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OZET

OSTEOPOROTIK RATLARDA OLUSTURULAN DENEYSEL PERIODONTITIS
MODELINDE KEMIK REZORPSIYONU UZERINE SISTEMIK OLARAK ALINAN
MELATONININ ETKISININ HISTOPATOLOJIK VE HISTOMORFOMETRIK
ACIDAN ARASTIRILMASI

Suat Serhan ALTINTEPE DOGAN
Doktora Tezi
Periodontoloji Anabilim Dali
Danigman: Dog. Dr. Hiilya TOKER
2015, 72sayfa

Bu calismanin amaci, osteoporotik ratlarda olusturulan deneysel periodontitis
modelinde alveoler kemik rezorpsiyonu iizerine sistemik olarak verilen melatoninin
etkisinin histopatolojik ve histomorfometrik agidan arastirilmasidir.

44 Wistar rat rastgele 6 deney grubuna ayrildi: kontrol (K, n=6) grubu; osteoporoz
(O, n=6) grubu; ligatiirlii periodontitis (LP, n=8) grubu; osteoporoz ve periodontitis
(O+LP, n=8) grubu; osteoporozlu, periodontitis ve 30 mg/kg/giin melatonin (ML30,
n=8) grubu; osteoporozlu, periodontitis ve 50 mg/kg/giin melatonin (ML50, n=8) grubu.
Osteoporoz olusturmak i¢in ratlarin overleri bilateral olarak alind1 ve 4 ay bekletildi.4.
aym sonunda deneysel periodontitisi indiiklemek i¢in her ratin mandibular birinci
molarmin ¢evresine 4/0 ipek ligatiirler submarginal olarak yerlestirildi. 30 giin
melatonin uygulamas1 sonrasinda ratlar sakrifiye edildi.Alveol kemik kaybi
stereomikroskopta mine-sement sinirt ile alveol kret tepesi arasindaki mesafe olarak
oleiildii. Serum IL-6 seviyesi ELIZA ile belirlendi. Histopatolojik olarak enflamatuvar
hiicre infiltrasyonu, osteoklast ve osteoblast sayilari ile immiinohistokimyasal olarak
niikkleer faktor kappa B’nin reseptér aktivatér baglayicisi(RANKL) aktivitesi
degerlendirildi.

Calisma sonuglarina gore, LP ve O+LP gruplarindaki alveoler kemik kaybi ve
enflamatuvar hiicre infiltrat1 diger gruplara oranla anlamli diizeyde ytiksekti (p<0.05).
Ayrica K, O ve ML30 gruplarinda alveoler kemik kayb1 benzerdi. En yiiksek osteoklast
sayist O+LP grubunda saptandi (p<0.05) ve ML30, ML50, K ve O gruplari arasinda



anlamli bir farklilik goézlenmedi (p>0.05). En diisiik osteoblast sayisi K grubunda
gozlenirken, en yiiksek ML30 ve ML50 gruplarinda tespit edildi. O+LP grubunda
RANKL aktivitesi artis gosterirken, melatonin uygulamasi RANKL aktivitesini anlamli
oranda azaltti. Gruplara ait IL-6 degerleri karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
bulunmadi.

Bu c¢alismanin sinirlart dahilinde; periodontitisli osteoporotik rat modelinde
sistemik olarak verilen melatoninin  RANKL aktivitesinde azalma, osteoblastik

aktivitede artis yoluyla alveoler kemik kaybini1 onledigi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Deneysel osteoporoz, deneysel periodontitis, alveoler kemik kaybi,

melatonin



ABSTRACT

THE HISTOPATHOLOGICAL AND HISTOMORPHOMETRIC INVESTIGATION
OF THE EFFECTS OF SYSTEMICALLY ADMINISTERED MELATONIN ON
BONE RESORPTION IN EXPERIMENTAL PERIODONTITIS MODEL IN
OSTEOPOROTIC RATS.

Suat Serhan ALTINTEPE DOGAN
Ph.D. Thesis
Department of Periodontology
Supervisor: Assoc. Prof.Hiilya TOKER
2015, 72pages

The aim of this study was to investigate the effect of melatonin administered
systemically on the alveolar bone resorption in an experimental periodontitis model,
which is developed in osteoporotic rats, in terms of immunohistochemistry and
morphometric.

Forthy-four Wistar rats were randomly divided into 6 experimental groups:
control (C, n=6) group; osteoporosis (O, n=6) group; ligated periodontitis (LP, n=8)
group; osteoporosis and periodontitis (O+LP, n=8); osteoporosis, periodontitis and 30
mg/kg/day melatonin (ML30, n=8) group; osteoporosis, periodontitis and 50 mg/kg/day
melatonin (ML50, n=8) group.Ovaries of the rats were taken bilaterally to deveop
osteoporosis and the rats were kept 4 months.At the end of 4™ month, 4/0 silk ligatures
were placed submarginally around the mandibular first molar of each rat, to induce
experimental periodontitis.30 days after administration of the melatonin, all rats were
sacrificed.Alveolar bone loss were measured as the distance from cemento-enamel
junction to the alveolar bone crest at the stereomicroscope. Serum IL-6 levels were
determined by ELISA.Histopathologically, inflammatory cell infiltration, numbers of
osteoblasts and osteoclasts and immunohistochemically, receptor activator of nuclear
factor kappa B ligand (RANKL) activity were evaluated.

According to the study results, the alveolar bone loss were significantly higher in
the LP and O+LP groups compared to the other groups (p<0.05). Also, the alveolar
bone loss was similar in C, O and ML30 groups. The highest number of osteoclast was

Vi



detected in the O+LP group and there wereno significant differences in osteoclast
numbers among ML30, ML50, C and O groups. While the lowest number of the
osteoblast was observed in the C group, the highest one was detected among the ML30
and ML50 groups.While the RANKL activity was at highest level in the O + LP group,
it was observed at lower levels in the groups that the melatonin was administered. There
was no significant differences when IL-6 values of groups were compared.

Within the limits of this study, it is suggested that in the osteoporotic rat model
with periodontitis sistemically administered melatonin prevents alveolar bone loss by

the way of reducing RANKL activity and increasing osteoblastic activity.

Key words: Experimental osteoporosis, experimental periodontitis, alveolar bone loss,

melatonin
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1. GIRIS

Periodontitis, mikrobiyal dental plaga kars1 disi destekleyen dokularin vermis oldugu
enflamatuvar yanit sonrasinda periodontal dokularda geri doniisii olmayan doku yikimi
ve dis kaybinin gozlendigi kronik enfeksiyoz bir hastaliktir [1]. Periodontitiste diger
kronik hastaliklarda oldugu gibi doku yikiminda birbirini takip eden aktif ve pasif
donemler vardir [2, 3]. Periodontal hastaligin ilerleme siireci kisiye gore degisiklik
gostermektedir ve farkli bireylerde ve/veya ayni bireyde farkli oral bolgelerde doku
yikimi farkli seviyelerde gergeklesebilir [1]. Periodontitisin olugsmasinda birgok lokal,
cevresel ve sistemik faktorlerin rol oynamasma karsin primer etiyolojik faktor
mikrobiyal dental plak ve driinleridir, fakat hastaligin patogenezini agiklamada
mikrobiyal dental plak tek basma yeterli degildir [4]. Belirli anaerobik bakterilerden
olusan mikrobiyal dental plagin biyofilm olarak organize olmasiyla baslayan enfeksiy6z
siire¢ periodontal savunma ve yikim mekanizmalar1 arasinda dengesizlige yol acarak,
periodontal bag doku ve alveoler kemikte yikim meydana getirir[5]. Periodontal
dokularin yikiminda iki mekanizma oldugu saptanmistir. Bu mekanizmalardan birincisi,
bakterilerin tirettigi toksik maddeler, proteazlar ve endotoksinlerle yapmis oldugu
dogrudan yikic1 etkidir. Ikincisi ise konak tarafindan f{iretilen enflamatuvar
mediyatorlerin - aracilik  ettigi  dolayli yikic1 etkidir [6]. Diseti dokusunda
sinirlandirilamayan enflamatuvar yanit artmaya devam ederek komsu alveoler kemik
dokusuna yayilir, enflamasyonun alveoler kemige yayilmasiyla bag doku ve alveoler
kemikte kayip gerceklesir [7].

Osteoporoz, kemik kiitlesinde azalma ve kemikte mikro yapisal diizeyde
degisikliklerle karakterize bir hastalik olup kemik kirilganliginda artisa ve kirik
risklerinin artmasina neden olur [8]. Osteoporoz tanimlamalari, ilk olarak 1829°da Jean
Georges Lobstein tarafindan gozeli kemik olarak, daha sonra 1948’de Albright
tarafindan kemik i¢inde ¢ok az kemik olarak yapilmistir [9]. Osteoporoz diinyada en sik
goriilen kemik hastaligi olup 80 yas iizerindeki kadinlarda %70 oraninda goriilmektedir
[10]. Hastalikla beraber kalga ve omurga kiriklar1 goriilmekte, mortalite ve morbidite
artmakta, yasam kalitesi azalmaktadir.

Periodontal hastalik ve osteoporoz arasindaki iligki ilk olarak 1960 yilinda rapor
edilmistir [11]. Osteoporoz iizerinde olumsuz etkisi oldugu bilinen cinsiyet, sigara, yas

gibi risk faktorlerinin periodontal hastalikta hazirlayici etkenler arasinda oldugu gesitli



calismalarla belirtilmistir [12-14]. Tezal ve arkadaslart postmenopozal kadinlarda
iskeletsel kemik mineral yogunlugu ile periodontal hastalik parametrelerinden klinik
atagsman kaybi, interproksimal alveoler kemik kaybi, cep derinligi, supragingival plak,
sondalamada kanama ve distas1 miktarlar1 arasindaki iligkiyi arastirmistir. Yas, cinsiyet,
irk, menopoz yasi, Ostrojen tedavisi, sigara i¢imi, viicut kiitle indeksi ve supragingival
plagin etkileri kontrol altina alindiktan sonra, postmenopozal donemde olan kadinlarda
sistemik kemik kaybinin alveoler kemik kaybiyla iliskili oldugu gésterilmistir [15]. Son
donemde yapilan bir c¢alismada ise postmenopozal kadmlar kemik mineral
yogunluklarina gdre osteoporoz, osteopeni ve kontrol grubu olmak iizere ii¢ gruba
ayrilmistir. Osteoporozlu grupta alveoler kemik kaybi ortalamasinin diger gruplara gore
daha fazla oldugu ve her ii¢ grupta periodontal parametreler (cep derinligi, atasman
seviyesi) arasinda anlamli bir fark olmadigi saptanmistir [16].

Osteoporoz ve periodontitis iligkisini gosteren ¢alismalarin aksine, Hildebolt ve
arkadaglarininyaptig1 ¢calismada orta veya siddetli periodontitisi olmayan postmenopozal
kadinlarda atasman kaybi, dis kaybiyla iliskili bulunurken, kemik mineral yogunlugu ile
iliskili bulunmamistir [17]. Ayrica bir diger ¢alismada osteoporozlu ve normal kemik
mineral yogunluguna sahip kadinlarda cep derinlikleri, diseti c¢ekilme miktarlari,
marjinal kemik seviyeleri, diseti kanama skorlar1 karsilagtirilmistir. Calismanin
sonucunda osteoporoz ve kontrol grubu arasinda cep derinlikleri, diseti ¢ekilme
miktarlari, marjinal kemik seviyeleri, digeti kanama skorlar1 agisindan anlamli bir
farklilik g6zlenmemistir[18].

Periodontal hastaligin patogenezinde konak-mikrobiyal etkilesimi hakkindaki
bilgiler giin gectik¢e artmaktadir. Bu durum konak cevabi ile konak modiilasyon
ajanlarinin hedef alinarak periodontitis igin yeni terapétik stratejileri kesfetmekte firsat
yaratmaktadir. Bu terapotik stratejiler hem anti-mikrobiyal tedaviyi hem de konak
modiilasyon terapisini icermektedir. Konak modiilasyon ajanlari, iyilesme siirecinde
periodontal saglik ve hastaligin ilerleyisi arasindaki dengenin kurulmasina yardimci
olmaktadir. Konak modiilasyonunun, antiproteinazlarla[19], anti-enflamatuvar ilaglarla
[20] prostaglandinlerin ve pro-enflamatuvar sitokinlerin iiretiminin engellenmesiyle
[21], kemik koruyucu ajanlarla osteoklast aktivasyonunun inhibe edilmesiyle
saglanabilecegi bildirilmistir [22]. Ayrica glinimiize kadar bir¢cok antioksidan ve anti-
enflamatuvar etkili ajanlarin periodontal hastalikta olusan kemik kaybini 6nlemedeki

deneysel etkinlikleri arastirilmistir [23-26].



Ana gorevi, viicudun biyolojik saatini koruyup ritmini ayarlamak olan melatonin,
viicutta bir¢ok biyolojik ve fizyolojik siirecte yer alir. Melatonin, pineal bezin 6zellikle
karanlik fotoperiyotta sentezlenen en énemli hormonudur. Melatonin iiretildikten sonra
yiiksek lipofilik ve hidrofilik 6zelliginden dolay1 ¢ok hizli bir sekilde kana karisir ve
beyin omurilik stvis1 da dahil olmak iizere biitiin viicut sivilar1 ve dokularma dagilir.
Melatoninin viicutta bir¢ok onemli gorevi vardir. Bunlarin basinda sirkadiyen ritmin
[27], immiinitenin [25] ve uykunun diizenlenmesi [28], antioksidan [29], anti-
enflamatuvar  [30], anti-viral [31], anti-kanser6z[32] ve kemik yikimin
azaltic1i[33]etkileri gelir.

Melatoninin serbest radikalleri temizleyici, anti-enflamatuvar ve kemik yapimini
diizenleyici rolii nedeniyle periodontolojide terapdtik bir ajan olarak kullanilabilecegi
diisiiniilmiistiir [25, 34]. Insan viicudundan salinan, diseti olugunda ve tiikiiriikte
bulunan melatoninin hastalikli periodontal dokularda (periodontitiste) diisiik diizeyde
oldugu tespit edilmistir [34]. Deneysel periodontitis olusturulan ratlarda sistemik olarak
melatonin  uygulamasiyla, enflamatuvar cevabin azaldigt ve antioksidan
konsantrasyonlarin1  arttirarak  periodontal dokularda oksidatif hasar1 azalttig
gosterilmistir [25]. Ayrica, farmakolojik dozlarda melatonin kemik kiitlesini, RANKL
ile iliskili osteoklast yapimini ve aktivasyonunu baskilayarak arttirir [35].

Yapilan c¢alismalarda melatoninin kemik yapimi ve stimiilasyonunda 6nemli bir
mediyatér oldugu gosterilmistir [33, 36]. in vitro kosullarda, melatoninin mikromolar
konsatrasyonlarda sentezi insan osteoblastlarindaki tip 1 kollajen liflerin
proliferasyonunu stimiile ettigi bulunmustur [37].Melatonin seviyesi yasla birlikte
azalmaktadir, bu nedenle menopoz sonrasi ve yaslilik osteoporozu gibi yasa bagh

hastaliklarda melatoninin etkisi olabilecegi diisiniilmektedir[38].



2. GENEL BILGILER

2.1 Periodontal Hastalik

Periodontal hastalik; disleri ¢evreleyen destek dokularin bakteriyel enfeksiyonlara karsi
verdigi lokalize enflamatuvar reaksiyonlar ile karakterize kronik bir hastaliktir [39].
Periodontal hastalik; gingivitis ve periodontitis olarak iki ana gruba ayrilir. Gingivitis,
dental plak ve konak arasindaki etkilesim sonucunda gelisen, klinik atagsman kaybina
neden olmayan, hiperemi, 6dem ve kanama ile karakterize enflamatuvar diseti
hastaligidir [40]. Periodontitis ise; periodontal dokularda geri doniisiimsiiz doku
yikimiyla karakterize olup hastaligin seyri boyunca doku yikiminda aktif ve pasif
dénemler izlenir. Periodontitisin tanisi i¢in sondalama derinliginde artis, atagsman kayb1
ve radyografik olarak kemik kaybinin olmasi  gerekmektedir.Periodontitis
multifaktoriyel bir hastaliktir ve mikrobiyaldental plak spesifik patojenler icin bir
barmak olup periodontitis i¢in birincil etiyolojik faktordiir [41, 42]. Ek olarak sistemik
hastaliklar, baz1 genetik polimorfizmler, sosyo-ekonomik veya egitim durumlari, sigara
tiiketimi ve psikolojik stres ile periodontitis arasinda pozitif iliskiler bildirilmistir [43,
44].

Hastalik gelisiminde rol alan periodontopatojen bakteriler sahip olduklar viriilans
faktorleri ile konak dokularda yikim meydana getirmektedir. Porphyromonas gingivalis,
Actinobacillus  actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Wolinella recta,
Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros, Capnocytophaga ve Prevotella
intermedia periodontopatojen olarak tanimlanmistir[45]. Periodontopatojen bakterilerin
periodontal dokularda yasamlarini siirdiirebilmeleri ve yikim meydana getirebilmesi
icin kolonize olmalar1 gerekmektedir. Bu bakterilerin kolonize olabilmeleri igin,
periodontal dokulara tutunmalari, ¢gogalmalari, ayni ortam1 paylastigr diger bakterilere
karst {istiinlik kurmalar1 ve konak savunma mekanizmalarina karsi kendilerini
korumalar1 gerekmektedir [45].

Oral hijyen uygulamalar1 birakildiginda mikroorganizmalar hizli bir sekilde dis
yiizeyinde kolonize olur. Takiben birka¢ giin icinde gingivitisle ilgili mikroskobik ve
klinik enflamatuvar bulgular izlenmeye baslanir. Mikrobiyal dental plak, esas olarak
diseti kenariyla olan iligkisine gore supragingival ve subgingival plak olarak
adlandirilir. Supragingival plak, dislerin klinik kronlar1 iizerinde, subgingival plak ise

diseti olugu ve periodontal cep i¢inde yerlesmistir. Gingivitis sonucu olusan disetindeki
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O6dem ve gingivitiste var olan cep formasyonu supragingival plagin subgingival plaga
dontismesine neden olur [46]. Subgingival plak supragingival plaktan farkli igerige
sahip olup; Gram (+) ve Gram (-) koklar, ¢comaklar, filamantdz bakteriler gbzlenir.
Yaklasik 700 farkli tiir bakteri diseti olugunda bulunmaktadir [47]. Periodontal hastalik
nedeniyle cep derinligi arttik¢a subgingival plagin mikrobiyolojisinde de degisiklikler
olur. S1g ceplerdeki plak birikimi dis yiizeyindekinden farkli olmayip filamentoz
bakteriler baskindir. Bunun yaninda kok ve ¢omaklar da bulunur. Cebin derinliklerine
dogru gidildik¢e filamentéz bakteriler azalirken spiroketler ve kamgcili bakteriler
artmaktadir[45, 48, 49].

Dentogingival birlesimdeki bakteriyel plaga karsi olusan enflamatuvar yanit,
bakteriyel enfeksiyona karsi temel savunma mekanizmasidir. Enflamatuvar yanit
baslangicta akuttur fakat bakteriyel birikim konak savunmasiyla uzaklastirilamazsa,
kronik enflamasyona doniisiir. Enflamatuvar hiicre infiltrati; plazma hiicreleri, lenfosit,
makrofaj ve nétrofilleri igerir. Bu hiicrelerin akiimiilasyonu, fibroblast sayisindaki,
kollajen ve matriks komponentlerinin yogunlugundaki belirgin distisle iliskilidir. Plak
birikiminin devam etmesiyle arterlerdeki dilatasyona ve vaskiiler proliferasyona bagl
olarak bolgeye daha fazla kan gelir boylece nétrofil ve makrofaj infiltrasyonu artar.
Lezyonun ilerlemesiyle birlesim epiteli, cep epiteline doniisiir. Plagin, kron ve kok
yiizeyindeki sement boyunca apikale ilerlemesiyle periodontal cep derinlesir.
Enflamatuvar hiicre infiltrat1 laterale ve apikale dogru genisler. Bu safthada, osteoklastik
aktivite sonucu alveoler kemigin yikimi histolojik olarak g6zlenir [49].

Periodontal dokularin yikiminda iki mekanizma oldugu tespit edilmistir. Birincisi,
bakterilerin iirettikleri toksik maddeler, proteazlar ve endotoksinlerle yapmis oldugu
yikicr etkidir. Ikincisi; konak tarafindan iiretilen enflamatuvar mediyatorlerin aracilik
ettigi dolayli yikici etkidir [6]. Kemik yikimia neden olan mekanizmalari harekete
gecirecek enflamatuvar mediyator konsantrasyonlari salinan pro-enflamatuvar sitokin
seviyelerine baglidir [50].

Sistemik hastaliklarla birlikte genetik ve gevresel faktorler, kotii aligkanliklar hem
periodontal hastalifin patogenezini hem de konagin tedaviye verdigi cevabi etkileyen ve
degistiren faktorlerdir [6]. Periodontal hastaligin ortaya ¢ikisinda bazi risk elementleri
rol oynamaktadir. Bunlar risk faktorleri, bireysel risk belirleyicileri, risk indikator ve

risk igaretleri olup ¢izelge 2.1°de gosterilmistir.



Cizelge 2.1 Periodontal hastaligin risk elementleri [4]

Risk faktorleri Risk belirleyicileri | Risk indikatorleri | Risk isaretleri
-Sigara icmek -Genetik faktorler -HIV/AIDS -Periodontal
-Diyabet -Yas -Osteoporoz hastalik hikayesi
-Patojenik bakteriler -Cinsiyet -Dis hekimi ziyareti | -Sondalama sonrasi
-Dis iizerindeki -Sosyo-ekonomik azligi kanama
mikrobiyal birikintiler | durum

-stres

1) Risk faktorleri: Var olduklarinda bir bireyin hastaliga yakalanma olasiligini artiran
cevresel, davranissal veya biyolojik faktorlerdir.

2) Risk belirleyiciler: Bireye ait degistirilemeyen risk faktorlerini kapsar.

3) Risk indikatdrleri: Gruplar arasi ¢aligmalarda belirlenmis olan ancak uzun doénem
calismalar ile teyit edilmemis olan risk faktorleridir. Bunlar olasi hastalik yapma
thtimali olan veya hastalik yapan risk faktorleridir.

4) Risk isaretleri: Artan hastalik riski ile iliskili olmalarina ragmen hastaliga neden
olmazlar. Bu faktdrler de gruplar arasi ve uzun donem calismalar sonucunda
saptanmiglardir.

Periodontal sert ve yumusak doku yikimini 6nlemek icin farkli materyallerin
kullanimina iligkin ¢alismalarin sayis1 giderek artmaktadir[23, 26, 51]. Bu terapotik
yaklagimlardan biri matriks metalloproteinazlarina kars1 konak cevabini modiile eden
ajanlardir. Periodontal tedavide kullanilan en biyiik anti-proteinaz tetrasiklindir.
Tetrasiklinin antimikrobiyal aktivitesi vardir ve notrofil, osteoklast, matriks
metalloproteinazlarin inhibiSyonunu saglamaktadir. Tetrasiklinler, kimyasal olarak
degistirilerek antimikrobiyal olmayan analoglar gelistirilmistir. Subantimikrobiyal doz
doksisiklinler kollajenazlarinaktivitesini engeller. Kullanimlar1 giivenilir olup yan etki
ve mikroorganizmalara kars1 direng gelistirmeden periodontal tedaviye yardimci olarak
etkili bir sekilde kullanilmaktadir [52].

Diger bir terapotik ajan olan bifosfonatlarosteoporoz ve kemik rezorpsiyonuyla
ilgili hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [53].Yapilan ¢aligmalarda bifosfonatlar
topikal olarak uygulandiklarinda, postoperatif kemik dolumunun yiizdesinin anlamli bir
sekilde arttig1 rapor edilmistir [54, 55].Bifosfonatlar, osteoblast farklilasmasini arttirir,
osteoklast gereksinimi ve aktivitesini inhibe ederler [56].Cerrahi olmayan periodontal
tedavilerde bifosfonat terapisinin periodontal kemik kiitlesini korumada uygun bir ek

tedavi olup kinik atagsman seviyesini arttirdig1, sondalamada kanamay1 ve cep derinligini



azalttign  gosterilmistir  [22]. Bununla beraber yan etkileri  kullanimim
siirlandirmaktadir.

Non-steroid anti-enflamatuvar ilaglar siklooksijenaz izozimlerinin aktivitelerini
bloke ederler ve bir¢ok calismada bu ilaglarin (flurbiprofen, naproksen) gingivitis ve
periodontitisin ilerleyisini inhibe ettigi gosterilmistir [20, 57].Fakat siklooksijenaz
inhibitorlerinin gastrointestinal ve kardiyovaskiiler sistemde istenmeyen yan etkileri
bulunmaktadir[58]. Ozellikle uzun siireli olarak siklooksijenaz-2 inhibitdrii
kullaniminin hastalarin 6nemli bir ¢ogunlugunda hipertansiyon, édem ve konjestif kalp
yetmezliginin gelisimiyle baglantili olduguna deginilmistir [52].Non-steroid anti-
enflamatuvar ilaglar lipofiliktir ve gingival dokulardan iyi emildiklerinden topikal
uygulanmalar1 da miimk{indjir.

Pro-enflamatuvar (interlokin-1, interlokin-6) ve anti-enflamatuvar sitokinler
(interlokin-4, interlokin-10, interlokin-11) konak immiin cevabinin olusturdugu yan
etkilerin kontroliinde biiyiik bir potansiyele sahiptirler. Dolayisiyla konak modiilasyon
terapisine karsi sitokinlerin kullanimi1 periodontal hastaliklarin tedavisi icin etkili bir
strateji  olabilir. Interlokin-1p (IL-1B) ve tiimdr nekroz faktér-a (TNF-a)
antagonistlerinin bag doku atasman kaybini, alveoler kemik kaybini ve periodontal
hastaligin ilerlemesini 6nemli derecede yavaslattigi ¢aligmalarda gosterilmistir [21, 59,
60].Bu ¢alismalardaki klinik, radyolojik ve biyokimyasal bulgular IL-1f ve TNF-a
antagonistlerinin enflamatuvar hiicre infiltratinin alveoler kret boyunca ilerlemesini
engelledigini ve osteoklastlari inhibe ettigini gostermistir.Martuscelli ve arkadaslari [61]
rekombinant insan interlokin-11"1 subkutandz enjeksiyonla deneysel periodontitis
olugturulmus kopeklere 8 hafta boyunca uygulamis, atagsman ve radyografik olarak

alveoler kemik kaybinin azaldigin1 géstermislerdir.

2.1.1 Deneysel Periodontitis Modelleri
Deneysel ¢alismalarda elde edilen sonuglarin insanlara uyarlanabilmesi i¢in insandakine
benzer bir anatomiye sahip olan ve calisma modellerinde insani taklit edebilecek bir
deney hayvani segmek Onemlidir. Deneysel hayvan modelleri etik kurallardan dolay:
dikkatli bir sekilde kullanilmalidir [62, 63]. Primatlar, kopekler, si¢anlar, tavsanlar,
domuzlar, hamsterlar ve dag gelincikleri deneysel periodontitis modelinde yaygin
olarak kullanilan hayvanlardir.

Kiiciik hayvan modelleri (sican veya hamster) periodontal arastirmalarda sikca

kullanilmaktadir ama bu caligmalar agirlikli olarak bakteriyoloji ve immiin yanit lizerine
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odaklidir. Ratlarda gozlenen gingivitis varlig1 periodontal yikimin sistematik habercisi
degildir. Baslangi¢c asamasinda enflamasyon sadece birlesim epitelinin etrafina yerlesir.
Bu bolgede yiiksek fagositik aktivite ve koruyucu nétrofil bariyer vardir. Ulsere
birlesim epiteliyle karakterize olan akut interdental enflamasyonda, bag dokudaki
notrofil ve osteoklastik aktivite artist dogumdan itibaren 100 giinlik hayvanlarin
%10’unda goriilmektedir [64]. Ratlarda periodontitis bulasici bir siire¢ olarak goriiniir.
Cesitli periodontal patojenler (Actinobacillus actinomycetemcomitans, Fusobacterium
nucleatum, Capnocytophaga, Eikenella corrodens, Actinomyces viscosus, Streptococcus
sobrinus gibi) inokiilasyon veya enjekte edilerek periodontal lezyonlar indiiklenebilir
[65]. Bakteriyel inokiilasyona karsi gingival yanit kronik degil akuttur ve immiin
infiltrat icerir. Enjeksiyondan sonra periodontal dokularda yikim olduk¢a hizlidir.
Inokiile edilen gram negatif bakteriler zayif bir enflamatuvar yamt: indiikler ve bu
insanlarda bulunanla benzer degildir. Gingival dokularda plazma hiicreleri yoktur,
baslica notrofil ve az sayida lenfosit vardir. Bu yiizden doku yikimi ile konak yaniti
farklidir ve uygulanan bakteriyel ajanin tiiriine baglhdar.

Inokiilasyon ve enjeksiyonla periodontal lezyon olusturmanin disinda dislerin
etrafina ligatiir yerlestirilerek veya karbonhidrat diyeti verilerek de bu patoloji
saglanabilir [66]. Ligatiir yerlestirilmesi doku biitiinliigliniin azalmasina, yogun konak-
plak iliskisine ve plak olusumunu destekleyen bir faktor olarak bakteri sayisinda artisa
neden olarak dentogingival bolgede mekanik travma olusturur [67]. Bu deneysel model,
histolojik yontemler kullanilarak uzun periyotlarda hastaligin evrimini incelemek i¢in
uygun degildir. Ciinkii ratlarda dislerin bliylimesi ve migrasyonu devam etmektedir.

Tipik kemirgen dentisyonunda her bir yarim ¢enede bir kesici dis ve 3 tane molar
dis vardir. Kesici disler kokstlizdiir ve siirekli eriipsiyona ugrar. Ratlardaki diseti
alanmin yapisi, birlesim epitelinin dis ylizeyine baglanmasi ve si1g diseti sulkusu
insanlardakiyle olduk¢a benzerdir [68]. Fakat insanlarda sulkuler epitel keratinize
degilken ratlarda keratinizedir [69]. Yapisal farkliliklara ragmen enflamatuvar hiicre
eksiidasyonlari, bakteriyel endotoksinler ve yabanci cisimler i¢in birlesim epiteli
insanlarda oldugu gibi bir gecis yoludur. Insanlarda lezyonlar kok yiizeyi boyunca
uzanirken ratlarda lezyonun en apikal bolgesi interdental dokularin merkezi boyunca
lokalizedir.Kemik kayb1 birlesim epitelinin apikale migrasyonu olmadan da olusabilir
[70].

Kemirgenlerde tireme ve barmma giderleri nispeten disiiktiir, istatistiksel

analizler i¢in yeterli sayida kullanilarak c¢alisma yapmayr miimkiin kilar. Bununla
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beraber siirekli okliizal eriipsiyon ve dis kokleri lizerinde kemik apozisyonu oldugu icin
deney modellerinin olusturulmasini, sonuglarin analizini zorlastirir ve sonuglarda

onemli bir yanilmaya neden olabilir.

2.2 Sitokinler

Cesitli hiicre tipleri tarafindan iretilen ve salgilanan sitokinler birer polipeptittir.
Yapisal olarak hormona benzemekle birlikte tam olarak bir hormon degillerdir.
Enflamasyon, hiicre biiylimesi, iyilesmesi ve yaralanmaya kars1 sistemik yaniti da igine
alan immiin ve enflamatuvar olaylar1 diizenlerler [71]. Farkli fonksiyon ve etkilere sahip
olsalar da, bazi ortak ozelliklere sahiplerdir [72]. Sitokinler, dogal ve spesifik
immiinitenin basladig1 fazda iiretilirler ve etkileri sistemik veya lokaldir. Bazilar klasik
hormon gibi davranirlar ve belli hiicreler tarafindan kana veya ¢esitli hiicresel sivilara
salgilanip viicudun diger bolgelerindeki hiicresel reseptorlerine baglanirlar. Digerleri ise
daha lokalize olmus etkiler gosterirler. Bunlar otokrin (bir hiicre tarafindan salgilanan
sitokinin ayni hiicre iizerine etkisi) ve parakrin (belli bir hiicre tarafindan salgilanan
sitokinin yakindaki komsu hiicreye etkisi) etkilerdir. ki sitokin birbirlerinin etkisini
ortadan kaldirabilir (antagonizm), arttirabilir (sinerji) veya degisik bir etkiye yol agabilir
[72]. Belli bir biyolojik etkiyi saglamak icin gereken sitokin miktar1 genellikle ¢ok
diigiiktiir [72]. Sitokinler genellikle depo edilmezler ve iiretimleri yeni gen yazilmasi ile
baslatilir [73].

Temel etkilerine gore sitokinler dort gruba ayrilirlar [74];

1)Dogal bagisikliga aracihik eden sitokinler:

-Tip 1 interferonlar (IFN)

-Timor nekrotizan faktor (TNF)

-Interldkin-1 (1L-1)

-Interldkin-6 (1L-6)

-Kemokinler

2)Lenfosit aktivasyonu, biiyiime, farkhlasma diizenleyicileri olarak T
lenfositlerinin 6zel antijenleri tammmalarim saglayan sitokinler:
-Interldkin-2 (1L-2)

-Interldkin-4 (1L-4)

-Doniistiiriicii biiyltime faktori-p (TGF-p)



3)Bagisiklik araciligiyla enflamasyonu diizenleyen sitokinler:
-Interferon-y (IFN-y)

-Lenfotoksin (LT)

-Interldkin-5 (1L-5)

-Interldkin-10 (1L-10)

-Interlokin-12 (1L-12)

4)Olgunlasmamus lokositin biiyiime ve farklilasmasina aracilik eden mediyatorler:
-c-kit-ligand

-Graniilosit-makrofaj koloni stimiilator faktor (G-MCSF)
-Monosit-makrofaj koloni uyaran faktér (M-CSF)

-Graniilosit koloni stimiilator faktor (G-CSF)

-Interlokin-3 (1L-3)

-Interlokin-7 (IL-7)

-Interldkin-9 (1L-9)

-Interlokin-11 (1L-11)

Hiicresel bagisiklikta etkili olan IL-2, TNF-o ve IFN-y gibi sitokinler Th1l hiicrelerinden
salgilanirken, humoral bagisiklikta rol oynayan IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 ise Th2
hiicrelerinden firetilir [75]. TNF-o, IL-1, IL-6 ve IL-8 sistemik enflamatuvar yaniti
baglatan pro-enflamatuvar 6zellikte sitokinlerdir. Daha sonra ortaya ¢ikan IL-4, IL-5,
IL-10, IL-13 ise anti-enflamatuvar sitokinler olup sistemik enflamatuvar yanitin

kontroliinden sorumludurlar.

2.2.1 Interlokin-6
IL-6 lenfoid ve non-lenfoid birgok hiicre tipi tarafindan iretilen pleotropik bir sitokindir
[76]. IL-6 ve reseptorii kromozomal yerlesimi 7p21-14 (IL-6), 1 (IL-6ra), 5 ve 17
(gp130) olan genlerle kodlanmaktadir ve dort a-helikal uzun zincir icermektedir. B
lenfosit uyarici faktor-2 olarak bilinen IL-6; T ve B lenfositler, monositler/makrofajlar,
damar endotel hiicreleri, fibroblastlar,epidermal Langerhans hiicreleri, epitel hiicreleri,
noronal hiicreler, mezensimal hiicreler,mast hiicreleri, osteoblastlar,mikroglialar,
dendritik hiicreler, adipositler ve keratinositler gibi bir¢ok hiicre grubu tarafindan
tiretilmektedir [77, 78].

IL-6, enflamatuvar yanitaaracilik eden onemli maddelerden biri olup hem pro-

enflamatuvar hem de anti-enflamatuvar rolii vardir [79]. T ve B lenfosit gelisimi ve
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farklilagmasi ile antikor iiretimini artirir, sitotoksik lenfositler i¢in farklilagma faktorii
olarak gorev yapar[78, 80, 81]. IL-6, nétrofil ve makrofajlarin olgunlagsmasini ve
sitotoksik T lenfositler ile dogal oldiiriicii hiicrelerin farklilagsmasin1 saglar.
Osteoklastlarin say1 ve fonksiyonunu artirarak kemik yikimina neden olur [82, 83].
Endotoksinler, monosit ve fibroblastlarda IL-6 sentezini uyarir, yine ayni sekilde bir¢ok
viriis fibroblastlarda veya santral sinir sistemi hiicrelerinde IL-6 tiretimini indiikler [83].

Yapilan ¢alismalarda lokal (diseti olugu sivisi ve tiikiiriik) ve sistemik (serum) IL-
6 seviyeleri saglikli kisilerle karsilastirildiginda periodontitisli kisilerde daha yiiksek
diizeyde oldugu gosterilmistir [84-86]. Serum IL-6 seviyesinin periodontal tedaviden
etkilendigi gozlenmistir. Kisa donemde serum IL-6 diizeyi tedaviye bagli olarak olusan
enflamatuvar yanitla birlikte artmaktadir. Uzun donemde ise periodontal durumdaki
klinik gelisimlere paralel olarak diisiis gozlenmektedir [87, 88].

Periodontal lezyonlarda T hiicreleri, makrofajlar, endotel hiicreler ve fibroblast
tipi ¢esitli hiicrelerin hem mMRNA hem de protein seviyelerinde IL-6 eksprese ettigi
gosterilmistir [77, 89-91]. Ayrica, IL-6’nin kemik dongiisiiniin lokal regiilasyonunda
onemli rol oynadig@i ve Ostrojen eksikligi nedeniyle meydana gelen kemik kaybiyla
iligkili olabilecegi bildirilmistir [92]. Fare osteoblastik ve kemik iligi hiicrelerinin, 1L-6
ve c¢Ozinebilir IL-6 reseptorii ile es zamanli tedavisi sonucunda osteoklast
formasyonunun 6nemli derecede indiiklendigi in vitro galismalarda gosterilmistir [93].
IL-6’nin patolojik olarak osteoklastik kemik rezorpsiyon aktivitesini ve osteoklastlarin
formasyonunu stimiile ederek, kemik rezorpsiyonunda otokrin ve/veya parakrin faktor

olarak hareket edebilecegi 6ne siiriilmiistiir [94].

2.3 Niikleer Faktor Kappa B’nin Reseptor Aktivator Baglayicis1 (RANKL)

RANKL, normal ve patolojik durumlarda kemik rezorpsiyonunun anahtar aract maddesi
olup TNF ligand ailesine bagli ¢oziiniir bir membran proteinidir. Osteoblastlarda, lenf
diiglimii, timus, akciger, dalak ve kemik iliginde sentezlenir. Uyarilmis T ve dendritik
hiicrelerin  yiizeyinde bulunan RANKL reseptorii  RANK’a baglanarak onciil
osteoklastlarin olgun osteoklastlara farklilasmasini, aktive olmasini, canliliklarini
stirdiirmelerini saglar ve kemik yikimi gergeklesir [95]. RANK ise osteoklastik oncii
hiicreler, B ve T hiicreleri, dendritik hiicreler ve fibroblastlarin dahil oldugu
monosit/makrofaj sisteminde bulunur [96]. RANK’iIn RANKL ile baglanmak ig¢in

reseptorleri bulunmaktadir [97]. Olgun osteoklastlarin olusumu i¢in bu baglanma
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gerekli goriinmektedir. RANKL’in RANK ile baglanmasinin engellenmesi osteoklast
olusumunu azaltirken, osteoklast apoptozisine neden olmaktadir (Sekil 2.1)[98].

Glukokortikoidler, fibroblast biiylime faktorii-2, paratiroid hormon, bazi sitokinler
(IL-1B, IL-4, IL-6, IL-11, IL-17, TNF-a) RANKL sentezini arttirir ve diizenlerler.
PGE_,, birgok mezenkimal transkripsiyon faktorii (CBFAL, PPAR-y) ve 1,25-dihidroksi
vitamin D3 gibi bir¢ok faktor kemik rezorpsiyonuna sebep olurken, dstrojen RANKL
sentezini inhibe eder, osteoprotogerin iiretimini arttirir [99, 100]. in vitro ¢alismalarda
osteoprotogerinin gii¢lii bir kemik koruyucu ajan, RANKL’1n ise bir prerezorptif faktor
oldugunu desteklemektedir [101, 102].

Hemato- Monosit =< Makrofaj
progenitor N
J -
T Pre- Mononiikleer Multiniikleer Aktif

Osteoklast Osteoklast Osteoklast Osteoklast

ﬁ#\

Osteoprotogerin

Osteoblast
Stromal Hiicre
Lenfosit

Sekil 2.1 Osteoklast farklilagsma yolu (Mc Cauley L. ve Nohut¢u R., 2002)[103]

Kemik kiitlesindeki denge osteoblast ve osteoklastlarin uyum halinde g¢alismasiyla
saglanir. RANK/RANKL ise osteoblastlarda bulunan kemik Kkiitlesini belirleyen
yollardan biridir [99, 104].Kong ve arkadaglarinin [105] yaptigi ¢alismada RANKL
olmayan farelerde osteoklastlarin tamamen yok oldugu bununla birlikte osteopetrosis
gelistigi gozlemlenmistir.

Vernal ve arkadaslarinin [106] yaptig1 bir ¢alismada da periodontitiste gingival
dokularda CD4™T hiicrelerinin baskin hiicre oldugu ve RANKL’1 monosit ve dendritik
hiicrelere gore daha yiiksek diizeyde eksprese ettikleri bulunmustur. Kawai ve
arkadaglarinin [107] yaptig1 benzer ¢alismada periodontitiste gingival dokularda B ve T
hiicrelerinin baskin hiicre tipleri oldugu ve saglikli dokulara gore daha fazla RANKL

eksprese ettigi gozlenmistir.
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2.4 Osteoporoz

Osteoporoz diinyanin birgok bolgesinde major halk sagligi problemlerinden biri olarak
kabul edilmektedir [108]. Tiirkiye’de yapilan en son arastirmaya gore osteoporoz
prevalansi 50 yaglarinda %3-4 oraninda saptanirken, 80 yaslarinda bu oranin %30’un
tizerine yiikseldigi gosterilmistir [109]. ABD'de ise 50 yas ve tizerindeki insanlarin
%355’inin (44 milyon) osteoporozlu oldugu bilinmektedir [110]. Bu 6nemli hastaligin
erken teshis edilebilmesi i¢in Kemik Mineral Yogunlugu (KMY) 6l¢iimii ¢cok 6nemli bir
tanisal  parametredir. KMY  Ol¢iimiinde bugin  i¢in Dual enerji  X-1s1n1
absorpsiyometri(DEXA) yontemi kullanilmakta olup osteoporozun tanisi ve tedavinin
devami i¢in altin standarttir [111]. DEXA kirik olusmadan Once osteoporoz ve/veya
osteopeniyi saptar. Tekrarlanan Slgiimlerle kemik kaybinin hizimi belirler, tedavinin
etkinligi ya da basarisizligi hakkinda bilgi verir [112].

1996°’da Amsterdam Diinya Osteoporoz Kongresi’nde alinan kararlara gore; osteoporoz
tanimi DEXA kullanilarak elde edilen degerlere ve kirik varligina gore yeniden

diizenlenmistir (Cizelge2.2). Bu son tanimlamaya gore osteoporoz tanimi igin kirik sart

degildir [113].

Cizelge 2.2 Diinya Saglik Orgiitiiniin osteoporoz degerlendirme kriterleri

Geng eriskine goreKMY’nin ve kemik mineral

Normal iceriginin 1 standart sapmanin (SS) altinda olmasi.
KMY’nin geng eriskine gore -1,0 ile -2,5 SS arasinda

Osteopeni olmasi

Osteoporoz KMY nin geng erigkine gore -2,5 SS’dan fazla olmasi.

Yerlesmis KMY nin geng eriskine gore -2,5 SS’dan fazla olmasi

Osteoporoz ve ek olarak bir veya daha fazla kirik bulunmasi.

Osteoporozun risk faktorleri igerisinde, 1rk, cinsiyet, diisiik viicut kitle indeksi,
sosyoekonomik durum, kiside ve annede geg¢irilmis frajilite kingi Oykiisii, beslenme
sekli, cay, kahve, sigara gibi aliskanliklar,meslek, sedanter yasam,bazi jinekolojik
ozellikler, kronik hastaliklar ve kullanilan ilaclar, bilissel fonksiyon ve ruhsal durum

bozukluklar: gibi faktorler yer almaktadir [114].

Osteoporozun Siniflandirilmasi
1. Primer osteoporoz

2. Juvenil osteoporoz
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10.

Geng yetiskinlerin osteoporozu
Involusyonel osteoporoz

a) Postmenopozal osteoporoz (Tip 1)

b) Senil osteoporoz (Tip 2)

¢) PTH artisi ile birlikte olan tip (Tip 3)
Endokrin bozukluklarla goriilen osteoporoz
a) Hipogonadizm

b) Hiperparatiroidizm

c) Hipertiroidizm

d) Diyabet

e) Cushing hastalig

Gastrointestinal sistem bozukluklariyla goriilen osteoporoz
a) Gastrektomi

b) Malabsorbsiyon

c) Intestinal obstriiksiyon

d) Karaciger hastaliklari

. Diyete bagl osteoporoz

a) Aclik

b) Protein, kalsiyum, ¢inko, C vitamini ve B12 eksikligi
[laglara bagl olusan osteoporoz

a) Heparin

b) Antikonviilzanlar

c) Metotreksatlar

d) Glukokortikoidler

Malign hastaliklarla goriilen hastaliklar

a) Multipl myelom

b) Mastositozis

c) Losemi

d) Lenfoma

Bag dokusu hastaliklariyla goriilen osteoporoz
a) Romatoid artrit

b) Osteogenezis imperfekta

¢) Ehler-Danlos sendromu
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11. Digerleri
a) PGE; benzeri aktivitenin artmasi
b) Alkol
c) Sigara
d) D vitamini azligi
e) Immobilizasyon
f) Gebelik

Idiyopatik juvenil osteoporoz 8 ile 14 yaslarinda ortaya cikip 2 ile 4 yil icinde
hizli bir seyir izlemektedir. Biiylime durabilir. Endokondral ossifikasyon normal
olmasina ragmen trabekiiler kemikte poroz mevcuttur.

Geng yetiskinlerin idiyopatik osteoporozunun ise kadin ve erkekte tutulumu
esittir. Coklu kiriklar gelisebilir. Serum kalsiyum, fosfat ve alkalen fosfataz seviyeleri
normal seviyededir.

Tip 1 postmenopozal osteoporoz 50 ile 60 yaslarinda ortaya c¢ikmakta olup
kadinlarda erkeklere gore alti kat daha fazla goriiliir. Paratiroit fonksiyonlar1 azalmistir.
Trabekiiler kemik kaybi hizlidir. Bunun nedenleri ise diisiik Ostrojen seviyeleri,
osteoklastik aktiviteyi arttiran sitokin diizeyleri ve artmis osteoblast apoptozudur [115].

Tip 2 senil osteoporozu ise 70 yas tizerinde bireylerde daha ¢ok goriiliir ve
kadinlarda erkeklere gore iki kat daha fazla rastlanir. Kemik kaybinin hizi sabit olup
hem trabekiiler hem de kortikal kemigi etkiler. Kemik kaybindan sorumlu iki
mekanizma olup bunlar sekonder hiperparatirodizm ve yasa bagli olarak azalmig
osteoblastik aktivitedir [115].

Tip 3 involusyonel osteoporoz ise postmenopozal kadinlarda yaygin bir hastalik
olup 50 yasindan sonra goriiliir. Yasam boyu kirik goriilme orani %40°dan daha fazladir
[109]. Kemik dongisii hizli ve PTH seviyesi yiksektir. Bu tip osteoporozun
mekanizmasinda 1a hidroksilaz bozuklugu oldugu diisiiniilmektedir.

Furosemid grubu diiiretikler, antikonviilsan ve kortikosteroid grubu ilaglarin uzun
stireli kullanim1 yaygin kemik kayiplaria yol agarak fraktiir gelisimine neden olabilir
[116-118]. Ayrica kemik yapimini baskilayarak, bagirsaklardan kalsiyum emiliminin
azalmasina neden olurlar. Kemik yikimi ve bobreklerden kalsiyum atilimini da
arttirarak osteoporoz gelisimine yol agarlar [118-120]. Metotreksat [121] ve
antikoagiilan gibi ilaglarin[122] da, kemik mineral yogunlugu iizerinde olumsuz etkileri

bulunmaktadir.
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Alkol alimi mineral metabolizmasinda degisikliklere neden olarak kemik
kiitlesinde kayiplar olusturur. Kiside karaciger hastalig1 olmasa bile D vitamini diizeyi
ve kalsiyum emilimi azalir, atilimi artar. Bu durum kemik yogunlugunu azaltarak,
fraktiir riskini de arttirabilir[123].

Sigara kullanimi1 Ostrojen yapimint ve kullanimini azaltarak erken menopoza,
dolayisiyla osteoporoza neden olmaktadir. Sigara tiiketiminin genel olarak osteoporoz
ve fraktiir olusumunda 6nemli bir risk faktorii oldugu bilinmektedir [116].

Immobilizasyonun da, kemik kaybmin bir etkeni oldugu ve hareketsiz yasam
tarzinin artmig fraktiir riskiyle iliskili oldugu belirlenmistir. Yapilan fiziksel aktivite
kemige mekanik gii¢ bindirir ve bu durum kemigin dayanikliligini arttirir. Hareketsiz
yasam tarzi devam  ettikce kemik kaybmmin ve kalsiyum  atiliminin

artmastylaosteoporozun ortaya ¢ikmasi 6ngoriilebilen bir sonugtur [117, 123, 124].

2.4.1 Osteoporoz Patogenezi

Osteoporoz patogenezinde doruk kemik kiitlesi, kemik yapim-yikim dongiisiiniin hizi ve
kemigin organik matriksindeki degisiklikler dnemli rol oynamaktadir. Genetik yap1 esas
olarak doruk kemik kiitlesini belirlese de diyetle yeterli kalsiyum ve D vitamini alimi,
dengeli beslenme ve diizenli fiziksel aktivite gereklidir [125]. Doruk kemik kiitlesi
gereginden fazla kalsiyum alinarak elde edilemez. Eger yeterli kalsiyum alinmaz ise
genetik olarak belirlenen doruk kemik kiitlesine ulasilamaz. Genetik olarak belirlenen
doruk kemik kiitlesine 18-35 yaslar1 arasinda ulasilir. 30-35 yaslar arasinda kemik
kiitlesi dengede tutulur. 40 yasindan sonra kemik kiitlesinde fizyolojik kayip baslar
[126].

Ostrojen, fizyolojik kemik dongiisiinde kemik hiicrelerinin yasam siirelerini
diizenleyerek ve osteoklastogenezisi azaltarak Onemli bir rol oynar. Ayrica
osteoblastlarda  bulunan  osteoprotegerin  salimin1  saglayarak  osteoklastlarin
olgunlagmasini engeller. Menopoz sonrast donemde Ostrojen eksikligine bagli olarak
osteoblastik aktivite azalir, osteoklastik aktivite artar. Bunun yaninda osteositlerin
yasam siiresi kisalir. Ostrojenin varligi, TGF-a iiretimine neden olarak osteoklastlarin
apoptozisini hizlandirir. Ostrojen eksikliginde ise, pro-enflamatuvar sitokinlerin (IL-
1, TNF-a, IL-6)salinmasindaartis ortaya ¢ikmaktadir. Yalniz bu artig, enfeksiyon ya da
doku yaralanmasinda goriilen sitokin artisina gére daha azdir [127]. RANKL ile aym
dogrultuda etkisi olan IL-1 ve IL-6da osteoklast apoptozisini dnler ve osteoklastlarin

yasam siirelerini uzatir [128]. Kemik iligi stromal hiicreleri ile osteoblastlardan
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kaynaklanan M-CSF, RANKL gibi onciil osteoklastlarin olgun osteoklast olmalar1 i¢in
gerekli diger bir sitokin olup TNF-a tarafindan uyarilir.

Ostrojen eksikliginde serumdaki kalsiyum seviyesi artar. Boylece PTH’in
salgilanmasi baskilanir ve bobreklerden kalsitriol sentezinin azalmasina bagli olarak
kalsiyumun bagirsaktan emilimi azalir. Sonug¢ olarak kalsiyum dengesi bozulur ve
kortikal kemige gore trabekiiler kemikte daha fazla kayip olusur. Yasliliga bagh
osteoporozda ise asil neden kemik kaybindan ¢ok kemik yapiminin azalmasi olup
kortikal kemikte kayip daha belirgindir [129]. Primer osteoporozlu kisiler, saglikli
kisilerle karsilagtirildiginda dolasimdaki osteoklast prekiirsdr hiicre sayilarinin ayni
oldugu ancak primer osteoporozlu kisilerde osteoklast rezorptif aktivitesinde onemli
artis oldugu gosterilmistir [130].

Gilinlimiizde, periodontal hastalik ve osteoporoz diinyada milyonlarca Kkisiyi
etkileyen, ilerleyen yasla birlikte artan, cok sayida kadin ve erkegi etkileyen
hastaliklardir. Periodontal hastalik lokal, osteoporoz ise sistemik bir hastaliktir. Kemik
kaybi her iki hastaligin da yaygin 6zelligidir. Kemik kaybinin sistemik ve lokal faktorler
tarafindan etkilendigi iyi bilinmektedir [131]. Her iki hastalikta ortak bir patogenez
yolagina sahip olabilir. Osteoporozun, periodontal hastalik iizerine dolayli bir sistemik
etkisi vardir, bu yiizden periodontal hastaligin patogenezinde bir risk gostergesi olarak
kabul edilmektedir [4]. Osteoporozda dolagimda artmis pro-enflamatuvar sitokinler (IL-
1B, TNF-a ve IL-6 gibi) lipopolisakkaritler gibi bakteriyel faktorlerle birlestiginde
periodontal hastalik olusumunu ve ilerlemesini kolaylastirabilirler [132, 133].

Periodontitis ve osteoporozla ilgili yapilan ¢alismalarin bazilarinda diseti
cekilmesi, sondalamada kanama, dis ve alveoler kemik kaybi ve klinik atagman
seviyesiyle osteoporoz arasinda anlamli iliski bulunmusken [15, 134], bazi ¢alismalarda
ise bu iki hastalik arasinda iliski bulunmamstir [135, 136].

Postmenopozal kadinlarda tiim viicut, kalca ve omurga densitesi ile dis kaybi
arasindaki iliskinin arastirildigi bir calismada sistemik kemik kaybindaki artis disi
destekleyen alveoler kemigin rezorpsiyonuna katkida bulunarak dis kaybi icin bir risk
faktorii olabilecegi one siirilmistiir [137].

Mohammed ve arkadaslari, [134] saglikli ve disiik spinal kemik mineral
yogunluguna sahip Kafkas irka mensup postmenopozal kadinlarda diisiikk kemik mineral
yogunlugu ile klinik atasman seviyesi ve diseti ¢ekilmesi arasinda anlamli bir iligki

oldugunu belirtmislerdir.
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Zit olarak Pilgram ve arkadaglar1 [138] 3 yil siire ile takip edilen Ostrojen
replasman tedavisi goren 135 postmenopozal olarak saglikli kadinda lumbar omurga ve
proksimal femurdaki kemik mineral yogunlugu ile klinik atagsman kaybi arasinda
herhangi bir iliski gézlememistir.

Elders ve arkadaslari [135] alveoler kret yiiksekligi, spinal kemik mineral
yogunlugu ve metakarpal kortikal kemik kalinlig1 arasindaki iliskiyi %21°1 dissiz olan
286 kadinda incelemis ve ortalama alveoler kret yiiksekligi ile kemik mineral
yogunlugu, metakarpal kortikal kemik kalinligi, yas ve menopozdan sonra gegen siire
arasinda yiiksek korelasyon oldugu fakat periodontitisin klinik parametreleri ile
(sondalamada kanama, cep derinligi, eksik dis sayis1) kemik mineral yogunlugu
arasinda anlamli bir iligki olmadigini belirtmislerdir.

Grodstein ve arkadaglart [139] yaslar1 65 ile 69 arasinda degisen 42.171
postmenopozal kadinda hormon kullanimimin dis kaybi riskini diistirdiigtini
saptamiglardir.

Kribbs ve arkadaslar1 ise [140] mandibuler kemik kiitlesinin yastan 6nemli
derecede etkilenmedigini fakat mandibuler kemik kiitlesinin iskeletsel kemik kiitlesiyle
iligkili oldugunu bulmuslardir. Osteoporotik kirik hikayesi bulunan az sayidaki hastada
mandibuler ve iskeletsel kemik yogunlugu arastirtlmis, osteoporozlu kadinlarda
periodontal atasman kaybinin 6nemli derecede fazla oldugunu rapor edilmistir [141].

Kribbs ve arkadaglarmin [136] bir diger caligmasinda osteoporozlu grupta
sondalamada kanama, klinik atagsman seviyesi ve sondalama cep derinliginde anlamli
bir fark olmadig1 rapor edilmistir. Bagka bir ¢aligmalarinda ise osteoporozlu kadinlarda
sondalamada kanama ve sondalanabilen cep derinligi ile mandibuler kemik kiitlesi
arasinda O6nemli derecede iliski oldugunu bildirmislerdir [142]. Bulduklari bu tezat
sonuglar ise, iskeletsel kemik hastaliginin etkisinin bireysel varyasyonlar tarafindan

gizlenmis olabilecegi seklinde savunmusglardir.

2.4.2 Deneysel Osteoporoz Modelleri

Osteoporoz i¢in hayvan modelleri, yeni tedavi seceneklerinin arastirilmasinda ve
potansiyel terapilerin hizli bir sekilde test edilmesinde siklikla kullanilmaktadir.
Ostrojen eksikligine bagli osteoporotik kemikle iliskili hastaliklarin modellenmesinde
ovariektomi uygulanan ratlar hastalig1 taklit edebilmek icin kullanilmaktadir. Bu model
menopoz sonrast olusan osteoporozdaki gibi ilerleyici kemik matriksinin kaybini

sergiler [143, 144]. Ovariecktomi sonrasi ilk donemde kemik rezorpsiyonu kemik
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formasyonunu astigindan net bir kemik kayb1 meydana gelir ama bir siire sonra kemigin
sekillenmesi rezorpsiyon ve formasyonu dengelendigi igin stabil hale gelir [145].
Ovariektomi sonrast 60. giine kadar istatistiksel olarak anlamli bir kemik kaybi lumbar
vertebralarda saptanamaz [146]. Buna karsilik ovariektomi, uzun kemiklerin
epifizlerinde, distal tibialarin metafizlerinde veya kuyruk omurunda kemik kiitle kaybini
indiiklemez [147].

Osteoporoz olusturma yontemlerinden bir digeri ise diisiik kalsiyum diyetidir. Bu
diyet yaklasik %1 w/w’lik (agirlikca ylizde) kalsiyum igermektedir. Kalsiyum en yaygin
kullanilan besin takviyesidir ¢linkii kemik kaybi meydana geldiginde eksik olan
mineraldir [148]. Kemik kendini siirekli bi¢imlendirir bu durum ise kalsiyumun yeni
kemik igerisine siirekli emilmesi ve depolanmasi seklinde olur. Diisiik kalsiyum alimi
kisa vadede belirgin bir semptom gostermez ancak uzun vadede kalsiyum eksikligi
osteoporoza yol agabilir [149]. Ovariektomiye ek olarak diisiik kalsiyum diyetinin
alinimi1 osteoporotik hayvan modellerinde zamandan kazang saglar [150].

Osteoporoz modellerinde diger bir alternatif model ise farmakolojik ajanlarin
kullanimidir. Bu ajanlara 6rnek olarak gonadotropin salgilatici hormon antagonisti,
Ostrojen reseptOr antagonisti ve aromataz inhibitorii verilebilir [150]. Bu ilaglar
kesildikten sonra etkileri geri doniistimliidiir. Bu ajanlarin verilmesiyle hipogonadal
osteoporoz modeli olusturulur. Glukokortikoid indiiklemesiyle olusturulan deneysel
osteoporoz modeli tutarsiz sonuglar vermistir. Bazi ¢alismalarda olgun siganlarda kemik
kaybinin tespit edilemedigini [151], baz1 ¢alismalar ise glukokortikoid alimiyla kemik
kaybi arasinda bir korelasyon oldugunu saptamislardir [152].

Farmakolojik ajanlara diger bir 6rnek ise retinoik asittir. Kolay uygulanmasi, kisa
zaman gerektirmesi, yiiksek bagari orani ve tipik osteoporoz belirtileri olusturmasi
nedeniyle sik kullanilan modellerden biri olmustur. Yiiksek dozlarda vitamin A’nin
(retinoik asit) ratlarin iskelet sistemi iizerinde toksik etkisi oldugu ve uzun kemiklerin
diafiz bolgesinde spontan kiriklara neden oldugu gozlenmistir [153]. Yapilan baska bir
caligmada yiiksek dozda retinoik asitin yliksek dozda 1-3 hafta boyunca verilmesinin
oksidatif strese neden oldugu, osteoporozda oldugu gibi kemik kiitlesinde siirekli bir
azalma ve histomorfometrik yapilarda yapisal degisikliklere neden oldugu gosterilmistir
[154]. Retinoik asitin osteoporoz modelinde kisa dénem etkisi uzun donem etkisine
gore daha iyidir. Retinoik asitin kisa donem etkisi kanselloz kemikte kortikal kemige

gore daha fazla kayip olusturur. Retinoik asit Ostrojen seviyesini diisliriir, osteoklast
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sayisint  arttirir, kemik rezorpsiyonunu arttirir ve endokondral kemiklesmeyi
baskilar[155].

Diger bir yontemise immobilizasyon osteoporozudur. Immobilizasyon igin bir¢ok
yontem vardir bunlar ameliyatla hareketsizlestirme yontemleri olup sinir, tendon ve
spinal kord rezeksiyonu veya konservatif olarak uzuvlarin bandajlanmasi, kaliba alma
ve askiya alma seklindedir [150]. Cerrahi yontemlerde kemik kaybi immobilizasyon
metoduna gore daha hizli gergeklesmektedir [156]. Ayrica immobilizasyon modelinde
ovariektomize modelin aksine periostal kemik formasyonu kortikal kemikte sonlanir
fakat endostal rezorpsiyon yavas kemik kaybina neden olarak devam eder [150]. Bu iki
yontem kombine kullanildiginda her ikisininde avantajlar1 birleserek daha hizli kemik

kaybina neden olurlar [157].

2.5 Melatonin

Pineal bez, 6nemli bir ndroendokrin organ olup endokrin aktivitesi, diger endokrin
organlardan farkli olarak sinirsel innervasyonla saglanir [158]. Retinadan, pineal beze
151k uyarimlart kompleks bir sinirsel yolla taginir [159]. Pineal bezin parankimasinda
bulunan pinealositler, hiicrelerin  %85-90’1n1  olustururlar ve bezin sekresyon
fonksiyonundan sorumludurlar[158, 159]. Pineal bezden indolaminler ve peptidler
olmak {izere iki grup endojen madde salgilanmaktadir. indolaminler igerisinde ise en
onemlisi melatonindir [159]. Pineal bezde melatoninin kesfi 1958’de Lerner ve
arkadaslar1 tarafindan gerceklestirilmistir [160]. Iki yiiz otuz iki molekiil agirlikh
melatonin hormonu N-asetil 5-metoksi triptamin olarak da adlandirilir ve pineal bezden
ozellikle gece saatlerinde salgilanir (Sekil 2.2)[161]. Melatonin,memelilerin baslica
beyninde serebral yarikiireler arasindaki pineal bezden ve ayrica over, lens ve kemik
iligi hiicreleri ile safra ve gastrointestinal sistemden sentezlenip salgilanan bir
hormondur [162]. Viicutta biyolojik ve fizyolojik diizenlemelerde gorev alir ama temel

gorevi viicudun biyolojik saatini koruyup ritmini ayarlamasidir [163].

Sekil 2.2 Melatoninin kimyasal yapisi
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2.5.1 Melatoninin Biyosentezi ve Metabolizmasi

Melatonin sentezinin basamaklar1 sekil 2.3’te gosterilmis olup birinci basamak triptofan
aminositinin dolagimdan hiicre i¢ine alinmasidir [158, 159, 164]. Triptofan esansiyel bir
aminoasit olup zorunlu olarak besinlerle disaridan alinmasi gerekmektedir. Triptofanin
biiyiikk ¢ogunlugu indol metabolizmasinda kullanilirken geriye kalan kiiclik kisim ise
protein sentezinde kullanilir [159]. Pinealositler igerisindeki triptofan, triptofan
hidroksilaz ile 5-hidroksitriptofan’a hidroksillenmektedir. Triptofan hidroksilaz enzimi
norotransmitter olan serotonin iiretim yolaginin ilk enzimidir. Bu kisim yolagin hiz
kisitlayict basamagidir [165]. Olusan bu reaksiyon pinealositler disinda sinir sistemi ve
karacigerde de gerceklesir [166]. Triptofan hidroksilaz enzimi tetrahidrobiopterin (BH4)
ve O’yi kofaktdr olarak kullanir ve Bg vitamini bu reaksiyonda koenzim olarak gorev
alir [165]. 5-hidroksitriptofan ise aromatik L-aminoasit dekarboksilaz (dopa
dekarboksilaz) vasitasiyla karboksil grubunu kaybederek 5-hidroksitriptamin’e
(serotonin) doniistiirtiliir. 5-hidroksitriptofan’nin tersine S-hidroksitriptamin kan-beyin
bariyerini gegemez. Pineal bir enzim olan arilalkilamin N-asetiltransferaz (AANAT) ile
serotonin N-asetilserotonin’e (NAS) ve son olarak N-asetilserotonin, diger bir pineal
enzim olan hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT) enzimi tarafindan melatonin’e
doniistirilir [158, 159, 164]. Melatoninin sentezinde gorev alan HIOMT enziminin
pineal bez disindaki organlarda bulunmasi nedeniyle, melatonin sentezinin pineal bez

disinda da gergeklestigi one stiriilmistiir [167].

Dolasimdan hucre igine alinan
Triptofan
l triptofan 5-hidroksilaz

5-hidroksitriptofan
l aromatik L-aminoasit dopa dekarboksilaz

5-hidroksitriptamine (5-HT, serotonin)
l arilalkilamin N-asetiltransferaz (AANAT)

N-asetilserotonin (NAS)
l hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT)

MELATONIN
(5-metoksi-N-asetiltriptamin)

Sekil 2.3 Melatonin sentez basamaklari
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Serotoninin gece saatlerinde azalmasi yani melatonine doniismesi nedeniyle
melatonin sentezi artar [167]. Melatonin sentezlendikten sonra pinealositlerden 29
mg/giin hizla salgilanmaktadir[168]. Melatoninin sentezi ve salinmasini etkileyen
birgok faktor vardir, ama bunlarin en Oonemlisi 1siktir. Isik melatonin sentezlenmesini
baskilayan ana unsurdur. Goze gelen 151k, retinadaki fotoreseptorler araciligiyla dnce
hipotalamustaki surprakiyazmatik niikleusa (SCN) sonra paraventrikiiler niikleusa
(PVN) iletilir. PVN’deki sinirler araciligiyla ¢ikan impulslar siiperior servikal gangliona
ulasir [167]. Bu gangliondan ¢ikan impulslar postganglionik sempatik sinirler
aracilifiyla pineal beze ulasir. Pineal bez igerisindeki norepinefrin, postganglionik
sempatik sinir uglarindaki en 6nemli transmitterdir. Isikta SCN’ye aktarilan néronal
impulslar bu sinir uglarindan norepinefrin salinimini durdurur. Norepinefrin, pinealosit
membraninda yer alan postganglionik reseptorlere (Bl ve al adrenerjik reseptorler)
baglanarak 1is goriir. Melatonin sentezinin yaklagik %85’1 Bl reseptorlerinin
uyarilmasiyla, %15’1 al reseptorlerinin uyarilmasiyla gergeklesir [163]. Uyarilan B-
adrenerjik reseptorlerle hiicre i¢cinde O6nce adenilat siklaz aktive olur ve cAMP artar. Bu
da hiicre icerisindeki cAMP ve NAT enziminin artisina neden olur ve dolayisiyla
melatonin sentezi artar. Tam tersi 15182 ¢ikildiginda, cAMP ve NAT seviyelerinde hizli
bir diisiis gozlenir. Ayrica al reseptorler, pineal fonksiyonunun diizenlenmesinde P1
reseptor uyarimini arttirirlar[159, 164]. Yapilan hayvan deneylerinde karanlikta NAT
enziminin ylikseldigi bunun bir sonucu olarak da melatonin kandaki miktarinin arttig
gosterilmigstir. Tam tersi 1518a maruz kalindiginda NAT enzim aktivitesinin ve kandaki

melatonin seviyesinin hizla azaldig1 gozlenmistir [169].

2.5.2 Melatonin Reseptorleri

Melatonin, reseptorleri araciligiyla hedef dokularda etki gosterir. Bu reseptorlerin
hipofiz, retina, beyin basta olmak lizere tiroid bezi, timus, dalak, eritrosit, 16kosit,
plasenta, endometrium ve gastrointestinal sistemde bulundugu bildirilmistir [170-172].
Melatoninin ML1 ve ML2 olarak bilinen farkli farmakolojik ailelere ait membran
bagimli iki tip reseptorii tanimlanmistir. Bu reseptorler insan ve memelilerde G
proteinine baghdirlar. Ayrica kuslarda ML3 reseptorii de bulunmustur [173]. ML1
reseptdr geni insan kromozomunda 4q35.1 lokalizasyonunda kodlanmistir. ML1
reseptorleri serebellum,SCN, hipokampus, serebral ve kaudal arterler, hipotalamus,
preoptik alan, retinanin pleksiform tabakasi, hipofizeal pars tuberaliste, talamus,

ovaryum, bobrek ve ince barsaklar, testisler, deri, karaciger, plasenta, meme, pankreas
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ve dalakta bulunmustur [174, 175]. ML1 reseptorleri uyku, sirkadiyen ritim, iireme,
serebral arter kontraktilitesi,renal fonksiyon, memeli retinasindan dopamin salinmasi ve
retinal fotopigment disklerinin fagositozudan sorumludur [176]. Adenilat siklazin ML1
reseptOr aktivasyonuyla inhibisyonu sonucunda CAMP seviyesinde diisiis gozlenir.
Fosfolipaz aktivasyonu araciligryla ML1 reseptorlerinin aragidonat salinmasini stimiile
ettigi gosterilmistir [176].

ML2 reseptor geni insan kromozomunda 11q21-22 bolgesinde kodlanmistir. ML2
reseptOrleri insan pitliiter bezi, beyin ve retinadan klonlanmis olup 363 aminoasit
icermektedir [177]. Ayn1 zamanda ML2 reseptorii, ML1 reseptori ile %60 oraninda
homoloji goéstermektedir [178]. ML2 reseptorii, hipotalamus, SCN, immiin sistem,
retina, testisler, bobrek, sindirim kanali, meme bezleri, deri ve adipdz dokuda bulunur
[175, 177]. Pineal bezden melatonin hormonunun sirkadiyen salinmasiyla ML1 ve ML2
reseptorlerinin baglantili oldugu disiiniilmektedir [179, 180]. ML1 reseptor araciligiyla
sirkadiyen ve reprodiiktif etkilerin gerceklestigi; ML2 reseptoriin ise beyinde ve
retinada dopaminerjik fonksiyonlar ile iligkili oldugu diistiniilmektedir [181].

Melatonin sentezlendikten sonra depolanmaz. Lipofilik ve hidrofilik 6zelliginden
dolay1, ayrica molekiil agirhginin diisiik olmasi nedeniyle, pinealositlerden pasif
difizyonla hizli bir bigimde atilir [164]. Bu 6zelligi nedeniyle melatoninin pineal bezde
olusan miktar1 ile plazmadaki seviyesi arasinda gii¢lii bir korelasyondan soz edilebilir
[163]. Kandaki melatoninin yaklasik %70’i plazma albiiminine baglidir. Dolagimla tiim
viicuda dagilan melatonin; kan, beyin omurilik sivisi, idrar, tiikiiriik, lenf, amniyotik
sivl, sperma, retina, siyatik sinirde Olgiilmiis, plasenta ve anne siitlinde saptanmistir
[159, 164]. Sonug olarak pineal bezde melatonin sentezi arttig1 anda kandaki titreleri de
yiikselir. Melatonin miktarmin %60-70’i kanda albiimine bagli olarak dolagir [182].
Insanda jelatin kapsiiller ve tablet seklinde alman melatonin yaklasik 60 dakikada en
yiiksek plazma seviyesine ulasir ve yarilanma siiresi 3-45 dakika kadardir [182]. Baslica
karacigerde ve ikincil olarak da bobreklerde metabolize olur [164]. Karacigerden ilk
geciste melatoninin %90’1 metabolize olur ve mikrozomal enzimler tarafindan 6-
hidroksimelatonine doniisiir. 6-hidroksimelatonin, 9%50-80’ni siilfat ve %5-30"u
glukuronik aside baglanir ve idrarla atilir [164]. Melatoninin idrardaki baslica
metaboliti, 6-sulfatoksi-melatonin’dir [159].Bu metabolit, melatonin konsantrasyonu ile
yakin iligkilidir. Melatoninin ortalama %1°’lik kismi ise degismeden atilir [167].

Yasam boyunca genetik olarak melatonin sirkadiyen ritmi belirlendiginden her

bireyin salinim siklusu sabittir. Ancak kandaki melatonin konsantrasyonunda yasa bagh
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olarak degisimler goriiliir. Yeni doganlarda kan melatonin konsantrasyonu diisiik olup,
melatonin ritmi hayatin 6-8. haftasinda ortaya ¢ikmaktadir [183]. Kandaki maksimum
melatonin seviyesi 8 yas civarinda goriiliirken, pubertal donemde belirgin bir azalma
gozlenir. Ilerleyen yasla birlikte melatonin seviyesinde siirekli bir azalma gozlenir
[184]. Insanda plazmadaki melatonin diizeyleri de 24 saatlik zaman dilimi iginde
diizenli inis ¢ikiglar gdsterir. Bu ritmin ana faktorii disaridaki aydinlik/karanlik siklus
olup ritim SCN’deki santral pacemaker’lar tarafindan kontrol edilir. Eger gece 1s518a
maruz kalinirsa pineal fonksiyonlar akut olarak baskilanip, melatonin salinimi azalir
[185]. Melatonin diizeyi gece 20.00-23.00 arasinda yiikselmeye basglar, 01.00-05.00
arasinda en yiiksek seviyede iken, sabah 05.00-07.00 arasinda azalmaya baslar ve
07.00’den sonra bazal seviyelere diiser. Plazma melatonin diizeyi giindiiz 0-20 pg/ml,
gece 50-200 pg/ml (ortalama 60-70 pg/ml) dir [161]. Bunun yaninda hem giin 1s1ginin
hem de belirli siddetteki yapay 1s1gin melatonin salinmasini baskiladigi bilinmektedir
[28].

2.5.3 Melatoninin Biyolojik Etkileri

Melatonin uyku, sirkadiyen ritim, duygu durumu, termoregiilasyon, cinsel olgunlagma,
kardiyovaskiiler sistem ve iireme gibi bir¢ok biyolojik olayla iliskili oldugu
bildirilmigtir [186]. Ayrica, yapilan caligmalarda melatoninin anti-oksidan, anti-
enflamatuvar, anti-viral, anti-mikotik, kemik yapimini ve immiiniteyi diizenleyici,

kanser ve yaslanmanin 6nlenmesinde de etkili olabilecegi gosterilmistir [27, 182, 187,
188].

2.5.3.1 Antioksidan EtKisi

Melatonin, giiclii bir oksijen radikal toplayicisi olarak dokularin hasara ugramasini
geciktirebilir [189]. Hidrojen peroksit (H;O), hidroksil (OH ), siiperoksit anyonu
(O2 ), nitrik oksit (NO ) ve peroksinitrit (ONOO ) gibi oksidatif strese yol agabilen
serbest radikaller melatonin tarafindan detoksifiye edilebilir ve dolayisiyla
biyomolekiiller iizerindeki zararli etkileri Onlenebilmektedir. Melatoninin serbest
radikaller iizerine dolayli etkileri de vardir. Bazi antioksidan enzimlerin (glukoz
dehidrogenaz, g-glutamilsistein sentetaz gibi) gen ekspresyonlari veya aktiviteleri
melatonin tarafindan arttirilarak, oksidatif stresin baskilandigi bildirilmistir [190, 191].
Ayrica melatoninin nitrik oksit ve peroksinitritin olusumuna neden olan nitrik oksit

sentaz (NOS) aktivitesini inhibe ettigi rapor edilmistir [191, 192].

24



Yaslanma siirecinde antioksidan kapasitesinin azalmasi ve serbest radikallerin
olusturdugu hasar nedeniyle organlarda anatomik ve islevsel dejenerasyon olusur.
Pinealosit membrani iizerinde bulunan B-adrenerjik reseptor sayisi yaslanmayla beraber
azaldigindan, pineal bezdeki melatonin sentezinin azalmasina neden olur. Bdylece
melatonin serbest radikalleri ortadan kaldiramayarak oksidatif hasara neden olur [182].
Melatoninin bu 6zelliklerinden dolay1 yasla iliskili hastaliklarda (Alzheimer, Parkinson,
diabetes mellitus ve romatoit artirit) genis uygulama alanlari bulunmustur [29].Yiiksek
lipofilik 6zelligi en 6nemli avantaji olup herhangi bir baglanma bdlgesine ve reseptore

ihtiya¢c duymaz [189].

2.5.3.2 immiinite Uzerine EtKkisi

Melatonin  T-yardimer lenfositlerdeki spesifik reseptorlere baglanarak immiin
fonksiyonu arttirict etki gostermektedir. Bu reseptorlere baglanilmasiyla IFN-y, IL-2
veya opioid peptidlerin salgilanmas1 artmaktadir. Bu artis sonucunda CD4" lenfositleri
aktive olur. Melatonin sentezi engellendiginde humoral ve hiicresel immiin
reaksiyonlarda azalma gozlenirken, melatonin verilmesiyle immiin fonksiyon yeniden

uyartlmaktadir [158].

2.5.3.3 Uyku Uzerine Etkisi

Gece boyunca melatoninin diisiik seviyede salgilanmasi uykunun azalmasma ve
neticesinde uykuya duyulan ihtiyacin artmasina neden olur. Eger sekresyon gece devam
etmezse gece uyanmalar1 goriiliir. Fazla miktarda ve uzun siire melatonin salgilandigi
slirece daha az uyari algilanmaya baslanir ve uyku istegi devam eder [28].

Bunun yaninda melatoninin esas gorevlerinden bir digeri “jet lag” (es zamanlama
bozuklugu) olarak da bilinen biyolojik saatin korunmasi ve ritminin ayarlanmasi olup
bu gorevi yapan tek hormondur. Melatoninin yeterli ve diizenli salgilanmamasi sonucu
jet lag belirtileri gozlenir (yorgunluk hissi, uykusuzluk,huzursuzluk, istahsizlik,zaman
algisinda bozulma, zihinsel problemler, olaylara ge¢ tepki verme, yonelim bozuklugu,

nedensiz yaygin viicut agrilari,hazimsizlik, terleme gibi).

2.5.3.4 Duygu Durumuna Etkisi
Depresif semptomlar kisa giinler boyunca devam eder ve glinler uzadik¢a semptomlarin
siddeti azalir. Genellikle kuzey enlemlerinde yasayan insanlarda bu semptomlarin

goriilme olasiligi daha yiiksektir [193]. Yaz ile kis aylarindaki giin 15181 periyodu ve
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gece melatonin saliim stiresindeki farkliliklar, depresyona yatkin kisilerde atagin
gelismesine sebep olmaktadir [194]. Kis aylarinda giines 1s1gina daha az maruz
kalinmasi sirkadiyen ritimde gecikmeye ve uyku uyaniklik dongiisii arasindaki dengenin

saglanamamasina yol ac¢tig1 diisiiniilmektedir [194].

2.5.3.5 Cinsel Olgunlasmaya Etkisi

Over ve testislerin olgunlasmasi hipofiz bezinden salinan folikiil uyarici hormon ve
liteinlestirici hormon ile uyarilir ve bdylece pubertal doénem tetiklenir [195].
Melatoninin yliksek dozda kullanilmasiyla menstruel dongii sirasinda liiteinlestirici
hormonun zirve yapmasii engelledigi ve folikiil uyarict hormon seviyesinin sabit
kalmasina neden oldugu bildirilmistir. Ayn1 sekilde melatonin ovulasyonda ve luteal

fazda progesteron miktarindaki artis1 engellemektedir [196].

2.5.3.6 Kanser Uzerine EtKisi

Melatoninin kanserli dokularda hiicre proliferasyonunu durdurdugu, mitotik aktiviteyi
engelledigi, metastaz sayisini azalttifi ve meme dokusunda anti-0strojen etki gosterdigi
saptanmistir [163]. Yapilan gozlemlerde prostat ve meme kanseri olan hastalarda
melatonin seviyesi diisitk bulunmustur [163, 169].

Melatoninin kanser hiicrelerinin artigin1 ve kanser olusumunu engelledigi, hiicre
yenilenmesini sagladigi, immiin sistemi gliclendirdigi ve yaslanmay1 geciktirdigi
distintildiigiinde, melatoninin apoptozu (hiicrelerin  programli  6liimii) uyaran
hormonlardan biri olma olasilig1 vardir [32]. Yapilan bir ¢alismada timdr olusturulan
farelere melatonin uygulanmasi sonrasi melatoninin kan hiicrelerini kemoterapdtik

ilaglarmn toksik etkilerinden korudugu gosterilmistir [197].

2.5.3.7 Termoregiilasyona Etkisi

Melatonin viicutta 1s1 kaybina, merkezi viicut isisin1 azaltip, periferik cilt 1sisini
arttirarak yol agmaktadir [163]. Is1 merkezi hipotalamusun 6n boliimiindeki preoptik
sahadadir. Yapilan aragtirmalarda bu merkezdeki noronlarda melatonin reseptdrleri
bulundugu ve melatoninin bu merkezleri etkileyerek viicut 1sisinda diismeye neden
oldugu saptanmustir [164]. Ayrica diisiik doz melatoninin ratlarda hipertermik, yiiksek

dozun ise hipotermik etkili oldugu bulunmustur [198].
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2.5.3.8 Kardiyovaskiiler Sisteme Etkisi

Melatonin, serebral arterlerde vazokonstriiksiyona; periferal damar yataklarinda ise
vazodilatasyona neden olmaktadir. Bu konu iizerine in vivo olarak yapilan bir
caligmada, intravendz melatonin uygulamasmin ventrikiiler tasikardiyi, ventrikiiler
fibrilasyonu ve premature ventrikiiler kontraksiyonu engelledigi saptanmistir [199].
Diger bir ¢aligmada ani 6liim ve miyokard infarktiis riski olan koroner kalp hastalarinda

melatonin diizeyleri diisiik bulunmustur [200].

2.5.3.9 Anti-enflamatuvar EtKisi

Melatoninin serbest radikaller tizerindeki siipiiriicii etkisi onun ayn1 zamanda giiglii bir
anti-enflamatuvar ajan oldugunu da aciklamaktadir. Enflamasyonun baglamasiyla
melatonin bu yolaktaki ¢esitli basamaklarda blokaj saglayarak anti-enflamatuvar ve
doku koruyucu etki gosterir [201]. Deneysel ve klinik veriler melatoninin adezyon
molekiillerini ve pro-enflamatuvar sitokinleri (IL-6, IL-8, TNF-o ve modifiye serum
enflamatuvar parametreleri) azalttigini gostermistir [202]. Melatoninin birgok ek anti-
enflamatuvar etkisi olup bu durum melatoninin lenfositlerde ve makrofajlarda spesifik
baglanma bolgeleriyle direk etkilesimiyle iligkili olabilir. Yapilan son g¢aligmalarda
melatoninin COX-1 ve COX-2’nin aktif bolgelerine baglanarak enflamatuvar enzim
COX-2’yi inhibe ettigi gosterilmistir [188, 203].Yanik, sepsis, iskemi gibi enflamasyon
durumlarinda melatoninin nétrofil kaynakli oksidan yikimi geri ¢evirdigi saptanmistir

[204].

2.5.3.10 Kemik Uzerine EtKisi

Melatoninin kalsiyum metabolizmasi iizerine etkisi ilk olarak Csaba ve arkadaslari
[205] tarafindan ¢alisilmistir. Bu etkiyi paratiroid ve kalsitonin hormon salinimini
etkileyerek aracilik ettigi ileri slrilmiistir [205]. Melatonin sekresyonunun
baskilanmasi sonucunda serum kalsiyum konsantrasyonu diiserken, tam tersi melatonin
sekresyonu oldugunda bu konsantrasyonun arttigi saptanmistir. Melatonin direk kemik
tizerine etkisini osteoblastlarin proliferasyonunu ve osteoblastlardan osteoprotegerin
ekspresyonunu arttirip RANK’1n osteoprotegerin ile baglanmasini saglayarak, bunun
yaninda osteoklast farklilasma faktoriiniin inhibisyonu igin gen eksprese ederek ve
serbest radikalleri ortadan kaldirma 6zelligiyle kemik tizerindeki osteoklast aktivitesini
bozarak gosterir [33].Yapilan birgok ¢alismada melatoninin kemik formasyonunda ve

stimiilasyonunda 6nemli bir araci madde oldugu, kemik hiicrelerinin ve osteoblastik
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hiicrelerin proliferasyonunu arttirip bu hiicrelerle prokollajen tip 1 c-peptidinin
tiretimini arttirdigr gosterilmistir [35, 37].Ayn1 zamanda melatonin sialoprotein ve diger
kemik protein belirteglerinin (alkalin fosfataz, osteokalsin) gen ekspresyonlarini tesvik
eder [187]. Ovariektomili siganlarda yapilan bir ¢alismada melatonin uygulandiktan
sonra kemik kaybinin azaldig1 saptanmistir [206].

Literatiirde periodontal hastalik ile melatonin iligkisini ve etkinligini arastiran
calisma sayisi1 siirlidir. Almughrabi ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada periodontal
olarak saglikli, gingivitisli, kronik periodontitisi ve agresif periodontitisi olan kisilerde
tikiirik ve diseti olugu sivisinda melatonin seviyeleri arastirilmistir. Melatonin
seviyesinin hastalikli periodontal dokularda 6zellikle periodontitiste diisiik oldugu tespit
edilmis ve en dilisik melatonin seviyesi agresif periodontitisi olan kisilerde
gozlenmistir[34].

Bertl ve arkadaslarimin yaptiklar1 baska bir ¢alismada ise 30 periodontal olarak
saglikli ve 30 generalize periodontitis hastasinin tiikiiriik ve serum melatonin seviyeleri
ve serum C-reaktif protein seviyesi degerlendirilmistir. Periodontal tedavi sonrasinda
enflamasyonun azalmasiyla birlikte tiikiiriik melatonin seviyesinin yiikselmesini iliskili
bulmuslardir. Bu sonuglar dogrultusunda, periodontal hastalikta tiikiiriik melatonin

seviyesinin bir risk indikatorii olabilecegini 6ne siirmiislerdir[207].

2.5.4 Melatoninin Terapotik Dozlari ve Yan Etkileri

Diisiik dozlarda melatoninin yararl antioksidan etkileri romatoit artritli kisilerde, primer
hipertansiyonu ve tip 2 diyabeti olan yash kisilerde (Smg/giin) gézlenmistir [208-210].
Yapilan bir ¢aligmada yliksek dozda melatoninin (20mg/kg) sitma sonucu olusan
oksidatif stres kaynakli karaciger yikimini ve apoptozisi inhibe ederek yararli etki
gosterdigi rapor edilmistir [211].

Hayvan ¢alismalarinda yiiksek dozlarda melatonin kullaniminin (yetiskin bir insan
icin yaklasik 30mg) retinal fotoreseptorlerde 1s18in indiikledigi yikimi arttirdig
gosterilmistir [212]. 1-5 mg melatonin oral yolla alinmasi 1 saat sonra serum seviyesini
gece ulasilan plazma diizeyinin 10-100 katina ¢ikarir ve bu seviye 4-8 saat iginde
diiser[213]. Bunun yaninda diisiikk doz melatonin (0.1-0.3 mg) giindiiz alindiginda gece
ulasilan melatonin pik konsantrasyonunu verebilir yani melatonin biyoyararlanim
acisindan farklilhik gostermekte olup biyoyararlanimi %3 ile %76 arasinda

degismektedir.
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Endokrin sistemdeki belirgin etkilerine ragmen melatoninin yiiksek farmakolojik
dozlar serumda liiteinlestirici hormon seviyesini artirabilir ve prolaktin seviyesinde
diisme yapabilir[213].Diger antioksidanlarin aksine, ¢ok yiiksek dozlarda (300 mg/giin)
ve 5 yil gibi uzun siire kullanimda bile, melatonin toksik bir etki géstermemistir [214].
Ancak yiiksek dozda melatoninin prooksidan davranisi ile ilgili yaym mevcuttur [168].

Literatiirde periodontitis-melatonin ve osteoporoz-melatonin iliskisini arastiran
caligmalar bulunmaktadir. Calismamiz ise osteoporoz, periodontitis ve melatonin
iliskisinin birlikte ele alindig1 ilk ¢alismadir. Bu bilgilerin 1s181nda ¢alismamizin amaci
sistemik olarak verilen melatoninin osteoporotik ratlarda olusturulan deneysel
periodontitis modelinde alveoler kemik kayb1 iizerine etkisinin biyokimyasal,

morfometrik ve immiinohistokimyasal acidan aragtirmaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

Cumbhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan bu arastirma
icin 31.05.2013 tarih ve 377 sayili karar ile onay alindi. Denek olarak 12 haftalik,
ortalama agirliklari 220-250 gr olan 44 adet disi Wistar rat kullanildi. Deney
hayvanlarimin se¢iminde genel sagliklarinin iyi olmasi, 6nceden iizerinde herhangi bir
calisma yapilmamis olmasi ve dental/periodontal yonden saglikli olmalar1 gibi sartlara
O0zen gosterildi. Ayrilan ratlar 21+1°C sicaklikta, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik ve
%40-60 nem orami standardini saglayacak sekilde ayarlanmis ortamda ayri tip 3
kafeslerde tutuldu. Caligmanin deneysel asamalari Cumhuriyet {tiniversitesi Tip

Fakiiltesi Hayvan Laboratuvarinda gerceklestirildi.
Hayvanlarda deneysel islemler i¢in sag mandibuler molar disler se¢ildi.
Caligma gruplart,

Kontrol grubu (K, n=6 rat)
Deneysel osteoporoz grubu (O, n=6 rat)
Deneysel periodontitis grubu (LP, n=8 rat)

Deneysel osteoporoz ve deneysel periodontitis grubu (O+LP, n=8 rat)

o B~ D

Deneysel osteoporoz, deneysel periodontitis ve 30 mg/kg-giin melatonin grubu
(ML30, n=8 rat)
6. Deneysel osteoporoz, deneysel periodontitis ve 50 mg/kg-giin melatonin grubu
(ML50, n=8 rat)

3.1 Deneysel Osteoporoz Olusturulmasi

Deneysel osteoporozu olusturmak igin anestezi altinda (Ketamin 30 mg/kg IM ve
Rompun 5mg/kg IM) 30 ratin overleri bilateral olarak alinmistir. Operasyon sonrasinda

ratlar 4 ay bekletilip rastgele olacak sekilde 4 grubu ayrildi.
3.2 Deneysel Periodontitis Olusturulmasi

Ratlarin sag mandibuler birinci molar dislerine anestezi altinda (Ketamin 30mg/kg IM
ve Rompun 5mg/kg IM) 4/0 ipek siitur (Cetin Kimya, Adana, Tiirkiye) subgingival
olarak yerlestirilip bu bolgede plak retansiyonu saglanarak deneysel periodontitis

olusturuldu. Siiturlar bir ay boyunca haftalik olarak kontrol edildi.
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Calismaya alinan rat sayisi

(n=44)
Kontrol LP O+LP ML30 ML50 o
(n=6) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=6)

Ratlarin overleri bilateral alindi ve ratlar 4 ay boyunca bekletildi

Deneysel periodontitis olusturmak igin ligatur yerlestirildi

l

Sistemik olarak 30 giin boyunca
melatonin uygulandi

Tuam ratlar 30 gun
sonra sakrifiye edildi

Sekil 3.1 Calisma dizayn1 semasi
3.3 Melatonin Uygulanmasi

Osteoporoz olusturulduktan sonra ligatiir yerlestirilen 8 rata kilolar1 goz Oniinde
bulundurularak giinliitk 30 mg/kg, diger 8 rata ise 50mg/kg melatonin ¢ozeltisi giinde
0.5 cc olacak sekilde 30 giin boyunca sabah saat 10:00-11:00 arasinda intraperitonel

olarak verildi.
3.4 Sakrifikasyon

Calisma dizaynt Sekil 3.1°de gosterilen sekilde yapildi ve 30. giiniin sonunda tiim
ratlardan kardiyak ponksiyon ile 4 cc kan alinarak jelli tiiplere (Vacutest Kima,
Arzergrande, Italya) konuldu. Daha sonra 200 mg/kg intraperitonel olarak verilen
pentotal sodyum (Ekipental, Tiimekip Ila¢ Sanayi, Istanbul, Tiirkiye) enjeksiyonu ile
sakrifiye edildi. Cikarilan mandibulalarin fiksasyonu ig¢in %10’luk formaldehit

soliisyonuna konuldu.

3.5 Ratlardan Serum Elde Edilmesi
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Ratlardan alinan kan 6rnekleri 10 dakika boyunca (3000 devir/dakika) santrifiij (NF-
1000 R, Niive, Istanbul, Tiirkiye) edildi. Elde edilen 6rnekler serum ve plazma olarak
ayrildiktan sonra serum kismi1 eppendorf tiiplerine konularak ELIZA analizi yapilacag

giine kadar -80°C’de saklandh.
3.6 IL-6 ELIZA Prosediirii

Rat IL-6 ELIZA kiti (Invitrogen, Camarillo, Kaliforniya, ABD) iiretici firmanimn
talimatlar1 dogrultusunda uygulandi. Deney prosediirii asamasinda standart soliisyonu
standart sisesi lizerinde yazan miktar dogrultusunda Standart Diliient Buffer kullanilarak
sulandirildi. Sifir standart i¢in Standart Dilient Buffer kullanildi. Kromojen Blank
kuyucugu bos birakildi. Kromojen hari¢ kuyucuklara 100ul standart soliisyon konuldu.
Diger kuyucuklara 50ul standart diluent buffer ve calisilacak 6rneklerden 50ul ilave
edildi. Tim kuyucuklara 50 pl inkiibasyon buffer eklendi. Sirasiyla 100 pul biotinylated
Rat IL-6 Biotin Konjugat ve 100 plStreptavidin-HRP Calisma Soliisyonu ile inkiibe
edildi. Tiim kuyucuklara 100ul kromojen soliisyonu konularak inkiibe edildi. Son olarak
100ul stop soliisyonu eklendi ve 450 nm dalga boyunda okundu.Standart
konsantrasyonlari ve bu konsantrasyonlara ait absorbans degerleri ile standart egri
olusturuldu. Bu egri kullanilarak IL-6 seviyeleri hesaplandi. Alinan degerler diliisyon
oranlar ile ¢arpilarak gergek konsantrasyonlara ulasildi. Kitin duyarliligi <5 pg/ml olup

bu degerin altindaki okumalar 0 pg/ml olarak kaydedildi.
3.7 Morfometrik Degerlendirme

Histopatolojik islemlerden once alveoler kemik kaybinin miktar1 i¢in her disin alt1 farkli
bolgesinden (mezyo-bukkal, mid-bukkal, disto-bukkal, mezyo-lingual, mid-lingual,
disto-lingual) mine-sement sinir1 ile alveoler kret tepesinin arasindaki mesafe 6lgiilerek
belirlendi. Mandibulalar ilk 6nce metilen mavisine batirilarak stereomikroskop (Stemi
DV4, Carl Zeiss, Jena, Almanya) altinda 12X biiyiitmede mikroskoba uyumlu bir
fotograf makinesi (Eos 1000, Canon, Tokyo, Japonya) ile fotograflandi.
Histomorfometrik Slgiimler ¢ekilen fotograflar iizerinden bir goriintii analiz programi
(Clemex Vision Lite, Quebec, Kanada) ile yapildi. Her diste Olciilen sayisal degerlerin

toplaminin ortalamas1 milimetre cinsinden kaydedildi.

3.8 Histopatolojik Islemler
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Elde edilen mandibula 6rnekleri histopatolojik analizler i¢in 24 saat boyunca %10’luk
formaldehitte tespit edildikten sonra %10’luk EDTA ile dekalsifiye edildi.
Dekalsifikasyon sonrasit Ornekler mezyo-distal yonde 1. molar disin tam ortasindan
olacak sekilde bistiiri yardimiyla ikiye ayrildi. Distile su ile yikanan 6rnekler derecesi
giderek artan alkol serileri ile dehidrasyonu takiben, ksilen ile seffaflagtirma islemi
uygulanarak parafine gomiildii. Parafin bloklardan alinan Spm kalinligindaki seri
kesitler histopatolojik degerlendirme igin 1 gece 60°C’de etiivde bekletildi. Ksilende
deparafinize edildikten sonra rehidratasyon islemi uygulanarak Hematoksilen-Eozin
(HE) ile boyandi. Boyanan kesitler 151tk mikroskobu (Eclipse 80i, Nikon, Tokyo,
Japonya) altinda farkl biiyiitmelerde degerlendirildi.

Boyanan kesitlerde enflamatuvar hiicre infiltrasyonu, alveoler kemik ve
interdental septumdaki osteoklast ve osteoblast sayilari incelendi. Enflamatuvar hiicre
infiltratt semi-kantitatif bir degerlendirme [215] ile gozle goriilebilir, infiltrat hiicre
yoklugu (0), hafif derecede enflamatuvar hiicre varligi (1), orta derecede enflamatuvar
hiicre varlig1 (2) ve siddetli derecede enflamatuvar hiicre varlig1 (3) olarak skorlandi.

Osteoklastlar ve osteoblastlar morfolojileri dikkate alinarak sayildi.
RANKL immiinohistokimyasal boyama:

Parafine alinmis dokulardan 3pum kalinhiginda kesitler alindi. Alinan kesitler tam
otomatik slayt hazirlama sistemi cihazinda (Ventana Benchmark XT, Roche, Tuscon,
ABD) 32 dakika boyunca antikor (anti-RANKL antikoru, Novus Biological, NB100-
80849) ile inkiibe edildi. Yaklasik 4 saat cihazda bekleyen slaytlar islem sonrasi ¢esme
suyunda yikandi. %80, %90, %100 alkol serisinden gecirilerek etlivde 65°C’de 1.5 saat
boyunca kurutuldu. Son olarak ksilen ile seffaflandirilarak entellan yardimiyla tizerileri
kapatild1 ve 151k mikroskobu kullanilarak analiz edildi. Mandibuler birinci molar disi
cevreleyen kemikte RANKL pozitif olan bolgeler tespit edildi 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 [216].
3.9 istatistiksel Degerlendirme

Calismamizin verileri SPSS (Ver:14.0) programina yiiklenerek istatistiksel analiz

yapildi. Verilerimizin dagilimi normal olmadigindan istatistiksel analizler i¢in non-
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parametrik testlerden Kruskal-Wallis kullanildi. Analiz sonucunda anlamlilik bulunan
parametrelerde gruplarin ikili karsilastirilmast icin Mann-Whitney U testi uygulandi.
Verilerimiz aritmetik ortalama, standart sapma, minimum-maksimum ortanca degerleri

ve ylizde olarak belirtilip yanilma diizeyi 0.05 olarak alindi.

4. BULGULAR
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Deney siiresince yerlestirilen ligatiirlerde kopma ya da ayrilma gozlenmedi. Deney

stiresince ratlarda herhangi bir olumsuz etki saptanmadi.
4.1. Morfometrik Ol¢iimler

Gruplara ait alveoler kemik kaybi Olglimleri karsilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (p<0.05) (Sekil 4.1). Gruplara ait
Ol¢timler ikiserli olarak karsilastirildiginda; Kontrol ve O grubundaki alveoler kemik
kayb1 LP, O+LP, ML50 gruplarina oranla anlaml diizeyde disiiktii (p<0.05).Bununla
beraber kontrol ve O gruplari arasinda istatistiksel agidan anlamli farklilik saptanmadi.
LP ve O+LP gruplarinda ML30 ve ML50 gruplarina gore daha fazla alveoler kemik
kaybi tespit edildi (p<0.05). ML30 ve ML50 gruplar1 arasinda alveoler kemik kayb1
acisindan anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05). Ayrica K ve O gruplar ile ML30
grubu arasinda alveoler kemik kayb1 benzerdi (Sekil 4.2).

2.0-
T B Kontrol
E s E3 O
£ LP
= B3 O+LP
= 1.04 T
£ a B ML30
p s E3 ML50
=  0.54 RN
d; "0.0‘0
< S
* &
0.0- 220 :
N N O
<O ) \2)
‘l.o& é\, é\’

Sekil 4.1Gruplara ait alveoler kemik kayb1 ortalamalar1 “p<0.05 LP, O+LP ve ML50
gruplarindan farkli; bp<0.05 LP, O+LP ve ML50 gruplarindan farkls; °p<0.05 ML30 ve
ML50 gruplarindan farkls; 9p<0.05 ML30 ve ML50 gruplarindan farkl
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Sekil 4.2 Gruplara ait alt sag 1. molar dislerin stereomikroskop goriintiisii (12x). A: K
grubu, B: O grubu, C: LP grubu, D: O+LP grubu, E: ML30 grubu, F: ML50 grubu

4.2. Histopatolojik Degerlendirme
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Osteoklastik aktivite

Gruplara ait osteoklast sayis1 ortalamalar1 Sekil 4.3’te sunulmustur. Istatistiksel analiz
sonuglaria gore Kontrol ve O gruplarindaki osteoklast sayist LP ve O+LP gruplariyla
karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli diizeyde daha azdi1 (p<0.05) (Sekil 4.6-A,
B) veen yiiksek osteoklast sayis1 O+LP grubunda saptandi. Melatonin uygulanan
gruplarla K ve O gruplart arasinda osteoklast sayisi agisindan anlamli bir farklilik
gbzlenmedi (p>0.05). Histolojik kesitlerde LP ve O+LP gruplarinda osteoklastlar,
Howship lakiinleri denilen, rezorbe edilmis ya da enzimatik olarak asindirilmis sig

cukurlar iginde yerlesmis bir sekilde kemik yiizeyi boyunca gézlendi. (Sekil 4.6-C, D)

50-
C @ Kontrol
= 40 3 O
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)
5 30+ E3 O+LP
z B ML30
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£ b 1
o 10' a
0' T
» (o] 34 34 N} Q
<° WV N S “
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Sekil 4.3 Gruplara ait osteoklast sayis1 dagilimi *p<0.05 LP ve O+LP gruplarindan
farkly; bp<0.05 LP ve O+LP gruplarindan farkli; “p<0.05 ML30 ve ML50 gruplarindan
farkl

Osteoblastik aktivite
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Gruplara ait osteoblast sayilar1 karsilastirildiginda gruplar arast farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05) (Sekil 4.4). Osteoblastik aktivite en diisiik Kontrol
grubunda goézlenirken, en yiiksek ML30 ve ML50 gruplarinda saptandi. Kontrol grubu
ile O grubu arasinda osteoblastik aktivite diizeyi benzer iken, LP, O+LP, ML30 ve
MLS50 gruplart arasinda osteoblast sayisi bakimindan anlamli bir farklilik tespit
edilmedi (p>0.05). Histolojik kesitlerde o&zellikle ML30 ve ML50 gruplarinda
osteoblastlar, kemik matriksinde aktif olarak birikmis olup kemik trabekiilleri boyunca

cizgisel bir diizende yogun sekilde izlendi (Sekil 4.6-E, F).
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Sekil 4.4 Gruplara ait osteoblast sayis1 dagilimi (n) ®p<0.05 LP, O+LP, ML30 ve ML50
gruplarindan farkl; bp<0.05 LP, ML30 ve ML50 gruplarindan farkli

Enflamatuvar hiicre infiltrati
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Gruplara ait enflamatuvar hiicre infiltrat1 degerleri karsilastirildiginda gruplar arasindaki
farklilik anlamli bulundu (p<0.05) (Sekil 4.5). Enflamatuvar hiicre infiltrati en diisiik
Kontrol grubunda gozlenirken, LP ve O+LP gruplarinda en yiiksek diizeyde saptandi. K
ve O gruplarinin enflamatuvar hiicre infiltratt yiizdeleri benzerdi. LP ve O+LP
gruplarinda enflamatuvar hiicre infiltrati ML30 grubuna gore istatistiksel agidan anlamli
diizeyde daha yiiksek bulundu (p<0.05). ML30 ve ML50 gruplar: arasinda enflamatuvar

hiicre infiltrat1 bakimindan anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0.05).
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Sekil 4.5Gruplara ait enflamatuvar hiicre infiltrati dagilim (%) “p<0.05 LP, O+LP ve
MLS50 gruplarindan farkls; bp<0.05 LP ve O+LP gruplarindan farkli; “p<0.05 ML30
grubundan farkli; dp<0.05 ML30 grubundan farkl
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Sekil 4.6 Gruplara ait histolojik kesitler

A: Kontrol grubuna ait bir 6rnekte pulpa, dentin, sement, periodontal ligament ve
alveoler kemik iligkisi goriilmektedir. Osteoklastik aktivite gozlenmezken, beyaz okla

gosterilen bolgede az sayida osteoblast goriilmektedir (100x).

B: O grubuna ait ornekte osteoblastik hiicrelerin (beyaz ok) yaninda osteoklastik
aktivitede (siyah ok) goriilmektedir (200x).
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C: LP grubunda ¢ok az osteoblastik hiicrelerin yaninda yogun osteoklastik aktivite
mevcuttur (200x).

D: O+LP grubunda yogun bir sekilde osteoklastik aktivite (siyah ok) goriilmektedir
(200x).

E: ML30 grubunda az sayida osteoklast (siyah ok) yaninda artmis yogun osteoblastik
aktivite (beyaz ok) gozlenmektedir (200x).

F: ML50 grubunda yogunbir osteoblastik aktivite (beyaz ok) gériilmektedir (200x).

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

4.3.immiinohistokimyasal Analizler

RANKL immiinohistokimyasal degerlendirme
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RANKL aktivitesine gore gruplar karsilagtirildiginda anlamli farkliliklar bulundu
(p<0.05) (Sekil 4.7). Kontrol ve O grubundaki RANKL aktivitesi LP ve O+LP grubuna
gore diisiik bulundu (p<0.05). LP grubundaki RANKL aktivitesi ML30 grubuna gore
daha yiiksek bulundu (p<0.05). ML30 ve ML50 gruplar1 arasinda RANKL aktivitesi
acisindan anlamli bir farkliik bulunmazken (p>0.05), RANKL aktivitesi O+LP
grubunda daha yiiksek yogunluktaydi (Sekil 4.8). RANKL aktivitesi O+LP grubunda
daha yiiksek olmasina ragmen, O+LP ile LP grubu arasinda istatistiksel acidan anlamli

farklilik saptanmadi.
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Sekil 4.7 Gruplara ait RANKL aktivitesi dagilimi *p<0.05 LP ve O+LP gruplarindan
farkl; bp<0.05 LP ve O+LP gruplarindan farkli; °p<0.05 ML30 grubundan farkls;
9p<0.05 ML30 ve ML50 gruplarindan farkli
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Sekil 4.8 Gruplara ait RANKL immiinohistokimyasal boyama goriintiileri

A: K grubu (100x), B: O grubu (100x), C: LP grubu (200x), D: O+LP grubu (200x), E:
ML30 grubu (200x), F: ML50 grubu (100x). Kontrol grubunda RANKL aktivitesi
gozlenmezken,en yogun RANKL aktivitesi (beyaz ok) LP ve O+LP gruplarinda

gorilmektedir.

4.4 Biyokimyasal Analizler
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IL-6 diizeyi

ELIZA analiz sonuglar1 degerlendirildiginde LP ve O+LP grubunda IL-6 saptanma

orani diger gruplara gore daha diisiik olarak gdzlendi (Cizelge 4.1). Gruplara ait ELIZA

degerleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05).

Cizelge 4.1 Gruplara ait serum IL-6 diizeyleri (pg/ml)

Gruplar Saptanma Oort+SD (Min-Maks) Ortanca
Oranlan (%)
Kontrol 66,7 24,7+25,3 (0-68,9) 24,8
o) 50 30+£38,6 (0-84,7) 11,8
LP 375 13,8421,2 (0-56,9) 0
O+LP 12,5 10,9+30,9 (0-87,4) 0
ML30 75 38,8+35,4 (0-107) 35,3
ML50 50 26,4+34 (0-86-7) 13,6
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5. TARTISMA

Periodontal hastalik, yaygin goriilen bir oral enflamasyon olup patogenizinde pek ¢ok
faktor etkilidir. Bu faktorlerden lokal olanlari mikrobiyal dental plak ve distasi olup bazi
sistemik ve hormonal hastaliklar, ilaglarin kullanimi, puberta gibi faktorler ise
sistemiktir. Tiim bu faktorler arasinda mikrobiyal dental plak primer etiyolojik faktordiir
[217]. Periodontitis, subgingival alandaki bakteri topluluklar: tarafindan baslatilir.
Periodontal  hastalik  siirecinde hem  bakterilerden (endotoksin, bakteriyal
hyaluronidazlar) hem de konak hiicresinden (kollajenazlar, proteazlar) salinan enzimler
periodontal yikimi meydana getirir [45]. Bakteri plaginin antijenleri hiicresel ve
humoral immiin cevabi dogururlar ve boylece uyarilmis immiin sistem hiicreleri doku

yikimi ile sonlanan olaylar zincirinin baglamasina neden olmaktadir[218].

Periodontal hastalik gibi lokal enfeksiyoz hastaliklarin temelde iki mekanizma ile
sistemik hastaliklarin baglamasina neden olmasa da seyrini etkiledigi diisiiniilmektedir.
Bu mekanizmalardan ilki bakteriyemi yoluyla uzak bdlgede enfeksiyona neden
olunabilmesidir. Digeri ise periodontal hastalik etkeni olan bakterilerin konakta
olusturduklart immiin yanitta baz1 pro-enflamatuvar sitokinlerin (IL-6, TNF-a) veya
akut faz proteinlerinin (CRP, fibrinojen) uzak bolgede (karaciger, pankreas, iskelet

sistemi ve arterler) salinimini stimiile etmesi olabilir [219].

Osteoporoz, kemik Kkiitlesinin azalmasi ve kemik dokusunun dayanikliliginin
azalmas1 sonucu kiigiik travmalarla bile kirik olusumunun kolaylasmasi ile seyreden
metabolik  bir kemik hastaligidir [220]. Osteoporoz, ekstraselliller matriks
organizasyonu ve enflamasyona kars1 doku yanitina etki ederek periodontal hastaliklarin
tedavisini olumsuz sekilde etkileyebilir. Periodontitis ve osteoporoz gibi kronik
hastaliklarin giderek yayginlastigi glinlimiizde terapdtik yontemlerin yaninda Onleyici
yaklasimlarin da gerekliligi bilinmektedir. Bu amagla farkli materyaller, {irlinler
giiniimiize kadar c¢alisilmis ve alveoler kemik tizerine etkinlikleri gosterilmistir[54, 60,

221].

Payne ve arkadaslar1 [222] periodontitisli, normal kemik yogunluguna sahip ve
osteoporozlu/osteopenili  postmenopozal kadinlarda alveoler kemik yiiksekligi,
yogunlugu ve bel omurgasinin kemik mineral yogunlugunu karsilastirmislardir.
Osteoporotik kadinlarda alveoler kemik yogunlugu ve kemik kaybiin normal kemik

yogunluguna sahip postmenopozal kadinlara gore daha yiiksek oldugunu saptamislardir.
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Ostrojen eksikliginin alveoler kemik yogunlugunun kaybiyla iliskili oldugunu,
osteoporoz/osteopeni ve Ostrojen eksikliginin postmenopozal kadinlarda alveoler kemik

yogunlugu i¢in risk faktorii olduklarini bildirmislerdir.

Bunun tersine, Weyant ve arkadaslar1 [223] yaptiklar ¢alismada yaslh kadinlarda
sistemik kemik mineral yogunlugu ile periodontal doku yikimimin klinik gostergeleri
(klinik atagman kaybi, cep derinligi, sondalamada kanama, plak ve distas1 indeksi)
arasindaki iliskiyi degerlendirmis, calismaya alinan kisilerin yas, sigara igme durumu,
agizda kalan dislerin sayisi kontrol edildikten sonra periodontal hastalik parametreleri
ile sistemik kemik mineral yogunlugu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

bulunmamastir.

Ratlarda deneysel periodontitis modeli igin en ¢ok tercih edilen molar dislerin
cevresine yerlestirilen ipek ligatiir yontemidir [67]. Ligatiirle indiiklenen periodontitis
modelinin en dnemli avantaji hastaligin éngoriilebilen olaylar dizisi sonucuyla birkag
giin igerisinde alveoler kemik kaybiyla baslayacagidir [224]. Bu modelde yerlestirilen
ligatiirler dentogingival bolgeye mekanik travma yapar. Doku biitiinliigiinii azaltir, plak
formasyonunu tesvik eder ve yogun konak-plak etkilesimine izin verir. Boylece bu
bolgede bakteri sayisinda artis gozlenir ve bakteriler araciligiyla periodontal hastalik
baglar. Devaminda bag doku ve alveoler kemikte yikim gozlenir [67]. Ligatiir
yerlestirilmesini takiben 3. giinde yikim siddetlenir ve 7-11. giinlerde yikim en {ist
seviyeye ulagir. 14. giinden sonra kemik yikiminda azalma gozlenir [225]. Bu ¢aligmada
da yerlestirilen ligatiir alveoler kemik yikimini arttirdi. Ancak bu modelin bazi
limitasyonlar1 vardir. Ligatiir yerlestirilmesini takiben dokuda olusan travma ve bakteri
miktarindaki artiga bagli olarak periodontal yikimdaki pro-enflamatuvar, anti—
enflamatuvar sitokin ve reaktif oksijen tiirleri, antioksidan aktiviteleri arasindaki denge
kronik periodontitisin seyrinden farkli olarak akut bir enflamasyon gosterir [67]. Bir
digeri ise ratlarda dislerin okliizal, bukkal ve distal yone dogru migrasyonu olup bu
durum yerlestirilen ligatiiriin olusturacagi yikimin zamanla azalmasia neden olabilir.
Bu yiizden ligatiirle deneysel periodontitis olusturmak icin ¢alisma siiresi <15 giin

olmalidir [226].

Okliizal yiizeydeki atrizyona bagli olarak ratlarin molar disleri siirekli stirme
durumundadir. Bu nedenle periodontal hastaligin goriilmedigi durumlarda bile mine-

sement sinirt ile alveoler kret arasindaki mesafede artis gozlenebilir [227]. Bu durum
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g6z Oniine alinarak bu caligmada yasa bagli degisim olmamasi i¢in aynt dogum

araligina sahip ratlar kullanildi.

Deneysel olarak olusturulan periodontitis modelinde alveoler kemik kayb1 mine-
sement siir1 ile alveoler kret tepesi arasindaki mesafenin 6l¢iimii veya kemik kaybi
nedeniyle agiga c¢ikan kok ylizeylerinin alan ol¢iimii yapilarak hesaplanabilir [226].
Alan Olglimii kemik kaybin1t daha erken donemde belirleyebilir ama ligatiir
yerlestirilmesinden 15 giin sonra her iki yontemde kemik kaybi acisindan dogru
sonuglar verir. Bunun yaninda alan Olglimii 60. giinde kemik kaybini belirlemede
yetersiz kalirken mesafe Olglimiinliin daha giivenilir sonuglar verdigi gosterilmistir
[226]. Bu nedenle mine-sement sinir1 ile alveoler kret tepesi arasindaki mesafenin
Ol¢limiiniin daha giivenilir bir yontem oldugu sdylenebilir. Bu ¢alismada alveoler kemik
kaybinin hesaplanmasinda stereomikroskop yardimiyla mine-sement sinir1 ile alveoler

kret tepesi arasindaki mesafenin 6l¢iimii tercih edildi.

Deneysel osteoporozun olusturulmasinda diisikk kalsiyum diyetinin alinmasi
[148], retinoik asit kullanim1 [155], bilateral overlerin alinmasi [143], immobilizasyon
[156] gibi yontemler vardir. Bu c¢alismada deneysel osteoporozu olusturmak igin

anestezi altinda ratlarin overleri bilateral olarak alindi.

Melatonin hormonu basta pineal bez ve retina basta olmak iizere gesitli periferik
organ ve dokularda sentezlenir. Viicutta melatonin sekresyonu karanlik aydinlik siklusu
ile siirdiiriilmektedir. Melatonin yap1 olarak amfofilik ve kiiciik molekiillii olmasi
nedeniyle organizmada yaygin dagilim gosterir. Melatoninin, antioksidan, anti-
enflamatuvar [191], immiin diizenleyici [228], antikanser6z [229] ve kemik yapimi
tizerine etkileri[187] yapilan caligmalarla gosterilmistir. Bu g¢alismada osteoporotik
ratlarda olusturulan deneysel periodontitis modelinde melatoninin alveoler kemik kayb1
lizerine etkisi arastirildi. Periodontal hastalik olusumu ile es zamanli olarak
intraperitonel melatonin uygulamasi yapilarak melatoninin osteoporoz ve periodontal

hastalik tizerindeki etkisi degerlendirildi.

Kara ve arkadaslar1 [25] deneysel periodontitis olusturduklari ratlarda melatoninin
immiin diizenleyici ve antioksidan etkilerini arastirmislardir. Toplamda 30 ratin alindigt
calisma kontrol, ligatiirlii periodontitis ve ligatiirlii periodontitistmelatonin grubu olmak
lizere li¢ gruba ayrilmistir. Deneysel periodontitisi olugsturmak igin ligatiir yerlestirimi

sonrasinda 4 hafta beklenmistir. Melatonin uygulanmasi ise giinliik 10 mg/kg olacak
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sekilde intraperitonel olarak 15 giin siireyle verilmistir. Histolojik degerlendirmeler
sonucunda melatonin verilen grupta enflamatuvar sitokin (IL-1B, TNF-a) seviyelerinin
azaldigi, oksidatif parametrelerin (glutatyon, malonildialdehit) diizenlendigi ve
periodontal yikimin daha az oldugu gosterilmistir. Bu bulgularin  sonucunda
melatoninin, ratlarin periodontal dokularindaki oksidatif hasar1 anti-enflamatuvar ve

antioksidan 6zelligiyle azalttigin1 vurgulamislardir.

Periodontitiste plak birikimini takiben dentogingival epitelin altindaki baglanti
dokularinda enflamatuvar hiicre proliferasyonu goriiliir. Plak birikimi devam ettikge
artan kan akisina bagli olarak bolgeye gelen enflamatuvar hiicre infiltrat1 (notrofil,
makrofaj) artar. Polimorfoniikleer I0kositler patojen mikroorganizmalar: elimine
ederken oksidatif strese neden olarak gingival dokularda DNA hasar1 olusturur [230,
231]. Melatonin ise reseptorlerden bagimsiz olarak toksik radikaller {izerine etki
gosterir. Ayrica genomdaki reseptorleri etkileyerek radikali detoksifiye eden enzimi
ortaya cikarir. Melatoninin oksidatif hasara karsi koruyucu olan bagka bir mekanizmasi
ise NOS’in inhibisyonudur. NOS, nitrik asit tiretir ve O, varliginda yiiksek toksik
etkiliOH radikaline indirgenmektedir. Bu etkileriyle hiicreyi oksidatif hasardan korur,

enflamasyonu azaltir ve doku 6demini geriletir. [232].

Calismamizda deneysel periodontitis modeli olusturulduktan sonra enflamatuvar
hiicre infiltratinda anlaml bir artis tespit edildi ve sistemik melatoninin uygulanmasi
sonucunda ise Ozellikle ML30 grubunda enflamatuvar hiicre infiltratinda anlamli bir

azalma gozlendi.

Periodontal mikrogevrede artmis pro-enflamatuvar sitokinler —osteoklast
onciillerini olgun osteoklastlara farklilagtirarak ve osteoklastlarin yasam siiresini
uzatarak sayisini arttirir [128]. Ayrica, IL-6 kemik yikiminda rol alan matriks
metalloproteinaz {iiretimini diizenler. IL-6 hem pro-enflamatuvar hem de anti-
enflamatuvar 6zellige sahiptir. Ostrojen ise periodontal ligamentte, kemik hiicrelerinde
ve kemik iliginde pro-enflamatuvar sitokinlerin iiretimini bloke ederek kemik kaybini
durdurabilir.

Streckfus ve arkadaslarinin [233] yaptig1 bir ¢alismada Ostrojen tedavisi goren
postmenopozal ve saglikli premenopozal kadinlarda alveoler kemik kaybi, alveoler
kemik yogunlugu, ikinci metakarpal kemik yogunlugu, tiikiirik ve diseti olugu

stvisindaki  IL-6konsantrasyonlart  karsilagtirilmistir.  Postmenopozal kadinlarda
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premenopozal kadinlara gore daha fazla alveoler kemik ve dis kaybi, azalmis alveoler
ve ikinci metakarpal kemik yogunlugu bulunmustur. Buna ek olarak, dstrojen tedavisi
goren postmenopozal kadinlarin premenopozal kadinlara gore daha fazla tiikiiriik 1L-6
konsantrasyonuna sahip oldugu, ayrica alveoler kemik ile ikinci metakarpal kemik
yogunlugu arasinda gii¢lii bir iligki bulundugu saptanmistir.

Bu caligmada ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis modelinde gelisen
enflamasyon durumunun tespiti i¢in ratlardan kardiyak ponksiyon ile alinan kan
orneklerinden elde edilen serumda IL-6 seviyesi degerlendirildi. ELIZA sonuglaria
gore LP ve O+LP gruplarinda IL-6 saptanma oranlari diisiikk olmasina ragmen gruplar

arasinda IL-6 seviyeleri agisindan anlamli bir farklilik gézlenmedi.

Ostrojen eksikligine bagli olarak sitokin artisi, stromal ve osteoblastik hiicrelerin
sitokinlere daha duyarli hale gelmesine neden olmaktadir. Bu sitokinler ile stimiile
edilen stromal hiicreler ve preosteoblastlardan ¢ok sayida faktor salgilanmaktadir.
Bunlar arasinda IL-1, IL-6, makrofaj koloni stimiile edici faktor (M-CSF) ve RANKL
bulunmaktadir. Bu faktorlerin tiimii osteoklast prekiirsorlerinin proliferasyonunu veya

osteoklastogenezisi stimiile etmektedir [234].

RANK, RANKL ve OPG osteoklastogeneziste baslica rol oynayan diizenleyici
proteinlerdir [235]. RANKL’in RANK ile baglanmasi osteoklastlarin yasam siiresini,
cogalmasini, farklilagmasini ve ¢ok ¢ekirdekli olmasini etkiledigi gosterilmistir. Kemik
rezorpsiyonu iizerindeki bu stimiilator etki OPG ile engellenir [236]. RANKL ve OPG
periodontal hastalik ve osteoporozdaki gibi kemik kaybinin patolojik siirecinde ve
fizyolojik kemigin rekonstriiksiyonunda 6nemli rol oynar. Lipopolisakkaritlerin uyarist
sonucunda ya da enflamatuvar yanit sirasinda iiretilen ¢esitli sitokinler, kemokinler ve
diger mediyatorler periosteal osteoblastlar1 uyararak osteoblast yiizeyindeki RANKL
diizeyini arttirip, osteoblastlardan OPG {iretimini azaltarak osteoklastogenezisi uyarir
[237]. Periodontal dokularda aktive olan T hiicreleri RANKL agiga ¢ikararak dogrudan
kemik rezorpsiyonuna neden olabilir. T hiicrelerinin iirettigi TNF- a, IL-11 ve IL-17
gibi sitokinler osteoblastlar ve stromal hiicrelerden RANKL salinimini arttirarak dolayl

yoldan da kemik rezorpsiyonuna neden olabilir [238].

Periodontitisli (agresif periodontitis, kronik periodontitis, immiinosiipresif terapi
goren kronik periodontitis), gingivitisli hastalar ve saglikli bireylerin digeti olugu

stvilarindaki RANKL, OPG diizeylerinin karsilastirildigi bir ¢alismada en diisiik
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RANKL diizeyi saglikli ve gingivitisli olan grupta bulunurken, saglikli gruptaki OPG
seviyesi periodontitis ve gingivitis grubuna gore yiiksek bulunmustur. Periodontitisin
her ii¢ formunda da RANKL/OPG orani anlamli bir sekilde saglikli ve gingivitis
grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Bu nedenle RANKL/OPG oranina bakilarak

periodontal hastaligin prognozunun tahmin edilebilecegi bildirilmistir [239].

2014 yilinda yapilan bir ¢aligmada 30 periodontitisli diyabet hastasinin alt ve tist
cenesindeki yapisik disetine %1°lik melatonin orabase krem topikal olarak uygulanmas,
ayni sekilde sistemik olarak saglikli 30 bireye ise plasebo orabase krem 20 giin boyunca
uygulanmistir. Tedavi Oncesi ve sonrasi tiikiiriikteki OPG, RANKL, melatonin
degerlerine ve plazma melatonin seviyesine bakilmistir. Periodontitisli diyabet
hastalarinin tiikiirik RANKL seviyesinde anlamli bir yiikselis gozlenirken, tikiiriik
OPG ve plazma melatonin degerlerinde anlamli bir diisiis gozlenmistir. Melatoninle
tedavi sonrasinda gingival indekste, cep derinliginde ve tiikiirik RANKL diizeyinde
anlamli bir azalma, tiikiirik OPG degerlerinde anlamli bir artis saptanmistir. Bu
bulgulara dayanarak melatoninin osteoklastogenezisin yavaslatilmasinda yeterli bir
etkisi oldugu, alveoler kemigin kalitesini arttirdig1 ve periodontal hastaligin ilerlemesini

onledigi gosterilmistir [240].

Literatiirde melatoninin klinik uygulanmas1 ile ilgili az sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismada 20 yas disi ¢ekim soketlerine 3 mg lokal melatonin veya
plasebo uygulanmis ve melatoninin erken donem anti—enflamatuvar, analjezik ve
osteojenik etkisi degerlendirilmistir. Operasyon Oncesinde ve sonrasindaki 60. giinde
panaromik filmler alinarak, ¢ekim bdlgesinin kemik yogunluklart karsilastirilmistir ve
cekim bolgesine melatonin uygulamasi kemik yogunlugu acisindan bir farkliliga neden
olmamigtir. Ayrica ¢ekim sonrasi soketten hemen alinan ve ¢ekimden 60 dakika sonra
alman kanda ELIZA ile IL-6 ve nitrotirosin seviyelerine bakilmistir. Melatonin
uygulanan grupta IL-6 konsantrasyonu plasebo grubuna gore daha fazla bulunmus ama
anlamli bir farklilik yaratmamustir. Fakat,yapilan calismalari dikkate aldiklarinda
melatoninin anti-enflamatuvar ve analjezik etkisini gosterebilmek i¢in daha yiiksek

dozlarda melatonin uygulanmasi gerektigini vurgulamislardir[241].

Luo ve arkadaslar1 deneysel periodontitis ve postmenopozalosteoporoz arasindaki
iliskiyi ~ ratlara bilateral ovariektomi uygulayarak arastirmislardir.  Yapilan
ovariektominin periodontal dokularda RANKL, IL-6, OPG salimimini arttirdiglr tam

50



tersine IL-10 salinimimi azattigi bulunmus ve bu durum ilerleyen alveoler kemik
kaybiyla sonu¢lanmistir. Bu sonuglar dogrultusunda; ovariektomize ratlarin periodontal
dokularinin  kemik yapim/yikim belirteglerinde ve sitokinlerinde meydana gelen
degisikliklerin  periodontal dokularin yikimina katkida bulunabilecegi rapor
edilmistir[242].

Osteoporotik ratlarda gergeklestirilen bir diger ¢aligmada ligatiirle olusturulan
deneysel periodontitiste osteoporozun osteoklast sayist ve kemik RANKL miktarinda
artisla birlikte alveoler kemik kaybinda artisa yol actigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda
RANKL ekspresyonunun hastalik ilerlemesiyle dogru orantili olarak arttifi ve bu
nedenle kemik hastaliklarinda RANKL’1n teshis belirteci olarak dikkate alinabilecegi
One sirilmistir [132]. Benzer olarak calismamizda da gruplar arasinda RANKL
aktivitesi agisindan anlamli farkliliklar bulundu. LP ve O+LP gruplarinda RANKL
aktivitesi yliksek iken, kontrol grubunda diisiik diizeyde saptandi.

Amadei ve arkadaslar1 [243]ratlarda ligatiirle indiikklenmis kemik kaybi ile farkli
stirelerde ovariektomiyle indiiklenen Ostrojen eksikliginin alveoler kemik kaybi iizerine
etkisini morfometrik olarak degerlendirmislerdir. Ligatiir indiiklemesi olan grupta daha
fazla alveoler kemik kayb1 bulunmustur. Ostrojen eksikliginin plak akiimiilasyonu goz
ardi edildiginde alveoler kemik miktarina etki etmedigi fakat uzun dénemde ligatiirle
indiiklenmis alveoler kemik kaybin1 etkiledigi gosterilmistir. Ayrica bagka bir ¢aligmada
deneysel periodontitis olusturulan ratlarda Ostrojen eksikliginin etkisi ve tedavisinde
Ostrojen ile kalsitonin takviyesinin kemik kaybina etkisi aragtirilmistir. Ovariektomi
sonras1 olusan Ostrojen eksikliginin ligatiirle indiiklenen periodontitisle olusan kemik
kaybmni anlamli bir sekilde arttirdigi bulunmugtur. Takviye olarak alinan Ostrojenin

alveoler kemik kaybini 6nlemede etkili olabilecegi gosterilmistir [244].

Zit olarak, Anbinder ve arkadaglarimin  [245]ratlarda yaptigi caligmada
ovariektomi sonrasi meydana gelen Ostrojen eksikliginin periodontal hastalik i¢in bir
risk faktorii olarak kabul edilemeyecegi bildirilmistir. Calismalarinda ovariektomi
uygulanan grupta kontrol grubuna gore kilo alinimi goézlenmistir. Periodontitis
olusturulan gruplarda daha fazla alveoler kemik kaybi1 ve furkasyon tutulumu
gbzlenmisken periodontitis olusturulmayan test ve kontrol grubu arasinda farklilik tespit

edilmemistir.
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Koyama ve arkadaslar1 melatoninin kemik kiitlesine etkisini 4 hafta boyunca her
giin farelere sirasiyla 1, 5, 50 mg/kg melatonin enjeksiyonu uygulayarak arastirmis ve
giinliik 5 ve 50 mg/kg verilen melatoninin kemik mineral yogunlugunu, kemik kiitlesini
ve trabekiiler kalinligi anlamlhi bir sekilde arttirdigi saptanmistir. Uygulanan bu
tedavinin kemik rezorpsiyon parametrelerini ve osteoklast sayisini anlamli sekilde
azalttig1 fakat histomorfometrik kemik formasyon parametrelerini (kemik formasyon
orani, mineral apozisyon orani, kemik hacmi) arttirmadigi bulunmustur. Bu iskeletsel
etkinin RANKL ile iliskili osteoklast formasyonu ve aktivitesinin melatonin araciligiyla
azaltilmasi seklinde gergeklesebilecegi bildirilmistir[33]. Calismamizda O+LP
grubunda osteoklast sayisi fazla olup melatonin uygulanmasiyla osteoklast sayisi
azalmistir. Osteoklast sayisindaki azalma kontrol seviyesinde olmasa da periodontitis
seviyesindedir.

Uslu ve arkadaslar1 ratlarda ovariektomi sonrasi 4 hafta boyunca giinliik 10 veya
30 mg/kg verilen melatoninin kemigin trabekiiler kalinligini, femur ve vertebranin
trabekiiler alanin1 ve femurun kortikal kalinligini arttirdigini gostermistir. Ancak
melatonin ovariektomi sonras1 kemikte olusan etkileri tam olarak tersine ¢evirememistir
ve hidroksiprolin seviyesi, trabekiiler sayisi, osteoklast ve osteoblast sayisinda

degisiklik olmamistir[246].

Satomura ve arkadaslar1 [247] melatoninin in vitro olarak insan osteoblastlarinin
farklilasmas1 ve cogalmasma nasil bir etki gosterdigini belirlemek ve kemik
kiriklarinda, cesitli osteotomilerde, kemik distraksiyonunda tedavi siireclerini kisaltmak
icin farmakolojik ajan olarak uygulanabilirligini gostermek amaciyla yaptiklar
caligmalarinda 30 hastanin mandibuler veya iliak kemiginden osteoblastik hiicreler izole
edilmistir. Bu hiicrelerin kiiltiirlerini elde etmek i¢in 14-28 giin muhafaza edilmistir.
Ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu ve Western-blot analiziyle insan
osteoblastlarinin melatonin la reseptoriinii salgiladigit ve doza bagimli olarak
melatoninin farmakolojik konsantrasyonlarda insan osteoblastlarinin ¢ogalmasini ve
alkalen fosfataz aktivitesini stimiile ettigi gosterilmistir. Ayrica melatonin in vitro
olarak tip 1 kollajen, osteopontin, kemik sialoprotein ve osteokalsinin gen
ekpresyonlarmi doza bagh bir sekilde tetikledigi ve mineralize matriks olusumunu
uyardigi tespit edilmistir. Ek olarak bu c¢alismada in vivo olarak farelere 21 giin
boyunca intraperitonel olarak melatonin (100 mg/kg) uygulanmistir ve melatoninin rat

femurlarinda yeni olusan kortikal kemik hacmini arttirdigi gosterilmistir. Calismadan
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elde edilen sonuglar melatoninin insan osteoblastlarinin farklilagsmasini direk olarak
hizlandirdig1 ve melatoninin farmakolojik dozlarda kemik rejenerasyonunu tetiklemek
icin uygulanabilecegi Onerilmistir. Benzer olarak, calismamizda da melatonin
uygulanan gruplardaki osteoblast sayisi diger gruplara gore daha fazla bulundu fakat
istatistiksel agidan anlamli degildi. Bu bulgulara dayanarak 30 mg/kg veya 50 mg/kg
melatonin uygulamasinin osteoporoz ve periodontitisin neden oldugu osteoblastik
aktivitedeki azalmay1 onleyerek ve kemik yapimini indiikledigi soylenebilir.

Yapilan bu calismalarin aksine, Ladizesky ve arkadaslari ovariektomize ratlarda
melatoninin kemik metabolizmasi1 {izerine etkisini incelemek i¢in bir c¢alisma
yapmiglardir. Ratlara melatonin giinlik 500pg/giin olacak sekilde igme suyuyla
verilmistir. Ratlar kontrol ve ovariektomi uygulanan grup olarak ayrildiktan sonra kendi
iclerinde sadece su veya melatonin verilmesine gore toplamda 4 gruba ayrilmistir. 15,
30, 45 ve 60. giinde kan ornekleri alinmistir. Ovariektomi sorast 30. ve 60. giinde
ratlarin idrarinda deoksipiridinolin anlamli bir sekilde yiiksek bulunurken melatonin
verilen grupta 30. glinde artis goriilmemistir. Melatonin verilen ovariektomi grubunda
15. glinde serum fosfor ve kemik alkalin fosfataz seviyeleri kontrol grubuna gore
anlamli bir yiikselis goOstermistir, fakat cerrahi sonrasi 60. giinde kemik mineral
yogunlugunda, mineral bilesenlerinde ve kemik alaninda anlamli bir diislis gézlenmis
olup bu durum melatonin ile diizeltilememistir. Ovariektomi sonras1 kemik
remodelasyonu i¢in farmakolojik dozda verilen melatonin yaninda yeterli Ostrojen
konsantrasyonun da gerekebilecegi vurgulanmistir [248].

Histing ve arkadaslar1 [249] farelerde femur kirtk modelinde melatoninin kallus
formasyonuna, erken ve ge¢ donem kirik iyilegsmesinin biyomekanigi iizerine etkisini
aragtirmislardir. Test grubuna giinde 50 mg/kg melatonin verilmistir ve 2 hafta sonunda
10 rat radyolojik, biyomekanik ve histomorfometrik analizler i¢in, 5 tanesi ise protein
biyokimyasal analiz i¢in sakrifiye edilmistir. Geriye kalan 15 rata giinliik melatonin 5
hafta boyunca verilmistir. 2. hafta sonundaki biyomekanik analizlerde test grubundaki
orneklerde biikiilme sertligi kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiik bulunmusken
5. hafta sonunda ise iki grup arasinda anlaml bir farklilik bulunmamigtir. Test grubunda
2. haftada kikirdak dokusunun miktar1 kontrol grubuna gore biraz daha yiiksek
miktardayken, 5. haftada karsilastirabilir bir farklilik kalmamistir. 2. haftada test ve
kontrol grubu arasinda toplam kallus miktar1 neredeyse ayni iken 5. haftada test
grubundaki kallus boyutu kontrol grubuna gore anlamli derecede biiyiik olup bu durum

melatonin tedavisi sonrasi gecikmis remodelasyon siirecini belirtmistir. Western-blot
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analizleri melatonin tedavisi sonrast RANKL ve Tip 1 kollajenin salinimimi anlamli
derecede azalttigin1 gostermistir. RANKL saliniminin azalmasiyla yeni olusan kemigin
kallusu i¢inde TRAP pozitif osteoklastlarin sayisinin azaldigi gosterilmistir. Kirik
tyilesmesi sirasinda yeterli remodelasyon i¢in kemik rezorpsiyonu gereklidir.
Melatoninin  RANKL ile iliskili osteoklastlarin aktivasyonunu azaltarak kemik
rezorpsiyonunun baskilamastyla kirik iyilesmesini bozdugu sonucuna varilmastir.

Bunun yani1 sira melatonin kemik rezorpsiyonunun onlenmesine indirekt olarak da
etki eder. Kalsiyum ve fosfat metabolizmasinin diizenlenmesinde melatoninin etkisinin
olabilecegi gosterilmistir. Melatoninin yaslanma ve menopozla iliskili olarak azalmasi
baslangigta plazma kalsiyum seviyelerinin azalmasiyla sonucglandigi sonrasinda
PTH’nin salintminin artmasia ve kalsitonin saliniminin baskilanmasina yol actig
bildirilmigtir. Dolasimda PTH’nin artmasi ve serum kalsitonin seviyesinin azalmasi
kemik rezorpsiyonunun artmasina neden olur [250]. Yetigkin kadinlarda yapilan 3 yil
takipli bir ¢alismada giinliik eser miktarda Ostrojen ile 75 mg melatonin alinmistir. Bu
uygulama kadinlarda kemik mineral yogunlugunda anlamli bir yiikselise neden

olmustur[251].

6. SONUCLAR
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Calismamizin sinirlart dahilinde;
- Ligatiir uygulamasi ratlarda alveoler kemik kaybin arttirdi.

- Morfometrik 6l¢iim sonuclarina gore; deneysel osteoporoz ve periodontitis modeli
olusturulduktan sonra 30 ve 50 mg/kg melatonin uygulanmasi periodontal yikimi azaltt1.
(Sistemik olarak verilen 30 mg/kg melatonin grubunda alveoler kemik yikim miktar

Kontrol grubu ile benzer bulundu.)

-Histopatolojik sonuglara goére 30 ve 50 mg/kgmelatoninuygulamasi osteoporotik
periodontitisli ratlarda enflamatuvar hiicre infiltrat oranini, RANKL aktivitesi ve
osteoklastik aktiviteyi azaltarak periodontal yikimi engellerken, osteoblastik aktiviteyi

arttirdig1 saptanmastr.

- ELIZA sonuglarinda IL-6"nin saptanma oran1 6zellikle periodontitis gruplarinda diisiik

olup gruplar arasinda anlaml farklilik gézlenmedi.

- Melatoninin immiinohistokimyasal ve morfometrik olarak doku yikimini 6nlemedeki
etkisi gosterilmesine ragmen melatoninin, periodontitis ve osteoporoz iizerindeki etki

mekanizmalarini agiga ¢ikartmak amaciyla ileri donem ¢alismalara gereksinim vardir.
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