MDA, kisa zincirli bifonksiyonel bir aldehittir. Cesitli doku elemanlar1 ile
kompleks halde ya da serbest bir formda bulunabilir. PG biyosentezinin bir triinii
olarak ya da oksidatif stres esnasinda bazi makromolekiillerin yikilmasi ile olusur.
En biiylik kaynagi doymamus yag asitleridir (214). MDA, LPO’nun son {iriinlerinden
birisidir. LPO, ¢oklu doymamis yag asidinin (PUFA) radikaller ile oksidasyonu
sonucu baslayan ve sonrasinda MDA’dan baska 4-hidroksinoneal (HNA), alkoller,
etan ve pentan gibi iriinlerin meydana geldigi bir reaksiyonlar zinciridir. LPO
sonucu membran biitlinliigiiniin bozulmas1 ile membran proteinleri, reseptdrleri ve
ayrica bunlara baglanan enzimler inaktive olurlar (13). ROT’larin émiirlerinin kisa
olmasi nedeniyle (10°-10 saniye) varligini belirlemek oldukea zordur. ROT’a bagh
doku yikimi1 MDA ile 6lgiilebilir (215). MDA’dan bagska LPO gostergeleri HNA ve
TBARS (Tiobarbitiirik Asit Reaktif Substans) olarak ifade edilmektedir (75, 216).
Literatiirde  periodontitiste  oksidatif stresle iligkili LPO  gdstergelerinin

degerlendirildigi ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (75, 217-219).
2.4.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA
gibi oksitlenebilecek maddelerin oksidasyonunun 6nlenmesi veya geciktirilmesinde
gorev yaparak ROT’lara karsi savunma mekanizmast olustururlar (220).

Antioksidanlar etkilerine ve bulunduklar1 yere gore gruplanabilirler (Tablo 3).
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Tablo 3. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (221):

Etkilerine gore

e Koruyucu Antioksidan Antioksidan enzimler: SOD (1, 2 ve 3),
KAT, GSH-Px, DNA tamir enzimleri, 0r,
poli (ADP-riboz) polimeraz,

Metal iyonlar1 ile selasyon yaparak etki
edenler: Albumin, laktoferrin, transferrin,
haptoglobin, seruloplasmin, hemopeksin,
karotenoidler, SOD, KAT, GSH-Px, GSH
rediiktaz, iirik asit, polifenolik flavonoidler

Askorbat (vitamin C), karotenoidler (retinol,
e Copgii (Temizleyici) vitamin A), iirik asit, a-tokoferol (vitamin E),

Antioksidanlar polifenoller (flavenoidler), bilirubin,
albumin, ubiquinon (azalmis form), azalmis
glutatyon ve diger tiyoller (serbest ya da
protein bagli)

Bulunduklar1 yere gore

e Intraseliiler SOD 1 ve 2, katalaz, glutatyon peroksidaz,
DNA tamir enzimleri,

Or: poli(ADP-riboz) polimeraz, digerleri,
azalmig glutatyon, ubiquinon (azalmis form)

o Ekstraseliiler SOD 3, selenium- GSH-Px, azalmig GSH,
laktoferrin, transferrin, haptoglobin,
seruloplazmin, albumin, askorbat,
karotenoidler, Uirik asit

e Membran iliskili a-tokoferol

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), GSH-Px ve GSH genel olarak
serbest radikal olusumunu engellemeleri nedeniyle koruyucu antioksidanlar olarak
degerlendirilirler (222). SOD, radikallere kars1 hiicreyi koruyan savunma
mekanizmalar1 arasinda ilk gorevi iistlenen enzimdir. SOD enzimi ile katalizlenen
tepkime sonucu olusan iiriinlerin birikmesi KAT enzimi tarafindan bertaraf
edilmektedir. Fizyolojik sartlarda metabolik olarak O, nin olusumu olduk¢a fazladir.
SOD, O, nin hiicre ici konsantrasyonunu diisiikk diizeylerde tutarak 0, seviyesinin
kontroliinii saglar ve hiicreleri O, radikallerinin etkilerinden koruyarak LPO’yu da
inhibe eder (223). KAT, okside edici enzimlerin etkisiyle ortamda olusan hidrojen
peroksit (H20)’1i suya doniistiiriir. Ortamdaki H,0, konsantrasyonunun diisiik oldugu
durumlarda GSH-Px H,0,’yi ortamdan uzaklastirir. Ayni etkileri gosteren KAT ve

GSH-Px enzimleri, hiicre i¢i yerlesimleri ve etkileri bakimindan farkliliklar
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gosterirler. KAT enzimi peroksizomlarda daha etkin iken, GSH-Px enzimi baslica

sitozol ve mitokondride etkindir (224).
2.4.2.1. GSH-Px

Glutatyon yolunun ilk enzimi olan GSH-Px, hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumludur. Enzim aktivitesi, pentoz fosfat yolunda iiretilen
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH)’a bagimlidir (225).

1. ROOH + 2GSH GSH-Px o ROH + GSSG + H,O
2. 2GSH + H,0; 2H0+ 0,

A

GSH-Px’in fagositik hiicrelerde major peroksit uzaklastiricist olarak dnemli
fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla birlikte, oksidatif yikim sirasinda serbest
radikalini etkisiz hale getirerek fagositik hiicrelerin zarar gérmesini engeller. GSH-
Px oksidatif strese kars eritrositlerde de en etkili antioksidandir. Ayrica endoplazmik
retikulumdan salinan H,O,’nin dekompozisyonunun primer sorumlusudur ve GSH-
Px aktivitesindeki azalma, H,O,’nin artmasina neden olarak hiicre hasarina yol agar
(225). Ayrica GSH-Px, arasidonik asit metabolizmasinin temeli olan aktivasyonunu
arttirarak, tiimor olusumunda rol oynar (225, 226). GSH-Px’in selenyum bagimli ve
selenyumdan bagimsiz olmak iizere, farkli substratlar kullanan iki tipi vardir ve
selenyumdan bagimsiz formu H,0,’ye yonelik daha yiiksek aktivite gosterir (225,
227).

2.4.2.2. GSH

Sistein iceren bir tripeptit olan GSH, sentezlenebilen ve ince bagirsaktan
emilebilen enzimatik olmayan bir antioksidandir (228). Okaryotik hiicrelerde GSH’1n
yaklasik %901 sitozolde, %10’u mitokondride ve ¢ok az bir kismi1 da endoplazmik
retikulumda bulunur (229). GSH peroksidazlar i¢in substrat gorevi yapar. C ve E
vitaminleri {izerinde de koruyucu etkiye sahiptir (228). DNA sentezi ve hasarli
pargalarinin onarilmasinda etkin olan GSH, aminoasit transportunun, peroksit
metabolizmasinin, iskelet-kas biitiinliigiinin ve birgok enzim aktivitesinin
diizenlenmesinden sorumludur. GSH oksidasyonu, apoptozis siirecinin erken

donemdeki belirtisidir ve eksikligi hiicre 6liimiine yol agar. (228).
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2.5. Periodontal Hastalikta Oksidatif Durum

Periodontal hastalikta subgingival plakta bulunan periodontopatojenler
enflamatuvar degisikliklerin baslamasinda asil etyolojik ajanlardir. Bu bakterilerin
endotoksin ve ekzotoksinleri gingival fibroblastlarda CD-14 ve toll like reseptor 4
araciligryla apoprotein-1 (AP-1), NF-xB ve enflamatuvar sitokinlerin iiretimine yol
acarlar. Bakteriyel hiicre bilesenleri ve enflamatuvar sitokinler PMNL’leri aktive
ederek ROT diiretimini arttirirlar. PMNL’lerden baska aktif makrofaj, notrofil ve

fibroblastlar da ROT artisina sebep olurlar (221) (Sekil 2).

PERIODONTAL PATOJENLER

A 4

Bilesenleri

LPS, DNA
Periodontal
TIMP V¥ dokulardaki hiicreler Enflamatuvar
MMP A P sitokinler,
TNF-a kemokinler :
Osteoklast * NF-«B ve AP-1 =
kti / aktivasyonu < TNF-a, IL-1,
aktivasyonu IL-8. GM.CSF,
farklilagmas Reseptor mediyatorleri E- selektin
Reseptor aracilt L
olmavan TNF-q.,
A 1PS

PMNL ve fibroblast
lardan ROT olusumu

TNF-a, graniilosit makrofaj koloni stimiile

edici faktér (GM-CSF), IL-8, LPS

Hiicre Duvari

A A

Asirt duyarli PMNL

A 4

aktivasyonu

A

salimi

Geleneksel mediyatorlerin

oksidasyon
olugumu

Okside proteinlerin, LPO,
tirtinlerinin

TIMP lerin inaktivasyonu

Sekil 2. Periodontal hastalikta oksidatif durum (221)

Periodontal dokuda OH , H,O, ve O, radikallerinin olusumu, esas olarak

notrofil ve makrofajlardan kaynaklanir. O, radikalinin, osteoklastik aktivite ve



kemik rezorpsiyonuyla iliskili oldugu disiiniilmektedir. OH radikali, konak
yanitinin zarar gérmesine, DNA hasarinda enzim oksidasyonuna (230), dejeneratif
degisikliklere (17), vazodilatasyona, NF-xB esasli sinyal iletim yollar1 araciligiyla
IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, TNF-B ve IFN gibi proenflamatuvar sitokin salimina ve
kemik rezorpsiyonuyla iliskili LPO’ya neden olur. Kontrolsiz LPO hiicre
biitiinliigiine ciddi hasar verebilecek oksidatif stresle sonuglanir (218, 231).
Periodontitiste konak cevabi, ROT ve asir1 proteolitik enzim tiretimiyle iliskili
yiiksek seviyede enflamasyonla karakterizedir (232). Oksidasyona bagli olarak
kollajende olusan degisiklikler notrofillerin dokular igerisine migrasyonunun
gecikmesine neden olur. Bu durum dokularin ROT iiretme potansiyelini arttirir.
Enflamasyonda LPO artis1 ayrica apoptotik mediyatorleri stimule eder, vaskiiler
hiicrelerde adezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttirarak da enflamasyona
katkida bulunur (215, 230, 233, 234). Periodontal hastalikta LPO seviyesinin yiiksek
olmast enflamasyonun siddetli oldugunu gostermektedir. Atasman kaybi, cep
derinligi artig1, kanama ve siiptirasyon gibi klinik enflamatuvar bulgular LPO artisina
paralel olarak gozlenmektedir (215). Kemik rezorptif mediyatorleri olarak da bilinen
PGE_, IL-1, IL-6, TNF-0, MMP ve NF-kB gibi enflamatuvar belirteglerin artmasi ile
MDA arasinda pozititif korelasyon bulunmustur (233, 235, 236). Peridontitiste MDA
seviyesinin arttigint rapor eden ¢aligmalarin yanisira degismedigini belirten
calismalar da bulunmaktadir (17, 43, 215, 218, 237, 238).

Periodontitis varliginda serum antioksidan seviyelerinin degerlendirildigi
calismalarda serum, salya, diseti ve DOS orneklerinde GSH-Px ve GSH gibi
antioksidan enzim seviyelerinin arttig1, azaldig1 ya da degismedigi rapor edilmistir
(17, 239-241). DOS ve plazmada GSH ve GSH-Px gibi antioksidanlarin
periodontitisli bireylerde anlamli seviyede diisiik olmasi, periodontal bakterilere karsi
gelisen konak cevabinin indiikledigi sistemik enflamasyona bagli olabilecegi
belirtilmistir (242). Periodontitisli bireylerde periodontal tedavi ile ROT seviyesinin
azaldig1 ve antioksidan enzim seviyelerinin arttigi rapor edilmistir (215, 243, 244).
Periodontal hastaligin siddetindeki artisla serumdaki total antioksidan kapasite
seviyeleri arasinda zit bir iliski oldugu belirtilmistir (242, 245, 246). Antioksidan
konsantrasyonlarindaki artisin, periodontitis riskini goreceli olarak azalttigi ileri

stirilmiistir (247).
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2.6. Apoptozis

Apoptozis insan viicudundaki her hiicrenin dogasinda bulunan ¢ok basamakli
ve yolakli programlanmis hiicre o6liimiidiir. Normal gelisim sirasinda meydana
geldigi gibi hastaliklara bagli olarak ortaya ¢ikan patolojik durumlar ile iliskili olarak
da gerceklesir (248). Hiicrelerin belirli bir komuta gore hareket etmeleri apoptozisin
nekrozdan ayrildigi noktadir (249, 250). Hiicre aldigi komutu yerine getirmek igin
bazi1 gen lrilinleri (enzimler, proteinler) sentezleyerek gerekli fizyolojik
diizenlemeleri gergeklestirir. Bu genlerin bir kism1 apoptozisi indiiklerken bir kismu
da inhibe eder (251-254). Kanama, hiicre kiigiilmesi, ¢ekirdeklerin pargalanmasi,
kromatin siklasmasi ve kromozomal DNA pargalanmasi gibi biyokimyasal olaylar
karakteristik hiicre degisikliklerine ve oliimiine sebep olur. Yetiskin bir bireyde
apoptozise bagli olarak giinliik 50-70 milyon arasinda hiicre 6liimii olusurken, 8-14
yaslarinda ki gocuklarda yaklasik 20-30 milyon arasinda hiicre 6limi gercgeklesir
(255).

Apoptozis ile ilgili arastirmalar 1990 yilindan sonra artmistir. Apoptozis
embriyogenez, immiin yanitin olugmasi ve enflamasyonun iyilesmesi gibi farkli
durumlarin igerisinde bulunmaktadir. Asir1 apoptozis atrofiye, yetersiz apoptozis ise
kanser gibi kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna sebep olur. Apoptozis hiicre i¢inden
veya disindan gelen sinyallerle baslatilabilmektedir. Ekstraseliiler sinyaller, toksinler
(256), hormon, biiyiime faktdrleri, NO (257) ve sitokinlerdir. Intraseliiler sinyaller
ise, niikleer reseptorler, glukokortikoid, 1s1, radyasyon, yetersiz beslenme, viral
enfeksiyon, hipoksi (258) ve artmus hiicre ici Ca*? konsantrasyonudur (248).

Apoptozisin basamaklar1 asagida siralanmistir (Sekil 3):
e Apoptozisin baslatilmasi
e Hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu
e Hiicrede morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi

e Fagositoz
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Sekil 3. Apoptozis basamaklari (259)

2.6.1. Apoptozis Yolaklari
2.6.1.1. TNF Yolag:

TNF apoptozisin  major ekstrinsik mediyatoriiddiir (260). Hiicredeki
reseptorlerine baglanmasi ile hiicre yasamini ve enflamatuvar yaniti saglayan
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu indirek olarak yonetir (52). Ozellikle

otoimmiin hastaliklarda anormal TNF {iretimi 6nemli rol oynamaktadir (sekil 4).
2.6.1.2. Fas Yolag

Fas reseptorii (AP-1 veya CD95), Fas ligandlarina (FasL) baglanan TNF
ailesine bagli bir ¢esit transmembran proteinidir (261, 262). Mitokondriden

proapoptotik faktdrlerin salimini gergeklestirir ve kaspaz 8 aktivasyonunu hizlandirir

(261) (Sekil 4).
2.6.1.3. Kaspazlar

Kaspaz apoptotik sinyallerin transdiiksiyonunda ana role sahiptir. Ayrica
kaspaza bagimli olmayan apoptotik indiikleyici faktor araciligiyla gerceklesen

apoptotik yol da vardir (263, 264).
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Sekil 4. Apoptoziste TNF ve Fas sinyal sistemi (260)

Apoptozisin inhibisyonu ile kanser, otoimmiin hastaliklar, enflamatuvar
hastaliklar ve viral enfeksiyonlarda artig gézlenir. Bu durum hiicre proliferasyonunun
artmasina bagl olarak hiicre akiimiilasyonu ile iliskilendirilebilir. Hastaligin tedavisi
i¢cin apoptozisi diizenlemek amaglanir. Oliim sinyali ile iligkili hastaliklar i¢in tedavi
metodu hastalikli hiicrelerde apoptozise yatkinli§in arttirilmasi ya da azaltilmasidir.
(265-267). Apoptozisi stimiile etmek i¢in 6liim reseptor baglanti sayisinin arttirilmasi

(TNF veya TRAIL gibi), anti-apoptotik protein olan Bcl-2 yolaklarinin antagonize
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edilmesi veya apoptozis inhibitérlerinin inhibe edilmesi gerekir. Viral infeksiyonlar
(AIDS), bakteriyel enfeksiyonlar (Neisseria kaynakli menenjit), nérodejeneratif
rahatsizliklar (Alzheimer hastaligl), otoimmiin hastaliklar (multiple skleroz),
hematolojik rahatsizliklar (miyelodisplastik sendrom), iskemik yaralanmalar
(miyokard enfarktiisii) ve toksinle indiiklenmis hastaliklarda (alkolle iliskili hepatit)
apoptozisin arttigr goriilir (268). Apoptozisin azaltilmasina yonelik tedavilerde
proapoptotik faktorlerin varligimin inhibe edilmesi ve anti-apoptotik faktorlerin
diizenlenmesi amaglanir. Aktive NF-xB, Bcl-2 gibi antiapoptotik genleri

indiiklenmesi apoptozis inhibisyonu ile sonuglanacaktir (269).
2.6.2. Periodontal Hastalikta Apoptozis

Bakteriyel iriinlerin apoptozisi indiikledigi bilinmektedir (29, 31, 270).
Periodontal hastalik varliginda apotozis bakteriyel ve konak defans mekanizmalari
ile regiile edilir. Kronik enfeksiyon varliginda PMNL apoptozisinin gecikmesi
enfeksiyonun kisitlanmasi agisindan faydali olabilir. Apoptozisin artmasi ise
enfeksiyonun daha derin dokulara yayilmasimi engelleyebilir. Ancak enfeksiyona
karsi yanitin uzun siire devam etmesi periodontal yikimin daha da artmasina yol
acacaktir. Periodontal hastalik varliginda enfeksiyona bagl olarak epitel ve bag doku
hiicrelerinde apoptozisin arttig gbzlenmistir. Agregatibacter
actinomycetemcomitansin  (Aa) keratinosit apoptozisini arttirirken, makrofaj
apoptozisini azalttigi (272), P.gingivalis’in periodontal ligament fibroblastlarinin
apoptozisini arttirirken, PMNL’lerin apoptozisini geciktirdigi bildirilmistir (273). Bir
ajan bazi hiicrelerde apoptozisin azalmasina sebep olurken bazi dokularda artmasina
sebep olabilmektedir. P. gingivalis proteazinin epitel, fibroblast ve endotel hiicre
kiiltiriine eksojen olarak ilavesinin apoptozisi destekledigi gozlenmistir (274-280).
Proteaz enzimleri noral katherin ve integrinlerin yikimina (280-283) ve dokulardaki
hedef hiicrelerin ayrilmasma sebep olurlar. P.gingivalis insan diseti epitelinde
mitokondriyal anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin indiiksiyonuna sebep olur (284). P.
gingivalis ile enfekte diseti epiteli hiicrelerinde anti- ve pro-apoptotik sinyal
molekiillerinin aktivasyonunun asamali olarak regiile edildigi ortaya konmustur

(285).
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Periodontal hastalikta apoptozis bir¢ok arastirmada degerlendirilmistir (29,
31, 270, 286). Oksidatif stres alveolar kemik yikiminda rol oynayan IL-1p, IL-6 ve
TNF-a gibi proenflamatuvar sitokinlerin, MMP’lerin ve NF-kB’nin artmasina sebep
olur ve apoptozisi indiikler (32, 243, 287, 288). Periodontal dokularda apoptozise
ugrayan hiicrelerin ¢cogunlugu nétrofillerdir ve periodontal dokularda enflamasyonda
meydana gelen doku yikimmin bir kismindan apoptozisin sorumlu oldugu ifade

edilmektedir (32).

Enflamatuvar lezyonlardaki apoptozis inhibisyonu ya da indiiksiyonu Fas-
FasL sisteminde meydana gelen bir defekt ile iligkili olabilir (289). Apoptozis
inhibisyonu intraseliiler yolaklarinin diizenlenmesinde etkili olan ligand/reseptor
faktorlerinin azalmasi ile de olusabilir. TRAIL aracili apoptozis, TRAIL ve 6lim
reseptorii Fas-iligkili 6liim bolgesi (FADD) araciligr ile apoptotik sinyal sistemini
olusturur, kaspaz 8 aktivasyonunu ve diger baslangi¢ kaspazlarini yonetir (290). Bu
sinyal sekli farkli faktorler ve yolaklarin olusturdugu kompleks bir yapiya sahiptir
(291). Bununla birlikte apoptozis inhibitorii ailesi tiyeleri anahtar kaspazlar1 durdurur
ve apoptozisi farkli yolaklarla inhibe edebilir. Apoptozis hiicre yiizey reseptorlerine
ligandlarin baglanmasi ile indiiklenebilir (Fas ligand-Fas, TNF/TNF reseptor,
RANKL/RANK). Periodontitiste T ve B lenfositlerinde apoptozisin FasL varliginin
ortadan kaldirilmasina bagli olarak inhibe edildigi bildirilmistir (289). Periodontal
hastaliklarda fibroblastlarin apoptozisinde TNF ve reseptorii etkili olmaktadir (292).
Bir bagka c¢alismada alveoler kemik kaybinin osteoblastlarda TRAIL aracili
apoptozisin artisina bagli oldugu ortaya c¢ikmustir (293). Enflame periodontal
dokulardaki l6kositlerde apoptozis indiiklenmesi yiiksek oranda TRAIL bulunmasina
baglhidir. Enflamasyon ve periodontal hastalik sirasinda, fibronektin fragmanlara
ayrilir. Bu fragmanlarin bir kismi periodontal ligament hiicrelerinde MMP ve serin
proteinaz ekspresyonunu arttirirken diger fragmanlar ise kaspaz proteazlar ve
spesifik sinyal yollari ile regiile edilen bir mekanizma araciligtyla apoptozisi indiikler
(294).

2.7. Periodontal Hastalikta Konak Modiilasyonu

1970’1lere kadar periodontal hastalikta tedavi stratejileri plak bakterilerini ve

onlarin iriinlerine bagli olarak ortaya ¢ikan doku yikimmi anlamaya yonelik
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olmustur. Bu mantik arastirmacilarin hastalik patogenezi ve konak arasindaki iliskiyi

tespit etmesi ile degismeye baslamis (295, 296) ve konak modulasyon tedavisi

(KMT) ad1 altinda yeni bir yaklagim ortaya ¢ikmistir.

KMT’nin amaci doku yikimmi azaltmak, stabilize etmek veya konak

yanitinin yikicr etkisinin azaltilmasit ya da modifiye edilmesi ile periodonsiyumu

rejenere etmek ve koruyucu yanitin arttirilmasini saglamaktir (2, 297).

Periodontal tedavide konak modulasyonu amaciyla kullanilan ajanlar:

1.

2.

Antienflamatuvar ilaglar (non steroidler)
Kemik uyarici ilaglar (bisfosfanat gibi antiresorptif ilaglar)
Antiproteinazlar (tetrasiklinler gibi)

Konak modiilasyonu i¢in yeni ajanlar (Sitokin antagonistleri, KAFEE)
(298, 299, 301, 304).

Kimyasal farmosotiklerden baska bitkisel ilaglar da tercih edilmektedir

(305-308).

2.8. Tetrasiklinler

Tetrasiklinler ilk olarak 1948’de kesfedilmistir. Streptomyces aureofaciens

gibi bir toprak bakterilerinin dogal fermentasyon tiriinleridir.

Kimyasal Yapisi

Tetrasiklin ve analoglarin bakteri ve memeliler {izerine etkili olan basit bir

kimyasal yapis1 vardir. Tetrasiklin karboksamid halkasal bir yapiya sahiptir (sekil 5).

an\N/c»—L.

Sekil 5. Tetrasiklinlerin kimyasal yapisi

Tetrasiklinin antibiyotik 6zelligi gosteren kismi1 A halkasindaki karbon 4’teki

(C4) dimetilamin grubudur. C4’ten dimetilamin grubunun uzaklastirilmasi ile

tetrasiklinin antibiyotik 6zelligi azalirken antibiyotik olmayan aktivitesinin arttigi
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gozlenmistir (183). Bu strateji baz alinarak modifiye edilmis tetrasiklinler
olusturulmaya calisilmistir (309). Tetrasiklinin yapisin1 gosteren halkalar farkl
kimyasal fonksiyonlarda rol alan, iist ve alt olmak {izere iki u¢ bolgeye ayrilir. Alt ug
kistmin sentetik modifikasyonu ile hem antibiyotik hem antibiyotik olmayan
ozellikleri azaltilabilir. Ust u¢ kismin modifiye edilmesi ile biyolojik 6zellikler
arttirtlabilir (D halkasindaki C7 ile C9 arasindaki degisiklikler). Molekiil tizerindeki
calismalar sonucunda tetrasiklinin semisentetik bileseni olan minosiklin ve

doksisiklin ortaya ¢ikmustir (310).

Tetrasiklinler protein sentezinin geri dondsiimli  inhibisyonunu yapan
bakteriostatik ajanlardir.  Tetrasiklinlerin  bakteriyel sitoplazmik membranda
degisikliklere sebep oldugu, cesitli bilesenlerin ve niikleotidlerin sizintilarini
kolaylastirdigi bilinmektedir (311). Tetrasiklin ailesinden olan doksisiklin ve
minosiklinin, tetrasiklin hidroklorire (HCL) gore yagda ¢oziinme o6zelligi daha
fazladir. Bu 6zellik sayesinde bakteriyel hiicre duvarimin lipid tabakasindan rahatlikla
gegerler. Hiicrelerin igerisinde ribozomlarin 30S alt initelerine spesifik olarak
baglanirlar. Bu baglanti aminoasil tRNA’nin mRNA ribozomlarinin reseptor
bolgesine baglanmasini engeller. Tetrasiklin, minosiklin ve doksisiklin Gram (-)
fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalar1 inhibe etmede cok etkilidirler (Or: Aa,
Campylobacter rectus, Eikenella corrodens ve Capnocytophaga) (312).
Tetrasiklinlerin antibiyotik 6zelliklerinden baska etkileri de bulunmaktadir (183,
313).

Kollajenaz inhibisyonu (314): Interstisyel kollajenaz proteinaz tipli bir
enzimdir ve bag dokuyu yikar. Bu enzimler fibroblastlar, epitel hiicreler, makrofajlar
(MMP-1) ve notrofillerden (MMP-8) kaynaklanir. Tetrasiklinler fibroblast tip
kollajenaza karsi daha az, nétrofil kaynakli kollajenazlara karsi ise daha fazla
aktiftirler. Doksisiklin kollajenaz inhibisyonunda en etkili olan tetrasiklin ¢esididir.
Antikollajenaz etki aym zamanda ilacin Ca*? ve Zn*? iyonlarina baglanma
kapasitesine de baghdir. Oksijen radikallerinin latent kollajenazi aktive ettigi
bilinmektedir. Tetrasiklinler PMNL’ler tarafindan iiretilen ROT’a kars1i da etki
ederek latent kollajenazin oksidatif aktivasyonunu engellerler (6r, hipoklorik asit ve
hidroksil grup) (315). Tetrasiklin ve tetrasiklin analoglar1 kollajenaz ve gelatinazlari
inhibe edebilmektedir (309, 316, 317).
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Anti-proteolitik 6zellik: Notrofil kollajenazinin inhibisyonu sonucunda diger
proteolitik olaylar da engellenmis olur. Noétrofil kaynakli kollajenaz ve ROT (or,
hidroklorik asit, H,O, ve hidroksil radikalleri) a-1 proteinaz inhibitoriiniin etkisini

azaltabilir ya da inaktif hale getirebilir (318).

Kemik rezorpsiyonunun azaltilmasi: Anti-kollajenaz ve anti-proteolitik
aktivite kemik rezorpsiyonunun azaltilmasina yardimeci olur (319). Tetrasiklinler
osteoblast kollajenazini inhibe etmelerinin yanisira (320) fibroblast stimiilasyonu ve

osteoklast fonksiyonlarini azaltici 6zelliklerinin oldugu da belirlenmistir (321, 322).

Antienflamatuvar ozellik: Tetrasiklinlerin PMNL aktivitesini baskilamasi
potansiyel antienflamatuvar o6zellik olarak diisiiniilebilir. ila¢ fosfolipaz A,
aktivitesini inhibe ederek 6kosanoid sentezini (6zellikle PGE,) bloke eder (317).

Fibroblast atagsmanimnin arttirilmasi: Tetrasiklin ile tedavi dentine fibroblast

atagsmanini ve kolonizasyonunu arttirmaktadir (323, 324).

Substantivite 6zelligi: Sub-inhibitér konsantrasyonlar1 P.gingivalis ve

P.intermedia gibi tiirlerin ko-agregasyonunu ve birbirlerine baglanmalarini azaltir
(325).

Iyonofor 6zelligi: Iyonoforlar metal katyonlar ile yagda ¢oziinen lipidlerin
olusumunda etkilidir. Hidrofobik bariyerler karsisinda (yapay ve biyolojik
membranlar) bu katyonlarin tasinmasi bu bilesenlerin 6nemli gérevlerinden birisidir.
Tetrasiklin molekiilii daha ¢ok alt periferal bolge boyunca ¢ift degerlikli metal
katyonlaria baglanir ve Ca*? ve Mg*? selatlar olarak dolagima katilir (310). Ca*
iyonoforlariin biyolojik olarak ¢ok onemli 6zellikleri bulunmaktadir. Hiicre i¢ine
girdikleri zaman Ca*? ikincil mesajc1 olarak gérev yapar ve sekretuvar olusumlar,
reseptor aktivasyonu veya inhibisyonu, hiicre boliinmesi, metabolik reaksiyonlar gibi

yolaklari etkiler (310).

Anjiogenezis inhibisyonu: Minosiklin ve doksisiklinin tavsan kornealarinda
olusturulan timorlerde anjiogenezisi inhibe ettigi gozlenmistir (326). Doksisiklin
diisiik dozlar1 endotel hiicrelerinin migrasyonunu inhibe etmektedir. Bu inhibisyon
protein ve mMRNA seviyesinde olmaktadir (327). Tetrasiklinlerin anjiogenik etkileri
ile yeni kan damarlar1 olusur ve enflamatuvar olusumlar iizerine terapotik etkisi

meydana gelir (6rn: otoimmiin hastaliklar, rosacea, kanser invasyonlar).
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Antiapoptotik 6zelligi: Daha Once yapilan c¢alismalarca tetrasiklinlerin

antiapoptotik 6zelliklerinin oldugu kanitlanmistir (34, 328). Bu etkiyi antiapoptotik

protein olan mitokondriyal Bcl-2’yi arttirarak gosterir.

Tablo 4. Tetrasiklinlerin yan etkileri ve toksisiteleri (329)

Diiiretik kullanan hastalarda veya baslangigta yiiksek kan iire
nitrojen seviyesine sahip olan hastalarda kan iire nitrojen artisi

Kan Ure Nitrojen gozlenir. Bu artiga bagli olarak hastalarda mide bulantisi, kusma ve
sekeller goriilebilir.
Kemik Gelisme geriligi gozlenir.

Gastraintestinal
bolge

Tetrasiklin tedavisine bagl olarak mantar enfeksiyonlarinda artis
meydana gelir. Vitamin K absorbsiyonunda degisiklikler olusur.
Buna bagli olarak yetersiz protrombin formasyonu ve bazi kanama
bozukluklar1 gbzlenir.

Hamilelikte tetrasiklin kullanimi1 sonucu letal hepatik toksisite

Karaciger gozlenir. Normal zamanlarda kullanimi sonucunda da renal
disfonksiyon, sok ve sepsis goriilebilir.
Hamilelikte alinmasi sonucu renal hastaliklar gozlenir. Azotemi,

Bobrek Fanconi Tip sendrom ve nefrojenik diyabetes inspidus tetrasiklin
kullanimi ile alakalidir.

Deri Fotosensitivite, kizarikli, onikoliz gozlenir.

Dis Hamileligin ilk ve son ii¢ ayda alindiginda dislerde renklenmeler

gozlenir.

Teratogenezis

Teratojenik etkisi olmasi sonucunda hastalarin el ve bacaklarinda
malformasyonlar gézlenir.

2.8.1. Doksisiklin

Tetrasiklin grubu igerisinde en giicli antikollajenolitik 6zelligi olan

doksisiklinin protein baglama kapasitesi oldukga yiiksektir (330). Doksisiklinin
molekiiler yapist CypH24N2Og’dir (Sekil 6). Yarilanma omrii 18-22 saattir (330) ve

tetrasiklinin antibiyotik ve antibiyotik olmayan 6zelliklerine sahiptir(183, 313).

OH O OH O O

P
NH,
OH
He O OHT N
3
HsC~ “CHs

Sekil 6. Doksisiklinin kimyasal yapist.
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Periodontitis (331) ve romatoid artrit (332) gibi kronik hastaliklarin tedavisi
amaciyla DDD kullanilmaktadir. Meta analiz ¢alismalara gore kronik periodotontitis
tedavisinde DDD kullaniminin olumlu etkileri bildirilmistir (296). DDD’nin herhangi
bir yan etkisinin olmadig ileri siiriilmiistiir (333, 334). Bakteriostatik bir ajan olan
doksisiklinin diisiik dozlarinda antimikrobiyal etkisi bulunmadigi i¢in bakteriyel
direng gelismez (317, 335). Periodontal tedaviye ek olarak kullanilan DDD’nin uzun
donemli ve farkli dozlarda kullanilmasiyla mikrobiyolojik olarak subgingival
tirlerde farkliliklar olmadigi ya da antibiyotige karsi direng gelismedigi rapor
edilmistir (184, 333).

Doksisiklinin iyi bir serbest radikal temizleyicisi oldugu ve periodontal doku
kayiplarinda kemik olusumunu tetikledigi rapor edilmistir. DDD tedavisinden sonra
LPO seviyelerinin azaldigi ve GSH, GSH-Px gibi antioksidan enzim seviyelerinin
arttig1 gozlenmektedir (43, 336). DDD, ROT iiriinlerini azalttig1 gibi reaktif nitrojen
driinlerini  de  azaltmaktadir  (337). Doksisiklin  periodontal  dokularda,
proenflamatuvar sitokinlerin [IL-1, IL-6 ve TNF-a ve MMP’larin (MMP-1, MMP-
8)] salimini azaltarak epitel, bag doku ve alveolar kemik yikiminin yavaslatilmasina
yardimet1 olur (338). Kollajen iiretimini, osteoblast aktivitesini, kemik formasyonunu
ve izole osteoklastlarda apoptozisini arttirir (184, 339, 340). Doksisiklin farkli
mekanizmalarla MMP’leri azaltir (183):

1) Birlesim epitelinde: MMP’nin hiicresel ekspresyonunun ve sentezinin

inhibe edilmesi ile epitel kaynakli iiretiminin inhibisyonu yapilir.
2) Bag dokuda:

e MMP’nin katyon selasyonu ile direk inhibisyonu yapilir.

e Latent MMP’nin oksidatif aktivasyonunun inhibisyonu yapilir.

e IL-1, IL-6, TNF-o ve PGE; gibi anahtar enflamatuvar sitokinlerin

azaltilmasi saglanir.

e PMN ile ROT iiretiminin inhibisyonu (6r: HOCI, latent MMP’yi
aktive eder) gergeklestirilir.

e MMP ve ROT inhibisyonu, al proteinaz inhibit6riinii korur ve doku

proteinaz aktivitesi indirek olarak geriler.
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e Fibroblast kollajen {iretiminin stimulasyonu yapilir
3) Alveolar kemikte:

e Osteoklast aktivitesini ve kemik rezorpsiyonunu geriletir (6zellikle

IL-10 seviyesinin artmasini saglayarak osteoklastogenezisi azaltir).
e Osteoklastik MMP’yi bloke eder.
e Osteoblast aktivitesini ve kemik formasyonunu stimule eder.

Son yillarda KMT’de DDD ile birlikte baska ajanlarin uygulamalar1 da
yapilmaktadir. DDD’nin bifosfonatlar ile birlikte kullanilmasmin ratlarda kemik
rezorpsiyonunu (58) ve enflamatuvar mediyatorleri inhibe ederek alveoler kemik
yikimmi1 daha fazla engelledigi bildirilmistir (59-63). DDD ile nonsteroidal
antienflamatuvar ilaglarin kombine kullanimi ile MMP ve nétral proteinazlarin

baskilanmasi periodontal tedavi etkinligini arttirmustir (64) (Sekil 7).

Bakteri kanak Prostaglandinier osteaklastlar
akteri

Orinleri  |==p| AUCreleN e e, |7
\ IL-E, THF) / Perindontal
Karnik Y BIEE
rezarbsivonu
MIMPler Alagman
= kaki

Bad doku
', yikimi | wonilite

Dis kayhi
| | ] || |

Baktarival Kamponant _I_ Eanak Cevab Komponanti Flinik D

Sekil 7. DDD’nin etki mekanizmasi (341)

2.9. Propolis

Propolis, arilarin kovanlarini onarmada ve dezenfeksiyonunda kullandiklari
ve c¢esitli bitkilerin oziitlerinden yaptiklart reg¢inemsi bir maddedir (55). Halk
arasinda ve alternatif tipta pek¢ok hastaligin tedavisinde kullanilan propolis, 1950°1i

yillardan bu yana bilim diinyasinda ilgi c¢ekmektedir. Kaynagi incelendiginde
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300°den fazla dogal bilesik igerir. Asil etken maddesi flavonoidlerdir. Mg*?, Ca*? I',
K*, Na*, cu™? zn*?, Mn™® ve Fe™® gibi mineraller ile By, By, Bs, C ve E
vitaminlerini de igerir. Genel olarak kimyasal yapisinda aminoasitler, fenolik asitler,
fenolik asit esterler, sinamik asit, kumarik flavonoidler asit, terpenler, hesperatin,
nikotinik asit, kafeik asit ve KAFEE bulunur (56).

2.9.1. KAFEE

ki halkasal yapiya sahip olan KAFEE’nin formiilii C17H1604’dur (Sekil 8)
(342). Bu halkasal yapilardan bir tanesi fonksiyonel iki OH  grubu tasir. OH
gruplarmin aktif elektron aligverisi molekiile oksitleyici ve rediikleyici 6zellik
kazandirir. Aromatik ve alifatik yapida ¢ok uzun karbon gruplar1 tasimasi nedeni ile
lipofilik 6zellige sahip olmasi hiicre membranindan kolayca ge¢mesini saglar (61).
KAFEE, ornitin karboksilaz, 5-rediiktaz, proteaz, COX, lipooksijenaz, HIV-1
integraz gibi enzimlerin potansiyel inhibitoriidiir (48). NF-kB’nin aktive olmasini
ozgiill ve giicli bir sekilde engeller (343). Ayrica antioksidan, antienflamatuvar,
antiviral, immiinostimiilator, sitostatik, noroprotektif, hepatotoksisiteden koruyucu
ve antiproliferatif etkileri de gosterilmistir (344, 345). KAFEE, tiimoér hiicrelerine
kars1 sitotoksik etki gostermektedir (346). Ultraviyole B ve C radyasyonuna maruz
kalindiginda deri hiicrelerini korudugu, papilloma sayisini belirgin derecede azalttigi

gosterilmistir. Oral ya da subkutan uygulamasi belirgin sekilde karaciger metastazini

azaltir (347).
p | |
HO

Sekil 8. KAFEE’nin molekiiler yapisi.
KAFEE’nin farkli bir¢ok 6zelligi bulunmaktadir:

Antioksidan 6zellik: Bu molekiiliin genellikle 10 pmol/L konsantrasyonda
invitro kosullarda noétrofillerde ve ksantin dehidrogenaz/ksantin oksidaz sistemi
tarafindan meydana getirilen ROT’lar1 (siiperoksit anyonu, H,O,, OH" ve NO) bloke
ettigi gosterilmistir (48). Ayrica linoleik asit ve arasidonik asitin 5'-lipooksijenaz
enzimi tarafindan olusturulan oksijenasyonu inhibe eder (344, 345). KAFEE nin
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LPO’yu baskilayarak antioksidan aktivite gosterdigi ve ornitin dekarboksilaz, protein
tirozin kinaz ve lipooksijenaz aktivitelerini inhibe ettigi belirtilmistir (48). Ratlarin
akcigerlerinde oksidatif hasarin olusturdugu zararl etkinin KAFEE ile iyilestirildigi
rapor edilmistir (348). Oktar ve ark., (349) ratlarda isoproteronelle (ISO) indiiklenmis
miyokard infarktiisinde KAFEE’nin olusan hasar1 Onlemedeki etkinligini
arastirmiglar ve KAFEE tedavisinin nétrofil miyeloperoksidaz (MPO) akvitesini
inhibe ederek MPO ve LPO aracili miyokardiyal hasar1 onledigini bildirmiglerdir.
Vardi ve ark., (350) ratlarda deneysel gentamisin nefrotoksisitesinde KAFEE
kullanimmin LPO’ya bagli serbest oksijen radikali iiretiminin inhibisyonunda etkili

oldugunu bildirmislerdir.

Antiapoptotik 6zellik: COX’lar ve diger son tiriinler apoptozisi inhibe ederek
hasar goérmiis DNA igeren hiicrelerin yasama siiresini uzatirlar (351). KAFEE
COX’u inhibe ederek apoptozisi ve immiin dengeyi arttirabilir (352). KAFEE COX-
2 indiiksiyonunu baskilamakla, protein kinaz C aktivitesini ve NF-kB aktivasyonunu
inhibe etmektedir (343). KAFEE’nin glukokortikoid reseptorlerinden bagimsiz olarak
enflamatuvar hiicrelerde apoptozisi Onledigi de rapor edilmistir (45). KAFEE’nin
doniistime ugramis hiicrelerde “redox” tepkimesini degistirerek apoptozisi
indiikledigi 6ne siiriilmektedir (353). Ayrica in vivo ve in vitro yapilan ¢aligmalarda
KAFEE’nin transforme olmus hiicrelerde sitotoksik 6zellikleri oldugu fakat normal

hiicrelerin biiytimesini degistirmedigi belirlenmistir (354, 355).

Antienflamatuvar ozellik: PG’ler enflamasyon mediyatorleridir ve kronik
enflamasyon malignite riskini arttirlar (356). Immiin dengeyi bozar ve malign
hiicreleri oldiriirler (351). PG sentezi fosfolipaz ve COX’larin aktivitesine bagldir.
(357, 358). Fosfolipaz A; inhibitérleri veya PG iiretimi igin uygun olan arasidonik
asit miktarinin smirlandirilmas: PG sentezinin inhibe edilmesini saglayan farkl
stratejilerdendir (359-361). KAFEE diger propolis bilesenlerine gore arasidonik asit
kaskadmi gii¢lii sekilde modiile ettiginden antienflamatuvar etkisi daha belirgindir
(344). KAFEE’nin antienflamatuar etkinligi yapilan c¢alismalarda diklofenak ve
hidrokortizon ile esdeger bulunmustur (45). IL-1pB, IL-6, TNF-a’y1 inhibe ederek
akut ve kronik 6demi azalttigi belirlenmistir (362, 363). Enfeksiyon varliginda
enflamatuvar sitokinlerin artmasi ile NF-xB, PGE, ve adezyon molekiilleri de artig

gostermis ve KAFEE uygulamasiyla bu degerlerin hepsinde diisiis gozlenmistir (364).
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Propolisin bilesigindeki yapilar sayesinde periodontal tedavi basarisini
arttirdig1 bildirilmistir (365). Coutinho ve ark., (366) periodontal tedaviye ek olarak
kulanilan propolisli agiz gargarasinin tedaviye yarar sagladigini bildirmislerdir.
Deneysel periodontitiste propolis kullanimi ile alveolar kemik kaybinin azaldigi rapor
edilmistir (57). Kronik periodontitisli hastalarda kok yiizeyi diizlestirmesine ek olarak
subgingival propolis uygulamasinin klinik ve mikrobiyolojik parametrelerde diizelme
sagladigi ve bu diizelmelerin KAFEE’nin antienflamatuvar etkisine bagli oldugu
rapor edilmistir (367). Giinay ve ark., (368) ratlarda yaptiklar1 bir ¢alismada
KAFEE’nin dis c¢ekim soketlerine ve palatinal mukoza defektlerine etkisini
degerlendirereck KAFEE 10 pmol/kg/giin dozunda 7, 14 ve 30 giin boyunca
uygulanmis ve KAFEE’nin her grupta fibréz ve kemik dokuda iyilestirici etkisinin
oldugunu saptamiglardir. KAFEE’nin osteoklastogenezi ve kemik rezorpsiyonunu
azaltigt rapor edilmistir (369). Ucan ve ark., (56) ratlarin kafataslarinda
olusturduklar1 kemik defektlerinde KAFEE’ nin kemik yapimini arttirdigini tespit

etmislerdir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretimi ve
Aragtirma Laboratuvar: ve Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali1 Laboratuvar’inda
gerceklestirildi. Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan onay (Protokol no: 2012-26-09) alinarak yapilan ¢alismamiz, Siileyman
Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi tarafindan 3243-

D1-12 proje numarast ile desteklendi.
3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda kullanilmak {izere agirliklar1 180-220 gram arasinda degisen,
Wistar albino, geng eriskin, daha 6nce herhangi bir arastirmada kullanilmamis ve
sistemik olarak herhangi bir hastaligi bulunmayan 48 adet erkek rat secildi. Tim
hayvanlar ayni sartlarda [standart nem (%50-60), 151tk (12 saat glin 15181/12 saat
karanlik-sabah 7.00 ve 19.00), 1s1 (25° C)], ad libitum rat yemi (Korkuteli Rat Yemi,
Antalya) ve su ile beslendi. Deneye baglamadan 6nce ve deney periyodu boyunca her
hafta ratlarin agirliklar1 Olciilerek kaydedildi. Laboratuvar caligmalarinda hayvan

bakimi1 ve kullanimi i¢in uluslararasi etik kurallara uyuldu.
3.2. Calisma Gruplar

Ratlar rastgele 5 gruba ayrildi:
e Kontrol (K): Periodontal agidan saglikli grup (n=8).
e Periodontitis (P): Deneysel periodontitis grubu (n=10).

e PeriodontitistKAFEE (Pk): Deneysel periodontitis+ KAFEE uygulamasi
yapilan grup (n=10).

e Periodontits+DDD (Pp): Deneysel periodontitis+tDDD uygulamasi
yapilan grup (n=10).

e Periodontitis+KAFEE+DDD (Pkp): Deneysel periodontitis+KAFEE+

DDD uygulamasi yapilan grup (n=10).
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3.3. Deneysel Periodontitis Modeli

Deneysel periodontitis olusturmak ig¢in 25 mg/kg ketamin hidroklorid ve 50
mg/kg xylazine i.p. yolla genel anestezi saglandi (370). Periodontal sond (Williams
periodontal sond, Hu-Friedy, Chicago, IL) ile cep derinligi Ol¢iimii yapilarak
periodontal saglik agisindan degerlendirildi (371). 3.0 ipek ligatiir iist ¢ene ikinci
molar diglerinin kole kisimlarina yerlestirildi (372). 14 giinliik periodontitis
indiikleme periyodu sonunda yapilan klinik degerlendirmede cep derinliginin 0,5 mm
ve lstii oldugu bolgelerde periodontitisin indiiklendigi kabul edildi (371) (Resim 1,
2, 3, 4a, 4b, 4c).

Resim 2. Anestezigin hazirlanmasi

Resim 3. Diizenegin hazirlanmasi
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Resim 4a Resim 4b Resim 4c
Resim 4. Ligatiirlerin yerlestirilmesi

3.4. Tla¢ Uygulamasi
3.4.1. KAFEE Uygulamasi

KAFEE, %10’luk etanol igerisinde ¢oziildii ve -20°C’de saklandi. Uygulama
giinii %0,09’1uk serum fizyolojik ile seyreltildi. Her giin 10 umol/kg dozunda deney
boyunca i.p. enjeksiyonla uygulandi (354, 373). Enjeksiyonlarda 0,30x13 mm’lik

igneye sahip insiilin enjektorleri kullanildi (Resim 5).

Resim 5. KAFEE uygulamasi

3.4.2. DDD’nin Uygulamasi

DDD, deney boyunca her giin 10 mg/kg oral gavaj (0.g.) yoluyla verildi (374)
(Resim 6).
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Resim 6. DDD uygulamasi

3.5. Kan ve Doku Orneklerinin Alinmasi

Ratlarda 15. giinde genel anestezi altinda periodontal cep derinligi 6l¢timii
yapildi (375) ve ratlarin kan Ornekleri alindiktan sonra sakrifiye edildi (Sekil 10).
Sakrifikasyonu takiben maksilla diseke edilerek ¢evre kaslar ve yumusak dokular
uzaklastirildi. Her bir ratin maksillasi santral dislerin arasindan orta hatt1 takip
edecek sekilde ikiye ayrildi. Apoptozis degerlendirmesi i¢in sag maksiller yarilarda
2. molar dislerin ¢evresinde yeralan diseti dokular1 toplandi ve laboratuvar
caligmasina kadar -80°C’de saklandi. Maksilla ornekleri 24 saat boyunca % 3’liik
H,O, de bekletildi. Histomorfometrik inceleme sag maksiller yarilarda yapildi.
Dislerin mine-sement smirin1 (MSS) belirlemek icin %1°lik metilen mavisi ile 1
dakika boyunca boyandi (Resim 7). Alveolar kemik seviyesinin degerlendirilmesi
stereomikroskop (40X) altinda MSS ve alveolar kret tepesi (AKT) arasindaki
mesafenin bukkal alanda ii¢ noktada Ol¢limiiniin ortalamasi alinarak hesaplandi
(376). Olgiimler dijital fotograf makinesi ile kayit altina alindi ve bilgisayar
ortaminda Image J (National Institutes of Health in USA) adli program ile

standardize olarak degerlendirildi.
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Resim 7. MSS’nin ve AKT’nin gortiniimii

3.6. Biyokimyasal Analizler
3.7. Serum Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

Alinan kan 6rnekleri 1500 rpm’de +4°C’de 10 dk boyunca santrifiij edilerek
serumlarina ayrildi. Eppendorf tiiplerine alinan serum 6rnekleri analiz giiniine kadar -
20°C’de saklandi. IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a, MMP-1 ve MMP-8 seviyeleri ticari

enzim bagli immiinosorbent assay (ELISA) kitleri ile degerlendirildi (Resim 8).

Resim 8. ELISA

3.8. Serum Oksidatif Stres Parametrelerinin Belirlenmesi
3.8.1. MDA Seviyelerinin Belirlenmesi

Serumda LPO seviyelerinin belirlenmesi, Placer ve ark., (377) yontemi
kullanilarak TBARS reaksiyonu ile spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800,
Japonya) yapildi. TBARS miktar1 1,1,3,3 tetrametoksipropan hidrolizi ile katalize

edilen MDA ya esdeger standartlarin absorpsiyonu ile karsilastirilarak tanimlandi.
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3.8.2. GSH Seviyelerinin Belirlenmesi

GSH seviyeleri Sedlak ve Lindsay’in bildirdikleri yonteme gore belirlendi
(378). 0,1 ml hiicre homojenat1 0,4 ml %10’luk trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu
ile karistirildi. 20 saniye boyunca vortekslendi ve 3000 rpm de 5 dk santirifiij edildi.
0,1 ml siipernatant temiz bir tiip icine alindi. Uzerine 0,9 ml distile su, 2 ml Tris
tamponu (Tris (2) tampon 0,4 M pH: 8,9) ve 0,1 ml DTNB (5,5'-Dithiobis-2-
Nitrobenzoic Acid) soliisyonu eklendi. Olusan sar1 renk distile suya karsi

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.
3.8.3. GSH-Px Seviyelerinin Belirlenmesi

GSH-Px enzim aktiviteleri Lawrence ve Burk tarafindan bildirilen yonteme
gore belirlendi (379). 0.5 mI’lik serum 6rnegine 6nce 0.3 ml’lik Tris HCL tamponu
(Tris (I) HCI tampon solusyonu (50 mM) pH:7,6) daha sonra CHPO (cumene-
hydroperoxide) soliisyonu ilave edildi. 5 saniye ara ile tiiplere 0.1 ml’lik GSH
soliisyonu konuldu. Oda 1sisnda 10 dakika bekletildikten sonra yine 5 saniye ara ile
tiiplere %10’luk TCA soliisyonu konuldu ve 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Ustte kalan siipernatant baska bir tiipe alindi. Uzerine 2 ml Tris tamponu ve 0.1
ml’lik DTNB eklendi. Oda 1sisinda 5 dakika beklendi. Saf suya karsi

spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda okundu.

Calismamizda MDA, GSH ve GSH-Px degerlendirmeleri igin protein tayini

deneyleri Lowry ve ark., (380) tanimladig1 yonteme gore yapildi.
3.9. Apoptozis Seviyelerinin Belirlenmesi

Apoptozis degerlendirmesi i¢in APOPercentage kiti (Biocolor) kullanildi.
Renk degisikligine gore apoptozis durumu degerlendirildi. Hiicre zarinda apoptotik
olarak bir asimetri olusmussa, APOPercentage boyasi hiicre igerisine girer ve
apoptotik  hiicre kirmiziya boyanir.  APOPercentage kiti  prosediiriiniin
uygulanmasindan sonra apoptozis seviyeleri spektrofotometrik olarak 530 nm dalga

boyunda degerlendirildi.
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3.10. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1.

2.

3.

8.

9.

Derin dondurucu (Sanyo, Japan)

Sogutmali santrifiyj (Kyoto, Japan)

Hassas terazi (Shimadzu AX200, Japonya)

UV spektrofotometre (Shimadzu UV 1700, Japonya)

Vorteks (Niive NM 100, Tiirkiye)

Otomatik Kuyucuk Okuyucu (Tecan, Infinite 200, Avusturya)
Otomatik pipetler (Eppendorf Research 10-100-1000-5000, Almanya)
Su banyosu (Termal Laboratuvar aletleri 820-3, Tiirkiye)

Cam Homojenizator (Caliskan, Ankara, Turkey)

10. Stereomikroskop (SZ-PT STUL, Olympus C3040-ADL, Japan)

3.11. Kullamlan Kimyasal Maddeler

1.

8.

9.

Indirgenmis Glutatyon (Santa Cruz, USA)

Glutatyon (GSH) — (Sigma Aldrich, Almanya)

Cumene Hydroperoxide (Merck, Almanya)

Folin Ciocalteu (AppliChem, ispanya)

%10 Trichoroaceticacid TRIS-HCI (Sigma Aldrich, Almanya)
5,5'-Dithiobis-(2-Nitrobenzoic Acid) DTNB, (Sigma Aldrich, Almanya)
TRIS-Buffer (AppliChem, ispanya)

Folin Ciocalteau Phenol (Sigma Aldrich, Almanya)

Sodyum Karbonat (Merck, Almanya)

10. Potasyum Tartarat (Merck, Almanya)

11. Sodyum Hidroksit (Merck, Almanya)

12. Apopercentage Apoptosis Kiti (Biocolor, Ingiltere)

38



13. Collagenase Type IV-Worthington (ingiltere)
14. RPMI Medium (Sigma Aldrich, Almanya)
15. Doxycycline (Sigma, Almanya)

16. IL-1 (eBioscience, Avusturya)

17. 1L-6 (eBioscience, Avusturya)

18. IL-10 (eBioscience, Avusturya)

19. MMP-1 (eBioscience, Avusturya)

20. MMP-8 (eBioscience, Avusturya)

21. TNF-a (eBioscience, Avusturya)

22. Caffeic acid phenethyl ester (KAFEE), (Sigma Aldrich, Almanya)
23. Hidrojen peroksit %30 (Fluka, Almanya)

24. Ketamin HCI (INTERHAS AS, Tiirkiye)

25. Ksilazin (Alfasan, Tiirkiye)
3.12. istatistiksel Analizler

Gruplar arasindaki anlamlilik seviyesinin degerlendirilmesi i¢in tek yonli
varyans analizi (ANOVA) yapildi. Coklu karsilastirmalar igin gruplar arasindaki
ortalamalarin anlamlilik seviyelerini tanimlamada Tukey testi kullanildi. Degiskenler
arasindaki iligkiler Pearson korelasyon katsay1 testi ile belirlendi. SPSS 17.0
programi ile biitiin istatistiksel analizler i¢in 6nem derecesi p<0,05 olarak dikkate

alindi.
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4. BULGULAR

Genel anestezi uygulamasi, deneysel periodontitis olusturulmasi ve 0.9./i.p.
uygulamalar1 sirasinda ve sonrasinda herhangi bir komplikasyon gelismedi. Deney
sonunda periodontitis gruplarindaki tiim ratlarda maksiller 2. molar disler gevresinde

plak birikiminde artis ve disetinde 6dem ile birlikte periodontitis olustugu goriildii.
4.1. Histomorfometrik Bulgular / Alveoler Kemik Kaybi

Gruplara ait histomorfometrik 6l¢iim degerleri Tablo 6 ve Grafik 1’de
goriilmektedir. K grubu (Resim 9a) disindaki biitiin gruplarda tiim ratlarda alveoler
kemik kaybi gozlendi. En fazla alveolar kemik kaybi P grubunda gozlenirken
(p<0,001) (Resim 9e), P grubunu sirasiyla Pp (Resim 9c), Pkp (Resim 9d) ve Py
(Resim 9b) gruplar takip etti. P« grubunun K grubu ile (p<0,05), Pp grubunun K
(p<0,001) ve Py (p<0,05) grubu ile Pxp grubunun K ve Py grubu ile istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar1 vardi (p<0,05).

Resim 9a. K grubu

Resim 9c. Pp grubu
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Resim 9d. Pxp grubu Resim 9e. P grubu

Tablo 5. Ol¢iim sonuglar

K P« Pp Pkb P
MSS-AKT- 0232 (0,146 - 0,445 (0.237 — 0,651 (0,422 — 0,508 (0,276 — 0,892 (0,403 — 1,18)
mm 0,26) 0,629) a 0,784) b,c 0,871) 4,C b,de,f

XI-ss 0,218+0,040 0,419+0,141  0,602+0,122  0,560+0,189 0,828+0,242

12 b,d, e, f
' i I | I N
a,c
1 -
"ol b’I 5 N
£ 08 - ' | N
£ a
g f \
<' 0,6 T
[72]
wv
S 04 -
0'2 ] -
O T T T T 1
K PK PD PKD P

Grafik 1. Gruplardaki MSS-AKT degerleri

ap<0,05vsK, bp<0,001vsK, cp<0,05vsPg, dp<0,001vsPx, ep<0,001vsPp
fp<0,001vs Py,  I:Ortalama  ss: Standart sapma

4.2. Sitokin ve Enzim Seviyeleri

Gruplara ait serum sitokin ve enzim (IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-a, MMP-1 ve
MMP-8) degerleri Tablo 7°de ve seviyeleri Grafik 2’de sunuldu.
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Tablo 6. Sitokin ve enzim degerleri.

Parametreler K P« Po Pko P
IL-1p (pg/ml) 16,447 12,117 27,114 23,457
Median (min.- (12,457 — (10,347 — (25,23 (25,167 — _8%317 3&153‘2
max.) 18,254)  14782)a  28,354)b,c  20,15)b,c,d 4RI,
T-ss 16,245+0,92 12,248+228  28,112+3,49  25487+228  93231+1,83
IL-6 (pg/ml) (11’5?471 1,818 (1,745 3,463 (3,217 3,187 (3,012~ 8,549 (7,889 —
(min.-max.) 2'013) -2,121) -3,745)b,c  3,574)b,cf 8,957)b,c,d,e
T-ss 1,965+0,24 1,988+0,32 3,791+£041  3,286+0,22 8,8631 + 0,75
IL-10 (pg/ml) 2,37 (1,97 3.36 (3,103 — 5,164 (4,876 (1101§§;_ 15,247 (14,658
(_mln.-max.) -2,89) 3,847)a —5,937)b,c 12,024)b.cd 17,364)b,c,d,e
Ji-ss 2,245 +0,84 3,578 +£0,73 5,745 +£0,88 11,457 +£0,58 15,742 £ 1,78
1,143

MMP-1(ng/mg) 1,487 (1,312 7,122 (6,564 7,568 (6,485 — 20,458 (18,515

(min.-max.) ((1)'2231)_ ~1958) -7583)bc  8.259)bc - 23.17)bcde
,’f-ss 1,245+0,68 1,637+0,93 7,312+0,88 7,965 + 0,49 21,593 + 0,876
MMP-8(ng/mg) 4,44 (3,786 3,713 (3,249 9, 117 (8,874 7,023 (6,786 — 16,489 (14,223
(min.-max.) —4,962) —4,286) -9,543)b,c  7,354)b,c,d —17,658)b,c,d,e
,’E-ss 4,536 +£0,47 3,988+0,44 9,649 +0,39 7,134 + 0,57 17,574 + 0,83
TNF-0 (pg/ml) (3?’142415_ 3,248 (2,982 6,312 (5,874 3,986 (3,458 — 16,785 (15,482
(min.-max.) 3,687) —4,254) —7,028)b,c 4,578)d —18,965)b,c,d,e
T-ss 3,536 £0,47 3,988+0,44 6,649 +0,39 4,134+ 0,57 17,574 £ 0,83
a p<0,005vs K b p<0,001 vs K € p<0,001 vs Pk
d p<0,001vs Pp e p <0.001 vs Pyp f p<0,005 vs Pp
A’: Ortalama ss: Standart sapma
b,c,d, e
100 - -z N
80 - b, c,d

E I I

e A

; b, ¢

F'l 40 - e | A

= a

20 A ‘ ‘
0 I - T T T |
K PK PD PKD

Grafik 2a. IL-1p seviyeleri
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Grafik 2b. IL-6 seviyeleri

a p<0,005vs K, b p<0,001 vs K, ¢ p<0,001 vs Py, d p<0,001vs Pp, e p <0.001 vs Pkp, f p<0,005 vs Pp

b,cd e
20 ~ ' I b,c, d | I Y
- I I W
E 15" b,C
> r I A
2 10 - d
=' 5_ :
Jim M H H N
K PK PD PKD P
Grafik 2c. IL-10 seviyeleri
b,c,d, e
20 - / Id ! ! \
E 159 7 o | I
[=Te)
2ol T
" |
N N . a |

K PK PD PKD P
Grafik 2d. TNF-a seviyeleri
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Grafik 2e. MMP-1 seviyeleri

a p<0,005vs K, b p<0,001 vs K, ¢ p<0,001 vs Py, d p<0,001vs Pp, e p <0.001 vs Pyp, f p<0,005 vs Pp

b,c,d, e
20 - 4 I | | N
b,c,d
: I I e
E 15 A b, c
3 s | N
0 10 7
a
=
2 5 | I
0 T - T T T
K PK PD PKD P

Grafik 2f. MMP-8 seviyeleri

a p<0,005vs K, b p<0,001 vs K, ¢ p<0,001 vs Py, d p<0,001vs Pp, e p <0.001 vs Pyp, f p<0,005 vs Pp

Tiim sitokin ve enzimler (IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10, MMP-1 ve MMP-8)
icin en yiliksek degerler diger gruplara kiyasla anlamli olarak P grubunda belirlendi
(p<0,01). IL-1B, IL-6, MMP-8 ve TNF-a’nin en diisiik seviyesi Py grubunda olgiildii.
IL-10 ve MMP-1’in en diisiik seviyede oldugu grup ise K grubu idi.

IL-1B seviyeleri degerlendirildiginde P« grubundaki degerlerin K grubu
degerlerinden bile diisiik oldugu belirlendi (p<0,005). Pp grubundaki IL-1p seviyeleri
Pkp grubundaki degerlerden 6nemli derecede yiiksekti (p<0,001).

IL-6 seviyelerinde Py grubu ile K grubu arasinda istatistiksel olarak farklilik
bulunmadi (p>0.05). Pp grubundaki IL-6 seviyeleri Pxp grubundaki degerlerden
(p<0,005) ve her iki grubun degerleri de Py grubunun degerlerinden 6nemli derecede

yiiksekti (p<0,001).
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IL-10 seviyeleri degerlendirildiginde K grubundaki degerler Py grubu
degerlerinden 6nemli derecede diisiiktii (p<0,005). Pp grubundaki IL-10 seviyeleri
ise Pxp grubundaki degerlerden ve her iki grubun degerleri de Py grubunun

degerlerinden 6nemli derecede yiiksekti (p<0,001).

MMP-1 seviyeleri acisindan K ve Py gruplart arasinda onemli farklilik
bulunmadi (p>0.05). Pp ve Pkp gruplarn arasinda farklilik sergilemeyen MMP-1
degerleri Py ve K gruplarindan 6nemli derecede yiiksekti (p<0,001).

MMP-8 seviyeleri K ve Py gruplar arasinda farklilik gostermedi. Pp
grubundaki MMP-8 seviyeleri Pxp grubundaki degerlerden (p<0,001) ve her iki
grubun degerleri de P grubunun degerlerinden 6nemli derecede yiiksekti (p<0,001).

TNF-a seviyeleri agisindan K, P« ve Pkp gruplarn arasinda farklilik yoktu
(p>0.05). Pp grubu degerleri ila¢ uygulanan diger iki gruptan Onemli derecede
yiiksekti (p<0,001).

4.3. MDA, GSH ve GSH-Px Seviyeleri

MDA, GSH ve GSH-Px seviyeleri Tablo 8’de ve Grafik 3°te goriilmektedir.

Tablo 7. Oksidan ve antioksidan parametre degerleri.

Parametreler K Pk Po Pkp P
MDA 2,168 (2,076 1,745 (1,174 2,582 (2,141 -
(MicroM/g prot) 1’%Oféé%§52 1’7_9]‘:35;";;24 - 2,467) -1,837) 3,130)
(min.-max.) : : a c b.c,d, e
T. s 1,802 £0,117 1,75 +0,17 2,220+0,119 1,622 + 0,253 2,562 £ 0,280
GSH 2,674 (2,485 2,816 (2,674 2,497 (2,414 2,520 (2,366 2,343 (1,988 -
(MicroM/g prot) ™ 5 79’2 - 3,644) - 2,579) -2,674) 2,556)
(min.-max.) -2,792) a b b b
- ss 2,662 +0,090 2951+0,319 2,497+0,064 2,515+0,085 2,336 £ 0,165
82,763 51,239 76,989 54,277

ﬁa'/'"P’r‘ot) (ff;‘ ’fff_ (67.750- (19,247 - (30,796 - (35,415 -

gp ! 86,998) 69,239) 94,697) 69,290)
(min.-max.) 76,219)

e e, f b,ce a,df

,’E- SsS 62,361+£9,962  81,146+5,977 47,978+18,170 75,680+19,232 52,814s5+11,812
a p<0,05vs K b p<0,05 vs Pk ¢ p<0,05 vs Pp
d p<0,001 vs Pxp e p<0,001 vs K f p<0,001 vs Pk
A Ortalama ss: Standart sapma

45



3 7 - | | N
a C
2,5 4 Y4 \
g 2-
o
=
o
1,5 7
g
<
S 1
0,5
0 T T T T
K PK PD PKD P
Grafik 3a. MDA seviyeleri
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Grafik 3b. GSH seviyeleri
a p<0,05vs K b p<0,05 vs Pk ¢ p<0,05 vs Pp
d p<0,001 vs Pyxp e p<0,001 vs K f p<0,001 vs Py
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Grafik 3c. GSH-Px seviyeleri
ap<0,05vs K b p<0,05 vs Pk ¢ p<0,05 vs Pp
d p<0,001 vs Pxp e p<0,001 vs K f p<0,001 vs Pk

MDA seviyeleri incelendiginde K, Px ve Pkp gruplari arasinda farklilik
bulunmadi (p>0.05). P grubu diger gruplardan 6nemli derecede daha yiiksek MDA
seviyelerine sahipti (p<0,05-0.001). Pp grubu degerleri Pxp ve K grubu degerlerine
kiyasla daha yiiksekti (p>0.05).

En yiiksek GSH seviyeleri Px grubundayd: (p<0,05). P« grubundaki GSH
degerleri Pp, Pkp ve P gruplart degerlerinden Onemli derecede daha yiiksekti

(p<0,05).

GSH-Px seviyeleri agisindan en diislik gruplar P ve Pp gruplariydi. En yiiksek
GSH-Px seviyesi Px grubundaydi. Py ve Pxp gruplari K grubuna kiyasla daha yiiksek
degerlere sahipti (p<0,001).

4.4. Gingival Apoptozis Seviyeleri

Gingival apoptozis parametreleri degerleri Tablo 9’da ve Grafik 4’te

goriilmektedir.
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Tablo 8. Apoptozis seviyeleri

Parametreler K Pk Po Pxo P
Apoptosis 39715 3321 4314 3510,5 6022,5
(Absorbans)  (3245-  (2675- (2968 - (3214- (4968 -
(min.-max.) 4987) 4012)a 4687)b 3965)a,b 6854)c,d,e,f
_ 3980,666667 3320,5 4047,833 3527,66667 5974,166667
T-ss + t + + +
616,5648925 504,2502 683,245 280,143297 836,4975593
8000 -
¢, d, e, f
7000 - & | ! ! M
6000 - 5,0
g ' i I

5000 -

[ Wil )
4000 -
3000 -
2000 -
1000 -
0 u [ T T
K PK PD PKD P

Grafik 4. Apoptozis seviyeleri

Apoptozis Diizeyleri ( % Abzorbans)

a p<0,005 vs K, b p<0,005 vs P, ¢ p<0,001 vs K, d p<0,001 vs Py, e p< 0.001 vs Pp, f p<0,001 vs Pxp
£L: Ortalama ss: Standart sapma

Apoptozis seviyelerine bakildiginda P« ve Pxp gruplant degerlerinin K
grubundan diisiik seviyede oldugu dikkat ¢ekiciydi (p<0,005). Pp ve Pxp grubu
degerlerinin Py grubundan yiiksek oldugu belirlendi (p<0,005). P grubu degerleri tiim
gruplar igerisinde en yiiksek olanlardi (p<0,001).

4.5. Korelasyonlar

Genel olarak Pp, P ve Pxp gruplarinda AKS ile MDA ve apoptozis seviyeleri
arasinda pozitif korelasyonlar varken, AKS ile antioksidan seviyeleri arasinda negatif
korelasyonlar bulundu. Bu gruplarda antioksidanlar ile MDA ve apoptozis seviyeleri
negatif korelasyonlar gosterdi. Benzer sekilde P grubunda da apoptozis seviyeleri ile

AKS ve MDA degerleri arasinda pozitif korelasyonlar vardi. Bunula birlikte
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antioksidan seviyeleri arttikca MDA seviyelerinin ve AKS degerlerinin arttigi
goriildi.

P grubunda apoptozis ile IL-6, IL-10, TNF-a, MMP-1 ve MMP-8 arasinda
pozitif iliski gézlendi. Bu durum MDA ile TNF-a, IL-6, IL-10 ve MMP-1 arasindaki
iligkiye paraleldi. GSH-Px degerleri IL-1p ve MMP-1 degerleri ile negatif korelasyon

gosterdi.

Pk grubunda apoptozis seviyeleri TNF-a ve MMP-8 degerleri ile pozitif
korelasyona sahipti. AKS arttikga MMP-1 ve TNF-a degerlerinin arttig1 belirlendi.
Antioksidan seviyeleri TNF-o ve MMP-8 seviyeleri ile negatif korelasyon sergiledi.

Po grubunda MMP-1 seviyeleri ile AKS ve apoptozis seviyeleri arasinda
pozitif korelasyon vardi. TNF-a degerleri IL-6, IL-10 degerleri ile pozitif, GSH
seviyeleri ile negatif korelasyon gosterdi. GSH-Px seviyeleri IL-10 ve MMP-1
seviyeleri ile negatif korelasyon sergiledi. MMP-1 seviyeleri artarken MDA

seviyelerinin de arttig1 goriildii.

Pkp grubunda MDA seviyelerindeki artis MMP-1, TNF-a ve IL-10
seviyelerindeki artisa paraleldi. Apoptozis seviyeleri ile TNF-a ve IL-10 degerleri

arasinda goriilen pozitif korelasyonlar GSH-Px ile MMP-8 arasinda da vardi.
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Gruplar arasindaki istatistiksel olarak snlsmli korelasyonlar Tablo 9’da

sunuldu.

Tablo 9. Gruplar arasindaki korelasyonlar

Gruplar Parametreler r p

GSH - MDA -0,795 0.01

GSH-Px - MDA -0,741 0.01

GSH - TNFa -0,637 0.01

GSH-Px — MMP-8 -0,678 0.05

AKS - MDA 0,487 0.05

AKS - MMP-1 0,784 0.01

AKS - TNFa 0,691 0.01

AKS - GSH -0,588 0.05

Pk Apoptosis — MDA 0,519 0.05
Apoptosis — MMP-8 0,487 0.05
Apoptosis — TNFa 0,752 0.01
Apoptosis — GSH-Px -0,648 0.05

GSH-Px — MMP-1 -0,718 0.05

GSH - TNFa -0,714 0.05

MDA - AKS 0,589 0.05

AKS -MMP -1 0,613 0.01

TNFo — IL-6 0,521 0.01

Pp TNFo - IL-10 0,648 0.01
GSH-Px —IL 10 -0,545 0.05

MDA — MMP1 0,741 0.01
Apoptosis — GSH-Px -0,543 0.05
Apoptosis — MMP-1 0,462 0.05
Apoptosis — AKS 0,527 0.05

GSH-Px — MDA -0,549 0.05

GSH - MDA -0,638 0.05

MDA —IL-10 0,483 0.05

MDA — TNFa 0,561 0.05

p AKS — MDA 0,431 0.05
KD AKS - GSH -0,539 0.05
MDA - MMP1 0,823 0.01

GSH-Px — MMP8 0,643 0.05
Apoptosis - 1L-10 0,468 0.05
Apoptosis - TNF o 0,527 0.01

MDA — TNFa 0,754 0,01

MDA — IL-6 0,626 0,01

MDA —IL-10 0,543 0.01

GSH-Px — MDA 0,844 0.01

AKS - GSH 0,546 0.05

GSH-Px —IL1 -0,756 0.01

GSH-Px — MMP 1 -0,513 0.05

P MDA - MMP 1 0,624 0.01
Apoptosis — MDA 0,467 0.05
Apoptosis — MMP-8 0,529 0.05
Apoptosis — TNFa. 0,647 0.01
Apoptosis — GSH-Px -0,714 0.05
Apoptosis — AKS 0,743 0.01
Apoptosis — MMP1 0,640 0.05
Apoptosis — IL-10 0,588 0.05
Apoptosis — IL-6 0,415 0.05

50



5. TARTISMA

Periodontitis, mikrobiyal dental plakta mevcut mikroorganizmalara ve
riinlerine karsi gelisen enflamatuvar reaksiyonlarla, disleri g¢evreleyen destek
dokularda olusan cep ve/veya diseti ¢ekilmesi ile alveoler kemik kaybinin olustugu
ve sonugta dislerin kaybina kadar ilerleyebilen enfeksiy6z bir hastaliktir (381-383).
Mikrobiyal dental plak ve iriinleri ile konak savunma sistemi hiicreleri
karsilagtiginda doku yikici ve koruyucu mekanizmalar ayni anda harekete geger
(384). Bakteri ve iiriinlerinin dokuda etkinligini arttirmasi ile enflamatuvar cevap
indiiklenir ve bdlgeye PMNL gocii baslar. Ozellikle enflamatuvar hiicrelerin
aktivasyonu IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, PG’ler ve MMP’ler gibi mediyatorlerin ve
enzimlerin salimina yol acar. Enflamatuvar miicadelenin seyrine gore sert ve

yumusak doku yikimi gergeklesir (162, 385).

Periodontal hastaliklarda dokulardaki hasarin artmasinin ROT artisina bagli
oldugu disiiniilmektedir (11). ROT canli organizmada normal fizyolojik siiregte
hiicrenin molekiiler reaksiyonlar1 sonucunda olusabilmekte ve hiicre bilesenlerinin
oksidatif hasara ugratilmasinda, immiin sistem hiicrelerinin antimikrobiyal ve
sitotoksik etki gostermesine ilave olarak hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletiminde
rol almaktadir. ROT’un zararli etkisinden organizmayi korumak i¢in oksidan ve
antioksidanlar arasinda bir dengenin olmasi gerekmektedir (386). Hiicrelerdeki
PUFA’nin oksidasyonu ile LPO’nun son {iriinii olan MDA ortaya ¢ikar. GSH ve
GSH-Px gibi antioksidanlar MDA’ nin sitotoksik etkisine karsi artis gostererek bir
savunma sistemi olustururlar (15, 16, 387). Artmus GSH-Px aktivitesinin oksidatif
hasarin indirek belirteci oldugu rapor edilmistir (388). Periodontitiste antioksidan
kapasitede degisiklik olmadigi (389), arttigi (390) veya azaldig1 (17, 242) seklinde
farkli sonuglar bildirilmistir. MDA ile antioksidanlar arasindaki iliski periodontal
hastalik i¢in 6nemli bir basamaktir. Periodontitiste antioksidanlarin oksidatif dengeyi
koruyacak seviyenin altinda kaldiklar1 ve ROT aktivitesine bagli olarak IL-1, IL-6 ve
TNF-o gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin aktivasyonu, LPO yoluyla PGE; iiretimi,
NF-kB ve Oy salimi gibi mekanizmalar araciligryla doku harabiyeti gelistigi ifade
edilmektedir (231).

51



Programlanmis hiicre 6limii olarak da anilan apoptozis, oksidatif stres,
sitokinler, bakteriler, viral enfeksiyonlar (23), radyasyon (24), immiin hiicreler,
biiytime faktorleri, beslenme ve EM’deki (25) degisiklikler gibi 6nemli patolojilerde
rol oynar. Kronik periodontitiste periodontal dokularda mikrobiyal ve konak kdkenli
faktorlerle apoptozisin arttigr ve apoptotik mekanizmalarin kronik periodontitisteki

doku kaybinda rol oynayabilecegi ileri stiriilmiistiir (32, 391).

KMT Kkonak cevabinin koruyucu ve rejeneratif komponentlerini arttirmak,
yikici yOniinii azaltmak, periodonsiyumu stabilize etmek ve periodontal doku
yikimmi azaltilmak i¢in uygulanmaktadir (304). KMT ajanlarindan birisi olan
tetrasiklinlerin antikollajenaz 6zelliklerinin oldugu ve bu etkinin antibakteriyel
etkilerinden bagimsiz olarak en fazla doksisiklinde bulundugu bildirilmistir (35, 36).
Periodontal hastalikta DDD kullaniminin PG ve fosfolipaz A; miktarlarinda
azalmaya neden oldugu, MMP’lerin iiretimini ve aktivasyonunu engelledigi, bu
sayede atagman kaybini1 azalttigi Dbildirilmistir (39, 40). DDD’nin ayrica
antienflamatuvar, antioksidan etkiye sahip oldugu ve enflame hiicreleri apoptozise

stirikleme 6zelliginin bulundugu rapor edilmistir (41-44).

KAFEE propolisin aktif fenolik bir bilesenidir (45). KAFEE nin antioksidan,
antienflamatuvar, antiviral ve immiinomodiilator etkileri bulunmaktadir (45-49).
KAFEE, kemik yikiminda 6nemli olan NF-xB’nin potent bir inhibitoriidiir.
Enflamasyon sirasinda arasidonik asit metabolizmasinin lipooksijenaz yolagini (54)
ve ROT iiretimini inhibe eder (55). Bu ozellikleri ile kemik defektlerinin iyilesmesi
ve alveolar kemik kayiplarinin 6nlenmesinde etkili oldugu belirtilmistir (56, 57).
KAFEE’nin enflamasyona yanit ve konak savunmasina katkisindan dolayr KMT

ajani olarak da tercih edilmektedir.

Son yillarda, periodontal hastalikta birden fazla ajanin bir arada kullanildig:
KMT yontemleri dikkat gekmektedir. Bu ¢alismada deneysel periodontitis modelinde
KAFEE ve/veya DDD uygulamasinin ratlarda serum sitokin ve enzim seviyelerine
(lL-1, I1L-6, I1L-10, TNF-0, MMP-1 ve MMP-8), oksidatif ve antioksidan
parametrelerine (MDA, GSH ve GSH-Px) ve diseti dokusunda apoptozis seviyeleri
lizerine etkileri arastirildi. Ozellikle bu iki ajanin birlikte uygulanmasiyla ortaya

cikan sonuclar degerlendirildi. Ulasilabilir kaynaklar incelendiginde deneysel
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periodontitis modelinde KAFEE ve DDD’nin birlikte degerlendirildigi herhangi bir

calismaya rastlanmadi.

Ratlar kii¢iik hayvanlar olmalari, kolay elde edilebilir ve bakimlarinin kolay
olmasi, yasama karsi dayanikli ve diisiik maliyette olmalar1 sebebiyle deneysel
calismalarda en ¢ok kullanilan deney hayvanlaridir (392, 393). Ratlarin periodontal

dokular1 insan periodonsiyumuna benzer 6zelliklere sahiptir (394, 395).

Deneysel periodontitis olusturulmasinda cerrahi islemle defekt olusturulmasi
(395), bakteriyel o0.g. (396, 397), LPS uygulamas: (398, 399) ve molar dislerin
subgingival alanina ipek ligatiir baglanmasi (400) gibi yoOntemlerden
yararlanilmaktadir. Ligatiir baglanarak olusturulan deneysel periodontitis modelinde
ligatiiriin  baglandig1 alanda doku travmasina ve mikrobiyal birikime Kkarsi
enflamatuvar bir cevap gelisir (401,402). Kuhr ve ark., (402) ratlarda ligatiir
baglayarak olusturduklar1 deneysel periodontitis modelinde 1, 15, 30 ve 60. gilinlerde
aldiklar1 kesitlerde morfometrik olarak AKS’yi 6l¢miisler ve en fazla kemik kaybinin
ilk 15 giinde meydana geldigini 30. ve 60. giinlerdeki kaybin hafif bir artis olarak
devam ettigini saptamiglardir. Toker ve ark., (403) ligatiirle indiikledikleri
periodontitis modelinde goriilen alveolar kemik kaybmin 11 giinde en yiiksek
seviyeye ulastigini gézlemislerdir. Calismamizda ratlarin maksillar ikinci molar
dislerine 3.0 ipek ligatiir yerlestirilerek periodontitis indiiksiyonu yapild1 ve
periodontitis olusumu 15. giinde degerlendirildi. Alveolar kemigin histomorfometrik
degerlendirmesinde MSS-AKT arasindaki mesafe degerleri milimetre (mm) olarak
degerledirildi (402). Maksilla Orneklerinin timiinde periodontitisin basariyla
indiiklendigi goriildii.

Periodontitisli hastalarda, DDD’nin distasi temizligi ve kok yiizey
diizlestirmesi tedavisine ek olarak kullanilmas1 ile anlamli bir sekilde cep
derinliginde azalma ve klinik atagsman kazanci saptanmistir (184). Yagan ve ark.,
(43) ratlarda olusturduklari periodontitis modelinde giinliik 6 mg/kg DDD igeren 1
ml karboksimetil selilloz o.g. uygulamasi ile 21 giin sonunda kontrollere kiyasla
alveolar kemik kaybinin anlamli derecede az oldugunu belirlemislerdir. Bezerra ve
ark., (404) deneysel periodontitis modelinde 2.5, 5 ve 10 mg/kg/giin dozlarinda

DDD’nin alveolar kemik kaybina etkisini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda en az
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alveolar kemik kaybinin 7 giin, 10 mg/kg/giin DDD uygulanan grupta oldugunu
rapor etmislerdir. Calismamizda DDD 10 mg/kg/giin dozunda o.g. yoluyla 14 giin
uygulandi. Pp grubunda alveolar kemik kaybinin P grubuna gore anlamli derecede az

oldugu belirlendi (p<0,001).

KAFEE’nin kemik yikiminmin goriildigii biitlin hastaliklarda etkili bir
terapotik ajan olabilecegi rapor edilmektedir. KAFEE’in kemik iligi kaynakli
prekiirsor hiicre kiiltlirlerinde 0.5 pmol’de osteoklast formasyonunu %95 oraninda
azaltig1, 1 pmol’de osteoklastogenezi tamamen engelledigi bildirilmistir (405). Iyi
bir NF-xB inhibitorii olan KAFEE bu etkisini doza bagli gostermektedir.
Peptidoglikan stimule rat makrofaj ve kolon epiteli hiicresi kiiltiirlerinde KAFEE’nin
8 pg/ml’den fazla dozda NF-kB inhibitorii etkisi gostermekle birlikte 100 pg/mi
dozun ciddi toksik etkilerinin oldugu bildirilmistir (406). Ugan ve ark., (56) ratlarda
olusturduklart deneysel kemik defekti modelinde 14 giin 10 pmol/kg KAFEE i.p.
uygulayarak 7, 15 ve 30. giinlerde sakrifikasyon ile kemik defektlerini
degerlendirmisler ve KAFEE’ nin 15. ve 30. giinlerde kemik olusumunu indiikleme
kapasitesinin daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Aral ve ark., (407) ratlarda
olusturduklar1 deneysel periodontitis modelinde 21 giin o.g. ile 100 mg/kg dozunda
propolis uygulamasinin alveolar kemik dokusu iizerine koruyucu etki gosterdigini
saptamiglardir. Calismamizda 10 pmol/kg/glin KAFEE 14 giin boyunca i.p. yolla
verildi. Px grubunda alveolar kemik kaybinin P grubuna gore anlamli derecede az
oldugu belirlendi (p<0,001). KAFEE uygulanan gruplarda Pp grubuna kiyasla daha
diisiik kemik kayiplar1 olmakla birlikte sadece Py ile Pp gruplari arasindaki farklilik
anlamlt idi (p<0,001). Sonuglarimiz KAFEE uygulamasimin alveolar kemigin

korunmasinda daha etkili oldugunu gosterdi.

IL-1B periodontitisin baslamasinda ve ilerlemesinde 6nemli role sahiptir
(408). IL-1pB, enflamatuvar hiicrelerin enfeksiyon alanina gogii, enflamatuvar sitokin
ve MMP’lerin sentezinin artmasi, kollajen sentezinin inhibisyonu, T ve B
lenfositlerin aktivasyonunda rol oynar (80). Osteoklast prekiirsér hiicrelerinin
farklilasmasini ve osteoklastlar1 uyararak kemik rezorpsiyonunu indiikler (109, 409,
410). Literatiirde periodontal hastalikta IL-13’nin serum seviyesini degerlendiren ¢ok
sayida calisma vardir. Bu ¢alismalarin bir kisminda periodontal hastaligin IL-1p’nin

serum seviyelerini etkilemedigi bildirilmistir (8, 173, 411). Bir¢ok klinik ve deneysel
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calismalarda ise periodontitis ile IL-1B seviyelerinin arttig1 ve periodontal hastalik
siddeti ile pozitif korelasyon gosterdigi rapor edilmistir (4, 8, 408, 412-414). Onceki
caligma sonuglarina benzer olarak ¢alismamizda IL-1p’nin P grubunda K grubuna

gore anlaml diizeyde yiiksek oldugu bulundu (p<0,001).

Klinik ve deneysel caligmalarda periodontitiste enflamasyona bagli olarak
artan IL-1B seviyelerinin DDD uygulamasi ile azaldigi rapor edilmistir (322, 331,
415). Ying ve ark., (416) kronik periodontitiste 0.1, 1 ve 10 umol’liikk dozlarda
uygulanan DDD’nin IL-1f’ya etkisini degerlendirmis ve 1 ile 10 umol’deki dozlarin
hemen hemen ayni etkiyi yaptigini ve IL-13"y1 0.1 pmol’den daha fazla diistirdiigiinii
belirtmislerdir.

Yang ve ark., (417) KAFEE uygulamasi ile insan korneal fibroblast
kiiltirlerinde IL-1B seviyesinin azaldigini rapor etmislerdir. Kotnik ve ark., (418)
adipoz dokularda enflamasyon ile IL-1B’nin arttigin1 ve KAFEE uygulamasi ile bu
seviyenin diistiiglinii rapor etmislerdir. Haddad ve ark., (419) ise alveol epiteli
hiicrelerinden aldiklar1 biyopsi orneklerinde KAFEE’nin IL-18’y1 azalttigin
belirlemislerdir. Aral ve ark., (407) ratlarda yaptiklar bir ¢alismada periodontitiste

artan IL-1p seviyesinin propolis uygulamasi ile azaldigini tespit etmislerdir.

Calismamizda deneysel periodontitis varliginda DDD ve KAFEE
uygulamalar1 IL-1f seviyelerinin istatistiksel olarak ©nemli diizeyde azalmasini
sagladi. P grubundaki IL-1p seviyeleri K grubundaki degerlerden bile diisiiktii. Pkp
grubundaki degerler ise Pp grubuna kiyasla diisiik olmasina ragmen Py grubundaki
degerlerden yiiksek bulundu. Bu sonu¢lar KAFEE’ nin tek basina IL-1B degerlerini

daha belirgin azalttigini gostermektedir.

Periodontal hastalik patogenezinde IL-1f ile birlikte {izerinde en fazla
calisilan sitokinlerden birisi de farkli hiicre gruplar iizerinde proenflamatuvar ve
immiinomodiilator etkisi olan TNF-o’dir. TNF-a, kollajenazlarin, PG’lerin, IL-6 gibi
sitokinlerin, hiicre adezyon molekiillerinin ve RANKL, M-CSF gibi kemik yikimriyla
iligkili faktorlerin tiretimini arttirarak periodontal hastalik patogenezinde hem bag
doku hem de alveoler kemik yikiminda rol oynar (169, 410, 420). Calismalarda
periodontitiste serum TNF-a seviyesine iliskin farkli sonuglar bulunmaktadir. Gorska

ve ark., ile Graves ve ark., (421, 422) kronik periodontitiste dental plaktaki
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P.gingivalis yogunluyla iliskili olarak serum TNF-a seviyelerinin yiikseldigini
bildirmislerdir. Ancak serum TNF-a seviyelerinin periodontal hastalik ile ilgili
olmadigimi belirten ¢alismalar da vardir (134, 420). Periodontal olarak saglikli
bireyler ile periodontitisliler arasinda, tedavi Oncesi ile sonrast serum TNF-a
seviyelerinde farklilik bulunmadigi rapor edilmistir (171). Nakajima ve ark., (130)
ise kronik periodontitisli bireylerde serum TNF-ao seviyesinin daha diisiik oldugunu
bildirmislerdir. Calismamizda P grubunda TNF-a seviyelerinin diger gruplara gore

anlamli sekilde yiiksek oldugu bulundu (p<0,001).

Sitokinlerin inhibisyon kinetiginin degerlendirildigi deneysel bir calismada
DDD uygulamasi ile IL-1p’nin 2 saatte, TNF-a’nin ise 4 saatte azaldigi tespit
edilmistir (42). Cazalis ve ark., (339) periodontal tedaviye baglamadan 6nce 2 pmol
DDD ile makrofajlardan salgilanan TNF-o’nin azaldigini, fakat en etkili dozun 10
umol oldugunu rapor etmislerdir. Paracatu ve ark., (423) bircok enflamatuvar
hastalikta KAFEE nin aktive 16kositlerden TNF-a salimini azalttigini bildirmislerdir.
Larki ve ark., (407) pulmoner fibroziste TNF-a seviyesinin arttigini ve KAFEE ile bu
seviyenin normal seviyesine c¢ok yakin sekilde azaldigini saptamiglardir (424).
Literatiirde ratlarda olusturulan deneysel periodontitiste TNF-a seviyesinin propolis

ile azaldigini gosteren sadece bir ¢alisma vardir.

Calismamizda TNF-a ile ilgili sonuglar degerlendirildiginde periodontitis
varliginda DDD ve KAFEE uygulamalarinin TNF-a degerlerini 6nemli derecede
azalttig1 saptandi. KAFEE uygulanan iki grubun K grubuyla benzer degerler
gosterdigi bulundu. Deneysel periodontitiste KAFEE nin gerek tek basina gerekse
DDD ile birlikte TNF-a seviyelerinin azaltilmasinda DDD uygulamasindan daha

etkili oldugu goriinmektedir.

Proenflamatuvar bir sitokin olan IL-6 periodontal hastaligin patogenezinde
anahtar rol oynayan bir bagka sitokindir. IL-6 seviyelerinin periodontal hastalik
siddeti ve klinik parametreler ile iligkili oldugu bulunmustur (129, 136, 425). Serum
IL-6 seviyelerinin periodontitisli bireylerde periodontal saglikli bireylere gore arttigi
(127, 129, 131, 134,) ya da farkli olmadigi bildirilmistir (171, 428, 429).
Calismamizda da IL-6’nin P grubunda diger gruplara gore anlamli sekilde yiiksek
oldugu gozlendi (p<0,001).
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Periodontitiste IL-6 seviyesinin, DDD uygulamasi ile azaldigi rapor edilmistir
(339). Kinetik deneylerde erken dénemde DDD’nin IL-6 seviyesini inhibe etme
potansiyeli oldugu gosterilmistir (42). Kronik periodontitiste DDD uygulamasi IL-6
seviyelerini diisiirmiistiir (430). Periodontal tedaviye ek olarak DDD kullaniminin

IL-6 seviyesini daha ¢ok diigiirdiigii saptanmustir (7).

Hepatik ve sinir hiicrelerini akut septik soktan korumada uygulanan propolis
IL-6 gibi enflamatuvar sitokinlerin seviyelerini azaltmaktadir (431). Juman ve ark.,
(363) yaptiklar1 bir ¢alismada KAFEE nin hipertrofik adipositlerde ve makrofajlarda
IL-6’nin da dahil oldugu proenflamatuvar sitokinlerin ilretimini azalttigini ve

KAFEE’ nin enflamasyonu azaltic1 etkisi oldugunu rapor etmislerdir.

Calismamizda deneysel periodontitis varliginda DDD ve KAFEE
uygulamalar1 istatistiksel olarak IL-6 seviyelerini onemli diizeyde azaltti. IL-1f
degerlerine benzer sekilde Py grubundaki IL-6 seviyeleri K grubundaki degerlerden
diisiiktii. Pkp grubundaki degerler Pp grubuna kiyasla diisiik olmasina ragmen Py
grubundaki degerlerden yiiksekti. Bu sonucglar deneysel periodontitiste IL-6
degerlerinin azaltilmasinda KAFEE’nin tek basina daha etkili oldugunu gosterdi.

IL-10, immiin ve enflamatuvar cevabin baskilanmasinda O6nemli bir role
sahiptir. Lappin ve ark., (432) IL-10’un B hiicreleri, T hiicreleri, fibroblastlar ve
makrofajlar tarafindan {retilebildigini tespit etmislerdir. Aktive makrofajlardan
proenflamatuvar sitokinlerin sentezi, IL-10 tarafindan inhibe edilir (5). IL-10’un
antienflamatuvar 0Ozelliklerinden dolay1 aterojenik durumlarda koruyucu ve
engelleyici rolii oldugu diisiiniilmektedir (433). IL-10 &zellikle periodontitiste etken
patojenlerden olan P.gingivalis’e karsi T hiicre yanitin1 inhibe etmektedir (434).
Periodontitiste 1L-10 seviyesinin arttigin1 gdsteren caligmalar vardir (172).
Periodontitis varliginda IL-10’un kemik devamliligi igin gerekli oldugu ve
eksikliginin alveolar kemik kaybini hizlandirdigi savunulmustur (146, 151, 362,
435). Ebersole ve ark., (436) periodontitisin baglamasi, devam etmesi ve iyilesmesi
sirasinda sitokinlerin durumunu incelemisler ve hastalik gerilemeye bagladiginda IL-
10 seviyesinin diismeye basladigini bildirmislerdir. Reis ve ark., (437) ise
periodontal tedavi ile IL-10 seviyesinin degismedigini rapor etmislerdir.

Caligmamizda P grubunda diger gruplara nazaran proenflamatuvar sitokinlerin
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istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek olmasina paralel olarak IL-10’un arttig

gozlendi (p<0,001).

IL-10 seviyelerinin  bobreklerde meydana gelen iskemik/perfiizyon
yaralanmalarinda DDD uygulamasi ile azaldigi ve DDD’nin koruyucu etki yaptigi
ileri stiriilmiistir (438). Chung ve ark., (439) tifiiste artmig olan IL-10 seviyelerinde
doksisiklin tedavisi ile diisme oldugunu belirlemislerdir. Periodontitiste DDD
uygulamast ile IL-10 seviyelerinin azaldig1 (42) ya da stabil kaldigi (340, 440) rapor

edilmistir.

Enflamatuvar hastaliklarda KAFEE antienflamatuvar ilaglar ile benzer etki
yaparak IL-10’u inhibe eder (423, 441). Monosit kaynakli dentritik hiicrelerde
KAFEE’nin IL-10’u inhibe ettigi belirlenmistir (442). Enflamasyon varliginda
KAFEE ile IL-10 seviyesinin arttigini rapor eden ¢alismalar da bulunmaktadir (443).
Celik ve ark., (444) ise beyindeki enflamasyon varliginda KAFEE’nin IL-10

seviyesini diisiirmedigini rapor etmislerdir.

Calismamizda DDD ve KAFEE uygulamalar1 yapilan gruplar, P grubuna
kiyasla daha diisiik IL-10 seviyelerine sahipti. KAFEE’nin DDD’ye kiyasla IL-10’u
daha fazla azaltmasi proenflamatuvar sitokin diizeylerindeki azalmaya paraleldir.
Ancak DDD-KAFEE kombinasyonunda IL-10 seviyelerinin, tek basina KAFEE ve
DDD uygulamalarindan belirgin sekilde yiiksek olmasi proenflamatuvar sitokin

seviyelerindeki degisikliklerden bagimsiz géziikmektedir.

MMP-1 ve MMP-8 periodontal hastalikta EM’nin yikimindan sorumlu iki
interstisyel kollajenazdir. MMP-1’in periodontal hastalikta enflame gingivada
yiiksek konsantrayonlarda bulundugu ve bag doku regiilasyonunda onemli bir role
sahip oldugu rapor edilmistir (187). Domaij ve ark., (445) invitro bir ¢aligmada
gingival fibroblastlarda monositik etki ile MMP-1 {iretiminin arttigin1 tespit
etmislerdir. Ingman ve ark., (207) periodontitiste dokularda MMP-1 seviyesinin
artigin1 rapor etmislerdir. Tiiter ve ark., (219) yaptiklar1 bir ¢alismada distas
temizligi ve gingival kiiretaj islemlerinden sonra MMP-1 seviyesinin anlamli sekilde

azaldig1 rapor edilmistir.

MMP-1 seviyeleri, fibroblast hiicre kiiltiirlerinde DDD uygulamasi ile diisiis

gostermektedir (446, 447). Rat miyokardiyumlarinda olusturulan iskemi/reperfiizyon
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yaralanmalarma karsi tedavi Oncesi doksisiklin verilmesi ile MMP-1 seviyesinin
azaldig1 ve iyilesmenin daha kolay oldugu belirlenmistir (448). MMP-1 seviyesinin
KAFEE uygulamas:i ile dustigini Gencer ve ark., (449) gastrik kanser hiicre
kiiltiirlerinde ~ oksidatif  stresi azaltmak amaciyla KAFEE uygulayarak

belirlemislerdir.

Periodontitiste artmis olan MMP-8 seviyesinin periodontal tedavi ile azaldigi
rapor edilmistir (59, 185, 193). Kula ve ark., (450) ise MMP-8 eksikligi olan
farelerde yaptiklar1 bir calismada MMP-8’in periodontal enfeksiyon sirasinda
alveolar kemik kaybinda koruyucu etkisinin olabilecegini savunmuslardir.
Kardiyovaskiiler hastaliklar, periimplantitis ve periodontitiste artan serum ve plazma
MMP-8 seviyelerine doksisiklinin inhibitor etki gosterdigi rapor edilmistir (7, 59,
331, 451). Periodontal tedavide ilave DDD kullanildiginda plak indeksi, gingival
indeks skorlarmin diizeldigi, DOS, salya ve periferal kanda MMP-8 seviyesinin
azaldig1 belirlenmistir (219, 452). Aral ve ark., (407) deneysel periodontitiste
sistemik propolis uygulamasi ile MMP-8 seviyesinin azaldigini rapor etmislerdir.
Ulagabilir kaynaklar incelendiginde KAFEE ile MMP-8 seviyesi arasindaki iligkiyi
degerlendiren herhangi bir ¢caligma yoktur.

Calismamizin sonuglarina gore deneysel periodontitiste MMP-1 ve MMP-8
seviyeleri anlamli diizeyde artti. DDD ve KAFEE uygulamalart MMP-1 ve MMP-8
seviyelerinin azalmasini sagladi. Ancak DDD, KAFEE’ye kiyasla daha az etkili

bulundu.

Oksidatif stres oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar
lehine bozulmasiyla ROT’larin niikleik asitler, proteinler ve lipidler basta olmak
lizere hiicresel yapilarda hasara yol actigi patolojik bir durumdur (211, 212).
Oksidatif stres ile dokularda MDA seviyelerinde artis goriiliir. Tsai ve ark., (215)
kronik periodontitisteki enflamasyon ve doku yikiminda, artmis LPO diizeylerinin
onemli bir rol oynadigini ifade etmislerdir. Literatirde MDA diizeylerinin
periodontal hastalik ile iligkili olarak artti1, az sayida ¢aligmada ise fark olmadigi
rapor edilmistir (20, 218, 238, 390, 453). Calismamizda P grubundaki MDA

seviyesinin artisi literatiirli desteklemektedir.
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Oksidatif stresin artmasi ile meydana gelen doku hasarinin belirteci olan
MDA seviyeleri antioksidan etkisi olan DDD ile azalmaktadir (41, 454). Yagan ve
ark., (43) ratlarda olusturduklari deneysel periodontitis modelinde de DDD’nin
MDAy1 azalttigini bildirmislerdir.

KAFEE uygulamasinin da oksidatif strese bagli olarak artan MDA’nin
diismesini sagladigi bildirilmistir (223, 444, 455, 456). Mollaoglu ve ark., (457)
ratlarda cadmium ile olusturduklar1 kalp rahatsizliklarinda 10 pmol/kg KAFEE
uygulamslar ve yiikselmis MDA seviyelerinin diistiigiinii gézlemlemislerdir. ilhan
ve ark., (458) tavsanlarda olusturduklart spinal kord yaralanmasi ile artan MDA
seviyesinin KAFEE uygulamasi ile azaldigini rapor etmislerdir. Iraz ve ark., (459)
ise tedavi oncesi KAFEE uygulayarak rat karacigerinde sisplatin ile indiikledikleri
oksidatif stresin ve MDA seviyesinin anlamli derecede diisiik oldugunu

belirtmislerdir.

Sonuglarimiz degerlendirildiginde DDD ve/veya KAFEE uygulamalar1t MDA
seviyelerini azaltti. Bununla birlikte KAFEE uygulanan gruplarda MDA
seviyelerindeki azalma daha belirgindi. MDA ile AKS, IL-6, TNF-a, IL-10 ve MMP-
1 arasinda var olan pozitif korelasyonlar periodontal yikimda LPO’nun roliinii

gosterir niteliktedir.

Enflamatuvar durumda MDA’ ’nin artisindan kaynaklanan hasar1 dengelemek
ve azaltmak i¢cin GSH ve GSH-Px aktivitesi onem tasimaktadir. Artmig GSH-PX
oksidatif stresin varligin1 gosteren indirek bir belirtegtir. Literatiirde ROT varliginda
antioksidan kapasitenin azaldig1 (242) ya da degismedigi (389) rapor edilmistir.
Panjamurthy ve ark., (216) periodontitisli hastalarda, saglikli bireyler ile
karsilastirildiginda GSH-Px’in de i¢inde yer aldig1 enzimatik antioksidan seviyesinin
anlamli olarak daha yiiksek oldugunu saptamiglardir. Wei ve ark., (390) GSH-Px
miktarinin, periodontitiste sagliklilarla karsilastirildiginda, daha fazla oldugunu tespit
etmiglerdir. Sobaniac ve ark., (17) ratlarda olusturduklar1 deneysel periodontitiste
LPO fiirlinlerinin artmasina bagli olarak GSH ve GSH-Px aktivitesinin azaldigini
rapor etmislerdir. Calismamizda, énceden yapilmis bazi ¢aligma bulgularina uygun
olarak periodontitis varliginda GSH seviyeleri kontrollere kiyasla 6nemli farklilik

gostermezken, GSH-Px seviyeleri belirgin sekilde diisiiktii (p<0,05). Bu durum
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periodontal bakterilere kars1 gelisen konak cevabinin indiikledigi sistemik durumla
iliskilendirilebilir (242). P grubunda antioksidanlar ile MDA ve AKS arasindaki
pozitif korelasyonlar ve GSH-Px ile IL-1B ve MMP-1 arasindaki negatif
korelasyonlar periodontitiste oksidatif stresin periodontal doku yikimindaki roliinii

ve oksidatif dengenin antioksidanlar aleyhine bozuldugunu destekler niteliktedir.

Doksisiklinin spontan gelisen oksidatif hasara karsi antioksidan etkisinin
bulundugu bildirilmistir (460). DDD periodontitiste oksidatif hasar1 ve antioksidan
enzim seviyelerini azaltmistir (43, 44). Baskin bir antioksidan oldugu vurgulanan
KAFEE uygulamalar1 ile GSH seviyelerinin arttigi rapor edilmistir (461-463). Shi ve
ark., (464) da bir diger antioksidan belirte¢ olan GSH-Px seviyesinin oksidatif strese

maruz kalmis iskemik retinal hiicre kiiltiirlerinde KAFEE ile arttigin1 saptamiglardir.

Calismamizda sadece Py grubu diger periodontitis gruplarindan ve K
grubundan daha yiiksek GSH ve GSH-Px seviyelerine sahipti (p<0,005). GSH-Px
seviyeleri degerlendirildiginde, tek basina DDD uygulamasi etkili bulunmadi. DDD
ve/veya KAFEE gruplarinda genel olarak, antioksidanlar ile sitokinler ve MMP’lar
arasinda ve P grubundan farkli olarak antioksidanlar ile AKS ve MDA arasinda var
olan negatif korelasyonlar bu ajanlarin antioksidan 6zellikleriyle iliskilidir. Bununla
birlikte DDD ile KAFEE’nin birlikte uygulanmasinin sinerjik antioksidan etki
saglamadig dikkat cekti.

Apoptozis konak yanitinin regulasyonu, hiicre proliferasyonu gibi bir¢ok
patofizyolojik mekanizmada Onemli bir role sahiptir (21, 22). Kullandigimiz
apoptozis testi apoptozis siireci tetiklenmis tiim hiicrelerin belirlenmesinde ve
apoptozisin erken doneminde diagnostiktir. Periodontal hastalikta enflamatuvar
durum sadece birkag hiicre tipi ile iliskili olmayip periodonsiyumu olusturan tim
hiicreleri etkilemektedir. Bu nedenle calismamizda tek bir hiicre tipi yerine, tiim
diseti dokusunda apoptozis diizeyleri belirlendi (465). Periodontitiste mikrobiyal ve
konak kokenli faktorlerle periodontal dokularda apoptozisin arttigi ve apoptotik
mekanizmalarin doku kaybinda rol oynayabilecegi ifade edilmektedir (32, 466, 467).
Periodontitiste artan ROT, apoptozis igin potent modulatordiir ve apoptozisi
tetikleme kapasitesine sahiptir (468). Apoptozis hiicre yiizey reseptorlerine

ligandlarin baglanmasi ile indiiklenebilmektedir. TNF-o apoptozisin major ekstrinsik
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bir mediyatoriidiir (260). Hiicredeki reseptorlerine baglanmasi hiicre yasamini ve
enflamatuvar yaniti saglayan transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu indirek
olarak yonetir (52). Periodontal hastaliklarda fibroblastlarin apoptozisinde TNF ve
reseptoriiniin etkili oldugu saptanmustir (292). Koulouri ve ark., (391) kronik ve
agresif periodontitisli hastalarin gingival biyopsi orneklerinde apoptozise ugrayan
hiicrelerin ¢ogunlugunun fibroblast kékenli oldugunu bildirmislerdir. Tunali ve ark.,
(469) ratlarda olusturduklar1 deneysel periodontitis modelinde apoptozisin hem diseti
epiteli hem de bag dokusunda arttigini gézlemlemislerdir. Bulgularimizda yer alan
TNF-a ile apoptozis diizeyleri arasindaki pozitif korelasyon yukaridaki verileri
desteklemektedir. Periodontitiste gingival dokularda apoptozis diizeylerinin 6nemli
derecede arttig1 ve apoptozis diizeyleri ile AKS ve MDA seviyeleri arasinda pozitif
korelasyonlarin oldugu bulundu. Calismamizda P grubunda apoptozis diizeyleri ile
MDA, antioksidanlar, IL-6, IL-10, MMP-1 ve MMP-8 seviyeleri arasinda var olan
pozitif korelasyonlar, literatiirdeki oksidatif stresin alveolar kemik yikiminda rol
oynayan NF-«xB, IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi proenflamatuvar sitokin ve MMP’lerin
artmasma sebep oldugu ve apoptozisi indiikledigi bulgulariyla paraleldir

(243,287,288).

Mitojen tarafindan aktive edilen protein kinazin inhibisyonunda ve ROT’un
ortadan kalkmasinda direk etkili olan tetrasiklinler, antiapoptotik protein olan
mitokondriyal bcl-2°nin artmasini da saglarlar (470). Sanchez ve ark., (471) fare
beyinlerinde yaptiklar1 bir ¢calismada tetrasiklinlerin kaspaz-1’1 inhibe ederek sinir
hiicrelerinin 6liimiinii engelledigini rapor etmislerdir. Bobreklerde goriilen iskemide
ve abdominal kompartman sendromu hasarlarinda doksisiklin uygulamalari
apoptozisi azaltmistir (438, 473, 474). Farelerin kalp ve testislerinde doksorubisine
bagl oksidatif stresin ve oksidatif stresle iliskili apoptotik hasarin DDD tarafindan
engellendigi tespit edilmistir (475, 476).

KAFEE antioksidan niteligi sayesinde ROT seviyesini azaltarak antiapoptotik
Ozellik de gosterebilen bir ajandir (477). Amadio ve ark., (478) serebeller graniil
hiicrelerde meydana gelen ROT formasyonunun KAFEE tarafindan bloke edilerek
antiapoptotik etki olustugunu rapor etmislerdir. Parlakpinar ve ark., (479) da
miyokardiyak iskemide KAFEE’nin ROT {iretimini azaltarak apoptotik etkileri
ortadan kaldirdigin1 ifade etmislerdir. Ugan ve ark., (56) ratlarda olusturduklari
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kemik defektlerinde KAFEE’nin kemik rejenerasyonunda faydali oldugunu ve NF-

kB aracili apoptozisi azaltarak iyilesmeye 6nemli bir katki sagladigini belirtmislerdir.

Yukaridaki caligmalarin bulgularina benzer olarak calismamizda da DDD
ve/veya KAFEE’nin deneysel periodontitiste apoptozis seviyesini azalttig1 gozlendi.
Apoptozis diizeyleri KAFEE uygulanan iki grupta da kontrollerden diisiiktii. DDD
KAFEE’ye gore daha zayif antiapoptotik etki sergiledi ve KAFEE ile birlikte

uygulanmasinin antiapoptotik katki saglamadig goriildii.

Ca'*? hiicrenin hayatta kalmasma ya da apoptotik yolaga siiriiklenmesine yol
acan Onemli bir iyondur. Hiicre i¢indeki konsantrasyonu kisa siirede ve asiri
yukseldiginde hiicre apoptozise siiriiklenir ve hiicre 6liim sinyalleri yayarak kendisi
ile birlikte komsu hiicrelerin de 6liimiine neden olur (480). DDD ve KAFEE’nin
kimyasal yapilari hemen hemen benzerdir. Doksisiklin Ca*? ve K* gibi katyonlarla
birlesebilen ve ¢dzliinmeyen formlar olusturan bir ajandir (481). KAFEE de lipofilik
Ozelligi sayesinde hiicrelerin iyon kanallarinda biriken Ca™®u baglayabilmektedir.
Ca*” ve K" gibi iyon kanallarnin inhibe edilmesi antienflamatuvar, antialerjik ve
antioksidan ozelliklerin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (482). Her iki ajan da OH"
ve Kkarboksil (-COOH) gibi fonksiyonel gruplara sahiptir. Ayn1 ortamda
bulunduklarinda molekiiller aras1 etkilesimle karsilikli hidrojen bagi yapma
olasiliklar1 artabilir. iki ajanin birbirleriyle yapacaklari bag ortamdaki Ca™’u
baglama kapasitelerini azaltabilir. KAFEE’ nin asidik karakteri ve yapisindaki H"
iyonunu daha rahat birakabilmesi hidrojen bagi yapabilirligini ve reaktif uclarinin
daha fazla olmasi Ca™®’u baglama kapasitesini arttirmaktadir. Bulgularimiz genel
olarak degerlendirildiginde KAFEE nin Ca**’u baglama yeteneginin DDD’ye gore
daha yiiksek olmasi daha etkin antienflamatuvar ve antioksidan 6zellik gostermesini

saglayabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Ulagilabilir kaynaklar degerlendirildiginde deneysel periodontitis modelinde
DDD ve/veya KAFEE uygulamalariin alveolar kemik yikimi, periodontal yikimda
one ¢ikan sitokin ve enzim seviyeleri, oksidatif durum ile iliskili belirte¢ seviyeleri
ve gingival apoptozis diizeyleri iizerine etkilerini degerlendiren bir calismaya
rastlanmadi. Calismamizin  bulgulari, deneysel periodontitiste enflamatuvar
sitokinlerin, enzimlerin ve diseti apoptozis diizeylerinin arttigint ve oksidatif
durumun antioksidanlar aleyhine bozuldugunu gosterdi. DDD ve/veya KAFEE
uygulamasi alveolar kemik rezorpsiyonunu azaltmada basarili oldu. Her iki ajanin da
antioksidan  ozellikleriyle  oksidatif  yiikii, antienflamatuvar O6zellikleriyle
proenflamatuvar sitokinleri ve  MMP seviyelerini ve antiapoptotik 6zellikleriyle
gingival apoptozis diizeylerini azalttiklari dikkat cekti. Deneysel periodontitiste
sitokin, enzim ve oksidatif durum belirteclerinin sadece serumda degerlendirilmesi,
total oksidan/antioksidan kapasitenin degerlendirilmemesi ve ajanlarin farkli doz
etkisinin incelenmemesi calismamizin  limitasyonlarindandir.  Calismamizda
antienflamatuvar, antioksidan ve antiapoptotik etkilerin tiimiinde KAFEE’nin
DDD’den daha istiin oldugu ve DDD-KAFE birlikte uygulanmasimin ilave yarar
saglamadigi belirlendi. KMT’lerde DDD ve KAFEE’nin etkilerinin tam olarak

belirlenebilmesi i¢in yapilacak deneysel ve klinik ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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OZET

Ratlarda Olusturulan Deneysel Periodontitis Modelinde Kafeik Asit Fenetil
Ester ile Diisiik Doz Doksisiklinin Oksidatif Stres, Sitokin ve Apoptozis
Seviyeleri Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Ratlarda olusturulan deneysel periodontitis modelinde kafeik asit
fenetil ester (KAFEE) ve/veya diisik doz doksisiklin (DDD) uygulamalarinda
alveolar kemik yikimi, periodontal yikimda 6ne ¢ikan sitokin ve enzim seviyeleri,
oksidatif durum ile iliskili belirteg seviyeleri ve gingival apoptozis seviyeleri
karsilagtirmali olarak degerlendirildi.

Metodlar: Calismamizda 48 erkek Wistar rat kullanild1 ve rastgele 5 gruba
ayrildi: Kontrol grubu (K, n=8); PeriodontitistKAFEE grubu (PK, n=10),
Periodontitis+DDD grubu (PD, n=10); PeriodontitistKAFEE+DDD grubu (PKD,
n=10) ve Periodontitis grubu (P, n=10). Deneysel periodontitis ligatiir ile 14 giin
indiiklendi. KAFEE 10 pumol/kg/giin, DDD 10 mg/kg/gin dozunda uygulandi.
Alveolar kemik seviyesi histomorfometrik olarak analiz edildi. Serumda sitokin
(interlokin [IL]-1B, IL-6, tiimor nekroz faktor-alfa [TNF-a] ve IL-10), enzim
(matriks metalloproteinaz (MMP)-1 ve MMP-8), oksidan ve antioksidan parametre
seviyeleri (malondialdehid [MDA], glutatyon [GSH] ve glutatyon peroksidaz [GSH-
Px]) belirlendi. Gingival apoptozis diizeyleri degerlendirildi.

Sonuglar: En yiiksek sitokin, enzim, MDA ve gingival apoptozis seviyeleri
alveolar kemik yikimina paralel olarak P grubunda belirlendi. KAFEE ve/veya
DDD’nin alveolar kemik yikimini azathig: goriildii. En diisiik 1L-1p, IL-6, MMP-8 ve
TNF-a seviyeleri PK grubunda 6l¢iildii. MDA seviyeleri PK ve PKD gruplarinda P
grubuna kiyasla anlamli sekilde diisiiktii. En yiiksek GSH-Px seviyeleri bu iki grupta
belirlendi. Gingival apoptozis diizeyleri PK grubunda PKD, PD ve K gruplarina
kiyasla daha diistiikdii.

Tartisma:  Antienflamatuvar, antioksidan ve antiapoptotik etkiler
degerlendirildiginde KAFEE’nin DDD’den daha iistiin oldugu ve DDD-KAFEE
kombinasyonunun ilave yarar gostermedigi dikkat ¢ekti.

Anahtar Kelimeler: Alveolar kemik kaybi antioksidan; diisiik doz doksisiklin;
kafeik asit fenetil ester; oksidatif stres; periodontitis;
sitokinler.
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ABSTRACT

The Evaulation of The Effects of Caffeic Acid Phenethyl Ester and Doxycycline
on Oxidative Stress, Cytokines and Apoptosis Levels in Experimental
Periodontitis Model in Rats

Background: The aim of the present study was to evaluate the effects of
CAPE and/or LDD administrations on alveolar bone loss, oxidative stress and
gingival apoptosis in an experimental periodontitis rat model.

Method: The animals were randomly divided into five groups: Control group
(C, n=8), Periodontitis+CAPE group (PC, n=10), Periodontitis+LDD group (PD,
n=10), Periodontitis+CAPE+LDD group (PCD, n=10), and Periodontitis group (P,
n=10). Experimental periodontitis was induced in all groups for 14 days. CAPE 10
umol/kg/day and LDD 10 mg/kg/day was administered. Alveolar bone loss (ABL),
was analysed hystomorphometrically. Serum cytokines (interleukin [IL]-1 B, IL-6,
tumor necrosis factor- alfa [TNF-a], and IL-10), enzymes (matrixmetalloproteinases
[MMP]-1 and MMP-8), oxidant and antioxidant parameter levels (malondialdehyde
[MDA], glutathione [GSH] and glutathione peroxidase [GSH-Px]) and gingival
apoptosis levels were determined.

Results: The highest cytokine, enzyme, MDA and gingival apoptosis levels,
paralelly with ABL, were determined in the P group. CAPE and/or LDD reduced
ABL. The lowest IL-1B, IL-6, MMP-8, and TNF-a levels were determined in the PC
group. MDA levels were significantly lower in the PC and PCD groups than P group.
And the highest GSH-Px levels were evaulated in these two groups. In the PC group,
gingival apoptosis levels were lower than the PD and C groups.

Conclusion: The present study suggested that CAPE has more
antiinflammatory, antioxidant and antiapoptotic effects than LDD in ligature-induced
periodontitis. And CAPE/LDD did not show any adjuntive benefits.

Keywords: Alveolar bone loss; antioxidant; caffeic acid phenethyl ester; cytokines;
low dose doxycycline; oxidative stress; periodontitis.
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Siileyman Demirel Universitesi Rektorligi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 14 AGUSTOS 2012

tarihinde Saat 14:00°da toplanarak asagidaki kararlan almigtir,

Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji A.D. Ogretim Uyesi Prof. Dr. F. Yesim
KIRZIOGLU’nun yiiritiiciisi oldugu Prof. Dr. Mustafa NAZIROGLU, Yrd. Dog. Dr. A. Cihangir UGUZ,
Doktora Ogrencisi Umut YIGIT, Doktora Ogrencisi Mehmet AYKUR’un yardime: aragtirmact olarak yer
aldig, “Ratlarda olusturuian Deneysel Periodontitis Modelinde CAPE (caffeic acid phenethyl
ester) ile diisiik doz Doksisiklinin Oksidatif Stres, Sitokin ve Apoptozis Diizeyleri Uzerine
Etkilerinin Arastinlmasy” bashkli calisma i¢in yapmis oldufunuz materyal-metod kismindaki

degisiklikler;

Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan oy birligi ile

UYGUN gortlmistir.

Dog. Dr. Efkan UZ

Prof. Dr. Miinire CAKIR

Yrd. Dog. Dr. Pnar ASLAN KOSAR |

) BASKAN BASKAN YARDIMCISI UYE |
11/ I
//%7/ /Z?’ v ﬁi@ﬂ |
O j i :
R 3 : 77 e —" 1
i Yrd. Dog. Dr. 1. Metin CIRIS Yrd! Dog. Dr. Giilnur O0ZGUNER | Yrd. Dog. Dr. Miige CINA AKSOY |
UYE UYE UYE ‘
—
}5 \ KATILMADI

T
| / { ,,,,/fv,>

Ogr. Gor. Ibrahim ONARAN
UYE

Vet. Hekim Ismail UZ
UYE

Ecz. Mustafa Serhan DERYAL
UYE

}%ﬁ /

/
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SDU-HADYEK Sekreteri: Murat 0ZKAN 0246 2113770, Faks: 0246 237 1164, E - mail: hadyek@sdu.edu.tr
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