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OZET

Hidroksitirosol (HT) esas olarak antioksidan aktiviteye sahip, hiicre koruyucu
ozellikleri ile saghiga faydali bir polifenoldiir. Antienflamatuvar ve antikanser
ozelliklere sahiptir. Endotel ve vaskiiler fonksiyonlara olumlu etkilerine ek olarak
kemik kaybin1 da azaltmaktadir. Bu nedenlerle, HT kronik hastaliklarla iliskili
molekiiler ve hiicresel degisiklikler iizerinde olumlu 6zelliktedir ve 6nleyici/tedavi edici
potansiyel bir terapotik maddedir. Bu calismanin amaci sicanlarda sistemik olarak
uygulanan HT'nin deneysel periodontitis (DP) iizerine etkilerini arastirmaktir.

Otuz iki adet sican rastgele dort gruba ayrildi; 1) periodontal olarak saglikli +
serum fizyolojik (PS-SF), 2) periodontal olarak saglikli + hidroksitirosol (PS-HT), 3)
deneysel periodontitis + serum fizyolojik (DP-SF) ve 4) deneysel periodontitis +
hidroksitirosol (DP-HT). Sigcanlarin maksiller ikinci az1 dislerine ligatiir yerlestirilmesi
ile DP indiiklenmesi sonrasinda test grubuna HT, kontrol grubuna SF gavaj yoluyla 14
giin boyunca uygulandi. Sigcanlar 15. giinde 6tenazi yapilarak ¢cene 6rnekleri elde edildi.
Ornekler biyokimyasal, histolojik, histomorfometrik ve immiinohistokimyasal olarak
analiz edildi. Serum ve doku malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) diizeyleri enzim bagli immunosorbent assay (ELISA)
ile degerlendirildi. NF-kB ligandi reseptor aktivatorii (RANKL), osteoprotegerin (OPG)
seviyeleri ve RANKL/OPG orani immiin boyama ile analiz edildi. Istatistiksel
analizlerde varyans analizi (ANOVA)-Tukey ve Kruskal Wallis-Mann Whitney U
testleri kullanildi.

Deneysel periodontitis olusturulan gruplarda periodontal olarak saglikli gruplara
gore daha fazla alveolar kemik kayb1 oldugu (p<0.05), diger taraftan DP-HT ile DP-SF
grubu arasinda anlamli farkliligin olmadigi saptandi (p>0.05). DP-HT ile DP-SF
gruplari arasinda serum ve doku MDA, SOD ve GSH-Px diizeylerinde anlamli farklilik
tespit edilmedi (p>0.05). Bunun yaninda PS-HT grubunun doku SOD seviyelerinin
PS-SF grubuna gore anlamli yiiksek oldugu belitrlendi (p<0.05). immunokimyasal
degerlendirmede, DP olusturulan gruplarin RANKL seviyelerinin ve RANKL/OPG
oraninin, PS gruplara gore anlamli daha yiiksek oldugu ve OPG seviyelerinin ise daha
diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05). HT uygulamasi yapilan PS-HT ve DP-HT
gruplarinin RANKL seviyelerinin ve RANKL/OPG oranlarinin SF uygulanmasi yapilan
PS-SF ve DP-SF gruplarina gore anlamli daha az oldugu saptandi (p<0.05).

Bu calismanin smnirlart dahilinde, sistemik HT uygulamasinin serum ve doku
MDA, SOD ve GSH-Px parametreleri iizerine etkisinin olmadigi, RANKL diizeylerini
ve RANKL/OPG oranini azalttigi bu nedenle alveolar kemik kaybimi Onleyebilecegi
diger taraftan bu durumun histomorfometrik Olciimler ile desteklenmedigi sonuclari
belirlendi.

Anahtar kelimeler: Alveolar Kemik Kaybi, Antioksidan, Deneysel Periodontitis,
Hidroksitirosol, Oksidatif Stres.
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ABSTRACT

Hydroxytyrosol (HT) is a polyphenol compound which has mainly antioxidant
activity and also possesses other cytoprotective properties with beneficial health effects.
These include anti-inflammatory, anticancer, endothelial and vascular function
improvement. In addition it has been reported that HT can decrease alveolar bone loss.
Therefore, HT has crucial effects on molecular and cellular alterations associated with
chronic diseases and becomes a potential therapeutic agent for the prevention and/or
treatment. The aim of this study was to determine the effects of systemically
administered HT on experimental periodontitis (EP) in rats.

Thirty two rats were divided randomly into four groups; 1) periodontally healthy
+ serum physiologic (PH-SP), 2) periodontally healthy + hydroxytyrosol (PH-HT), 3)
experimental periodontitis + serum physiologic (EP-SP) and 4) experimental
periodontitis + hydroxytyrosol (EP-HT). Ligatures were placed around maxillary
second molars in EP groups. After induction of EP, HT (test) and SP (control) was
administered and continued for 14 days. The animals were euthanized on 15" day and
the jaws were removed for histopathologic, histomorphometric  and
immunohistochemical analyses. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was
used to analyse serum and tissue malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase
(SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) levels. The receptor activator of NF-kB
ligand (RANKL), osteoprotegerin (OPG) levels and RANKL/OPG ratio were analysed
via immunolabeling. Analysis of variance (ANOVA)-Tukey and Kruskal Wallis- Mann
Whitney U tests were used to analyse the data.

Experimental periodontitis groups had significantly more alveolar bone loss
compared to the PH groups (p<0.05). On the other hand, the difference between the EP-
HT and the EP-SF groups did not reach significance (p>0.05). Serum and tissue MDA,
SOD and GSH-Px levels did not differ between EP-HT and EP-SF groups (p>0.05).
Beside, tissue SOD levels of PH-HT group were significantly higher than PH-SF group
(p<0.05). Immunohistochemical evaluation showed that higher RANKL levels and
RANKL/OPG ratio, and lower OPG levels in EP than PH groups (p<0.05). It was found
that RANKL levels and RANKL/OPG ratio in HT applied PH-HT and EP-HT groups
were significantly lower than SF applied PH-SF and EP-SF groups (p<0.05).

Within the limits of this study, it was determined that systemically HT
application did not effect serum and tissue MDA, SOD and GSH-Px levels. Decreased
RANKL levels and RANKL/OPG ratio in HT groups showed that systemically HT
administration might prevent alveolar bone loss, on the other hand, this result was not
supported by histomorphometric measurements.

Keywords: Alveolar Bone Loss, Antioxidant, Experimental Periodontitis,
Hydroxytyrosol, Oxidative Stres.
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1. GIRIS

Giintimiizde dis kaybinin en 6nemli nedeni olarak kabul edilen periodontal
hastalik, dis ylizeyine tutunan biyofilm ile konak savunma mekanizmasi arasindaki
dengenin bozulmasi ile karakterize periodonsiyumun enflamatuvar bir hastaligidir (1).
Saglikli periodonsiyum periodontal hastaligin gelismesi ile klinik 6zelliklerini kaybeder
ve periodontal cep, sondlamada kanama, diseti ¢cekilmesi ve atagman kaybi1 gibi bulgular
goriilmeye baslar. Bu durumun devam etmesi ile dislerde migrasyon, mobilite ve dis
kayiplar1 goriilebilmektedir (2). Biyofilm formunda bulunan plak mikroorganizmalarinin,
periodontal hastaligin en ©Onemli etkeni oldugu kabul edilmistir (3). Biyofilmin
olgunlagmasiyla beraber bakteriler, yiizey iligkili yapilar1 vasitasiyla birbirleri ile ve
farkli tiirler arasinda etkilesim kurmaya baglar. Biyofilm, bakterilerin besinleri
islemesini ve almasin kolaylastirir. Ayn1 zamanda bakterileri diger tiirlerden, konagin
savunma mekanizmasindan koruyarak daha kararli bir topluluk kurulmasina izin verir
(4,5). Dental plak, temizlenmis dislerin yiizeyinde 2-4 giin iginde olusur. Iki giin iginde
ozellikle lipopolisakkarit’ler olmak iizere bakteriye has hastalik yapici 6zellik olan
viriilans faktorleri, epitel hiicrelerinin yiizey reseptorleri ile etkilesime girer. Konagin
cesitli lokal fizyolojik savunma mekanizmalar1 doku biitiinliigiiniin korunmasinda rol
oynar. Bakteri ve iiriinlerinin, tiikiirik ve diseti olugu sivisi ile devamli yikanmasi,
birlesim epiteli ve diseti epitelinin siirekli olarak yenilenme “turn-over” ozelligi ile
bakterilerin tutunmasin1 engellemesi bu mekanizmalara ornek olarak verilebilir (6,7).
Bu asamalarda mikroorganizmalar mekanik temizligin yani sira konagin olduk¢a giiclii
antimikrobiyal savunma sistemleri ile algilanip imha edilmeye baslar. Bu
antimikrobiyal savunma sistemlerinden olan patern tanima reseptorleri (PRR)’nin
patojen ile iligkili molekiiler yapilar1 (PAMP)’leri tamimasi ile periodontal dokularda,
reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif nitrojen tiirleri (RNT), ¢esitli sitokin (interlokin-1,
interlokin-12 ve tiimor nekroz faktorii-o) ve kemokin (Interlokin-8, monosit
kemoatraktan protein-1) sentezi ve Nuclear Factor kappa B “NF-xB”’nin aktivasyonu

gerceklesir (8). Bu siirecte matriks metalloproteinaz gibi kollajen yikici enzimler de



artarak bag dokusunda 6nemli derecede yikim gerceklesir ancak heniiz alveoler kemik

kayb1 goriilmez. Ilerleyen siirecte alveoler kemik kayb1 goriilmeye baslar (9).

Giintimiizde kemik yikimi tiimor nekroz faktor (TNF) reseptor ailesinin iig¢
tiyesini iceren mekanizma ile tarif edilmektedir. Bu ii¢ iiye; NF-xB’nin reseptor
aktivatori  (RANK), NF-xB ligandi reseptor etkinlestiricisi (RANKL) ve
Osteoprotegerindir (OPG) (10). RANK-RANKL-OPG etkilesimi periodontitisle iliskili
alveoler kemik kaybinda kritik bir rol oynamaktadir. RANKL, Osteoklast prekiirsor
hiicrelerinin yiizeylerinde bulunan RANK reseptoriine baglanarak, osteoklastlarin
aktivasyonunu ve olgunlagsmasimi saglar (11). Mezenkimal hiicreler tarafindan
sentezlenen OPG ise RANKL’1n RANK reseptoriine baglanmasini engelleyen tuzak bir
molekiil olarak rol oynar. Osteoklastlarin farklilasmasini ve aktivasyonunu bloke ederek
osteoklastogenezisi engeller. RANKL, kemik rezorpsiyonunun giiclii bir uyaricisi iken,

OPG koruyucu bir molekiil olarak gorev yapar (10,12).

Canlilarin biyolojik sisteminde en onemli serbest radikaller, oksijen vasitasiyla
olusan radikallerdir. Serbest radikal, dengesiz, kisa omiirlii ve oldukga reaktiftir. Tek
sayida elektron igerdiginden dolayi stabilite elde etmek ister ve gerekli elektronu
yakalamaya calisarak diger bilesiklerle ¢abucak reaksiyon gosterir. Serbest radikal, en
yakindaki kararli molekiile saldirir ve elektronunu calar. Saldirtya ugrayan molekiil
elektronunu kaybettiginde, canli bir hiicrenin par¢alanmasina neden olabilecek bir zincir
reaksiyon basamagini baslatan bir serbest radikal haline doniisiir. Oksijen (O,), elektron
alicis1 olarak gorev yapar ve aerob canlilarin yasami igin esansiyel bir maddedir.
Memeli hiicrelerinde yasamsal faaliyetler i¢cin gerekli olan ATP iiretiminin biiyiik bir
kismi mitokondriyal elektron transport sisteminde gerceklesir. ATP, O;’in dort
elektronunun su (H,O) olusturmak iizere indirgenmesiyle elde edilir. Fakat bu siirecte
Oy’in %1-3’u tam olarak suya doniisemez ve ara iiriin olarak serbest oksijen radikalleri
ve bunlarin da ¢esitli reaksiyonlar1 sonucu reaktif oksijen tiirleri (ROT) meydana gelir

(13).

Normal fizyolojik metabolizmada viicutta siirekli olarak olusan bu serbest

radikallere ve zararli etkilerine karst1 koruyucu antioksidan mekanizmalari



bulunmaktadir. Bu antioksidan mekanizmalar ise antioksidan enzimler (siiperoksid
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon transferaz
(GSH-Tr), glutatyon rediiktaz (GSH-Red) enzimleri, vitaminler (A, E ve C vitamini) ve
organik/inorganik molekiillerdir (Glutatyon, Selenyum, Melatonin). Normal fizyolojik
sartlarda antioksidan sistem ile serbest radikaller arasinda bir denge s6z konusudur ve
bu denge ile serbest radikaller zararsiz hale gelmektedir. Bu denge oksidan tarafina
dogru bozulursa, oksidatif strese ve hasar veren olaylarin baslamasina sebep verir.
Oksidatif stres genel olarak oksidan ve antioksidan mekanizmalar arasindaki dengenin
bozulmasi olarak tanimlanir (14). Dengenin antioksidan tarafina kaydirilmas: yumusak
ve sert doku kayiplarini azaltacak ve viicuda verilen zarar1 en askari seviyede kalmasina
yardimci olacaktir. Antioksidanlarin hiicre sinyalizasyonunda onemli diizenleyiciler
oldugu ve kemik yikiminin onlenmesinde etkin rol iistlendigi giiniimiizde bilinmektedir
(14,15). Deneysel arastirmalarda proenflamatuvar sitokinlerin, antioksidan ve
antienflamatuvar 1ilaglarla diizenlenerek doku yikiminin durdurulabilecegi rapor

edilmistir (14,16).

Bir¢ok laboratuvar ve klinik ¢alismalarda yumusak ve sert doku metabolizmasi
tizerinde yeni yaklasimlar gelistirilmek amaciyla antioksidanlar, bitki oOziitleri ve
vitaminler kullamilmistir. Literatiire bakildiginda Thymoquinone, Koenzim Q, Galik
Asit, Mangiferin, Resveratrol, Verbascoside, Flavonoidler ve Melatonin gibi farkl
antioksidanlarin periodontal doku yikimi {iizerine etkilerinin incelendigi calismalar

bulunmaktadir (17-24).

Hidroksitirosol (HT) Akdeniz diyetinin zengin igerigini olusturan zeytin ve
zeytinyaginda bolca bulunan, reaktif oksijen tiirlerinin nétralize eden zincir kirict
antioksidanlardan olan fenolik bir bilesiktir. Giiniimiizde, Akdeniz diyetinin insan
saglhigina oldukca faydalar1 oldugu bilinmektedir. Akdeniz diyeti, ana yag kaynaginin
zeytinyagt oldugu bitki besinlerinden kaynagimi almaktadir. Gec¢mis c¢alismalara
bakildiginda zeytinyagindan zengin akdeniz diyetinin tiiketimi ile kanser oranlarinin,
mortalitenin azaldigl ve yasam Omriiniin uzadig: bildirilmistir. HT nin kardiyovaskiiler
saghg tesvik ettigi (25), DNA hasarin1 ve tiimor hiicre proliferasyonunu engelledigi

(26), oksidatif stresin artirdigi endotelyal disfonksiyon riskini azalttig1 (27), anti-



enflamatuar ve anti-viral 6zellikleri ile HIV enfeksiyonu Onledigi/azalttig1 gosterilmistir

(28).

Tiim bu bilgiler 15181nda HT nin periodontal hastalikta dental plagin indiikledigi
enflamasyonu azaltabilecegi ve alveolar kemik kaybmi engelleyebilecegi

varsayillmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Periodontal Hastalik

Periodontal hastalik, dis ylizeyine tutunan biyofilm ve konak savunma
mekanizmas1 arasindaki dengenin bozulmasi1 ile karakterize periodonsiyumun
enflamatuvar bir hastalifidir. Giiniimiizde dis kaybinin en énemli nedeni olarak kabul
edilmektedir (1). Periodontitis, diinya niifusunun ortalama %]11.2 oraninda
goriilmektedir ve en ¢ok goriilen kronik durumlar i¢inde 6. siraya yerlesmistir (2).
Saglikl1 periodonsiyum periodontal hastaligin gelismesi ile klinik 6zelliklerini kaybeder
ve periodontal cep, sondlamada kanama, diseti ¢ekilmesi ve atasman kaybi gibi bulgular
goriilmeye baglar. Bu durumun devam etmesi ile dislerde migrasyon, mobilite ve dis
kayiplar1 goriilebilmektedir (29). Periodontitis genetik, ¢cevresel ve diger kazanilmis risk

faktorlerinden etkilenerek olusan enflamatuvar hastaliktir (Sekil 1) (30).

Cevresel ve Kazamlmg
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Yamt Metabolizmasi isaretleri

Metalo-
proteinaz

Diger
Virulans
Faktorleri |

L}
Genetik Risk Faktorleri U

Sekil 1. Periodontal hastahigm olusumu (30).

2.2. Biyofilm ve Mikrobiyal Plak

Biyofilm formunda bulunan plak mikroorganizmalarinin, periodontal hastaligin
en onemli etkeni oldugu kabul edilmektedir. Mikrobiyal biyofilm, dis yiizeyi iizerinde
gelisen, bakteri ve salya kokenli yapiskan bir matrikse yerlesmis, kanallar ve porlar
vasitastyla birbirleri ile iletisim halinde olan mikroorganizmalarin olusturdugu
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topluluktur (3). Dis ciiriigi ve periodontal hastaliklarin temel etiyolojik ajani olan
mikrobiyal biyofilm, icgriginde bulunan mikroorganizmalar arasindaki sinerjik
etkilesim sonucunda daha organize yapilara doniisiir (1,8). Olgun dis biyofilmleri
yaklasik 700 cesitli bakteri tiiriine ev sahipligi yapmaktadir (31). Agiz ici bakterilerin
kolonizasyonu dokunun tiiriine, kolonize oldugu bdlgeye ve maruz kaldigi dis
kuvvetlere bagh olarak degisebilmektedir. Diseti sulkusu ve komsu diseti papilla arasi
“interdental col” bolgesi bakterilerin rahat bir sekilde cogalabilecegi alanlardir.
Biyofilm ilk olarak oncii organizmalar ile olugsmakta ve bu ilk kolonize olan tiirleri,
biyofilmin yapisini degistirecek diger tiirler izlemektedir. Agiz florasinin bir pargasi
olan bu ilk kolonize bakteri tiirlerine ©rnek olarak Streptococcus, Veillonella,
Prevotella, Neisseria ve Actinomyces verilebilir (32,33). Biyofilmin olgunlagsmasiyla
beraber bakteriler, ylizey iliskili yapilar1 vasitasiyla birbirleri ile ve farkli tiirler arasinda
etkilesim kurmaya baglar. Biyofilm, bakterilerin besinleri islemesini ve almasini
kolaylastirir.  Ayni  zamanda bakterileri diger tiirlerden, konagin savunma

mekanizmasindan koruyarak daha kararl bir topluluk kurulmasina izin verir (4,5).

2.3. Antimikrobiyal Savunma

Biyofilm formundaki plak, dis ve epitel yiizeyleri ile siirekli etkilesim
halindedir. Dental plak, temizlenmis dislerin yilizeyinde 2-4 giin i¢inde olusur.
Supragingival birikimi subgingival plak birikimi takip eder. Iki giin icinde 6zellikle
lipopolisakkaritler olmak iizere bakteriye has hastalik yapici 6zellik olan viriilans
faktorleri, epitel hiicrelerinin yiizey reseptorleri ile etkilesime girer. Bakteriler dis
biyofilminden siirekli olarak yayilir ve cogunlukla herhangi bir konak yaniti ortaya
cikmadan yok edilir. Saglikli periodontal dokulara sahip kisilerde onemli bir bakteri
saldiris1 ve doku yikimi gozlenmemektedir. Konagin cesitli lokal fizyolojik savunma
mekanizmalart doku biitiinliigiiniin korunmasinda rol oynar. Bakteri ve iiriinlerinin
tilkiiriik ve diseti olugu sivisi ile devamli yikanmasi, birlesim epiteli ve diseti epitelinin
siirekli olarak yenilenme “turn-over” ozelligi ile bakterilerin tutunmasini engellemesi bu
mekanizmalara Ornek olarak verilebilir (6,7). Vaskiiler gecirgenligin ve eksuda
formunda diseti olugu sivis1 (DOS) artisi, 16kositlerin migrasyonu goriildiigii bu siirece

“Baslangi¢ lezyonu™ adi verilir. Epitel alti bag dokusuna enflamatuvar tablo etkilenimi



%5-10 arasindadir. Devaminda bakteri ve {riinleri diseti bag dokusuna dogru

ilerleyebilir (9).

Plak birikiminin baslamasindan 4-7 giin sonra “erken lezyon” siireci baslar.
Birlesim epiteli ve diseti olugunda 16kosit sayis1 artar ve bolgeye komsu bag dokusunda
lenfosit birikimi olur. Birlesim epiteli altinda bag dokusu bolgesinde fibroblastlarda
degisim goriiliir ve perivaskiiler kollajen yikimi artar. Klinik olarak 6dem ve eritem
goriiliir. Enflamasyondan etkilenmis diseti bag dokusu alami yaklasik olarak %15 dir.
Bu alandaki bag dokusunda kollajen hasart %70’lere kadar ulasir (9). Plak birikimini
takiben 14-21 giin sonra erken lezyon ‘“yerlesmis lezyon” haline doniisiir. Bu
asamalarda mikroorganizmalar mekanik temizligin yami sira konagin oldukca giiclii
antimikrobiyal savunma sistemleri ile algilanip imha edilmeye baslar. Bu sistemlere
ornek olarak tiikiiriikte bulunan peptitler (histatinler, katelisidinler vs.), epitel hiicreleri,
notrofiller (34) ve patern tanima reseptorleri “pattern recognition receptor” (PRR)
verilebilir (7). Patern tanima reseptorleri mikroorganizmalar {izerinde bulunan patojen
ile iligskili molekiiler yapilar1 “pathogen-associated molecular pattern” (PAMP)
tanimaktadir. Patern tamima reseptorlerinin  PAMP'leri tamimasi ile periodontal
dokularda reaktif oksijen tiirleri (ROT), reaktif nitrojen tiirleri (RNS) , ¢esitli sitokin
(interlokin-1, interlokin-12 ve tiimor nekroz faktorii-o) ve kemokin (Interlokin-8,
monosit kemoatraktan protein-1, vb.) sentezi ve “Nuclear Factor kappa B” (NF-kB)’ nin
aktivasyonu gerceklesir (8). Bu siiregte matriks metalloproteinaz gibi kollajen yikici
enzimler de artarak bag dokusunda Onemli derecede yikim gerceklesir ancak heniiz
alveoler kemik kayb1 goriilmez. Birlesim epitelinin cep epiteline doniismeye basladigi
ve “ilerlemis lezyon” olarak adlandirilan bu durumda ise alveoler kemik kayb1 goriiliir

(9) (Sekil 2).
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Sekil 2. Periodontal hastahgm ilerleyisi (MCS).



2.4. Alveolar Kemik Yikim

Disglerin destegi olan alveoler kemigin kaybi, periodontal hastalikta oldukca
onemlidir ve periodontal hastaligin belirleyici bir 6zelligidir. Bu yiizden periodontitisin

tedavisi i¢in alveol kemik yikim mekanizmasinin anlagilmasi gerekmektedir.

Bir¢cok enflamatuvar yolak kemik yikimina neden olabilmektedir (11).
Makrofajlar, spesifik bagisikligi harekete gecirilmesi icin antijenleri isleme ve sunmaya
ek olarak, kemik rezorpsiyonunu indiikleyen sitokinleri ve enzimleri de {iretir.
Giintimiizde ise kemik yikimi tiimor nekroz faktdr (TNF) reseptor ailesinin ii¢ iiyesini
iceren mekanizma ile tarif edilmektedir. Bu ii¢ iiye; “receptor activator of NF-kB”
NF-«B’nin reseptor aktivatorii (RANK), “RANK ligand” RANK ligand1 (RANKL) ve
Osteoprotegerindir (OPG) (10). RANKL, normal kemik metabolizmasinda osteoblastlar
tarafindan iretilir iken enflamatuvar siirecte T lenfositleri iceren immiin sistem
hiicreleri tarafindan da iiretilmektedir. Buna ilave olarak RANKL ekspresyonu
paratiroid hormonu, D3 vitamini ve interlokin-11 gibi diger kemik metabolizma
modiilatorleri tarafindan da diizenlenir (10). RANKL’in preosteoklast hiicreleri
yiizeyinde bulunan RANK reseptorii ile baglanmasi1 sonucu, N-terminal kinaz aktive
olur. Devaminda NF-kB'nin aktive olmasi ile osteoklastlarin farklilasmasi gerceklesir.

Osteoklastlarin farklilagsmasi ile kemik yikimi siireci baslamaktadir (11).

Osteoprotegerin  ise mezenkimal hiicreler tarafindan sentezlenmektedir.
Coziinebilir bir TNF reseptor ailesine ait bir protein olan OPG, RANKL’in RANK
reseptoriine baglanmasini engelleyen tuzak bir molekiil olarak rol oynar. Osteoklastlarin
farklilasmasin1 ve aktivasyonunu bloke ederek osteoklastogenezisi engeller (Sekil 3)
(11). RANKL, kemik rezorpsiyonunun giiclii bir uyaricis1 iken, OPG koruyucu bir
molekiil olarak gorev yapar. Kemik yapim-yikim dengesinde RANK-RANKL-OPG
etkilesimi 6nemli olmaktadir. Periodontal hastaliklarda, RANKL ve OPG diizeylerinin
belirlenmesi kemik rezorbsiyonunun degerlendirilmesinde ve hastaliklarin teshisinde

belirte¢ olarak rol oynar (8,10).
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Sekil 3. RANK-RANKL-OPG etkilesimin sematik gosterimi (11).

2.5. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirleri ilk olarak ondokuzuncu yiizyilda Gomberg tarafindan
organik serbest radikalleri teorisi ile ortaya atildi. Serbest radikalin canli sisteminde
olabilecegi teorisi gelisti. Gerschman ve arkadaslar1 (1954), oksijenin zararl etkilerinin
serbest oksijen radikallerinden kaynakli oldugu ilk kez bildirdi. Harman 1956 yilinda
yaslanmaya serbest radikallerin etki ettigini soyledi. Yaslanma teorisinden 13 yil sonra,
1969 yilinda McCord ve Fridovich 6nemli bir serbest radikal olan siiperoksit anyonuna
kars1 ilk savunma enzimi olan siiperoksit dismutazi tanitti ve bdylece yeni bir arastirma
alanini baglatti. Britton 1978 yilinda hiicresel olarak yapilan mitokondriyal solunumun,
reaktif oksijen tiirlerinin liretmesindeki roliinii belirtti. Halliwell ve Gutteridge, 1989
yilinda, reaktif oksijen tiirlerinin hem serbest radikalleri hem de radikal olmayan oksijen
tiirevlerini icerdigini bildirmis, ilave olarak antioksidanlari ilk kez tanimlamiglardir.
Sen, 1995 yilinda oksidatif stresi tantmlamis ve bir¢ok arastirmaci ¢esitli patofizyolojik
duruma etki eden serbest radikalleri ve reaktif oksijen tiirlerinin roliinii belirleyip

kaydetmislerdir (35).



2.5.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Bir kimyasal tiir olarak kabul edilen serbest radikaller, yoriingesindeki bir veya
daha fazla eslesmemis (ortaklanmamais) elektrona sahip, bagimsiz olarak var olabilen bir
atom veya molekiil olarak tanimlanabilir. Serbest radikal dengesiz, kisa Omiirlii ve
oldukga reaktiftir. Tek sayida elektron icerdiginden dolay: stabil hale gelmek ister ve
gerekli elektronu yakalamaya c¢alisarak diger bilesiklerle ¢abucak reaksiyon gosterir.
Genellikle serbest radikal en yakindaki kararli molekiile saldirir ve elektronunu calar.
Saldiriya ugrayan molekiil elektronunu kaybettiginde, canli bir hiicrenin parcalanmasina
neden olabilecek bir zincir reaksiyon basamagini baslatan bir serbest radikal haline
doniistir. Serbest radikaller pozitif yiikli (katyon), negatif yiiklii (anyon) veya

elektriksel olarak nétral olabilirler (35).

Serbest radikaller olusumunu su sekilde 6zetleyebiliriz:

A. Normal molekiil veya atomlarda elektron paylasildiginda kovalent bagin
boliinmesi ile: Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik kirilma
“homolytic cleavage” sonrasi her bir parcada ortak elektronlardan biri kalir
(I) veya iki parcada da eslesmemis elektronlara sahip olurlar (IT).

D X:Y->X+Y"
IHDX: Y ->X+Y

B. Biyolojik sistemde serbest radikallerin iiretilmesinde 6nemli bir kaynak olan
“elektron transferi” ile:

I) Oksidasyon reaksiyonu: Normal bir molekiildeki tek bir elektron
kaybiyla
X—e+X"

II) indirgeme reaksiyonu: Normal bir molekiile tek bir elektron ilavesi ile
olusmaktadir.
Y+e —->Y~

Biyolojik sistemdeki en 6nemli serbest radikaller oksijenin radikal tiirevleridir.
Enerjiyi serbestlestirmek ve ksenobiyotikleri detoksifiye etmek icin c¢esitli maddelerin
aktariminda (transferinde) oksijen gereklidir. Bu islemler sirasinda oksijen, terminal

elektron alicis1 olarak gorev yapar ve nihayetinde daha kararli bilesik olan suya
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doniigiir. Solunum zincirinin sitokrom oksidaz sistemi vasitasiyla bir O, molekiiliiniin
indirgenmesi i¢in 4 elektron gerekir. Bu durum oksijenin suya transvalent indirgenmesi
olarak bilinir. Ancak, bir¢ok reaksiyon bu indirgenmelerin tek bir elektrona ihtiyaci olan
bir dizi tamamlanmamis univalent indirgenme seklinde gerceklesmesine izin verir. Bu
tip indirgemeler sonucu Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) olarak bilinen bir dizi reaktif
radikal ve radikal olmayan iiriinlerin ortaya ¢ikmasina neden olur (35). Solunum
zincirinin bir O, molekiiliinii indirgemesi asamalar1 asagidaki formiillerle gosterilmistir:

1) O,+e” — O, (Siiperoksit Serbest Radikal Anyonu)

2) 20, " — H,0O, (Hidrojen Peroksit) + O,

3) H,O,+H"+e — OH" (Hidroksil Serbest Radikali) + H,O

4) OH'+H" +e — H,0O

4e+4H

, — ——>2H.0
Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistemi

Transvalent indirgemesi

Reaktif oksijen tiirleri endojen ve ekzojen kaynaklidir. Ekzojen kaynaklar; 1s1,
travma, ultrason, ultraviyole 1sin1, ozon, sigara, egzoz dumani, radyasyon, enfeksiyon,
asirt egzersiz ve terapotik ilaglardir. Endojen kaynaklari ise; mitokondrial elektron
tasima sistemlerinden, konak¢i savunma hiicreleri (fagositler) ve bag dokusu

hiicrelerinin (osteoklastlar ve fibroblastlar) fonksiyonlart sonucu olusan iiriinleridir.

2.5.2. Oksidatif Stres ve Doku Hasar1

Periodontal doku yikimi, mikroorganizmalar ve bu mikroorganizmalarin iirettigi
triilnler ile konak yamti arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklanmaktadir.
Periodontal yikimda proteolitik enzimler (6rn. notrofil elastaz) ve inhibitorleri (6rn. o;-
anti-tripsin) ve aymi zamanda reaktif oksijen tiirleri (ROT) ile antioksidan sistem

arasindaki homeostatik dengenin bozulmasi 6nemli rol oynamaktadir (14).

Normal fizyolojik siirecte ROT aktivitesi ile antioksidan savunma kapasitesi
arasinda dinamik bir denge vardir. Bu denge antioksidan savunmasinda bir azalma ya da
ROT iiretiminde bir artis ile ROT lehine degisebilir ve dokulara zarar veren oksidatif

stres olusur. Hiicre basina insan viicudunda giinde 1 milyar ile 3 milyar arasinda reaktif
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tiir tiretildigi tahmin edilmektedir. Bu durum antioksidan savunma sistemlerinin insan

sagligina olan 6nemini de ortaya koymaktadir (14,36).

Oksidatif stresin hiicre diizeyindeki etkileri hiicre adaptasyonu, hiicre hasar1 ve

hiicre 6liimii ile agiklanmaktadir:

Hiicre adaptasyonu, savunma sistemlerinin diizenlenmesiyle hiicre uyumunu
saglar. Uyum sonrasi hiicre hasara karsi tamamen korunabilir, hiicre bir 6lciide hasara
kars1 koyabilir ancak tamamen korunamaz veya hiicre asirt miktarda korunur, boylece
yiiksek seviyedeki oksidatif strese karsi daha direncli bir yap1 izlenir. Hiicre hasarinda
hiicrenin lipid, DNA, protein ve karbonhidrat vb. yapilar1 oksidatif hasardan etkilenir.
Oksidatif hasar adaptasyon sirasinda da olusabilir. Ancak hasarin tamami oksidatif
strese bagh degildir. Bu durum oksidatif stresle iliskili iyon seviyelerinini artisindan
(6rn. Ca*?) veya proteazlarin aktivasyonundan kaynaklanabilir. Oksidatif hasar goren
hiicre yapilar1 tamir edilerek veya hasar goren molekiiller degistirilerek iyilestirilebilir.
Hiicreler kalic1 oksidatif hasarla idame edilebilir veya hiicrede DNA gibi 6nemli yapilar

hasar gdrmiigse hiicrede apoptosiz veya nekroz ile hiicre oliimii gerceklesebilir (37).

Radikaller savunma mekanizmalarinin kapasitesini asarlarsa hiicrelerin protein,

DNA ve lipit gibi 6nemli bilesenlerinde hasara neden olurlar.

2.5.2.1. Protein Hasar1

Reaktif oksijen tiirleri ile protein hasarinin biyolojisi son derece karmasiktir ve
cok iyi anlasilamamistir. Dean ve ark. (38) yaptiklar1 ¢alismalarda bazi oksitlenmis
proteinlerin hiicreler tarafindan kétii bir sekilde islendigini, bu nedenle yaslanmada ve
diyabet gibi kronik kosullarda biriktiklerini bildirmislerdir. Bu tiir birikimlerin etkileri,
tersinir veya geri dondiiriilemez islevsel inaktivasyona ve proteazlara olan duyarliligin

artmasina neden olabilir (39).

Radikal saldiris1 proteinlerin C=C baglarim etkileyerek karbon merkezli radikal

intermediyatlart olusturur. Bu f{iriinler proteinlerle etkilesime girerek yapilarinda
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katlanmalar meydana getirip protein yap: ve fonksiyonunu bozarlar. Reaktif oksijen
tiirlerinin proteinlere olan etkisi (38) asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

* Proteinlerde geri doniisiimlii / geri doniisiimsiiz katlanma veya agilmalar,

* Protein pargalanmasi ve polimerizasyon reaksiyonu,

* Modifiye proteinlerin proteinazlar tarafindan yikilmasi,

* Protein bagh radikal olusumu veya protein bagli ROT olusumu,

* Karbonil bilesikler gibi stabil son iiriinlerin olusmasi goriilebilir.

2.5.2.2. DNA Hasar

Hidroksil ve peroksinitrit radikalleri DNA yapisinda ug¢ kiriklarina, baz c¢iftleri
mutasyonlarina (piirin ve pirimidin mutasyonlar1) neden olmaktadir. Guaninin 8-
hidroksiguanine c¢evrilmesi etki etmektedir. Ayrica DNA iceriginde kayiplarin
olmasina, yer degistirmelere, yirtilmalara ve sekans amplifikasyonlarina sebep olarak

zarar verebilmektedir (40).

2.5.2.3. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, serbest radikal tiirlerinin en onemli reaksiyonlarindan
biridir. Hidroksil ve peroksinitrit radikalleri lipit peroksidasyonu gerceklestirebilir.
Halliwell (39) peroksidasyon reaksiyonunu baslangi¢, yayilma ve yok etme olarak 3 ana

baslik altinda toplamistir.

Hidroksil veya peroksinitrit lipit membranindaki yag asidinin yan zincirine atak
yaparak (baslangic), bir hidrojeni uzaklastirip karbon merkezli (L) bir radikal olusturur.
Bu radikal diizenlenerek konjuge dien veya baska bir yag asidi yan zinciri radikali ile
birleserek kovalent bag olusturabilir. Sonucta ¢apraz baglar olusarak membran yap1 ve
fonksiyonu bozulur. Fakat yan zincir radikali genellikle oksijenle birleserek lipit
peroksil radikalini (LOQO") olusturur. Bu radikalde bir bagka yag asidi yan zincirine atak
yaparak karbon merkezli radikal veya lipit hidroperoksit (LOOH) radikali olusumuna
(yayilma) neden olur. Bu sekilde yayilan reaksiyonla olusan yiizlerce lipit hidroperoksit

birikimi membran fonksiyonunu bozarak hiicre yikimina (yok etme) sebep olur.
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Lipit peroksidasyonu ile konjuge dienler, lipit peroksitleri, aldehitler (6rn:
malondialdehit), acrolein, izoprostanlar (6rn: arasidonik asitten F2-izoprostanlar),
noroprostanlar (6rn: F4-izoprostanlar) ve kararsiz hidrokarbonlar (6rn: pentan, etan)

olusur (37).

Malondialdehid

Yag asitlerinin oksidasyonu reaktif bir radikal tarafindan yag asitlerinin metilen
gruplarindan bir hidrojen atomunun koparilmasi ile baslamaktadir. Karbon merkezli
radikal olusmasi ve daha sonra molekiiler oksijenin baglanmasi ile lipit hidroperoksitleri
meydana gelir. Lipit hidroperoksitleri, lipit peroksidasyonunun erken asamasini
olusfurur. Lipit hidroperoksitlerinin yikimi ile biyoaktif aldehitler olusur. Baslica
aldehidler ise malondialdehit (MDA) ve hidroksialkenaller (6rn. 4-OH-nonenal)’dir. Bu
bilesikler ya hiicrelerde metabolize edilir, ya da diffiize olarak diger hiicrelerde hasar

yaratir (41).

Malondialdehit ucucu formda, diisik molekiil agirlikli, kisa zincirli 1,3-
dikarbonil bilesigi olup orta derecede zayif bir asittir (pKa = 4.46) (42). Malondialdehit,
malonaldehit olarak da adlandirilir ve yillar boyunca lipid peroksidasyonunda dikkat
odag1 olmustur. Ciinkii tiobarbitiirik asit (TBA) tayini icin yaygin olarak serbest MDA
Olciimii ile yapilmistir. Malondialdehit’in canlilardaki potansiyel toksisitesi ve
olusturdugu immiin cevap iyi bilinmektedir. Cogunlukla bisiklik endoperoksitler
vasitasiyla linolenik, arasidonik ve dokosaheksaenoik asitler gibi 2 c¢ift bagdan daha

(13

fazlasini iceren “polyunsaturated fatty acid”, “coklu doymamis yag asitleri” (PUFA) nin
peroksidasyonu sonucu ortaya cikar. Bazen de eikozanoid metabolizmasi sirasinda

enzimatik olarak olusturulur (41,43).

Malondialdehit ayrica DNA bazlariyla reaksiyona girer ve mutajenik lezyonlara
neden olabilir. Guanin (G), MDA tarafindan tercih edilen bir hedeftir. Eger E. Coli
tarafindan eksprese edilen MDA ile DNA, isleme tabi tutulursa, mutasyon sikliginda
yaklasik on kat artis gozlenir. Guanin — Timin (T) transversiyonu, Adenin (A) - G

transisyonu ve Sitozin (C) — T transisyonu baskin olur ancak bazi frameshift “cerceve
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kayma mutasyonu” ve delesyonlar da meydana gelir. Bu tarz DNA’lar insan
hiicrelerinde mutajenik kabul edilir ve biiyiik insersiyon ve delesyonlara neden olur

(41).

Aerobik bir ortam varliginda metabolizma reaksiyonlar1 sirasinda dis etkenlere
baghh olarak meydana gelen oksijen kaynakli radikaller, lipoproteinlerde ve hiicre
zarinda bulunan lipitlerde oksidasyona neden olmaktadir. Lipit hidroperoksitleri ile
nihai yikim iiriinii olan diisiik molekiil agirlikli MDA, lipit peroksidasyonunun bir

gostergesi olarak kabul edilmektedir (41,44).

2.5.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar ve serbest radikaller, yasamin tamamina niifuz etmekte ve redoks
biyolojisi alanini olusturmaktadir. Serbest radikaller ile antioksidanlar arasinda bir
denge mevcuttur. Antioksidanlar, serbest radikal seviyelerini diisiik tutma goérevini
yapar ve ¢ok fazla zarar vermeden faydali biyolojik islevlerin yerine getirilmesine izin

verir (45).

Antioksidan, diisiik konsantrasyonlarda okside edilebilir bir substrat ile
karsilagildiginda, bu substratin oksidasyonunun Onemli Olgiide geciktirilmesi veya
inhibe edilmesi sekilde tanimlanabilir. Bu tanimdan da anlasilacag {izere,
antioksidanlarin fizyolojik rolii, serbest radikal iceren kimyasal reaksiyonlar sonucu
olusabilecek hiicresel bilesen hasarlarini onlemektir (46). Antioksidan sistem hasar
oncesi radikal olusumunu Onler, oksidatif hasar1 onarir, hasara ugramis molekiilleri
temizler ve mutasyonlart onler. Insan viicudunun antioksidan savunma sistemleri
karmasiktir ve cesitli sekillerde siiflandirilmaktadir. Son siniflama; fonksiyonlarina,
hiicredeki yerlerine, koruduklar yapiya, ¢oziinebilirligine ve kaynagina gore yapilmistir

(Tablo 1, 2) (14).
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Tablo 1. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi.

a) Siipiiriicii Antioksidanlar

b) Zincir Kiric1 Antioksidanlar

Enzimler: Siiperoksit dismutaz (1, 2 ve 3), katalaz, glutatyon
peroksidaz, DNA tamir enzimleri.
Metal iyonlarim ayiranlar: Albumin, laktoferrin, transferrin,
seruloplazmin, hemopeksin, carotenoidler, glutatyon peroksidaz,
iirik asit, polifenolik flavenoidler

Askorbat (vitamin C), karotenoidler (retinol-vitamin A), urik asit,
a-tokoferol (vitamin E), polifenoller (flavenoid), bilirubin,
albiimin, ubiquinon, indirgenmis glutatyon peroksidaz

a) Hiicre ici

b) Hiicre Dis1

¢) Membranla iliskili

Stiperoksit dismutaz (1-2), katalaz, glutatyon peroksidaz,
indirgenmis glutatyon, ubiquinon (indirgenmis form)

Stperoksit dismutaz (3), selenyum-glutatyon peroksidaz,
indirgenmis glutatyon, laktoferrin, transferrin, seruloplazmin,
albiimin, askorbat, karotenoidler, iirik asit,

o-tokoferol

a) DNA Koruyucu

b) Protein Koruyucu

¢) Lipid Koruyucu

Stiperoksit dismutaz enzimleri 1 ve 2, glutatyon peroksidaz, DNA
tamir enzimleri (poli (ADP-riboz) polimeraz)), indirgenmis
glutatyon, sistein

Koruyucu antioksidanlar ile metal gecisinin sokestrasyonu,
antioksidan enzimler

o-tokoferol (vitamin E), askorbat (vitamin C), karotenoidler
(retinol - vitamin A), indirgenmis ubiquinone, indirgenmis
glutatyon, glutatyon peroksidaz, bilirubin

a) Suda Coziinebilen

b) Yagda Coziinebilen

Haptoglobin, seriiloplazmin, albiimin, askorbat, iirik asit,
indirgenmis glutatyon, polifenolik flavonoidler

o-tokoferol, karotenoidler, bilirubin, quinonlar (indirgenmis
ubiquinon)

a) Diyetle Alinabilen Ekzojenler

b) Viicut Tarafindan
Sentezlenen Endojenler

Karotenoidler, askorbik asit, tokoferoller, folik asit, sistein

Katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon-s
transferaz, indirgenmis glutatyon, seruloplasmin, transferrin,
ferritin

Siipiiriicti, “Scavenging” antioksidanlar (Tablo 1) siiperoksit ve hidrojen

peroksitin  uzaklastirilmasini

ve metal iyonlarinin ayrilmasimi saglar. Fenton

reaksiyonunun gerceklesmesini ve bu reaksiyon sonucunda olusacak hidroksil

radikalinin aciga cikmasini engelleyerek fonksiyon goriir. Zincir kirici antioksidanlar
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esas fonksiyonlarim hiicre dis1 sivilarda gosterirler. Yagda ¢oziinebilen antioksidanlar
hiicre membranimi lipit peroksidasyonuna karst korurlar. Suda ¢o6ziinebilen

antioksidanlar ise hiicre dis1 s1vilarda etkinliklerini gosterir (47).

Bununla birlikte bir¢ok antioksidanin iki hatta bazilarinin iiclii fonksiyonu
oldugu belirlenmistir. Ornegin, askorbat zincir kirict 6zelligi ile koruyucu bir
antioksidandir. Okside formu olan a-tokoferolii (vitamin E), koruyucu 6zelligi ile metal
iyonlarin1 baglayabilir (48). Benzer sekilde, hiicre i¢i enzimlerden bazilar (siiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz) koruyucu antioksidanlar olarak gorev alir

(49,50).

Bir antioksidanin etkinligi bulundugu yere (hiicre igi/hiicre disi/membrana
bagli), ROT ataginin dogasina, beraber etki gosterdigi antioksidan tiiriine (51) ve PH,

oksijen basinci gibi ¢evresel kosullara baghdir.

2.5.3.1. Siiperoksit Dismiitaz

Oksijen varhiginda yasayan tiim hiicreler SOD icermektedir. Hem
sitozolerinde, hem de mitokondrilerde bulunan SOD  siiperoksit radikallerini
etkisizlestirerek hiicreleri superoksit radikalinin zararli etkilerinden korur. Siiperoksit
Dismiitaz yliksek derecede reaktif siiperoksit anyonun O,'ye ve daha az reaktif madde
olan H,O,'ye bozunmasini katalize eden antioksidan bir enzimdir. Peroksit, katalaz
(CAT) veya glutatyon peroksidaz (GSH Px) reaksiyonlart ile yikilabilir. Reaktif
siiperoksit anyonun O, ve H,0O,'ye doniistiiriilmesi asagidaki formiilde 6zetlenmistir

(52):

SOD
0,” +0;,” + 2H" —— H,0, + O,

Insanlarda sitozolik (Cu/Zn-SOD), mitokondriyal (Mn-SOD) ve hiicre dist
(EC-SOD) olmak iizere ii¢ farkli formda SOD bulunmaktadir. SOD reaksiyon hizlarinin
cok yiiksek oldugu aktif alanlarda gecis metali iyonunun basarili bir sekilde
oksidasyonu ve indirgemesi ile O,'1 yok eder. Siiperoksit dismutaz’in her formu azid

ve floriir gibi tek yiiklii anyonlar1 baglar; ancak Fe-, Mn™ veya Cu/Zn-SOD'lara karsi
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duyarhiliklarinda belirgin farklar vardir. Sitozolik-SOD, N3, CN ve F tarafindan
yarigsmali olarak inhibe edilebilirler (52).

Mitokondriyal-SOD, siiperoksit’in iki asamali dismutasyonu sirasinda Mn (III)
'ten Mn (II)' ye ve Mn (III) 'e doniistiigli bir dongiide alt birim basina bir manganez
atomu iceren bir homotetredir (96 kDa). Mitokondrideki solunum zinciri oksijen
radikallerinin ana kaynagidir. Mn-SOD sitokinler vasitasiyla bu solunum zincirini

biiyiik oranda indiiklettigi ve depresyona ugrattig1 gosterilmistir (52).

Sitozolik -SOD (SOD-1) ise diger bir enzim formudur. Bu enzimlerin yaklasik
32 kDa'lik iki ayni alt birime sahip olmalarina ragmen monomerik yapi olarak da
Escherichia coli'de agir protein konsantrasyonunda bulunabilir. Her alt birimi, histamin
kalintis1 ile kopriilenmis bir bakir ve bir ¢inko atomu tarafindan olusturulmus aktif alan
metal kiimesini igerir. Cu/Zn-SOD'nin antioksidan savunmanin ilk hattinda 6énemli bir
rol oynadigina inanilmaktadir. 25 ppm Cu ve 100 ppm Zn ile takviye edilmis siitle
beslenen buzagilarda daha giiclii bagisiklik yaniti ve daha yiiksek bir SOD aktivitesi
goriilmiistir. SOD ile ilgili giincel raporlarda, Mn-SOD'un yasam icin vazgecilmez

oldugunu buna kargin Cu/Zn-SOD'un gerekli olmadigi ortaya koyulmustur.

Hiicre dis1 siiperoksit dismutaz (EC-SOD) tetramerik, bakir ve cinko iceren
glikoproteindir. Heparin ve heparan siilfat gibi bazi glikozaminoglikanlar icin yiiksek
afiniteye sahiptir. Plazma, lenf ve sinoviyal s1vidaki SOD aktivitesinin ¢cogunu olusturan
hiicre dis1-SOD dokularinin interstisyel bosluklarinda ve hiicre dis1 sivilarinda bulunur.
Hiicre dis1-SOD, substratlar veya diger oksidanlar tarafindan indiiklenmez. Memeli
dokulardaki hiicre dis1-SOD’nin diizenlenmesi oksidanlara olan bireysel hiicre cevabina

gore degil sitokinler tarafindan koordine edilerek gerceklestirilmektedir (52).

2.5.3.2. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), yapisinda dort 6zdes selenyum (Se) alt birimi
icerir ve her birimde enzim aktivitesi i¢cin gerekli olan tek bir seleno-sistein (Sec)

kalintis1 igerir. GSH-Px (80 kDa), hidroperoksitlerin glutatyon (GSH) kullanilarak
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indirgenmesini katalize eder. Bdylece memeli hiicrelerinin oksidatif hasara karsi
korunmasi saglanir. Glutatyon metabolizmasi en O©nemli antioksidatif savunma
mekanizmalarindan biridir. Hidroperoksitlerin GSH kullanilarak indirgenmesi asagida

formiilize edilmistir:

ROOH + 2GSH —%> ROH + GSSG + H,0

Memelilerde bes tane GSH-Px izoenzimi vardir. Bu enzimler viicudun her
bolgesinde bulunur ama her izoformun seviyesi doku tiiriine bagl olarak degismektedir.
Sitozolik (¢cGSH-Px) ve mitokondriyal glutatyon peroksidaz (GSH-Px1) glutatinin
yapisini olusturan yag asidi hidroperoksitlerini ve H,O,'yi indirger. GSH-Px1 ve
fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PHGSH-Px/GSH-Px4) cogu dokuda
bulunmaktadir. GSH-Px4 hem sitozol hem de membran fraksiyonunda bulunur.
PHGSH-Px, peroksitlenmis membranlarda ve oksitlenmis lipoproteinlerde iiretilen
fosfolipid hidroperoksitleri, yag asidi hidroperoksitlerini ve kolesterol hidroperoksitleri
direkt olarak indirgeyebilir. GSH-Px1 agirlikli olarak eritrositlerde, bobreklerde ve
karacigerde bulunmaktadir. GSH-Px4 bobrek epitel hiicrelerinde ve testislerde yiiksek
oranda eksprese edilmektedir. Sitozolik GSH-Px2/GSH-Px-G1 ve ekstraseliiler
GSH-Px3/GSH-Px-P, gastrointestinal sistem ve bobrek haricinde c¢ogu dokuda az
oranda tespit edilmistir. Son zamanlarda fare epididimisinde spesifik olarak
selenyumdan bagimsiz olarak eksprese edilmis yeni bir iiye GSH-Px5 tanimlanmistir

(52).

Glutatyon peroksidaz zar fosfolipitlerinden fosfolipaz A2 tarafindan salinan lipit
hidroperoksitlere etki etmektedir. Fagositik hiicrelerde 6nemli bir fonksiyonu vardir.
Solunum patlamas1 sirasinda serbest radikal hasar1 sonucu fagositik hiicrelerin zarar
gormesini engeller. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit birikmesine ve
hiicre hasarina neden olur. GSH-Px, lipit peroksidasyonunun baslamasini 6nler ve lipit
peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasin1 saglamakta ve

diizenlemektedir (41).
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2.6. Periodontal Hastalikta Reaktif Oksijen Tiirleri ve Antioksidanlar

Kronik enflamatuvar kosullarin genellikle artan oksidatif stres ile iligkili oldugu
distiniilmektedir. Notrofilleri iceren fagositler, fagositoz sirasinda oksidatif stres
olusmast nedeniyle hastalik patogenezinde rol oynadig: diisiiniilmektedir. Baslangicta,
ROT’nin dogrudan mikrop oldiiriicii oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak son c¢alismalarda,
ROT’nin esas rollerinin, sitoplazmik graniiller kaynakli vakiiollerden salinan enzimler
sayesinde, Oldiirme ve sindirim i¢in uygun bir ¢evreyi saglamasi oldugu belirtilmistir

(53).

Periodontitis ve saglikli durumda izole edilen nétrofillerin ROT aracili olarak
hiicre veya hiicre dis1 matris bilesenlerine hasarini arastiran herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Ancak kanitlar periodontitiste notrofillerin ROT {iretimi acisindan

hiperaktif bir fenotip sergiledigini ortaya koymaktadir (14).

Reaktif oksijen tiirlerinin periodontal hastalikta kemik rezorpsiyonu iizerindeki
etkileri arastirllmamis olsa da siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi bazi ROT’lerin
osteoklastlart aktive ettigi (54,55) ve osteoklast olusumunu tesvik ettigi gosterilmistir
(56). Ilave olarak, osteoklastlar kemik ara yiiziinde ROT iirettigi ve boylece resorpsiyon
siirecinde daha dogrudan rol oynayabilecegi belirtilmistir (57,58). Hidroksil
radikallerinin ve daha az orandaki hidrojen peroksitlerinin alveolar kemik

proteoglikanlarini in vitro ortamda bozabildigi gézlenmistir (59).

Reaktif oksijen tiirlerinin bag dokusuna dogrudan etkisi cesitli enflamatuvar
hastaliklarda incelenmistir (60,61). Ayrica, periodontal hastalikta bag dokularinin
kollajen ve kolajendz olmayan yapilarina etkisi de arastirilmistir (62). Reaktif oksijen
tiirlerinin diseti hiicreleri ve bag dokusu bilesenleri iizerine etkisini, in vivo notrofil
kaynakli ROT {iretimini taklit eden in vitro ortamlar olusturularak da inceleyen

caligmalar mevcuttur (63).

Reaktif oksijen tiirlerinin ekstraseliiler matrikse olan etkisine de degerlendirilmis
ve domuz disetinden elde edilen proteoglikanlar1 ayristirdigr gosterilmistir (63).

Moseley ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismalarda, bir dizi ROT'nin
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periodonsiyumun yumusak ve kalsifiye dokularinda bulunan glikozaminoglikanlar
(GAG) ve proteoglikanlar iizerindeki etkilerini arastirdi. Bu ¢alismalarin sonucunda
GAG’lerin  hidroksil zincir yapilarinin radikali varliginda cesitli derecelerde
depolimerizasyona ve kalinti modifikasyonuna ugradig: bildirilmistir (64,65). Ek olarak,
alveolar kemigin kondroitin siilfat proteoglikanlarinin, hem c¢ekirdek proteinlerini hem
de GAG zincirlerini bozan hidroksil radikali hasarina kars1 6zellikle duyarli olduklari

gosterilmistir (59).

In vitro ¢aligmalarda ROT'nin, tip I kollajen iizerinde cesitli etkilere sahip
oldugu gosterilmistir (60,66). Kollajen yapisindaki yiiksek oranda bulunan
prolin/hidroksiprolin kismi ROT hasarina 6zellikle duyarlidir. Siiperoksit anyonlar1 ve
hidroksil radikalleri, hidroksiprolin iceren peptitleri serbest birakarak, kollajeni prolin
ve hidroksiprolin kalmtilarin1  kiiciikk peptitlere aymrirlar  (67). Kollajenin diger
proteinlere benzer sekilde malondialdehit gibi lipit peroksidasyon iirtinleri ile etkilesime
girebilecegi gosterilmistir (68). Normal sartlar altinda hiicrelerin hareketinin kontrolii ve
bag dokusu hiicrelerinin fonksiyonu icin kollajen ve ekstraseliiler matriksin diger
bilesenleri ¢cok onemlidir (69). Bu etkilesim ile ROT tarafindan dolayli olarak fibroblast
adhezyon, proliferasyon ve hiicre Omrii gibi fonksiyonlarn1 6nemli oOlciide

degistirilebilecegi bildirilmistir (70).

Periodontal dokulardaki ROT ile modifiye albiimin, nétrofillerin hastalik
bolgesine akinini artirabilir. Hastalikli diseti olugu sivisinda ve dokulardaki
metalloproteinazlar ve bunlarin doku inhibitorleri arasindaki dengesizlik, matris
metalloproteinazlarin (MMP) doku inhibitoriiniin dogrudan hasar vermesine neden
olabilir (71-73). Bu hasarin periodonsiyum hiicrelerinde ROT nin sebep olabilecegi etki
ile MMP’ler ve bunlarin doku inhibitorlerinin ekspresyonunda meydana gelebilecek

degisikliklerden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (74-76).

Periodontitis hastalarindaki dis eti dokusu oOrneklerinde mitokondriyal DNA
delesyonlart bulunmustur. Oksidatif hasardan kaynaklanan bu mitokondriyal DNA
delesyonlar1 yaslanmayla ve ¢esitli kronik hastaliklarla iligkili oldugu bilinmektedir

(77). Dahas1 bu hasarin elektron tasimada gorevli proteinlerin ekspresyonunu azaltip
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oksidatif stresin daha da artmasina sebep olarak hiicreyi Oliime gotiirebilecegi

belirtilmistir (78).

2.6.1. Malondialdehit ve Periodontal Hastalik

Literatiirde yayinlanan ¢alismalara bakildiginda, ROT nin lipitle reaksiyonlari
sonucu ortaya ¢ikan belirteclere odaklanilmistir. Genel olarak lipit peroksidasyonun ii¢
ana belirteci, tiyobarbitiirik asit reaktif madde (TBAR), malondialdehit (MDA) ve
izoprostanlardir. Izoprostanlar mevcut en iyi belirtec olarak kabul edilmistir (79,80).
Bugiine kadar sadece TBAR ve malondialdehit kronik periodontitiste arastirilmistir
(81,82). Literatiir incelendiginde kronik periodontitisli hastalarda, periodontal saglikli
kontrollere gore daha yiiksek seviyede lipit peroksidasyonu goriildiigii bildirilmistir. Bu
caligmalarda TBAR sistemik olarak plazmada, eritrositlerde (82) ve lokal olarak da
doku homojenatlarinda tespit edilmistir (51,81,82). Periodontitisli hastalarin DOS ve
tikriik MDA seviyelerinin saglikli kontrollere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(37.81).

Sicanlarda ligatiir ile olusturulan periodontitis modeli ¢alismalarinda MDA
seviyeleri degerlendirilmistir. Bu caligmalar diger calismalar1 destekler nitelikte olup
sicanlarin serumunda (83) ve dis eti 6rneklerinde (84,85) kontrol grubuna kiyasla daha
fazla lipit peroksidasyonu oldugu goriilmiistiir. Ilging bir sekilde, ligatiirden
kaynaklanan enflamasyonun gelisimi ve goriilen malondialdehitin artigi nitrik oksit
sentaz inhibitoriiniin (aminoguanidin) (84) indiiklenmesiyle veya siiperoksit anyonlari
ortadan kaldiran bir siiperoksit dismutaz kullanimiyla onemli Ol¢iide azaltilabildigi
goriilmiistiir (85). Periodontitis hastalarinda baslangic periodontal tedavi sonrasi
iyilesmeyen alanlarda TBAR miktari, bu bolgelerden alinan dis eti olugu sivist IL-1b
miktari ile iliskili bulunmustur (81). flave olarak basarili bir periodontal tedaviden sonra

tiikkiiriik ve disi olugu s1vist MDA seviyelerinin azaldig bildirilmistir (86).

2.6.2. Siiperoksid Dismutaz ve Periodontal Hastalhik

Tiim aerobik hiicrelerde bulunan oldukca 6nemli olan SOD enzimi, canli

dokulara fazla zarar verme potansiyeli olan siiperoksit radikalini etkisizlestirerek
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hiicreleri radikallerin zararli etkilerinden korur. Kan damarlari, kalp, akcigerler,
bobrekler ve plasenta dahil olmak iizere bir¢ok dokuya, heparine ve tip I kollajene
yiiksek diizeyde baglanabilen siiperoksit dismutaz ekspresyonunun artirilmasi ile
stiperoksidin zararli etkilerinin azatilabilecegi ve bu durumun bir tedavi stratejisi
olabilecegi diisiiniilmektedir (87). Ekstraseliiler siiperoksit dismutaz aktivitesinin
olmamasi, ateroskleroz, hipertansiyon, koroner arter hastaligi ve diyabetik vaskiilopati

gibi bir takim hastaliklarin ilerlemesinde rol oynayabilecegi bildirilmistir (88).

Periodontoloji literatiirlinde SOD ile ilgili yayinlanan bir¢cok calisma mevcuttur.
Deneysel Periodontitis olusturulan sicanlarda yapilan bir caligmada ligatiir kaynakl
enflamasyon varliginda MDA seviyesinin artisinin siiperoksit dismutaz kullanilmasiyla
onemli Olciide azaltilabildigi belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada SOD’nin myeloperoksidaz
aktivitesini ve kemik kayiplarim da azalttigi tespit edilmistir (85). Sobaniec ve ark.
sicanlarda DP olusturdugu bir ¢calismada SOD, glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
glutatyon rediiktaz enzimlerinin az oldugu grupta lipit peroksidasyon belirteci olan
serum MDA diizeylerinin yiikseldigini rapor etmislerdir (83). Diger bir calismada
Akalin ve ark. 26 periodontitisli ve 16 periodontal olarak saglikli toplam 42 hastanin
bag dokusu ve dis eti SOD diizeylerini incelemislerdir. Periodontitisli hastalarda SOD
seviyelerinin saglikli bireylere gore ¢ok daha fazla oldugu bildirilmistir (89). Farkli
olarak Ellis ve ark. 44 kiside yaptig1 bir ¢alismada periodontal cep derinliginin artis
gosterdigi bolgelerde katalaz ve SOD seviyelerinin azaldigini bildirmislerdir (90).

2.6.3. Glutatyon Peroksidaz ve Periodontal Hastalik

Glutatyon (GSH) metabolizmast en Onemli antioksidatif savunma
mekanizmalarindan biridir. Serbest radikal hasar1 sonucu fagositik hiicrelerinin zarar
gormesini engeller. Glutatyon peroksidaz aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit
birikimine ve hiicre hasarina neden olur. GSH-Px, lipit peroksidasyonunu onler ve lipit
peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasini diizenler (41).
Bakteriyel {iriinler, viral proteinler, sitokinler, biiyiime faktorleri ve oksidatif stres gibi
etkenlerle aktif olan NF-xB ve aktive edici protein 1 (AP-1) gibi redoks duyarl

transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Bu aktivasyon enflamasyonda onemli genlerin

23



transkripsiyonlar1 ile doku remodelasyonunu, hiicre proliferasyonu, apoptozis ve tamir
mekanizmalarin1 diizenler (91). Reseptor sinyal yolaklari, redoks dengesindeki lokal
degisiklikler ile kontrol edilir (92-94). Bu dengede GSH ve GSH-Px enziminin varligi
oldukca ©Onemlidir. Glutatyon, okside (GSSG) ve indirgenmis (GSH) formlarinda
bulunabilir. Redox dengesinde GSH/GSSG orani da rol sahibidir. Glutatyon peroksidaz

ise bu oram diizenler (92,95).

Deneysel periodontitis olusturulan sicanlarda serum GSH-Px, SOD diizeylerinin
diisik oldugu durumlarda serum MDA diizeylerinin yiikseldigi bildirilmistir.
Sobaniec’in sicanlarda yaptigi DP calismasinda serum SOD, GSH-Px, glutatyon
rediiktaz enzimlerinin az oldugu test grubunda lipid peroksidasyonunu gosteren serum
MDA seviyesinin yiikseldigi tespit edilmistir (83). Wei ve ark. DOS GSH-Px ve
laktoferrin seviyelerinin periodontitis hastalarinda artis gosterdigini bildirmislerdir
(96,97). Ancak farkli olarak Huang ve ark. periodontitis hastalarinda DOS GSH-Px
diizeyinin cep derinligi ve atasman kaybi ile negatif bir iliski gosterdigini ve tedaviden

sonra ise GSH-Px diizeylerinin artis gosterdigini tespit etmislerdir (98).

Yapilan birgok laboratuvar ve klinik arastirmada yumusak ve sert doku
metabolizmasi iizerinde yeni yaklagimlar gelistirmek amaciyla antioksidan 6zelligi olan
tahil iirtinleri, sebzeler, baharatlar, cesitli otlar, bitki 6ziitleri ve vitaminler kullanilmistir
(99). Akdeniz diyetinin zengin icerigini olusturan zeytin ve zeytinyaginda bolca

bulunan HT bunlardan bir tanesidir.

2.7. Hidroksitirosol

Giliniimiizde, Akdeniz diyetinin insan sagligina olduk¢a faydalar1 oldugu
bilinmektedir. Akdeniz diyeti baslangi¢ olarak, 1960'l1 yillarda Akdeniz Havzasindaki
zeytin yetistirme bolgelerinin diyeti olarak tanimlanmistir. Akdeniz diyeti, ana yag

kaynaginin zeytinyagi oldugu bitki besinlerinden kaynagini almaktadir (100).

Hidroksitirosol (HT), Akdeniz diyetinin ana yag kaynagi olan zeytin ve

zeytinyaginda dogal olarak bulunan (3,4-dihidroksifenil etanol) oleuropein
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hidrolizinden olusan fenolik bir bilesiktir (101). Hidroksitirosol asil olarak
oleuropeinaglikon ve elenolik asitten olugmaktadir. Bu bilesikler de kaynagini zeytin
tiriinlerinden 6zellikle zeytinyagindan almaktadir. Hidroksitirozol molekiil agirlig
154.16 ve erime noktasi 55°C olan beyaz bir tozdur. Suda ve diisiik molekiil agirlikli
alkoller gibi polar organik coziiciilerde kolayca coziinebilmektedir (100). Zeytin
agacinin meyvesinde ve yapraginda, zeytinyaginda ve kirmizi sarapta ¢ok miktarda

bulunan HT amfipatik 6zellige sahiptir (100,102,103).

2.7.1. Hidroksitirosol’iin Emilimi ve Biyoyararlanim

Biyoyararlanim terimi bir maddenin hem emilimi hem de lokal metabolik
doniisiimii goz Oniinde bulundurarak oral yoldan verildikten sonra sistemik dolasima

ulasan oranini belirtmek i¢in kullanilmaktadir (100).

Visioli ve ark. (104) zeytinyaginda farkli fenolik miktarlarin alinmasi ile insan
idrarindaki HT arasinda yiiksek korelasyon tespit edilmistir. Mir6-Casas ve ark. (105)
bir hafta boyunca diyetle zeytin yagi alinmasi sonrast HT emilimini arastirmis ve
giinliik 25ml zeytin yag1 kullaniminin HT ihtiyacin1 % 121.1 oraninda tamamlandigini
tespit etmislerdir. Emilen HT miktarin1 belirlemek icin farkli teknikler kullanilarak
yapilan arastirmalarda yagda yaklastk %99, sulu c¢ozeltide yaklasik %75, feces
iceriginde yaklasik %3 civarinda emiliminin gerceklestigi belirtilmektedir (106).

2.7.2. Hidroksitirosol ve Toksisite

Toksisite; kimyasal veya fiziksel bir etkenin neden oldugu biyolojik zarar veya

dokuya zarar verme kapasitesi anlamindadir (107).

Aunon-Calles ve ark. (107) HT yi 13 hafta boyunca giinliik 5mg/kg, S0mg/kg ve
500mg/kg dozlarinda sicanlara gavaj yoluyla uygulamislar ve HT nin toksikolojik
etkilerini degerlendirilmistir. Aymi c¢alismada sicanlarin klinik bulgulari, idrak
kabiliyeti, lokomotor aktivitesi, gida tiikketimi, viicut agirligi, hematolojisi, klinik
biyokimyasi, patolojisi, organ agirliklart ve mikroskopik bulgulari incelenmistir. Sonug

olarak toksikoloji ile iligkili herhangi bir durum tespit edilmemistir (107). Diger taraftan
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HT’nin yiiksek doz kullanimi ile uzun dénemde olusturabilecek etkileri ile ilgili bilgi

sinirlidir (100).

2.7.3. Hidroksitirosol ve Etki Mekanizmasi

Hidroksitirosol, oksidasyon reaksiyonlarinin artmasindan sorumlu peroksil
radikallerini notralize eden zincir kirict antioksidan fenol bilesigidir. Fenol bilesikler
organik molekiillerin oksidasyonunu onleme veya geciktirme oOzelliklerine sahiptir
(108). Fenoller bu o6zelligini, molekiiler yapis1 igeriginde bulunan bir Hidrojen
atomunun protonunu ROO" zinciri tasiyan radikallerin elektronlarina aktararak
gerceklestirmektedir (108). Fenoller anti-enflamatuvar etkilerini ise siklooksigenaz ve
lipoksigenaz enzim inhibisyonu yaparak ve ilave olarak nétrofil, mast hiicreleri ve
makrofajlar gibi immiin hiicrelerin enzimlerini engelleyerek gostermektedir (109).
Fenolik bilesikler “Non Steroidal Anti-inflammatory Drugs”, “Steroid Olmayan Anti-
enflamatuvar Ilaglar” NSAID'lere benzer bir mekanizma gosterir ve pro-enflamatuvar
sitokinlerin aktivitesini ve gen ekspresyonunu inhibe eder. Ayrica fenollerin
enflamasyon ve antioksidan yolaklarinda NF-kB ve Nuclear Factor Erythroid-related

Factor 2 (Nrf-2) gibi transkripsiyon faktorlerini diizenledigi bildirilmistir (110,111).

2.7.4. Hidroksitirosol ve Enflamatuvar Hastaliklar

Hidroksitirosol’in antienflamatuvar ve antioksidan etkileri ile akut ve kronik
pek c¢ok hastaliga karsi yararli ve koruyucu oOzelliklerinin oldugu bildirilmistir.
Hidroksitirosol kardiovaskiiler sagligi artirdigi (25), endotelyal disfonksiyon riskini
azalttig1 (27), DNA hasarini ve tiimor hiicre proliferasyonunu engelledigi (26), romatoid
artrit hastaliginda 6demi ve doku yikimini azalttigi (112), diyabetli ratlarda noroprotetik

etkiye sahip oldugu (99) rapor edilmistir.

Zeytinyagim ihtiva eden Akdeniz diyetinin on planda oldugu bolgelerde diisiik
mortalite ve morbidite oldugu tespit edilmistir. Bu durumu agiklamak amaciyla fenolik
bilesikler iizerinde arastirmalar yapilmistir (113). Ilgili arastirmalarda, iki izole bilesik
olan oleuropein ve hidroksitirosol 6zel ilgi alan1 olmustur Bu bilesikler, ateroskleroz

gelisiminde rol alan diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonu, trombosit
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agregasyonu ve diger faktorlerin inhibisyonu gibi anti-enflamatuvar ve anti-aterojenik
ozellik gostermektedir (114). Bu bilesiklerden biri olan HT nin kardiyovaskiiler saglik

tizerine etkilerinin oldugu tespit edilmistir (25).

Reaktif oksijen tiirleri ateroskleroz gelisimine katkida bulunan endotel
disfonksiyonunda kritik rol oynamaktadir. Oksidatif stresle indiiklenen endotel
disfonksiyonu, aterosklerotik lezyonlarin gelismesine neden olmaktadir (27,115).
Damar duvarmin yapiskanligin artmasi, dolasimdaki bagisiklik hiicrelerinin lokal
infiltrasyonu i¢in mitkkemmel bir ¢evre saglar ve bu da kronik enflamasyona neden olur
(116). Bu nedenle, ROT seviyelerinin direkt olarak azaltilmasi ve/veya anti-oksidan
sistemin uyarilmasi ile ateroskleroz gelisimi Onlenebilmektedir. Hidroksitirosol’iin
endotel hiicrelerdeki anti-oksidan savunma sistemini pozitif olarak diizenledigi ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin Onlenmesinde rol oynadigi gostermistir. Yapilan bir
hayvan ¢alismasinda domuz pulmoner arter endotel hiicrelerinde H,O, varliginda HT
uygulamasinin hiicre i¢i ROT diizeyi artisina engel oldugu belirlenmistir (117). Bir
baska calismada HT’nin hiperlipidemik tavsanlardaki aortik lezyonlarin antioksidan
sistem tizerindeki etkileri incelenmis ve HT ile desteklenen gruplar kontrol gruplar ile
karsilastirlldiginda aort intimal tabakasinda aterosklerotik lezyonlarin boyutunun

azaldig tespit edilmistir (118).

Fenoller kanser hiicre sinyallerinin kanser hiicre dongiisiiniin ve enzimatik
aktivitelerinin diizenlemesi gibi cesitli ozelliklere sahiptir. Zeytin ve zeytin iiriinlerinde
bulunan yiiksek fenol konsantrasyonlari, bircok kronik hastalik riskini azaltmak igin
kullanilmaktadir. Ozellikle, sizma zeytinyag: tiiketiminin kanser riskini azalttig1 insan
epidemiyolojik c¢alismalar1 ile desteklenmektedir. Bu faydalar fenolik bilesiklere
atfedilebilmektedir (119,120). Gii¢lii antioksidan, antiaterojenik, antitromboz ve
antienflamatuvar etki gosteren HT zeytinyaginin ana fenolik bilesenlerinden biridir
(121). HT farkli genotoksik molekiiller tarafindan indiiklenen DNA hasarin1 6nlemekte,
tiimorlerin hiicre dizilerinde ¢ogalmasini baskilamakta ve apoptozunu indiiklemektedir.
Boylelikle kanser hiicresi olusumunun hem baglatilmasint hem de ilerlemesini inhibe

edebilmektedir (26,122).
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Sicanlarda yapilan bir calismada HT’nin romatoid artrit hastaliginda 6demi,
doku yikimini, nitrik oksit sentezini ve kemik yikimini azaltmasiyla yararli oldugu
belirlenmistir (112). Boylece HT nin romatoid artrit tedavisinde yararli olabilecegi,
sadece kronik iltithaplanmada degil aym1 zamanda akut iltihaplanma siireclerinde de
onemli etkiye sahip olabilecegi bildirilmistir (112). Baska bir hayvan deneyinde HT nin
diyabetli ratlarda noronlarin korunmasinda olumlu etkiye sahip oldugu goézlenmistir

(99).

In vivo hayvan ¢aligmalari degerlendirildiginde HT nin giiclii antienflamatuvar
etkileri goriilmektedir. Fare ayagi tabaninda 6dem olusturulan bir ¢alismada arasidonik
asiti prostaglandine ceviren COX1 ve COX2’nin HT ile indiiklendigi goriilmiistiir
(123). Yapilan calismalarda HT nin giiclii antienflamatuvar etkili ajan olabilecegi
bildirilmis ayrica NO iiretimini, proenflamatuvar sitokinlerin (IL-1a, IL-1B, 1L-6, IL-
12, TNF-a) ve prostaglandin E2 iiretimini de diislirdiigii bildirilmistir (124).
Hidroksitirosol’iin antiproliferatif, antioksidan ve antiinflamatuvar etkilerini inceleyen
baska calismada IL-6 seviyesini diisiirdiigii, antioksidan sistemi aktive ettigi ve yag
olusumundaki enzimlerin inhibisyonuyla antiproliferatif etki gosterdigi gozlenmistir

(125).

2.7.5. Hidroksitirosol ve Periodontal Hastalik

Son yillarda gida iiretimi ve ila¢ sanayisinde dogal antioksidan madde ihtiva
eden besinlerin kullammindaki artis ile birlikte zeytin, zeytin yapragi ve zeytin
irtinlerinin saglhik {izerindeki olumlu etkileri fark edilmis ve bu alanda caligsmalar
gittikce artmustir (100). Yapilan ¢alismalara gore, zeytinyaginin en fazla koruyucu yag
asidi oranina sahip oldugu ve meme kanserinde etkili olabilecegi bildirilmistir (126).

Zeytin yag tiiketimiyle, hipertansiyon insidansinin azaldig goriilmiistiir (127).

Zeytinde bulunan fenolik bilesiklerin (tirosol, hidroksitirosol, oleuropein,
hidroksitirosol asetat, 3-4-dihidroksifeniletanol-elenolik asit dialdehit,
3-4- dihidroksifeniletanol-elenolik asit) meme, mide, kolon, yumurtalik gibi kanser

hiicreleri iizerinde inhibe edici etkisinin oldugu bildirilmistir (128,129). Zeytinde
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bulunan bas]ica fenolik yapilardan bazilarinin gii¢lii antioksidan ve serbest radikalleri
inhibe edici oOzelliklerinin oldugu tespit edilmistir (103). Zeytinyagindaki fenolik
bilesiklerin farmokolojik aktivitelerin kanserde, kalp damar hastaliklarinda ve

Alzheimer hastaliginda faydali olabilecegi bildirilmistir (130).

Zeytin yagimin 6nemli ana fenolik bilesiklerinden biri olan HT’nin, yapilan
preklinik caligmalarda pek cok hastaliga karsi yararli ve koruyucu o6zellikleri oldugu
bulunmus ve rapor edilmistir. Hidroksitirosol kardiovaskiiler, kanser, AIDS e karsi

bioavantajlarinin oldugu gosteren calismalar da mevcuttur (121).

In vivo hayvan calismalar1 degerlendirildiginde HT nin periodonsiyum iizerine
olan etkisinin tavsanlar {izerinde arastirildigr tespit edilmistir. Bu calismada
kardiyovaskiiler hastaliklar ile periodontal hastalik iliskisi goz oniinde bulundurulmus
ve HT uygulamasinin antienflamatuvar etkisi degerlendirilmistir. Bu caligmada
tavsanlar 80 giin boyunca doymus yag acisindan zengin bir diyet ile beslenerek
ateroskleroz gelistirilmistir. Aterosklerotik tavsanlarin diseti mukozasinda kontrollere
kiyasla daha yiiksek fibrozis ve endotelyal aktivasyon oldugu goriilmiis ve HT
uygulamast ile endotelyal aktivasyonun ve fibrozisin azaldigi rapor edilmistir (131).
Periodontal saghg degerlendiren diger bir caligmada, yasi ileri sicanlara sizma
zeytinyagi diyeti uygulanmasi ile alveoler kemik yikiminin azaltilabilecegi bildirilmistir

(132).

Periodontal yikimda reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan sistem arasindaki
homeostatik denge oldukca onemlidir (14). Periodontal dokularda oksidatif stresin
olusmasiyla artan yumusak ve sert doku yikimi antioksidan sistem ile
dengelenmektedir. Zeytinyaginin ana fenolik bileseni ve etkili bir antioksidan olan
HT’nin kronik enflamatuvar hastaliklarin  gelisiminde koruyucu rolii oldugu
bildirilmistir. Bu c¢alismada HT uygulamasi ile periodontal hastalik gelisiminde
oksidatif stresin diizenlenebilecegi, alveolar kemik kaybinin ve enflamasyon
bulgularinin azaltilabilecegi varsayilmaktadir. Bilgilerimiz dahilinde HT nin kronik

enflamatuvar bir hastalik olan periodontal hastalik gelisimindeki rolii aragtirilmamistir.
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Tiim bu bilgiler 15181nda, bu ¢alismanin amaci1 DP olusturulan sicanlarda sistemik HT
uygulamasinin;
1. Alveolar kemik yikimina olan etkisinin histopatolojik, histomorfometrik ve
immiinohistokimyasal olarak incelenmesi,
2.Digeti ve serum MDA, SOD ve GSH-Px enzim diizeylerine olan etkisinin

degerlendirilmesidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma icin Abant Izzet Baysal Universitesi (AIBU) Deney Hayvanlar1 Etik

Kurulu’'ndan onay alind1 (Karar numarasi: 2016/41).

3.1. Deney Hayvanlar1 ve Bakim Kosullari

Bu arastirmada kullamilan sicanlar Ankara Kobay Deney Hayvanlar
Laboratuvari’ndan temin edildi. 200-300 gram agirliga sahip, 10-12 haftalik 32 adet
erkek Albino Wistar sican kullamldi. Tiim hayvanlar AIBU Deney Hayvanlar
Uygulama ve Arastirma Merkezin’de (DEHAM), 12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde,
uygun sabit 1s1 (200C + 4OC) ve nemli (%60-70) ortamda, 8’li gruplar halinde plastik

tabanl tel kafeslerde barindirildi, adlibitum besin ve su ile beslenmeleri saglandi.

Periodontitis modeli olusturabilmek amaciyla tiim si¢anlarin iist ¢ene ikinci azi
dislerinin servikalleri etrafina aym giin subgingival olarak 3/0 ipek siitur” (ligatiir)
yerlestirildi. Ertesi giin baslanarak takip eden 14 giin boyunca gavaj uygulandi.
Onbesinci giin uygun anestezi protokolii ile sicanlar kardiyak kan alinarak sakrifiye

edildi. Sicanlarin iist ¢eneleri yumusak dokular diseke edilerek alindi.

3.2. Calisma Gruplarinin Belirlenmesi

Calismaya dahil edilen 32 adet sican randomize olarak 4 gruba ayrildi.
1) Periodontal olarak saglikli + serum fizyolojik (PS-SF), 2) Periodontal olarak saglikli
+ hidroksitirosol (PS-HT), 3) Deneysel periodontitis + serum fizyolojik (DP-SF) ve 4)
Deneysel periodontitis + hidroksitirosol (DP-HT). Sonrasinda HT ve SF uygulamalari
gavaj yolu ile gerceklestirildi.

* Dogsan cerrahi ipek siitur, Lot No:048110, 20mm 3/8 keskin 75 cm.
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Arastirmadaki ¢alisma gruplart Sekil 4’de 6zetlendi.

| 32 Albino Wistar Erkek Sigan |

Randomizasyon
Periodontal Periodontal Deneysel Deneysel
Olarak Saghkh Olarak Saghkh Periodontitis Periodontitis
Serum Hidroksitirosol Serum Hidroksitirosol
Fizyolojik (n=8) (n=8) Fizyolojik (n=8) (n=8)
PS-SF PS-HT DP-SF DP-HT

l

l

l

l

Gavaj uygL}'la.mam ) Gavaj uygulamasi Gavaj uygulamasi Gavaj uygulamasi
Serum fizyolojik (8F) ile  Hidroksitirosol (HT)ile  Serum fizyolojik (SF)ile Hidroksitirosol (HT) ile

Sekil 4. Deney Hayvanlarinin Randomizasyonu

3.3. Deneysel Periodontitis Olusturulmasi ve Calisma Protokolii

Deneysel Periodontitis modeli olusturmak icin sicanlara 90mg/kg ketamine,
10mg/kg xylazine intramuskuler olarak uygulanarak sicanlar anestezi altina alindi.
Anestezi derinligi sicanlarin pupil refleksi, ayak refleksi ve kas tonusu degerlendirilerek
teyid edildi. Her sican icin sag ve sol iist 2. az1 dislerinin servikalleri etrafina 3.0 ipek
siitur bir miktar subgingival olacak sekilde yerlestirilerek DP modeli indiiklendi
(Fotograf 1) (133).

Fotograf 1. Deneysel periodontitis modeli.

Siiturlar 14 giin boyunca bolgede tutuldu ve 3 kez anestezi uygulanmasi

olmaksizin kontrol edildi. Ligatiirlerin baglanmasin takiben hemen ertesi giin oral gavaj
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uygulamalarina baslandi. Test gruplarindaki sicanlara giinde bir defa sabah saatlerinde
olmak iizere 14 giin boyunca gavaj yoluyla HT verildi. Sicanlara gavaj uygulanirken
HT’nin lokal etkileri de diisiiniilerek gavaj enjektorii ¢ekilirken agiz icerisine bir miktar
daha HT verildi. Kontrol gruplarina test gruplarina yapilan aym prosediirler uygulandi.
Aym sartlarin olusturulmasi amaciyla gavaj enjektorii ¢ekilirken SF agiz igerisine az

miktar da olsa verildi.

HT’nin Hazirlanmasi ve Doz Ayarlanmasi:

Saflik oram1 >85% olan (Fotograf 3) HT nin ¢cOziilmesi, seyreltilmesi ve
dozunun ayarlamas1 onceki calismalar géz 6niinde bulundurularak belirlendi (112,134).
Test gruplarina uygulanacak olan HT soliisyonu 1.4 ml %?2’lik metanolde c¢ozdiiriilerek
ve 70ml serum fizyolojik (SF) ile seyreltilerek hazirlandi. Kontrol gruplarina
uygulanacak olan soliisyon benzer metanol oranini icermesi amaciyla 70 ml SF ile 1.4

ml %?2’lik metanol ile karigtirilarak hazirland1 (Fotograf 2,3).

European Food Safety Authority HT nin kullanilmasi gereken fizyolojik alt
simirin 5 mg/kg oldugunu bildirmistir (100). Literatiir incelendiginde HT nin herhangi
bir toksik reaksiyon olmaksizin giinde 10 mg/kg dozunda uygulanmasinin daha etkili
oldugu tespit edildi (135). Bu bilgiler dogrultusunda bu ¢alismada HT, her sicana giinde
10 mg/kg dozunda olacak sekilde her uygulamada toplam 4ml olarak uygulandi.

cat# #971 00 |
g ! ”"s%ﬁ_&, 1541

Fotograf 2. Hidroksitirosol. Fotograf 3. HT/SF hazir formlari.

"LGC, Cas No:10597-60-1, Hydroxy Tyrosol (>85% saflik), Toronto Ontario, Canada.
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Siganlar siitur baglanmasi sonrasi 15. giinde kardiyak kanlar1 alinarak sakrifiye
edildi. Ust cene kafatasindan ayrildiktan sonra karbon separe ile ikiye ayrildi. Ikiye
ayrilmis cene Ornekleri yazi tura atilarak randomize bir sekilde biyokimyasal ve
histolojik degerlendirme i¢in secildi. Biyokimyasal degerlendirme i¢in segilen yarim
cenelerin siitur ¢evresindeki 3mm dis eti dokusu (136) alindi. Alinan doku 6rnekleri
“phosphate buffered saline” (PBS)® ile fikse edildi ve incelenmek iizere biyokimya
laboratuvarina gonderildi. Histolojik inceleme i¢in secilen yarim ¢ene Ornekleri ise
%10’luk notral formaldehit soliisyonunda fikse edilerek incelenmek iizere histoloji

laboratuvarina gonderildi. Calisma protokolii Sekil. 5°de 6zetlendi.

* 32 Adet siganin randomize bir gekilde gruplara ayrilmasi
* Sag ve sol st ikinci azi1 diglerin servikallerine 3/0 ipek
Baslanglg siitur yerlestiri]mesi

*PS-SF ve DP-SF gruplarma 10mg/kg/giin SF’nin gavaj
yoluyla verilmesi

*PS-HT ve DP-HT gruplarina 10mg/kg/giin HT nin gavaj
yoluyla verilmesi

* 5., 8 ve 11. giin uygulanan siiturlarin kontrol edilmesi
* Gavaj uygulamasimn devam edilmesi

* Siganlarin sakrifiye edilmesi
* Cene Orneklerinin alinmasi
* Serum 6rneklerinin alinmasi

D e N N

Sekil 5. Deney Asamalari

¥ Panbiotech, P04-31500, 500ml, Germany.
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3.4. Biyokimyasal Degerlendirme

Biyokimyasal degerlendirmeler Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi

Biyokimya Anabilim Dalinda gerceklestirildi.
3.4.1. Serum ve Diseti Orneklemeleri

3.4.1.1. Serum Orneklerinin Elde Edilmesi

Calismada tiim sicanlardan kan ornekleri alindi. Sigcanlar anestezi altindayken
acik yontem ile kardiyak kan ornekleri toplandi ve otenaziyi hizlandirmak igin aort
kesilerek sakrifikasyon gerceklestirildi. Alinan kan ornekleri sar1 kapakli 5 ml’lik jelli
vakumlu serum separator tiipii (SST) icerisine alinarak +4°C’de 1200 g ve 4000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Alikotlanan serum oOrnekleri analiz yapilincaya kadar -80°C
de saklandi. Preanalitik etkilerin calisma sonucuna olumsuz etkisini engellemek
amaciyla tiim Orneklerin toplanmasi, tasinmasi, islenmesi ve saklanmasinda ayni

prosediirler uygulandi ve tiim analizlerin yapilmasi es zamanli olarak gerceklestirildi.

3.4.1.2. Diseti Dokusunun Elde Edilmesi ve Homojenizasyonu

Ikinci az1 disi etrafindaki toplam 3mm’lik diseti alindi. Elde edilen diseti
ornekleri 400 uL PBS ve %0.05 Tween-20 iceren steril tiiplere yerlestirilerek -80°C’de
saklandi. Analiz oncesi Orneklerinin ¢oziinmesi saglandiktan sonra dokular hassas tarti
ile tartilarak herbirinden esit miktarda alinmasi saglandi. Orneklerinin c¢oziinmesi
sonras1 hassas tarti ile tartilan dokularin ortalama doku agirliklarinin 25-50g. oldugu
tespit edildi. Dokular temiz bir alanda bistiiri yardimiyla olabildigince kiigiik pargalara
(1-2 mm3) kesildi. Her 6rnekte bistiiri ve kullanilan ekipman degistirildi. Ornekler PBS
icinde 100mg doku / 100uL olacak sekilde ¢ozdiiriildii. Parcalanmis diseti 6rnekleri
havan yardimiyla ezildi. Ardindan 6rnekler tiiplere aktarilarak doku homojenizatorii® ile
her 6rnek en az 10 dakika siirede tamamen parcalandi. Parcalanan dokular 1 ml PBS

icinde homojenize edildi. Hiicre membraninin ayrilmasi icin homojenizatlar 220°C’de

Y IKA WERKE, Wilmington, USA
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iki kere dondurulma ¢ozme islemi uygulandi. Son ¢6zme isleminden sonra santrifiij

edilen 6rneklerin siipernatantlari {izerinde ol¢iimler gergeklestirildi (99).

3.4.2. Serum ve Diseti Orneklerinin Laboratuvar Analizleri

Dokularin homojenizasyonu ile elde edilen siipernatant ve serum Orneklerinde
Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)"", Malondialdehit (MDA)'" ve Siiperoksit Dismiitaz
(SOD) H Olctimleri ELISA (Enzim-Linked Immunosorbant Assay) yontemi ile kit
prosediirlerine uyularak degerlendirildi. GSH-PX i¢in lineer ol¢iim araligi 50-344
nmol/min/ml, giin i¢i tekrarlayicilik %5.7, giinler arasi tekrarlayicilik %7.2 idi. MDA
icin lineer Olciim araligi 0-50 nmol/ml giin ici tekrarlayicilik %35.5, giinler arasi
tekrarlayicilik %35,9 idi. Siiperoksit dismutaz ic¢in lineer Ol¢iim araligi 0.005-0.05
units/ml, giin i¢i tekrarlayicilik %3.2, giinler arasi tekrarlayicilik %3.7 idi. Lineer aralik

disinda kalan 6rnekler uygun diliisyonlarla tekrar ¢alisildi.

Serum gamma glutamil transferaz (GGT) (U/L), aspartat transaminaz (AST)
(U/L), alanin aminotransferaz (ALT) (U/L), alkalen fosfataz (ALP) (U/L), kan iire azotu
(UREA) (mg/dL) ve kreatin (CREA) (mg/dL) ol¢iimleri spektrofotometrik olarak
enzimatik ve kolorimetrik yoOntemlerle {retici talimatlar1 dogrultusunda Olgiim

cihazinda®® calisildi.

3.5. Histolojik Degerlendirme

Histopatolojik, histomorfometrik ve immunohistokimyasal degerlendirmeler
Bezmialem Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalinda

gerceklestirildi.

- Cayman Rat Gsh-Px, Cat. No: 10009055, Cayman Chemical Inc. Michigan, USA.
i Cayman Rat MDA, Cat. No: 706002, Cayman Chemical Inc. Michigan, USA.

* Cayman Rat SOD, Cat. No: 703102, Cayman Chemical Inc. Michigan, USA.

%% Architect ¢ 8000, Abbott Laboratuvart, Illinois, USA.
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3.5.1. Histopatolojik Degerlendirme

Alinan dokular %10 notral tamponlu formalin igerisinde fikse edildi. Fiksasyon
sonrasi dokular 10% EDTA (pH 7.4) dekalsifikasyon soliisyonuna alinarak dekalsifiye
edildi. Dekalsifikasyon sonras1 dokular distile su ile yikanip yiikselen alkol serisi ve
ksilenden gecirilerek parafin igerisine gomiildii. Mikrotom ile 5 um kalinlikta kesitler
alindi. Alinan kesitler Hematoksilen&Eozin yontemi ile boyanarak histopatolojik

inceleme yapildi.

Enflamasyon bulgularinin degerlendirilmesinde enflamatuvar hiicre skorlamasi
dikkate alindi. Enflamatuvar hiicre skorlamasi, enflamatuvar hiicre infiltrasyonunun
histopatolojik olarak degerlendirilmesi ve hiicrelerin varliginin skorlanmasi ile yapildi.
Skorlama, asagida 6zetlenen kriterlere gore gerceklestirildi (137).

Skor 0: Hiicrelerin olmamasi

Skor 1: Minimum diizeyde hiicre olmasi

Skor 2: Orta diizeyde hiicre olmasi

Skor 3: Yiiksek diizeyde hiicre olmast

3.5.2. Histomorfometrik Degerlendirme

Alveolar kemik kayb1 (AKK), mine-sement sinir1 (MSS) ile alveolar kemik kreti
(AKT) arasindaki mesafenin ol¢iilmesi ile belirlendi. MSS ile AKT arasindaki mesafe
degerleri mikrometre “um” olarak saptandi. Alveolar kemik kayb:1 dlciimleri ikinci azi
disin meziyal, furkasyon ve distal bolgelerinde ayr1 ayr1 gerceklestirildi (138). Herbir
alanda yapilan ol¢iimler 3 noktada gergeklestirilerek aritmetik ortalamasi alindi. Elde
edilen ortalama degerler meziyal, furkasyon bolgesi ve distal AKK degerleri olarak
kaydedildi. Hematoksilen&Eozin boyali kesitlerdeki lineer degisiklikler 151k
mikroskopu alinda”™ incelendi. Olgiimler “imaj” goriintii olarak kayit altina alind1 ve
bilgisayar ortaminda ‘Image J''"> adli program ile standardize olarak degerlendirildi.

Yapilan ol¢iimlere ait 6rnek bir kesit Fotograf 4’de gosterildi.

“* Nikon Eclipse i5, Nikon Instruments Inc, Tokyo, Japan.

37



Fotograf 4. Alveolar kemik kaybinmin ol¢iimleri, H&E boyama, 40X biiyiitme, bar: 500 pm.

MSS: Mine sement siniri, AKT: Alveolar kret tepesi, F: Furkasyon bolgesi, a: Komsu dislerin MSS’leri
arasi ¢izgi, b: MSS ile AKT aras1 mesafe, ¢: Furkasyon ile AKT arasi1 mesafe.

3.5.2. immiinohistokimyasal Degerlendirme

Pozitif sarjli lamlara alman 5 pm kalinlikta kesitler deparafinizasyon ve
rehidratasyon islemlerinden sonra %3’liik hidrojen peroksit ile inkiibe edilerek endojen
enzim blokaj1 yapildi. Devaminda cesme suyu ve distile su ile yitkama yapildiktan sonra
sitrat tamponu ile mikrodalgada 200 W’ta 20 dk bekletilerek antijen geri kazanimi
yapildi. Orneklerin PBS ile ytkamasindan sonra 6rnekler %2’lik sigir serum albiimin ile

20 dk inkiibe edilerek bloklandi.

Bloklamadan hemen sonra Ornekler alveolar kemik metabolizmasinda etkili
parametreler olan RANKL** ve OPG** birincil antikoru ile +4°C’de biitiin gece inkiibe
edildi. Daha sonra deteksiyon kiti " kullanarak ikincil antikorun baglanmas1 saglandi.

PBS ile yikama sonras1 ornekler streptavidin peroksidaz ile 10 dk inkiibe edilerek

#* /RANK L/TNFSF11 Antibody, NB100-56512, Novus Biological, Littleton, USA.
%% Osteoprotegerin/TNFRSF11B Antibody, NB100-56505, Novus Biological, Littleton, USA.
“** Histostain®-Plus 3rd Gen THC, 859073, Thermo Fisher Scientific, USA.
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3,3'-diaminobenzidine (DAB) ile kromojen boyama yapildi. Boylece birincil antikor
goriiniir hale getirildi.

Tt

Immiinohistokimyasal boyamalar sonrasi kesitler kamera atagmanli 151k

HH ve gorilintii analiz sistemi**** ile incelendi. Tiim kesitlerde RANKL ve

mikroskobu
OPG boyanma yogunluklar1 ve boyanma alanlar1 6lgiildii. Boyanma yogunlugu
(intensity), kesitlerden alinan goriintiiniin bilgisayar ortamindaki piksel yogunluguna
gore (beyaz-siyah araligindaki degerler) oOl¢iildii. Boyanma alani ise, kesitlerdeki
goriintiilerde boyanan hiicre alaninin (um) tiim boyanan alana (range of interest (um))
orani alinarak hesaplandi. Ol¢iimler 200X biiyiitmede rastgele secilen ii¢ bolgede biitiin

kesit alaninda yapildi.

3.6. istatistiksel Analiz

Calismaya baslamadan ©Once bir gruba diisen minimum Ornek sayis1 Power
analizi ile belirlendi. Buna gore %80 giicte, %20 kayip oran1 goz oniinde bulunduruldu
ve grup basina olmasi gereken hayvan sayisinin 8 oldugu tespit edildi. Hesaplama
yapilirken 6nceki calismalardaki diseti dokusu MDA seviyeleri (umol/mg) goz oniinde
bulunduruldu (Standart sapma= 0-1,5) (139-141).

Verilerin normal dagilimlar1 Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Buna gore
normal dagilim goOsteren veriler parametrik test olan One Way ANOVA-Tukey testi ile
degerlendirildi. Normal dagilim gostermeyen veriler non-parametrik test olan Kruskal

Wallis-Mann-Whitney U testi ile analiz edildi.

Istatistiksel analiz “Statistical Package for Social Sciences” (SPSS) 19 Paket

Programi kullanilarak gergeklestirildi ve p < 0.05 olan degerler anlamli kabul edildi.

T Nikon DS-Filc, Nikon Instruments Inc, Tokyo, Japan.
:]f:]f:]f:]f Nikon Eclipse i5, Nikon Instruments Inc, Tokyo, Japan.
5% NIS Elements siiriim 4.0, Nikon Instruments Inc, Tokyo, Japan.
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4. BULGULAR

Bu calismaya 32 adet erkek Albino Wistar sican kullanilarak baslandi ve 32
sican ile calisma bitirildi. Sicanlarin 16 adedinde DP olusturmak amaciyla iist ¢cene sag
ve sol 2. azi1 dislerin servikaline ligatiir baglandi. DP baglatilmasindan sakrifikasyon

zamanina kadar, 14 giin boyunca ligatiirlerin disler etrafinda kaldig1 gozlendi.

4.1. Biyokimyasal Parametrelerin Degerlendirilmesi

Calismada sakrifikasyon giiniinde DP-SF grubundaki 1 adet sicanin anestezi
yapildiktan sonra yasamsal fonksiyonlarinda diisiis gozlendi ve 1 dakika icinde 6liim
gerceklesti. Erken miidahaleye ragmen, kanin erken pihtilagsmasi sonucu bu sigandan
kardiyak kan alinamadi. Sakrifikasyon islemi sonrasi, 31 adet (15 kontrol, 16 test)
kardiyak kan 6rnegi ve 32 adet (16 kontrol, 16 test) ligatiir cevresi diseti dokusu 6rnegi

alinarak calisma tamamlandi.

4.1.1. Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

4.1.1.1. Serum MDA, SOD, GSH-Px Ol¢iimlerinin Degerlendirilmesi

Calisma gruplarindaki serum MDA, SOD ve GSH-Px seviyeleri Tablo 2 ve
Figiir 1A,B,C’de 6zetlendi. Serum diizeylerinin gruplar arasinda anlamli olarak farkli

olmadigi belirlendi (p>0.05).
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Tablo 2. Calisma gruplarindaki serum MDA (nmol/ml), SOD (U/ml) ve GSH-Px
(nmol/min/ml) seviyeleri.

PS-SF PS-HT DP-SF DP-HT

*

(n=8) (n=8) (n=7) (n=8) P
MDA (nmol/ml)
Ort+Ss 4.01+0.70 4.4241.08 4.37+0.69 4.54+1.26
Ortanca 4.00 4.44 4.22 4.63 0.728
Min-Maks 3.04-5.10 2.18-5.53 3.55-5.41 1.84-5.78
SOD (U/ml)
Ort+Ss 0.7440.13 0.5540.11 0.65+0.11 0.60£0.22
Ortanca 0.76 0.58 0.66 0.61 0.117
Min-Maks 0-54-0.98 0.41-0.71 0.47-0.81 0.15-0.86
GSH-PX (nmol/min/ml)
Ort+Ss 147.25+46.19 114.12+64.22 143.50+44.25 160.37+60.23
Ortanca 166.00 101.00 128.50 151.00 0.401
Min-Maks 63.50-198.50 33.50-243.50 93.50-203.50 93.50-293.50

*One Way ANOVA testine gore anlamlilik,

PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik, PS-HT: Periodontal Olarak Saglikli
Hidroksitirosol, DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik, DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol, MDA: Malondialdehit, SOD: Siiperoksit Dismutaz, GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz, Ort:
Ortalama, Ss: Standart Sapma, Min-Maks: Minimum-maksimum, p<0.05: Istatiksel olarak anlamlilik)
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Figiir 1. Calisma gruplarindaki serum MDA (nmol/ml), SOD (U/ml) ve GSH-Px (nmol/min/ml)
seviyeleri

PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik, PS-HT: Periodontal Olarak Saglikli
Hidroksitirosol, DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik, DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol, MDA: Malondialdehit, SOD: Siiperoksit Dismutaz, GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz.
Veriler ortalama ve standart hata olarak verilmistir.

4.1.1.2. Doku MDA, SOD, GSH-Px Olciimlerinin Degerlendirilmesi

Doku MDA, SOD ve GSH-Px diizeylerinin gruplara gére dagilimi Tablo 3’de
verildi. Buna goére DP olusturulan gruplarda diseti dokusu MDA diizeyleri PS
kontrollerine gore yiiksek olmakla beraber bu sonug istatistiksel olarak farkli degildi
(p>0.05). DP-HT grubu diseti dokusu MDA diizeylerinin DP-SF grubuna gore daha
diisiik seviyede oldugu ancak bu sonucun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi

(p>0.05) (Figiir 2A).
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Diseti SOD seviyeleri gruplar arasinda degerlendirildiginde ise, DP olusturulan
gruplardaki diseti SOD seviyelerinin PS-HT grubuna gore istatistiksel olarak daha
disik oldugu (p<0.05), diger taraftan HT uygulamasi yapilan DP grubunda artis
gosterdigi ancak bu durumun istatistiksel olarak anlamli olmadig belirlendi (p>0.05)

(Figiir 2B).
Diseti dokusu GSH-Px diizeyleri degerlendirildiginde ise HT uygulamasinin
doku diizeylerini artirdig1 ancak bu sonucun istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit

edildi (p>0.05) (Figiir 2C).

Tablo 3. Calisma gruplarindaki doku MDA (nmol/ml), SOD (U/ml) ve GSH-Px (nmol/min/ml)

seviyeleri.

PS-SF PS-HT DP-SF DP-HT "
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Doku MDA (nmol/ml)

Ort+Ss 0.86+0.45 0.99+0.70 0.94+0.12 0.79+0.43

Ortanca 0.70 0.80 0.93 0.79 0.848

Min-Maks 0.45-1.75 0.40-2.41 0.79-1.16 0.25-1.46

Doku SOD (U/ml)

Ort+Ss 8.23+2.26 10.12+1.87 *P 7.21+1.23 7.39+1.89

Ortanca 7.23 9.46 6.94 7.41 0.015

Min-Maks 5.81-12.29 8.19-13.83 6.24-9.35 5.20-10.93

Doku GSH-PX (nmol/min/ml)

Ort+Ss 1.2940.58 1.8620.51 1.20+0.44 1.55+0.86

Ortanca 1.39 1.79 1.19 1.38 0.170

Min-Maks 0.35-2.19 1.23-2.22 0.80-1.96 0.42-3.07

*One Way ANOVA testine gore anlamlilik,

PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik, PS-HT: Periodontal Olarak Saglikli
Hidroksitirosol, DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik, DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol, MDA: Malondialdehit, SOD: Siiperoksit Dismutaz, GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz, Ort:
Ortalama, Ss: Standart Sapma, Min-Maks: Minimum-maksimum, p<0.05: Istatiksel olarak anlamlilik, a:
DP-SF’ye gore farklilik, b: DP-HT ye gore farklilik.
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Figiir 2. Doku MDA (nmol/ml), SOD (U/ml) ve GSH-Px (nmol/min/ml) 6l¢ciimlerinin gruplara gore

degisimleri.
a: DP-SF’ye gore farklilik, b: DP-HT ye gore farklilik.

PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik, PS-HT: Periodontal Olarak Saglikli
Hidroksitirosol, DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik, DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol, MDA: Malondialdehit, SOD: Siiperoksit Dismutaz, GSH-Px: Glutatyon Peroksidaz.
Veriler ortalama ve standart hata olarak verilmistir.

4.1.2. Toksisite Degerlendirmesi

Bu calismada sistemik toksisitenin degerlendirmesi amaciyla karaciger ve
bobrek enzimleri olan GGT, AST, ALT, ALP, UREA ve CREA’nin serum diizeyleri
Olciildii (Tablo 4). Karaciger toksisitesinin gostergesi olan GGT’nin tiim gruplarda
toksik degerin cok altinda bir deger (<4 U/L) olmasindan dolayr tabloda verilmedi.
Enzim diizeylerinin toksik degerin altinda oldugu (142-146) ve gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (p>0.05) (Figiir 3).
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Tablo 4. Cahisma gruplarindaki serum AST (U/L), ALT (U/L), ALP (U/L), UREA (mg/dL) ve

CREA (mg/dL) seviyeleri.
PS-SF PS-HT DP-SF DP-HT p*
(n=8) (n=8) (n=7) (n=8)
Serum AST (U/L)
Ort+Ss 129.50+41.57 97.50+10.90 104+14.92 95.87+12.19
Ortanca 109.00 96.00 103.00 93.00 0.610
Min-Maks 98.0-219.0 83.0-114.0 81.0-128.0 84.0-120.0
Serum ALT (U/L)
Ort+Ss 62.37+10.08 51.12+6.53 57.71+7.11 55.12+11.95
Ortanca 61,50 52,50 60.00 58.00 0.445
Min-Maks 48.0-78.0 41.0-59.0 48.0-67.0 29.0-67.0
Serum ALP (U/L)
Ort+Ss 240.62+26.04 208.75+£51.28 217+£39.77 242.75+71.39
Ortanca 238.50 206.00 201.00 258.00 0.128
Min-Maks 206.0-288.0 110.0-282.0 173.0-283.0 116.0-332.0
Serum UREA (mg/dL)
Ort+Ss 50.87+5.43 50.75+4.30 48.42+2.50 53.75+5.99
Ortanca (43-58) (43-58) (45-51) (45-60) 0.329
Min-Maks 43.0-58.0 43.0-58.0 45.0-51.0 45.0-60.0
Serum CREA (mg/dL)
Ort+Ss 0.54+0.02 0.5120.02 0.5240.03 0.52+0.02
Ortanca 0.54 0.51 0.52 0.52 0.294
Min-Maks 0.51-0.59 0.49-0.55 0.50-0.60 0.48-0.56

*One Way ANOVA testine gore anlamlilik,

PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik, PS-HT: Periodontal Olarak Saglikli
Hidroksitirosol, DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik, DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol, AST: Aspartat Transaminaz, ALT: Alanin Aminotransferaz, ALP: Alkalen Fosfataz,
UREA: Kan Ure Azotu, CREA: Kreatin, Ort: Ortalama, Ss: Standart Sapma, Min-Maks: Minimum-
maksimum, p>0.05: Istatiksel olarak anlamlilik.
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Figiir 3. Serum GGT (U/L), AST (U/L), ALT (U/L), ALP (U/L), UREA (mg/dL) ve CREA (mg/dL)
ol¢iimlerinin gruplara gore degisimleri.

PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik, PS-HT: Periodontal Olarak Saglikli
Hidroksitirosol, DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik, DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol, GGT: Gamma Glutamil Transferaz, AST: Aspartat Transaminaz, ALT: Alanin
Aminotransferaz, ALP: Alkalen Fosfataz, UREA: Kan Ure Azotu, CREA: Kreatin, U/L: birim/litre,
mg/dL: milligram/desilitre. Veriler ortalama ve standart hata olarak verilmistir.

4.3. Histolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

4.3.1. Histopatolojik Degerlendirme

PS-SF ve PS-HT gruplarinda normal morfolojide ¢ok katli keratinize epitel
dokusu ve bag dokusu gozlendi (Fotograf 5. A, B). DP-SF grubunda ise keratin tabaka
ve ylizey hiicre kayiplarina baglh olarak epitel doku hasari izlendi. Buna ilaveten epitel
altinda bag dokusunda damarlanma ve hafif derecede enflamasyon goriildii (Fotograf S.
C). DP-HT grubunda epitel dokuda hasarin azalmasi ile ¢ok katli hiicre goriiniimii

olmasina ragmen yer yer keratin tabakada dokiilmeler gozlendi (Fotograf 5. D).

45



Fotograf S. Histolopatolojik kesitler (H&E boyama, 200X biiyiitme, bar: 100 pm).

A. PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik B. PS-HT: Periodontal Olarak Saglikli
Hidroksitirosol C. DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik D. DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol. e: Epitel, bd: Bag dokusu, s: Sementum.

PS-SF (A) ve PS-HT (B) gruplarinda normal morfolojide epitel ve bag dokusu. DP-SF grubunda keratin
tabakasi ve ylizey epiteli hiicrelerinde dokiilme (*), damarlanma (—>) ve hafif siddette enflamasyon (> )
(C). DP-HT grubunda keratin tabakasi ve yiizey epitelinde yer yer dokiilme (*) (D). H&E boyama, 200X
biiyiitme, bar: 100 pm.

4.3.2. Histomorfometrik Degerlendirme

Bu calismada ikinci az1 disi c¢evresi alveolar kemik kayiplarinin
degerlendirilmesi amaciyla MSS ile AKT arasindaki mesafe degerleri incelenmistir.
Calisma gruplarindaki kemik kayip diizeyleri Tablo 5’da 6zetlendi. DP gruplarindaki
alveolar kemik kayiplar1 Olciimleri PS gruplarindan istatistiksel olarak anlamli yiiksek
oldugu tespit edildi (p<0.05). Diger taraftan deneysel periodontitis olusturulan gruplar
(DP-SF ve DP-HT) arasinda istatistiksel olarak anlam farklilik olmadigi belirlendi
(p>0.05) (Figiir 4).
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Tablo 5. Cahsma gruplarindaki Kemik Kaybi Degerleri (um).

PS-SF PS-HT DP-SF DP-HT p
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Meziyal (um)
Ort+Ss 195.63+50.40  154.16+21.34  437.68+203.49 **  595.23+193.66 *"
Ortanca 191,79 160.37 371.19 563.22 0.000*
Min-Maks 122.52-302.92 120.02-181.24  249.89-767.41 358.97-894.36
Furkasyon Bolgesi (um)
Ort+Ss 117.78423,37  98.35+12.30  318.66+211.54 >  406.99+183.97 *P
Ortanca 113.45 96.98 228.83 394.05 0.000%*
Min-Maks 91.73-152.06  80.86-118.75 151.19-775.31 181.14-639.24
Distal (um)
Ort+Ss 516.01132.74 519.48+154.27 856.59+293.52* 1124.76+352.79 *"
Ortanca 486.00 491.71 854.84 1036.42 0.000*
Min-Maks 358.62-762.59 288.30-754.36  524.98-1312.39 755,02-1858,73
Toplam (um)
Ort+Ss 276.47465.05 257.33+£55.45 537.64+198.86 ™" 708.99+194.52 *"
Ortanca 270.57 242.70 497.53 678.96 0.000*
Min-Maks 193-48-405.86 183.08-351.45  324.87-868.62 464.10-1086.02

*One Way ANOVA testine gore anlamlilik, **Kruskal Wallis testine gére anlamlilik

PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik, PS-HT: Periodontal Olarak Saglikli
Hidroksitirosol, DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik, DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol, pm: mikrometre, Ort: Ortalama, Ss: Standart Sapma, Min-Maks: Minimum-maksimum,
p<0.05: Istatiksel olarak anlamlilik, a: PS-SF’ye gore farklilik, b: PS-HT ye gore farklilik.

1.000,00-{ 800,00 ab
ab -
g ab
800,00 ab =
T ‘% 600,00
Qo
]
— 600,00 5
E a
=2 | g 400,00
E‘ 400,00 E
N -
] L 200,00
S 20000 2 _ 1
0,00~ 0,00 ' T
PS-SF  PS-HT DP-SF DP-HT PS-SF PS-HT DP-SF DP-HT
Gruplar Gruplar
2.000,00 1.200,00-1
ab ab
1.000,00
1,500,00 a ab
N 800,00
. E
E 1.000,00 2 600,00
3
= . g
g 500,00+ _g- il
a P 200,00
0,

0,00~ T
PS-SF PS-HT DP-SF DP-HT

Gruplar

PS-SF PS-HT DP-SF DP-HT
Gruplar

Figiir 4. Kemik Kaybi ol¢timlerinin gruplara gore degisimleri.
a: PS-SF’ye gore farklilik, b: PS-HT ye gore farklilik.

PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik, PS-HT: Periodontal Olarak Saglikl
Hidroksitirosol, DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik, DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol, pm: mikrometre. Veriler ortalama ve standart hata olarak verilmistir.



Deney gruplarina ait Hematoksilen&Eozin boyamalar1 Fotograf 6’da verildi.

Fotograf 6. Gruplara gore alveolar kemik kayiplari, H&E boyama, 40X biiyiitme, bar: 500 pm.

A. PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik B. PS-HT: Periodontal Olarak Saglikli
Hidroksitirosol C. DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik D. DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol. ak: Alveolar kret, s: Sementum.

4.3.3. immiinohistokimyasal Degerlendirme

Sicanlarda elde edilen 32 sert doku 6rneginin 2 tanesinden elde edilen kesitlerde

RANKL boyanmasi, kesitlerin dokiilmesi ve katlanmasi nedeniyle yapilamamustir.

4.3.3.1. RANKL, OPG ve RANKL/OPG Olciimlerinin Degerlendirilmesi

Calismada degerlendirilen RANKL ve OPG boyanma alani ve boyanma
yogunlugu seviyeleri Tablo 6’da gosterildi. RANKL boyanma alani 6l¢timleri DP-HT
grubunda DP-SF grubuna gore istatistiksel olarak daha az oldugu belirlendi (p<0.05)
(Figiir SA). OPG boyanma alan1 seviyeleri degerlendirildiginde bu diizeylerin, DP-SF
grubunda PS-SF grubuna gore beklenildigi gibi daha az oldugu ancak bu durumun
istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi (p>0.05) (Figiir 5B). RANKL/OPG
boyanma alani oram1 PS-SF grubunda PS-HT ve DP-HT gruplarina gore anlaml
derecede yiiksekti (p<0.05) (Figiir 5C).
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DP-HT grubu RANKL boyanma yogunlugu degeri PS-SF grubundan anlamli az
oldugu belirlendi (p<0.05). DP-SF grubu RANKL boyanma yogunlugu seviyelerinin
PS-HT grubundan anlamli derecede daha yiiksek oldugu (p<0.05), DP-HT grubu
RANKL boyanma yogunlugu oOl¢iimlerinin DP-SF grubundan istatistiksel olarak
anlamli derecede az oldugu tespit edildi (p<0.05) (Figiir 6A). PS-SF grubu OPG
boyanma yogunlugu seviyeleri DP-SF ve DP-HT gruplarindan anlamli daha yiiksek
oldugu belirlendi (p<0.05). PS-HT grubunun OPG boyanma yogunlugu degerleri DP-SF
ve DP-HT gruplarindan anlamli derecede fazla oldugu belirlendi (p<0.05) (Figiir 6B).
DP-SF grubu RANKL/OPG boyanma yogunlugunun PS-SF, PS-HT ve DP-HT
gruplarindan daha yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05) (Figiir 6C).

Tablo 6. Calisma gruplarindaki RANKL, OPG, RANKL/OPG boyanma alam yiizdeleri ve
boyanma yogunlugu dl¢iimleri.

PS-SF PS-HT DP-SF DP-HT p

(n=7) (n=7) (n=8) (n=8)
Boyanma Alani (%)
RANKL
Ort+Ss 5.79+1.15 4.24+1.02 7.76+2.94 >4 2.65+1.11
Ortanca 6.11 3.95 6.82 2.95 0.000%
Min-Maks 4,11-7,65 3.19-6.38 3.68-13.15 0.93-4.04
OPG
Ort+Ss 24.99+7.92 34.61+9.72 25.19+5.93 22.67+5.97
Ortanca 25.05 33.48 22.94 2441 0.084
Min-Maks 10.24-34.02 25.89-54.92 18.05-34.70 19.17-33.66
RANKL/OPG
Ort+Ss 0.26+0.16 ™4 0.12+0.03 0.32+0.14 ™4 0.11+0.06
Ortanca 0.24 0.12 0.28 0.10 0.010**
Min-Maks 0.12-0.62 0.06-0.18 0.15-0.58 0.03-0.20
Boyanma Yogunlugu
RANKL
Ort+Ss 66.80+9.96 4 54.52+9.02 77.75+8.84 >4 52.41+12.34
Ortanca 63.66 56.33 82.5 54.5 0.010%*
Min-Maks 54.66-82.00 36.00-62.33 60.66-85.00 32.00-68.33
OPG
Ort+Ss 93.04+9.59 *¢ 92.76+8.68 *¢ 65.37+8.03 75.19+8.48
Ortanca 92.00 91.66 66.83 73.00 0.000%
Min-Maks 79.33-109.66 82.00-104.33 49.33-73.66 64.66-91.66
RANKL/OPG
Ort+Ss 0.7340.16 0.57+0.09 1.2040.17 P4 0.69+0.13
Ortanca 0.75 0.58 1.16 0.76 0.000%
Min-Maks 0.54-1.03 0.42-0.71 0.96-1.48 0.45-0.82

*One Way ANOVA testine gore anlamlilik, **Kruskal Wallis testine gére anlamlilik

PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli

Serum Fizyolojik, PS-HT: Periodontal

Olarak Saglikli

Hidroksitirosol, DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik, DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol, RANKL: Reseptor aktivator Niikleer Kappa-B, OPG: Osteoprotegerin, BA: Boyanma
Alani, BY: Boyanma Yogunlugu, Ort: Ortalama, Ss: Standart Sapma, Min-Maks: Minimum-maksimum,
p<0.05: Istatiksel olarak anlamlilik, a: PS-SF’ye gore farklilik, b: PS-HT ye gore farklilik, c: DP-SF’ye
gore farklilik, d: DP-HT ye gore farklilik.
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Figiir 5. RANKL, OPG ve RANKL/OPG boyanma alam yiizdelerinin gruplara gore degisimleri.

a: PS-SF’ye gore farklilik, b: PS-HT ye gore farklilik, c: DP-SF’ye gore farklilik, d: DP-HT ye gore
farklilik. PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik, PS-HT: Periodontal Olarak Saglikli
Hidroksitirosol, DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik, DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol, RANKL: Reseptor aktivator Niikleer Kappa-B, OPG: Osteoprotegerin. Veriler ortalama
ve standart hata olarak verilmistir.
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Figiir 6. RANKL, OPG ve RANKL/OPG boyanma yogunlugu él¢iimlerinin gruplara gore degisimleri.

a: PS-SF’ye gore farklilik, b: PS-HT ye gore farklilik, c: DP-SF’ye gore farklilik, d: DP-HT ye gore
farklilik. PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik, PS-HT: Periodontal Olarak Saglikli
Hidroksitirosol, DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik, DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol, RANKL: Reseptor aktivator Niikleer Kappa-B, OPG: Osteoprotegerin. Veriler ortalama
ve standart hata olarak verilmistir.
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RANKL ve OPG boyamalarina ait kesitler Fotograf 7 ve 8 de verildi.

100 pm.

A. PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik B. PS-HT: Periodontal Olarak Saglikli
Hidroksitirosol C. DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik D. DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol.

A: PS-SF grubundaki yaygin siddetli immiinpozitif boyanmis hiicreler (—). B: PS-HT grubundaki az
sayida siddetli immiinpozitif boyanmis hiicreler (—) ve zayif immiinpozitif boyanmis hiicreler (?). C:
DP-SF grubundaki ¢ok sayida siddetli immiinpozitif boyanmis hiicreler (—»). D: DP-HT grubundaki ¢cok
az sayida siddetli immiinpozitif boyanmuis hiicreler (—») ve zayif immiinpozitif boyanmis hiicreler ( »)
izlenmektedir. Alveolar kemik (¥), 200X biiyiitme, bar: 100 um.
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Fotograf 8. Gruplara gore OPG immiin boyamasina ait histolojik kesitler. 200X biiyiitme,
bar: 100 pm.

A. PS-SF: Periodontal Olarak Saglikli Serum Fizyolojik B. PS-HT: Periodontal Olarak Saglikli
Hidroksitirosol C. DP-SF: Deneysel Periodontitisli Serum Fizyolojik D. DP-HT: Deneysel Periodontitisli
Hidroksitirosol.

A: PS-SF grubundaki yaygin siddetli immiinpozitif boyanmis hiicreler (—). B: PS-HT grubundaki
yaygin siddetli immiinpozitif boyanmis hiicreler ( — ). C: DP-SF grubunda az sayida siddetli
immiinpozitif boyanmis hiicreler (—») ve yaygin zayif immiinpozitif boyanmis hiicreler (>). D: DP-HT
grubundaki az sayida siddetli immiinpozitif boyanmis hiicreler (—») ve zayif immiinpozitif boyanmis
hiicreler (>). Alveolar kemik (¥), 200X biiyiitme, bar: 100 pm.

52



5. TARTISMA

Bu calismada DP olusturulan sicanlarda sistemik HT uygulamasinin alveolar
kemik yikimina ve oksidatif stres parametrelerine olan etkisi degerlendirilmistir. HT nin
periodontal hastalikta dental plagin indiikledigi enflamasyonu azaltacagi ve alveolar
kemik kaybinmi engelleyebilecegi hipotezi desteklenmemistir. Bilgilerimiz dahilinde bu
caligma sistemik HT uygulamasinin DP olusturulan sicanlarda periodontal kayip iizerine

etkisini degerlendiren ilk arastirmadir.

Calisma DP modeli olusturulan sicanlar iizerinde yapildi. Literatirde DP
modelleri i¢in primatlarin, tavsanlarin, mini domuzlarin, kopeklerin, fareler ve sicanlar
gibi kemirgenlerin kullanildig1 bilinmektedir. Bununla birlikte DP modelinde en yaygin
olarak sicanlar ve fareler kullanilmaktadir (147). Kemirgen bir tiir olan sicanlarin azi
disleri insanlarin azi disleri ile anatomik ve morfolojik olarak benzerdir (147).
Sicanlarin immiinolojik ve mikrobiyolojik o©zelliklerinin yan1 sira periodontal
dokularinin histolojisi de insanlara benzerlik gosterir. Bu benzerlikler sayesinde
biyomateryal kullaniominda ve periodontal hastalik etiyolojisini degerlendirmede
kolaylik saglar. Diger deney hayvanlariyla kiyaslaninca kolay ve ucuz temin edilebilir
olmas1 da avantajdir. Bu Ozelliklerinden dolayr DP olusturulmasinda sicanlarin
kullanilmalar1 giindeme gelmistir (148,149). Sicanlarin avantajlarinin yaninda, dogal
olarak periodontitise direngli olmasi, doku analizi i¢in ¢ok kii¢iik boyutta olmasi,
herhangi bir periodontal tedavi uygulamanin zorlugu da dezavantajlar1 olarak
gosterilmistir (147). Calismamizda 8-12 haftalik 32 adet erkek Albino Wistar erkek

sican kullanildi.

Literatiir degerlendirildiginde DP’in farkli sekillerde olusturuldugu tespit
edilmistir. Bunlar; cerrahi islemle defekt olusturulmasi (150), gavaj uygulamasi
(151,152), disetine lipopolisakkarit enjeksiyonu (153) ve azi dislerinin etrafina ipek
situr (ligatiir) baglanmasidir (154). Siitur baglanarak olusturulan DP modelinde
dentogingival alanda doku travmasi olusarak doku biitiinliigiiniin azalmasi ve yogun

konak-plak etkilesimine sebep olunur. Devaminda mikrobiyal birikimin artmasi ile hizli
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bir yikim olusur. Akut enflamasyon zaman i¢inde kronik enflamasyona doniisiir (19,85).
Bu nedenlerle ligatiir uygulamasi, plak birikimi ile indiiklenen periodontal hastaligin
dogal tabiatina uygun oldugu diisiiniildiigiinden (18,85,155-161) bu c¢alismada DP
modeli siganlarin 2. az1 disleri etrafina 3/0 ipek siitur baglanmasi ile olusturuldu. Yiizey
yapisindan dolay1 ipek siiturun kalinlagmasi plak birikimini artiracaktir ancak ¢ok kalin
olmasi da ligatiir baglanmasini zorlastiracaktir. Bu sebeple bu ¢alismada cogunlukla

tercih edilen 3/0 kalinlig1 (162,163) tercih edildi.

Literatiir incelendiginde DP modelinin sicanlarin alt veya iist ¢enelerinde
(155,156,158,160) olusturuldugu, ligatiirlerin ise sicanlarin farkli azi disleri etrafina
uygulandigi tespit edilmistir (155-161). Yogun spongioz yapiya sahip olan iist cenede
kemik yikiminin daha hizli meydana geldigi rapor edilmistir (164). Ilave olarak iist cene
calisabilirlik agisindan uygulayict icin yaklasim kolayligi saglamaktadir (133).
Calismamizda DP olusturma prosediirii Xianxian L. Ve ark. (165)’nin yaptuigi DP
modeli ile benzer olarak iist cene 2. azi dislerinin servikallerine ligatiir baglanarak

olusturuldu.

Deneysel Periodontitis modelinin farkli ¢alismalarda farkli zaman dilimlerinde
olusturuldugu tespit edilmistir (85,156,166,167). Ornegin sicanlarda 7 (166), 11 (163),
14 (123), 21 (162) ve 60 giin (164) gibi farkh siire zarflarinda ligatiirle indiiklenen DP
modeli olusturulmus ve alveoler kemik kaybi degerlendirilmistir. Kuhr ve ark (156)
sicanlarin iist 2. az1 dislerine ligatiir baglamis ve sakrifikasyon sonrasi 1., 15., 30. ve 60.
giinlerde ¢ene orneklerinden aldiklar1 kesitlerde morfometrik olarak alveoler kemik
kaybin1 degerlendirmislerdir. Calisma sonunda en fazla kemik kaybinin ilk 15 giinliik
zaman aralifinda meydana geldigini, 30. ve 60. giinlerdeki kemik kaybinin ise hafif bir
artis seklinde devam ettigini saptamislardir (156). Bu bilgiler 1s18inda bu calismada DP

modeli 2 hafta siire zarfinda olusturuldu.

Bir¢ok laboratuvar ve klinik ¢alismalarda yumusak ve sert doku metabolizmasi
tizerinde yeni yaklagimlar gelistirilmek amaciyla cesitli bitki oziitleri, antioksidanlar ve
vitaminler kullanilmistir (23). Literatiire bakildiginda periodontal doku yikiminda

thymoquinone (21), koenzim Q (168), galik asit (169), mangiferin (170), resveratrol
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(22), verbascoside (20), flavonoidler (17) ve melatonin (24) gibi farkli antioksidanlarin
kullanildigr ve bunlarin periodontal hastaliktaki rollerini degerlendiren caligmalarin
bulundugu tespit edilmistir (17-24). Periodontal hastalikta antioksidanlarin uygulanmasi
ile proenflamatuvar sitokinlerin diizenlendigi (14,16) ve antioksidanlarin yumusak ve

sert doku kaybini azaltarak doku tamirini artirabilecegi rapor edilmistir (23).

Hidroksitirosol Akdeniz diyetinin zengin icerigini olusturan zeytinyaginin
fenolik bir bilesigidir. Antienflamatuvar ve antioksidan etkileri ile akut ve kronik pek
cok hastaliga kars1 yararli ve koruyucu Ozelliklerinin oldugu tespit edilmistir (100).
Ornegin HT nin kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde rol oynadig (25), endotel
hiicrelerdeki anti-oksidan savunma sistemini diizenledigi (27), DNA hasarini ve timor
hiicre proliferasyonunu engelledigi (26), romatoid artritte 6demi ve doku yikimini
azalttign (112) ve diyabetik noropatiyi diizenleyebilecegi (99) rapor edilmistir. flave
olarak HT nin IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-12, TNF-a gibi proenflamatuvar sitokinleri ve
prostaglandin E2 iiretimini azalttigi, ayrica NO sentezini de diizenledigi bildirilmistir
(123,124). Bullon ve ark. tavsanlarda ateroskleroz olusturmus ve ateroskleroz nedeniyle
diseti dokusunda meydana gelen hasarin HT uygulamasi ile geri doniisiimlii oldugu
tespit edilmistir (131). Yine si¢anlarin periodonsiyumunu degerlendiren Bullon ve ark.
zeytinyaginda bulunan tekli doymamis yag asitlerinin sicanlarda oksidan metabolizma
ve mitokondriyal elektron tagima sistemine etki ederek si¢anlarin alt ¢cenesinde alveoler
kemik yikimmi azalttifimm rapor etmislerdir (132). Diger taraftan sistemik HT
uygulamasinin kronik enflamatuvar bir hastalik olan periodontitisteki roliinii arastiran
bir ¢alisma tespit edilmemistir. Bu calisma sistemik HT uygulamasinin periodontal
hastaliktaki alveolar kemik kaybi1 ve oksidatif stres parametrelerine olan etkisini

inceleyen ilk caligmadir.

Literatiirde HT nin farkli farmasotik sekillerde (112,135,171,172) ve farkli doz
oranlarinda (112,135,172) uygulandig1 tespit edilmistir. HT nin farmasotik formlari
hayvanlarda intraperitonel (173) ve gavaj (112,135) uygulamas: ile, insanlarda zeytin
yapragi ekstrakth kapsiil (171) ile sistemik olarak uygulandigi belirlenmistir. HT nin
uygulama doz oranlar1 degerlendirildiginde 2mg/kg (172), 5 mg/kg (112) ve 10mg/kg
(135) gibi farkli miktarlarda uygulanmakla birlikte, European Food Safety Authority
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tarafindan kullanilmas1 gereken fizyolojik alt simirmmin 5 mg/kg oldugunu rapor
edilmistir (100). Pirozzi ve ark. yapmis olduklari bir sican c¢alismasinda HT’nin
herhangi bir toksik reaksiyon gostermeksizin giinde 10 mg/kg dozunda antienflamatuvar
ve antioksidan Ozelliklerini gostererek karaciger hasarini azalttigini ve oksidatif stresi
diizenledigini bildirmislerdir (135). Diger taraftan HT nin giinde 2000 mg/kg’a kadar
uygulanmasinin toksik olmadigi rapor edilmistir (174). Bu bilgiler 1s18inda bu
calismada DP olusturulan siganlarda sistemik HT uygulamasi giinde 10mg/kg dozunda

ve gavaj yolu ile gerceklestirildi.

Oksidatif stresin periodontal doku yikimindaki roliinii aydinlatmak amaciyla
diseti olugu s1vis1 (DOS) (86,175,176), tiikiiriikk (177-179), serum/plazma (161,162) ve
doku  ornekleri  (162,180,181) degerlendirilmektedir.  Calismamizda  deney
hayvanlarinda agiz i¢ci sivilart toplamanin zor olmast ve degerlendirilecek
parametrelerin tespiti icin yeterli hacimde elde edilememesi nedeniyle sicanlardan
serum ve diseti Ornekleri alindi. Alinan serum ve diseti orneklerinde MDA, SOD ve

GSH-Px degerlendirmesi yapildi.

Kronik enflamatuvar hastalik patogenezinde lipit peroksidasyon iiriinleri
oksidatif stresin onemli belirteclerindendir. Lipit peroksidasyonun ii¢ ana belirteci,
tiyobarbitiirik asit reaktif madde (TBAR), MDA ve izoprostanlardir (79,80). Giiniimiize
kadar yapilan calismalarda kronik periodontitis hastalarinda TBAR ve MDA seviyeleri
arastirllmistir (81,82). Serum (179,182,183), doku (82), DOS (184) ve tiikiiriik (183)
lipit peroksidasyon seviyelerinin kronik periodontitis hastalarinda periodontal olarak
saglikli kontrollere gore daha yiiksek seviyede oldugu rapor edilmistir. Farkli olarak
periodontal olarak saglikli bireylerde serum MDA diizeylerinin kronik periodontitis
hastalarina gore diisiik olmadigini bildiren calismalar da vardir (185,186). Ilave olarak
periodontal dokularda enflamasyonun azalmasi ile DOS ve tiikiiriik MDA seviyelerinde
azalma oldugu da bildirilmistir (81,86). Literatiirde Thymoquinone, coenzim Q,
melatonin ve resveratrol gibi cesitli antioksidanlarin uygulanmast ile serum MDA
diizeylerinin azaldigini rapor eden (187-190) calismalar bulunmakla birlikte, serum
MDA seviyelerinin degismedigini rapor eden (191-193) calismalar da mevcuttur. Bizim

calismamizda serum MDA seviyelerinin DP olusturulan gruplarda periodontal olarak
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saglikli kontrollere gore yiiksek olmadigi tespit edildi. Diseti dokusu MDA diizeyleri de
gruplar arasinda farkli degildi. Deneysel periodontitis olusturulan gruplarda HT

uygulamasinin hem serum hem de doku MDA diizeylerine etki etmedigi belirlendi.

Tiim aerobik hiicrelerde bulunan ve olduk¢a Onemli bir enzim olan SOD,
dokulara zarar verme potansiyeli olan siiperoksit radikalini etkisizlestirerek hiicreleri
serbest radikallerin olumsuz etkilerinden korur (87). Kan damarlari, kalp, akcigerler,
bobrekler ve plasenta dahil olmak iizere bir¢cok dokuya, heparine ve tip I kollajene
yiikksek diizeyde baglanabilir. Siiperoksit dismutaz’in ekspresyonunun artirtlmasi ile
ateroskleroz, hipertansiyon, koroner arter hastaligi ve diyabetik vaskiilopati gibi

hastaliklarin 6nlenmesi 6ngoriilebilmektedir (88).

Gliniimiize kadar yapilan hayvan (83,85) ve insan (82,89,90,179) ¢alismalarinda
serum (179), doku (89), DOS (90) ve tiikiiriik (82) SOD seviyeleri incelenmis ve
periodontal hastalikta SOD diizeylerinin artis gosterdigi (82,89,179,194,195) veya
azaldigr (90,196,197) gibi farkli sonuglar rapor edilmistir. Sobaniec ve ark. DP
olusturulan sicanlarda serum SOD, GSH-Px ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin
periodontal olarak saglikli gruba gore diisiik, MDA diizeyinin ise yiiksek oldugunu
rapor etmislerdir (83). Paralel olarak DP olusturulan sicanlarda SOD’un farmakolojik
taklidinin uygulamasi ile diseti dokusu MDA seviyesinin énemli Olciide azaltilabildigi
tespit edilmistir (85). Ellis ve ark. 44 kiside yaptigi bir calisjmada 6mm’den fazla
periodontal cep derinligini olan bolgelerden alinan diseti dokusunda katalaz ve SOD
seviyelerinin 3mm’den az cep derinligi olan saglikli dokulara gore daha az oldugunu
tespit etmislerdir (90). Farkli olarak Akalin ve ark. yapmis olduklar1 26 periodontitisli
ve 16 periodontal olarak saglikli toplam 42 bireyin dis eti drneklerinde SOD enzim
miktarini incelemisler ve periodontitisli hastalarda SOD seviyelerinin periodontal olarak
saglikli bireylere gore anlamli derecede daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (89). Bu
durum periodontal hastalikta artan reaktif oksijen tiirlerinin antioksidan sistem
tarafindan dengelenmeye calisilmasi seklinde aciklanmustir. flave olarak periodontal
hastalikta cesitli antioksidanlarin uygulanmasi ile serum SOD diizeylerinin arttiini
rapor eden (187,192,198) calismalar bulunmakla birlikte, diger taraftan serum SOD

seviyelerinin degismedigini rapor eden (191,199) calismalar da mevcuttur. Bizim
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calismamizda hem serum hem de doku SOD diizeylerinin DP olusturulan gruplarda
periodontal olarak saglikli kontrollere gore farkli degildi. Ek olarak HT uygulamasi da
serum ve doku SOD diizeyleri iizerine etki etmedi. Bu sonug¢ periodontal hastalikta artan

oksidatif stres ve azalan antioksidan mekanizmay: destekler niteliktedir.

Glutatyon peroksidaz, lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitlerin
metabolizmasini diizenleyerek, lipit yikimini1 onleyen onemli bir antioksidan enzimdir
(41). GSH-Px aktivitesinin artmasin diseti dokusunda oksidatif strese karsi korunma
sagladigt ve bu artig ile GSH-Px’in antioksidan dengesinde ©Onemli bir rol
oynayabilecegi bildirilmistir (13). Periodontal hastalikta artan GSH-Px enzim
diizeylerini rapor eden calismalar (82,162,180,200-202) olmakla beraber azaldigim
(83,195) veya degismedigini (86) bildiren caligmalar da mevcuttur. Sobaniec ve ark.
DP olusturulan sicanlarda serum SOD ve GSH-Px enzim seviyelerinin periodontal
saglikli gruba gore diisiik oldugunu, serum MDA seviyelerinin ise daha yiiksek
oldugunu rapor etmislerdir (83). Huang ve ark. kronik periodontitis hastalarinda DOS
GSH-Px diizeylerinin periodontal yikim gostergesi olan cep derinligi ve atagman
kaybindaki artis ile negatif korele oldugunu ve ilave olarak periodontal tedavi

sonrasinda hastalarin DOS GSH-Px diizeyinin artis gosterdigini rapor etmislerdir (98).

Cesitli antioksidanlarin uygulanmasi ile serum GSH-Px diizeylerinin arttigini
rapor eden (192,198,203) calismalar bulunmakla birlikte, serum GSH-Px seviyelerinin
degismedigini rapor eden (199) calisma da mevcuttur. Bizim calismamizda DP
olusturulan gruplarda hem serum hem de doku GSH-Px diizeyleri periodontal olarak
saglikli kontrollerden farkli degildi. Ek olarak DP olusturulan gruplarda HT
uygulamasinin serum ve doku GSH-Px diizeylerine etkisi olmadi. Bu sonug periodontal
hastalikta artan oksidatif stres ve kronik enflamasyonun ilerleyen asamalarinda
antioksidan mekanizmanin aktive olabilecegi ile aciklanabilir. ilave olarak bu sonug
serum enzim diizeylerinin lokal doku cevabini yansitmayabilecegi hipotezini de

destekler niteliktedir (204).
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Hidroksitirosol’iin giinlik 500 mg/kg doz olacak sekilde gavaj yoluyla
verilmesinin toksik olmadig1 ve klinik, histolojik ve biyokimyasal degerlendirmede de
herhangi bir yan etkisinin olmadig1 rapor edilmistir (107). Ilave olarak HT nin 2000
mg/kg olacak sekilde uygulanmasinda da toksik etki gostermedigi bildirilmistir (174).
Bizim ¢alismamizda karaciger ve bobrek hasarini degerlendirmek amaciyla serum ALT,
AST, GGT, ALP, UREA ve CREA enzim diizeyleri degerlendirildi ve tiim enzim
seviyelerinin toksik degerin ¢ok altinda oldugu belirlendi. Bu c¢alismanin sonuclari
Literatiirdeki HT uygulamasi yapilan ve ALT (142), AST (143,145), GGT (143) ALP
(144), UREA (146) ve CREA (146) diizeylerini degerlendiren diger caligmalarin

sonuglarini destekler niteliktedir.

Literatiirde sicanlarda ligatiir uygulamasi ile DP olusturularak alveolar kemik
kayb1 gerceklesmektedir (156,164). Alveolar kemik kaybi Olciimleri mikro bilgisayarli
tomografi (205) gibi iic boyutlu goriintilleme sistemleri ile degerlendirildigi gibi
histolojik ol¢iim ve boyama yontemleri (162,206,207) gibi iki boyutlu olarak da
degerlendirilebilmektedir. ki boyutlu kemik kaybi degerlendirmesi bazi1 ¢alismalarda
MSS ile AKT arasindaki mesafenin Olciilmesi (162,207) ile yapilirken, bazi
caligmalarda da alan bazinda (206) yapilmaktadir. Bahsedilen iki Ol¢iim tekniginin
karsilastirildigi bir ¢alismada 15. giinde her iki teknigin alveolar kemik kayiplarinin
degerlendirilmesinde benzer sonuglar verdigi, diger taraftan wuzun donem
degerlendirmede ise MSS ile AKT arasindaki mesafenin Olciilmesi ile daha saglikli

sonuclar alindig: bildirilmistir (156).

Cesitli antioksidanlarin uygulanmasi ile alveolar kemik kayiplarinin azaldigin
rapor eden calismalar (24,165,208) bulunmaktadir. Diger taraftan antioksidanlarin
diisiikk dozlarda kullaniminin alveolar kemik kaybim etkilemedigini, dozun artirilmasi
ile alveolar kemik kaybinin azaltilabilecegi bildirilmistir (204). Calismamizda alveolar
kemik kaybi miktari, sicanlarin ikinci azi dislerinin MSS ile AKT arasindaki
mesafelerinin Olciimii ile hesaplandi. Deneysel periodontitis gruplarinin meziyal,
furkasyon ve distal ylizeylerindeki alveolar kemik kayip miktarlar1 PS gruplarina gore
daha fazlaydi. Deneysel periodontitis gruplar1 kendi i¢lerinde degerlendirildiginde ise,

HT uygulamasi alveolar kemik kayip miktarina etki etmedi.

59



Periodontal hastalikla iligkili alveoler kemik yikiminda RANK-RANKL-OPG
etkilesimi kritik bir rol oynamaktadir. RANKL, Osteoklast prekiirsor hiicrelerinin
yiizeylerinde bulunan RANK reseptoriine baglanarak, osteoklastlarin aktivasyonunu ve
olgunlagmasin1 saglar (144). Mezenkimal hiicreler tarafindan sentezlenen OPG ise
RANKL’1n RANK reseptoriine baglanmasini engelleyen tuzak bir molekiil olarak rol
oynar ve osteoklastlarin  farklilasmasin1 ve aktivasyonunu bloke ederek
osteoklastogenezisi engeller (10,12). RANKL ve OPG seviyelerindeki degisim hem
periodontal hastalikta alveolar kemik kaybinin belirlemesinde hem de osteoporoz (209)
gibi sistemik durumlardaki kemik kaybinin degerlendirilmesinde belirte¢ olarak
kullanilabilir ~ (210-213). Alveolar kemik kaybinda RANKL ve OPG seviyelerinin
artmasi veya azalmasi tek basina degerlendirilebilecegi gibi RANKL/OPG oranindaki
degisim de periodontal hastalikta alveolar kemik kaybinin degerlendirilmesinde

kullanilmaktadir (165,208,214-217).

Yapilan calismalarda serum (204) ve doku (165,217) RANKL seviyelerinin artis
gosterdigi ve OPG diizeylerinin azaldig durumlarda alveolar kemik kayiplarinin arttigi
bildirilmistir. Bu durum cesitli antioksidan ajanlarin sistemik olarak uygulanmasi ile
engellenebilmektedir (22,24). Periodontal hastalikta sistemik antioksidan uygulanmasi
ile  RANKL seviyesinin azaldiyi ve OPG diizeylerinin arttigi  bildirilmistir
(208,218,219). Bizim calismamizda RANKL, OPG ve RANKL/OPG degerlerinin hem
boyanma alani hem de boyanma yogunluklari immiinohistokimyasal olarak

degerlendirilmistir (165,208,215-217).

Kemigin yapisinin incelemesinde histolojik degerlendirme olduk¢a sik
kullanilan bir yontemdir. Calismalarda alveolar kemik kaybimi degerlendirmek igin
histolojik kesitlerde RANKL ve OPG boyanma alanina ve yogunluguna bakilmaktadir.
Boyanma yogunlugu “intensity” histolojik kesitlerdeki hiicrelerin ekspresyon derecesini
gosterirken, boyanma alani ise kesitlerdeki belirli bir alan i¢indeki ekspresyon yapan
hiicre sayisini ifade etmektedir (220). Boyanma yogunlugu degerlendirmesi bilgisayar
ortaminda yazilimin hassas degerler vermesi ile yapilirken, boyanma alam 6l¢iimii ise
arastiricinin  boyanan hiicreleri tek tek secerek sayisal degerleri kaydetmesi ile

gerceklesmektedir. Boyanma alan1 daha kolay bir teknik olmasi dolaysiyla daha yaygin
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bir sekilde kullanilmakta iken boyanma yogunlugu degerlendirmesi daha ayrintili bilgi

vermekte ancak daha fazla vakit gerektirmektedir (220).

Bizim calismamizda RANKL ve OPG seviyeleri tiim gruplarda hem boyanma
alan1 hem de boyanma yogunlugu olarak degerlendirildi. Buna goére DP-SF grubunun
RANKL boyanma alant ve boyanma yogunlugu diizeyleri PS-SF grubundan daha
yiiksekti. DP-SF grubu OPG boyanma alani diizeyleri PS-SF grubundan farkli degildi,
diger taraftan DP-SF grubu OPG boyanma yogunlugu seviyeleri PS-SF grubundan daha
diisiiktii. RANKL/OPG boyanma alam1 degerleri SF uygulanan gruplar arasinda farkli
degildi, buna karsin DP-SF grubu RANKL/OPG boyanma yogunlugu PS-SF grubundan
daha yiiksekti. Bu sonuglar literatiirdeki periodontal hastalikta artan RANKL,
RANKL/OPG orami ve azalan OPG diizeylerini gosteren caligmalar1 destekler
niteliktedir (208,218,219). ilave olarak bu calismanin sonuclari goz Oniinde
bulunduruldugunda, immiinohistokimyasal incelemelerde boyanma yogunlugu
diizeylerinin degerlendirilmesinin daha hassas sonuglar verebilmesi acisindan onemli

oldugu diisiiniilmektedir.

Hidroksitirosol uygulamasinin RANKL ve OPG diizeylerine olan etkisi
degerlendirildiginde, HT uygulamasi yapilan DP olusturulan grupta RANKL hem
boyanma alani hem de boyanma yogunlugu degerleri SF uygulamasi yapilan DP
grubuna gore daha diisiiktii. OPG hem boyanma alanm1 hem de boyanma yogunlugu
degerleri ise DP-HT ve DP-SF gruplan arasinda farkli degildi. Bu durum azalan
RANKL seviyesi sonucu yarismali inhibitorii olan OPG ihtiyacini azaltmis olabilecegi
hipotezi ile aciklanabilir (215). RANKL/OPG boyanma alami degerlendirildiginde, bu
oranin hem boyanma alan1 hem de boyanma yogunlugu diizeyleri DP-HT grubunda DP-
SF grubuna gore daha diisiiktii. Bu sonuglar literatiirdeki periodontal hastalikta sumac
(208), resveratrol (219), melatonin (218), herbacetin (221), magnolol (222) ve curcumin
(215) gibi cesitli antioksidanlarin uygulamasi ile azalan RANKL, RANKL/OPG orani

ve artan OPG diizeylerini gosteren ¢alismalari destekler niteliktedir.

Literatiir degerlendirildiginde DP olusturulan siganlarda HT uygulamasi yapilan

bir calisma tespit edilmediginden bizim calismamizin sonug¢larinin tam olarak
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karsilastirilmast miimkiin olmadi. Ilave olarak bu calismanin limitasyonlar1 alveolar
kemik kayiplarinin histomorfometrik Olctimlerinin sadece iki boyutlu olarak
degerlendirilmis olmasi ve farkli bir antioksidan etken maddenin karsilagtirilmamis

olmasidir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismanin sinirlar1 dahilinde;

1.

Sistemik HT uygulamasinin serum ve diseti dokusu MDA, SOD ve GSH-Px

seviyelerine etkisinin olmadigi,

. Serum enzim diizeylerinin doku enzim seviyelerini yansitmayabilecegi bu

nedenle periodontal hastalikta sistemik antioksidan uygulamasinin bolgesel
doku yikimu iizerine etkisinin degerlendirilmesinde sadece serum degerlerinin

degil doku seviyelerinin de incelenmesi gerektigi,

. Sistemik HT uygulamasi yapilan gruplarda karaciger ve bobrek enzimleri

olan ALT, AST, GGT, ALP, UREA ve CREA serum diizeylerinin toksik
degerin ¢ok altinda oldugu, boylelikle HT nin giinliik 10mg/kg alinmasinin

toksik etkiler gostermedigi,

. Sistemik HT uygulamasinin periodontal hastalikta lokal doku yikiminin

oldugu bolgelerde artan RANKL ve RANKL/OPG oranint hem boyanma
alani hem de boyanma yogunlugu degerlerini azalttigi bu nedenle HT
uygulamasinin alveolar kemik kaybini Onleyebilecegi, diger taraftan bu

durumun histomorfometrik 6l¢iimlerde desteklenmedigi,

. Periodontal hastalikta OPG seviyelerinin azaldigi, sistemik HT

uygulamasinin OPG diizeylerine etkisinin olmadigi,
Immiinohistokimyasal degerlendirmede boyanma yogunlugu

degerlendirmesinin daha hassas bulgular verebilecegi

sonuglar tespit edildi.

Bilgilerimiz dahilinde ¢alismamiz DP olusturulan sicanlarda HT uygulamasinin

alveolar kemik yikimi ve oksidatif stres parametreleri {izerine olan etkisini arastiran ilk
caligmadir. Sistemik HT uygulamasinin alveolar kemik yikimini azaltabilecegi hipotezi
immiinohistokimyasal degerlendirmede desteklenirken histomorfometrik olgiimlerde
desteklenmedi. Bu nedenle HT nin alveolar kemik kaybi seviyelerine olan etkisinin

mikro bilgisayarli tomografi ile ii¢ boyutlu hacimsel olarak incelenmesinin gerekli
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oldugu diisiilmektedir. Ek olarak HT nin DP’de antioksidan 6zelliklerinin farkli doz ve
siklikta, farkli antioksidanlar ile karsilastirildigt ve total oksidan/antioksidan

seviyelerinin de degerlendirildigi ilave c¢alismalarda arastirllmast  gerektigi

diistiniilmektedir.
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