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1. GIRIS

Oksijen (O,) canlilar i¢in hayati dnemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji
tiretim siireglerinde kullanilir. Hidrojen (H), karbon (C), nitrojen (N;) ve kiikiirt (S)
ile birlikte organik molekiillerin temel yapisal atomlarini olusturur. Ozellikle aerobik
canlilarin enerji metabolizmasindaki rolii nedeniyle Onemlidir (Gustafsson and
Asman, 1996). Reaktif oksijen tiirleri (ROT) enerji liretim siireglerinin dogal bir yan
iriinii olup yiiksek diizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararli maddelerdir (Reiter et
al., 2000).

Yiiksek enerji liretimi ile gerceklesen molekiiler oksijenin  indirgenmesi
serbest radikallerin ve/veya ROT’larin olusmasina sebep olmaktadir. ROT lar yiiksek
konsantrasyonda hiicresel yapilara, niikleik asitlere, lipidlere ve proteinlere zarar
verirler (Tan et al., 2002). ROT’un etkilerinden korunmak icin hiicreler defans
mekanizmalart gelistirmiglerdir. Bu mekanizmalardan bir kismi antioksidan defans
sistemi olarak adlandirilmaktadir. ROT ve antioksidanlar arasinda bir denge
bulunmaktadir. Bu denge ROT’lar lehine bozulursa hiicrede ROT’lar artmakta,
hiicre fonksiyonlar1 iizerine olumsuz etki yapmaktadir. ROT un neden oldugu bu
biyolojik hasar (oksidatif hasar) ‘oksidatif stres’ ve ‘nitrosatif stres’ olarak
tanimlanmaktadir (Valko et al., 2007).

Periodontal hastalik periodontal cep icerisinde dis ylizeyinde kolonize olan bir
grup Gram (-) negatif bakteri varliginda gelisen kronik enflamatuvar bir hastaliktir
(Battino et al.,, 1999, Ridgeway 2000). Bakteri ve bakteri {irlinlerinin direkt
patolojik etkisi ve konak cevabii igeren indirekt —mekanizmalarla gelisen,
periodontal doku ve alveolar kemik kaybi ile karakterize bir hastaliktir (Chapple et
al., 1997).

Periodontal hastalikta olusan ROT ve reaktif nitrojen tiirleri (RNT)
seviyesindeki artisin periodontal dokulardaki oksidatif hasardan sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir (Sies 1997). Periodontal hastaliktaki antioksidan miktari ile lipid
peroksidasyon {iriinleri arasindaki iliskinin ters orantili oldugu belirtilmektedir
(Reiter 2004). ROT iiretimindeki artisla es zamanli olarak antioksidan defans

mekanizmasinda bir azalma olmaktadir. Pro-oksidan ve anti-oksidan sistem



arasindaki bu dengesizlik ileri oksidatif hasara ve periodontal dokunun yikimina
neden olabilmektedir (Halliwell 1994, Allegra et al., 2003).

Periodontal hastalikta polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) infiltrasyonunun
onemli bir rolii vardir. Bu hiicreler dokuda hasara neden olan ROT’u yiiksek
miktarda tiretmektedirler (Kimura et al., 1993). Ancak periodontal doku yikiminda
ROT’un etki derecesi tam olarak bilinmemektedir (Tan et al., 2002). Ayrica
periodontitis siiresinde olusan bu ROT un kan dolasimi araciligiyla diger organlara
yayitliminin kardiyovaskiiler hastaliklar gibi diger bagka hastaliklarin olusumunu
siddetlendirebildigi diisiiniilmektedir (Battino et al, 1999).

Periodontal dokularda oksidatif stresin olusumunda periodontopatojenlerin
onemli rolii vardir. Actinobacillus actinomycetemcomitans ve Porphyromonas
gingivalis gibi bakterilerin periodontal dokularda oksidatif stresi arttirdigi tespit
edilmistir ancak oksidatif stresle periodontal patojen arasindaki iliski acik degildir
(Roth et al., 1999).

Melatonin 15181n olmadig1 durumlarda pineal (epifiz) bezden salgilanan ve bir
cok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde etkisi olan bir hormondur. Melatoninin
immuniteyi arttirici ve antioksidan 6zelligi ¢esitli ¢alismalarla ortaya konulmustur
(Cardinali et al., 2003, Silenko et al., 1991, Moore et al., 1994). Melatoninin ¢esitli
ROT’lar1, hidroksil radikali (OH), lipid peroksil radikali (ROO), hidrojen peroksiti
(H203) (Silenko et al., 1991, Zavodnik et al., 2006) ve oksijeni (singlet oxygen ['0,])
(Ianas et al., 1991) direkt noétralize ettigi bilinmektedir. Yiiksek lipofilik yapisi
sebebiyle melatonin hiicre membranina ve mitokondrinin de bulundugu diger hiicre
kompartmanlarima  kolaylikla ~ ulasmakta  ve  yiiksek  konsantrasyonda
bulunabilmektedir (Tan et al., 2000a).

Melatoninin direkt antioksidan etkisinin yaninda indirekt antioksidan etkisi de
rapor edilmektedir. Melatonin enzimlerle etkilesime girerek nitrik oksit (NO) iiriin
sentezini dilizenleyebilmektedir (Beyer al., 1998). Melatoninin fizyolojik ve
farmakolojik dozu glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalazin (KAT) enzim aktivitesini ve gen ekspresyonunu artirmaktadir (Beyer et al.,
1998, Reiter et al., 2000).

Melatoninin antioksidan 6zelligi, serbest radikal hasarinin ana nedeni olarak

bulundugu hastaliklarda terapdtik kullanimini diisiindiirmiistiir (Sirinivasan et al.,



2005). Deneysel aragtirmalarda Parkinson, Alzheimer (Brusco et al., 1998), epilepsi
(Sirinivasan et al., 2005), infeksiyoz ve enflamatuvar (Mayo et al., 2005)
hastaliklarin tedavisinde yararh etkisi gosterilmistir. Yaslanma gibi fizyolojik siirece
de yararl etkisi bulunmustur (Sirinivasan et al., 2005). Ayrica melatonin neoplastik
hiicre kiiltiirlerinde antiproliferatif etki gostermistir (Reiter et al., 2004, Miller et al.,
2006).

Enflamatuvar siire¢, plazma melatonin konsantrasyonunun artmasi yoniinde
etki edebilir ve oral kavitede melatonin artisina neden olabilir. Salya melatonin
diizeyinin periodontal hastaligin  derecesine gore degiskenlik gosterdigi
belirtilmektedir. Salya melatonin seviyesindeki artis periodontal enflamatuvar
stirecte organizmanin defansif cevabini gelistirebilir (Cutando et al., 2003, Cutando
et al., 2006)

Melatoninin fibroblast aktivitesi ve kemik rejenerasyonu iizerine yararl
etkileri yapilan ¢aligsmalarla ortaya ¢ikarilmistir (Roth et al., 1999, Cutando et al.,
2007a). Tip I kollajen sentezini stimiile ettigi ve kemik formasyonunu arttirdigi
belirtilmektedir. Dolayisiyla, lokal olarak oral kavitedeki viral, fungal, bakteriyel,
mekanik hasarlarda, dis ¢ekimi nedeniyle olusan ve cerrahi sonrasi yaralarda, diger
oral cerrrahilerde terapdtik olarak ve Sjogren Sendromu gibi ¢esitli otoimmiin
hastaliklarda, periodontal hastaliklarda ve oral kanserlerde kemik formasyonuna

yardimci olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (Tan et al., 2000b).

Bu caligmada, ratlarda deneysel periodontitiste serum melatonin
uygulamasinin,
a) Periodontal kemik yikimina etkisinin histomorfometrik ve histopatolojik olarak
degerlendirilmesi.
b) Serum malondialdehid (MDA), SOD, GSH-Px enzim seviyelerine etkisinin
degerlendirilmesi ve

c) Disetindeki melatonin diizeylerinin saptanmasi amaglanmi



2. GENEL BILGILER

2.1. Oksidatif Stres

2.1.1. Serbest Radikaller/ Reaktif Oksijen Tiirleri

Atomlarda bulunan elektronlar orbital adi verilen bélgede ¢ift olarak bulunurlar.
Molekiillerin birgogu c¢ift elektronlu, ¢ok azi ise tek elektronludur. Tek elektrona
sahip bu molekiiller eksik elektronlu olarak tarif edilmektedirler. Ayn1 zamanda bu
molekiiller oldukca reaktif 6zellikte olup kararsizdirlar. Kararsiz yapidaki bu
molekiiller bagka bir molekiille etkilesime girerek bir elektron alir veya bir elektron
verirler (Knight 2000). Serbest radikaller dis orbitalinde bir ya da daha fazla
paylasilmamig elektron tasiyan fizyolojik ve patolojik siirecte iiretilebilen oldukga
aktif atom ve molekiillerdir. Olduk¢a kararsiz olan bu radikaller organik ve inorganik
seklinde bulunabilirler. Bu molekiiller c¢evrelerindeki molekiillerle ¢abucak
reaksiyona girme ve bu son yoriinge eletronlarin1 paylasma egilimindedirler.
Molekiillerin dis orbitallerinde paylasilmamis  elektron bulunmasi  serbest
radikallerin reaktivitesini artirir. Bu nedenle serbest radikaller aktifligi yiiksek olan
molekiillerdir (Knight 2000, Valko et al., 2007). O, yapis1 geregi biitiin hiicrelere
kolayca ulasan ve en ¢ok kullanilan bir molekiildiir. Radikal olmaya uygun yapisi
nedeniyle serbest radikal denildiginde, serbest oksijen radikalleri veya daha genel
bir ifade ile reaktif oksijen tlirleri ‘ROT’ tarif edilmektedir. ROT’lar normal sartlar
altinda organizmada devamli olugsmaktadirlar. Serbest radikaller pozitif veya negatif
yiiklii ya da notral olabilirler ve en sik elektron transferi sonucunda olusurlar. En
onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir (Seifried et al., 2007).
Reaktif oksijen molekiilleri: Radikaller; tek elektronunu bir baska molekiile

verebilenler ve radikal olmayanlar; elektron eksigi olmadig1 halde zayif bir sekilde



birlesebilenler olmak {izere iki gruba ayrilirlar ( Reiter et al., 1995, Reiter 1996).

Serbest radikaller viicutta 3 yolla meydana gelir.

1. Kovalent baglarin homolitik olarak kirilmasi: Kovalent bagli normal bir

molekiiliin her parcasinda ortak elektronlardan biri kalacak sekilde homolitik
boliinme. Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal
baglarin kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki
elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kaliyorsa, bu tiir kirilmaya

homolitik kirilma denir ve her iki atom iizerinde paylasilmamig elektron kalir.

XY—->X+Y

2. Normal bir molekiilden bir elektron kaybi veva molekiiliin heterolitik

boliinmesi: Radikal 06zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi
sirasinda  dig orbitalinde paylagilamamis elektron kaliyorsa radikal formu
olusur. Askorbik asit, glutatyon, tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar
radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal

formu olusur.

XY—> X+Y'

3. Normal bir molekiile elektron transferi: Normal bir molekiile bir elektron

eklenmesi ile olusur. Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron
transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron olusuyorsa bu tiir
indirgenme radikal olisumuna neden olabilir. Ornegin O,’nin tek elektron

ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksit (02_) olusumuna neden olur.

Xe— X™



Bu {i¢ tepkimeden herhangi biri olustugunda, radikal olmayan radikal haline
gelir. Serbest radikaller ile radikal olmayanlarin tepkimeleri sonucu, molekiiller sira
ile serbest radikallere doniisiirek hasar zincirini yayarlar (Valko et al., 2007, Chapple
, 1997, Seifried et al., 2007).

0O, ve nitrojen dioksit (NO;) molekiilleri serbest radikal kaynaklaridir.
Organizmada olusan serbest radikallerin en Onemlileri ve biiylik kismi1 oksijen
kaynakli radikallerdir. O, toksik etkili olmamakla birlikte  aerobik hiicre
metabolizmasi sirasinda  serbest oksijen radikallerine doniislir. O;’nin
indirgenmesinden, ROT olan OH radikali ve Oz_olusmaktadlr. Ayrica 10, ve H,0,
molekiilleri, radikal olmayan ROT olarak bilinmektedir. Oksijen kaynakli olmayan
diger serbest radikaller ise nitrik oksit (NO), peroksinitrit (ONOOf), LPO sirasinda
olusan ROO ve karacigerdeki karbon tetrakloriir (CCls) metabolizmasi sirasinda
olusan triklormetil (CCl;) radikalidir (Seifried et al., 2004, Lam et al., 2008).

Tablo 1. ROT, simgeleri ve elektron yapilar1 (Sies 1997).

ROT Simgesi Elektron Yapisi
Siiperoksit radikali 0, -
QHQ

Hidroksil radikali ‘OH e

- Q : H
Singlet oksijen 'O, o

. Q-

radikali b
Hidrojen peroksit H,O0,

(Sies H. 1997).



2.1.2. Siiperoksit Radikali:

O, radikalleri hiicrede enerji metabolizmasinda oksidasyon sirasinda ya da
oksidazlar gibi bazi enzimlerin aktivitesi sonucu olusurlar. 0,, 0, indirgenmesi ile

olusan ilk tirlindiir. En 6nemli kaynagi, mitokondriyal elektron iletim zinciridir.
O, +e¢ -0

Diger radikallere gore reaktivitesi daha azdir ve olusumlarina neden oldugu
diger radikallerle birlikte organizmada genel bir oksitleyici gibi davranmaktadir.
Haber-Weiss olarak isimlendirilen reaksiyon sonucunda OH radikalinin olugmasi,

0, anyon radikallerinin doku hasara yol agmasindaki esas mekanizmadir.
0, +H,0, ——» 0, +OH + OH

0, radikali ¢esitli mekanizmalarla tiretilmektedir. Yarilanma siiresi uzun,
ancak tepkisi diisiik bir radikaldir. Oz_, O;’ nin oksidatif fosforilasyon esnasinda
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NAD(P)H)-oksidaz veya ksantin-oksidaz
gibi enzimlerin katalizorligiinde bir elektron indirgenmesi sonucunda meydana
gelmektedir. O, radikalinin yarilanma émrii SOD varligina baghdir.

Indirgeyici molekiiller O,’ye tek elektron verip kendileri oksitlenirken 0,
olusur. Hidrokininler, flavinler, tiyoller, katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis
niikleotitler gibi yiizlerce biyolojik molekiil aerobik ortamda oksitlenirken 0,
yapimina neden olurlar.

Cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak {izere yiizlerce enzim katalitik
etkisi sirasinda O, radikali bir iiriin olarak olusabilir (Mruk et al., 2002).

Aktive edilen fagositik 16kositler bol miktarda O, iireterek fagozom igine ve
bulunduklar1 ortama verirler. Antibakteriyel etki icin gerekli olan bu radikal yapimu,
daha reaktif olan tlirlerin olusumunuda baglatir. Yani radikal yapimi bazi hiicresel
fonksiyonlar i¢in gerekli de olabilir. Dokularda 0, ’in en énemli kaynagi, PMNL

fonksiyonudur. Daha az miktarda olmakla birlikte eozinofil ve lenfositler de



antibakteriyel bir ajan olarak O, iiretirler. PMNL’lerde O, iiretimi membran bagi
azalmis NADPH-OKSIDAZ sant1 veya heksoz monofosfat sant1 yolu ile gergeklesir
(Knight 2000, Mruk et al., 2002).

helkzos monofosfat sanbh -, -
2NAD(P)H + 20, 7 2NADP + 2H + 20,

O, radikali OH radikaline gére daha zayif reaktif 6zelligi olan bir
molekiildiir, yine de biyolojik molekiillere zarar verebilir. Hiicre hasarina neden
olarak sivi ortamda spontan olarak H,0O; ve O, radikaline doniisebilir. 02_’nin kemik
yikim mekanizmasinda goérev aldigir oOzellikle osteoklastlarin kemige yakin
yiizeylerinde bulundugu gosterilmistir (Peskin 1997).

Hiicresel kosullarda {iretilen oksitleyici veya indirgeyici olarak davranabilir.
Aldig1 elektronu metal iyonuna, sitokrom c’ye veya bir radikale verirse tekrar O,’ye
oksitlenir. O,” den daha oksitleyici olan O, bir elektron daha alirsa peroksi anyonuna

indirgenir.
0, +0, +2H — '0,+ H;0,

Bu tepkime biyolojik molekiillerin oksidasyonuna oldugundan tercih edilmez.
Dokulardan 02_ ‘nin uzaklastirilmasi, H,O, spontan dismutasyonu yolu ile olur.
Aerobik canlilarda Ozf’lerin H,0,’ ye ¢evrilmesi katalitik aktivitesi ¢ok yiiksek bir

enzim olan SOD tarafindan katalizlenir.

20, +2H" 5 H,0,+0,

SOD tarafindan katalizlenen bu tepkime ‘dismutasyon tepkimesi’ diye
adlandirlir. Oz_ ozellikle hafif asidik kosullarda SOD olmadan kendiliginden
dismutasyonla da  H,0,’ye cevrilebilir. SOD enziminin yiiksek katalitik etkisi
nedeniyle hiicrelerde O, birikimine izin verilmez. Ancak gesitli patolojik durumlarda
0, yapiminin artmastyla 0, e ozgii tepkimeler goriilmeye baglar. H»>O,, GSH-Px
ve KAT enzimleri ile uzaklastirilir (Knight 2000, Peskin 1997, Juranek and Bezek,
2005).



O, metal iyonlarint indirgeyerek bagl oldugu proteinlerden salinimina neden
olur. Kofaktorlerin oksidasyon diizeylerini bozar ve metal iyonlarinin katildigi
hidroksil radikali yapim tepkimelerini  hizlandirir. 02_ radikali H,O, radikali ile
reaksiyona girerek daha etkili OH radikaline de doniisebilir. Bu reaksiyon i¢in

metal iyonlarina demir (Fe™?) ve bakir (Cu'™?) gereksinimi vardir.

Feveva Cuivonu

0, +H,0, > OH+OH + 0,

02_ hiicre zarlarinin fibrofobik ortamlarinda daha uzun 6miirli ve ¢oziiniirligi
daha fazladir. Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri daha asidiktir ve
stiperoksit burada kolayca daha kolayca bir proton olarak HO radikalini olusturur.
Bu radikalde c¢ok reaktif olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu baslatabilir ve

antioksidanlar1 oksitleyebilir.

2.1.3. Singlet oksijen radikali:

O, ’nin yiiksek enerji ile uyarilan bu formunda reaktivite ¢ok yiiksektir. Aldig
enerjiyi ¢cevreye dalga enerjisi seklinde verip yeniden O,’ye doniisebilir. Baslica su

mekanizmalarla viicutta olusabilir:

a)  Pigmentlerin (6rnegin flavin i¢eren niikleotitler, retinal, billuribin)
oksijenli ortamda 15181 absorblamasiyla,

b)  Hidroksiperoksillerin metaller varligindaki yikim tepkimelerinde,

c) Kendiliginden dismutasyon tepkimeleri sirasinda,

d) Prostoglandin  endoperoksit sentaz, sitokrom p450 tepkimeleri,

myelo/kloro/laktoperoksidaz enzimlerinin etkileri sirasinda.



O-’nin bu enerjitik reaksiyonu sonucunda iki tip 'O, iiretilir.

e Sigma singlet oksijen: Enerjisi daha fazladir ve ¢ok kisa dmiirliidiir.
e Delta singlet oksijen: Daha uzun Omiirliidiir ve gozlenen kimyasal

reaksiyonlardan sorumlu form oldugu kabul edilmektedir.

'0, diger molekiillerle etkilestiginde ya icerdigi enerjiyi transfer eder, ya da
kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon ¢ift baglari 'O, nin tepkimeye
girdigi baglardir. Doymamis yag asitleri ile dogrudan tepkimeye girerek ROO
radikalini, olusturur ve OH kadar etkin bir sekilde LPO’nu baslatabilir (Knight
2000, Khan and Kasha 1994).

2.1.4. Hidroksil radikali:

Reaktif radikallerden birisi olarak bilinen bu radikal DNA sarmallarinda
kirilmaya sebep olur, hidroksilasyon i¢in temel olusturur. Gen mutasyonlarina neden
olarak malign transformasyonlara veya hiicre dliimlerine sebep olur. OH radikalleri
birka¢ yolla olusur. Suyun hidroliziyle ya da pargalanmasiyla H, radikalleri ve OH
radikalleri olusabilir. Ayn1 zamanda OH ve demirin birlesmesiyle olusabilir (Fenton
Reaksiyonu). Digeri de Haber-Weiss reaksiyonudur. En reaktif ROT’lardan olan OH
radikalleri viicuttaki ROT hasarinin en 6nemli sorumlularidir. Biyolojik ve kimyasal

sistemlerde iiretilen OH radikali canlilarda iki mekanizma ile olusabilir.

1. Iyonlastirici radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su molekiillerinin

iyonlagmas1 gerceklesir.

2H,0 > H,0' +¢ + H,O
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Uyarilmis su molekiilii (HZO*) homolitik yikim ile; H,O" ise bir su molekiilii
ile tepkimeye girerek OH radikali olustururlar. Bu tepkimeler ¢ok kisa siirede
gerceklesir ve lretilen OH, radyasyonun canlilardaki toksik etkisinden sorumlu

baslica kimyasal tiirdiir.

2. Hy0; eksik indirgenmesi ile OH yapimi, viicutta bu radikalin en énemli
kaynagidir. H»O;’nin iki elektron ile indirgenmesi ile HO su olusurken, tek
elektron ile indirgenmesi OH yapimina neden olur. Bu tiir indirgenme Fe ve Cu
gibi metal iyonlar1 tarafindan katalizlenir. Askorbik asit, 0, gibi indirgeyici
bilesiklerin de bulundugu ortamda oksitlenen metal iyonu tekrar indirgendiginden

H,0,’den OH yapimu siirekli bir duruma gelir.

Fe veva Cu ivonu

H,0, + Askorbat (veya 027) ? OH + Semidehidroaskorbat

Haber-Weiss tepkimesi ya da Fenton tepkimesi olarak adlandirilan bu
tepkime ile OH olusacag1 viicutta iiretilen H,O, derisimi ve serbest metal iyonunun
varligmma baghdir. 027 hem H,0, derisiminin hem de serbest metal iyonunun
varligina baghdir. O, H,0,’nin 6nciilii, hem de metalleri indirgeyici bir tiir olarak,
proteinlere bagli metallerin indirgenip serbest kalmasmma neden olabildiginden,
biyolojik kosullarda 0, olusumunun arttig1 ortamda OH iiretimi kaginilmazdir.
Fenton tepkimesini katalizleyen en aktif metal iyonlar1 demir veya bakirdir (Sharpe
et al., 2003, Liochev and Fridovich, 2002).

Haber-Weiss tepkimesi olarak bilinen bu tepkime Fe'* ,Cu*? iyonlar1 tarafindan

katalizlenmektedir Sekil 1.

(1) Fe"” + 0, ———— = Fe™?+ 0,
(I) Fe"* + H0, —————— 3 Fe™ + OH + OH
(1) O, +H,0; ———— 3= 0, ,OH + OH

Sekil 1. Haber-Weiss reaksiyonu ve mekanizmast (Sharpe et al, 2003).
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Biyolojik sistemlerin tanidigi en reaktif tiir olan OH, su dahil ortamda
rastladigi  her biyomolekiille tepkimeye girer. Hidroksil radikalinin tepkimeleri

baslica :

a) Elektron transfer tepkimeleri
b) Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri

¢) Katilma tepkimeleri

Biitiin bu tepkimeler, OH’in paylasilmamis elektron igeren dis orbitaline
elektron alma ilgisinden kaynaklanir. Katilma tepkimeleri, 6zellikle elektronca
zengin molekiillerle (piirin, primidin bazlari, aromatik amino asitler gibi) gerceklesir.
OH radikalinin organik molekiillerden hidrojen atomu alarak suya indirgendigi
tepkime, hidrojen ¢ikarma tepkimesi olarak bilinir. OH radikali ile olusan en iyi
tanimlanmig biyolojik hasar, lipid peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal
zincir reaksiyonudur. Her tiir biyolojik molekiill OH’in bir hedefi ise de 6zellikle
elektronca zengin bilesikler tercihli hedeflerdir. Niikleik asitler, proteinler ve

lipidlerde baslatilan radikalik tepkimelerde binlerce farkli ara {irtinler olusabilir.

e DNA ile tepkimesi sonucu baz modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir
kirilmalar1 gerceklesebilir. Ileri derecedeki DNA hasarlar1 tamir edilemediginden
hiicre 6liimiine neden olur.

e Proteinler  iizerinde olusan oksidasyonlar yapi degisimine  neden
olacagindan proteinleri proteolitik yikima gotiiriir.

e Hiicre zar1 su igermediginden OH’in baglica hedefi yag asididir. Zar
lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gecirgenligini arttirip yine hiicre
6liimiine neden olabilir.

Ozellikle OH yapimini katalizlemelerindeki etkileri nedeniyle, canlilarda
metal iyonlarinin radikal hasarlarindan birinci derecede sorumludurlar ve bu etkiye

sahip olamadiklar1 formda (proteine bagli) tutulmalidir (Knight 2000).

12



2.1.5. Hidrojen peroksit radikali:

H,0,, O, nin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da O, 'in enzimatik

ve non-enzimatik dismutasyonu tepkimeleri sonucu olusur (Sekil 2).

02/

J

Siiperoksit (O, *)
- Stiperoksit
ﬂ dismutaz /

Hidrojen Peroksit

Ratalaz —
(H:0)

ittt -

ﬂ <— Gl“t_at_yon/

.

Hidroksil '

Radikali (‘OH)
H,0

Sekil 2. H,O, olusumu ve enzimler araciligiyla ortamdan uzaklastirilmasi
(Gutteridge et al., 1990).

Yapisinda paylagilmamis elektron igermediginden radikal o6zelligi tasimaz,
reaktif bir tiir degildir. H;O; nin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, demir,
bakir, gibi metal iyonlarinin varliginda OH radikalinin 6nciilii olarak davranmasidir.

H,0, 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir Fe™ ile tepkimeye
girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarimi olusturur. Bu
formdaki demir c¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda LPO
gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Ayrica bu radikal intraseliiler olaylar
tetikleyerek bircok pro-enflamatuvar sitokinin transkripsiyonundan sorumlu niiklear

faktor kappa-B (NF-«B)’nin oksidasyonunda rol oynar.  Oksitleyici ozelligi
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nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H;O;’nin ortamdan uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Bu gorevi antioksidan enzimler KAT ve GSH-Px yerine getirir (

Imlay et al., 1988, Gutteridge et al., 1990, , Winterbourn 1995).

2.1.6. Nitrik Oksit:

NO, ¢ok 6nemli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmek iizere iiretilen nitrojen
merkezli bir radikaldir. Paylagilmamis elektron aslinda (nitrojen) N, atomuna ait ise
de, bu elektronun hem N, hem de O, atomu {izerinde delokalize olmas1 nedeniyle
tam radikal 6zelligi tasimaz. Bunun sonucu, bilinen diger radikallere gore reaktivitesi
baskilandigindan olduk¢a uzun 6miirliidiir.

NO hiicresel patofizyolojide onemli rol oynayan ¢oziinebilir, serbest radikal
gazidir. Vazodilatér mesaji endotelden diiz kasa tagiyan bir enerji aktaricist olarak,
santral ve periferal sinirsel aktarimda ve bagisiklikta aktif rol oynar. Sonugta
hiicrede ve hiicre disinda tasinan NO miktar1 ¢ok hassastir. O, radikalleri ¢ok
sayidaki enzimatik ve enzimatik olmayan yollar ile fiziksel/’kimyasal
mekanizmalarla olusturulurlar (Sekil 3). Oysa viicudumuzda NO sentezini saglayan
mekanizmalar son derece kisithidir. Viicuda giren nitro bilesiklerinin metabolize
edilmesi sirasinda olugsan NO bir tarafa birakilacak olursa, endojen olusturan tek
kaynak nitrik oksit sentaz (NOs) enzimidir. Bu enzimin ndronal, endotelyal ve

indiiklenebilir olmak iizere 3 formu vardir (Valko et al., 2007).
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Lo
NADPH
0,
HOs
NADP*
HO
M¥.OH-L-aeginin
NADPH
o4
HO:
NADP*
B0
Lstndin  NO

Sekil 3. NO Sentezi (Valko et al., 2007).

Radikal olarak reaktivitesi diisiik olan NO, metal iceren merkezler ve radikaller
ile biiyiik bir hizla tepkimeye girerler. Ozellikle lipid radikallerle tepkimeye girmesi
NO’e antioksidan bir etki kazandirir. Fizyolojik degisimde {iiretilen NO esas olarak
oksihemoglobin tarafindan nitrata (NOs") oksitlenerek aktivitesi sonlandirilir. O,
radikallerindeki durumun aksine, NO’i ortamdan temizleyen herhangi bir 6zel enzim
yoktur. Aerobik ortamda NO stabil degildir. Derisiminin artmasi ile oksidasyonu
hizlanir. Bu nedenle ortamdaki derisimi ile kendi omrii arasinda ters bir oranti

vardir (Knight 2000, Valko et al., 2005, Valko et al., 2007).

Radikalik tepkimeler su durumlarda sona erer.
a) Olusan radikallerin antioksidanlar ile indirgenmesi
b) Radikallerin birbirleri ile tepkimeleri

c) Ortamda tepkimeye girebilecek bilesik kalmamasi

Buna gore hiicresel kosullarda, olusan radikalin ¢ok erken safhalarda

indirgenmesi biyomolekiillerin korunmasi bakimindan hayati 6neme sahiptir.
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Fizyolojik olarak endojen kaynakli olarak ROT larin indirgenme-ytikseltgenme
tepkimelerinde, mitokondriyal, endoplazmik ve niikleer elektron iletim sistemlerinde,
peroksizomlarda, monosit ve nétrofillerin fagositozu gibi metabolik olaylar sirasinda
bol miktarda {iretilir. Ayrica bu molekiiller hiicre icerisinde x 1sinlar1 gibi radyant
enerjinin emilimi, hava kirliligi, sigara duman, ilag kullanimi (nitrofurantoin gibi),
solventler gibi ¢evresel faktorlii eksojen kaynakli olarak da olusabilir (Valko et al.,
2007).

ROT’lar ¢esitli hastaliklarin patogenezinde onemli rol oynarlar. Diabet ve
diabet komplikasyonlarinin gelisimi, kanser, yasllik, Behget hastalifi gibi ¢ok
sayida hastalikta ROT iiretiminin arttigi ve antioksidan savunmalarin yetersiz
oldugu gosterilmistir. Bu hastaliklarla iliskili olarak ROT’larin biyolojik etkisi;
hiicre membran1 lipoproteinlerine ve yag asitlerine ve LPO reaksiyon zincirini
baslatarak, membran proteinlerine hasar verip yapisal ve islevsel bozukluklara neden

olmasidir ( Gutteridge 1995, Valko et al., 2007,).
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Tablo 2. Serbest radikallerin olusumu

Serbest Radikal

Olusumu

Siiperoksit (0;2)

Hidroksil radikali (-OH)

Alkoksil (RO-) ve peroksil (ROO-)

radikalleri

Hidrojen peroksit (H202)

Demir-oksijen kompleksi

Singlet oksijen (102)

Lipit ve protein hidroperoksitler

0O, ’nin, enzimatik veya
nonenzimatik yolla bir elektron

rediiksiyonu

Suyun radyolizi, H,O,in
metal-katalizli
pargalanmasi,

NO ve Ozietkile§mesi

Hidroperoksitleri metal-katalizli

Pargalanmasi

0, in dismutasyonu, sekerlerin
Oksidasyonu
Hemoglobin, Miyoglobin, vb.

Fotosensitizasyon ile oksidasyon,

ROO:-: radikalleri arasindaki

biyomolekiiler etkilesimler, hipoklorit

ve H,O, reaksiyonu

Lipit ve proteinlerin oksidasyonu

Nitrojen dioksit (NO2) ROO:- radikali ve NO reaksiyonu,
hava kirliligi ve sigara

Nitrik oksit (NO) NO sentaz, nitrozotiyol ve
hava kirliligi

Tiyil radikalleri Tiyollerden hidrojen atomu transferi

Protein radikalleri Proteinlerden hidrojen atomu transferi

( Gutteridge 1995, Valko et al., 2007).



2.2. Serbest Radikallerin Biyolojik Mekanizmaya Etkileri

Serbest radikaller ve antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki varolan
denge oksidanlar lehine bozuldugunda serbest radikaller; protein, karbonhidrat, lipit
ve DNA gibi biyomolekiiller ile etkileserek hiicrede metabolik degisikliklere neden
olmaktadir (Halliwell et al., 1992, Gutteridge and Halliwell, 2000, Knight 2000)
Valko et al., 2007).

2.2.1. Proteinler Uzerine EtKileri: Proteinler serbest radikallerin etkilerine karst,
lipitlere kiyasla daha az hassastir ve etkilenme dereceleri amino asit igeriklerine
baglidir. Serbest radikallere bagl olarak proteinlerin fragmantasyonu ve agregasyonu
veya capraz baglanmalari, aminoasitlerin modifikasyonu gibi yapisal degisiklikler
meydana gelmektedir. Meydana gelen bu degisiklikler sonucunda proteinler
proteolize daha duyarli hale gelmektedirler. Serbest radikaller benzer reaksiyonlara
membran proteinlerinde de neden olmaktadirlar. Bu nedenle enzim, nérotransmitter
ve reseptor proteinlerinin fonksiyonlarini bozarak, immiin sistemi uyarabilecek
antijenik degisikliklere de neden olabilirler (Morrow et al., 1999, Leutner et al.,

2001, Valko et al., 2005).

2.2.2. Karbonhidratlar Uzerinde Etkileri: Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler
otooksidasyona ugrayarak 0, ve H,0, radikallerini meydana getirirler.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu, cesitli hastliklarin patogenezinde Onemli rol
oynamaktadir. Koroner kalp hastaligi, hipertansiyon, g6z hastaliklari, kanser,
hipertansiyon, romatoid artrit, yashlik ve hastalik gibi durumlarda serbest radikal
iiretimine karsin antioksidan mekanizmalarin yetersiz oldugu gosterilmistir (Quinlan

and Gutteridge 1988, Valko et al., 2005).

2.2.3. Membran Lipitleri Uzerinde Etkileri: Serbest radikaller hiicre
komponentleri ile etkilesim i¢in hiicre membran bariyerini ge¢mek zorundadir.
Hiicre zar1 oksidatif hasara olduk¢a duyarhidir. Yag asidi zincirinden, serbest

radikallerin etkisi ile hidrojen atomunun uzaklagmasi, bu yag asidi zincirinin de
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radikal o6zelligi kazanmasina neden olur. LPO, ¢oklu doymamis yag asidinin
(PUFA) radikaller ile oksidasyonu sonucu baglar, zincir reaksiyonlari seklinde
devam eder ve sonucunda (Malondialdehit) MDA, 4-hidroksinoneal (HNA), alkoller,
etan ve pentan olusur. LPO sonucu membran biitiinliigli bozulmasi ile membran
proteinleri, reseptorleri ve ayrica bunlara baglanan enzimler inaktive olurlar.
PUFA’nin peroksidasyonu sirasinda MDA olusmaktadir. MDA, yag asidi
oksidasyonunun spesifik veya kantitatif bir belirleyicisi degildir, ancak LPO’nun

derecesi ile iyi korelasyon gdstermektedir.

2.3. Antioksidanlar

2.3.1. Antioksidan Savunma Sistemleri

ROT’larin diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 sinirlandirmak igin
canlilarda antioksidan savunma sistemleri  gelistirilmistir.  Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya ROT toplayarak lipid
peroksidasyonunu inhibe ederler.

Antioksidanlar, endojen kaynakli ve ekzojen kaynakli antioksidanlar olmak
lizere baslica iki ana gruba ayrilabilirler. Antioksidanlarin degisik sekillerde
siniflandirilmast miimkiindiir. ROT’un meydana gelisini engelleyenler ve mevcut
serbest radikalleri etkisiz hale getirenler seklinde bir siniflama olabilecegi gibi,
enzim yapisinda olanlar ve enzim yapisinda olmayanlar seklinde bir siniflandirma

yapilmasi da miimkiindiir (Cheeseman et al., 1993).

Antioksidan Etki Tipleri:
a. Toplayicr etki
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b. Bastiric1 etki
¢. Onaricr etki

d. Zincir kiric etki

ROT’lan etkileyerek onlar1 tutma veya ¢ok daha zayif yeni bir molekiile
cevirme islemine “toplayict etki” denir. ROT ile etkilesip onlara bir H, aktararak
aktivitelerini azaltan veya inaktif sekle doniistiiren olaya “bastiric1 etki” denir.
ROT’lar1 kendilerine baglayarak (hemoglobin gibi) zincirlerini kirip fonksiyonlarini

engelleyici etkiye “zincir kirici etki” denmektedir (Isbir 1994).

2.3.2. Antioksidanlarim Simiflandirilmasi

A) Endojen Antioksidanlar:

1. Enzimler:
-Siiperoksit dismutaz
-Katalaz
-Glutatyon peroksidaz
-Glutatyon rediiktaz

-Glutatyon-S-transferaz .

2. Enzim Olmayanlar:
-Lipid fazda bulunanlar: a-tokoferol (vitamin E (vit-E)), B-
karoten (vitamin A (vit-A)).

-Siv1i  fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda)
bulunanlar:  Askorbik asit (vitamin C (vit-C)), lrat, sistein,
seruloplazmin, transferin, laktoferrin, miyoglobin, hemoglobin,

ferritin, albumin, billirubin, glutatyon.
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-Hem sivi hem de lipid fazda bulunanlar: Melatonin (Holmes

et al., 2002).
B)  Ekzojen Antioksidanlar:

1. Ksantin Oksidaz Inhibitdrleri: Allopiirinol, oksipiirinol, folik asit,
pterin aldehit, tungsten.

2. Soya Fasiilyesi Inhibitérleri: Ksantin dehidrogenazin proteolitik etki
sonucu ksantin oksidaza doniistimiinii inhibe ederler.

3. NADPH Oksidaz Inhibitorleri: Adenozin, lokal anestezikler,
kalsiyum kanal blokerleri, non-steroid antienflamatuvar ilaclar (Altinisik,

2010).
C) Gida Antioksidanlari:

1. Butylated hidroksitoluen

2. Butylated hidroksiyanisol

3. Sodyum benzoat

4. Ethoksikuin

5. Propil galat

6. Fe-siiperoksit dismutaz (Altinisik, 2010)

2.3.3. Siiperoksit Dismutaz

SOD enzimi, Oz_ radikalinin H,O, ve molekiiler O,’ye doniisiimiinii
katalizlemektedir. SOD enzimi, Oz_ diizeylerini kontrol etmede onemli bir rol
tistlenmektedir (Giirdal ve Ademoglu 2005). SOD’un katalizledigi reaksiyon
asagidaki sekildedir:

20, +2H" ———— H,0,+ 0,
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Bu reaksiyon spontan sekilde meydana gelebilir, fakat SOD tarafindan
katalizlendiginde reaksiyon hizi yaklasitk 4000 kat artabilmektedir. Insanlarda
SOD'un ii¢ tipi bulunmaktadir. Bunlardan ikisi sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn
iceren izomer (Cu/Zn-SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik, Mn(Manganez)
ihtiva eden izomerdir (Mn-SOD). Ugiincii tip ise ekstraseliiler SOD’dur. SOD’un
ekstraseliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir. Genel olarak, hiicrede en bol bulunan izomer
sitozolik Cu/Zn-SOD'dur (Onat et al., 2002).

Radikallere kars1 hiicreyi koruyan savunma mekanizmalari arasinda SOD
enzimi ilk gorevi istlenir. SOD enzimi ile katalizlenen tepkime sonucu olusan
tirlinlerin birikmesi KAT enzimi tarafindan bertaraf edilmektedir. Fizyolojik sartlarda
metabolik asamalarda O, radikalinin olusumu oldukca fazladir. O, radikalinin hiicre
ici konsantrasyonunu diisiik diizeylerde tutarak 0, seviyelerinin kontroliinii saglayip
hiicreleri Oz_ radikallerinin etkilerinden korur. Bu sekilde hiicrelerdeki lipid
peroksidasyonu da inhibe edilmektedir.

SOD’un O, anyon radikaline etkisi soyle 6zetlenebilir; 0, anyonu, Cu”" ve
bir arginin rezidiisii’niin guanido grubuna baglanir. Bu baglanma sonucunda 0O, ’ten
bir elektron Cu® 'a transfer olurken Cu'" ve molekiiler O, meydana gelir. ikinci bir
0, anyonu Cu'" 'dan bir elektron, baglanma ortagindan ise iki proton alarak H,O,

olustururken, enzim tekrar Cu*” formuna dénmiis olur (Giirdal ve Ademoglu 2005).
SOD-Cu*" + 0y ———» SOD-Cu'" + 0,

SOD-Cu'"+ 0,” + 2H" ——— SOD-Cu*" + H,0,

2.3.4. Glutatyon Peroksidaz

GSH-Px, hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur. Tetramerik yapida
olup 4 selenyum atomu icermektedir. Yapisinda selenyum metalini igermesi
nedeniyle metalloenzim grubunda degerlendirilmektedir (Urso and Clarkson , 2003).
Diyetteki selenyum destegi enzim aktivitesini modiile etmektedir. Enzim aktivitesi

heksoz ~ monofosfat  yolunda  iiretilen @ NADPH’a  bagimlidir.  Diisiik
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konsantrasyonlardaki H,O,, oncelikle GSH-Px tarafindan temizlenir. Bu enzim,
rediikte glutatyonun okside glutatyona c¢evrildigi ortamda H,O,‘yi yiiksek spesifite
ile detoksifiye etmektedir. Rediikte glutatyonun (GSH), okside glutatyon (GSSQ)
haline doniistiigli reaksiyonda GSH-Px enzimiyle H,O,, H,O’ya indirgenmis olur.
Sonraki asamada glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyon ile NADPH
harcanarak, GSSG rediikte hale doniistiiriilmektedir (Giirdal ve Ademoglu 2005)
(Sekil 4).
2GSH + H,0, —— GSSG + 2H,0

NADP* GSH H202
GR GSH-Px

NADPH GSSG H20

Sekil 4. Glutatyonun okside ve rediikte formlari arasindaki doniisiimii. (GSH:
Rediikte Glutatyon, GSSG: Okside Glutatyon, GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz, GR:
Glutatyon Rediiktaz, H,O,: Hidrojen Peroksit) (Giirdal ve Ademoglu, 2005).

GSH-Px'in, fagositik hiicrelerde Onemli fonksiyonlar1 vardir. Diger
antioksidanlarla birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar goérmelerini engellemektedir.
GSH-Px aktivitesi diisiik olan makrofajlarda baglatilan solunum patlamasini takiben,
H,0; saliniminin arttig1 gosterilmistir. Eritrositlerde de GSH-Px oksidatif strese kars1
en etkili antioksidandir (Giirdal ve Ademoglu 2005). Ortamda H,O, diisiik
konsantrasyonda bulundugundan GSH-Px enzimi KAT enzimine gore daha etkili bir
antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksidin artmasina ve

siddetli hiicre hasarina yol agmaktadir (Urso and Clarkson 2003).

2.3.5. Katalaz

Glikoprotein yapisinda bir hemoproteindir. Her biri ferriprotoporfirin grubu

iceren dort adet alt tiniteden olugmustur. Enzimin molekiil agirligi 240.000 daltondur.
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Ferriprotoporfirin, prostetik grubunda Fe™ atomu bulunan protoporfirin  IX
halkasidir.

Eritrositler yiiksek oranda katalaz icermekte olup, katalaz aktivitesinin
%98’den fazlasin1 saglarlar. KAT enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu dokular
karaciger ve bobrek dokularidir. Destek dokuda ise en diisiik aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (85). Enzim dokularda baslica mitokondride ve peroksizom partikiillerine
bagl olarak bulunmaktadir. Bundan baska endoplazmik retikulum ve sitoplazmada
da aktivite gostermektedir (Gilirdal ve Ademoglu 2005). KAT, H,O,’nin yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugu ortamlarda oldukca etkilidir (Halliwell 1973).

KAT, okside edici enzimlerin etkisiyle ortamda olusan H,O; direkt olarak suya
doniistiirtir. Ortamdaki H,O; konsantrasyonunun diisiik oldugu durumlarda H,O,’yi
substrat olarak kullanan diger antioksidan enzimler (GSH-Px) devreye girerek
H,0,’yi ortamdan uzaklastirirlar. Ayn1 etkileri gosteren KAT ve GSH-Px enzimleri,
hiicre i¢i yerlesimleri ve etki yerleri bakimindan farkliliklar gésterirler. KAT enzimi
peroksizomlarda daha etkin iken, GSH-Px enzimi baslica olarak sitozol ve

mitokondride etkindir.
Katalizledigi reaksiyon su sekildedir:
2 H,0, ——— == 2 H,0+0,
KAT’m indirgeyici aktivitesi H,O, ve metil-etil hidroperoksitleri gibi kii¢iik

molekiillere karsidir. Biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitlerine etki etmedigi

bilinmektedir (Giirdal ve Ademoglu 2005).

2.3.6. Antioksidanlarin Etki Mekanizmalari

Antioksidan bilesiklerin etki sekli ve etkinlik diizeyi oldukca farkhidir.

Antioksidanlar; ROT ve nitrojen tiirlerinin temizlenmesi, oksidatif stresle
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hasarlanmis dokularin tamiri, diger antioksidanlarin onarimi/yenilenmesi ve metal
selasyonu gibi farkli etki sekillerinden birini veya birkacim ortaya koyarlar. ideal bir
antioksidan bilinen bu etki sekillerinden ¢ogunu yerine getirebilir. Biyolojik
sistemlerde oksidanlarin yikimi ve olusumu arasindaki denge, hiicre ve dokunun

biyolojik biitiinliigiiniin stirdiirilmesinde 6nemlidir (Krinsky 1992).

Antioksidanlar dort farkli mekanizma ile oksidanlar etkisizlestirirler:

1. Sipirtci Etki (Temizleme Etkisi) (Scavenging): ROT u etkileyerek
onlar1 tutma veya daha zayif bir molekiile ¢evirme islemidir.
Antioksidan enzimler bu sekilde etki gosterir.

2. Bastirict  Etki (Baskilama FEtkisi) (Quencher): Vitaminler,
flavonoidler ve trimetazidin, radikallere bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltan veya onlari inaktif forma doniistiiren bir etkiye
sahiptir.

3. Onarict Etki (Onarma FEtkisi) (Repair): Bu grupta DNA tamir
enzimleri, metiyonin siilfoksit rediiktaz sayilabilir.

4. Zincir Kirict Etki (Zincir Koparma Etkisi) (Chain breaking): Serbest
radikalleri kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarim
engelleyici etkiye denir. Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini ve

mineraller bu tip etki gostermektedir (Klouche et al., 2004).

2.4. Periodontal Hastahk

Periodontal hastalik dental plaktaki bakteriler ve bakteriyel {riinlerin neden
oldugu, destek doku (kemik ve bag dokusu) yikimi ile karakterize kronik,
enflamatuvar, enfeksiyoz bir hastaliktir (Loesche and Grossman 2001, Gaspersic et

al., 2002, Gomez-Moreno et al., 2007).
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Enfeksiy6z hastaliklar arasinda toplumda yiiksek prevelansa sahip olan
periodontal hastalik, ileri diizeyde etkilenen bireylerde erken dis kayiplarina neden
olmaktadir (Loesche and Grossman 2001). Periodontal hastaligin iki énemli tipini
gingivitis ve periodontitis olusturmaktadir (Newman 2001). Gingivitis terimi dental
mikrobiyal plaga baglh olarak gelisen dis ¢evresindeki yumusak dokularin
enflamasyonunu ifade etmektedir. Metabolik, genetik, ¢evresel ve diger faktorler
gingivitisi etkilemekte (Tatakis and Trombelli 2004), klinik olarak disetinde renk,
kontur, yap1 ve 1s1 bakimindan degisiklik meydana gelmekte, DOS artis1 ve
sondlamada kanama gozlemlenmektedir (Mariotti 1999). Gingivitisin en erken ve en
onemli bulgusu sondlamada kanamadir. Sondlamada kanama hastaligin siddetine
gore degiskenlik gostermektedir (Mickels et al., 2001). Histopatolojik olarak; bazal
birlesim epitelinin proliferasyonu apikal ve lateral hiicre migrasyonuna neden
olmakta, birlesim epiteline komsu kan damarlarinda vaskulit, kollajen tipinde
degisiklik ile beraber kollajen fibrillerde ileri yikimlar, fibroblastlarda sitopatolojik
degisiklikler, enflamatuvar ve immun hiicre infiltrasyonunda artis meydana
gelmektedir. Enflamasyonun klinik bir bulgusu olarak digetinde, pembeden kirmizi
ve mavimsi kirmiziya dogru bir renk degisikligi meydana gelmektedir. Renkteki bu
degisiklik vaskiilarizasyona bagli olarak gerceklesmektedir. Saglikli formdan
enflame disetine dogru histopatolojik degisikliklere bagl olarak diseti daha parlak,
gevsek ve yiizey piiriizliliigli azalmig bir form alir (Mariotti 1999).

Periodontitis ise diseti kenarindaki mikrobiyal dental plagin primer etken
oldugu gingivitisin ilerlemesi ile gelisen ve disi destekleyen periodontal ligament,
alveolar kemik ve yumusak dokulardaki yikim ile karakterize enflamatuvar bir
hastaliktir (Kinane 2000, Warwas et al., 2000).

Klinik olarak periodontitiste, disetinde enflamasyona ilave olarak atagman
kaybi, alveolar kemik kaybi, periodontal cep olusumu goriilmektedir. Ayrica diseti
cekilmesi, kuvvete bagl olarak diseti kanamasi, artan mobilite ve ileri destek doku
kaybina bagl olarak dis kaybi goriilebilmektedir. Periodontitisin histopatolojik
karakteristiginde periodontal cep olusumu, birlesim epitelinin mine-sement
sinirindan apikale lokasyonu cep epiteline komsu alanlarda kollajen fibril kaybu,
kemik kaybi, birlesim ve cep epitelinde ¢ok sayida polimorfoniikleer 16kosit varligi,

plazma, lenfosit ve makrofajlarin varlig1 goriilmektedir.
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Periodontitiste hastaligin primer nedeni, bakteriyel enfeksiyondur. Dental plak
igcerisindeki birka¢ bakteri tiirliniin periodontitisle iligkili oldugu bilinmektedir.
Periodontal hastalikta asil etyolojik ajan subgingival alandaki mikrobiyal dental plak
icerisinde yer alan gram (-) anaerobik, fakiiltatif ve viriilan bakterilerdir. P.
gingivalis, A. actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus,
Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum, Treponema denticola, Fusobacterium
nucleatum bu bakterilerden birkacidir (Flemming 1999). Periodontal hastaligin
ilerlemesi bakteri ve bakteri {irlinlerine karsi olusan konak cevabina baglidir. Konak
cevabi spesifik bakteriyel antijenlere karsi antikor ya da hiicresel reaksiyonlar
seklinde gelisir. Bu reaksiyonlara bagli olarak olayin lokalize kalmasi saglanarak
ciddi ve sistemik bir enfeksiyonun Oniine gecilmis olur. Konaga bagli doku
yikiminda bakteriler ve iriinleri dokuda enflamatuvar cevabi indiikleyerek,
polimorfoniikleer 16kosit migrasyonuna, fibroblastlarda farklilasmaya, makrofajlarin
aktivasyonu ile Interlokin-1 (IL-1), Tiimdr nekrozis faktér-a (TNF-a),
prostoglandinler ve hidrolitik enzimler gibi bir takim iirlinlerin salinimina neden
olarak sert ve yumusak doku yikimi gergeklesmektedir ( Assuma et al., 1998, Silva
et al., 2008 ).

2.4.1. Periodontal Hastaliklarin Siniflandirilmasi

Periodontal hastaligin etyopatogenezine iligkin yapilan arastirmalarin sonuglar
simniflandirmada degisiklige sebep olmustur. Periodontal hastalik ve durumlarin
siniflandirmasina yonelik son degerlendirme uluslararasi diizeyde yapilan, Amerikan
Periodontoloji Akademisi’nin (AAP) 1999°da diizenledigi ¢alistayda (1999
International Workshop for the Classification of the Periodontal Diseases)
gerceklestirilmistir. 1989 yilinda yapilan simiflandirmada eksiklikler kismende olsa
1999 yilinda giderilmeye calisilmig, gingival hastaliklar adi altinda ayri bir baslik
olusturulmustur.  Smiflandirma da sistemik durum, hastalik yasi, ilerleme hizi
degerlendirme kapsamina alinarak tanimlamadaki smirlar belirginlestirilmistir

(Armitage 1999) (Tablo 3).
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Tablo 3. AAP tarafindan 1999°da yapilan periodontal hastalik siniflandirmasi.

Gingival Hastaliklar
Dental plaga bagh gingival hastaliklar

Dental plaga bagh olmayan gingival lezyonlar

Kronik Periodontitis
Lokalize kronik periodontitis

Generalize kronik periodontitis

Agresif Periodontitis
Lokalize agresif periodontitis

Generalize agresif periodontitis

Sistemik Hastaliklarin Belirtisi Olarak Periodontitis

Nekrotizan Periodontal Hastaliklar
Nekrotizan iilseratif gingivitis (NUG)

Nekrotizan iilseratif periodontitis (NUP)

Periodonsiyumun Abseleri
Gingival abseler
Periodontal abseler

Perikoronal abseler

Endodontik Lezyonlarla iliskili Periodontitis
Endodontik-periodontal lezyon
Periodontal-endodontik lezyon

Kombine lezyon

Gelisimsel ve Kazanilmis Deformiteler ve Durumlar

Dental plaga bagh diseti hastaliklarini veya periodontitisi modifiye veya predispoze eden disle
iligkili faktorler

Disin etrafindaki mukogingival deformiteler ve durumlar

Dissiz alanlarda mukogingival deformiteler ve durumlar

OKliizal travma

(Armitage 1999)
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2.4.1.1. Gingival Hastaliklar

Gingivitis, dental plak formasyonuna bagli olarak gelisen gingival hastaliklarin
en sik gorilen formudur. Gingivitiste enflamasyona bagl diseti degisiklikleri
goriiliir. Odem, kirmizilik ve sondlamada kanama egilimi, diseti yiizeyindeki
piirtizliiliigiin kaybolmas1 bu donemde goriilen degisikliklerdir. Gingivitis varliginda
histopatolojik olarak vaskiiler permeabilite artisi, 16kosit invazyonu, retepeglerde
uzama goriliir. Klinik enflamasyon bulgular1 diseti ile sinirli olan gingivitiste,
atagman kayb1 goriilmez. Dental plaga bagli enflamasyon periodontitisin
baslangicinda ve periodontal tedavi goren alanlarda da gelisebilir ( Mariotti 1999,
Albandar 2002).

Dental plaga bagl olan gingivitis; mikrobiyal dental plaga konak enflamatuvar
hiicrelerin verdigi cevaba bagli olarak gelisir. Bu cevabi sistemik faktorler (diabetes
mellitus, hamilelik, puberte...), lokal faktorler (dise ait anatomik faktorler, plak
retansiyonunu  artirict  restorasyonlar, mobilite, ¢lriik...) medikasyonlar
(antikonviilsan, immiinosupresif ve oral kontraseptifler) ve malniitrisyon gibi

durumlar etkileyebilir (Armitage 1999).
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Tablo 4. Dental plaga bagli gingival hastaliklar.

I. Yalmzca Dental Plak ile liskili Olan Gingivitis

IIl. ilag ile Modifiye Olan Gingival
Hastaliklar

A. Lokal Faktoérlerin Katkis1 Bulunmadan Gelisen
Gingivitis
B. Lokal Faktorler ile Birlikte Gelisen Gingivitis

II. Sistemik Hastaliklarin Modifiye Ettigi Gingival
Hastaliklar

A. Endokrin Sistem ile Iligkili Olarak Gelisen
Gingival Hastaliklar

1. Puberte ile iliskili Gingivitis

2. Menstriiel Sikliis ile Iliskili Gingivitis

3. Hamilelik ile iliskili Olan Gingival Hastaliklar

a. Gingivitis
b. Piyojenik Graniilom
4. Diyabet ile iliskili Gingivitis
B. Kan Diskrazileri ile iliskili Gingival Hastaliklar
1. Losemiye Bagl Gelisen Gingivitis

2. Digerleri

A. llaca Bagl Gelisen Gingival
Hastaliklar
1. Ilaca Bagh Gingival Biiyiimeler
2. Tlaca Bagh Gingivitis
a. Oral Kontraseptif ile iligkili
Gingivitis
b. Digerleri

IV. Malniitrisyona Bagli Gelisen Gingival
Hastaliklar

A. Askorbik Asit Eksikligine Bagh
Gelisen Gingivitis

B. Digerleri

(Armitage 1999).

Dental plaga baghh olmayan gingivitis, bakteriyel, viral, genetik, bazi sistemik

durumlar, travma  ve yabanci cisim reaksiyonlarina bagh gelisebilmektedir

(Armitage 1999, Albandar 2002).
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Tablo 5. Dental plaga bagli olmayan gingival hastaliklar

L.Spesifik Bakteriyel Orijinli Gingival Hastaliklar

V. Sistemik Durumlarin Gingival
Belirtileri

A.Neisseria gonorhea

B.Treponema pallidum

C.Streptokok Tiirleri

D.Digerleri

[1.Viral Orijinli Gingival Hastaliklar

A.Herpesviriis enfeksiyonlari
1. Primer Herpetik Gingivostomatit
2. Rekirrent Oral Herpesler
3. Varicella Zoster

B.Digerleri

[1I.Fungal Orijinli Gingival Hastaliklar

A. Kandida
Kandidozis

Enfeksiyonlar: Generalize

B. Linear Gingival Eritem
C. Histoplazmozis
D. Digerleri
IV.Genetik Orijinli Gingival Hastaliklar
A Herediter Gingival Fibromatozis

B.Digerleri

A Mukokiitandz Lezyonlar
1.  Liken planus
1.  Pemfigoid
2. Pemfigus vulgaris
3. Eritema multiforme
4.  Lupus eritematozus
5. llaca bagh
6. Digerleri

B.Alerjik Reaksiyonlar

1. Dental restoratif materyaller

a. Civa
b. Nikel

gingival c.Akrilik

d. Digerleri
2. Reaksiyona neden olan materyaller
a.Dis macunlar1
b.Gargaralar
c.Sakiz igerikleri
d.Yiyecekler ve katki maddeleri

3. Digerleri
VIL.Travmatik Lezyonlar

A Kimyasal Yaralanmalar

B.Fiziksel Yaralanmalar

C.Termal Yaralanmalar
VII.Yabanci Cisim Reaksiyonlar1

VIII.Nedeni Belli Olmayan Gingival Hastaliklar

(Armitage 1999, Albandar 2002).
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2.4.1.2. Periodontitis:

Periodontitis gingivitisin ilerlemesi sonucu periodontal atagman ve kemik
kaybina neden olan kronik enflamatuvar bir hastaliktir. Bu duruma genellikle cep
formasyonuda eslik etmektedir. 1999 yilinda yapilan smniflamaya gore periodontitis
3 temel gruba ayrilmistir:

e Kronik Periodontitis

o Agresif Periodontitis

e Sistemik Hastaliklarin Belirtisi Olan Periodontitis

2.4.1.3. Kronik Periodontitis

Periodontitis siniflamasinin en sik rastlanilan formudur. Mikrobiyal dental plak
ve distast olusumuna bagli gelisen hastalik yavas ilerlemesi ile birlikte episodik
olarak siddetli yikim donemleri gdosterebilir. Cogunlukla yetiskinlerde goriilmekle
birlikte cocuklarda da izlenebilir. Yikim siddetindeki artis konak bakteri etkilesimine
tesir edecek sistemik, lokal ve ¢evresel faktorlerden meydana gelebilir (Loesche and

Grossman 2001).

Kronik Periodontitisin Ozellikleri

e Eriskinlerde prevelansi yiiksektir nadirende olsa ¢ocuklarda izlenebilir.

e Genellikle subgingival distas1 gozlenir, degisken mikrobiyal durum soz
konusudur.

e Yikim siddeti lokal faktorler (dental plak miktari, distast miktar1 ve
mikrobiyal icerik) ile iliskilidir.
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e {lerleyen atagman kayb1 ve cep olusumu ile karakterize olup, yavas ve orta

derecede ilerler, donemsel olarak yikim hizinda artig gozlenebilir.

e Hastaligin siddeti sistemik hastaliklar (Diabetus mellitus, kardiyovaskiiler

hastalik), sistemik durumlar (puberte, hamilelik), lokal faktorler (anatomik

varyasyonlar, okluzal travma,

mukogingival  deformiteler, dental

restorasyonlar), cevresel faktorler (emosyonel stres gibi) ve genetik faktorler

tarafindan etkilenir.

Kronik periodontitis etkilenilen alanin degerlendirilmesine gore iki alt gruba

ve hastaligin siddetini gosteren atagman kaybi1 miktarina gore ii¢ alt gruba ayrilir

(Armitage 1999).

Tablo 6. Kronik periodontitis.

Kronik Periodontitis

e Lokalize Form: Etkilenen alan %

30’dan az

e Generalize Form: Etkilenen alan

%30’dan fazla

Hafif: 1-2 mm’lik klinik atagman kayb1

Orta:3-4 mm’lik klinik atagman kayb1

Siddetli: Smm ve fazla klinik atagman

kayb1

(Armitage 1999).

2.4.1.4. Agresif Periodontitis

Sistemik olarak saglikli olan bireyde yogun miktarda dental plak ve distas

olmamasina ragmen periodontal dokuda siddetli yikim ile karakterizedir. Siddetli

atagman kayb1 ve kemik yikimi bunun gostergesidir. Genetik yatkinliga bagli ailesel
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agresif periodontitis hikayesi tespit edilebilir (Armitage 1999, Hughes et al., 2006).
Hastaligin klinik tablosuna ek olarak mikrobiyolojik ve immiinolojik 6zelliklerde
tabloda yer alabilir. Etkilenen bolgelerde A. actinomycetemcomitans varligi, fagosit
fonksiyonlarinda defekt, duyarli makrofaj saliniminda artis (TNF-a, IL-18 ve PGE,)
agresif —periodontitiste  siklikla gozlenen mikrobiyolojik ve immunolojik

degisikliklerdir (Tonetti and Mombelli 1999, Gajardo et al., 2005).

2.4.1.5. Sistemik Hastaliklarin Bulgusu Olarak Periodontitis

Sistemik ve genetik hastaliktan etkilenen bircok bireyde periodontitis gelisimi
gozlenmektedir. Genel olarak bu hastaliklarin periodontitis olusumundaki etkisi
notropeni ve lokosit adezyon yetersizligine bagli konak savunma sistemindeki
zafiyettir. Hastaligin klinik bulgusu agresif periodontitis ile karigtirilabilir. Lokal
faktorlerin (yogun plak birikimi ve distagi olusumu) acik olarak bulunmadigi ve
sistemik hastalik ya da durumun predispozan faktor oldugu durumlar igin ‘sistemik
hastaligin bir belirtisi ya da bulgusu olan periodontitis, lokal faktorlerin periodontal
yikimi net olarak etkiledigi bununla birlikte diyabet ve HIV enfeksiyonu gibi
faktorlerin de yikimi siddetlendirdigi durumlarda ‘sistemik durum tarafindan

modifiye edilen periodontitis’ tanis1 konulabilir (Armitage 1999).

2.4.1.6. Nekrotizan Periodontal Hastaliklar

Klinik olarak beyaz-gri renkli psddomembranlarla kapli {ilsere alanlar,
papillerde krater benzeri formlar, nekrotik diseti, spontan kanama, kotii agiz kokusu
ve agr1 goriilebilir. Bu tabloya sistemik olarak ates, lenfadenopati ve huzursuzluk

eklenebilir. Nekrotizan periodontal hastaliklarin iki alt tipi mevcuttur. Bunlar
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Nekrotizan Ulseratif Gingivitis (NUG) ve Nekrotizan Ulseratif Periodontitistir
(NUP). Doku nekrozunun gériildiigii iki grup arasindaki belirgin fark NUP’te klinik
atagman kayb1 ve alveolar kemik yikiminin olmasidir (Armitage 1999, Gaggl et al.,

2006).

2.4.1.7. Periodonsiyumun Abseleri

Ug alt grubu vardir. Gingival abse, periodontal abse ve perikoronal abse.

Gingival abse; disetinde veya interdental papilde lokalize olabilen, hafif
kirmizilik ve sislik gosteren agrili bir lezyondur.

Periodontal abse; periodontal alanda diseti duvarinda lokalize olan piy
olusumuna bagli olarak atagman ve alveolar kemik yikimiin goriildigii bir
lezyondur.

Perikoronal abse; genellikle slirmesini tamamlamamis bir digin iizerindeki
diseti dokusunda olan ve piiy olusumuna rastlanilan bir lezyondur (Herrera et al.,

2000a).

2.4.1.8. Endodontik Lezyonlarla iliskili Periodontitis:

Endodontik periodontal lezyonlar; pulpal enfeksiyon ilerleyerek periodontal
problemlere neden olacak degisikliklere yol acar.

Periodontal endodontik lezyonlar; periodontal cepteki bakteriyel enfeksiyon,
aksesuar kanallar araciligiyla pulpaya ulasarak, nekroza neden olur.

Kombine lezyon; hem pulpal hem de periapikal lezyon varliginda olusan

lezyondur (Herrera et al., 2000b, Armitage 1999).
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2.4.1.9. Gelisimsel Kazanilmis Deformiteler ve Durumlar

Disle ilgili anatomik varyasyonlar, dental restorasyonlar, kok rezorbsiyonu ve
fraktiirleri, diseti ¢cekilmesi, keratinize diseti yetersizligi, azalmis vestibuler derinlik,
yuksek frenilum ve kas atagmani, mukogingival deformiteler, vertikal-horizontal kret
yetersizlikleri, keratinize diseti yetersizligi, primer ve sekonder okluzal travma bu

siiflama icerisinde yer alir (Armitage 1999, Schonfeld 2008).

2.4.2. Periodontal Hastalik Patogenezi

Periodontal hastalikta, enflamatuvar cevabi diseti olugunda yer alan ve
kolonize olan mikroorganizmalar ve onlarin iiriinleri  baglatirlar. Periodontal
hastalikta esas etyolojik faktor subgingival mikrobiyal dental plak icerisindeki gram
(-) anaerobik, fakiiltatif bakterilerdir. Ancak bunun yanisira mikrobiyal {iriinlere

kars1 olusan konak cevabi bu siirecin dnemli bir basamagini olusturmaktadir.

Periodontal hastaliktaki doku yikimina;

¢ Bakteriyel ve konak etkilesiminin yani sira,

¢ Genetik ve gevresel faktorlerin etkisiyle; hiicre ve molekiiler komponentlerin
yikim ve tamirinde rol oynayan proteolitik enzimler ve inhibitorleri ile,

¢ROT ve antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmasinin

neden olacagi diisiiniilmektedir (Loesche and Grossman, 2001).

Periodontal hastalik patogenezi, Page ve Schroeder tarafindan histopatolojik
olarak 4 asamada incelenmistir (Schroeder et al., 1975)
1. Baslangic Lezyonu: Dental plak olusumunu takiben 2-4 giin

icerisinde gelisir. Bu sathada gingival alanda goriilen degisiklikler
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vazodilatasyon ve buna bagl olarak gelisen kan akiminda artistir. Gingival
enflamasyonla iliskili olarak birlesim epiteli ve gingival sulkusta PMNL gogii
gbzlenir. Bag dokusunda perivaskiiler alanda kollajen yapida azalma, iltihabi
hiicreler ve serum proteinlerinde ise artig goriiliir. Tim bu degisiklikler
nétrofillerin bolgeye kemotaksisi, olusan bakteriyel iirtinlerin toksik etkisi ve

vazodilatasyona bagli olarak gelismektedir.

2. Erken Lezyon: Dental plak birikiminin 4-7. giinii icerisinde olusur.
Bu sathada kapiller proliferasyonu, retepegler arasi kapiller artig1 ve eritem ve
sondlamada kanama gozlenir. Bag dokusunda yogun lenfosit infiltrasyonu
goriiliir. Lenfositlerin % 75’ini T hiicreleri olusturur. Lenfositlerle beraber
ndtrofil, makrofaj, plazma ve mast hiicrelerine rastlanabilir. Kollajen yikim

miktarinda artis ve birlesim epitelinde retepeg olusumu goriiliir.

3. Yerlesmis Lezyon: Dental plak olusumunu takiben 14. giinden sonra
olusur. Yogun plazma hiicre infiltrasyonu, yerlesik lezyonun en Onemli
karakteristik Ozelligidir. Erken lezyonda goriilen bag dokusu kaybi bu
asamada da devam etmektedir. Birlesim epiteli apikal ve lateral yonde
prolifere olur. Kollajenaz aktivitesine bagl olarak kollajen yikimi devam
eder. Klinik olarak gingivada orta veya siddetli diizeyde enflamasyon
gbzlenir. Bu asamaya kadar olan degisiklikler, gingivitis ve periodontitis
patogenezinin ortak siirecini olusturur.

4. flerlemis Lezyon: ‘Periodontal yikim fazi’ olarak degerlendirilen bu
safha yerlesmis lezyonun alveolar kemige ilerlemesiyle karakterizedir.
Plazma hiicresi, lenfosit ve makrofaj infiltrasyonu bu asamada soz
konusudur. Ayni zamanda cep formasyonu, cep epitelinde iilserasyonlar ve
alveolar kemik kaybi1 mevcuttur. Bu asama ‘periodontitis’ olarak

adlandirilmaktadir (Tatakis and Kumar, 2005).
Gingivitisten periodontitise gecisteki mekanizmalar tam olarak tespit

edilememistir. Bununla birlikte periodontitisten 6nce gingivitis gelisimine ragmen

gingivitisten her zaman periodontitise gegis gézlenmez.
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Periodontitiste periodontal ligament ve alveolar kemikte yikim gozlenir.
Epiteyal atagman kok ylizeyi boyunca apikal yonde migrasyon gosterir, kemikte
rezorpsiyon meydana gelir. Periodontitis; gingivitisten klinik olarak bag doku
atagman kaybi1 varligi ile ayrilir. Histopatolojik olarak periodontitis lezyonunda
plazma hiicrelerinin varlig1 bariz olarak daha baskindir (Page et al., 1997).

Periodontal hastaligin patogenezinde esas olarak Gram (-) anaerob bakteriler
etkindir. Bununla birlikte hastaligin ilerleyisinde; konak doku cevabi, cevresel
faktorler ve genetik duyarlilik énemli rol oynar (Sekil 5). Bununla iligkili olarak
cesitli sistemik durum ve hastaligin konak doku cevabina etki ederek periodontal
hastaliga yatkinliga neden olabilecegi, diger taraftan periodontal enfeksiyonunda bazi
sistemik hastaliklar icin risk faktorii olabilecegi diisiiniilmektedir (Loesche and

Grossman, 2001).

Cevresel ve kazanilmlis risk faktorleri

Konagm IL-1B, TNF-0, IL-6 . .
£ ve PGE2 Kemik ve Periodontal

Dental plak I S | bagdoku Hastalik
MMP’lar |

enflamatuvar yapim-yikimi
ANTIJEN yaniti
i

LIPOPOLISAKKARIT
—_—
DIGER VIRULANS FAKTORLERI

B ———
Genetik risk faktorleri

Sekil 5: Periodontitis modeli (Loesche and Grossman, 2001).

Bakteriler ve virulans faktorleri patojenik mikroorganizmalarin yok edilmesini
saglayan bir immiin-enflamatuvar cevaba neden olur. Bu cevaba bagli olarak pro-

enflamatuvar mediyatorler araciligiyla doku yikimi gelisebilir. Bakteriler tarafindan
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salinan endotoksinler, proteazlar ve kemotaktik peptid gibi iirlinler enflamasyon ile
birlikte epitelyal cep tabanindan bag dokularina gegerek konak cevabi uyarilir; IL-1,
IL-6, TNF-a, PGE2 gibi proenflamatuvar sitokinlerin ve matriks metalloproteinaz
(MMP) gibi konak enzimlerinin salimi artar ve bunun sonucunda periodontal doku
yikimi gerceklesir ( Tsai et al., 2005, Borges et al., 2007).

Bakteriyel iiriinler enflamasyon ile birlikte, epitelyal cep tabaninda olusan
ilsere alanlardan derin dokulara gecis gosterir ve dolasima geg¢me riski artar
(Bascones et al., 2004, D'Aiuto et al., 2005). Periodontal hastalikta 6zellikle ileri
periodontal yikimin goriildiigii durumlarda serumdaki enflamatuvar mediyatorlerin
arttig1 gosterilmistir (Araya et al., 2003, Blach et al., 2009). Ayrica periodontal
hastaligin tedavisini takiben serumda IL-6, TNF-a ve C-Reaktif Protein (CRP) gibi
mediyator diizeylerinin azaldigi belirlenmistir. Periodontal hastalik ayni zamanda
Interseliiler Adezyon Molekiilii-1 (ICAM-1), Vaskiileseliiler Adezyon Molekiilii-1
(VCAM-1), E-selektin molekiillerinin artmis serum diizeyleriyle ve endotelyal
disfonksiyonla iliskilendirilmistir. Periodontal tedaviyi takiben endotelyal iyilesme
ve hiicre adezyon molekiil seviyelerinde diisiis belirlenmistir. Bu durum periodontal
enflamasyonun sadece oral dokularla sinirli kalmadigimi  gostermektedir. Saglikli
periodontal yapinin yeniden teminini hedefleyen periodontal terapilerin sonuglarini
degerlendiren diger calismalar; periodontitisin konakta lokal ve sistemik immiin-
enflamatuvar yaniti uyardigini, periodontal enflamasyonun azaltilmasinin konakta
sistemik olarak onemli diizeyde pozitif etkileri oldugunu gostermektedir. ( Beck and

Offenbacher 2005, Mealey and Rose 2008, Offenbacher et al., 2009,).

2.4.3. Periodontitis ve Oksidatif Stres

Periodontitiste doku yikimini agirlikli olarak spesifik bir grup bakteri ve
tirlinlerine karsi gelisen anormal plak cevabi yonlendirir. Bu tip konak cevabi; asiri
proteolitik enzim ve ROT iretimiyle iliskili yliksek diizeyde enflamasyonla

karakterizedir (Chapple 2006, Matthews et al., 2007).
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ROT’un periodontal hastaliktaki rolii degerlendirildiginde; kollajende olusan
oksidasyona bagli degisikliklerin dokular igerisine nétrofil migrasyonunun
gecikmesine neden oldugu ve dokularin ROT iiretme potansiyelini arttirdigi, bu iki
faktoriin periodontal hastalik patogenezinde On plana ¢iktig1r diistiniilmektedir.
ROT’un periodontal hastaliktaki tiretim mekanizmasi; bakterilerin oldiiriillmesi ve
sindirilmelerine yardimci, bakteriyel fagositoz ile proteolitik enzimlerin ve immiin
diizenleyici bilesiklerin sekresyonu gibi olaylarin birlesimi olarak tanimlanan
‘respiratuvar patlama’ olayma dayanir. Bu islem sirasinda non-mitokondriyal
oksidatif metabolizmada bir artis olur ve sonucunda lokositlerin NAD(P)H-oksidaz
kompleksi yoluyla 0, ve diger ROT’lar agiga ¢ikar. Ayrica notrofillerin aktivasyonu
ve fagositozu sirasinda fagozom igine salinan MPO enzimi de ROT un olugmasinda
onemlidir (Matthews et al. 2007, Milward et al. 2007).

Gingivitis, kronik periodontitis ve agresif periodontitiste MPO seviyelerinin
arttig1 tespit edilmistir. Hastalikli bolgelerde yiiksek seviyelerde MPO’nun varligi,
dokulardaki notrofil infiltrasyonunun potansiyel bir belirleyicisi olarak kabul
edilmektedir. Ayrica bu enzimin varligi, HOCI ve diger radikallerin lokal olarak
tiretiminin olduguna ve oksidatif stresin, periodontitis patolojisinde 6nemli oldugu
yoniindeki fikirleri gliclendirmektedir.

Bircok c¢alismada, periodontitisli bireylerde sagliklilara goére ROT’un
indiikledigi doku hasar1 tespit edilmistir. Periodontitiste; antioksidan enzim
aktivitesinin enflame periodontal dokularda ve DOS’da arttigi ve cep derinligi
artisiyla tersine iligki gosterdigi belirlenmistir (Chapple et al. 2007).

Ayrica, doku hasar1 dogrudan oksidatif strese, dolayli olarak da NF-kB gibi
redoksa duyarli gen transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna ve pro-enflamatuvar
sitokin/kemokin {iretimine bagli olarak  gelisir. Sonu¢ olarak periodontal
enflamasyon, periferal vaskiiler yapida tetkik edilebilir diizeyde bir enflamatuvar
cevap durumuna yol agmaktadir (Matthews et al., 2007, Milward et al., 2007).

Periodontal hastalik siirecinde bag dokunun patolojik yikiminda ROT’un
etkinligi, konagin bakteriyel invazyona cevabinin temeli olan nétrofil infiltrasyonuna
dayanir. Periodontal dokuda OH, H,0O, ve 02_ radikallerinin olusumu, noétrofil ve
makrofajlarin aktivasyonundan kaynak alir. O, radikalinin, osteoklastik aktivite ve

kemik rezorbsiyonuyla iligskili oldugu disiiniilmektedir. OH radikali ise;
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vazodilatasyon, NF-«kB esasl1 sinyal ileti yollar1 araciligiyla IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a,
B-interferon gibi pro-enflamatuvar sitokin salimi ve kemik rezorbsiyonu gibi birgok
stirecle iligkili olan LPO’ya neden olur. ROT, membran ve lipoproteinlerdeki PUFA
ile etkilesime girdiginde, LPO siireci baslar. Gelisen LPO zincirinde; yag asitleri,
lipit peroksitlerinin primer {iriinlerine ve sekonder metabolitlere doniistiiriiliir. Lipit
peroksitlerin kontrolsiiz iiretimi, hiicre biitiinliigline ciddi hasar verebilecek diizeyde
oksidatif stresle sonuglanir (Chapple 2006, Akalin et al., 2007).

Periodontitis varliginda serum antioksidan diizeylerini degerlendiren bir
calismada ise; hastaligin siddetindeki artisla serumdaki C vitamini, billiriibin ve total
antioksidan kapasite diizeyleri arasinda zit korelasyon belirlenmistir. Serum
antioksidan konsantrasyonlarindaki artisin, periodontitis riskini goreceli olarak
azalttig1 one siiriilmiistiir (Chapple 2007).

Yaglanma ve ¢esitli hastaliklarin patogenezinde, oksidatif hasar sonucu olusan
mitokondriyal DNA mutasyonlariin rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Periodontitisli
bireylerin oOrneklerinde de mitokondriyal DNA mutasyonlarina rastlanmistir
(Canakci et al., 2009).

Genel bir bakisla, periodontitiste ROT aktivitesine bagli olarak NF-xB
aktivasyonu yoluyla sitokin stimiilasyonu; IL-1, IL-6, TNF-a gibi pro-enflamatuvar
sitokinlerin aktivasyonu ve LPO yoluyla PGE, iiretimi ve O, salimi gibi
mekanizmalar araciligiyla doku harabiyeti gelistigi, antioksidanlarin oksidatif
dengeyi koruyacak diizeyin altina diistiikleri ifade edilebilir. Periodontal hastalik
varhiginin sistemik diizeyde enflamatuvar bir duruma neden olmasinda ROT

aktivitesi onemli rol oynuyor olabilir (Chapple 2006).

2.5. Melatonin

Melatonin 15181in  olmadigi durumlarda pineal bezden salgilanan, uyku,
sirkadyen ritim, immiinite ve {ireme gibi bir ¢ok biyolojik fonksiyonun

diizenlenmesinde etkisi olan bir hormondur. Pineal bez (epifiz bezi) insanlarda
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liclincii ventrikiiliin arkasinda, mezensefalonun superior kollikuluslar1 arasindaki
alanda yer almaktadir. Yaklasik 50-200 mg agirligindaki pineal bez septum ile
ayrilan hiicre lobiillerine sahiptir. Noroglia ve Pinealosit adi verilen iki ¢esit hiicre
tipine sahiptir. Anatomik yerlesimi nedeniyle radyolojik olarak belirleyici bir 6zelligi
vardir. Pineal bez yasla birlikte cesitli derecelerde kalsifikasyon gostermesine
ragmen hayat boyu aktivasyonunu siirdiirmektedir (Favaron et al., 2008). Insan
viicudunda bobreklerden sonra en fazla kan akimina sahip organ olan pineal bez,
Deskartes tarafindan ‘ruhun tahti’ olarak tanimlanmistir. Lerner yaptigi ¢alismada
pineal bez ekstrelerinin kurbaga derisinin renginde agilmaya neden oldugunu ve
melanin graniillerinin agregasyona ugradigini belirlemistir. Daha sonra ekstrelerden
izole ettigi bu maddaye melatonin ismini vermistir (Lerner et al., 1959, Brzezinski
1997). Memeli canlilarda fotik informasyonlari noéroendokrin —sinyallere
doniistiirebilen pineal bez, retinadan aldigir gorsel iletilere yanit olarak melatonin
salgilamaktadir (Reiter 1993).

Noroendokrin bez olarak kabul edilen pineal bezin endokrin fonksiyonu
sinirsel inervasyona bagl olarak gergeklesmektedir. Gozlere gelen aydinlik ya da
karanlik uyaranlarina bagli olarak pineal bezden melatonin salgilanmaktadir.
Karanlikta melatonin salgilanmasinda artis olmasi sebebiyle karanlik hormonu olarak
da adlandirilmaktadir. Isik uyaranlari, retinadaki fotoreseptorlerde noral bir iletiye
doniistiiriilmekte ve retino-hipotalamik yolu meydana getiren ganglion hiicre
aksonlart ile hipotalamusa iletilir. Bu lifler normal optik sistemden ayrilarak, anterior
hipotalamusun suprakiazmatik cekirdeklerinde sonlanir. Burada sinaps olusturan
lifler hipotalamusun paraventrikiiler ¢ekirdeklerine giderler, impulslar daha sonra iist
torakal omurilik bolgesinde intermediolateral kordon igerisinde iletilir. Bu
preganglionik noronlarin aksonlari, omurilikten ayrilir ve sempatik yolla siiperior
servikal gangliondaki postsinaptik ndronlar ile sinaps yaparlar. Postganglionik
adrenerjik lifler, nevrakstan gecerek pineal bezde sonlanirlar. Pineal bezi inerve
eden sinir lifleri beze internal karotid sinir ile ulasirlar. Servikal omurilikte hasar
durumunda, kandaki melatonin ritmide etkilenmektedir ( Erlich and Apuzzo, 1985,

Moller and Baeres, 2002, Favaron et al., 2008).
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Pineal bezin sekresyonlari:

Pineal bez biyolojik aminleri; Norepinefrin, histamin, serotonin, melatonin ve
diger ilgili indolaminler; dopamin ve oktopamin.

Pinela bez peptidleri: LHRH (Liiteinizan hormonu serbestlestirici hormon),
TRH (Tiyrotropin serbestlestirici hormon), somatostatin, oksitosin analogu
vazotosin.

Pineal bez ayrica inhibitdr bir ndrotransmiter olan GABA, epifizin isimli bir
protein ile norofizine benzer bir protein igerir. Ayrica heniiz karakterize edilmemis
peptidlerin pinealin gonodotropin inhibitor etkilerine aracilik ettigi diiginiilmektedir
(Arendt 1988).

Pineal bezden ve diger organlardan salgilanan melatonin (N-acety/-5-methoxy-
tryptamine), hormondan daha ¢ok bir antioksidan ve anti-enflamatuvar 6zelligi
tasiyan bir maddedir. ilk olarak 1917 yilinda tanimlanan melatonin 1958 yilina
kadar izole edilememistir (Cutando et al., 2007a). Melatonin 1958 yilinda
dermatolog Lerner tarafindan belirlenmistir (Yazic1 ve Kdse 2004). Pinealositler
tarafindan {iretilen melatoninin kesfinden bugiine birgok 6nemli fonksiyonu tespit
edilmistir (Klein et al., 1996). Pinealositler tarafindan kandan alinan tryptophan
seratonin ile birlikte hidroksilasyon ve dekarboksilasyona ugramaktadir. Ozellikle
gece periyodunda seratonin N- asetiltransferaz (NAT) enzimi ile N- asetil serotonine
(NAS) donistiirilmektedir. N-asetil serotonin hidroksiindol-O-metiltransferaz
enzimi ile melatonin formuna donistiriilmektedir. Melatonin gece boyunca
adrenerjik reseptorlerinin postsnaptik aktivasyonu ile salinmaktadir (Roseboom et
al., 1996). Melanositlerin gece siiresince salimi1 nedeniyle karanlik alanda kimyasal
salimi1 gergeklesmektedir. Isik pinealosit aktivasyonunu inhibe ederek melatonin
sentezini azaltmaktadir (Brainard et al., 2001). Pinealositler 151k yogunlugundaki
degisikliklere cevap vererek suprakiazmatik ¢ekirdek iizerine etki ederek sirkadyen
ritmi senkronize ederler; bu ritm 6zellikle biyolojik saat ile drnegin hipotalamusun
suprakiazmatik c¢ekirdegi ile yoOnetilmektedir (Kalsbeek and Buijs, 2002).
Melatoninin sentezi noradrenerjik mekanizma ile kontrol edilir ki bu gézden gelen
noral stimulus ile indirekt olarak diizenlenmektedir. Isik yogunlugu ile ilgili bilgiler
suprakiazmatik c¢ekirdege retino hipotalamik yol ile ulagmaktadir. Bundan sonra bir

elektiriksel noral sinyal iist servikal korda ve superior servikal gangliaya iletiliyor,
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bu pineal (epifiz) beze postganglionik sempatik fibriller boyunca ulastiriliyor
(Gomez-Moreno et al., 2007). Saglikli bireylerde en fazla melatonin sentezi gece
yarist ile saat 02:00 arasinda meydana gelmektedir. Bununla birlikte giin boyunca
minimum Uretim olmaktadir (Simonneaux and Ribelayga, 2003). Karanlikta
noradrenalinlerin saliminin gergeklesmesi ile birlikte pineal enzimler melatonin
sentez ve salimimi aktive ederler. Melatoninin sirkadyen sinyali fotoperiodik
memelilerde, tekrarlanan siklusta mevsimsel degisiklikler ile gerceklesmekte ve
onun baglanacagi membran reseptorlerini de etkilemektedir (Cajochen et al., 2003).
Bir ¢ok ¢aligmada melatoninin ¢ok kompleks 6zelliklerinin oldugu belirtilmektedir.
Bu arastirmalarda melatoninin reseptorler iizerindeki aktivitesinden bagimsiz olarak
mekanizmas1 ve hiicreler arasindaki iliski vurgulanmaktadir. Bu yiizden melatonin
cok 6nemli giiglii bir bir serbest radikal temizleyicisi olarak gosterilmistir. Sonug
olarak melatonin sadece bir hormon olarak degil, ayn1 zamanda molekiiler hasara

kars1 gii¢lii bir koruyucu olarak etki gostermektedirler (Gomez-Moreno et al., 2007).

2.5.1. Melatonin Metabolizmasi

Melatonin sentezi sirkadyen ritme bagl olarak farklilik gosterir. Isik varliginda
hiperpolarize olan hiicreleri, karanlikla birlikte depolarize olarak, pineal bezden
melatonin sentezini baslatirlar. Karanlikla birlikte 15182 duyarli fotoreseptor
hiicrelerinden norepinefrin salgilanmaktadir. Salgilanan norepinefrin, hem triptofanin
dolagimdan beze girisini artirmakta, hem de bl reseptdrleri ile membrandaki adenil
siklaz1 aktive etmektedir. Bunun sonucunda intraseliler cAMP seviyelerini
yiikseltmektedir (Arendt 1988). Triptofanin dolasim sisteminden aktif transportla
pinealosit i¢cine alinmasiyla birlikte melatoninin sentez siireci baglar ve bu durum

birbirini takip eden dort enzimatik reaksiyonla tamamlanir:

e Hidroksilasyon reaksiyonu ile 5-OH triptofan olusumu,

e Dekarboksilasyon ile seratonine dontigiimii
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e N-Asetilasyon ve
e O-metilasyon reaksiyonlariyla seratoninden melatonin (N-asetil-5-

methoksi-triptamin) olugmaktadir (Sugden 1989).
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Sekil 6. Melatoninin kimyasal yapisi ve sentezi (Brzezinski 1997)

Melatonin sentezinde rol oynayan NAT aktivitesinin yiikselmesi ile birlikte
melatonin salgilanimi artmaktadir (Brzezinski 1997) (Sekil 6).

Melatonin salimi dogumdan geng¢ eriskinlik donemine kadar artmakta,
sitkadyen yapisim1 kazanmaktadir.  Erigkinlerde serum melatonin konsantrasyonu
giindiize gore gece, 3-10 kat daha yiiksektir. Melatonin seviyesi gece 02:00-04:00
saatleri arasinda en yiiksek seviyeye ulasmaktadir. Ilerleyen saatlerde melatonin
seviyesi giderek azalmaktadir (Reiter 1993). Yine ilerleyen yasla birlikte melatonin
seviyesi azalmaktadir (Poeggeler et al., 1993).

Melatonin pineal bezde sentezlendikten sonra, direkt olarak dolasima verilir,
membran reseptorleri sayesinde hedef hiicrelerine ulasir. Yapilan caligmalarda
beyinin cesitli alanlarinda, kan damarlarinda, ovaryumlarda, bagirsaklarda ve
karacigerde melatonin reseptorlerinin varlig1 gosterilmistir (Brzezinski 1997, Yazici
ve Kose 2004). Lipofilik 6zelligi sayesinde melatonin hiicrenin tiim fraksiyonlarina

kolaylikla girebilmektedir (Reiter 1993).
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Melatoninin inaktivasyonu karacigerde gerceklestirilir, indol halkasinin 6.
bolgesinden hidroksile edilen melatonin, daha sonra siilfat veya glukuronik asit ile
konjuge edilerek idrarla atilir. Melatoninin idrardaki metaboliti olan 6-siilfatoksi
melatonin diizeyleri, sentez ve yikim i¢in de iyi bir gostergedir (Hardeland et al.,

1993).

2.5.2. Melatoninin Biyolojik Etkileri

Melatoninin ~ basta sirkadyen ritim olmak iizere uyku, duygu durumu,
immunite, termoregiilasyon, cinsel olgunlagsma ve iireme gibi ¢esitli biyolojik
olaylarla iligkisi bildirilmistir. Buna ek olarak yapilan ¢alismalarda antiproliferatif ve
antioksidan etkilere sahip oldugu belirtilen melatoninin kanser tedavisinde ve
yaslanmanin Onlenmesinde etkili olabilecegi disiiniilmektedir (Brzezinski, 1997)

(Tablo 7).
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Tablo 7. Melatoninin biyolojik olusumlar iizerine etkisi.

Biyolojik Melatoninin Etki Mekanizmasi Kaynak
Olusum EtKisi
Uyku Hipnotik etki ve uykuya egilimin -Hipotermik etki (farmakolojik Plasebo kontrollii klinik
artmasi (Uykuya dalis hiz1 ile uyku dozlarda) aragtirmalar.
stire ve kalitesinin artmast). -Limbik sistem iizerinde reseptor
aracilig etki.
sirka dyen -Sirkadyen ritimlerin kontrolii -Gozlerden ve suprakiazmatik Is1g1in ve aydinlik —karanlik
-Aydinlik-karanlik siklusunun niikleustan gelen noral uyarilara cevap siklusunun melatonin salimina
Ritm diizenlemesi. olarak melatonin salimi etkisini arastiran ¢aligmalar.
- Noral ve periferal dokularda resptor
aracili etkiler
-Termoregiilasyon.
Melatonin salimimu ile ilgili
Duygu durum Mevsimsel affektif bozukluk ve Bilinmiyor (fakat tedavide kullanilan karsilagtirmali klinik
depresyon gibi siklik duygu tiim antidepresanlar melatonin tiretimini  aragtirmalar ve duygudurum
hastaliklari lizerine diizenleyici etki. arttirmaktadir.) bozukluklarinda fototerapi
caligmalari
-T-Helper lenfositler tarafindan
immiinite Artmis Tmmiin Yanit interlokin yapiminin artmasi Insanlarda birkag kontrolsiiz
-Graniilosit ve makrofajlarda, artmig aragtirma.
koloni uyarici faktoriin Giretimi ile kemik
iligi hiicrelerinin apoptozisten
korunmasi
-Direkt antiproliferatif etki (antimitotik Hayvanlar ve insanlarda
Kanser Antiproliferatif Etkiler a.ktivite). neoplastik hiicrelerle ve hiicre
-Immiinmodiilator etki (immiin yanitin soylariyla in vivo ve in vitro
artmastyla timor biiylimesinin caligmalar; birkag kontrolsiiz
baskilanmast) arastirma.
-Antioksidan etki
Seksiiel -Hipotalamik-hipofizer gonadal eksenin
Antigonadal, anovulatuvar etkiler baskilanmasi (serumda diisiik LH ve Melatonin  salimi ile ilgili

olgunlasma ve

lireme

Yaslanma

Hiicre hasarinin dnlenmesi ve diger

koruyucu etkiler

yiiksek prolaktin seviyeleri).
-Seks steroidlerinin tiretimi {izerine

diizenleyici etki .

Antioksidan etki

karsilagtirmali klinik ¢aligmalar

Hayvanlarda in vivo ve in vitro

aragtirmalar

(Brzezinski 1997)
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2.5.3. Melatoninin Antioksidan Etkisi

Melatoninin antioksidan 6zelligi ilk kez lanas ve ark tarafindan ortaya konulmus
ve daha sonraki yapilan ¢alismalarla bu durum desteklenmistir (lanas et al.,1991).

Melatoninin antioksidan 6zelligini 3 ana baslik altinda toplamak miimkiindiir.

2.5.3.1. Direkt Antioksidan Etki

Melatoninin direkt olarak 102, OH, H,0,, HOCI, NO, ONOO gibi oksidatif
strese neden olan serbest radikallerin detoksifiye ettigi ve bunlarin biyomolekiiller
tizerindeki zararli etkilerini 6nledigi bildirilmektedir (Beyer et al., 1998, Reiter et
al., 2000). Melatoninin yapisinda bulunan pirol halkasi melatonine antioksidan
ozellik kazandirir. O, varliginda, melatoninin pirol halkasmin indolamin 2,3-
dioksijenaz (IDO) ile enzimatik ya da hemin ile nonenzimatik olarak yikimi, yiiksek
reaktiviteye sahip olan, N'-asetil- N*-formil-5-metoksikiniiramin (AFMK) olusumu
ile sonuglanir (Hardeland et al., 1993). Ayn1 zamanda H,O; varliginda melatoninin
AFMK olusturdugu ve radikal tutucu etki gosterdigi belirtilmektedir (Reiter et al.,
2000).

Melatonin yiiksek bir afinite ile OH radikalini baglayarak, indolil katyon
radikalini  olusturmaktadir. Bu radikalde O;’yi yakalayarak AFMK’ya
doniismektedir. Daha sonra AFMK arilamin formamidaz (AFA)’ nin katalizledigi
reaksiyonla N'-asetil-5-metoksikintiramin (AMK)’e doniismektedir. Ayrica OH
varliginda indolil radikali, 3-hidroksimelatonin  olusturmaktadir. Olusan bu
metabolitin  idrar seviyesi radikal olusum miktarinin  gostergesi olarak
kullanilmaktadir (Hardeland et al., 1993).

Yapilan karsilastirmali ¢caligmalarda melatoninin en giiclii antioksidanlardan
biri oldugu gosterilmektedir. Melatonin, zincir reaksiyonlarin1 kirabilen alfa-

tokoferol, askorbat ve GSH gibi antioksidanlardan farkli olarak LPO’yu peroksil
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radikalini yakalayarak sonlandirmaktadir. Bu antioksidanlarla kiyaslandiginda
melatoninin GSH’dan 5 kat ve mannitolden 14 kat daha giiclii bir sekilde OH
radikalini yakaladigi in vitro ¢aligmalarla gosterilmistir (Tan et al., 1993).

Melatonin 5-OH-triptofan, 5-OH-triptamin ve seratonin ile kiyaslandiginda,
NO olusumunu azaltan en gii¢lii indol oldugu belirlenmistir. Melatoninin doza
bagimli bir sekilde, in vtro kosullarda, ONOO ’in neden oldugu oksidasyonu
onledigi ve kendisi nitrasyona ugrayarak ONOO ’i detoksifiye ettigi; in vivo
modelde de nitrotirozin olusumunu baskiladig1 gosterilmistir (Beyer et al., 1998,

Reiter et al., 2000).

2.5.3.2. Antioksidan Enzim Aracilh Antioksidan Etki

Melatoninin GSH-Px, GSSG-Rd, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve g-
glutamilsistein sentetaz, SOD gibi baz1 antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarini
arttirarak oksidatif stresi baskiladigi ortaya konulmustur (Beyer et al., 1998, Reiter
et al., 2000).

Yapilan hayvan modeli ¢aligmalarda giindiize kiyasla, gece dldiiriilen ratlarin
beyin GSH-Px aktivitesinin daha yiiksek bulunmasi, melatoninin antioksidan etkisine
baglanmaktadir. Melatoninin etkisi ile beyin, pineal bez, kalp, akciger, karaciger,
bagirsak, eritrosit aktiviteleri, yaklasik olarak % 22 ile % 138 oraninda arttig1
belirtilmistir. Ratlarda o6zellikle beyin dokusu, karaciger ve bobrekte GSH-Px
aktivitesinin melatonin uygulamasindan 3 saat sonra arttig1 goriilmistiir (Pahkla et
al.,, 1998). Bir diger calismada pinealektomi yapilan ratlarda beyin, akciger ve
karaciger, GSH-Px aktivitelerinde anlamli diisiisler tespit edilmistir (Reiter 1993).

Stirekli karanlikta birakilan kuslarin beyninde GSSG-Rd aktivitesinin daha
yiiksek oldugu, melatonin uygulanan ratlarda karaciger GSSG-Rd aktivitesinin
yaklagik 2 kat arttig1, deney hayvanlarinda ekzojen melatonin ile aktivitenin arttigi

bildirilmistir (Pablos et al., 1998).
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Insan endotel hiicrelerinde melatonin etkisi ile g-glutamilsistein sentetazin
total GSH igeriginin yiikseldigi, one siiriilmiistiir (Urata et al., 1999).

Ratlara uygulanan melatoninin beyin dokusunda Mn-SOD ve CuZn-SOD
sentezini artirdig1 ve beyin dokusunu oksidatif hasara kars1 korudugu (Kotler et al.,
1998), ayrica melatolaninin fetus lizerine olan etkisine bakildiginda, anne rata verilen
melatoninin plasentadan gecerek fetusun beyninde SOD aktivitesini arttirdigi

gosterilmistir (Thomas et al., 1998).

2.5.3.3. Prooksidan Enzim Aracili Antioksidan Etki

Melatoninin oksidan-antioksidan sistem {izerine olan bir baska etkisi de,
prooksidan enzimleri inhibe ederek serbest radikal olusumunu azaltmasidir. In vitro
ve in vivo sartlarda, melatoninin fizyolojik konsantrasyonlarda NO ve ileri agamada
ONOO olusumuna sebep olan nitrik oksit sentetaz (NOs) aktivitesini, inhibe ettigi
bildirilmektedir (Bettahi et al., 1998). NOs {izerine inhibe edici etkisi bilinen
melatoninin beyin iskemi/reperfiizyon modelinde diizeltici etkisi olabilecegi
belirtilmektedir (Guerrero et al., 1997).

Oksidatif doku hasarina yol acan kainik asit (Giusti et al., 1996), sentetik seks
steroidleri, siklosporin A, streptozotosin (Montilla et al., 1998), alloksan (Pierrefiche
et al.,, 1993), adriyamisin (Montilla et al., 1997), L-sistein (Yamamoto 1996) gibi
toksinlerle indiiklenen oksidatif stresin  melatonin ile Onlenebildigi, in vivo
calismalar da gosterilmistir.

Melatonin hem lipid hem de suda c¢oziinebilmektedir, bu sayede organizmada
genis alanda antioksidan etki gostermektedir. Melatonin i¢in bilinen bir bariyer
olmamasi, melatoninin tiim hiicre i¢i komponentlere ulasabilmesini saglamaktadir.
Ayni sekilde melatonin kan-beyin bariyerini ve plasentayi rahatlikla gegebilmektedir.
Bu ozellikleri sebebiyle melatonin hiicre zarini, organelleri ve ¢ekirdegi serbest
radikal hasarindan koruyabilmektedir. Hiicre membraninin fosfolipid tabakasinin

dis yiizeyine tutunan melatonin, serbest radikallerle membrandan 6nce temasa geger
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ve onlar1 inhibe eder. Bdylece membran korunmus olur. Melatonin hiicrenin
cekirdegine kadar ulasabilme 6zelligi sayesinde DNA’ nin oksidatif hasara kars
korunmasinda 6nemli bir iistiinliik saglamaktadir. Ayrica melatonin H,0O,, O,, OH,
gibi mitokondriyal solunum zincirinden kaynaklanan  radikallerin iiretimini
azaltmaktadir (Arendt 1988). Melatonin diger antioksidanlardan farkli olarak, ¢ok
yiiksek dozlarda uzun silire kullanimlarda dahi toksik bir etki gostermedigi
belirtilmektedir (Reiter 1993).

Bir ¢cok deneysel calismada melatoninin, patogenezinde serbest radikal hasarin
oldugu diisiiniilen Alzheimer hastaligi (Brusco et al., 1998), epilepsi (Sirinivasan et
al., 2005), infeksiydz ve enflamatuar hastaliklar (Mayo et al., 2005) ve yaslanma
(Srinivasan et al., 2005) gibi fizyolojik siirecin tedavisinde yararli etkisi
gosterilmistir.

Genel olarak  melatoninin  antioksidan  Ozelliklerine  bakildiginda,
proinflamatuvar sitokinlerin ve adezyon molekiillerinin sentezinin azaltilmasini da

kapsayan ¢ok genis bir etki alanina sahip oldugu goriilmektedir (Reiter 2003).

2.5.4. Melatonin ve Immiinmodiilasyon

Melatonin ve immiin sistem arasindaki iliskiye yonelik ayrintili bilgi
literatiirde yer almaktadir (Gonzalez-Haba et al., 1995). Melatonin seviyesinde
azalmanin meydana geldigi bir kag durumda immundepresyon gerceklestigi rapor
edilmistir (Maestroni 2001). Yine bazi immundepresif reaksiyonlara melatonin ile
ters etki gosteren ilaglarin neden oldugu belirtilmektedir (Gorgun et al., 2002).
Melatonin ve interlokin-2 (IL-2)’nin  néroimmiinomodiilatér fonksiyonlari ve
melatoninin ~ IL-2’nin endojenik iiretimini artirdigi bilinmektedir (Lissoni et al.,
1998). Gece vakti kandaki IL-2 seviyesindeki artis kandaki melatonin seviyesindeki
artisa bagli olarak gergeklesebilecegi belirtilmistir (Guerrero et al., 2000).
Melatoninin IL-2 ve interferon gamma iiretimi ile birlikte CD4" lenfositleri aktive

etmektedir (Garcia-Maurino et al., 1997). Bu durum melatoninin, CD4" hiicrelerinin
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ve  monositlerin aktivasyonlarinin ~ modiilasyonu ile immiin fonksiyonlarin
regiilasyonunda yer aldigin1 disiindiirmektedir (Garcia-Maurino et al., 2000). IL-
2’nin sitolitik mekanizmada miidahil olan dogal katil hiicrelerin aktivasyonunu
stimule etmesi ve bu sitokinin iiretimini melatoninin arttirici etkisi nedeni ile,
melatoninin kanser ile miicadelede kullanilabilecegi belirtilmektedir (Lardone et al.,
2006, Martin et al., 2006). Melatoninin akciger, bobrek, prostat, mide ve bagirsak
gibi belirli kanserlerin tedavisinde kullanilan anti-neoplastik bir ajan  oldugu

bilinmektedir ( Reiter et al., 2004, Miller et al., 2006).

2.5.5. Melatonin Ve Kemik Formasyonu

Melatonin kemik formasyonunu ve osteoblast farklilasmasini artirmaktadir
(Roth et al., 1999, Cutando et al., 2007b). Mikromolar konsantrasyonda melatoninin
insan osteoblastlarinda tip I kollajen fibril sentezini stimule ettigi in vitro olarak
gosterilmstir (Nakade et al., 1999). Ayrica melatonin 12-21 giinliik periotta kemik
sialoprotein  sentezini, preosteoblastlarda osteokalsin ve osteopontin, alkalin
fosfataz ve kemige ait diger protein belirteglerini artirmakta, osteoklast
farklilagmasin1 azaltmaktadir. Bu aktivite indolaminin membran reseptdrleri ile
yonetilmektedir. Melatonin icin diger bir hedef hiicre, serbest radikal olusumunun
gerceklestigi  kemik rezorbsiyonunda gorevli olan osteoklastlardir. ROT’lar
enflamatuvar durumda meydana gelen kemik rezorbsiyonunda Onemli rol
oynayabilirler. ROT aktif fagositler, monositler, makrofajlar ve notrofiller tarafindan
tiretilmektedir. Kronik enflamatuvar hastaliklarda bu hiicrelerin kemik ylizeyine
komsu alanlarda birikmesi ve bu hiicrelerden ROT iiretilmesi nedeniyle
osteoklastlarin stimulasyonu ve direkt olarak matriks yikimimin artmasindan bu
hiicreler sorumlu olabilir.

Niikleer faktor-kappa B ligandin reseptor aktivatoriiniin (RANKL), RANK ve
osteoprotegerinin  osteoklast farklilasma ve fonksiyona ait diizenleyici

mekanizmadaki  rolii bilinmektedir. RANKL-RANK sinyalizasyonu fizyolojik
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osteoklast gelisiminde oOnemlidir ve patolojik kemik yikiminda 6nemli bir rol
oynamaktadir (Yasuda 2006). Melatonin kemik miktarmi arttirirken, kemik
rezorbsiyonunu inhibe etmektedir. Melatonin doza bagli olarak kemik iligi
hiicrelerinden kaynaklanan osteoklastlarin olusturdugu rezorpsiyon alanlarint  ve
sayisint  azaltmaktadir. Farelerde melatoninin farmakolojik dozu kemik
rezorpsiyonunun inhibisyonuna ve kemik kiitlesinin artmasina neden olmaktadir.
Melatoninin bu iskeletsel etkisi RANKL {izerinden osteoklast formasyon ve
aktivasyonu ile gerceklesmektedir (Boyce et al., 2006, Yasuda 2006). Geng farelerde
melatoninin farmokolojik dozunun uygulanmasi trabekiiler kemik kitlesini ve kemik
mineral densitesini  arttirmaktadir. Yapilan bir in vivo c¢alismada acik olarak
melatoninin, doza bagli kemik rezorpsiyonuna yonelik osteoklast sayisi, osteoklast
ylizeyi ve kemik yiizeyine iliskin  histomorfometrik parametreleri azalttigi

gosterilmistir (Koyama et al., 2002).

2.5.6. Melatonin ve Periodontal Hastahk

Periodontal hastalik c¢ok yaygin kronik enflamatuvar bir hastaliktir. Bu
hastaligin gingivitisten baglayarak periodontitise kadar uzanan safhalar1 vardir
(Battino et al., 1999). Periodontal hastaliga bagli periodontal doku yikimi dis
kaybina neden olmaktadir (Chapple 1997). Periodontal hastaligin etyopatolojisi ve
etyopatogenezi acik olmamakla birlikte agiz igerisindeki mikroorganizmalarin bir
stireci baglatarak saglikli dokuya saldirdiklar1 bilinmektedir. Bakteri kaynakli toksik
tirlinlerin direkt etkisi ve immun sistemin bakteriyel enfeksiyon ile stimulasyonu
sonucunda periodontal dokuda hasar olugsmaktadir (Zambon et al., 1988).
Periodontal hastalikta, bakterilerden ve immun cevaba bagli olarak defans
hiicrelerinden serbest radikal Tretilmektedir (Gustafsson and Asman, 1996).
Periodontal hastalikta olusan reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerindeki artisin
periodontal dokulardaki oksidatif hasardan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir

(Kimura et al.,, 1993). Serbest radikal iiretimindeki artisla es zamanli olarak
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antioksidan defans mekanizmasinda bir azalma olmaktadir. Prooksidan ve
antioksidan sistem arasindaki bu dengesizlik ileri oksidatif hasara ve periodontal
dokunun yikimina neden olabilmektedir (Halliwell 1994). Bir antioksidan olarak
melatonin serbest radikal temizleyici, immuniteyi destekleyici etkiye sahiptir. Pineal
bez haricinde melatoninin retinada, overlerde, lenste, gastrointestinal yolda ve
immun sistem hiicrelerinde {iretimi gosterilmistir. Ayrica son arastirmalar
melatoninin kemik rejenerasyonu ve fibroblast aktivitesi iizerine yararli etkisini
gostermektedir (Cardinali et al, 2003). Daha 6nceki verilerde periodontal hastalikta
LPO firiinleri ve antioksidanlarin miktar1 arasindaki ters iligkinin varligi ortaya
konulmustur. PMNL infiltrasyonu periodontal hastalikta énemli rol oynamaktadir.
Bu hiicreler doku hasarina neden olan yiiksek miktarda ROT tiretmektedirler. Ayrica
periodontitiste disetine ve DOS olan nétrofil migrasyonu, anormal seviyede ROT
tiretimine neden olmakta ve dolasim yolu ile diger organlan etkileyerek,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve benzeri diger hastaliklar1 siddetlendirmektedir
(Battino et al., 1999). Melatonin yiiksek lipofilik yapisi nedeniyle organizmadaki her
hiicreye ulagsmaktadir. Kemik iligi, bagirsaklar ve cekirdek ve mitokondri gibi
subseliiler organellerde yliksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Melatonin kana
gecisinden sonra salyadan oral kaviteye pasif olarak ge¢cmektedir (Cutando et al.,
2007). Melatonin konsantrasyonu salya i¢in % 24 iken, bu oran plazmada %33 tiir.
Plazma melatoninin yaklasik % 70’1 albumine baglanmaktadir ve bu melatonin
farkedilebilir diizeyde salyaya ge¢cmemektedir (Cutando et al., 2003). Salyadaki
melatonin sirkiilasyondaki alblimine bagli olmadigi i¢in serbest melatonin seviyesini
gostermektedir (Laakso et al., 1990). Oral kavitedeki antioksidan potansiyelin az bir
kismu tirik asit ve daha az oranda vit-C ve albumin ile iligkilidir.

Enflamatuvar siire¢, periodontitiste plazma melatonin konsantrasyonu artigini
tetikleyebilmektedir. Bu durum oral kavitede melatonin artisina sebep olmakta,
indolaminin  koruyucu bir rol oynadigi belirtilmektedir. Asir1 periodontal hasara
sahip yagh hastalarda melatonin seviyesinde anlamli diizeyde artis olmaktadir. Bu
nedenle periodontal hastalikta melatonin artist sekonder olarak bu patolojilerde
serbest radikal iirlinlerini artirtyor olabilir (Cutando et al., 2003).

Melatoninin antioksidan ve antienflamatuvar etkisi nedeniyle, salya melatonin

diizeyindeki bir artis periodontal enflamatuvar siirece etki ederek, organizmanin
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defansif cevabini gelistirebilmektedir ( Reiter et al., 1995, Martin et al., 2000, Tan et
al., 2000b, Allegra et al., 2003) . Bir c¢alismada salya melatonin diizeyinin
periodontal hastaligin derecesine gore degiskenlik gosterdigi bildirilmistir.
Periodontal hastaligin derecesi artarken salya melatonin seviyesi azalmaktadir. Bu
durum melatoninin dis bakteriyel saldirilardan  viicudu koruyabilecegini
gostermektedir (Cutando et al., 2006).

Melatoninin antioksidan 6zelliginin yanisira immuniteyi desteklemekte ve
kemik remodelligini ve proliferasyonunu artirmaktadir. Melatoninin salya vasitasiyla
oral kaviteye saliminin oral saglik i¢in yarari yeni tanimlanmistir. Periodontal
hastalikli bireylerin salyalarindaki oksidatif stres parametrelerinin belirlenmesi bu
hastaliga olan duyarliliga ve prognoza yonelik onemli bilgi saglayabilecektir. Bu
hastalarda melatonin uygulamasi periodontal hastalik ve yiikselen oksidatif stres
seviyesinin  azaltilmasinda kullanilabilir. Uygulanan melatonin enflamatuvar
patolojiler sonucunda olusan ROT hasarina kars1 oral kaviteyi koruyabilir ve alveolar
kemik kaybini azaltabilir. Sonug olarak salya melatonin seviyesi normalden daha az
seviyede olan hastalarda oOzellikle yasli bireylerde veya tiikiiriik bezlerinin
malfonksiyonu ile karakterize patolojilerde oral kavitede hastalik gelisim kapasitesi
ylkselebilir. Bu hastalarda melatoninin lokal veya sistemik olarak uygulanmasi

uygun olabilir (Cutando et al, 2006. Palaoglu ve Beskonakli 1998).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Aragtirma, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali ve Biyokimya Anabilim Dali
Laboratuvarlarmda  gergeklestirildi. Siileyman Demirel Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan onay (12. 05. 2009, 12/03) alinarak yapilan
calismamiz, Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim

Birimi tarafindan 1853-D-09 proje numarasi ile desteklenmistir.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismada agirliklar1 180-220 gram arasinda degisen, Wistar-albino cinsi, geng
eriskin (ortalama 4-5 aylik) 30 adet erkek sican kullanildi. Sicanlar Siileyman
Demirel Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvarmin {iretim biriminden temin
edildi. Tiim hayvanlar ayni sartlarda, standart nem, 151k (12 saat giin 15181/12 saat
karanlik), 1s1 (25° C) sican yemi ve ¢esme suyu ile beslendi. Siganlar havalandirma

tertibat1 olan odalarda 6zel olarak hazirlanmig kafeslerde bakima alindi.

3.2. Kullanilan Malzemeler ve Aletler

1. Derin dondurucu (Aeg, Beko, Tiirkiye)

2. Sogutmali santrifiij (Hettich Universal 32 R, Hettich Universal 320,
Almanya)

3. Hassas terazi (Shimadzu AX200, Japonya)
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4. UV spektrofotometre (Shimadzu UV 1700, Japonya)

5. Vorteks (Niive NM 100, Tiirkiye)

6. Otomatik pipetler (Eppendorf Research 10-100-1000-5000, Almanya)
7. Su banyosu (Termal Laboratuar aletleri 820-3, Tiirkiye)

8. Homojenizator (Heidolph DIAX 900, Almanya)

9. Stereomikroskop (SZ-PT STU1, Olympus C3040-ADL,Japan)

10. Fiber Optical illuminator (Japan)

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

—

Sodium Hidroksit, Sigma Aldrich
Sodium Carbonate, Sigma Aldrich

Tri sodium sitrat dihidrat, Merck
Xanthine, Sigma Aldrich

Triclor asetic acid (TCA), Sigma Aldrich
2- thiobarbituric acid (TBA), Merck
Folin & Ciocalteu’s Phenol, Merck
Sodyum EDTA, Sigma Aldrich

Xanthine Oxidase, Sigma Aldrich

o ®» N bk WD

—_
=]

. Choloroform, Sigma Aldrich

—_—
—_—

. Ammonium sulfate, Merck

—_
[\

. B-Nicotinamide adenine dinucleotide 2’-phosphate, Merck

—_
(O8]

. Glutathione Rediiktaz, Sigma Aldrich

_
N

. Sulfanilamide, Sigma Aldrich

—_
W

. Cupric sulfate pentahydrate, Merck

. Sulfuric acid %98-95, Sigma Aldrich
. L(+) Tartarik asit, Merck

. Zinc sulfate, Merck

—_ = = =
O o0 3 N

. Potassium nitrate, Merck
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20. Sodium Borate, Sigma Aldrich
21. Adenosine, Sigma Aldrich

22. Sodium Cyanide, Sigma Aldrich
23. Sodium azide, Merck

24. Hidrojen peroksit %30, Fluka
25. Ketamin HCI, INTERHAS AS
26. Ksilazin, Alfasan

3.4. Cahisma Gruplarinin Tamimlanmasi

Deney hayvanlari rastgele 4 gruba ayrildi.

Ss: Saglikli+serum, n=7: Periodontal agidan saglikli ve giinde bir doz
intraperitoneal (i.p) serum fizyolojik uygulanan grup. Bu grupta 10 mg/kg/giin i.p
serum fizyolojik uygulandi.

Sm: Saglikli+melatonin, n=7: Periodontal agidan saglikli ve giinde bir doz i.p
melatonin uygulanan grup. Ayni ortamda yasayan ve ayni sartlara tabii tutulan bu
grupta 10 mg/kg/giin i.p melatonin uygulandi.

Ps: Periodontitis+serum, n=8: Deneysel periodontitis olusturulan ve serum
fizyolojik uygulanan grup. Bu grupta da deneysel periodontitis olusturulmasini
takiben 10 mg/kg/giin i.p serum fizyolojik uygulandi.

Pm: Periodontitistmelatonin, n=8: Deneysel periodontitis olusturulan ve
giinde bir doz i.p melatonin uygulanan grup. Bu grupta yukarida anlatildig: sekilde

deneysel periodontitis olusturulduktan sonra, 10 mg/kg/giin melatonin uygulandi.
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3.5. Deneysel Diizen

Klinik Ol¢iim: Siganlarda, anestezi altinda (Hu-friedy, PCP-12 USA) sondu ile
periodontal cep derinligi Ol¢limii yapilarak siganlar periodontal saglik acisindan
degerlendirildi (Bjornsson et al., 2003).

Uygulama Oncesi ratlar 25 mg/kg ketamin hidroklorid ve 50 mg/kg ksilazin
(Kaynak ve ark., 2000) kombinasyonu kullanilarak genel anestezi altina alindi.
Sicanlarin sag ve sol iist ikinci molar dislerinin diseti kenarlarina 3/0 ipek siitur
yerlestirilerek deneysel periodontitis olusturuldu (Hasturk ve ark., 2009). Deney
grubundaki ratlara diizenli olarak 10 mg/kg/glin 1i.p melatonin uygulandi (Armagan
ve ark., 2006). Enjeksiyonlar i¢in 0.30 x 13 mm lik igneye sahip insiilin enjektorleri
kullanildi. Tiim ratlar 14. giinde anestezi altinda kan ornekleri alindiktan sonra
sakrifiye edildi (Sekil 7). Sakrifikasyonu takiben maksilla diseke edilerek kaslar ve
yumusak dokular uzaklastirildi. Alinan 6rnekler % 10’luk formalin ile fikse edildi
(de Lima et al., 2000). Her bir sicanin iist ¢enesi sag ve sol yarim ¢ene olmak iizere
iki parca halinde degerlendirildi. Bir yarim g¢enede kemige yoOnelik histopatolojik
degerlendirme, diger yarim ¢enede histomorfometrik ve diseti dokusunda oksidatif

stres parametrelerine yonelik degerlendirme yapildi.
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BASELINE (0.GUN)

Anesteri altnda periodontal cep derinligi dlcimi yapilmasi Serum drneklerinin alinmasi

Sagve sol st ikinci molar dislerinin diseti kenarnna 3/0ipek SsvePs gruplanna 10mg/kg/giini.p serum fizyolojik ,
sttur yerlestirilmesi. Sm ve Pm gruplarina 10mg/kz/giin i.p melatonin uygulanmasi

2.3.ve 4.GUN

Ss ve Ps gruplarnina 10mg/kg/gini.p serum fizyolojik, Sm ve Pm gruplanna 10 mg/kg/gin i.p melatoninuygulanmasi.

Ssve Ps gruplanna 10mg/kg /gin i.p serum fizyolojik ,
Uygulanan siturun kontrol edilmesi L .
Sm ve Pm gruplanna 10mg/kg/gin i.p melatonin uygulanmasi

6.7.8.9.10.11.12.ve 13. GUN

Ssve Ps gruplanna 10mg/kg/giin i.p serum fizyolojik , Sm ve Pm gruplanna 10mg/kg/gin i.p melatonin uygulanmasi

Sswve Ps gruplarina 10mg/kg/gini.p serum fizyolojik,

Sm ve Pm gruplarina 10mg/kg/giini.p melatonin Serum érneklerinin alinmasi
uyzulanmasi

Sakrifikasyon ve cene
drneklerinin calisiimasi.

Sekil 7. Deney Programu.
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3.6. Alveolar Kemik Kaybinin Ol¢iilmesi

Sicanlarin serum ornekleri alindiktan sonra bas kismi viicuttan ayrilarak sadece
ist ¢cene kalacak sekilde dokular uzaklastirildi. Analiz i¢in diseti dokusu diseke
edildikten sonra list ¢gene Ornekleri 24 saat boyunca % 3’lik H202’ de bekletildi.
Mine-sement sinirin1 belirlemek i¢in su ile dilue edilen %1°lik metilen mavisi (1
g/100 ml) ile bir dakika boyunca boyandi (Sekil 8). Alveolar kemik yiiksekligi, bir
stereomikroskop (%40 biiyiitme) altinda mine-sement sinir1 ve alveolar kemik kreti
arasindaki mesafe kaydedilerek 6l¢iildii. Alveolar kemik seviyesini tespit i¢in yapilan
Olciimler bukkal alanda {i¢ noktada gergeklestirildi (Grauballe et al., 2005). Her dis
icin ortalama bir deger hesaplandi. Olgiimler dijital fotograf makinasi ile kayit altina
alinarak bilgisayar ortaminda ‘Image J (National Institutes of Health in USA)’ adl

program ile standardize olarak degerlendirildi.

Resim 1. Sican ¢ene 6rneklerinde metilen mavisi uygulamasi.
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3.7. Histopatolojik Degerlendirme

Maksilla ornekleri %10’luk formalinle fikse edilerek, %10’luk formik asit ile
demineralize edildi. Daha sonra Ornekler dehidrate edilerek parafin igerisine
gomiildii ve molar bdlgeden mezio-distal eksende longitudinal olarak kesitler
almarak hematoksilen ve eosin ile boyama yapildi. Bukkal ve lingual alandan 6
pm’lik kesitler alindi ( Kaynak ve ark., 2000 ).

Enflamasyon bulgularinin degerlendirilmesinde asagida belirtilen kriterler

dikkate alindi. Enflamasyon akut ve kronik olarak iki tiptir:

Akut enflamasyon: Vaskiiler ve hiicresel degisiklikler,

a) Arteriollerde vazokonstriiksiyon bunu takiben vasodilatasyon

b) Vaskiiler permeabilite artis1 (eksudasyon ve 6dem)

¢) PMNL’lerin migrasyonu

Kronik Enflamasyon

1. Baglica makrofaj, yami sira lenfosit ve plazma hiicre ve eozinofil

infiltrasyonu

2. Fibroblast ve kiigiik kan damarlar1 proliferasyonu

Enflamatuvar Hiicre Skorlamasi (EHS)

Enflamatuvar hiicre infiltrasyonunun histopatolojik olarak degerlendirilmesi
hiicrelerin varliginin skorlanmasi ile yapildu.

Skor 0: Hiicrelerin yoklugu

Skor 1: Minimum diizeyde hiicre varligi

Skor 2: Orta diizeyde hiicre varligi

Skor 3: Yiiksek diizeyde hiicre varligi (Lins et al., 2008, Kaynak ve ark, 2000).
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3.8. Serum Orneklerinin Toplanmasi, Deney Icin Hazirlanmasi ve Laboratuvar

Analizleri.

Calismada tiim sicanlardan kan &rnekleri alindi. Ornekler 1500 rpm’de
+4°C’de 10dk boyunca santrifiije edilerek serum ornekleri ayrildi. Eppendorf

tiiplerine alinan serum Ornekleri analiz gilinline kadar -20°C de saklandi.

3.9. Biyokimyasal Analizler

3.9.1. Serum Oksidatif Stres Parametrelerinin Olciilmesi

Serum Orneklerinde = MDA diizeyi, SOD, GSH-Px enzim aktiviteleri

spektrofotometrik yontemle Olciilerek degerlendirildi.

3.9.2. MDA Analizi

MDA miktar1 Draper ve Hadley’in metodu ile c¢alisildi (Draper and Hadley,
1990). Bu yontemde, MDA ile tiobarbitiirik asit (TBA) reaksiyonunun meydana
getirdigi renk olusumu spektrofotometrik olarak 532 nm’de kore karsi yapilan

Ol¢timler ile degerlendirildi.
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3.9.3. SOD Analizi

Total SOD aktivitesi Sun ve arkadaglarinin metoduna gore calisildi (Sun et al.,
1988). Bu metod, Nitro Blue Tetrazoliumu (NBT) indirgemesi prensibine
dayanmaktadir. Indirgenme olay1 olusan O, radikallerinin ortamdaki NBT ile
reaksiyona girmesi sonucu olusur ve bu reaksiyona bagli olarak renkli formazon
olusur. Bu kompleks en fazla absorbans degerini 560 nm’de verir. Ortamda SOD
bulundugunda indirgenme olmayarak enzimin miktar1 ve aktivitesiyle iliskili sekilde
acik renk izlenmekte, SOD bulunmayan ortamda indirgenme olusup mavi-mor renk

olusmaktadir.

3.9.4. GSH-Px Analizi

GSH-Px aktivitesinin tayini Paglia ve arkadaslarinin metoduna gore c¢aligildi
(Paglia and Valentine, 1967). GSH-Px gorevi, H,O,’nin bulundugu ortamda,
GSH’in, GSSG’ye yiikseltgenmesini katalizlemektir. H,O, varliginda GSH-Px’in
olusturdugu GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir.
GSH-Px aktivite tayini NADPH’nmin NADPya vyiikseltgenmesi esnasindaki

absorbans diisiisiiniin 340 nm’de degerlendirilmesiyle gergeklestirildi.

3.9.5. Serum Melatonin Seviyesinin Ol¢iilmesi

Serum melatonin seviyesi ELISA ( ELISA Kit for Rat Melatonin (MT) Cat.
No: 0908 Ra Size: 96 tests, Uscn Life Sience Inc. Wuhan, P.R. China) yontemi ile
tespit edildi.
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3.9.6. Diseti Doku Orneklerinde Melatonin Seviyesinin Belirlenmesi

Homojenizasyon i¢in:

Sicanlardan elde edilen diseti 6rnekleri tartilarak fosfat tamponu (pH 7.4) ile
10 kat dilue edildi. Janke & Kunkel Ultraturrax T-25 (Almanya) Marka doku
parcalayict ile ve daha sonra UW-2070 Bandeun Electronic (Almanya) Markali
sonikator ile sonike edilerek homojenizasyonu tamamlandi. Doku 6rnegi, Eppendorf
5415-R (Almanya) marka sogutmali santrifiij ile 4000 devir/dk, 15 dk. santrifiij
edildi ve silipernatant1 alinarak eppendorf tiiplere aktarildi.
Diseti melatonin seviyesi de ELISA yontemiyle ( ELISA Kit for Rat
Melatonin (MT) Cat. No: 0908Ra Size: 96 tests, Uscn Life Sience Inc. Wuhan, P.R.
China) saptandi.

3.10. istatistiksel Analizler

Istatistikler, Windows’a uyumlu SPSS 15.0 programi ile yapildi. Gruplarin
dagilimlar1 non-parametrik bir test olan “One-sample Kolmogorov-Smirnov Testi”
ile degerlendirildi. Gruplarin karsilastirilmasinda parametrik testlerden one-way
ANOVA testi kullanildi. Post hoc multiple comparison testlerden LSD testi
kullanildi.

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verildi ve istatistiksel

anlamlilik i¢in; p<0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histomorfometrik Bulgular:

Histomorfometrik degerlendirme de Ps ve Pm grubuna ait mine-sement sinir1
(MSS) ile alveolar kret tepesi (AKT) arasindaki mesafe degerleri (mm) ve alveolar
kemik yikim alanlarma ait 6lcim degerleri (mm?®) Tablo 8 ve Tablo 9°da
gosterilmigtir. MSS-AKT arasindaki mesafe bakimindan Ps ve Pm gruplar birbiriyle
karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadigi
saptand1 (p>0.05) (Tablo 8). Alveolar kemik yikim alani Olglimleri de gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermedi (p>0.05) (Tablo 9).
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Tablo 8. MSS-AKT Arasindaki Mesafenin (mm) Gruplar Aras1 Karsilagtirilmas.

Gruplar | p T ss sh En digik | Enyiiksek | p degeri
Ps 7 1,436 0,353 0,125 1,077 2,137 0,865
Pm 8 1,410 0,156 0,059 1,130 1,609 0,865
Toplam | 15 1,424 0,270 0,069 1,077 2,137 0,865

I:Ortalama, ss: Standart Sapma, sh:Standart Hata,

Ps: Periodontitis+serum fizyolojik uygulamasi.

Pm: Periodontitis+tmelatonin uygulamas.
MS: Mine-Sement Sinir1, AKT: Alveolar Kret Tepesi,

*p<0.05 gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik.
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Tablo 9. Alveolar Kemik Yikim Alaninin (mm?) Gruplar Aras Karsilastirilmasi

Gruplar | n T ss sh En disiik | Enyiiksek | p degeri
Ps 7 9,340 3,816 1,349 4,276 17,059 0,538
Pm 8 8,365 1,486 0,562 6,976 11,255 0,538
Toplam | 15 8,885 2,912 0,751 4,276 17,059 0,538

T:Ortalama, ss:Standart Sapma, sh:Standart Hata,

Ps: Periodontitis+serum fizyolojik uygulamasi.

Pm: Periodontitistmelatonin uygulamasi.

*p<0.05 gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik...
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4.2. Histopatolojik Bulgular:

Yapilan incelemede;

Deneysel periodontitis olusturulan ve serum fizyolojik (10 mg/kg/giin i.p )
uygulanan grupta (Grup Ps), epitelyal atagmanin ileri seviyede kaybi (kokiin orta
ticliistine kadar gocii), siddetli enflamasyon varligi (Enflamatuvar Hiicre Skorlamast
3), PMNL yogunlukta oldugu (Akut enflamasyon) ve kemikte rezorpsiyon
saptanmistir (Resim 2, 3).

Resim 2: Deneysel periodontitis olusturulan ve serum fizyolojik (10 mg/kg/giin i.p )

uygulanan Ps grubuna ait histopatolojik kesit (H.E. X 40).
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Resim 3: Deneysel periodontitis olusturulan ve serum fizyolojik (10 mg/kg/giin i.p )

uygulanan Ps grubuna ait histopatolojik kesit (H.E. X 200).
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Deneysel periodontitis olusturulan ve giinde bir doz ip melatonin
(10mg/kg/glin) uygulanan grupta (Grup Pm) epitelyal atagmanin kokiin 1/3
koronalini astig1, siddetli enflamasyon varlig1 ((Enflamatuvar Hiicre Skorlamasi 3),
PMNL ve lenfosit hiicre varligi (akut + kronik enflamasyon), kemikte rezorpsiyon

saptanmistir (Resim 4, 5).

Resim 4: Deneysel periodontitis olusturulan ve melatonin (10 mg/kg/glin i.p )

uygulanan Pm grubuna ait histopatolojik kesit (H.E. X 40).
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Resim 5: Deneysel periodontitis olusturulan ve melatonin (10 mg/kg/glin i.p )

uygulanan Pm grubuna ait histopatolojik kesit (H.E. X 400).
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Periodontal agidan saglikli ve serum fizyolojik (10 mg/kg/giin i.p) uygulanan grupta
(Grup Ss), epitelyal atagmanin kokiin 2/3’lik kisminda oldugu, hafif enflamasyon
varligr (Enflamatuvar Hiicre Skorlamasi 1) ve PMNL hiicre varlifi saptanmistir

(Resim 6,7).

Resim 6: Periodontal acidan saglikli ve serum fizyolojik (10 mg/kg/giin i.p)

uygulanan Ss grubuna ait  histopatolojik kesit (H.E. X 100).
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Resim 7: Periodontal agidan saglikli ve serum fizyolojik (10 mg/kg/giin i.p)

uygulanan Ss grubuna ait histopatolojik kesit (H.E. X 200).
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Periodontal agidan saglikli ve 10 mg/kg/giin i.p melatonin uygulanan grupta (Grup
Sm), epitelyal atagman normal fizyolojik pozisyonunda, hafif enflamasyon varlig
(Enflamatuvar Hiicre Skorlamasi 1) ve PMNL hiicre varlig1 saptanmistir (Resim
8,9).

Resim 8: Periodontal agidan saglikli ve melatonin (10 mg/kg/giin i.p) uygulanan Sm

grubuna ait histopatolojik kesit (H.E. X 100).
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Resim 9: Periodontal agidan saglikli ve melatonin (10 mg/kg/giin i.p) uygulanan Sm

grubuna ait histopatolojik kesit (H.E. X 200).
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4.3. Serum MDA, SOD ve GSH-Px seviyeleri:

Calismamizda olusturulan 4 gruba ait, sican serum 6rneklerinde SOD, GSH-Px
enzim seviyeleri ve MDA seviyeleri Tablo 10 ve Tablo 11°de gosterilmistir.
Antioksidan enzimlerden olan SOD diizeyinin grup Ss’ye kiyasla grup Sm’de ve
benzer sekilde grup Ps’ye kiyasla grup Pm’de istatistiksel olarak anlamli sekilde
yiiksek oldugu saptandi (p<0.05). SOD enzim seviyesinin grup Pm’de en yiiksek,
grup Ps’de en diisilk, GSH-Px enzim seviyesinin grup Sm’de en yiiksek, grup Ps’de
en diisiik degere sahip oldugu belirlendi. MDA seviyesinin ise grup Ps’de en yiiksek,
grup Sm’de en diisiik seviyede oldugu belirlendi (Tablo 10). SOD enzim seviyesinin
gruplar aras1 karsilastirmalarda grup Ss-Ps, Ss-Pm, Sm-Ps ve Ps-Pm arasinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark tespit edildi (p<0.05), bununla birlikte Sm-
Pm gruplari arasindaki farkin anlamli olmadig1 saptandi. GSH-Px enzim seviyesinin
grup Ss-Ps, Ss-Pm, Sm-Ps ve Sm-Pm arasinda istatistiksel olarak farkliydi (p<0.05).
MDA seviyesi agisindan grup Ss-Sm, Ss-Ps, Sm-Ps, Sm-Pm ve Ps-Pm arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark vardi, bununla birlikte grup Ss-Pm arasinda anlaml

fark bulunamadi (p<0.05) (Tablo 11).
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Tablo 10. Serum MDA, SOD ve GSH-Px seviyeleri.

Gruplar SOD GSH-Px MDA

(U/ml) (U/ml) (nmol/ml)
Ss (n =6) 10,15+ 0,34 399,37 £ 82,99 2,58 +0,19
Sm (n=7) 10,61 + 0,64 438,31 £ 86,36 2,11£0,33
Ps (n=7) 9,94 £ 0,49 263,37 £ 87,01 2,84 £0,18
Pm (n=8) 11,32 £ 0,28 281,16 £ 78,71 2,40+ 0,18
p degeri 0,000* 0,001* 0,000%

Ss: Sagliklit+serum fizyolojik uygulamasi.

Sm: Saglikli+melatonin uygulamasi.
Ps: Periodontitis+serum fizyolojik uygulamasi.

Pm: Periodontitistmelatonin uygulamasi.
MDA: Malondialdehid

SOD: Siiperoksit Dismutaz

GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz
Sonuglar ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.
*p<0.05 gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik.
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Tablo 11. Serum MDA,SOD ve GSH-Px seviyelerinin gruplar arasi karsilagtirilmas.

SOD (U/ml) GSH-Px (U/ml) MDA (nmol/ml)
Gruplar

Tfarki +sh p T farki £sh P T farki +sh p

degeri degeri degeri

Ss-Sm 0,46+0,25 0,079 | -17,784+46,82 0,707 | 0,46+0,13 0,001*
Ss-Ps -0,71+0,23 0,006* | -174,94+43,55 | 0,001* | 0,25+0,12 0,038*
Ss-Pm 0,67+0,24 0,010* | -135,99+44,97 | 0,006* | 0,17+0,12 0,15
Sm-Ps -1,17+0,24 | 0,000* | -157,15+45,44 | 0,002* | -0,72+0,12 0,000*
Sm-Pm 0,2140,25 0,404 | -118,20+46,81 | 0,019* | -29,02+0,13 | 0,029*
Ps-Pm 1,3840,23 0,000* | 38,94+43,55 0,38 0,4310,12 0,001*

Ss: Saglikli+serum fizyolojik uygulamasi.

Sm: Saglikli+melatonin uygulamasi.

Ps: Periodontitis+serum fizyolojik uygulamasi.
Pm: Periodontitistmelatonin uygulamasi.
MDA: Malondialdehid

SOD: Siiperoksit Dismutaz

GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz
I farki £sh: Ortalama Farki+ Standard Hata
*p<0.05 gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik.
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4.4. Serum Melatonin Seviyeleri:

Her 4 gruba ait serum melatonin seviyelerinin (pg/ml) ortalamalari
degerlendirildiginde, 4 grup arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
saptand1 (p<0.05). Serum melatonin seviyelerine ait en yiiksek ortalama Pm
grubundayken, en diisiik ortalama Ss grubundaydi (Tablo 12). Serum melatonin
seviyesine yonelik yapilan gruplar arast degerlendirmede sadece grup Ss-Sm, Ss-Pm,

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.05) (Tablo 13).
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Tablo 12: Serum melatonin seviyeleri (pg/ml)

Gruplar Ttss En diisiik En yiiksek
Ss (n=6) 8,86 + 1,24 7,26 11,23
Sm (n=7) 10,01 £ 1,09 9,12 11,92
Ps (n=7) 9,40+0,56 8,66 10,15
Pm (n=8) 10,16 £ 0,84 8,66 11,16
p degeri 0,062 0,062 0,062

Ss: Sagliklit+serum fizyolojik uygulamasi.

Sm: Saglikli+melatonin uygulamasi.
Ps: Periodontitis+serum fizyolojik uygulamasi.

Pm: Periodontitistmelatonin uygulamasi.

{T+ss: ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir.

*p<0.05 gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik.
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Tablo 13. Serum melatonin seviyeleri (pg/ml) gruplar aras1 karsilagtirilmasi.

Gruplar Tfarkitsh p degeri En diisiik En yiiksek
Ss-Sm -1,1540,53 0,040 2,26 20,056
Ss-Ps -0,54 £0,51 0,300 -160 0,517
Ss-Pm 130049 | 0,015% 2,33 -0,28
Sm-Ps -0,6140,53 0,259 20,48 1,71
Sm-Pm -0,15+0,51 0,774 1,22 0,91
Ps-Pm -0,76+0,23 0,496 1,79 0,25

Ss; sagliklit+serum fizyolojik uygulamasi.

Sm; saglikli+melatonin uygulamasi.
Ps; periodontitis+serum fizyolojik uygulamasi.

Pm; periodontitistmelatonin uygulamasi.
Ifarkitsh: Ortalama fark+ Standard hata
*p<0.05 gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik.
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4.5. Diseti Melatonin Seviyeleri:

Her 4 gruba ait diseti dokusu melatonin seviyelerinin (pg/mg protein)
ortalamalar1 degerlendirildiginde, 4 grup arasinda da fark oldugu ve bu farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0.05). Diseti dokusu melatonin
seviyelerine ait en yiiksek ortalama Sm grubundayken, en diisilk ortalama Ps
grubundaydi (Tablo 14). Diseti dokusu melatonin seviyesine yonelik yapilan gruplar
arast degerlendirmede grup Ss-Sm, Ss-Ps, Ss-Pm, Sm-Ps, Sm-Pm, Ps-Pm arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.05) (Tablo 15). Diseti dokusu

melatonin seviyelerinin gruplara gore dagilimi Sekil 9°da gosterildi.
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Tablo 14. Diseti dokusu melatonin seviyeleri (pg/mg protein).

Gruplar 3

T +£ss En diisuk En yiiksek
Ss (n=6) 186,80+£10,37 177,21 196,41
Sm (n=7) 225,52+10,21 214,80 236,25
Ps (n=7) 74,67+3,72 71,56 77,80
Pm (n=8) 171,7045,17 166,92 176,49
p degeri 0,000*

Ss: Sagliklitserum fizyolojik uygulamasi.

Sm: Saglikli+melatonin uygulamasi.

Ps: Periodontitis+serum fizyolojik uygulamasi.

Pm: Periodontitistmelatonin uygulamasi.

T +ss: Ortalamaz standart sapma,

*p<0.05 gruplar aras1 istatistiksel olarak anlaml1 farklilik.
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Tablo 15. Diseti dokusu melatonin seviyelerinin (pg/mg protein) gruplar arasi
karsilagtirilmas.

Gruplar T-fark: +sh p degeri En diisiik En yiiksek
Ss-Sm 238,7144.28 | 0,0001% -50,55 226,88
Ss-Ps 112,13+3,98 0,0001+ 101,13 123,14
Ss-Pm 15,1044,12 | 0,006 3,74 26,47
Sm-Ps 150,85+4,16 | 0,0001* 139,37 162, 34
Sm-Pm 53.82+428 | 0,0001* 41,99 65,65
Ps-Pm -97,03£3,98 | 0,0001* 38,94 2108, 04

Ss: Saglikli+serum fizyolojik uygulamasi.

Sm: Saglikli+melatonin uygulamasi.

Ps: Periodontitis+serum fizyolojik uygulamasi.

Pm: Periodontitistmelatonin uygulamasi.

Ifarki sh: ortalama farki +standart hata

*p<0.05 gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli farklilik.
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Sekil 8. Diseti dokusu melatonin seviyelerinin gruplara gore dagilimi.
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5. TARTISMA

Periodontal hastalik dental plaktaki bakteriler ve bakteriyel tirinlerin neden
oldugu, destek doku (kemik ve bag dokusu) yikimi ile karakterize kronik,
enflamatuvar, enfeksiyoz bir hastaliktir (Loesche and Grossman 2001, Gaspersic et
al., 2002, Gomez-Moreno et al., 2007). Toplumda enfeksiyoz hastaliklar arasinda
yiiksek prevelansa sahip olan periodontal hastalik, 6zellikle ileri seviyede etkilenen
bireylerde erken dis kayiplarmma neden olmaktadir (Loesche and Grossman 2001).
Klinik olarak periodontitiste, disetinde enflamasyona ilave olarak atagman kayb,
alveolar kemik kaybi, periodontal cep olusumu goriilmektedir. Periodontitisin
histopatolojik karakteristiginde periodontal cep olusumu, birlesim epitelinin mine-
sement sinirindan apikale lokasyonu, cep epiteline komsu alanlarda kollajen fibril
kaybi, kemik kaybi, birlesim ve cep epitelinde cok sayida polimorfoniikleer 16kosit
varligl, plazma, lenfosit ve makrofajlarin varligi goriilmektedir. Periodontal
hastaligin ilerlemesi bakteri ve bakteri lriinlerine karsi olusan konak cevabina
baglidir. Konaga bagli doku yikiminda bakteriler ve iiriinleri dokuda enflamatuvar
cevab1r indiikleyerek, polimorfoniikleer 16kosit migrasyonuna, fibroblastlarda
farklilasmaya, makrofajlarin aktivasyonu ile Interlokin-1 (IL-1), Tiimdr nekrozis
faktor-a (TNF-a), prostoglandinler ve hidrolitik enzimler gibi bir takim iirlinlerin
salinimina neden olarak sert ve yumusak doku yikimi ger¢eklesmektedir ( Assuma
et al., 1998, Silva et al., 2008,). Konak cevab1 spesifik bakteriyel antijenlere karsi
antikor ya da hiicresel reaksiyonlar seklinde gelisir. Bu reaksiyonlara bagli olarak
olayin lokalize kalmasi saglanarak ciddi ve sistemik bir enfeksiyonun Oniine
gecilmektedir.

Periodontal hastalikta olusan reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerindeki artigin
periodontal dokulardaki oksidatif hasardan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir
(Kimura et al., 1993). ROT, organizmada fizyolojik olarak metabolik aktivite ve
enerji uretilmesi siirecinde olusmaktadir. Hiicre bilesenlerinin oksidatif hasara
ugratilmasinda, immiin sistem hiicrelerinin antimikrobiyal ve sitotoksik etki
gostermesinde, hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyal iletimi ve gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde, reseptorlerin ve niikleer faktorlerin aktivasyonunda, hiicre

bilesenlerinin  oksidatif hasara ugratilmasinda, immiin sistem hiicrelerinin
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antimikrobiyal etki gostermesinde 6n plandadir. Ayrica  dejeneratif hastalik
siireclerinde de rol oynamaktadir. Bununla birlikte periodontal doku yikiminda,
ROT un etki derecesi tam olarak bilinmemektedir (Tan et al., 2002).

ROT ve antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki denge oksidanlar lehine
bozuldugunda, ROT’lar lipit, protein, karbonhidrat ve DNA gibi biyomolekiiller ile
etkilesime girerek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden olmaktadir
(Gutteridge et al., 2000, Valko et al., 2007). Hiicre zari, igerdigi PUFA nedeniyle
oksidatif hasara olduk¢a duyarlidir. Yag asidi zincirinden, ROT’larin etkisi ile
hidrojen atomunun uzaklagmasi, bu yag asidi zincirinin de radikal ozelligi
kazanmasina neden olur. LPO, PUFA’nin radikaller ile oksidasyonu sonucu baslar,
LPO zincir reaksiyonlari seklinde devam eder ve sonucunda MDA, 4-hidroksinoneal
(HNE), alkanlar, alkoller, epoksi yag asitleri, hidroksi yag asitleri gibi iriinlere
yikilmasi ile etan, pentan gibi ucucu gazlarin olusumu ile sonlanir. LPO sonucu
membran biitlinliigii bozulur ve membran proteinleri, reseptorleri ve ayrica bunlara
baglanan enzimler inaktive olurlar ve hiicre komponentlerine zarar verirler
(Gutteridge 1995, Erdal ve ark., 2005, Chapple 2006, Akalin ve ark., 2007). Genel
olarak LPO irlinleri yiiksek molekiiler aktivitelerinden dolayr immiin cevabin
artmasina, fibrozis veya enflamasyona, tiyol igerikli enzimlerin etkisiz hale
gelmesine, gen transkripsyonuna veya apoptozisin tetiklenmesine yol acabilirler.

ROT’un periodontal hastaliktaki iiretim mekanizmasi; bakterilerin 6ldiiriilmesi
ve sindirilmelerine yardimci, bakteriyel fagositoz ile proteolitik enzimlerin ve immiin
diizenleyici bilesiklerin sekresyonu gibi olaylarin birlesimi olarak tanimlanan
‘respiratuvar patlama’ olayma dayanir. Bu islem sirasinda non-mitokondriyal
oksidatif metabolizmada bir artis olur ve sonucunda 16kositlerin NAD(P)H-oksidaz
kompleksi yoluyla O, ve diger ROT lar agiga ¢ikar (Matthews et al., 2007, Milward
et al., 2007).

Periodontitiste ROT aktivitesine bagli olarak NF-kB aktivasyonu yoluyla
sitokin stimiilasyonu; IL-1, IL-6, TNF-a gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin
aktivasyonu ve LPO yoluyla PGE, iiretimi ve O, salimi gibi mekanizmalar
araciligiyla doku harabiyeti gelistigi, antioksidanlarin oksidatif dengeyi koruyacak

diizeyin altinda kaldiklar1 ifade edilmektedir. Ayrica periodontal hastalik varliginin
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sistemik diizeyde enflamatuvar bir duruma neden olmasinda ROT aktivitesinin
onemli rol alabilecegi diistiniilmektedir (Chapple 2006).

(Calismamizda siganlarda olusturulan deneysel periodontitiste melatonin
uygulamasinin, histomorfometrik ve histopatolojik  olarak periodontal kemik
yikimina, serum MDA, SOD, GSH-Px enzim seviyelerine etkisinin degerlendirilmesi
ve disetindeki melatonin diizeylerinin ~ saptanmasi amaclanmistir. Ulasilabilir
kaynaklar géz oniine alindiginda ¢alismamiz bu amaca yonelik ilk arastirmadir.

Literatiirde hayvanlarda periodontitis olusturulmasinda  c¢esitli deneysel
periodontitis modelleri yer almaktadir (Kuhr et al., 2004, Vardar-Sengul et al., 2008,
Hastiirk H et al., 2009). Bu modellerden biri ligatiir uygulamasidir (de Lima V et al.,
2000). Bu modelde dentogingival alana yerlestirilen ligatiir, plak formasyonu ve
bakteri miktarini artiran bir faktor olarak plak-konak iligkisinde etkili olmaktadir (Di
Paola R et al., 2005, Toker ve ark., 2009).

Insan hastaliklarinin bir modeli olan hayvan ¢alismalarinda kaginilmaz olarak
limitasyonlar mevcuttur. Siganlarin molar disleri insanlardaki molar disler ile
anatomik ve yapisal konfigiirasyon olarak benzerdir. Ancak si¢anlardaki molar disler
kiigiiktiir ve herhangi bir periodontal tedavi uygulamak olduk¢a zordur. Bu modelde
uygulamanin kisa periodda (<15 giin) olmas1 tavsiye edilmektedir (Kuhr , et al.,
2004). Ek olarak periodontitisin indiiklenmesini takiben doku travmasi ve mikrobiyal
birikimin doku yikim siirecini hizlandirmas: ile akut bir gidisat da s6z konusu
olabilmektedir. Lima et al. (2000) bu modelde, periodontitis indiiklendikten 7 giin
sonra anlamli alveolar kemik kayb1 oldugunu ve alveolar kemik kaybinin 7. ve 11.
giinler arasinda maksimum seviyeye ulastigini rapor etmislerdir. Bir bagka caligmada
maksimum alveolar kemik kaybinin ligatiir yerlestirilmesinden 9 giin sonra meydana
geldigi tespit edilmistir (Sallay et al., 1982). Calismamizda si¢anlarda 3/0 ipek
stitur ile olusturulan deneysel periodontitis 14. giinde degerlendirildi.

Sican g¢alismalarinda, 6zellikle ligatiir indiiklemesi ile olusturulan deneysel
periodontitiste, alveolar kemik kayb1 degerlendirildiginde kontrol ve ligatiir gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu rapor edilmistir (Semenoff et al.,
2008, de Lima et al.,, 2000). Deneysel periodontitise baghh kemik yikiminin
degerlendirilmesinde bazi calismalarda mesafe Ol¢iimii (Evans et al.,, 1992),

bazilarinda ise alan dl¢limii metodu kullanilmistir (Burckhardt et al., 1981). Kuhr et
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al. (2004) ise deneysel periodontitis olusturulan siganlarda periodontal kemik
yikiminin degerlendirilmesinde mesafe l¢iimii (kemik yikim alaninda, mine—sement
ve alveolar kemik kreti arasindaki mesafenin Olgiilmesi) ve alan Slgiimii (kemik
kaybinin goriildiigii kok yiizey alanlarinin  degerlendirilmesi) metodlarini beraber
kullanarak kiyaslamiglardir. Bu ¢alismada alan 6l¢iim metodunda kemik kaybinin
gruplar aras1 degerlendirilmesinde bulunan fark anlamli degil iken, mesafe 6l¢iim
metodunda gruplar arasi fark anlamli tespit edilmistir. Bu farkli sonuclar alan
Ol¢iimii metodunda ligatiiriin siganlarin 2. molar digine uygulamasina ragmen
ligatiiriin uygulanmadig1 1. molar disin distal, 3. molar digin mezialindeki bir kisim
kemik alaninin degerlendirilmis olabilecegi, mesafe ol¢iim metodunda ligatiiriin
uygulandig1 ve uygulama disindaki bolgelerde her dise ait cok sayida mesafe dl¢iimii
yapilmasinin, bolgelerin tam olarak degerlendirilmesine izin vermis olabilecegi
seklinde agiklanmistir (Kuhr et al., 2004).

Calismamizda deneysel periodontitis olusturdugumuz siganlarda alveolar
kemigin  histomorfometrik  degerlendirmesinde MSS-AKT arasindaki mesafe
degerleri mm ve alveolar kemik yikim alanlari mm?® olarak saptandi. Pm grubunda,
hem mesafe Ol¢limii hem de alan 6l¢iimii metodlari ile Ps grubuna kiyasla daha
diisiik ortalama degerleri saptanmasina ragmen istatistiksel olarak gruplar arasi
onemli farklilik bulunmadi (p>0.05).

Literatiirde, sicanlarda deneysel periodontitiste histopatolojik olarak, birlesim
epitelinin apikale migrasyonu, alveolar kemik rezorpsiyonu, PMNL infiltrasyonu ve
enflamatuvar cevabin ilerleyisinin degerlendirildigi goriilmektedir (Kaynak D ve
ark., 2000, Lima et al., 2000, Kuhr ve ark., 2004, Grauballe et al., 2005, Tomofuji et
al., 2008, Toker ve ark., 2008, Hastiirk ve ark., 2009, Toker ve ark., 2009, Tomofuji
et al., 2009, Bak et al., 2010).

Calismamizda da birlesim epitelinin apikale migrasyonu (birlesim epitelinin en
apikal kismi ve mine-sement birlesimi arasindaki mesafe), alveolar kemik
rezorbsiyonunun derecesi (alveolar kemik kreti ve mine-sement birlesimi arasindaki
mesafe) ve PMNL birikimi histopatolojik ac¢idan gruplar arasinda karsilastirilarak
degerlendirildi.
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Literatiirde hayvanlarda deneysel periodontitiste Koenzim Q, propolis ve N-
Asetilsistein, Vit+C, kakao ile zenginlestirilmis diyet, proanthosiyanidin gibi
antioksidanlarin etkilerinin degerlendirildigi ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir
(Shizukuishi et al., 1984, Toker ve ark., 2008, Tomofuji et al., 2008, Toker ve ark.,
2009, Tomofuji et al., 2009, Govindaraj et al., 2010).

Melatonin de bir antioksidan olarak, serbest radikal temizleyici ve immuniteyi
destekleyici 6zelliklere sahiptir (lanas et al., 1991). OH, ROO, H,O; (Silenko et al.,
1991, Zavodnik et al., 2006) ve O, (Ianas et al., 1991) gibi ¢esitli ROT’lar1 direkt
notralize ettigi ve indirekt yolla enzimlerle etkilesime girerek NO f{irlin sentezini
diizenledigi rapor edilmistir (Beyer et al., 1998).

Deneysel periodontitis olusturulan ve antioksidan olarak Vit C’nin uygulandigi
bir ¢alismada, siganlarda, kontrollere kiyasla, periodontitis ve periodontitis+Vit C
gruplar1 arasinda birlesim epitelinin apikale migrasyonu ve alveolar kemik
rezorpsiyonu agisindan anlamli farklilik bulunmamistir. PMNL yogunlugu agisindan,
periodontitis+Vit C grubunda, periodontitis grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir azalma tespit edilmistir (Tomofuji et al., 2009). Toker ve ark. (2009)
deneysel periodontitis olusturduklar1 ratlarda NAS uygulamas: ile gruplarda doza
baglh olarak enflamatuvar hiicre infiltrasyonunun azaldigin1i ancak bu azalmanin
istatistiksel olarak bir anlam ifade etmedigini belirlemislerdir. Calismamizda
histopatolojik olarak Ps ve Pm gruplart arasinda birlesim epitelinin apikale
migrasyonu alveolar kemik rezorpsiyonu ve enflamatuvar infiltrat yogunlugu benzer
bulundu. Ancak  enflamatuvar hiicrelerin c¢esitliligi degerlendirildiginde Pm
grubunda hem PMNL’ler hem de lenfositler goriildii. PMNL’lerin Ps grubunda Pm
grubuna kiyasla dnemli derecede yogun oldugu dikkat ¢ekti. Ss ve Sm gruplarinda
birlesim epitelinin apikal migrasyonu ve alveolar kemik kayb1 yoktu ve enflamatuvar
infiltrat agisindan ¢ok az sayida PMNL varligi ile periodontitis gruplarindan farklilik
sergilediler. Dolayistyla literatiir bilgileri ve ¢alismamiz bulgulari 1s181nda uygulanan
bu  farmakolojik dozda melatoninin  sicanlarda  deneysel periodontitiste
enflamatuvar hiicre infiltratinda PMNL yogunlugunu azalttig1 ancak alveolar kemik

yikimini engellemede ¢ok etkili olamadigi sdylenebilir.
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Sicanlarda melatonin yiiksek dozda (50 mg/kg) viicut 1sis1m diistiriicti, diisiik
dozda (25 pg) ise viicut 1sismi arttirict bir etki gostermektedir ve hipertermik etki
hipotermik etkiye gore daha uzun siirmektedir (Yonel ve ark., 1996). Sahna et al.
(2005) calismalarinda 10 mg/kg melatoninin in vivo Iskemi/Reperfiizyon’da infarkt
alanin1 ve miyokardda oksidatif stresi anlamli diizeyde azalttigin1 belirlemislerdir.
Melatoninin farmakolojik dozu olan 1-10 mg arasinda kullanilmasi ile hem in vivo
hem de in vitro olarak lipit peroksidasyonunun ve niikleer DNA’da oksidatif
hasarin azaldig1 tespit edilmistir (Reiter 1998). Sicanlar ile yapilan birgok deneysel
calismada melatoninin 10 mg/kg’lik dozu tercih edilmistir (Raghaverda et al., 2000,
Oztiirk ve ark., 2002, Ayata ve ark., 2004, Armagan ve ark., 2006, Oktem ve ark.,
2006). Bu nedenle biz de ¢alismamizda melatonini 10 mg/kg dozda uyguladik. Bu
calismada melatoninin doza bagl etkisi ile ilgili bir yaklasimda bulunulmada.

ROT biyomolekiiller {izerine etkisiyle hiicrede yapisal ve metabolik
degisikliklere yol acar ve non-enzimatik LPO’nun son iiriinii olarak MDA olusur.
MDA membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden
olur. Bu da iyon gegirgenliginin, enzim aktivitesinin ve hiicre yiizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi intrinsik membran &zelliklerinin degisimiyle sonuglanir. MDA bu
0zelligi nedeniyle DNA’nin nitrojen bazlar1 ile reaksiyona girebilir. MDA
patofizyolojik olarak, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, GSH S-transferaz ve GSH
rediiktaz gibi enzimleri inaktive edebilmesinin yanisira protein sentezini inhibe
edebilir (Moore et al., 1998). Ayrica MDA, LPO ve prostaglandin biyosentezinin
dogal bir {iriinii olan, mutajenik ve karsinojenik bir alkoksil radikalidir ve
peroksidasyon diizeyinin belirlenmesinde siklikla kullanilir (Marnett et al., 1999).
MDA’dan baska LPO gostergeleri HNE ve TBARS (Tiobarbitiirik Reaktif
Substans) olarak ifade edilmektedir (Erdal ve ark., 2005, Panjamurthy et al., 2005,
Borges et al., 2007). Literatiirde periodontitiste oksidatif stresle iligkili LPO ve
TBARS seviyelerinin degerlendirildigi ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur (Del Rio et al.,
2005, Akalin ve ark., 2007, Borges et al., 2007, Kurtis ve ark., 2007, Tiiter ve
ark., 2007, Guentsch et al., 2008, Fentoglu ve ark., 2010, Wei et al., 2010).
Literatiirde MDA diizeylerinin periodontal hastalik durumunun siddeti ile iliskili

olarak artt1ig1 rapor edilmistir (Akalin ve ark., 2007, Khalili and Biloklytska 2008,
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Wei et al., 2010). Calismamizda da oksidatif stres belirteci olarak serum MDA
diizeyleri degerlendirildi.

Fizyolojik olarak metabolik asamalarda O, radikalinin olusumu oldukca
fazladir. SOD enzimi O, radikalinin, hiicre i¢i konsantrasyonunu diisiik diizeylerde
tutarak hiicreleri olumsuz etkilerinden korur. Bu sekilde hiicredeki LPO da inhibe
edilir. Ayrica SOD enzimi, O, radikalinin H,O, ve O;’ye doniisimiinii
katalizlemekte ve O, diizeylerini kontrol etmede 6nemli bir rol iistlenmektedir
(Giirdal ve Ademoglu 2005). Periodontitisli hastalarda SOD aktivitesinin, oksidatif
stresle iligkili olarak arttig1 bilinmesine ragmen SOD diizeylerinin periodontitis
siddeti ile iliskilendirildigi ¢alismalarda farkli sonucglar rapor edilmistir (NA et al.,
2005, Akalin ve ark., 2005, Toklu ve ark., 2006, NA et al., 2006, Agnihotri et al.,
2009, Wei et al., 2010). NA et al. (2005) SOD seviyesinin periodontitislilerde
kontrollere kiyasla anlamli olarak yiiksek oldugunu bildirirken, Akalin FA ve ark.
(2009) yiiksek periodontal parametrelere sahip bireylerde diisiik SOD seviyesi rapor
etmislerdir.

GSH-Px, H,O,’nin H,O’ya indirgenmesinden sorumludur. GSH’1mn GSSG
haline doniistiigii reaksiyonda GSH-Px enzimiyle H,O, H,O’ya indirgenmis olur
(Giirdal ve Ademoglu 2005). Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde
olusan H,O;’nin ortamdan uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Bu goérevi antioksidan
enzimler olan GSH-Px ve KAT yerine getirir (Gutteridge et al., 1990, Imlay et al.,
1988, Winterbourn 1995). Ortamda H,O, diisiik konsantrasyonda bulundugunda
GSH-Px enzimi KAT enzimine gore daha etkili bir antioksidandir. GSH-Px
aktivitesindeki azalma, H,O, artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol a¢gmaktadir
(Urso and Clarkson 2003). Literatiirde periodontitisle iligkili olarak GSH-Px
enziminin degerlendirildigi ¢alismalar mevcuttur (Panjamurty et al., 2005, Borges
et al., 2007, Sobaniec et al., 2007, Guentsch et al., 2008, Tongug ve ark., 2011).
Panjamurty et al. (2005) periodontitisli hastalarda saglikli bireyler ile
karsilagtirildiginda GSH-Px’in de i¢inde yer aldig1 enzimatik antioksidan seviyesinin
anlamli olarak daha yiiksek oldugunu saptamistirlar. Wei PF et al. (2004) GSH-Px
miktarinin, periodontitiste sagliklilarla karsilagtirildiginda anlamli olarak daha fazla

oldugunu tespit etmislerdir. Sobaniec et al. (2007) GSH-Px seviyesinde periodontal
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hastalikli bireylerde saghklilar ile karsilastirildiginda anlamli olarak azalma
oldugunu saptamislardir.

Melatoninin fizyolojik ve farmakolojik dozda GSH-Px, SOD ve KAT enzim
aktivitesini ve gen ekspresyonunu arttirdigi ifade edilmektedir (Reiter et al., 1995,
Beyer et al., 1998, Reiter et al., 2000, Oktem ve ark., 2005). Bu nedenle
calismamizda melatoninin etki ettigi rapor edilmis antioksidan enzimlerden SOD ve
GSH-Px degerlendirildi.

Melatoninin radyasyona bagli oksidatif stresle iliskili doku hasar1 {izerine
etkisinin degerlendirildigi ¢alismalarda, melatonin uygulamasi ile doku &rneklerinde
MDA diizeylerinde azalma saptanirken, antioksidan enzim diizeylerinin arttig1 ya da
azaldig1 bildirilmistir (Ayata ve ark., 2004, Oktem ve ark., 2005).

Diabetik sicanlarda testis dokularinda melatoninin etkisinin degerlendirildigi
bir ¢aligmada, melatonin uygulanan grupta MDA seviyesinin azaldigr ancak bunun
anlamli olmadigi, GSH-Px seviyesinin degisiklik gostermedigi ancak SOD ve
KAT’1n anlamli olarak arttig1 belirtilmistir. (Armagan ve ark., 2006).

Bagka bir calismada sican hipokampus hasarinda melatonin uygulamasiyla
SOD, GSH-Px aktivitelerinin artti§i, MDA seviyelerinin ise anlamli olarak azaldig1
bildirilmistir (Kus ve ark., 2007). Siganlarda, akut/kronik melatonin uygulamalarinda
beyin dokusu Mn-SOD ve CuZn-SOD sentezi artarken bu yolla oksidatif hasara kars1
beyin dokusunun  korundugu, anne si¢ana verilen melatoninin plasentadan
gecebildigi ve fetus beyninde SOD aktivitesini arttirdig ifade edilmistir (Thomas et
al., 1998).

Cutando et al. (2007b) dis ¢ekimini takiben soket igerisine lokal melatonin
uygulamiglar ve melatoninin dis c¢ekimi sonrasi artan plazma LPO ve NO
seviyelerinin ve GSSG/GSH oraninin normal degerlere donmesinde restoratif etkisi
oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica, dental implantlarin osseointegrasyonunda topikal
melatonin uygulamasi yeni kemik formasyonunda, kemik densitesinde, implantin
temasta oldugu kemikte anlamli artisa neden olmustur (Cutando et al., 2008,
Koyama et al., 2002, Calvo-Guirado et al., 2010). Benzer bir ¢alismada topikal
melatonin uygulamasinin osseointegrasyonda yeni kemik formasyonunu anlamli

sekilde arttirdigt ve topikal melatonin uygulamasinin dental implant
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yerlestirilmesinde biomimetik ajan olarak hareket edebilecegi ileri siirtilmiistiir
(Guardia et al., 2009).

Calismamizda deneysel periodontitisin MDA diizeyini arttirdigi, antioksidan
enzimlerden SOD ve GSH-Px diizeylerinde azalmaya yol actig1 saptandi. Melatonin
uygulamasiyla deneysel periodontitiste MDA diizeylerinde anlamli azalma
belirlendi. SOD diizeylerinin melatonin uygulanan gruplarda uygulanmayanlara
kiyasla, anlaml sekilde arttig1 goriildii. GSH-Px seviyeleri, melatonin uygulanan
gruplarda istatistiksel olarak 6nemli olmasa da yiiksekti.

Bu bulgular, melatoninin hem direkt yolla ROT iizerinde siipiiriicii etki
gostererek, hem de indirekt olarak antioksidan enzim seviyesini arttirmak suretiyle
oksidatif stresi ve iligkili hasari, azaltabilecegini desteklemistir (Beyer et al., 1998,
Reiter et al., 2000, Oktem ve ark., 2005). SOD enziminin melatonin uygulanimiyla
onemli yikselisi, periodontitis varliginda melatoninin SOD sentezini Onemli
derecede arttirdig1 fikrini kuvvetlendirmektedir (Beyer et al., 1998, Reiter et al.,
2000). Ancak ek olarak deneysel periodontitiste, melatonin uygulamasinin
antioksidan enzimlerin kullanimi miktarinda farklilik olusturabilecegi de
diisiiniilmelidir.

Melatonin yiiksek lipofilik yapisi sayesinde organizmadaki hiicreler arasi
matrikse ve hiicrelerin tiim fraksiyonlarina kolaylikla ulasabilmektedir (Reiter
1993). Yapilan calismalarda beynin ¢esitli alanlarinda, kan damarlarinda,
ovaryumlarda, bagirsaklarda ve karacigerde melatonin reseptorlerinin varligi
gosterilmistir.  Melatonin pineal bezden salgilanmasini takiben dolasim yolu ile
hedef hiicrelerdeki membran reseptdrlerine baglanmaktadir (Brzezinski 1997, Yazici
ve Kose 2004).

Melatonin kana gegisinden sonra pasif diflizyonla salyaya ve daha sonra oral
kaviteye gecmektedir (Cutando et al., 2007a). Plazma melatonininin yaklasik % 70’1
albumine baglanmaktadir. Ozellikle sistemik etki acisindan yiiksek miktardaki
albumine bagli melatoninin 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bu durum
melatoninin salyaya serbest diflizyonunu azaltmaktadir (Cutando et al., 2003).

Literatiirde  serum ve salya melatonin diizeyleri ile periodontal durum
arasindaki iliskinin degerlendirildigi ve farkli sonuclarin rapor edildigi, az sayida

calismalar bulunmaktadir. Cutando et al. (2003, 2006) yaptiklar1 iki ¢alismada CPI
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(Community Periodontal Index) indeksi degerindeki artis ile plazma melatonin
diizeylerinin arttigini, salya melatonin diizeylerinin plazma degerleriyle paralel
oldugunu  rapor etmislerdir. Melatonin diizeylerinde periodontal hastaligin
ilerlemesiyle meydana gelen yiikselisin enflamatuvar siire¢ ile iligkili olabilecegine
ve melatoninin koruyucu roliine dikkat ¢ekilmistir. Farkli olarak Gomez-Moreno et
al. (2007) periodontal hastaligin varliginda salya melatonin seviyelerinin azaldigini
ve plazma melatonin seviyelerindeki degisiklikle benzerlik gdosterdigini
bildirmislerdir. Bagka bir calismada periodontal hastaligin siddeti ile salya melatonin
diizeyleri arasinda negatif iligki rapor edilmistir (Cutando et al., 2006). DOS
melatonin diizeyleri ise salya melatonin diizeylerinden oldukg¢a disiiktiir ve
periodontitis varligi ile daha da azalmaktadir (Srinath et al., 2010).

Literatiirde melatonin diizeyleri, serum/plazmanin yani sira enflamasyon
varliginda ¢esitli dokularda da degerlendirilmistir. Lardone et al. (2006) farelerde
timus, dalak ve karacigerde melatonin varligin1 degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada
ilgili dokulardaki melatonin konsantrasyonu ile oksidatif hasar siddeti arasinda ters
iligki tespit edilmistir. Bubenik et al. (1998) domuzlarda siddetli mide iilseri
varliginda kan plazma ve mide dokularinda melatonin konsantrasyonunun anlamli
olarak diisiik seviyede oldugunu rapor etmislerdir.

Calismamizda Cutando et al. (2003,2006) calismalar1 ile uyumlu olarak
deneysel periodontitiste serum melatonin diizeylerinin arttig1, ilave verilen melatonin
ile artisin belirginlestigi goriildii. Bilindigi kadartyla calismamiz  disetinde
melatonin varlig1 ve diizeylerinin belirlendigi ilk arastirmadir. Biitiin deneklerde
disetinde melatonin saptandi. Literariirde yer alan farkli dokularda yapilmis ¢alisma
bulgularina benzer olarak deneysel periodontitiste, ilave melatonine ragmen saglikli
kontrollere kiyasla diseti melatonin diizeylerinin daha diisiik oldugu belirlendi. Bu
bulgular, oksidatif stresin kontroliinde goérev alan melatoninin  doku
konsantrasyonunun lokal enflamasyonda diistiigiinii ortaya koymaktadir.

Calismamizda sicanlardan elde edilen diseti miktarinin az olmasi nedeniyle
disetinde, oksidatif stres parametrelerine iliskin bir degerlendirme yapilamadi.
Ayrica periodontitis yikim siddetine bagl oksidatif hasar artisinin doku melatonin

diizeyine olabilecek etkileri de calismamiz kapsaminda degerlendirilmedi.
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Literatiirde melatonin uygulamasi ile kiitanéz kizariklik, abdominal kramp,
basagrisi epizodlar1 (Papavasiliou et al., 1972) ates, titreme, atralji, myalji, 16kopeni
ve hepatik enzimlerin az miktarda geri doniisiimlii yiikselisi yan etkiler olarak rapor
edilmistir (Neri 1994). Calismamizda sicanlarda melatonine bagli herhangi bir yan
etki saptanmadi. Fakat 6lim nedenini tespit edemedigimiz birisi Ss digeri Ps

grubunda olmak iizere 2 adet sican kaybedildi.

97



6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizin bulgulari,

Farmakolojik dozajda melatonin uygulamasi ile periodontal yikimda
histopatolojik ve histomorfometrik olarak farklililk saptanmamasina ragmen,
melatoninin MDA seviyesini azaltmak ve antioksidan enzim seviyesini arttirmak
suretiyle oksidatif stresi ve iligkili hasar1 azaltabilecegini desteklemistir.

Melatoninin endojen olmasi, toksik olmamasi, viicut sivilarina hizli bir sekilde
difiize olmasi, tlim hiicre kompartmanlarina penetre olmasi, in vivo olarak potent
olmasi, 6zellikle yiiksek toksik etkiye sahip OH i¢in gii¢lii bir notralize edici olmasi
ve pro-oksidan olayda yer almadan antioksidan enzimleri stimule etmesi (Cutando et
al., 2006) gibi sahip oldugu 6nemli fonksiyonlar1 oral saghgin gelistirilmesinde
kullanilabilecegi fikrini akla getirmektedir.

Ozellikle periodontal hastalikta melatonin, ROT olusumuna bagli hasarin
azaltilmasi, plak mikroorganizmalarinca baskilanmig immun cevabin uyarilmasi ve
sonugta alveolar kemik kaybinin siirlandirilmasinda potansiyel bir ajan olarak
diistiniilebilir.

Bununla birlikte melatoninin etkinligine iliskin farkli  dozajlardaki
uygulamalarinin degerlendirildigi az sayida ¢alisma vardir. Dolayisiyla melatoninin

farkli dozaj uygulamalarinin degerlendirildigi ek ¢aligsmalara yapilabilir.
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OZET

Deneysel Periodontitiste Melatoninin Periodontal Kemik Yikimi ve Oksidatif

Stres Parametrelerine EtKisi

Bu c¢alismanin amaci siganlarda olusturulan deneysel periodontitiste
melatoninin, periodontal kemik yikimina, serum malondialdehit (MDA), siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim seviyelerine etkisinin
degerlendirilmesi ve disetindeki melatonin diizeylerinin saptanmasidir.

Calismada, 30 Wistar-albino cinsi, erkek sigan kullanildi. Siganlar Saglikli(S)
serum fizyolojik(s), S melatonin(m), Periodontitis(P)s ve Pm olarak 4 gruba ayrilds,
Histomorfometrik ve histopatolojik degerlendirme i¢in sigan doku &rnekleri alindi.
MDA, SOD, GSH-Px ve melatonin diizeylerini belirlemek igin serum ornekleri
toplanildi. Melatonin diizeylerini belirlemek i¢in diseti dokusu toplanilda.

Histopatolojik ve histomorfometrik olarak Ps ve Pm gruplar1 benzerdi. Ancak
PMNL yogunlugu Pm grubunda Ps grubundan daha azdi. SOD ve GSH-Px seviyeleri
P gruplarinda S gruplarma gore daha diisiik iken, MDA diizeyi S gruplarina gére P
gruplarinda daha yiiksekti. Melatonin uygulamasi MDA diizeylerinde azalmaya,
SOD ve GSH-Px diizeylerinde artisa yol acti. Diseti melatonin seviyeleri Ps
grubunda anlamli olarak diisiik belirlendi.

Calismamiz deneysel periodontitiste, melatoninin direkt ROT {izerinde
stiptiriicii  etkisi, indirekt olarak antioksidan enzim seviyesini arttirmasi ve
enflamasyonda melatonin doku konsantrasyonunun azalmasi nedeniyle, melatoninin
oksidatif stresi ve iliskili hasari, azaltabilecegini desteklemistir.

Anahtar sozcukler: Deneysel periodontitis, antioksidan enzimler, melatonin.
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ABSTRACT

The Effect of Melatonin on Periodontal Bone Destruction and Oxidative Stres
Parameters in Experimental Periodontitis

The purpose of this study was to evaluate the effect of melatonin on
periodontal bone destruction and serum malondialdehyde (MDA), superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) and determine the level of
gingiva melatonin in experimental rat periodontitis.

In the study, 30 Wistar Albino male rats were used. Rats were divided into 4
groups as Healty(S) saline solution(s), Smelatonin(m), Periodontitis(P)s and Pm. Rat
tissue samples were obtained for histomorphometric and histopathologic evaluation.
Serum samples were collected in order to determine levels of MDA, SOD, GSH-Px
and melatonin. Gingival tissues were gathered to determine the levels of melatonin.

Ps and Pm groups were similar in histopathological and histomorphometric
evaluation. However PMNL density in Pm group was lower than Ps group. While
SOD and GSH-Px levels in P groups were lower than S groups. MDA levels were
higher in P groups when compared with S groups. Melatonin was led to a decrease in
MDA levels and an increase in SOD and GSH-Px levels. Gingival melatonin levels
were determined significantly lower in Ps group.

Our study supported that melatonin by virtue of its ability to directly scavenges
ROT, indirectly stimulates antioxidant enzymes and decrease of tissue concentration
levels of melatonin in inflammation, melatonin may reduce oxidative stress and
associated damage in experimental periodontitis.

Keywords: Experimental periodontitis, antioxidant enzymes, melatonin.
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