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OZET

RATLARDA OLUSTURULAN DENEYSEL PERIODONTITIS MODELINDE
SISTEMIK OLARAK UYGULANAN STRONSIYUM RANELATIN ALVEOLER
KEMIK REZORPSIYONU UZERINDEKI ETKISININ HISTOMORFOMETRIK VE
HISTOPATOLOJIK ACIDAN ARASTIRILMASI

Nebi Cansin KARAKAN
Uzmanlik Tezi
Periodontoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Aysun AKPINAR
2015, 63 sayfa

Bu c¢alismanin amaci, ratlarda olusturulan deneysel periodontitis modelinde
sistemik olarak uygulanan SR (stronsiyum ranelat) 'nin alveoler kemik rezorpsiyonu

tizerindeki etkisinin histomorfometrik ve histopatolojik agidan arastirilmasidir.

40 Wistar rat rastgele olarak 5 gruba ayrildi: Kontrol (n=8) grubu; ligatiir (n=8)
grubu; 300 mg/kg stronsiyum ranelat (SR300, n=8) grubu; 625 mg/kg stronsiyum
ranelat (SR625, n=8) grubu; 900 mg/kg stronsiyum ranelat (SR900, n=8). Deneysel
periodontitis olusturmak i¢in ratlarin sag mandibular 1. molar dislerine 4/0 ipek
ligatiirler submarjinal olarak yerlestirildi. 11 giinliik SR uygulamalar1 sonrasinda tiim
ratlar sakrifiye edildi. Alveoler kemik kaybi, stereomikroskopta fotograflar alindiktan
sonra mine-sement sinirt ile alveoler kret tepesi arasindaki uzakliklar Olgiilerek
hesaplandi. Serum interlokin (IL)-1p, osteoprotegerin (OPG) ve kemik spesifik alkalen
fosfataz (BALP) diizeyleri enzim bagl immiinosorbent analizi (ELIZA) ile saptandi.
Histopatolojik olarak enflamatuvar hiicre infiltrasyonu, osteoblast ve osteoklast sayilari
belirlendi. immiinohistokimyasal olarak niikleer faktdr kappa B’nin reseptor aktivator

baglayicis1 (RANKL) aktiviteleri degerlendirildi.

Calisma sonuglarina gore alveoler kemik kaybi SR900 grubunda ligatiir grubuna

gore anlamli olarak daha az bulundu (p<0.05). Kontrol grubuna gore diger tiim



gruplarda anlamli olarak daha ¢ok kemik kayb1 gbzlendi (p<0.05). Ligatiir, SR 300 ve
SR625 gruplar arasinda ise alveoler kemik kaybi bakimindan fark bulunmadi (p>0.05).
Ligatiir grubundaki osteoklast sayisinin, kontrol, SR300 ve SR900 gruplarina gore
onemli Olgiide daha yiikksek oldugu tespit edildi (p<0.05). Osteoblast sayilari
degerlendirildiginde, ligatiir, SR625 ve SR900 gruplarinda, kontrol grubuna gore
anlamli olarak daha fazla osteoblast saptandi (p<0.05). SR625 grubunun osteoblast
sayilar1 degerlendirildiginde SR300 grubundan anlamli olarak daha yiiksek bulundu
(p<0.05). Enflamatuvar infiltrat skorlar1 degerlendirildiginde, kontrol grubundaki
enflamatuvar infiltrasyon, diger tiim gruplara gore anlamli olarak daha diisiik bulundu
(p<0.05). RANKL aktiviteleri degerlendirildiginde ligatiir, SR300 ve SR625 gruplarinin
RANKL aktivitesi kontrol grubundan anlamli olarak daha yiiksek bulunurken (p<0.05),
kontrol ile SR900 gruplar1 arasinda fark goriilmedi (p>0.05). Serum IL-18, OPG ve
BALP diizeyleri degerlendirildiginde, bu parametreler bakimindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05).

Calismamizda elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; SR'nin azalan RANKL
aktivitesi ve osteoklast sayisi ile birlikte alveoler kemik yikimini azaltabilecegi

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Stronsiyum ranelat, deneysel periodontitis, enflamatuvar
sitokinler, kemik spesifik alkalen fosfataz, osteoprotegerin, niikleer faktoér kappa B

ligandi



ABSTRACT

INVESTIGATING THE EFFECTS OF SYSTEMICALLY ADMINISTIRED
STRONTIUM RANELATE ON ALVEOLAR BONE LOSS
HISTOMORPHOMETRICALLY AND HISTOPATHOLOGICALLY ON
EXPERIMENTAL PERIODONTITIS IN RATS

Nebi Cansin KARAKAN
Expertise Thesis
Department of Periodontology
Supervisor: Assoc. Aysun AKPINAR
2015, 63 pages

The aim of this study was to investigate the effects of systemically administired
SR (strontium ranelate) on alveolar bone loss histomorphometrically and

histopathologically on experimental periodontitis in rats.

Forthy Wistar rats were randomly divided into 5 groups: Control (n=8) group;
ligated (n=8) group; 300 mg/kg strontium ranelate (SR300, n=8) group; 625 mg/kg
strontium ranelate (SR625, n=8) group; 900 mg/kg strontium ranelate (SR900, n=8)
group. To create experimental periodontitis 4/0 silk ligatures were inserted
submarginally around the first molars at right mandibles of rats. After 11 days of SR
administration all rats were sacrificed. Alveolar bone loss was calculated after
photographs were taken on stereomicroscope, by measuring enamel-cement junction
and alveolar crest distance. Interleukin (IL)-1B, osteoprotegerin (OPG) and bone
spesific alkaline phosphatase (BALP) serum levels were determined by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Histopathologically, inflammatory cell infiltration,
numbers of osteoblasts and osteoclasts were determined. Immunohistochemically,

receptor activator of nuclear factor kappa B ligand (RANKL) activities were evaluated.

According to the study results alveolar bone loss was found significantly lower
in the SR900 group than in the ligated group (p<0.05). Alveolar bone loss was

Vi



significantly higher in all groups than in the control group (p<0.05). Among the ligated,
SR300 and SR625 groups no significant difference was detected in respect to alveolar
bone loss (p>0.05). Osteoclast numbers in the ligated group were significantly higher
than in the control, SR300 and SR900 groups (p<0.05). When osteoblast numbers were
evaluated, in the ligature, SR625 and SR900 groups, significantly higher osteoblast
numbers were detected than in the control group (p<0,05). According to the osteoblast
numbers in the SR625 group, it was found significantly higher than in the SR300 group
(p<0.05). When inflammatory infiltration scores were evaluated, inflammatory
infiltration in the control group was significantly lower than in all the other groups
(p<0.05). According to RANKL activity evaluations, the ligated, SR300 and SR625
groups showed significantly higher values than the control group (p<0.05). According
to serum IL-1B, OPG ve BALP levels, there was no statistically significant difference

within these parameters (p>0.05).

In our study when the results were evaluated; it is considered that SR can reduce

RANKL activity and osteoclast numbers, as well as alveolar bone loss.

Key Words: Strontium ranelate, experimental periodontitis, inflammatory cytokines,
bone spessific alkaline phosphatase, osteoprotegerin, nuclear factor kappa B ligand
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1. GIRIS

Periodontitis, periodontopatojenlere karsi konak enflamatuvar ve immiinolojik yanitin
goriildiigl, bag dokusu atagsmani ve alveoler kemik kaybiyla karakterize olan, dis destek
dokularinin kronik, enfeksiydoz ve multifaktoriyel bir hastaligidir [1]. Periodontitiste

genellikle aktif ve pasif donemler birbirini takip eder [2, 3].

Periodontitisin etiyolojisinde bir¢ok faktdrden s6z edilmesine ragmen temel
olarak hastaligin olusumuna neden olan etken mikrobiyal dental plak olarak
tanimlanmaktadir [4]. Periodontal hastaliklarda mikrobiyal dental plagin igerigi
supragingival ve subgingival olarak farkli bakteri tiirlerini igermektedir [5]. Oral
bakteriyel mikrobiata 700'den fazla filotipten olusmaktadir ve bunlarin yaklasik 400"
subgingival plakta yer almaktadir [6, 7]. Subgingival floranin bu kadar zengin olmasina
ragmen hastaliga neden olan birgok spesifik tiir bulunmaktadir. Derin periodontal
ceplerde gram negatif anaerobik c¢omaklar ve spiroketler yer almaktadir [5].
Actinobacillus  actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia, Campylobacter rectus,
Eikenella corrodens, Treponema denticola ve spiroketler periodontitis olusumu ile
dogrudan iliskili bulunmus ve bu nedenle ana periodontopatojenler olarak
adlandirilmiglardir. Periodontopatojenlerin dokularda hastalik olusturabilmeleri igin
periodontal dokularda belirli miktarda bulunmalari ve bazi patojenik faktorlere sahip
olmalar1 gerekmektedir. Bununla birlikte mikrobiyal dental plagin i¢inde bulunan bu
mikroorganizmalarin hastalik yapabilme diizeyi, konak yanitina bagli olarak kisiden
kisiye farklilik gosterir. Kisacasi hastaligin olugsmasi i¢in mikrobiyal dental plak temel
faktor olmakla birlikte patogenezini agiklamada tek basina yeterli degildir [8].
Periodontitisin olusmasi i¢in enflamasyona neden olan faktorlerin belirli miktarlara
ulasip periodontal dokulara penetre olmasi gereklidir. Bu faktorlerin en 6nemlilerinden
biri sitokinlerdir. Enflamatuvar yanit sirasinda interlokin (IL)-1p3, IL-6, IL-11, IL-17 ve
timor nekroz  faktér-o  (TNF-o) gibi  pro-enflamatuvar sitokinler  kritik
konsantrasyonlara ulasarak osteoblast ve stromal hiicrelerdeki osteoprotegerin (OPG)
iretimini azaltip, niikleer faktor kappa B'nin reseptor aktivator baglayicisi (RANKL)
iretimini arttirarak osteoklastogenezisi indiikler; bdylece alveoler kemik yikimini

baslatir. Diger yandan anti-enflamatuvar 6zellikleri bilinen I1L-3, IL-4, IL-10, I1L-12, IL-



13, IL-18, interferon-p (IFN-B) ve interferon-y (IFN-y) gibi sitokinler tam tersi etki
gostererek kemik yikimini baskilarlar [9, 10].

Ayrica diyabet [11], sigara [12], artmis ila¢ kullanimina bagli bozukluklar [13],
stres [14], obezite [15], kardiyovaskiiler hastaliklar [16], modifiye edilebilen risk
faktorleri arasinda yer alirken, osteoporoz [17], hematolojik bozukluklar [18], konak
yaniti [19], bayanlardaki hormonal degisimler [20] ve hamilelik [21] ise modifiye

edilemeyen risk faktorleri arasinda yer alir.

IL-1P, konak immiin yanitinda gorev alan anahtar mediyatdrdiir ve enflamatuvar
hastalikla birlikte doku yikiminin olusmasinda onemli bir role sahiptir [22]. Temel
olarak makrofajlardan salinir [23]. Hastalikli periodontal dokularda IL-1 miktar
normale gore daha yiiksek diizeyde saptanmistir [24].

Kemik spesifik alkalen fosfataz (BALP) kemik formasyonunu gdsteren bir
enzimdir ve iretimi periodontitiste azalmaktadir. Alveoler kemik yikimina
alenedronatin etkisinin arastirildigi deneysel bir calismada, alendronatin serumdaki

BALP diizeyinin diismesini 6nledigi belirtilmistir [25].

1997 yilinda, fakli iki aragtirma grubu tarafindan, kemik yikimini 6nleyen ve
OPG olarak adlandirilan yeni bir protein tirii kesfedilmistir [26, 27]. OPG'nin
bulunmasindan sonra bu konu ile ilgili olarak yapilan farkli ¢alismalar sonucunda,
fizyolojik veya patolojik kemik rezorpsiyonunu yoneten iki farkli protein daha ortaya
c¢ikmistir. Bunlardan bir tanesi olan niikleer faktor kappa B’nin reseptor aktivatori
(RANK), osteoklastlar iizerinde yer alan ve RANKL ile uyarilarak kemik yikimina yol
acan reseptordiir. Digeri ise RANK ile baglanan RANKL'dir [28]. Hipokalsemik ve
antirezorptif etkili olan OPG, osteoklastlarin yaptigi kemik yikimini inhibe eder. OPG
ile RANK/RANKL"'!n kemik dokusundaki biyolojik etkileri, birbirine zittir. OPG,
RANKL’a baglanip tuzak reseptor olarak gorev alarak RANKL''n RANK’a
baglanmasini engeller. Sonug olarak osteoklast farklilagmasi ve aktivasyonu inhibe olur

ve kemik rezorpsiyonu olusmaz [29].

Osteoporoz tedavisinde kullanilan ilaglarin ¢ogu antirezorptif etkili olup, kemik
yikimimi baskilarken, dolayli olarak kemik yapiminit da inhibe etmektedirler.
Stronsiyum ranelat (SR) ise kemik yikimini baskilarken, kemik yapiminin siirekliligini

saglayan yeni bir preparattir [30, 31].



Daha 6nce gerceklestirilen ¢alismalarda, postmenopozal osteoporotik kadinlarda
SR'nin kemik mineral yogunlugunu (BMD) arttirarak, vertebral ve non-vertebral fraktiir
olusumunu azaltarak etki gosterdigi kamtlanmustir [32]. Osteoporotik kadin hastalarin
serumlarindaki BALP diizeyleri anlamli olarak yiikselmistir [33]. Ayrica SR'nin
maymunlar iizerinde yapilan bir ¢alismada alveoler kemik rezorpsiyonu iizerinde

gosterilmistir [34].

Calismamizin amaci, SR'nin anti-rezorptif ve ayni zamanda kemik yapiminin
stirekliligini  saglayan oOzelliklerinden faydalanarak ratlarda olusturulan ligatiirlii
deneysel periodontitis modelinde alveoler kemik rezorpsiyonuna etkisinin morfometrik
ve histopatolojik acidan arastirilmasidir. Bu noktada alveoler kemik kaybinin
morfometrik olarak belirlenmesi ve immiinohistokimyasal olarak RANKL aktivitesi
incelenerek sonuglarin histopatolojik olarak desteklenmesi hedeflenmektedir. Ayrica
farkli dozlardaki SR uygulamalarinin rat serumlarindaki IL-13, OPG ve BALP

diizeylerine etkisi arastirilacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Periodontal Hastahk

Periodonsiyum, diseti, alveoler kemik, sement ve periodontal ligamentten olusan, disi
destekleyip gevreleyen yapilar olarak tanimlanmaktadir [35]. Gingivitis ve periodontitis,
mikrobiyal dental plaga bagh olarak goriilen, periodonsiyumu etkileyen enflamatuvar
hastaliklarin iki temel formudur. Mikrobiyal dental plak, gingival dokularin ve
periodontal atagsmanin yikimina neden olan primer etiyolojik faktordiir [36]. Gingivitis,
atagman kaybi olmaksizin goriilen hiperemi, 6dem, sondlamada kanama ile karakterize
olan enflamatuvar diseti hastalig1 iken, periodontitis ise atasman kaybi, periodontal cep

olusumu ve alveoler kemik kaybinin goriildiigii enflamatuvar bir diseti hastaligidir [37].

Periodontal hastaliklar i¢in bugiin gecerli olan smiflandirma Amerikan
Periodontoloji Akademisi’nin  diizenledigi “International Workshop for the
Classification of Periodontal Diseases”da yapilan smiflamadir. Burada periodontitis
tiplerinin siniflamasi, periodontitisin ti¢ genel klinik formunu tanimlayacak sekilde
yapilmistir. Bunlar: Kronik Periodontitis, Agresif Periodontitis ve Sistemik Hastaliklara
Bagli Periodontitistir [37].

Periodontitisin en sik rastlanan formu kronik periodontitistir [38]. Kronik
periodontitis, gingivitisle baglayan ve tedavi edilmediginde atagsman kaybi ve alveoler
kemik yikimi ile karakterize olan enflamatuvar kronik bir hastaliktir. Kronik
periodontitise klinik olarak bakildiginda; disetinde renk degisikligi, purtikliligin
kaybolmasi, keskin olmayan yuvarlak diseti kenari ile birlikte spontan veya
sondlamayla meydana gelen diseti kanamas1 goriiliir. Farkli derinliklerde periodontal
ceplere rastlanabilir ve ¢ogunlukla horizontal kemik kayiplari goriiliir. Ileri derecede

kemik kaybinin oldugu vakalarda mobil dislere de rastlanabilir [37, 39].

Periodontitis agzin farkli bolgelerinde farkli hizlarda ilerleyebilen, aktif ve pasif
donemlerin goriilebildigi bir hastaliktir [40]. Konak savunma mekanizmasi ile
mikroorganizmalar arasindaki denge bozulursa hastalik meydana gelerek kemik yikimi
olusur ve sonunda disler kaybedilebilir [37, 39]. Periodontal doku hasar1 bakteri ve
bakteri Uriinleri aracilig1 ile veya bakteriyel faktorlere karsi olusan konak yaniti ile

indirekt  olarak  gerceklesir [5]. Periodontal hastaliklardaki doku yikim
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mekanizmalarinin olusumunda enflamatuvar reaksiyonlarin etkili oldugu bilinmektedir.
Periodontal patojenler cesitli enzim ve toksinler iireterek dokulara zarar verip,
enflamatuvar yanitin baglamasina yol agabilir [41]. Bu siire¢te enflamatuvar molekiiller
olan proteazlar, sitokinler, prostoglandinler ve konak enzimleri tretilir [42, 43].
Proteazlar kollajen yapisini yok ederek lokositlerin bu alanlara toplanip enflamatuvar
stirecin devam etmesine yol acar [44]. Diseti dokusundaki enflamatuvar yanit artmaya
devam ederek komsu alveoler kemik dokusuna yayilmakta, enflamasyonun alveoler
kemige yayilmasi ile periodontitisin iki ana bulgusu olan bag doku ve alveoler kemik
kaybr ger¢eklesmektedir [45]. Periodontitiste meydana gelen doku yikimim
endotoksinlerin baglattigi; bu yikimin bakteriyel flora ve metabolitlere karsi lokal
dokulardan ve immiin hiicrelerden salinan pro-enflamatuvar sitokinler araciligi ile
meydana geldigi diistiniilmektedir. Periodontitisin immiinopatolojisinde birgok pro-
enflamatuar sitokinin yer almasina ragmen, periodontal doku yikimina temel olarak
TNF-a ve IL-1B’nin yol actig1 belirtilmistir. Bu sitokinler aktif hastalik doneminde ve
doku yikimi sirasinda periodontal dokularda artmaktadir [46, 47]. Diger bir¢ok hastalik
gibi periodontal hastaliklarda da patojenik bakterilere karsi olusan enflamatuvar yanitta

temel hiicrelerin polimorfniikleer 16kositler (PMNL) oldugu rapor edilmistir [48].

Subgingival alandaki mikroorganizmalarin yikim olusturabilmeleri i¢in
periodontal dokulara tutunabilmeleri, ¢ogalmalari, diger mikroorganizmalarla miicadele
edebilmeleri ve kendilerini konak savunma mekanizmalarindan korumalar1 gerekir [8].
Subgingival plak 6rnegi mikroskop altinda incelendiginde plaktaki mikroorganizmalar
ve noétrofiller goriilebilmektedir. Diseti olugundaki nétrofiller burada yer alan
mikroorganizmalar1 fagositozla yok ederler. Notrofillerin fagositozla yok ettikleri
bakteri miktar1 ¢ok fazlaysa bu hiicreler ya degraniilasyona ugrar ya da patlar. Bunun
sonucunda da notrofillerden ortama toksik enzimler yayilarak doku hasar1 meydana
gelir. Anlagilacagi gibi notrofiller yarar saglamakla birlikte potansiyel olarak dokuya
zarar verebilir. Bu sekilde dokuya verilen zarar mikrari ile periodontal hastaligin
ilerleyisi arasinda dogru bir orant1 vardir [49]. Enflamatuvar yanitta makrofaj, notrofil
ve lenfositler yer almaktadir. Epitel dokudaki mikroorganizmalari nétrofiller fagositozla
yok eder. Epitel dokuyu gecip bag dokuya ulasan mikroorganizmalar ise, T lenfositleri,
B lenfositleri, notrofil ve makrofajlar ile miicadele etmek durumundadir Notrofil ve
makrofajlar fagositozu gergeklestirirken, lenfositler ise mikroorganizmalara karsi

verilen immiin yanittan sorumludur. Periodontal doku yikiminda histopatolojik olarak



plazma hiicreleri yogunlugunda artis goériilmektedir. Normal kosullarda bir gingivitis
lezyonunun periodontitise ilerleyebilmesi i¢in en az 6 aylik bir siirecin gerekli oldugu
belirtilmistir. Periodontal hastaligin olusmasi, mikroorganizmalar tarafindan baslatilan
doku yikimina kars1 verilen konak yaniti ile yakindan iligkilidir. Doku yikimi1 bakteriler
tarafindan baslatilir, ancak konak yaniti ile ilerler. Konak yanitinin sonucu olarak
tiretilen enzimler doku yikimina neden olur. Bununla birlikte bu siire¢, hasar gérmemis
dokulari, bakteriler tarafindan baglatilan yikici lezyonlardan korumak i¢in gereklidir. Bu
siirecteki konak savunmasinda bir eksiklik veya bozulma meydana geldiginde daha

siddetli bir yikim goriiliir [8].

Periodontal hastaligin olusumundan sorumlu mikroorganizmalar biiyiik dlgiide
gram negatif anaerobik basillerden, anaerobik spiroketlerden ve az miktarda anaerobik
koklarda olusur. Derin yikict periodontal lezyonlarda Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus, Actinobacillus actinomycetemcomitans ve
Treponema denticola temel olarak bulunan tiirlerdir [50]. Porphyromonas gingivalis
siddetli kronik periodontitisteki hastaligin yikict formlarinda ve aktif lezyonlarda,
gingivitise, saghkli duruma veya dissizlige gore daha sik goriiliir. lyi tedavi edilmis
bolgelerde sayilar1 azalir [51, 52]. Bacteroides forsythus aktif periodontal lezyonlarda
ve yikici periodontal hastaliklarda, saglikli duruma veya gingivitise gore daha sik
goriiliir [53, 54]. Prevotella intermedia fakli periodontitis formlarinda sayica artmis
olarak bulunur [55]. Actinobacillus actinomycetemcomitans lokalize agresif
periodontitiste baskin tiir olarak yer alir [8]. Treponema denticola gibi spiroketlerin
laboratuvar ortaminda kiiltiire edilmesinin zor oldugu diisiiniilse de, bu tiir anaerobik

¢ubuklar periodontal subgingival mikrofloranin % 30'dan fazlasini olusturur [8].

2.1.1 Deneysel Periodontitis Modelleri

Periodontal hastaligin seyrini ve tedavi yontemlerini arastirmak i¢in deneysel hayvan
modelleri siklikla kullanilmaktadir. Bu nedenle, deney sonuglarmin insanlara
uyarlanabilmesi i¢in anatomi ve periodontal hastalik seyri bakimindan insana benzeyen

hayvanlar caligmalarda yer almaktadir. Bu amagla fare, rat, tavsan gibi hayvanlar

calismalarda siklikla kullanilmaktadir [56, 57].



Periodontal hastaliklarin incelendigi ¢alismalarda kemirgenler, 6zellikle de ratlar
Oon plana c¢ikmaktadir. Rat periodontal doku ve hastaliklari insanlardaki ile benzer
Ozellikler tasimakla birlikte farkli yonleri de bulunmaktadir. Ratlarin epitel, bag doku,
periodonsiyum ve molar dis 6zellikleri insanlarinki ile olduk¢a yakindir. Ratlarda her
yarim ¢enede bir keser dis ve 3 molar dis yer almaktadir. Keser disler koksiiz olup
stirmeleri omiir boyu devam etmektedir. Molar dislerin stirmesi ise daha uzun bir
stirecte tamamlanmaktadir. Ayrica insanlarda keratinize olmayan sulkuler epitel ratlarda

tam keratinize halde bulunmaktadir [57].

Ratlar  periodontal hastaliklara karst olduk¢a direnglidirler; ancak
karbonhidrattan zengin diyet, bakteriyel inokiilasyon veya dis ¢evresine ligatiir

yerlestirilmesi sonucunda periodontal hastalik meydana gelebilmektedir [57].

Ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis modelinde ligatiiriin yol agtig1 plak
birikimine bagli olarak olusan bakteriyel uyarim, rat periodontal dokularinda
enflamatuvar infiltrasyon, osteoklast olusum ve aktivitesinde artis, kemik kaybi,
atagsman kaybi ve kemik dokusunda fibrotik doku artisina neden olmaktadir [58].
Baglangi¢ lezyonunda nétrofiller ¢ogunlukta iken daha sonra mononiikleer hiicre
yogunlugunda, osteoklast sayisinda artis ve sementle alveoler kemikte rezorpsiyon
goriilmektedir. Bu degisimlerin enflamatuvar mediyator salinmasindaki artis nedeniyle
oldugu diistintilmektedir. Buna ek olarak ratlarda gida tiiketimine bagli olarak hizli bir
bicimde okliizal atrizyon goriilmektedir. Bu atrizyonla birlikte dislerde okliizal, bukkal
ve distal yone dogru migrasyon olugsmaktadir [59]. Bu atrizyona bagl olarak siirekli bir
sement yapimi ve dislerde siirme durumu vardir. Bu da mine sement sinir1 ile alveoler
kret tepesi arasindaki mesafede artisa neden olmaktadir. Bu artisin 0,8 mm’ye kadar
ulasabildigi saptanmistir. Bu durumun da patolojik bir kayip olmayip fiyolojik bir
durum oldugu belirtilmektedir [57, 60].

2.2 Sitokinler

Farkli hiicre tipleri tarafindan iiretilip salgilanan sitokinler birer polipeptittir. Yapi
olarak hormonlara benzemekle birlikte tam bir hormon olduklar1 s6ylenemez. Hiicre
biiylimesi, iyilesmesi, enflamasyon ve yaralanmaya karsi olusan sistemik yaniti da

iceren immiin ve enflamatuvar olaylar1 diizenlerler [61]. Farkli gérev ve etkilere sahip



olsalar da birtakim ortak Ozellikleri de vardir [62]. Sitokinler, dogal ve kazanilmis
bagisikligin basladig1 fazda iiretilirler ve etkileri sistemik veya lokaldir. Bazilar1 klasik
hormon gibi davranirlar ve belirli hiicreler tarafindan kana veya ¢esitli hiicresel sivilara
salgilanip viicudun diger bolgelerindeki hiicresel reseptorlere baglanirlar. Digerleri ise
daha lokalize etki gosterirler. Bunlar otokrin (bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin
ayni hiicre lizerine etkisi) ve parakrin (belirli bir hiicre tarafindan salgilanan sitokinin
yakindaki komsu hiicreye etkisi) etkilerdir. Iki sitokin birbirlerinin etkisini ortadan
kaldirabilir (antagonizm), arttirabilir (sinerji) veya farkli bir etkiye yol agabilir. Belirli
bir biyolojik etkiyi gostermek icin gereken sitokin miktar1 genellikle c¢ok azdir.
Sitokinler genellikle depo edilmezler ve iretimleri yeni genlerin kodlanmasi ile
baslatilir [62].

Hiicresel bagisiklikta etkili olan IL-2, TNF- ve IFN-a gibi sitokinler yardime1
T-1 hiicrelerinden (Th1) salgilanirken, hiimoral bagisiklikta rol oynayan IL-4, IL-5, IL-
6, IL-10, IL-13 ise yardimci T-2 hiicrelerinden (Th2) iiretilir [63]. Endotel hiicreleri ve
fibroblastlardan koken alan sitokinlerin bir kismi enflamasyonun ilerlemesine yol
actiklart icin pro-enflamatuvar sitokinler, bazilari da enflamasyonu baskilayici
ozellikleri nedeniyle anti-enflamatuvar sitokinler olarak adlandirilir. IL-1pB, IL-6, TNF-a
pro-enflamatuvar etki gosterirken, B-lenfositlerin asil uyaricilari olan IL-4, 1L-10 ve IL-
13 gibi sitokinler anti-enflamatuvar 6zellikleri ile IL-1, TNF ve kemokinler gibi pro-

enflamatuvar sitokinleri kodlayan genleri baskilama yetenegine sahiptirler [22, 64].

Periodontal hastaligin patogenezinde sitokinlerin rolii genis c¢apli olarak
aragtirtlmistir. Kemik yikim belirleyicilerinden biri olarak varsayilan sitokinler, kemik
cevresinde bulunur ve osteoklast olusumu iizerinde etkilidir [65]. Calismalar
periodontopatojenik bakterilere ve triinlerine yanit olarak birgok pro-enflamatuvar
sitokinin salgilandigini ortaya koymustur. Bu sitokinler periodonsiyumda enflamatuvar
yanitt baglatir ve devamini saglar [19, 66]. Enflamatuvar hastaliklara karsi konak
savunmasinda etkin olan sitokinler asir1 tiretildiklerinde dokularda zararli etkilere yol

acabilirler [22, 64].



2.2.1 Interlokin-1p (IL-1p)

IL-1, enfeksiyon alanina hiicrelerin toplanmasini saglayan pro-enflamatuvar bir
sitokindir. Monositler ve fibroblastlardan prostaglandin salinmasini arttirarak kemik
yikimina  yol acar. Ayrica  ekstraselliler  matriks  proteinlerini  yikan
metalloproteinazlarin salinmasina neden olur [67]. IL-1'in periodontal dokularda
bulunan temel formu IL-1p'dir. IL-1pB, baslica monosit ve makrofajlar olmak iizere
fibroblast ve kemik dokusu tarafindan iiretilir. Konak immiin yanitinda gorev alan IL-1§
anahtar mediyatordiir ve enflamatuvar hastalik sonucu olusan periodontal doku
yikiminda etkilidir [22]. IL-1p kemik rezorpsiyonunu stimiile ederken kemik
formasyonunu da inhibe eden bir sitokindir. Prostoglandin sentezi ve proteaz iiretimini
arttirarak enflamatuvar yanit olusumunda rol oynar [68]. Patojenik bakterilerin de neden
oldugu pro-enflamatuvar uyaranlara yanit olarak, monosit ve makrofaj hiicrelerinin
sitoplazmasinda IL-1f prekiirsorii olarak indiiklenir [69]. Makrofajlardan IL-1
sekresyonu kaspaz-1 ile iliskilidir. Bir proteaz tiirevi olan kaspaz-1, IL-1p prekiirsoriinii
olgun ve biyolojik olarak aktif sitokine ¢evirir [70]. Kaspaz-1 ilk olarak inaktif zimojen

olarak tiretilir ve daha sonra aktif hale getirilir [71].

IL-1B'nin biyolojik fonksiyonlari; T Ilenfositlerinin stimiilasyonu ile birlikte
lenfokin iiretimi, B lenfositlerinin proliferasyonu ile birlikte antikor tiretimi, fibroblast
proliferasyonu, monosit ve fibroblastlar tarafindan iiretilen prostoglandin Ez'nin
stimiilasyonu, ndétrofil kemotaksisi, aktivasyonu ve metalloproteinazlarin salinmasi
seklinde Ozetlenebilir [67]. Periodontitis hastalarinin enflamasyonlu periodontal
dokularinda artmig IL-1 diizeyi oldugu belirtilmistir [72]. IL-1p kemik rezorpsiyonunu
stimiile etmede IL-1o’dan 15 kat, TNF-a’dan 500 kat daha etkilidir [73]. IL-1B diizeyi,
plaga bagli olarak artmis gingival enflamasyonda [74] ve periodontitiste [75]
artmaktadir. Ayrica periodontal dokulardaki IL-1p diizeyi, hastaligin siddetinin klinik

olgtimleriyle dogru orantilidir [76].

2.3 Osteoprotegerin (OPG)

OPG, ilk basta 401 aminoasit olarak iiretilen bir polipeptittir. Daha sonra 21
aminoasitlik kism1 ayrilip 380 aminoasitlik olgun kismi kalmaktadir. Daha sonra bir

glikoprotein olarak hiicre disina salinir. OPG, TNF reseptorleri siiper ailesinin bir



tiyesidir. Bu ailenin diger reseptorlerinden farkli olarak transmembran ve sitoplazmik
kisimlar1 yoktur. OPG osteoklastogenezisi inhibe edici, hipokalsemik ve antirezorptif
Ozellige sahiptir. OPG'nin kemik dokudaki etkileri RANK/RANKL ile ters etki gosterir.
OPG, RANKL’a baglanarak tuzak reseptor gibi gorev alir ve RANK’a baglanmasini
onler (Sekil 2.1). Sonug olarak osteoklast farklilasmasi ve aktivasyonu inhibe olur ve
RANKL kemik rezorpsiyonu olusturamaz (Sekil 2.2) [77, 78]. OPG, osteoblastlar
disinda kardiyovaskiiler sistem (kalp, arter ve venler) dahil, bobrek, karaciger, dalak,
beyin, akciger ve kemik iligi gibi pek c¢ok doku, hematopoetik ve immiin hiicreler

tarafindan sentezlenir [78].

Kemik yapim-yikim dengesinin bozuldugu olgularda OPG/RANK oraninda da
dengesizlik s6z konusudur [78]. Farelerde OPG eksikliginde kemik hacim ve
yogunlugunda azalma, kiriklarda artis ve osteoporoz goriilmistir [79]. Periodontal
hastaliklarda goriilen OPG/RANKL oranindaki diislis, diseti olugu sivisinda oldugu
kadar diger dokularda da goriilmektedir. OPG/RANKL orani periodontal hastaliga sahip
bireylerde saglikli bireylere gore genel olarak daha az bulunmustur [80, 81].

2.4 Niikleer Faktor Kappa B'nin Reseptor Aktivator Baglayicis1 (RANKL)

OPG'nin bulunmasindan sonra OPG'ye yiiksek afinite ile baglanan, TNF sitokin ailesine
bagli, ¢6ziinebilen bir membran protein molekiilii olan RANKL tanimlanmustir [28, 82].
RANKL, normal ve patolojik durumlarda kemik rezorpsiyonunun anahtar aract maddesi
olarak osteoblastik hiicreler ve T hiicreleri tarafindan iiretilip osteoklastik hiicre
farklilagsma ve aktivasyonunu saglarken osteoklast apoptozisini inhibe eder. RANKL'mm
spesifik reseptori RANK ise osteoklast progenitor hiicrelerinden eksprese edilir.
RANK'In RANKL ile baglanmak ic¢in reseptorleri bulunmaktadir. RANK sunan
osteoklast ve prekiirsorlerinin  yiizeyine RANKL''n baglanmas1 ile osteoklast
farklilasma ve aktivasyonu gerceklesir. RANK/RANKL etkilesimi osteoklast
aktivasyonu agisindan 6nemlidir. RANKL yoklugunda kemik rezorpsiyonu azalir [28].
RANKL/OPG orami1 kemikteki patolojik durumlar agisindan 6nemlidir. RANKL/OPG
dengesi osteolitik patolojilerde RANKL lehine bozulmakadir [83]. Dokulardaki diizeyi
yiikseldiginde RANKL, osteoklast oOnciilerindeki RANK ile baglanarak osteoklast
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formasyonunda artis ve kemikte rezorpsiyon olusturmaktadir. Boylelikle RANKL"'in
osteoklastogenezisteki etkinligi ortaya ¢ikmaktadir [78].

RANKL osteoblastlarin disinda T ve B lenfositleri ve fibroblastlar gibi bazi
hiicre tiplerinde de bulunabilmektedir. RANKL'!n fibroblastlardaki ekspresyonu
Actinobacillus actinomycetemcomitans toksini ile artmakla birlikte normalde diisiik
diizeydedir [84]. Aktif T ve B lenfositleri, periodontitisli bireylerden izole edilen
periodontal dokulardaki en 6nemli RANKL kaynaklarindandir. T ve B lenfositlerinin
periodontitis olgularinda periodontal dokulardaki baskin mononiikleer hiicre tipi oldugu
ve sagliklt dokuya oranla 6nemli 6l¢lide daha fazla RANKL eksprese ettigi belirtilmistir
[85].

Diseti olugu sivisindaki RANKL/OPG orani saglikli ve gingivitisli bireylerde,
agresif periodontitisli ve immiinsupresif tedavi goren veya gormeyen kronik
periodontitisli bireylere gore daha diisiik bulunmustur [80]. Periodontal hastaliklarda
RANKL/OPG oraninin yiikselmesiyle birlikte, periodontal hastalik tiirline gore bu

oranin 6nemli 6l¢iide degismeyecegi one siiriilmiistiir [86].

Dncul ostecklast

Sekil 2.1 Onciil osteoklast olgun osteoklasta farklilasmasinda OPG, RANK ve
RANKL'n rolii [87]
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Sekil 2.2 Osteoklast oncili hiicreleri RANKL varliginda aktive olmakta ve kemik
yikiminda rol almaktadir. OPG varliginda RANKL-RANK baglantisi1 engellenmekte ve
osteoklast farklilasmasi inhibe olmaktadir [88].

2.5 Kemik Spesifik Alkalen Fosfataz (BALP)

Alkalen fosfataz (ALP) ozellikle karaciger, plasenta, kemik ve bagirsaga dagilan ve
hiicre membranina tutunarak goérev alan bir metalloenzimdir. BALP ise, ALP'nin bir
izoenzimi olup kemik yapiminda rol alir. Ayrica kemik mineralizasyonunun inhibitorii
olan inorganik pirofosfatin ortadan kaldirilmasinda gorev alan temel enzimdir. Bu
sekilde BALP kemik mineralizasyonuna katki saglarken, kemik yapiminin da spesifik
bir belirleyicisidir [89]. Osteoblastik aktiviteyi gosteren BALP, kemik yapim
metabolizmasimin saptanmasinda kullanilan en 6nemli belirteclerden bir tanesidir.
Osteoblastlar  tarafindan  {iretilir ~ ve  osteogenezisin  erken  evreleri ile
iliskilendirilmektedir [90].

BALP diizeyi ile implant osseointegrasyon derecesi arasindaki iliskinin
incelendigi bir ¢alismada, osteoporotik ratlarin tibialarma titanyum implantlar
yerlestirilmistir ve osseointegrasyon miktar1 ile serum BALP diizeyi arasinda bir

korelasyon olabilecegi belirtilmistir [91].

2.6 Bifosfonatlarin Periodontolojide Kullanim

Bifosfonatlar pirofosfatin kimyasal analoglaridir ve temel olarak osteoklastlar1 inhibe

ederek kemik rezorpsiyonunu azaltan ilaglardir [92]. Menopoz sonrasi bayanlarda
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kemik mineral yogunlugunu arttirarak osteoporoza bagli kemik kiriklarini azaltmada,
osteoporoz tedavisinde, Paget hastaliginda, meme ve prostat kanserlerinde kemik
metastazint ve multipl myeloma'da kemik lezyonlarini Onlemek amaciyla siklikla
kullanilmaktadirlar. Osteoklastik aktiviteyi inhibe etmelerinden dolay1r osteoblast-
osteoklast dengesini, yani kemik turnovermi bozarlar. Bu nedenle kemik iyilesmesi

tizerine olumsuz etki gosterdikleri rapor edilmistir [93].

Bifosfonatlar nitrojen igeriklerine gore nitrojen igermeyen (alkalibifosfonatlar)
ve nitrojen igeren (aminobifosfonatlar) olarak iki gruptan olusmaktadir. Nitrojen

icermeyenler birinci kusak olarak adlandirilan eski bifosfonatlar olup isimleri su

sekildedir [94]:
- Etidronat

- Tiludronat

- Klodronat

Nitrojen iceren bifosfonatlar ise ikinci ve liclincli kusak bifosfonatlar1 kapsamaktadir.
Etkileri birinci kusak bifosfonatlara gore daha fazladir. Ikinci kusak bifosfonatlarin

isimleri su sekildedir [95]:
- Alendronat
- Pamidronat

Son olarak iiciincii kusak bifosfonatlar, etkisi en fazla olan bifosfonatlardir. Isimleri

sOyledir:

- Risedronat
- Ibandronat
- Zoledronat

Bifosfonatlarin osteoklastik aktiviteyi inhibe etme mekanizmasinin tam olarak
aciklanamamis olmasmin yani sira, farkli nesildeki ilaglarin mekanizmalarinin da
degiskenlik gosterdigi bilinmektedir. ilk kusak bifosfonatlar oral yolla kullanilan
ilaglardir ve apoptozisi indiikleyip osteoklastlarin dliimiine yol agarak etki gdsterirler

[96]. Nitrojen iceren yeni nesil bifosfonatlar ise kemik iligi hiicrelerinin osteoklastlara
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dontismesini engellemektedir. Bu sekilde rezorptif aktivite ve turnover hizinda azalma

goriilmektedir [97, 98].

Bifosfonatlarin matriks formasyonunu arttirarak osteostimiilatif etki gosterdigi
in-vivo ve in-vitro olarak gosterilmistir [99, 100]. Bifosfonatlarin osteoblastlari
uyararak OPG iiretimini arttirdi1 ve bu yolla osteoklast aracili kemik rezorpsiyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda bifosfonatlarin, erken osteoblastogenezisi
destekleyerek osteoblast prekiirsorlerinin ve mineralize nodiillerin formasyonunu

stimiile ettigi saptanmustir [101, 102].

Alendronat ile ilgili daha 6nce yapilan insan ve hayvan calismalarinda sistemik
alendronat kullaniminin kemik rezorpsiyonunu azaltip alveoler kemik yogunlugunu
arttirdi@i  gosterilmistir [103, 104]. Periodontal cerrahi prosediirlerin, osteoklastik
aktivite artisiyla birlikte farklt miktarlarda alveoler kemik rezorpsiyonuna yol actigi 6ne
striilmistiir [105]. Sistemik veya topikal alendronat kullaniminin mukoperiostal flep
cerrahisinden sonra alveoler kemik rezorpsiyonunu etkin bir bigimde azalttig:
belirtilmistir [106, 107]. Bununla birlikte sistemik alendronat kullanimi ile ¢enelerdeki
avaskiiler osteonekroz olusumu arasinda iligki olabilecegi one siiriilmiistiir. Bu nedenle
siddetli periodontal hastalik, periradikiiler lezyon ve immiinsupresif tedavi
durumlarinda periodontal tedaviye ek olarak sistemik alendronat kullanimi
sinirlandirilmahdir  [108, 109]. Alendronat gibi nitrojen igeren bifosfonatlarin
periodontal patojen bakterilerle indiiklenmis IL-1p salinmasini, kaspaz-1'i aktive ederek
arttirdigr bildirilmistir. Bu durumun da nitrojen igeren bifosfonatlarin enflamatuvar bir
yan etki olarak, ¢enelerde olusabilecek osteomyelit olgular i¢in zemin hazirlayabilecegi

rapor edilmistir [110].

Ratlarda olusturulan deneysel periodontitis modelinde  sistemik olarak
uygulanan alendronatin, serum BALP miktarinda azalmaya neden oldugu ve alveoler
kemik kaybini engelledigi saptanmustir [25]. Ovariektomize ratlarda 6strojen eksikligine
ve deneysel periodontitis olusturulmasina bagli alveoler kemik kaybi, sistemik olarak
uygulanan alendronatla onemli Ol¢lide Onlenmistir [111]. Alendronatin gingival
dokulardaki prostoglandin E2 ve lokotrien B4 diizeylerini diistirdiigii, alveoler kemik
yikimmi Onledigi deneysel olarak gosterilmistir [112]. Simvastatin-alendronat-f3-
siklodekstrin karisiminin lokal olarak kullanildigi deneysel bir ¢alismada periodontitis

olusumunun kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi goriilmistiir [113]. Lokal
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olarak cep icine uygulanan alendronat jelin kemik i¢i defektlerin dolumuna, sondlama

derinligine ve atagman diizeyine olumlu etkisi saptanmistir [114].

Bifosfonatlardan farkli olarak SR ise sahip oldugu ikili etki sayesinde kemik
yikimini baskilarken kemik yapiminin da siirekliligini saglamaktadir. Bifosfonatlar ise
oseoblastik aktiviteyi olumsuz etkileyerek kemik yapimmi % 50'ye kadar
azaltabilmektedir. Bu bi¢cimde SR'nin bifosfonatlara gore bir istiinliigli ortaya
cikmaktadir [115].

2.7 Stronsiyum Ranelat (SR)

SR oral olarak kullanilan, osteoblast aracili kemik formasyonunu arttiran ve osteoklastik

rezorpsiyonu azaltan, anti-osteoporotik bir ajandir [115].

2.7.1 SR'nin Kimyasal Yapisi ve Biyolojik Etkileri

SR, ranelik asit ve iki adet stabil stronsiyum atomundan olusmaktadir.
Icerigindeki stronsiyum, 1770°li yillarda Iskogya yakinlarinda bir kursun madeninde
bulunmustur ve besinlerde, suda ve eser miktarda da kemik dokusunda bulunmaktadir
[116]. SR, 20 farkli tuz arasindan stronsiyumun biyoyararlaniminin, gastrik toleransinin
Iyi olmasi nedeniyle ve stronsiyum ile organik bilesen arasindaki yiiksek orandan dolay1
tercih edilmistir [30]. Stronsiyum, divalent bir katyon olup atomik ve iyonik 6zellikleri
ile kalsiyuma benzemekte ve kemik mineralizasyonuna katilmaktadir [30, 117].
Ozellikle kalsiyum gibi hidroksiapatit kristallerinin yiizeyine baglanarak kemikte
tutulan, kemik koruyucu bir elementtir. Hidroksiapatitteki kalsiyum ile stronsiyumun
degisimi smirlidir. Kemik tutulumu, kemik matriksinin kristal yiizeylerinde diisiik

oranda iyonik gegis nedeni ile olur [117].
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Sekil 2.3 SR'nin kimyasal yapis1

Giinlimiizde SR'nin ikili etkisiyle ilgili olarak iki goriis 6ne stirtilmiistiir:

1- Kalsiyum duyarli reseptorii (CaSR) veya bagska bir katyon duyarli reseptorii aktive
ederek etki gostermektedir [118].

2- OPG ekspresyonunu arttirarak ve osteoblastlarin RANKL ekspresyonunu azaltarak

etki gostermektedir [119].

SR'nin, iyonik ve atomik o&zelliklerinin kalsiyuma benzemesinden dolayi
CaSR'nin agonisti olarak varsayilabilecegi belirtilmistir. Insandaki hipo veya
hiperkalsemik bozukluklarin da yine CaSR geninin kodlama bdliimiindeki
mutasyonlarla ilgili oldugu bilinmektedir. SR, osteoklast farklilasma ve aktivitesini
azaltip, preosteoblastlarin hiicresel proliferasyonunu uyarir. Bunun sonucunda da
matriks depozisyonu ve kemik formasyonu gelismektedir. Ayrica CaSR, osteoblastik
gelisimin proliferasyon fazindan preosteoblastik faza, en son da olgun kemik olusumuna
kadar olan tiim evrelerinde ekprese edilmektedir [120]. SR ayn1 zamanda trabekiiler ve
kortikal kemigin mikromimari yapisinda diizelme, kortikal kemik kiitle, alan ve
kalinliginda artis, fizyolojik mineralizasyonda iyilesme gibi biyomekanik etkilere yol
acmaktadir [121].
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2.7.2 SR'nin Kemik Dokusuna Etkileri

SR'nin daha 6nce OPG maddesindeki mRNA (mesajct riboniikleik asit)
miktarindaki artig1 indiikledigi, insan osteoblastlarindaki RANKL mRNA'sinda ise
azalmaya yol agtig1 gosterilmistir [122]. Diisiik dozlarda SR'nin OPG ekspresyon ve
liretimini arttirarak, osteoblastlarin RANKL ekspresyonunu azalttigi in vitro olarak

gosterilmigtir [119, 122].

Kemik kaybinin Onlenmesindeki etkinligin saptanmasi i¢in SR, oncelikle
osteopenik hayvanlar iizerinde denenmistir. Postmenopozal bayanlardaki kemik
rezorpsiyonunun kemik formasyonundan daha fazla oldugunu, trabekiiler kemik
tizerinde gosterebilmek igin deneysel ovariektomi modeli kullanilmistir. Farkli
dozlardaki SR'nin disi ratlara koruyucu olarak ve tedavi amagh verilmesinin trabekiiler
kemik kaybini inhibe ettigi, parsiyel olarak kemik kiitlesini arttirdig1 saptanmigtir [123].
Biyokimyasal ve histomorfometrik analizler ile SR'nin, kemik rezorpsiyonunu azalttigi,
kemik formasyonunu ise yiiksek diizeyde devam ettirdigi belirtilmistir. SR'nin olumlu
etkileri hem trabekiiler hem de kortikal kemikte gozlenmistir [123, 124].

Choudhary ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada SR'nin osteoblastlar {izerine
etkisinde, prostaglandinlerin rolii incelenmistir. Kemik iligindeki osteoblastik
prekiirsorler veya sigan kafatasindan elde edilen primer osteoblastlar 7-14 giin kiiltiir
edilmistir. Sonrasinda ¢esitli zamanlarda SR uygulanmigs ve SR'nin primer osteoblast
proliferasyonunu, primer osteoblast ve osteoblastik prekiirsor ALP aktivitesini arttirdigi
gozlenmistir [125]. Bu noktada kemik formasyonu ve osteoid mineralizasyonu
stireglerinde yer alan BALP'1n anahtar rol oynadig1 bilinmektedir. SR'nin hedef hiicresi
oldugu one siiriilen osteoblastlar yliksek diizeyde BALP iiretmektedir. Magnezyum
iyonu ile birlikte uygulanan SR'nin BALP aktivitesinde artis sagladigi bildirilmistir.
Kofaktor olarak uygulanan ¢inkonun da BALP aktivitesini arttirdigt belirtilmistir [126].

Ratlara SR'nin giinliik 900 mg/kg oral olarak verildigi bir ¢caligmada 4 hafta
sonra SR uygulanan grupta % 40 daha az dis hareketi gozlenmis, dis g¢evresindeki
osteoklastik aktivite ve kok rezorpsiyonun da azaldig tespit edilmistir. Bulgulara gore
SR'nin ortodontide ankraji arttirmak icin kullanilabilecegi belirtilmistir [127]. Bunun

yani sira baska bir ¢alismada ratlarda deneysel olarak olusturulan 10 giinliik siiregteki
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rapid maksiller ekspansiyona giinliik 600 mg/kg dozdaki SR'nin ek bir yarar1 olmadigi
rapor edilmistir [128].

2.7.3 SR'nin Anti-enflamatuvar Etkileri

Insan periodontal ligament hiicreleri iizerindeki SR uygulanmasi IL-6 iiretimini
baskilayarak enflamasyon olusumunu azaltmigtir [129]. Etki mekanizmasi, gerekli doz
ve kullanim siiresi tam olarak agiklanamamakla birlikte SR kullaniminin osteoartritte
meydana gelen enflamasyon olusumunu azalttig1 6ne siiriilmiistiir [130]. SR'nin IL-1
tretimini deneysel olarak azalttigi belirtilmis olsa da [131, 132], 6nemli bir fark

yaratmadig1 in vitro olarak gosterilmistir [133].

2.7.4 SR'nin Farmakokinetik Ozellikleri

Etkinlik ve giivenilirlik agisindan giinliik 6nerilen 2 gr dozda SR'nin biyoyararlanimi
oral yolla alimindan sonra % 27 olarak Ol¢lilmistiir. SR'nin kalsiyuma benzer bir
bicimde gastrointestinal yoldan 2 yolla emiliminin gerceklestigi diisiiniilmektedir.
Bunlar; diisiik bir dozda olan aktif emilim ve doygunluga ulagsmayan daha yiiksek dozda
olan pasif emilim olarak belirtilmistir. SR'nin 2 gr'lik tek doz olarak oral yoldan
alimindan sonra ranelik asidin mutlak biyoyararlanimi % 2,5'tir. Ranelik asidin lipofilik
ozelliginin disiik olmasi ve SR'nin ¢dzlniirliigiiniin de az olmasinin SR'nin emilimini
azaltabilecegi One siirlilmistiir. 25 giinliik kullanimda (giinliik doz 0,5-4 gr) plazma
konsantrasyonlar1 bakimindan stronsiyum ve ranelik asit i¢in kararli duruma 15 giin
sonra ulagilmistir. Her iki maddenin vicuttan atilimi 6zellikle bobrekler yoluyla

olmaktadir [30].

Postmenopozal kadinlarda stronsiyumun yarilanma 6mrii 6,3+2,7 giin, ranelik
asidin yarilanma omrii ise 3,3+£2,3 giin olarak belirtilmistir. SR'nin postmenopozal
kadinlar tarafindan siirekli kullanimi1 sonucunda stronsiyum kemiklerin yapisina dahil
olmakta ve 3-24 ay arasi bir siiregte plazma konsantrasyonunda stabil kalmaktadir.
Tedavi sona erdikten sonra kemiklerden hizla elimine edilen SR gastrointestinal Sistem
ve bobrekler yoluyla viicuttan atilir. Kemikteki stronsiyum igerigi tedavi sona erdikten

sonraki 6 haftada % 50 azalir. Tam olarak ise 3 yilda elimine olmaktadir [30].
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2.7.5 SR'nin Yan Etkileri

SR ile yapilan klinik ¢aligmalarda en sik goriilen yan etkiler diyare, bulanti, bas agris1
ve cilt irritasyonudur. Nadir olarak bayginlik, hafiza sorunlar1 ve ¢ok ender olarak
nobetler goriiliir. Plasebo kontrollii ¢alismalarda vendz tromboemboli goriilme
sikliginda artis goriilmiis, ancak bunun nedeni tam olarak agiklanamamustir [134, 135].
Bu nedenle vendz tromboemboli SR kullanimi i¢in bir kontrendikasyon olarak kabul
edilmese de, bu hastaligi gecirmis veya risk tasiyan bireylerde SR dikkatli
kullanilmalidir. SR erken donem postmenopozal kadinlarda omurga ve femur BMD
degerini onemli derecede arttirmistir. 24 aylik siiregte, giinliik 1 gr SR kullaniminda

plasebo grubuna gore hi¢bir 6nemli yan etkinin goriilmedigi belirtilmistir [30].

SR kullanimina iliskin DRESS (drug rash with eosinophilia and systemic
symptoms) (eozinofili ve sistemik semptomlarla birlikte goriilen ila¢ yan etkisi) olarak
adlandirilan ciddi alerjik reaksiyon olgulart gozlenmistir. DRESS ates, lenfadenopati,
ellerde sislik, eozinofili ve deride dokiintiiler ile baslar, karaciger, bobrek ve akcigerleri
etkiler. 3 yillik kullanimda 57000 hastanin 2'sinde 6liimciil olmak iizere toplamda 16
hastada bu semptomlar gériilmiistiir (European Medicines Agency tarafindan Avrupa'da
2004 yilinda kullanilmaya baslanmasindan sonra 16 Kasim 2007'ye kadar olan siirecte).
Rapor edilen ciddi reaksiyonlar tedavi baslangicindan sonraki 3-6 haftalik siirecte
ortaya ¢ikmigtir. Daha sonra 2009 yilinda Avrupa'da SR kullanimina iliskin {i¢ olgu
daha bildirilmistir [30, 136]. 2014'te Tayvan'da bir olgu daha bildirilmistir [137].
Kortikosteroid tedavisi ile birlikte ilacin kesilmesi sonucu genelde iyilesme saglanir.
Bununla birlikte iyilesme hiz1 degisebilir ve semptomlar geri donebilir. SR kullanimini
takiben haftalar iginde olusan dokiintii, sistemik semptomlar ve anlamli eozinofili
ticlemesi goriilen hastalarda DRESS diisiintilmelidir. Bu hastalarda SR kullanimi

sonlandirilmalidir [138].

SR'nin kardiyovaskiiler kalp hastaliklar1 riskini arttirabilecegi belirtilmis olsa da
[139], boyle bir iliskinin olmadigini belirten ¢alismalar da literatiirde yer almaktadir
[140, 141]. Bunun disinda iskemik kalp hastaligi, periferal vaskiiler hastalik,
serebrovaskiiler hastalik, kontrolsiiz hipertansiyon durumlarinda ve akut miyokard
infarktiis riski tagiyan hastalarda SR kullanilmamasi gerektigi belirtilmistir [139, 142].
2015'te yapilan klinik bir ¢alismada postmenopozal kadinlar 2 gruba ayrilip deney

grubuna 1 yil siireyle giinliik olarak 2 gr SR oral yolla kullandirilmistir. Calismanin
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baslangicinda 3., 6. ve 12. ayinda 2 grup arasinda kardiyovaskiiler risk faktorleri
acisindan herhangi bir fark goriilmedigi rapor edilmistir. Daha 6nce SR kullanimi ile
arttig1 belirtilen venoz tromboemboli ve miyokard infarktiis riskinin ise diger faktorlerle

iligkili olabilecegi belirtilmistir [143].

Literatiirde SR'nin kemik dokusu ve periodontal dokular {izerindeki etkilerini
inceleyen calismalar incelenmistir. Bizim ¢alismamiz ise SR'nin deneysel periodontitis
modelindeki etkilerinin arastirildigr ilk ¢alisma olma niteligindedir. Calismamizda
SR'nin kemik dokusu iizerindeki etki mekanizmalari g6z Oniine alinarak, RANKL
miktarini diisiirerek alveoler kemik yikimini azaltabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla
birlikte elde edilecek verilerin histopatolojik olarak ve ayrica serum IL-1B, OPG ve

BALP diizeyleri ile desteklenmesi hedeflenmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirma i¢in Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
10.04.2014 tarih ve 146 sira numarast ile onay alindi. Denek olarak 12 haftalik,
ortalama agirliklar1 280-300 gr olan Wistar cinsi 40 adet erkek rat kullanildi. Deney
hayvanlarinin se¢iminde genel saglik durumlarinin iyi olmasi ve Onceden iizerinde
herhangi bir calisma yapilmamis olmasi gibi sartlara 6zen gosterildi. Her bir gruptaki
ratlar ayr1 kafeslerde ayni sartlarda beslendi. Tiim ratlar 12 saat gece/giindiiz, 21+1°C
sicaklik ve %40-60 nem orani1 gozetilerek standart diyet ve su ile beslendiler. Ratlar
caligma Oncesi yeni yasam Kosullarina hazirlanmasi i¢in 10 giin metal kafeslerde
tutuldu. Calismamizin deney asamalart Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan

Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.1 Calisma Gruplan

Ratlarda deneysel islemler i¢in sag mandibular birinci molar disler segildi. Denekler

rastgele olarak 5 gruba ayrildi.
1. grup: Kontrol grubu. (n=8)
2. grup: Ligatiirlii deneysel periodontitis grubu. (Ligatiir grubu, n=8)

3. grup: Ligatiirlii deneysel periodontitis + 11 giin boyunca giinliik sistemik olarak
uygulanan 300 mg/kg SR grubu. (SR300, n=8)

4. grup: Ligatiirli deneysel periodontitis + 11 giin boyunca giinliikk sistemik olarak
uygulanan 625 mg/kg SR grubu. (SR625, n=8)

5. grup: Ligatiirli deneysel periodontitis + 11 giin boyunca giinliikk sistemik olarak
uygulanan 900 mg/kg SR grubu. (SR900, n=8)
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3.2 Calisma Prosediirii

3.2.1 Deneysel Periodontitis Olusturulmasi

Rompun (Bayer, Istanbul, Tiirkiye) 5 mg/kg s.c. veya i.m. ve Ketalar (Pfizer, New
York, ABD) 30 mg/kg i.m. kullanilarak denekler anestezi altina alindi. Tiim ratlarin sag
mandibuler birinci molar dislerine steril 4/0 ipek ligatiir (Dogsan Ila¢ Sanayi, Istanbul,
Tiirkiye) subgingival olarak yerlestirilerek bu bolgede plak retansiyonu saglamak

kosuluyla deneysel periodontitis olusturuldu. Siiturlar 11 giin boyunca giinliik kontrol

edildi.
Caligmaya alinan rat sayisi
(n=40)
Voo b b
Kontrol Ligatr SR300 SR625 SR900
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

!

l l l

Ligatlrle deneysel periodontitis olugturuldu

l L

Gruplara gore 300mg/kg, 625mg/kg,
900mg/kg glnidk SR

11 gUn sdresince verildi

TOm ratlar 11 gin sonra sakrifiye edildi

Sekil 3.1 Calisma dizayni1 semasi
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3.2.2 SR Uygulamasi

Ratlarin agirliklar1 gbz Oniinde tutularak her bir gruptaki tim ratlar i¢in uygun SR
konsantrasyonu hazirlandi. Giinliik olarak distile su i¢inde ¢oziinerek hazirlanan SR,
tiim ratlara uygun konsantrasyonda sistemik olarak gastrik gavaj yoluyla giinliik 1'er cc

olarak verildi.

3.2.3 Sakrifikasyon

Calismanin 12. giiniinde anestezi altinda tiim ratlar sakrifiye edildi. Kardiyak ponksiyon
ile 4 cc kan almarak jelli tiiplere (Vacutest, Kima, italya) konuldu. Daha sonra 200
mg/kg ip. pentotal sodyum (Ekipental, Tiimekip Ilag¢ San, Istanbul, Tiirkiye)
enjeksiyonu ile sakrifiye edilen ratlarin mandibulalari ¢ikarildi. Cikarilan mandibulalar

%10’1luk formaldehit soliisyonunda fikse edildi.

3.2.4 Ratlardan Serum Elde Edilmesi

Ratlardan kardiyak ponksiyon ile alinan 4 cc’lik kan érnegi Cumhuriyet Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda 10 dakika (3000 devir/dakika)
santrifiij edildi (Niive NF-1000 R istanbul-Tiirkiye). Ornekler serum ve plazma olarak
ayrildiktan sonra serum kismi eppendorf tiiplere alindi ve enzim bagli immiinosorbent

analizi (ELIZA) ile degerlendirilecegi giine kadar -80°C’de saklandi.

3.2.5 Morfometrik Degerlendirme

Histopatolojik  islemlerden Once mandibulalar metilen mavisine batirilarak
stereomikroskop (Stemi DV4, Carl Zeiss, Almanya) altinda 16x biiylitmede mikroskoba
uyumlu bir fotograf makinesi (Canon EOS 1000, Tokyo, Japonya) ile goriintiiler alinip
bilgisayara aktarildi. Bu fotograflar iizerinden bir goriintii analiz programi (Clemex
Vision Lite, Quebec, Kanada) ile morfometrik dlglimler yapildi. Alveoler kemik kaybi
her bir disin alt1 farkli bélgesinden mine-sement siniri ile alveoler kret tepesi arasindaki
mesafe Olgiilerek belirlendi. Her bir disin ortalamasi1 hesaplanarak o dis i¢in alveoler

kemik kaybi miktar1 pm cinsinden kaydedildi.

23



3.2.6 Histopatolojik Islemler

Deneysel arastirmanin histopatolojik degerlendirmesi Cumbhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Histopatolojik
analizler i¢cin mandibulalar % 10’luk formaldehit soliisyonunda 24 saat siiresince tespit
edildi. Ornekler % 3’liik nitrik asitte dekalsifiye edildikten sonra parafine gémiilecek
caligma bolgeleri bistiiri araciliiyla dikkatli bir bicimde ¢ikarildi. Distile su ile yikanan
ornekler derecesi giderek artan alkol serileri ile dehidratasyonu takiben, ksilen ile
seffaflastirma islemi uygulanarak parafine gomiildi. Bloklardan alman 5 pm
kalinliktaki seri kesitler histopatolojik degerlendirme i¢in 1 gece 60°C etiivde
bekletilerek ksilende deparafinize edildikten sonra rehidratasyon islemi uygulanarak
Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Boyama isleminden sonra kesitler isik mikroskobu
(Nikon Eclipse 80i, Nikon, Tokyo, Japonya) altinda x40, x100, x200 ve x400
biiylitmelerde degerlendirildi. Kesitlerde periodontal dokularda enflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, alveol kemik ile interdental septumdaki osteoklast ve osteoblast sayilar
incelendi. Enflamatuvar hiicre infiltrat1 semi-kantitatif bir degerlendirme [144] ile gozle
goriilebilir infiltrat yoklugu (0), hafif derecede enflamatuvar hiicre varligi (1), orta
derecede enflamatuvar hiicre varlig1 (2) ve siddetli derecede enflamatuvar hiicre varligi

(3) olarak skorlandi. Osteoklastlar ve osteoblastlar morfolojileri dikkate alinarak sayildi.

RANKL immiinohistokimyasal boyama:

Parafine alinmis dokulardan 3 pum kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler tam
otomatik slayt hazirlama sistemi cihazinda (Ventana Benchmark XT, Roche, Almanya)
32 dakika stiresince antikor (anti-RANKL antikoru, Novus Biological, NB100-80849)
ile inkiibe edildi. Yaklasik 4 saat cihazda bekleyen slaytlar islem sonrasi ¢gesme suyunda
yikandi. % 80, % 90, % 100 alkol serisinden gegirilerek etiivde 65°C’de 1.5 saat
kurutuldu. Son olarak ksilen ile seffaflandirilarak entellan yardimiyla {izerileri kapatildi
ve 151k mikroskobu kullanilarak analiz edildi. Mandibuler birinci molar disi ¢evreleyen
kemikte RANKL pozitif olan bélgeler saptandi ve bu bolgelerin yiizdesi toplam alana
gore hesaplandi. RANKL pozitif hiicrelerin yiizdesi % 0 ile % 5 arasinda ise skor 0, % 5
ile % 25 arasinda ise skor 1, % 25 ile % 50 arasinda ise skor 2, % 50 ile % 75 arasinda

ise skor 3, % 75°ten fazla ise skor 4 olarak degerlendirildi [145].
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3.2.7 IL-1p ELISA Kitinin Hazirlanmasi

Rat IL-1pB ELISA kiti (eBioscience Platinum, Viyana, Avusturya) kullanildi.

Standart Kontrolleri
Yikama Soliisyonu

50 ml yikama soliisyonu + 1000 ml distile su hazirlandi.

AssayBuffer

5 ml deney tamponu + 100 ml distile su hazirlandi.

Biotin Konjugat

12 strip i¢in; 60 pl Biotin Konjugat + 5.94 ml deney tamponu hazirlandi.

Streptavidin-HRP

12 strip i¢in; 60 ul Streptavidin-HRP + 11.94 ml deney tamponu hazirlandi.

Rat IL-1p Standart

Sise lizerinde yazan miktar kadar distile su ile sulandirildi. 10-30 dakika homojen

sekilde karigmasi igin beklenildi ve karigtirildi. (4000 pg/ml)

Deney Prosediirii

1. Mikro plak kuyucuklari iki defa yikandu.
2. Standartlardan kuyucuklara 100 pl aktarildi.
3. Blank kuyucuguna 100 ul 6rnek diliient eklendi.
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Ornek kuyucuklarina 50 pl érnek diliient eklendi.
Orneklerden 50 pl aktarildi.

Hazirlanan Biotin Konjugattan 50 ul aktarildi.
Uzeri kapatilip 2 saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.
Sonra ii¢ defa yikandi.

© © N o 0 &

100 pl sulandirilan Streptavidin-HRP eklenerek tizeri kapatildi.
10. Oda 1s1s1nda 1 saat inkiibe edildi.

11. Ug defa yikand.

12. 100 pl TMB Substrat Soliisyonu eklendi.

13. 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

14. 100 pl stop soliisyonu eklendi.

15. 450 nm dalga boyunda okundu.

16. Standartlara gore grafik ¢izildi.

17. Ornekler bu grafige gore degerlendirildi.

18. Cikan sonuglar iki ile ¢arpildi.

3.2.8 OPG ELISA Kitinin Hazirlanmasi

Rat OPG ELISA kiti (SunRed Biological Technology, Sangay, Cin) kullanildi.

Standart Kontrolleri

120 pl'lik standartlara 120 pl standart diliient eklenerek karisim elde edildi.

Deney Prosediirii

1. Standart kuyucuguna 50 pl standart ve 50 pl Streptavidin-HRP eklendi.

2. Blank kuyucuguna yalnizca Kromojen A ve B konuldu.

3. Incelenecek &rneklerden 40 pl kuyucuklara konulup iizerine OPG antikoru
eklendi.

4. Orneklerin iizeri kapatilip 60 dakika 37°C'de inkiibasyon saglandh.
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Yikama soliisyonu 30 defa sulandirildi. Kuyucuklar 1 dakika arayla 5 defa
distile su ile yikandu.

Tiim kuyucuklara Kromojen A ve B'den 50 ul konuldu.

Karanlik ortamda 37°C'de 10 dakika inkiibasyon sagland.

50 ul stop soliisyonu eklendi.

450 nm dalga boyunda okunup sonuglar degerlendirildi.

3.2.9 BALP ELISA Kitinin Hazirlanmasi

Rat BALP ELISA kiti (SunRed Biological Technology, Sangay, Cin) kullanildu.

Standart Kontrolleri

120 pl'lik standartlara 120 pl standart diliient eklenerek karisim elde edildi.

Deney Prosediirii

© © N o

Standart kuyucuklarina 50 pl standart konuldu. 50 pl Streptavidin-HRP eklendi.
Blank kuyucuguna yalmizca Kromojen A ve B konuldu. Daha sonra stop
soliisyonu eklendi.

Incelenecek drneklerden 40 pl kuyucuklarin her birine dagitildi. Uzerlerine 10
ul BALP antikoru konuldu. Daha sonra 50 pl Streptavidin-HRP eklendi.
Orneklerin {izeri kapatilip 37°C'de 60 dakika inkiibasyona birakilda.

Yikama soliisyonu 30 defa sulandirildi. Kuyucuklar bir dakika arayla 5 kez
distile su ile yikandi.

Tiim kuyucuklara 50 pl Kromojen ve 50 pl Kromojen B eklendi.

Karanlik ortamda 37°C'de 10 dakika inkiibe edildi.

Tim kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu konuldu.

450 nm dalga boyunda okunan 6rneklerin sonuglar1 standartlara gore belirlendi.
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3.2.10 Istatistiksel Degerlendirme

Calismamizin verileri SPSS (Ver:22.0) (IBM Corporation, Amerika Birlesik Devletleri)
programina yiiklenerek istatistiksel analiz yapildi. Kolmogorov-Smirnov testine gore
alveoler kemik kayb1, OPG ve BALP verilerinin dagilimlari normallik gosterdigi i¢in bu
verilerle ilgili olarak, parametrik test olan tek yonlii varyans analizi uygulandi. IL-1p,
osteoblast, osteoklast sayilari, enflamatuvar infiltrasyon ve RANKL degerlerinin
degerlendirilmesinde parametrik test varsayimlari yerine getirilemediginden Kruskal-
Wallis testi ve Mann-Whitney U testi kullanildi. Verilerimiz tablolarda aritmetik
ortalama + standart sapma, minimum, maksimum ve ortanca olarak belirtilip yanilma

diizeyi 0.05 olarak alindu.
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4. BULGULAR

Deney siiresi boyunca ratlarin molar dislerine yerlestirilen ligatiirlerde herhangi bir
ayrilma veya kopma, ratlarda ilaca bagl yan etki gézlenmedi. SR900 grubundaki 1 adet
ratta enfeksiyona bagl kayip gergeklesti. Bu grupta caligma sonunda 7 adet rat yer aldi.

4.1 Morfometrik Olciimler

Gruplara ait alveoler kemik kaybi Olglimleri karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edildi (p<0.05) (Sekil 4.1) (Cizelge 4.1).
Kontrol grubundaki alveoler kemik kaybi1 miktar1 diger tiim gruplardan anlamli olarak
daha az bulundu (p<0.05). Ligatiir grubu ile SR gruplari alveoler kemik kaybi
bakimindan karsilastirildiginda, yalnizca SR900 grubunda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gozlenirken (p<0.05), ligatiir grubu ile SR300 ve SR625 gruplart arasinda
istatistiksel olarak bir farka rastlanmadi (p>0.05). Ayrica SR900 grubundaki alveoler
kemik kaybi, SR300 ve SR625 gruplarina oranla anlamli diizeyde diisiiktii (p<0.05)
(Sekil 4.2).
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Sekil 4.1 Gruplara ait alveoler kemik kaybi ortalamalari
%p< 0.05 diger tiim gruplardan farkl.
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Cizelge 4.1 Gruplara ait alveoler kemik kaybi diizeyleri (um)

Gruplar Oort+SD (Min-Maks) Ortanca
Kontrol 291,87+47,482 (245-368) 277
Ligatiir 639,12+60,66 (568-739) 628
SR300 535,25+92,87 (384-718) 522,50
SR625 546,62+33,26 (487-589) 557,50
SR900 413,57+45,39° (357-471) 420
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Sekil 4.2 Gruplara ait sag alt 1. molar dislerin stereomikroskop goriintiisii (16X)
A: Kontrol grubu, B: Ligatiir grubu, C: SR300 grubu, D: SR625 grubu, E: SR900 grubu
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4.2 Histopatolojik Degerlendirmeler
Osteoklastik Aktivite

Gruplardaki osteoklast sayist dagilimlari Sekil 4.3'te belirtilmis olup, osteoklastik
aktivite bakimindan en yiiksek ortalamayi ligatiir, en diigiik ortalamayi ise kontrol grubu
gosterdi ve gruplar arasindaki bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05) (Sekil 4.5-A, B). Ligatiir grubunda, kontrol, SR300 ve SR900 gruplarina gore
anlamli olarak daha fazla osteoklast saptandi (p<0.05). SR625 grubundaki osteoklastik
aktivitenin ligatiir grubuna gore daha az olmasina ragmen bu farklilik istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (p>0.05).
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Sekil 4.3 Gruplara ait osteoklast sayist dagilimi (n)
p<0.05 ligatiir grubundan farkl.
bp<0.05 SR300 ve SR900 gruplarindan farkls.
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Osteoblastik Aktivite

Gruplardaki osteoblast sayis1 dagilimlar1 Sekil 4.4'te gosterilmis olup gruplar arasindaki
farkliliklar anlamli bulundu (p<0.05). Kontrol grubu ile ligatiir, SR625 ve SR900
gruplar1 arasinda ve ayrica SR300 ile SR625 gruplar1 arasindaki farkliliklar anlamli
bulunurken (p<0.05), diger gruplar arasindaki farkliliklar anlamli bulunmad: (p>0.05)
(Sekil 4.5-C, D, E). Ligatiir grubuna goére SR625 ve SR900 gruplarinda daha fazla

osteoblast saptanmasina karsin bu farkliliklar anlamli bulunmadi (p>0.05).
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Sekil 4.4 Gruplara ait osteoblast sayist dagilimi (n)
p<0.05 ligatiir, SR625 ve SR900 gruplarindan farkl.
bn<0.05 SR300 grubundan farkl:.
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Sekil 4.5 Gruplara ait histolojik kesitler

A: Kontrol grubundaki bir 6rnekte pulpa, dentin, sement, periodontal ligament ve
alveoler kemik iligkisi goriilmektedir (100x).

B: Ligatiir grubundaki bir ornekte osteoklastik aktivite (Siyah oK) gozlenmektedir
(200x).
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C: SR300 grubundaki bir kesitte sinirli diizeydeki osteoklastik aktivite (siyah ok) ve
osteoblastik hiicreler (beyaz ok) goriilmektedir (200x).

D: SR625 grubuna ait 6rnekte yogun osteoblastik aktivite (beyaz ok) (200x).
E: SR900 grubunda goriilen osteoblastik aktivite (beyaz ok) (200x).

AK: alveoler kemik, PL: periodontal ligament, D: dentin, P: pulpa, S:sement.
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Enflamatuvar Hiicre Infiltrat

Gruplardaki enflamatuvar hiicre infiltrati dagilimlar1 karsilastirildiginda, kontrol grubu
ile diger tiim gruplar arasindaki farkliliklar anlamli bulunurken (p<0.05) (Sekil 4.6),
diger gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.6 Gruplardaki enflamatuvar hiicre infiltrati dagilim1 (%)
¥p<0.05 diger tiim gruplardan farkli.
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Sekil 4.7 Ligatiir grubuna ait bir 6rnekte yogun enflamatvar hiicre infiltrat1 alani
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4.3 Immiinohistokimyasal Analizler
RANKL Immiinohistokimyasal Degerlendirme

RANKL aktivitesine gore gruplar karsilastirildiginda anlamli fakliliklar bulundu
(p<0.05) (Sekil 4.8). Kontrol grubu ile ligatiir, SR300 ve SR625 gruplar1 arasindaki
farkliliklar anlamli bulunurken (p<0.05), diger gruplar arasindaki farkliliklar anlamli
bulunmad: (p>0.05). RANKL aktivitesi SR900 grubunda SR 300 ve SR625 gruplarina
gore daha diisiik ¢ikt1, ancak bu fark anlamli bulunmadi (p>0.05) (Sekil 4.9-C, D). SR
gruplarinin ortalama degerlerinin ligatiir grubundan daha diisiikk bulunmasina ragmen bu
farkliliklar anlamsiz bulundu (p>0.05) (Sekil 4.9-B). Kontrol ile SR900 gruplari
arasinda RANKL aktivitesi bakimindan fark gériilmedi (p>0.05) (Sekil 4.9-A, E).
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Sekil 4.8 Gruplara ait RANKL aktivitesi dagilimi (%)
p<0.05 kontrol grubu, ligatiir, SR300 ve SR625 gruplarindan farkl.
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Sekil 4.9 Gruplara ait RANKL immiinohistokimyasal boyama goriintiileri

A: Kontrol grubu (100x), B: Ligatiir grubu (200x), C: SR300 grubu (200x), D: SR625
grubu (200x), E: SR900 grubu (200x). Kontrol grubunda RANKL aktivitesi
gozlenmezken en yogun RANKL aktivitesi ligatiir grubunda goriildii. SR900
grubundaki RANKL aktivitesi kontrol grubuna yakin bulundu.
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4.4 Biyokimyasal Analizler
4.4.1 1L-1p Diizeyi

Ratlardan  alinan serum  Orneklerindeki IL-1p ELIZA  analiz  sonuglar
degerlendirildiginde, SR gruplarindaki sitokin degerleri kontrol ve ligatiir gruplarindan
daha disiik c¢ikmasina ragmen bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(p>0.05) (Sekil 4.10) (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.10 Gruplara ait serum IL-1p dagilimi
Cizelge 4.2 Gruplara ait serum IL-1p diizeyleri (pg/ml)
Gruplar Saptanma Oort+SD (Min-Maks) Ortanca
Oranlari (%)
Kontrol 87,5 195,85+235,55 (18-589) 94
Ligatiir 100 103,25+137,01 (13-346) 31
SR300 100 90+156,68 (13-468) 15
SR625 100 55,75+45,06 (8-131) 55
SR900 100 97,85+136,64 (8-384) 48
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4.4.2 OPG Diizeyi

Ratlardan  alman serum  Orneklerindeki OPG  ELISA  analiz  sonuglar
degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlam ifade eden herhangi bir

bulguya rastlanmadi (p>0.05) (Sekil 4.11) (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.11 Gruplara ait serum OPG dagilimi
Cizelge 4.3 Gruplara ait serum OPG diizeyleri (ng/ml)
Gruplar Saptanma Ort+SD (Min-Maks) Ortanca
Oranlari (%)
Kontrol 87,5 2,55+0,27 (2,21-3,05) 2,53
Ligatiir 100 2,46+0,57 (1,88-3,79) 2,36
SR300 100 2,40+0,53 (1,59-3,48) 2,44
SR625 100 2,26+0,18 (1,99-2,55) 2,26
SR900 100 2,43+0,83 (1,01-3,86) 2,50
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4.4.3 BALP Diizeyi

Ratlardan alinan serum 6rneklerindeki BALP ELISA analiz sonuglarina gore, SR300 ve

SR625 gruplarinin degerleri, ligatiir ve kontrol gruplarindan daha yiiksek ¢ikmasina

ragmen bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Yine SR900

grubundaki BALP serum diizeyinin diger tim gruplardan yiiksek bulunmasina ragmen

bu degerler istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Sekil 4.12) (Cizelge 4.4).
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Sekil 4.12 Gruplara ait serum BALP dagilim1

Cizelge 4.4 Gruplara ait serum BALP diizeyleri (ng/ml)

3 Kontrol
@l Ligatur
3 SR300
Bl SR625
3 SR900

Gruplar Saptanma Ort+SD (Min-Maks) Ortanca
Oranlar (%)

Kontrol 875 18,348,86 (0,20-28,97) 20,14

Ligatiir 100 17,1726,83 (0,30-20,02) 19,62

SR300 100 19,09+2,38 (15,16-22,45) 18,83

SR625 100 19,09+2,80 (14,07-23,48) 19,06

SR900 100 27,55416,57 (19,62-65) 21,42
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5. TARTISMA

Periodontal hastalik bir¢cok faktorle modifiye edilebilmesine ragmen primer etiyolojik
faktor mikrobiyal dental plaktir [36]. Ancak periodontal doku yikiminin baslamasinda
mikrobiyal dental plak tek basina yeterli olmamaktadir. Mikrobiyal dental plagin
olusumu ile ilgili olarak uyarilan antijenler hiicresel ve hiimoral bagisiklik sisteminin
aktive olmasi ile bir dizi olaylarin baslamasina ve sonugta da periodontal doku
yikimmin ger¢eklesmesine yol agmaktadir [146]. Periodontal hastalik siirecinde hem
bakterilerden (endotoksin, bakteriyal hyaluronidazlar) hem de konak hiicresinden
(kollajenazlar, proteazlar) salinan enzimler periodontal dokularin yikimina neden olur.
Ozetle periodontal doku yikimi subgingival alandaki bakterilere karsi verilen savunma
ile baglar. Bu savunma siirecinde meydana gelebilen bakterilerin Gstiinligii sonucunda

periodontal doku yikimu ilerler [8].

Periodontitis tedavilerinde mekanik tedaviye ek olarak bazi ajanlarin kullanimi
son yillarda yapilan ¢alismalarda giindeme gelmistir [114, 147-149]. SR, temel olarak
osteoporoz tedavisinde kullanilan anti-rezorptif ve ayn1 zamanda kemik formasyonunun
stirekliligini saglayan bir preparattir [115]. Calismamizda da SR'min bu temel
Ozelliginden yararlanilarak ratlarda olusturulan deneysel periodontitis modelinde
alveoler kemik yikimima etkisi morfometrik olarak degerlendirildi. Histopatolojik ve
immiinohistokimyasal incelemeler yapilip buna ek olarak serumdaki IL-1p, OPG ve
BALP diizeylerine bakildi.

Daha once gergeklestirilen bircok deneysel ¢alismada ratlarda ligatiir kullanima,
plak retansiyon alani ve dolayisiyla periodontitis olusumu i¢in kullanilmistir [25, 150-
153]. Ligatiirlii periodontitis modelinde doku yikimi kronik periodontitisten farkli
olarak akut bir siire¢ gosterir [154]. Ayrica ligatiir yerlestirilmesini takiben dislerde
okliizal, bukkal ve distal yonde migrasyon olabilecegi ig¢in ligatiirle deneysel
periodontitis olusturma stireci 15 gilinii gegmemelidir. Aksi halde yikim siddeti 6nemli
Ol¢iide azalabilmektedir [60]. Calismamizda ratlarin dislerine ligatiir yerlestirildikten 11
giin sonra sakrifikasyon gerceklestirilmistir. Daha Onceki ¢alismalarda da en yogun

kemik kaybinin ligatiir yerlestirildikten sonra 11. giinde gorildiigii belirtilmistir [25,
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150, 152, 153]. Bizim ¢alismamizda da ratlarda ligatiir kullaniminin ligatiir ¢evresindeki

alveoler kemik yikimini arttirdigi gozlendi.

Ratlarda molar disler okliizal yiizeylerdeki atrizyona bagli olarak siirekli
eriipsiyona ugrar ve buna bagl olarak alveoler kemikte remodeling gergeklesir [155].
Periodontal hastaligin olmadigr durumlarda bukkal yiizeylerde mine-sement sinir1 ve
alveoler kemik kreti arasindaki uzaklik ayni kalirken, palatinal ve lingual bolgelerde bu
iki nokta arasindaki uzaklik yasa bagli olarak artar [156]. Bu nedenle ¢alismalarda ayn1
yasa sahip ratlar kullanilmalidir. Bizim ¢alismamizda da 12 haftalik erkek Wistar ratlar

kullanildi.

Alveoler kemik kaybinin hesaplanmasinda aciktaki kok yilizey alaninin
belirlenmesi veya bu ¢alismada oldugu gibi 6 farkli noktadan mine-sement birlesim
noktasindan alveoler kret tepesine kadar olan uzakligin 6l¢iilmesi kullanilabilir. Ligatiir
yerlestirilmesinden 15 gilin sonra her iki yontemin de benzer sonuglar verdigi
belirtilmistir. Bununla birlikte erken donemdeki kemik kaybini alan 6l¢timiin daha net
belirleyebildigi; ancak 60 giin sonra uzaklik 6l¢iimiiniin daha giivenilir sonuglar verdigi
one siiriilmiistiir [60]. Calismamizda uzakhik &lgiimii yontemini kullanildi. Istatistik
verileri sonucunda, beklenildigi gibi ligatiir grubunda kontrol grubundan anlamli olarak
daha ¢ok kemik yikimi saptandi. Deney gruplarinda da yine kontrol grubuna gore
anlaml olarak daha ¢ok kemik kaybinin oldugu tespit edildi. Ayrica ligatiir grubu ile
SR300 ve SR625 gruplari arasinda fark gortilmezken, SR900 grubunda ise kemik kayb1
miktarinda anlamli azalma gozlendi. Buna gore sistemik olarak uygulanan SR'nin doza
bagli olarak deneysel periodontitis modelindeki alveoler kemik yikimini azalttigi

sOylenebilir.

Calismamizda ratlara verilen SR dozlarmi belirlemek icin giiniimiize kadar
yapilmis olan bir¢ok calisma incelendi. Insanlarda bu maddenin giinliik dnerilen toksik
olmayan en etkili dozu giinlik 2 gr olarak saptanmistir. Ratlara uygulanan 625
mg/kg'lik dozun, insandaki 2 gr'lik dozun kandaki konsantrasyonuna esdeger oldugu
belirtilmistir. Aradaki farkin, ratlarda stronsiyumun intestinal emiliminin daha az
olmasindan kaynaklandig1 one siiriilmiistiir [157]. Yaklagik 308 mg/kg'lik dozun SR'nin
antirezorptif etkilerinin goriilebilmesi i¢in gerekli olan minimum etkili doz oldugu
belirtilmistir [158, 159]. Yine baz1 deneysel ¢alismalarda 900 mg/kg ratlara verilen en
yiksek doz olarak kullanilmistir [123, 160]. SR'nin ortodontik ankraji arttirmaya
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yonelik kullanildigi bir ¢alismada yine 900 mg/kg giinliik doz ratlara verilmistir [127].
Camcioglu ve arkadaslarinin [161] yaptiklar1 bir ¢aligmada ise ovariektomize ratlarda
kemik mineral yogunluguna SR'min ekisi incelenmis ve 1800 mg/kg'lik doz
kullanilmistir. Bu ¢alismada da hayvanlarda herhangi bir olumsuz etkinin goriilmedigi
rapor edilmistir Daha 6nce SR'nin periodontitise etkisiyle ilgili benzer bir deneysel
calisma yapilmadigr icin c¢alismamizdaki dozlar bu calismalara gore belirlendi ve

ratlarda ¢alisma siiresince ilaca bagli herhangi bir olumsuz etki gézlenmedi.

SR'nin, daha onceki deneysel ¢alismalarda kullanilan bifosfonatlara gore, kemik
rezorpsiyonu inhibe ederken ayni1 zamanda kemik formasyonunu da stimiile etmesinden
dolayr bir avantaji bulunmaktadir [158]. Bifosfonatlar ise kemik formasyonunu
osteoblastik aktiviteyi etkileyerek % 50'ye kadar azaltabilmektedir [162]. Buehler ve
arkadagslart [34] maymunlar iizerinde yaptiklari ¢alismada 6 aylik SR uygulamalari
sonucunda osteoklast yiizey ve sayisindaki azalmayla birlikte alveoler kemik
rezorpiyonunun da azaldigin1 ve kemik formasyonunun ayni sekilde devam ettigini
gozlemlemislerdir. Arastirmacilar ratlar iizerinde gergeklestirilen deneysel ¢aligmalarda
SR'nin kemigin biyomekanik 6zelliklerini ve mikromimari yapisini gelistirdigini tespit
etmislerdir [157, 163, 164]. Ammann ve arkadaslarinin [160] yaptig1 bir ¢alismada 2 yil
sliresince uygulanan 900 mg/kg giinliik dozun ratlarda vertebral kemik kalitesini 6nemli
derecede arttirdign belirtilmistir. Zacchetti ve arkadaslar1 [165] da, rat tibialarina agilan
defektlere haftanin 5 gilinii giinlik 625 mg/kg SR'yi 4, 8 ve 12 hafta siireyle
uygulamisglar, 8 ve 12 haftalik gruplarda kontrol grubuna gore trabekiiler mikroyapida
onemli gelisim oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica kortikal kemigin defekt alanindaki

gelisimi ise 4. haftadan itibaren 6nemli derecede gozlenir hale gelmistir.

Fuchs ve arkadaslarinin [166] yaptiklar1 ¢alismada SR'nin 25 mg/kg ve 150
mg/kg glinliik dozlarimin ovariektomize ratlarda 90 giin sonra kemik biyomekanik
ozelliklerinde Onemli bir etkiye yol agmadigi ve SR'min kemik rezorpsiyonunu
onlemede yetersiz oldugu rapor edilmistir. Ayrica kemik formasyonunda herhangi bir
artis tespit edilmemistir. Bu durumun SR'nin bu ¢alismadaki diisiik dozlarindan

kaynaklandig1 sdylenebilir.

Maimoun ve arkadaslarinin [163] yaptiklar1 bir ¢alismada, haftanin 5 giini
uygulanan giinliik 625 mg/kg dozun 8 haftada ratlarda implant osseointegrasyonunu ve

kemik mikroyapisin1 gelistirdigi belirtilmistir. Li ve arkadaslart [164] osteoporotik
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ratlarda  yaptiklar1  ¢aligmalarinda  hidroksiapatit  kapli  titanyum vidalarda
osseointegrasyonun, fiksasyonun ve c¢evredeki kemik ozelliklerinin 12 haftalik SR
uygulamasiyla birlikte gelistigini saptamiglardir. Yine ayn1 SR'nin 1000 mg/kg giinliik
dozu 6nemli derecede etkili olmakla birlikte 500 mg/kg'lik dozu da anlaml1 olarak yarar

saglamistir.

SR'nin implant osseointegrasyonuna olumlu etkisini rapor eden calismalarin
aksine Linderback ve arkadaslarmin [167] yaptigi deneysel bir ¢aligmada giinliik 800
mg/kg SR'nin kemik yogunluguna ve mikroyapisina olumlu etkisinin olmasina ragmen,
4 veya 8 haftalik implant erken donem fiksasyonuna 6nemli bir etkisinin olmadigi 6ne
stirilmiistiir. Bununla birlikte Chen ve arkadaglari [168] tarafindan ovariektomize
ratlarda implant osseointegrasyonuna ve kemik mineral yogunluguna zoledronik asidin,

SR ve alendronattan daha olumlu etkisinin oldugu rapor edilmistir.

Enfeksiyonlara karsit olusan akut faz yamiti, TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi
enflamatuvar mediyatorlerin salinmasina 6nciiliik eden lokal makrofajlarin ve diger bazi
hiicrelerin aktive edilmesiyle baglamaktadir [169]. Calismamizda incelenmek iizere bu
enflamatuvar mediyatorlerden IL-1f tercih edildi. Yiiksek IL-1B diizeyi periodontal
dokulardaki enflamasyonun 6nemli bir belirtecidir [170]. Ayrica artmis diizeyde 1L-1§

diizeyleri ileri periodontal hastalik patogenezinde 6nemli rol oynar [171, 172].

Buduneli ve arkadaslar1 [173] Escherichia coli endotoksininden elde edilen
saflagtirnlmis  lipopolisakkarit enjeksiyon yontemi ile deneysel periodontitis
olusturmuslardir. Bu yontemle ligatiir yonteminde oldugu gibi 6nemli miktarda alveoler
kemik yikimi olusturulmustur. Doksisiklinle birlikte veya tek basina ratlara verilen
alendronatin kemik yikimimi 6nemli Olglide azalttigi belirtilmistir. Bununla birlikte
serum IL-1f diizeyleri doksisiklin ve/veya alendronat verilen gruplarda anlamli olarak
daha yiiksek ¢ikmistir. Bu durumun lipopolisakkaritin bolgeye lokal olarak uygulanip
bir dongii sonucu bdlgeye kendiliginden yerlesmemesinden dolayr olusabilecegi
belirtilmistir. Buna ek olarak baslangigtaki degisimlerin deneyin sonuna dogru ortadan
kalkabilecegi One siirliilmiistiir. Kronik periodontitis hastalarinda baglangi¢ tedavisinden
sonra azalan plak ve kanama indeksleri ve sondlama derinliklerindeki diisiisiin aksine
sistemik C-reaktif protein, IL-1B, IL-6, and TNF-a diizeylerinin &nemli oOlgiide
degismedigi gozlenmistir [174, 175]. Murata ve arkadaslart [176] saglikli ve peri-

implantitisli hastalarda, peri-implant diseti olugu sivisinda ve serumda osteokalsin ve
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IL-1PB parametrelerini degerlendirmislerdir. Sonug olarak bu parametrelerin lokal olarak
tiretildigini ve lokal olarak firetilen bu maddelerin sistemik diizeyi 6nemli Slgiide
etkilemeyecegini 6ne siirmiislerdir. Buna gore lokal olarak tiretilen IL-1f'nin sistemik
olarak onemli derecede yiiksek bir diizeye ulagsmasi i¢in beklenilenden daha yiiksek
miktarda tretilmesinin gerektigi soylenebilir. Bununla birlikte Gorska ve arkadaslari
[177] periodontitisli bireylerde serum IL-1p konsantrasyonunun saglikli kontrollere
gore daha yiiksek diizeyde oldugunu belirtmislerdir. Fernandez ve arkadaslari [178]
farelerin osteoblastik hiicre kiiltiirlinde yaptiklar1 ¢alismada IL-1 ve TNF-a diizeylerinin
SR uygulamasiyla birlikte azaldigini1 gozlemlemislerdir. Bizim ¢alismamizda ise gruplar

arasinda serum IL-1f degerleri bakimindan anlamli bir farklilik saptanmadi.

Deneysel periodontitis modellerinde ligatiir kullanilmas: ile osteoklast sayisinda
artts ve enflamatuvar infiltrasyon olusumu basar1 ile saglanmistir [152, 153].
Caligmamizda da ligatiir kullanimi1 osteoklast sayisinda artisa yol agti. SR kullanimiyla
azalan osteoklast sayisina paralel olarak alveoler kemik kaybi miktar1 da SR gruplarinda
diistis gosterdi. Enflamatuvar infiltrasyon miktar1 ise kontrol grubuna gore diger tiim
gruplarda ligatiir yerlestirilmesine bagli olarak benzer sekilde artig gosterdi. Osteoblast
sayilar1 bakimindan en yiiksek degerler SR625 ve SR900 gruplarinda gozlendi. Bununla
birlikte ligatiir grubunun osteoblast sayist dagilimi kontrol ve SR300 gruplarindan daha
yiiksek bulundu. Benzer sekilde Saglam ve arkadaslarinin [152, 153] yapmis olduklari
caligmalarda da osteoblast sayilarinin ligatiir gruplarinda yiikseldigi gozlendi. Bu
durumun ligatiir yerlestirilmesine bagli olarak artan osteoklast sayisina reaksiyon olarak

turnoverin siirekliligi i¢in meydana geldigini diislinmekteyiz.

Normal kosullar altinda kemik yapim ve yikimi arasinda bir denge
bulunmaktadir. Bu denge RANKL/OPG orami ile iliskilidir. Periodontal kemik
rezorpsiyon ve formasyonu RANKL, osteoklast oncli hiicrelerinde bulunan RANKL
reseptorii RANK ve OPG tarafindan diizenlenmektedir. RANKL"1n dokulardaki diizeyi
yiikseldiginde oseoklast dncii hiicrelerindeki RANK ile baglanarak osteoklastik aktivite
ile birlikte kemik rezorpsiyonu meydana gelmektedir. OPG diizeyi RANKL diizeyinden
fazla oldugu zaman OPG RANKL'a baglanarak RANK ile baglanmasimna engel
olmaktadir. RANKL'In RANK ile baglanmasi engellenerek osteoklast olusumu azalarak
osteoklastik apoptozis artmaktadir [179]. Bazi calismalarda periodontitisli bireylerde
serum OPG diizeylerinde fark olmaksizin RANKL diizeylerinin saglikli bireylerden
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daha yiiksek oldugu belirtilmistir [81, 180]. Bununla birlikte genellikle RANKL
miktarinin artmas1 OPG miktarindaki azalma ile birlikte meydana gelmektedir. IL-18,
IL-4, IL-6, IL-11, IL-17, TNF-a gibi bazi sitokinler RANKL iiretimini arttirarak etki
gostermektedir [181]. Bizim sonuglarimiza paralel oarak ligatiirle olusturulan deneysel
periodontitis modellerinde RANKL iiretiminin arttigi belirtilmistir [152, 153]. Bizim
calisgmamizda ise IL-1f ve OPG dagilimlari bakimindan gruplar arasinda 6nemli bir
farklilik goriilmezken SR900 grubundaki RANKL aktivitesi kontrol grubuna yakin

bulundu.

Insan osteoblast hiicre kiiltiirleri iizerinde yapilan bir ¢alismada OPG/RANKL
orani SR'nin 1, 5, ve 10 milimol olan farkli dozlarinda artmistir. Buna ek olarak
osteoblast aracili osteoklastogenezis SR uygulanmalar ile inhibe edilmistir [122]. Bu
caligmaya paralel olarak Brennan ve arkadaslarinin [119] yaptigi bir ¢alismada SR,
osteoblastlarin hiicre replikasyon ve diferasyonunu, ayrica OPG mRNA ve protein
miktarini arttirmistir. RANKL mRNA ve protein miktarini ise azaltmistir. Stronsiyum
yiiklii mezoporoz biyoaktif cam iskeletin osteoporotik ratlarda histopatolojik olarak
osteoklast sayisini anlamli olarak azalttigi bildirilmistir [182]. Wu ve arkadaslarinin
[183] yaptiklari bir ¢alismada bu cam iskeletin periodontal ligament hiicre kiiltiiriinde

osteogenezis ve sementogenezisi Onemli dl¢iide arttirdigi bulunmustur.

Osteoblastik aktiviteyi ve osteoid mineralizasyonunu gosteren BALP, kemik
yapim metabolizmasinin saptanmasinda kullanilan en 6nemli belirteglerden bir tanesidir
[90]. Alendronatin alveoler kemik kaybina BALP iizerinden etkisinin arastirildigi bir
calismada, deneysel periodontitis olusumuyla indiiklenen kemik kayb1 ve serum BALP
miktarindaki diistis alendronatla onlenebilmistir [25]. Du ve arkadaslar1 [91]
simvastatinin osteoporotik ratlarda implant osseointegrasyonuna etkisini arastirmislar ve
simvastatinin osseointegrasyondaki olumlu etkisinin yaninda serum BALP miktar ile
osseointegrasyon derecesi arasinda bir korelasyon kurulabilecegini belirtmislerdir.
Ammann ve arkadaglar1 [123] 2 y1l siiresince giinliik 625 mg/kg SR uygulanan ratlarda
plazma total ALP diizeyinde 6nemli artis tespit etmislerdir. Calismamizda gruplar arasi
serum BALP diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlam ifade eden bir farka
rastlanmadi. Bununla birlikte SR verilen gruplarda ligatiir grubuna gore daha yliksek
degerler saptandi. BALP diizeyi agisindan en yliksek ortalama deger SR900 grubunda

goriildil.

47



Meunier ve arkadaglari [184] giinlik 2 gram SR kullanan osteoporozlu post-
menopozal bayanlarda serum BALP diizeylerinde onemli miktarda artis oldugunu
saptamiglardir. Meunier ve arkadaslar1 [185] baska bir ¢alismalarinda, post-menopozal
bayan hastalarda SR'nin kontrol grubuna gore serum BALP aktivitesini arttirdigini ve

serum C-telopeptit capraz baglarinin miktarini azalttigin1 gostermislerdir.

Fernandez ve arkadaslar1 [126] hiicre kiiltiirli lizerinde yaptiklari bir ¢alismada
SR'nin BALP aktivitesini ¢inko ve magnezyum ile etkilesime girerek arttirdigini
belirtmislerdir. SR'nin 10 mg/ml {stii dozlarda periodontal ligament hiicreleri lizerinde
sitotoksik etkisininin olabilecegi bildirilmis [186], ve bununla birlikte farkli
calismalarda stronsiyum yiiklii mezoporoz biyoaktif cam iskeletin periodontal doku
rejenerasyonuna katki sagladigi one sirdlmistir [182, 183]. Buna paralel olarak
stronsiyumun periodontal ligament hiicrelerindeki proliferasyonu arttirip IL-6 tiretimini

baskiladig1 belirtilmistir [129].
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6. SONUCLAR VE ONERILER
Calismamizin smurlar1 dahilinde;

- Ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis modeli ratlarda alveoler kemik kaybini

arttirdi.

- Morfometrik dl¢lim sonuglarina gére SR uygulanan tiim gruplarda alveoler kemik

kayb1 azalirken, SR900 grubunda anlamli azalma gozlendi.

- Histopatolojik degerlendirmelere gore ligatiir grubunda osteoklast sayisi artarken SR
uygulanan gruplarda osteoklast sayilarinda azalma goézlendi. Bu azalma kontrol

grubundaki osteoklast sayilari ile benzerdi.

- SR300 disinda ligatiir uygulanan tiim gruplarda osteoblast sayisinda kontrol grubuna

gbre dnemli artis saptandi.

- Immiinohistokimyasal analizler sonucunda SR900 grubunda RANKL aktivitesi

yogunlugu kontrol grubu ile benzerdi.

- ELIZA sonuglarina gére SR'nin serum IL-1B, OPG ve BALP diizeylerine herhangi bir

onemli etkisi saptanmad.

- Calismamizda SR uygulamalariyla azalan RANKL aktivitesine bagli olarak osteoklast
sayilarinda 6nemli diisiisle, 6zellikle SR900 grubunda alveoler kemik yikiminda azalma
goriildii. Bununla birlikte SR'nin periodontitis tedavisinde kullanilabilmesi i¢in farkli

doz ve siirelerdeki etkinligini arastiran ileriki ¢alismalara gereksinim vardir.
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