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OZET

Amag: Bu calismanin amaci ratlarda olusturulan deneysel periodontitis modelinde sistemik
ve lokal olarak uygulanan hiimik asidin alveoler kemik kaybi ve diseti enflamasyonu

tizerine etkilerinin biyokimyasal, histopatolojik ve morfometrik agidan arastirilmasidir.

Materyal metot: 62 adet Wistar rat 8 deney grubuna ayrildi; ligatiirsiiz kontrol (K, n=6)
grubu; ligatiirlii kontrol (LK, n=8) grubu; ligatiir + Lokal-20 mg/kg hiimik asit (L-20, n=8)
grubu; ligatiir + Lokal-80 mg/kg hiimik asit (L-80, n=8) grubu; ligatiir + Lokal-150 mg/kg
hiimik asit (L-150, n=8) grubu; ligatiir + Sistemik-20 mg/kg hiimik asit (S-20, n=8) grubu;
ligatiir + Sistemik-80 mg/kg hiimik asit (S-80, n=8) grubu; ligatiir + Sistemik-150 mg/kg
hiimik asit (S-150, n=8) grubu. Calisma gruplarinda hiimik asit miktarlar1 15 giin boyunca
uygulandi. Deneysel periodontitis olusturmak amaciyla ratlarin sag alt birinci molar dislerin
gingival marjinlerine 4/0 ipek ligatiirler yerlestirildi. 15 giiniin sonunda ratlar sakrifiye
edildi. Alveoler kemik kayb1 stereomikroskopta mine-sement siniri ile alveoler kret tepesi
arasindaki mesafe olarak 6lgiildii (25x). Diseti homojenatlarinda ve serumda IL-1pB ve IL-
10 seviyeleri ELISA ile belirlendi. Histopatolojik olarak enflamatuvar hiicre infiltrasyonu,

fibrozis, osteoklast sayis1 ve osteoblastik aktivite degerlendirildi.

Bulgular: 15 giiniin sonunda LK grubunda alveoler kemik kaybi K, L-20, L-150, S-80 ve
S-150 gruplarina oranla anlamli diizeyde yiiksekti (p<0.05). S-80 grubunda alveoler kemik
kaybr LK, L-20, L-80 ve S-20 gruplarina oranla anlaml diizeyde diisiik bulundu (p<0.05).
S-80 ve S-150 gruplarinda osteoblastik aktivite diger tiim gruplara oranla anlaml diizeyde
yiiksekti (p<0.05). LK grubunda osteoklast sayis1 L.-20, L-150, S-80 ve S-150 gruplarina
gore anlamli diizeyde yiiksekti (p<0.05). En yiiksek fibrozis degeri L-80 grubunda tespit
edildi. Ayrica LK, L-80 ve S-20 gruplarinda enflamatuvar hiicre infiltrat1 diger gruplardan
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.05). S-80 grubunda serum ve diseti homojenatt IL-
10 diizeyleri en yiiksek oranda tespit edildi. LK grubunda serum ve digeti homojenati IL-13
diizeyleri K, L-20, L-150, S-20, S-80 ve S-150 gruplarindan anlamli diizeyde yiiksek
bulundu (p<0.05).

Sonuglar: Bu c¢alismanin sinirlar1 dahilinde sistemik olarak alinan 80 mg/kg hiimik asidin

rat modelinde alveoler kemik kaybini azaltabilecegi diisiiniilmektedir.



Anahtar kelimeler: Deneysel periodontitis, Alveoler kemik kaybi, Enflamatuvar

sitokinler, Hiimik asit.



ABSTRACT

Aim: The purpose of this study was to evaluate the biochemical, morphometric and
histopathological changes associated with experimental periodontitis in rats in response to

systemic and local administration of humic acid.

Methods: 62 Wistar rats were divided into 8 experimental groups: non-ligated (K, n=6)
group; ligature only (LK, n=8) group; ligature + local administration of humic acid (20, 80
and 150 mg/kg body weight per day for 15 days, respectively) (L-20 n=8, L-80 n=8 and L-
150 n=8 groups); ligature + systemic administration of humic acid (20, 80 and 150 mg/kg
body weight per day for 15 days, respectively) (S-20, S-80 and S-150 groups). 4/0 silk
ligatures were placed at the gingival margin of lower first molars of mandibular quadrant.
The animals were sacrificed at the end of 15 days. Changes in alveolar bone levels were
clinically measured as the distance from cemento-enamel junction to the alveolar bone crest
with a stereomicroscope (x25). Tissues were histopathologically examined to assess the
differences of fibrosis, osteoclast numbers, osteoblastic activity and inflammatory cell
infiltration among the study groups. ELISA IL-1p and IL-10 levels in serum and gingival

homogenates were evaluated.

Results: At the end of 15 days, the alveolar bone loss was significantly higher in the LK
group compared to the K, L-20, L-150, S-80 and S-150 groups (p<0.05). Also, the alveolar
bone loss in the S-80 group was significantly lower than the LK, L-20, L-80 and S-20
groups (p<0.05). The osteoblastic activity in the S-80 and S-150 groups were significantly
higher than the other groups (p<0.05). The osteoclast number in the LK group was
significantly higher than the L-20, L-150, S-80 ve S-150 groups (p<0.05). The highest
fibrosis level was determined in the S-80 group. Inflammatory cell infiltration was
significantly higher in LK, L-80 and S-20 groups than the other groups (p<0.05). The
highest serum and gingival homogenate IL-10 levels were determined in the S-80 group
(p<0.05). The serum and gingival homogenate IL-1p levels in LK group were significantly
higher than the K, L-20, L-150, S-20, S-80 and S-150 groups (p<0.05).

Conclusion: Within the limits of this study, it can be suggested that humic acid, when

administered systemically 80 mg/kg dose, may prevent alveolar bone loss in the rat model.



Key words: Experimental periodontitis, Alveolar bone loss, Inflammatory cytokines,

Humic acid.
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1. GIRIS
Periodontitis birden fazla periodontopatojene karsi konak enflamatuvar ve
immiinolojik reaksiyonlarinin olusturdugu, bag dokusu atagmani ve alveoler kemik
kaybiyla karakterize dis destek dokularinin bir hastaligidir [1]. Bu hastaliklar genellikle

birbirini takip eden aktif ve pasif donemlerle karakterize donemsel kronik hastaliklardir [2,
3].

Periodontitisin meydana gelmesinde degisik etkenlerden s6z edilmesine ragmen
primer etiyolojik faktor mikrobiyal dental plak (MDP) olarak tanimlanmustir [4, 5]. Fakat
hastaligin patogenezini agiklamada MDP tek basina yeterli degildir. Hastaligin
gelisebilmesi ve ilerleyebilmesi icin bakteriler ve konak savunma mekanizmalar1 arasinda
bir takim etkilesimlerin oldugu diisliniilmektedir. Bakteri ve iirlinleri konak dokularina
dogrudan veya enflamatuvar cevaba yol agarak dolayli olarak zarar verebilir [4].
Periodontopatojenlere karsi konakta olusan enflamatuvar mediator siireci devam ederse
konak dokusunda hasar meydana gelir [6]. Periodontopatojenlerin hastalik olusturabilmesi
icin periodontal dokularda belli bir miktarda bulunmalar1 ve hastalia sebep olabilecek
patojenik faktorlere sahip olmalar1 gerekmektedir [7]. Enflamasyon siirecinde kemik kaybi
olup olmayacag: disetindeki enflamatuvar belirleyicilerin anlamli diizeylere ulagmasina ve
bu belirleyicilerin alveol kemige ulasabilecek mesafede diseti dokularina penetre olmasina
bagldir. Bu belitleyicilerin en énemlilerinden biri sitokinlerdir. Interldkin (IL)-1, IL-6, IL-
11, IL-17 ve Timoér nekroz faktor-alfa (TNF-o) gibi pro-enflamatuvar sitokinler kritik
konsantrasyonlara ulagarak alveoler kemik yikimmi baslatir. Diger yandan anti-
enflamatuvar dzellikleri bilinen IL-4, 1L-10, IL-12, IL-13, IL-18, Interferon-beta (IFN-B) ve
Interferon-gama (IFN-y) gibi sitokinler kemik yikimini baskilayarak tam tersi etki

gosterirler [8].

Sitokinler hiicreler arasinda iletisimi saglayan ve bagisik yanit1 diizenleyen hiicrelerce
salman hormon benzeri aract maddelerdir [9]. Peptit ya da glikoprotein yapisinda
¢ozlinebilen mediatorler olan sitokinler, etkilerini salindig1 hiicrelerde veya ilgili hiicrelerin
yakininda gosterirler. Enflamatuvar olaylar esnasinda meydana gelir ve ortama salinirlar.
Sonrasinda ayni1 ya da daha farkli bir hiicre reseptdriine baglanarak etki gosterirler [10].

Yapilan bir¢ok calismada periodontopatojenik bakteriler ve iirlinlerine kars1 farkli konak
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hiicrelerinin sitokin salgiladig1 gosterilmistir. Bu sitokinler periodonsiyumda enflamatuvar
yanitt baslatmak ve siirdiirmekle gorevlidir [11-13]. Yapilan ¢aligmalar sonucunda

sitokinler ve periodontal doku kayb1 arasinda bir neden-sonug iliskisi oldugu gosterilmistir
[14, 15].

IL-1 enfeksiyon alanmna hiicrelerin toplanmasini saglayan pro-enflamatuvar bir
sitokindir ve kemik yikim siirecini ilerletir [16]. IL-1B, IL-1’in periodontal dokularda
bulunan dominant formu olup baslica makrofajlardan salinir [17]. Artmis IL-1f3 diizeyi

periodontitis hastalarinda enflamasyonlu diseti dokusuyla iliskili oldugu bulunmustur [18].

IL-10 baslica T helper-2 (Th-2) lenfositleri tarafindan iretilir ve T helper-1 (Th-1)
klonlarmmi aktive ederek sitokin tiretimini inhibe eder [19]. IL-10’un birgok deneysel
calismada farkli hiicre tipleri i¢in anti-enflamatuvar etkisi ve periodontal hastalikta immiin

yanit {izerinde diizenleyici etkisi gosterilmistir [20, 21].

Periodontal doku yikimi periodontopatojen bakterilerin varlig1 ve bunlara kars1 olusan
konak yaniti sonucunda olusur. Bu yanit g¢evresel (sigara kullanimi gibi), kazanilmis
(sistemik hastaliklar) ve genetik risk faktorlerinden etkilenir [22]. Periodontal dokularin
yikimi konak yanitiyla dogrudan baglantili oldugu i¢in kronik periodontitisin tedavisinde
anti-bakteriyel uygulamalara ek olarak konak yanitini modiile etmeye yarayan terapotik
uygulamalar faydali olabilir. Konak modiilasyonunu saglamak i¢in ii¢ potansiyel uygulama

oldugu bildirilir. Bunlar [23];

1. Antiproteinazlarla matriks metalloproteinaz (MMP) inhibisyonu
2. Anti-enflamatuvar ilaglarla prostaglandinlerin ve pro-enflamatuvar sitokinlerin
iretiminin engellenmesi

3. Kemik koruyucu ajanlarla osteoklast aktivasyonunun inhibe edilmesi

Periodontal dokularin yikimini 6nlemek igin farkli maddelerin kullanimina iliskin

calismalarin sayis1 giin gectikge artmaktadir [24-28].

Periodontal bag dokusu kollajenazlar ve jelatinazlar gibi bir dizi MMP’lar tarafindan
yikima ugratilir. Bu enzimler dokularin remodelasyonunda 6nemli rol oynarlar. Aktiviteleri

bazi spesifik ve non-spesifik inhibitorler ile diizenlenir [29]. Golub ve ark. [30]



tetrasiklinlerin  konak kaynakli MMP’larin etkilerini direkt bloke edebildigini
gostermislerdir. Bu sonug tetrasiklinlerin bag dokusu yikimiyla karakterize g¢esitli

hastaliklarin tedavisinde kullanimini giindeme getirmistir.

Periodontitiste goriilen alveoler kemik kaybi osteoklastik aktivitenin bir sonucudur.
Osteopordziin tedavisinde sikga kullanilan bifosfonat ilaglar etkilerini osteoklastlarin
aktivitesini direkt bloke ederek gosterirler. Bifosfonat tiirevlerinden bir tanesi olan
alendronat maymunlarda ligatiirle olusturulan periodontitis modelinde periodontal kemik

kaybini 6nemli oranda azaltmistir [31].

Arasidonik asit metabolitleri kronik periodontitis gibi ¢esitli kemik yikim siireglerinde
rol oynayan pro-enflamatuvar mediatorlerdir [32]. Bu mediatérler aspirin, ibuprofen ve
naproksen gibi ilaglar1 iceren non-steroidal anti-enflamatuvar ilaglar (NSAI ilaglar)
tarafindan inhibe edilebilir. NSAI ilaglar analjezik, anti-platelet ve anti-trombositik
etkilerinin yaninda siklooksijenaz (COX) enzim inhibisyonunu da saglar. Boylece
arasidonik asit metabolitlerinin iiretimini engeller. NSAI ilaglarin kullanimi sonucu pro-
enflamatuvar mediator diizeylerinin azalmasi kronik periodontitiste olusan konakla iligkili

alveoler kemik yikimini azaltabilir [23].

Hiimik asitlerin arasidonik asit metabolitlerinin {iiretimini inhibe edebildigi
gosterilmistir [33]. Hiimik asitler anti-enflamatuvar etkilerini ¢esitli yollarla gosterir [34,
35]. Arasidonik asit metabolitlerinin {iretiminin inhibisyonu bu yollardan bir tanesidir [33].
Ayrica, hiimik asitler anti-enflamatuvar [36], anti-viral [36], anti-bakteriyel [37], anti-
alerjik [37], anti-iilserojenik [37] vs. Ozellikleri ile tipta yaygin olarak calisma alani
bulmusglardir. Fakat periodontal dokularda daha once ¢alisilmamis olup calismamiz dis

hekimligi alaninda yapilan ilk deneysel ¢aligmadir.

Himik asitler dogada yaygin bulunan organik karbon formlaridir [38]. Diger bir
ifadeyle hiimikli yapilar organik maddelerin kabasini olusturur. Toprak, linyit, turba,
kanalizasyon sulari, kaynak sular1 ve c¢okeltilerinden olugsan organik maddelerin ¢ogunu
temsil eder. Hiimik maddeler temel olarak iige ayrilir: Fulvik asitler (FA), hiimik asitler
(HA) ve Humin (HU). Himik asitler ve fulvik asitler alkali ortamda ¢dziinen humus

yapilarini temsil ederken humin ¢éziinmeyen tortuyu temsil eder. Hiimik maddelerinin en



onemli parcalarindan biri hiimik asitlerdir [39]. Dogal olarak meydana gelen hiimik asitler
biitiin topraklarda ve su yiizeylerinde olmak iizere dogada her yerde bulunan kahverengi-
siyah renkli polimerik organik asitlerdir [40]. Calismamizda turbadan elde edilen hiimik
asit kullanildi. Turba 6l bataklik bitkilerinin humifikasyonu sonucu olusan organik toprak
seklidir. Turbanin organik kismi %90 oraninda humin, hiimik ve fulvik asit (%40’dan
fazla), lignin, polisakkaritler, lipidler, pektinler, hemiselliiloz ve selliiloz igerir [41]. Turba
ylizyillar boyunca tip alaninda kullanilmistir. Turba tedavisinin uygulandigi bazi
endikasyonlar; dejeneratif ve deforme artrozlar, Gut hastaligi, osteopordz, spondilopatiler,
kas romatizmasi, romatoid artritler, kronik enflamatuvar hastaliklar, hormonal
dengesizlikler, bel agrisi, kronik egzema, nérodermatit ve sedef hastaligidir. Hiimik asitler
kan dolagimini arttirarak rejenerasyon siiresini hizlandirir [36].

Calismamizin  amaci, himik asidin anti-bakteriyel ve anti-enflamatuvar
Ozelliklerinden yararlanarak, ratlarda olusturulan deneysel periodontitis modelinde kemik
rezorbsiyonu ve gingival enflamasyon iizerinde hem sistemik hem de lokal etkisinin

histopatolojik ve morfometrik agidan aragtirilmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Periodontal Hastahk

Periodontal hastaliklar dig-destek yapilarinin yikimai ile karakterize kronik, enfeksiyoz
ve enflamatuvar hastaliklardir [42]. Hastaligin baslamasi i¢in periodontopatojenlerin varligi
gereklidir fakat bu tek basina yeterli degildir [43]. Periodontopatojenlere karsi olusan
stirekli bir konak enflamatuvar ve immiin yanit yumusak ve mineralize periodontal

dokularin yikimina neden olur [43, 44]. (Sekil.1)

Gingivitis, mikrobiyal biyofilm ve konak arasindaki etkilesim sonucunda gelisen,
disetinde kizariklik, sislik ve kanama ile karakterize olan enflamatuvar bir hastalik olup
disetiyle lokalize, geri doniistimii olabilen bir durumdur. Periodontitis ise bakteriyel etkiler
sonucunda disetinde baglayan iltihabi degisimlerin dis-destek dokularina yayilmasiyla
alveoler kemikte yikim, cep derinliginde artis, Klinik atasman kaybi, mobilite ve tedavi
edilmedigi takdirde dis kaybi ile sonuglanabilen geri doniisiimsiiz kronik enflamatuvar bir

hastaliktir [45, 46].
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Sekil 1. Bakteri ve konak yamiti arasindaki etkilesim sonrasinda artmis doku ytkiminin

sematik gosterimi [47].



2.1.1. Biyofilm Tabakasi

Disler temizlendikten kisa bir siire sonra salya ve diseti olugu sivisinda bulunan
protein ve glikoproteinlerden olusan ince bir pelikil tabakasi dis yiizeyini kaplar. Kisa bir
stire igerisinde ilk gram pozitif bakteriler olmak tizere bu tabaka iizerine tutunur ve
kolonize olurlar [48]. Agiz igerisinde dental yiizeyler ve mukoza tizerinde biyofilm tabakasi
olusur fakat bu yiizeylerdeki biyofilm tabakasi birbirinden farkli oral mikroflora
kompozisyonu gosterirler [49]. Biyofilm tabakasi konakta lokal ve sistemik immiin ve
enflamatuvar yaniti baglatir [50, 51]. Periodontal hastalikta, biyofilm olusumuna verilen
enflamatuvar yanit diseti olugu sivist akisinda (bazen kanama eslik edebilir) ve sicaklikta
lokal bir artis olarak goriiliir [52]. Bu proteolitik metabolizma sekli pH degerinde az da olsa
bir artisa neden olur. PH degerindeki bu artis enflamasyon sirasinda subgingival alandaki
periodontopatojenlerin birbirleriyle olan rekabetini arttirir [53]. Dis yiizeyinde konaga ait
hiicreler kolonize oldugunda, bakteriler de ayni1 bolgede mikrokoloniler olusturur. Daha
sonra bu mikrokoloniler yapiskan bir ekstraselliiler polimerik madde salgilarlar [54].
Ekstraselliiler polimerik madde igerisinde polisakkaritler, proteinler, lipidler, niikleik asitler
ve diger polimerleri barindirir. Bu da bakterilerin hem yiizeye hem de birbirlerine

tutunmasina yardim eder [55].

2.1.2. Mikrobiyal Dental Plak (MDP)

Periodontitisin olusumunda rol oynayan primer etiyolojik etken MDP ve iiriinleridir
[4, 5]. MDP; dis yiizeyi tizerinde gelisen, tiikiiriik ve bakteriyel orijinli bir polimer matriks
igerisine gomiilmiis olan mikrobiyal topluluk olarak tarif edilir [56]. Supragingival ve
subgingival bolgelerdeki MDP’1n mikrobiyal igerigi farklilik gosterir. Baslangicta sayica
fazla olan Gram pozitif mikroorganizma orani, lezyon ilerledik¢e Gram negatif anaeroblar
lehinde degisir [57]. Subgingival plak O6rneginde yaklasik 300-400 farkli bakteri tiirii
bulunur. Fakat yikict periodontal hastaligin patogenezinde yaklasik 10-20 tiiriin rol
oynadigi disliniiliir [58]. Turuncu kompleks olarak adlandirilan ve hastalikla
iliskilendirilen ilk bakteri toplulugu Prevotella intermedia ve Fusobacterium nucleatum

gibi patojenleri icermektedir. Hastalik daha da ilerlerse mikrobiata ‘kirmizi kompleks’ adi



verilen bakteri topluluguna kayar. Bu kompleks Porphyromonas gingivalis, Tannerella

forsythia ve Treponema denticola gibi periodontal patojenleri igerir [59, 60].

2.1.3. Periodontal Hastaligin Patogenezi

Subgingival plak mikroskop altinda incelendiginde = MDP  igerisinde
mikroorganizmalar ve nétrofiller goriiliir [61]. Nétrofiller enfeksiyon olusturan ajanlara
kars1 konak savunmasinda ilk savunma hattin1 olustururlar [62]. Notrofillerin en 6nemli
gorevi fagositoz yapmak ve bakterileri yok etmektir [63]. Diseti olugunda ya da periodontal
cepte mikrobiyal kolonizasyon gibi spesifik bir uyaran varliginda, nétrofiller periodontal
dokulara dolasim sistemi yardimiyla gelerek endotelyal hat boyunca siralanirlar. Endotelyal
hat boyunca gerceklesen bu yuvarlanma hareketi nétrofiller ylizeyindeki selektinlerin

endotelyal hattaki lektinlere zayif bir sekilde baglanmasi yoluyla kolaylasir [64].

MDP subgingival alana ulastiginda, notrofiller bakterilerce salinan ve kemotaktik
peptidler adi verilen molekiillere saldirmak i¢in diseti oluguna ya da periodontal cep
icerisine toplanirlar. Ayrica bakteriler ve iriinlerinin epitel hiicrelerine zarar vermesi
durumunda epitel hiicrelerince sitokin adi verilen molekiillerin salinmasina neden olurlar.
Sulkus igerisindeki noétrofiller bakteri ve iirlinlerini fagosite ederler. Eger nétrofiller
fagositoz esnasinda bakteriler ile asir1 sekilde dolarsa degraniile olarak ve toksik

enzimlerini ortama salarlar [61]. Notrofiller etkilerini iki yolla gosterir [64]:

1. Myeloperoksidaz (MPO) gibi enzimler ile lizozomal graniillerinden bir¢ok
proteolitik enzim salgilarlar.
2. Siiperoksit ve hidroksil radikalleri sentezleyip salgilayarak bu iki iiriinii hidrojen

peroksite doniistiirlip oksidatif patlama yaparlar.

Periodontal hastaliklar konak yanit1 sonucunda bag dokuda bir takim degisikliklerin
goriildiigii, diseti ve disleri destekleyen dokular etkileyen lokal iltihabi hastaliklardir [4,
65]. Periodontal hastaliklarin baglama siireci multifaktoriyeldir. Hastaligin baslama

siirecinde periodontopatojenler ve diger anaeroblar enflamasyonu baslatir ve dokular

7



hasara ugratirlar. Doku hasarina hem bakteri ve {iriinleri hem de konak kaynakli etkenler
neden olur [66]. Bu etkenlerden bazilar1 endotoksinler [67], bakteriyel hyaluronidazlar [68],
konak kollajenazlar1 [69], katepsinler [70], notral proteazlar (elastaz, tripsin, kimotripsin)
[71], alkalin fosfataz [72], B-glukuronidaz ve arilsiilfataz [73, 74] ve Ozellikle IL-1a ve IL-
1B olmak tizere sitokinlerdir [75].

Bir¢ok mikrobiyal ylizey protein molekiilii konakta immiin yanit1 baslatabilir ve lokal
doku enflamasyonu olusturabilir [66]. Proteazlar kollajen yapisinda yikima neden olurlar ve
bu yikimdan meydana gelen bosluklara I6kosit infiltrasyonu goriiliir [29]. Periodontal
dokular dise daha gevsek tutunur ve dokular 6demli ve daha enflamasyonlu bir hale gelir.
Periodontitiste dige tutunan bag doku atagmani hasara ugrar. Boylece epitelyal hiicreler kok
ylizeyi boyunca apikale migre olur ve cep daha da derin bir hal alir. Cep derinlestik¢e doku
enflamatuvar infiltratlar1 daha derin dokulara ulasir. Alveol kemige ulasan bu infiltratlar
nedeniyle osteositler kemik yikimini baglatirlar [76]. Cep derinligi arttikga mikroflora daha
anaerobik hale gelir ve konak yanit1 daha yikici ve kronik olur [61].

2.1.4. Deneysel Periodontitis Modelleri

Yikima ugramis periodontal dokularda uygulanan yeni rejeneratif tedavileri test
etmek ve onaylamak i¢in uygun deneysel hayvan modelleri gereklidir. Hayvan c¢aligmalari
insanlarin genellikle kabul etmedigi histolojik biyopsi gerektiren yeni klinik tedaviler i¢in
yararli uygulamalardir [77]. Periodontal hastaliklar insanlarda retrospektif ¢aligmalar i¢in
uygun olsa da, devam eden doku yikimini gdsteren klinik parametrelerin belirlenmesini
iceren ¢alismalar insanlarda her zaman mimkiin degildir [78]. Bu nedenle insanlardaki
periodonsiyuma benzer bir anatomiye sahip olan ve insanlardaki periodontal hastalig1 taklit
edebilen hayvanlarla yapilan deneysel hayvan modeli ¢alismalar1 Onerilmektedir. Bu
Ozellige sahip deney hayvanlarmin kullanimi  ¢alisma sonuglarinin  insanlara
uyarlanabilmesi agisindan onemlidir. Periodontal dokularin enflamatuvar yikimi fareler,
ratlar, tavsanlar ve maymunlar gibi bircok deney hayvaninda tiire gore spontan olarak

gelisebilir veya deneysel olarak olusturulabilir [79, 80].



Kemirgenler ve ratlar deneysel periodontal arastirmalar i¢in uygun modellerdir [81].
Fakat periodontal hastaligin goriilme siklig1 ratlarda insanlara gore daha azdir. Patolojiyi
olusturmak igin patojen bakterilerin periodonsiyuma inokiile edilmesi, karbonhidrattan
zengin diyetlerin verilmesi veya dislerin etrafina ligatiir yerlestirilmesi gerekmektedir. Bu

modeller siklikla mikrobiyolojik ve immiinolojik caligmalarda tercih edilmektedir [82].

Ratlar periodontal hastaligin patogenezinde en yaygin ¢alisilan kemirgenlerdir. Ciinkii
dis yiizeyine tutunan birlesim epiteli ve s1§ gingival sulkus gibi 6zellikleri ile ratlarin
periodontal alanlar1 insanlardaki periodonsiyum ile benzerlik gostermektedir [81]. Ayrica
kolay ve ucuz elde edilebilir olmalari, kiiciik olmalari, fazla sayida denekle ¢alisma sansi,
bakimlarinin kolay olmasi ve yasama karsit dayanikli olmalar1 gibi avantajlarindan &tiirii
caligmalarda tercih edilirler [83]. Ratlardaki birlesim epiteli insanlardaki gibi yabanci
cisimler, bakteriyel endotoksinler ve enflamatuvar hiicre eksiidasyonlari i¢in bir giris yolu
olarak goriilir [80]. Normal sartlar altinda ratlar periodontal hastaliklara oldukc¢a
direnclidirler. Fakat dis etrafina ligatiir yerlestirilmesiyle deneysel periodontitis modeli
olusturulabilir. Deneysel periodontitis modelinde ilk adim 6dem ve iilserasyonun goriildiigii
marjinal gingivitis iken, ikinci asama ise yiyecek debrisleriyle dolu derin cep
formasyonudur. Siddetli periodontitis durumlarinda lezyon interradikiiler alanlar etkiler ve

siddetli alveol kemik rezorbsiyonu sonucunda kok yiizeyleri agiga ¢ikar [84].

Kemirgenlerde dentisyondaki fizyolojik degisiklikler yasam boyunca devam eder.
Ratlar her bir yar1 ¢enede bir tane kokii bulunmayan kesici dise ve {i¢ tane molar dise
sahiptir [85]. Kesici dislerin koksiiz olmasi ve siirekli eriipsiyona ugramasi periodontal
hastaliklarda model olarak kullanimini kisitlar. Molar dislerin periodontal dokularinin
yapist ve organizasyonu (diseti epiteli, sulkuler epitel, birlesim epiteli, periodontal kollajen
fibrilleri, hiicreli-hiicresiz sement ve alveoler kemik) insanlar ve ratlarda oldukca benzerdir
[84, 86]. Biitiin molar disler ratlar 5 haftalik iken tamamen siirmiis olurlar [78]. Dislerin
stirekli eriipsiyonuna ve kemik ile sementin apozisyonuna bagli olarak okliizal yiizeylerde
hizli bir degisiklik s6z konusudur. Bu da dis pozisyonlarinda asir1 bir degisiklige neden
olur. Ozellikle molar dislerde okliizal-distal-bukkal yonde siirekli bir hareket meydana
gelir. Ayrica yasla birlikte interproksimal atrizyon devam ederse interdental alan daralmaya

baslar [87].



Ratlardaki bag doku ve epitelin bir¢ok histolojik 6zelligi insanlarla benzerlik gosterir.
Fakat insanlarda keratinize olmayan sulkuler epitel ratlarda keratinizedir [86]. Ratlarda
diseti sulkusuna yerlestirilen maddelerin birlesim epitelinden gegtigini gosteren calismalar
mevcuttur [88, 89]. Periodontopatojenlerin varligindan birka¢ giin sonra klinik olarak hafif
sondlamayla disetinde kanama gbriilebilir [90]. Insanlarin oral kavitelerinden izole edilen
baz1 gram pozitif bakteri tiirleri ile ratlar enfekte edildiginde 84. giin sonunda periodontal
yikim gozlenmistir. Bu tiirler Actinomyces viscosus, Actinomyces israelii, Streptococcus
mutans [91], Actinomyces naeslundii [92] dir. Kemik yikimi olusmaya basladiginda
ratlarda siirekli bir yikim s6z konusuyken insanlarda donemsel bir yikim séz konusudur.
Gram negatif bakterilerin indiikledigi lezyonlardaki enflamasyon minimaldir. Bag doku
infiltrat1 primer olarak noétrofilleri ve daha az sayida lenfositleri igerir. Plazma hiicreleri ise
bulunmamaktadir. Bu nedenle ratlarin gram negatif bakterilere yanittaki yikim siireci
hiicre-aracili immiin yanitin olugsmamasi seklinde gergeklesir. Bu 6zelligi ile insanlardan
farklilik gosterir [93]. Yine insanlarda lezyon kok yiizeyi boyunca uzanirken ratlarda
lezyonun en apikal uzantis1 interdental dokularin orta kisminda lokalize olur. Yani birlesim
epitelinin apikale migrasyonu kemik kaybini takip etmez [94]. Enflamasyona verilen diseti

yanit1 insanlardaki gibi kronik degil akuttur [79].

2.1.5. Sitokinler

Periodontal hastaligin patogenezini olusturan olaylar enflamasyonla iligkili
molekiiller tarafindan baglatilir ve diizenlenir. Bu molekiiller bdlgedeki gingival
hiicrelerden, gingival dokuya infiltre olan 16kositlerden, plazmada bulunan kompleman
sistem ve kinin sistemi tarafindan sentezlenirler [95]. Sitokinler, molekiil agirligi 8-40.000
Da arasinda degisen, hedef hiicrelerin aktivitelerini degistiren veya diizenleyen, protein
ve/veya glikoprotein yapili immiinomodiilatorlerdir [96, 97]. Temel gorevleri immiin
yanmitin regiilasyonudur [98]. Sitokinler IL, IFN ve TNF ailesini igerir [99]. Sitokinler;
lenfositlerden salindigi zaman lenfokin, monosit ve makrofajlardan salindigi zamanda
monokin adim1 alir. Kemotaksiste etkili olanlarina kemokin, tek bir 1okosit tarafindan

tiretilen ve diger l6kositler tizerinde etkili olanlara ise interlokin denir [97]. Lenfokin,
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monokin, interlokin ve interferon olarak da adlandirilan sitokinlerin ortak karakteristik
ozellikleri [100];

1. Sitokinler dogal ve spesifik immiinitenin basladig1 fazda tiretilirler.

2. Bir sitokin farkli hiicreler tarafindan yapilabilir.

3. Bir sitokin farkli hiicreler iizerine etki gosterebilir.

4. Diisiik molekiiler agirliktadirlar.

5. Bir sitokinin ayni hedef hiicre iizerinde farkli etkileri olabilir. Bu etkilerin bazilar1 ayni

anda, bazilar ise dakikalar, saatler hatta giinler sonra olusabilir.
6. Birgok sitokin ayni etkiyi gosterebilir.

7. Iki sitokin birbirlerinin etkisini ortadan kaldirabilir (antagonizm), arttirabilir (sinerji)

veya degisik bir etkiye yol acabilir.

8. Sitokin sentez ve sekresyonu kisa siireli olaylardir. Sentezleri genellikle yeni gen

transkripsiyonu ile baglar, hiicrede 6nceden yapilmis halde bekletilmezler.
9. Sitokinler hedef hiicre yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanarak etkilerini baglatirlar.
10. Belli bir biyolojik etkiyi saglamak i¢in gereken sitokin miktar1 genellikle ¢ok diistiktiir.

11. Immiinite ve enflamasyon reaksiyonlarinda konak cevabinin genisligi ve siiresini

diizenlerler.
12. Her zaman gegici bir stireyle ve lokal olarak sentezlenirler.

13. Son derece giiclii etkiye sahiptirler.
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Hiicresel bagisiklikta etkili olan IL-2, TNF-B ve IFN-o gibi sitokinler Thl
hiicrelerinden salgilanirken, hiimoral bagisiklikta rol oynayan IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13
ise Th2 hiicrelerinden iiretilir [101]. Endotel hiicreleri ve fibroblastlardan koéken alan
sitokinlerin bir kismi enflamasyonun ilerlemesine sebep olduklari igin “pro-enflamatuvar
sitokin” ler, bazilar1 da enflamasyonu baskilayici 6zellikleri nedeniyle “anti-enflamatuvar
sitokin” ler olarak tamimlamr. Interlokin-18, IL-6, TNF-a pro-enflamatuvar etki
gosterirken, B-lenfositlerin esas uyaricilar1 olan IL-4, 1L-10 ve 1L-13 gibi sitokinler anti-
enflamatuvar o6zelligi ile 1L-1, TNF ve kemokinler gibi pro-enflamatuvar sitokinleri

kodlayan genleri baskilama yetenegine sahiptirler [97, 102].

Periodontal hastaligin patogenezinde sitokinlerin rolii yayginca aragtirilmistir. Kemik
yikim belirleyicilerinden biri olarak varsayilan sitokinler, kemik g¢evresinde bulunur ve
osteoklast olusumu tizerinde etkilidir [103]. Calismalar periodontopatojenik bakterilere ve
tirlinlerine yanit olarak bir¢ok pro-enflamatuvar sitokinin salindigini gostermistir. Bu
sitokinler periodonsiyumda enflamatuvar yanitt baslatir ve siirdiiriirler [13, 104].
Periodontal hastalikta immiin yanitin baglamasi, organizasyonu ve siirdiiriilmesinde 6nemli
bir rol oynarlar. Bu nedenle diagnostik ve terapotik olarak olduk¢a 6nemlidir [99].
Enflamatuvar hastaliklara karst konak savunmasinda etkin olan sitokinler asir1
tiretildiklerinde dokularda zararli etkilere neden olabilir [97, 102]. Periodontal hastalikta

immiin yanit tizerinde sitokinlerin oynadig kilit rol Sekil.2’de gdsterilmistir.
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Sekil 2. Sitokinlerin immiin yanittaki etkilerinin sematik gosterimi [99].

2.15.1. IL-1B

IL-1 sitokinleri tek bir peptid olarak iiretilirlerken, ¢ogu interlokinler iki farkli peptid
zinciri igeren homodimer ya da heterodimer olarak tiretilir [99]. IL-1 enfeksiyon bolgesine
hiicrelerin toplanmasin1 saglayan pro-enflamatuvar bir sitokindir. Kemik rezorbsiyonunu
ilerletir, monositler ve fibroblastlardan prostaglandin  salinimini  arttirir.  Ayrica
ekstraselliiler matriks (ECM) proteinlerini yikan metalloproteinazlari saliverir [16]. IL-1in
periodontal dokularda yaygin olarak bulunan formu IL-1B’dir ve temel olarak
makrofajlardan salinirlar [17, 105]. Enflamatuvar ve immiin yanitin temel diizenleyicisi
olan gii¢clii bir multifonksiyonel sitokindir. Biyolojik aktivitelerini pikomolar (10-12 M) ve
fentomolar (10-15 M) konsantrasyonlarinda gosterir [106]. Periodontitis hastalarinin
enflamasyonlu periodontal dokularinda artmig IL-1 diizeyi oldugu rapor edilmistir [18,
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107]. IL-1B kemik rezorbsiyonunu stimiile etmede IL-1o’dan 15 kat, TNF-o’dan 500 kat
daha etkilidir [108].

IL-1PB yapisal olarak IL-la ile iligkili olan 17 KDa’luk bir glikoproteindir [109].
Baslica monositler ve makrofajlar [17, 105, 110] olmak {izere fibroblastlar ve kemik
hiicreleri tarafindan {iretilir [110]. IL-1 sitokin ailesinin bir prototipidir. Immiin-iliskili
hastaliklarda ve immiin yanitta temel bir rol oynadigin1 gésteren ¢aligmalar mevcuttur [102,
111]. IL-1B, sentezi igin gerekli enzimleri aktive ederek nitroz oksit, platelet aktive edici
faktor ve PGE; sentezini stimiile eder. Bu mediatorler enflamasyonla iligkili vaskiiler
degisiklikler i¢in gereklidir ve enfeksiyon ve/veya hasar bdlgesine kan akisini
kolaylagtirirlar.  Ayrica membran adezyon molekiillerinin salinimint arttirir.  Diger
hiicrelerden CXCLS8 (IL-8) salinimini stimiile eder. Bu ve benzer kemokinler etkilenmis
dokulara nétrofil infiltrasyonunu stimiile eder. Makrofajlardan B-hiicreleri aktive eden 1L-6
salinimini tetikler [99]. IL-1B T-hiicrelerinin antijen-aracili stimiilasyonunu arttirir [112].
Immiino-histolojik ¢aligmalar ile diseti dokularmin lamina propriasinda IL-1p varlig
gosterilmistir [113, 114]. IL-1B diizeyi plagin indiikledigi gingival enflamasyonda [115] ve
aktif periodontitis alanlarinda [116] artar. IL-13’nin dokudaki seviyesi hastalik siddetinin
klinik Ol¢iimleriyle de iligkilidir [113, 114]. Yine yapilan bir hayvan ¢alismasinda
enflamasyon ve kemik rezorbsiyonunda IL-1B seviyesinin Onemli derecede arttigi

gosterilmistir [117].

IL-1B’in biyolojik baz1 6zellikleri; T-lenfositlerin stimiilasyonu ve lenfokin iiretimi
[118], B-lenfositlerin proliferasyonu ve antikor iiretimi [119], fibroblast proliferasyonu,
monositler ve fibroblastlar tarafindan salinan PGEj;’lerin  stimiillasyonu ve
metalloproteinazlarin  salinmmidir [16]. Ayrica osteoklast formasyonunda ve kemik
rezorbsiyonunda [120], nétrofil kemotaksis ve aktivasyonunda da [121, 122] rol oynar.
Periodontitis hastalarinin diseti olugu sivilarinda ve periodontal dokularinda artmig IL-13

diizeyi saptanmistir [18, 75, 107, 123].
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2.1.5.2.1L-10

IL-10 insan immiin yanitinda var olan en 6nemli anti-enflamatuvar sitokindir. Birinci
kromozom {izerindeki bir gen tarafindan kodlanir. IL-10 birgok sistemik ve enflamatuvar
hastalikta dolasimda Gl¢iilebilir [124].

IL-10 stiper ailesi daha sonralar1 kesfedilen bir takim sitokinleri icerir. Bu sitokinler
IL-19, IL-20, IL-22, IL-26, IL-28 ve IL-29’dur. Fakat bu sitokinler periodontal
hastaliklarda heniiz ¢alisilmamistir [99].

IL-10 immiinosiipresif 6zelliklerinden dolay:1 pleiotropik sitokin olarak bilinir [125-
127]. Baslica; T-hiicre, B-hiicre ve monositler/makrofajlar tarafindan tretilirler [126-128].
Hayvan c¢aligmalarindan elde edilen sonuglarda yikici enflamatuvar cevabin azaltilarak
diizenlenmesinde IL-10’un merkezi rolii gosterilmistir [129]. IL-10’un diseti olugu
stvisinda ve periodontal dokularda varligin1 gésteren bir¢ok calisma bulunmasina ragmen
caligmalardaki oOrneklerin sonuglar1 farklilik goéstermektedir [130-132]. 1L-10 doku
yikiminin azaltilmasi ile iligkilendirilir. IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF gibi pro-enflamatuvar
sitokinlerin iretimini inhibe eder [133, 134]. Bu o&zelliginden dolayr akut enflamatuvar
yanit siirecini azaltmada Onemli bir diizenleyici olarak rol oynar [133]. Ayrica
makrofajlarda  metalloproteinaz ~ doku  inhibitérii  (TIMP)  sentezini  arttirarak

metalloproteinaz tiretimini durdurur [135].

Periodontal hastalikta rol oynayan, kemik ve bag dokusunun homeostazisini bozan
faktorleri belirlemek onemlidir. IL-1, TNF-o ve Thl-tip sitokin IFN-y gibi enflamatuvar
mediatorler osteoklastogenezisin ve MMP iiretiminin pozitif diizenleyicisi olarak bildirilir.
Bu etkinin tersi etkiyi 1L-4 ve 1L-10 gibi Th2-tip sitokinler gosterir [136, 137]. Periodontal
lezyonlarda Thl ve Th2-tip mediatorlerin {iretimi arasindaki dengesizlik hastaligin
belirleyicilerinden olan MMP/TIMP ve Niikleer faktor kappa-B’nin reseptor aktivatorii
ligandi (RANKL) / Osteoprotegrin (OPG) arasindaki dengeyi bozar [138, 139]. MMP,
RANKL ve katepsin-K ile IL-1p, TNF-a ve IFN-y arasinda pozitif bir iliski vardir. Birgok
enflamatuvar ve Thl-tip sitokinler periodontal hastaliklarin patogenezinde zararli bir rol
oynar. Ozellikle IL-1 ve TNF-o. MMP iiretiminin stimiilasyonu ve kemik rezorbsiyonuyla
iligkilidir [136, 140]. Th2 sitokinleri olan IL-4 ve IL-10 diizeyleri TIMP ve OPG’in artmis
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tretimiyle iligkili bulunmustur. Bununla ilgili olarak Th2 sitokinleri (IL-4 ve IL-10)
hastalikli periodontal dokularda ve hastalik siddetinin azalmasiyla iiretimi artar [141, 142].
Garlet ve ark. [143] yaptiklar1 bir ¢alismada sitokinlerin MMP/TIMP ve RANKL/OPG
arasindaki dengeyi diizenledigini gostermistir. Deneysel periodontal hastaligin erken
donemleri boyunca periodontal dokudaki TNF-a, IL-1B ve IFN-y diizeylerinin yiiksek
oldugunu ve ayrica MMP, RANKL ve katepsin-K iretimi ile TNF-o, IL-1B ve IFN-y
sitokinleri arasinda pozitif bir iliskinin oldugunu bildirmistir. Bu durum, enflamatuvar ve
Thl-tip sitokinlerin periodontal hastalik patogenezinde zararli bir rol oynadigini gosterir.
IL-4 ve IL-10 diizeylerinin enfeksiyondan 30 giin sonra TIMP ve OPG salinimina paralel

olarak 6nemli oranda arttig1 gdsterilmistir.

Passoja ve ark. [144] yaptiklar bir ¢alismada periodontitis hastalarinda serum IL-10

diizeyinin saglikli kontrollere gore daha diisiik oldugunu gostermislerdir.

2.2. Konak Modiilasyonu

Periodontal patojenler kemikte osteoklastik rezorbsiyonu aktive edebilen ve disetinin
ECM’ini yikima ugratabilen hiicre duvar komponentlerine ve enzimlere sahiptir. Fakat ileri
bilgiler periodontitiste ECM ve kemik yikiminin biiyiik kismina konak kaynakli enzimlerin,
sitokinlerin ve diger mediatorlerin aracilik ettiini gostermektedir. Bakteriler konak
mekanizmalarini aktive ederek hastaligi baslatirlar ve periodonsiyumu yikima ugratirlar.
Konak yanitt doku yikiminda 6nemli bir rol oynadig igin ¢alismalar baz1 yikict konak
mekanizmalarini degistirerek periodontal yikimi nleme iizerine yogunlagmistir. Bakteriyel
eklentinin uzaklastirilmast ve diizenli distagi temizligi periodontitis tedavisinde
izlenebilecek en dogru tedavi segenegidir. Fakat bazi hastalarda bakteriyel eklentilerin rutin
uzaklastirilmast periodontal hastaligin onlenmesinde yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle
bakteri kontroliine ek olarak spesifik konak mediatorlerinin kontroliinii iceren destekleyici

tedaviler yararli olabilir [145].

Gegen 20 yil boyunca c¢esitli farmakolojik ajanlarin periodontal hastaligin
yonetiminde konak modiilatorii olarak olasi rolleri arastirilmistir. Bunlar NSAI ilaglar,

bisfosfonatlar ve tetrasiklinlerdir. Ayrica periodontal tedavide denenen yeni ilaglar anti-
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sitokin 1ilaglar, ¢Oziinebilir sitokin blokerleri ve lipoksindir. Giiniimiizde periodontal
hastaligin tedavisinde konak yanit modiilatorii olarak gecerli sayilan tek sistemik ilag¢

subantimikrobiyal doksisiklindir [146].

Periodontitisin tedavisinde kullanilan antiproteinazlar tetrasiklinlerdir. Antimikrobiyal
etkilerinin yaninda tetrasiklinler periodontal dokularin yikimiyla iligkili olan MMP’lar1,
osteoklastlart ve notrofilleri inhibe edebilme kabiliyetine sahiptir [147]. Ayrica
tetrasiklinlerin anti-enflamatuvar 6zellikleri vardir ve osteoklastlarin inhibisyonuyla kemik
koruyucu ajan olarak da kullanilabilirler [148]. Kullanilan tetrasiklinler arasinda doksisiklin

en ¢ok caligilan ve en giiglii kollajenaz inhibitortidiir [149].

Gegmis 10 yil boyunca bisfosfonatlarin kemik Kkoruyucu ajan olarak kullanimi
osteopordz ve diger kemik-rezorptif hastaliklarin tedavisinde uygulanmaktadir.
Bisfosfonatlar kemikler tarafindan emilir ve osteoklastik aktiviteyle iliskili asidifikasyon
stirecinde lokal olarak salinirlar. Bisfosfonatlar osteoklastik aktiviteyi inhibe ederek kemik
yikimimi durdururlar. Bu nedenle periodontitis hastalarinda alveoler kemik kaybinin
durdurulmasinda potansiyel bir rol oynayabilirler [150]. Bisfosfonat ailesinin bir iiyesi olan
alendronatin kopeklerde olusturulan ilerleyen periodontitis modelinde ve maymunlarda
ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis modelinde alveoler kemik kaybini 6nemli

oranda azalttig1 gosterilmistir [25, 31].

Subgingival plak tarafindan olusturulan mikrobiyal atak, periodontal dokularda konak
immiin-enflamatuvar yanitin artmasina neden olur. Bu yanit enflamatuvar sitokinlerin
(IL’ler, TNF-a), prostanoidlerin (PGE,) ve enzimlerin (MMP) asir1 bi¢cimde iiretilmesiyle
karakterizedir. Bu pro-enflamatuvar mediatorler periodontal yikimin temel bilegenleri olup
hastaligin klinik belirti ve semptomlarina neden olurlar [146]. Enflamatuvar mediatorlerin
periodontal dokulardaki diizeylerine gore pro-enflamatuvar ve anti-enflamatuvar sitokinler
ile enzimler arasindaki goreceli denge daha onemlidir. Bu nedenle, prostaglandinler ve
cogu sitokinler gibi pro-enflamatuvar mediatorler anti-enflamatuvar sitokinler ve
lipoksinlerle dengelenir [151]. MMP’in yikic1 aktivitesi inhibitorii olan TIMP ile
dengelenir. Periodontal dokulardaki pro-enflamatuvar ve anti-enflamatuvar aktiviteler
arasindaki dengesizlik periodontal yikimin temel bir belirleyicisidir. Bu nedenle

uygulanacak konak modiilatér tedavinin amaci pro-enflamatuvar mediatorler ve yikici
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enzimler ile anti-enflamatuvar mediatorler ve enzim inhibitorleri arasindaki dengeyi

saglamaktir [146].

Birgok c¢alisma periodontitisin patogenezinde arasidonik asit metabolitlerinin,
Ozellikle de prostaglandinlerin, 6onemli rollerini gostermistir [11, 152]. Periodontitisin
tedavisinde c¢esitli NSAI ilaglar klinik basar1 saglamistir. NSAI ilaglar etkilerini kemik
kayb1 miktarini azaltarak gostermektedir [145].

2.3. Hiimik Asit

Hiimik maddeler tige ayrilir: Fulvik asitler, hiimik asitler ve humin. (Sekil.3) Hiimik
asitler hiimik maddelerinin en énemli pargalarindan birisidir. Hiimik asitler dogada birgok
farkli kaynaktan meydana gelmektedir ve dogadaki en genis karbon rezervlerinden birini
olusturmaktadir [36]. Bu kaynaklar baslica linyit, turba, mumie, shilajit, gyttja, canli
bitkiler, yosun vs. olarak sayilabilir [153]. Biitiin topraklarda, okyanus ve deniz gibi sularin
ylizeylerinde ve altinda, sulak topraklarda bol miktarda bulunurlar ve humusun kahverengi-
siyah renkli, polimerik, alkali-¢6ziinebilir organik asit fraksiyonlaridir [154]. (Sekil.6)

Hiimik asidin kimyasal karakteristikleri ve fiziksel ozellikleri elde edildikleri
kaynaklara bagli olarak degisiklik gosterir [155, 156]. Turba (peat) gibi dogal humifikasyon
tirtinleri medikal alandaki ¢esitli uygulamalarda farmakolojik ajan olarak gelistirilmektedir
[157]. Bu ajanlar anti-enflamatuvar ajan olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Ciinkii
lokal olarak analjezik ve anti-enflamatuvar 6zellikleri gosterilmistir [158, 159].

Farkli kaynaklardan elde edilen hiimik asitler yakit, organik giibre, tibbi malzemeler
icin hammadde ve bazi endiistriyel {irlinlerin sentezlenmesinde baslama materyali olarak
kullanim alan1 bulmaktadir. Bu kaynaklardan bir tanesi de turbadir. Turbanin ¢camur terapisi
(balneoterapi) olarak kullanimi uzun zamandir bilinmektedir [36]. Hiimik asit yoniinden
zengin olan ¢iiriimiis orman turbasi, Babil’de ve Roma Imparatorlugu’nda ¢ok uzun zaman
once ¢amurun tedavi edici 6zelligini bilen yerliler tarafindan tedavi amagl kullanilmustir.
Saglik kliniklerinin 6zel bir uygulamasi olarak ¢amur banyolar1 19. yiizyilin baslarinda

Avrupa’da Onerilmistir. Camur tedavisi i¢in Onerilen endikasyonlar jinekolojik ve

18



romatizmal hastaliklar olmustur. Daha sonralar1 turba igeren ¢amur banyolar1 6zellikle
mide, bagirsak veya karaciger hastaliklarinda uygulanmaya baslanmistir [36].

Yapilan bir ¢alismada osteoartrit lizerine ¢amur banyosu terapisinin olumlu etkisi
gosterilmistir [160]. Osteoartrit hastalarinda yapilan bir diger c¢alismada ise sodyum

humatin analjezik, anti-enflamatuvar ve lipid diizenleyici etkileri gosterilmistir [161].

Sekil 3. Hiimik maddelerin basit olusum semast.

2.3.1. Yapisi

Polifenoller, hiimik asitlerin olusumunda temel maddeler olarak kabul edilir ve hiimik
asit onciilleri olarak diisiiniilebilir. Hiimik asitlerin yapisina bakilacak olursa; aminoasitler,
ligninler, pektinler veya karbonhidratlar gibi ¢esitli bilesenlerin molekiiller arasi
etkilesimler sonucu bir araya geldigi goriiliir. Bu bilesikler birkag sekilde olusturulabilir ve

ligninin bu siireglerin ¢ogunda biiyiik bir roli vardir [162, 163]. Fulvik ve hiimik asitlerin
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yapisini olusturan baslica elementler karbon, hidrojen, oksijen, azot ve kiikiirt (C, H, O, N
ve S) tiir. (Sekil.4) Bu elementler hiimik maddelerin kokeni, iilkesi veya kitasi ne olursa

olsun daima mevcuttur [164].

Sekil 4. Oksidize hiimik asidin kimyasal yapisi [38].

Turba kaynakli hiimik maddeler, lignin benzeri maddelerin fenolik, karboksilik ve
metoksil karbonlarini 6nemli oranda igerir. Hiimik ve fulvik asitin bitkisel olarak baslangi¢
maddesi lignin ve vanilinin bozunma Triinleri olan vanilik asit, resorkinol, ferulik asit,
protokatesik asit ve benzoik asit gibi farkli fenolik asitlerdir. Hiimik maddeler bu
bilesiklerin heterojen karisimini igerir. Bu nedenle tek bir yapisal formiil ile tanimlama
yapmak yeterli degildir. Fakat hiimik maddeler aminoasitli, amino sekerli, peptidli ve
aromatik gruplarla bag kurmus alifatik bilesikli kompleks aromatik makromolekiiller olarak

diistiniilmektedir [153].

Orta molekiiler hacme sahip olup molekiiler agirlig1 5.000-10.000 Da civarindadir. Bu
madde igerisinde %33-36 oraninda oksijen bulunurken nitrojen orani yaklasik %4 civaridir
[38].
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Sekil 5. Uluslararas: Hiimik Maddeleri Dernegi (IHSS) tarafindan tarif edilen ekstraksiyon

metodu.

HUMIK MADDELER

FULVIK ASIT HUMIK ASIT HUMIN

Ak San Sarr-Kahverengi [ 0050 #1000 1 Gri-Sivah

Sekil 6. Hiimik maddelerin dogada bulunduklar: renkleri.
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2.3.2. Saghk Alaninda Uygulamalan

Hiimik asitlerin tipta kullanim alani buldugu bazi endikasyonlar: yaniklar,
yaralanmalar, kemik fraktiirleri, dislokasyonlar, cilt hastaliklari, noralji, artrit,
zehirlenmeler, diyabet, kolesterolemi, egzama, amnezi, epilepsi, astim, dismenore ve iilser
gibi sindirim bozukluklaridir [37]. Himik asitlerin etil alkoliin neden oldugu gastritin
zararli etkilerini 6nemli sekilde azalttig1 gosterilmistir [165]. Hiimik asitlere gittik¢e artan
ilginin ana sebebi antiviral, profibrinolitik, anti-enflamatuvar ve ostrojenik o6zellikleri ile
aciklanabilir [166]. Ayrica hiimik maddeler anti-bakteriyel [167, 168], anti-viral [169-173],
antikanser [37], ditiretik [37] ve immiin stimiile edici ajan [37] gibi 6zellikleri sayesinde
tibbi uygulamalarda yeni kullanim alanlari bulmaktadir. Yapilan bazi tibbi ¢aligmalarda
hiimik maddelerin 6zellikle de fulvik asitlerin kanser ve kansere neden olan viriislere karsi
koruyucu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir [174-176]. Hiimik asidin g¢alisilan tibbi

uygulamalart:

2.3.2.1. Kemik Metabolizmasi Uzerine Etkileri

Yapilan bir deneysel kemik fraktiiri calismasinda fraktiir sonrasi ilk hafta boyunca
hiimik asit uygulamas: ile osteoid formasyonunda ve mineralizasyonda hizlanma tespit
edilirken, hiimik asit tedavisi ikinci haftaya ertelendiginde osteoid formasyonu ve
mineralizasyonun Onemli oranda azaldigi gozlenmistir [177]. Cocuklardaki kemik
fraktiirleri lizerine yapilan bir diger ¢alismada hiimik asidin kemik rejenerasyonu iizerine

pozitif etki sagladigi gosterilmistir [178].

2.3.2.2. Antiviral Aktivitesi

Koksaki A9 viriis, influenza A viriis ve herpes simpleks tip-1 virtis (HSV-1) ile
yapilan in-vitro 6n caligmalar, hiimik asidin hem ¢iplak hem de zarfli DNA viriislerine
kars1 etkili oldugunu gostermistir [169, 170]. Hiimik asit benzeri polimerlerin insan immiin
yetmezlik viriis tip-1 (HIV-1), tip-2 (HIV-2) ve sitomegalovirisleri (CMV) segici olarak
inhibe ettigi bildirilmistir. Hiimik asitlerin viriisler iizerindeki inhibitor etkisi viriis
replikasyonunun erken evresinde (viriislerin hiicrelere tutunmasi sirasinda) ortaya ¢ikar

[179, 180].

22



Tavsanlarda yapilan bir caligmada, tavsanlarinkonjiiktivalarinaenfeksiyoz ajan ile
birlikte ayni anda sentetik hiimik asit uygulanmis ve c¢alismanin sonucunda HSV-1 ile
enfekte olmus tavsanlarin kornealarindaki lezyonlarin sayisinda énemli derecede azalma
elde edilmistir. Fakat 1 ve 24 saat sonra uygulanan hiimik asitin lezyon gelisimi {izerinde
herhangi bir etkisi bulunamamistir [181].

Bagka bir ¢alismada fare kulaginda deneysel olarak olusturulmus herpes enfeksiyonu
topikal hiimik asit tiirevi bir madde uygulanilarak tedavi edilmis ve sonuglar hiimik asit
tiirevi maddenin enfeksiyonu Onemli derecede azalttigini veya tamamen baskiladigini
gostermistir [182].

Yine yapilan baska bir ¢alismada, hiimik asit influenza viriisiiniin endoniikleaz

aktivitesini inhibe ederek anti-gribal etki gosterdigi bulunmustur [183].

2.3.2.3. Anti-Enflamatuvar Etkileri

Dogal ve sentetik hiimik asitler arasidonik asit dongiisiiniin lipoksijenaz yolunu inhibe
ederek anti-enflamatuvar etki gosterirler. Arasidonik asit hiicre membraninin tamamlayici
bir pargasidir ve lokotrienler, tromboksan ve prostasiklin gibi eikozanoid kdkenli
enflamasyon mediatorlerinin sentezi igin bir substrattir [33]. Bu, hiimik asitlerin anti-
enflamatuvar 6zelligini agiklayabilir. Taugner ve ark. [184] ratlarda yaptiklar1 bir calismada
sodyum humatin tedavi edilmemis kontrollerle kiyaslandiginda 6dem gelisimini 6nemli
derecede azalttigin1 bulmuslardir. Yine ayni ¢alisma dizayninda yapilan bir aragtirmada,
turbadan izole edilen amonyum humat, sodyum humatin anti-enflamatuvar etkinligini
arttirdigim1 ~ bulmuslardir. Bu arastirmalar sonucunda anti-enflamatuvar etkisinin
asetilsalisilik asit ve aminofenazon kadar etkili oldugu bulunmustur [185]. Hiimik asitlerin
sadece enflamasyonu hafifletmedigi, ayrica zarar gérmiis kemik ve tendonlari tamir etmek
icin kollajen liflere tutundugu bildirilmistir. Tendonlarin kuvvetini %75’e kadar arttirdigi
gosterilmistir [186].

Ratlarla yapilan bir diger calismada 50 mg/kg’lik hiimik asit dozunun enflamasyonu
baskiladigr bulunmustur [187]. Gau ve ark. [188] hiimik asitlerin interselliiler adezyon
molekiil-1 (ICAM-1), vaskiiler adezyon molekiil-1 (VCAM-1) ve E-selektin gibi protein tip

enflamatuvar mediatdrlerinin salinimini inhibe ettigini gostermislerdir.
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2.3.2.4.Kan Parametreleri Uzerine Etkileri

Buczko ve ark. [189] insanlarda 100-300 mg/kg hiimik asit dozunun kanama zamant,
pihtilasma zamani, trombin zamani ve platelet agregasyonu {izerine bir etkisinin
bulunmadigini bildirmistir. Ayrica kirmizi kan hiicreleri(RBC) ve hemoglobin diizeyleri
tizerine etkisi bulunmamustir [190]. Literatiir hiimik asit varliginda kirmizi kan hiicrelerinin
daha fazla oksijen tasima kapasitesine sahip oldugunu gdstermektedir. Fazla oksijen
tasinmasinin sonucu olarak yara iyilesmesi daha hizli olmaktadir [38]. Dabovich ve ark.
[191] hiimik asit Griinii olan Promax’in noétrofil aktivitesini stimiile ettigini ve bdylece
bakteriyel patojenlere karst koruma saglanabildigini ve akut bakteriyel enfeksiyon

esnasinda mortalitenin azaltilabildigini bildirmislerdir.

2.3.2.5. Mineral Transferi Uzerine Etkileri

Hiimik asit hiicre duvar1 gegirgenligini arttiran bir dilator olarak rol oynar. Bu artmis
gecirgenlik kandan kemik ve hiicrelere mineral transferini kolaylastirmaktadir. Yapilan bir
calisma hiimik asitin sigir kaynakli greftlerin kalsifikasyonunu %16 oraninda arttirdigini

gostermistir [186].

2.3.2.6. immiin Sistem Uzerine Etkileri

Hiimik asitler immiinomodiilator etkisi dolayisiyla Escherichia coli gibi patojenlere
kars1 immiin sistemi gelistirerek koruma saglamaktadir [38]. Yapilan bir ¢caligmada hiimik
asit driinleri tiimor hiicrelerinin biiylimesini baskilamistir. Mekanizmas1 tam olarak
anlagilmamakla birlikte, antitiimér aktivitesi dogal bagisikligr arttirmasiyla iligkili

olabilecegi diigiiniilmektedir [192].

Vucskits ve ark. [193] hiimik asit ve fulvik asit diyetinin ratlarda hem immiin yaniti
arttirdigini hem de immiin yanit siiresini uzattiginm1 gostermislerdir. Ayrica plazmada

antikor diizeyini de arttirdigin1 bildirmislerdir.
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2.3.3. Hiimik Asit Icerigi

Calismamizda kullandigimiz hiimik asit turbadan elde edilmistir. Icerigi asagida
gosterilmis olup, igerisinde radyoaktif madde tespit edilmemistir. Agir metaller ise eser

miktarda olup giivenlik dozunun oldukg¢a altindadir.

Hiimik asitler
Organik C
pH

Yogunluk

Katyon Degisim Kapasitesi

Koloit partikiillerinin boyutu

Renk

Uriin tiirii

Enerji

Protein

Yag

Karbonhidrat
Demir (Fe)

Cinko (Zn)
Magnezyum (Mg)
Selenyum (Se)

Molibden (Mo)
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%15
%28,5
11-12
1.12 kg/L
400-600 mval/100g
<100 pm
Koyu kahve-siyah
S1v1 siispansiyon
195 kcal/100 g
2,6 9/100 g
yok
46,1 mg/kg
6776 mg/kg
40,2 mg/kg
2017 mg/kg
18587 ng /kg

2300 pg /kg



Radyoaktif elementler yok

Agir metaller eser miktarda

2.3.4. Sitotoksisite

Bilim adamlar1 hiimik asidin kan, kardiyovaskiiler sistem, endokrin sistem ve diger
onemli organlara zarariin bulunmadigini bildirmislerdir [38]. Yapilan bir ¢alismada dogal

hiimik asidin kemik iligi hiicrelerine dnemli bir etkisinin olmadigi gosterilmistir [194].

Dos Santos ve ark. [195] oral yolla verilen 512 mg/kg’lik hiimik asit dozunun ratlarda

toksik olmadigini bildirmislerdir.

Farelerde LDsp (lethal dose, ortalama 6ldiirticii doz, %50 6ldiirticii doz) degeri 11500
mg/kg olarak belirlenmistir. Fakat 163.5-205.8 mg/kg dozda farelerde parenteral yolla ve
tavsanlarda karin zarina enjekte edildigi zaman toksiktir. Farelerde 30 giin boyunca 100
mg/kg/giin ve kdpeklerde 90 giin boyunca 1000 mg/kg/giin oral yolla hiimik asit verilmesi
herhangi bir toksik etkiye neden olmamistir. Ayrica 50-150 mg/kg konsantre hiimik asit ve
500-15000 mg/ml sodyum humat insan fibroblastlar1 ile hamster ve tavsan bdbrek

hiicrelerinde herhangi bir toksik etkiye neden olmamigtir [153].

Rensburg ve ark.’nin [196] yaptiklar1 bir ¢alismada 30 giin boyunca giinliik 1000
mg/kg hiimik asit soliisyonunun ratlarda herhangi bir toksik etki gostermedigini tespit
etmiglerdir. Yine ayni calismanin devaminda hamile ratlara hamileliklerinin 5. ve 17.
giinlerinde verilen 500 mg/kg hiimik asit soliisyonunun herhangi bir teratojenik ya da
sitotoksik etkiye neden olmadigi gézlenmistir. 30 giinliikk ¢alisma siiresince hicbir ratta

Oliime rastlanmamustir.

Domuzlara 30 giin boyunca 500 ve 2000 mg/kg/giin, koyunlara 30 giin boyunca 1000
ve 2000 mg/kg/giin oral yolla hiimik asit verilmesi sonucunda kan plazmasinda,

karacigerde, kaslarda ve bobrekte hiimik asite rastlanmamustir [153].
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3. MATERYAL METOT

Bu arastirma icin Cumhuriyet Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
06.10.2011 tarih ve 253 sira numarasi ile onay alindi. Denek olarak 12 haftalik, ortalama
agirliklar1 280-300 gr olan Wistar cinsi 62 adet erkek rat kullanildi. Deney hayvanlarinin
seciminde genel sagliklarinin iyi olmasi ve Onceden lzerinde herhangi bir c¢alisma
yapilmamis olmasi gibi sartlara 6zen gosterildi. Her bir gruptaki ratlar ayr1 kafeslerde ayni
sartlarda beslendi. Tiim ratlar 12 saat gece/giindiiz, 21+1°C sicaklik ve %40-60 nem orani
gozetilerek standart diyet ve su ile beslendiler. Ratlar ¢alisma Oncesi yeni yasam
kosullarina hazirlanmasi i¢in 10 giin metal Kkafeslerde tutuldu. Calismamizin deney

asamalar1 Cumhuriyet Universitesi T1p Fakiiltesi Hayvan Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

3.1. Calisma Gruplar

Ratlarda deneysel islemler i¢in sag mandibuler birinci molar disler se¢ildi. Denekler 8

gruba ayrild1.
1. grup kontrol grubu.(K, n=6)
2. grup ligatiirlii deneysel periodontitis, ligatiirlii (pozitif) kontrol grubu.(LK, n=8)

3. grup ligatiirlii deneysel periodontitis + 14 giin boyunca giinliik lokal olarak 20 mg/kg
hiimik asit. (L-20, n=8)

4. grup ligatiirlii deneysel periodontitis + 14 giin boyunca giinliik lokal olarak 80 mg/kg
hiimik asit. (L-80, n=8)

5. grup ligatiirlii deneysel periodontitis + 14 giin boyunca giinliik lokal olarak 150 mg/kg
hiimik asit. (L-150, n=8)

6. grup ligatiirlii deneysel periodontitis + 14 giin boyunca giinliik sistemik olarak (gastrik
gavaj) 20 mg/kg hiimik asit. (S-20, n=8)

7. grup ligatiirlii deneysel periodontitis + 14 giin boyunca giinliik sistemik olarak (gastrik
gavaj) 80 mg/kg hiimik asit. (S5-80, n=8)
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8. grup ligatiirlii deneysel periodontitis + 14 giin boyunca giinliik sistemik olarak (gastrik
gavaj) 150 mg/kg hiimik asit. (S-150, n=8)

3.2. Calisma Prosediirii

3.2.1. Deneysel Periodontitis Olusturulmasi

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

deneysel periodontitis olusturuldu. Siiturlar 14 giin boyunca giinliik kontrol edildi.

3.2.2. Hiimik Asit Uygulamasi

Ratlarin kilolar1 goz Oniinde tutularak her bir gruptaki ratlar i¢in uygun hiimik asit
konsantrasyonu hazirlandi. Lokal uygulama yapilacak gruplar i¢in belirlenen hiimik asit
miktar1 (0.5 cc) kiigiik pamuk peletlere emdirilerek siitur gecirilen disin etrafinda 1 dakika
siire ile tutuldu. Sistemik uygulama yapilacak gruplar i¢in belirlenen hiimik asit miktar

(0.5 cc) gastrik gavaj yolu ile giinde bir kez olmak iizere uygulandi.

3.2.3. Sakrifikasyon

Calismanin 15. giinlinde anestezi altinda tiim ratlarin mandibuler sag birinci molar
dislerinin bukkal disetinden 2x2 mm’lik diseti biyopsileri alindi. Kardiyak ponksiyon ile 4
cc kan alinarak jelli tiiplere (Vacutest, Kima, Italya) konuldu. Daha sonra 200 mg/Kg i.p.
pentotal sodyum (Ekipental, Tiimekip Ila¢ San, Istanbul, Tiirkiye) enjeksiyonu ile sakrifiye
edilen ratlarin mandibulalar1 ¢ikarildi. Cikarilan mandibulalar %10’luk formaldehit

sollisyonunda fikse edildi.
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3.2.4. Ratlardan Serum Elde Edilmesi

Ratlardan kardiyak ponksiyon ile alman 4 cc’lik kan &rnegi Cumhuriyet Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda 10 dakika (3000 devir/dakika)
santrifiij edildi. (Niive NF-1000 R istanbul-Tiirkiye) Ornekler serum ve plazma olarak
ayrildiktan sonra serum kismi eppendorf tiiplere alindi ve analiz edilecegi giine kadar -

80°C’de saklandh.

3.2.5. Diseti Biyopsilerinin Biyokimyasal Analizi

Deneysel arastirmanin bu asamasi Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya

Anabilim Dal1 Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Diseti homojenati elde etmek i¢in ratlarin sag mandibuler birinci molar bolgesinden
2X2 mm ebatlarinda alinan diseti Ornekleri hassas terazide tartilarak standardize edildi.
Disgeti 6rnekleri 10 mg doku/ml fosfat tampon+proteaz inhibitér soliisyon diliisyonu elde
etmek igin bir proteaz igeren (5 pg/ml aprotinin ve 1 mM EDTA) yeterli hacimde fosfat
tampon soliisyonuna (4°C, pH7.0) yerlestirildi. Diseti &rnekleri homojenizasyon,
ultrasonikasyon ve ultrasentrifiigasyon islemlerine tabi tutularak siipernatant elde edildi.
Ornekler teflon-cam tip homojenizatoriin (B. Braun, Melsungen, Almanya) en yiiksek
ayarinda 30 saniye homojenize edildi. Homojenizasyon sonrast 6rnekler 2 kez dondurma-
¢ozme islemine tabi tutuldu. Elde edilen homojenatlar ultrasonikatoriin (Thermo Fisher
Scientific, ABD) 7 ayarinda 15-20 mikronda 10-20 saniye araliklar ile 3 kez
ultrasonikasyona tabi tutuldu. Son olarak 15.000 rpm’de 16 dakika santrifiij edildi. Tiim bu
uygulamalar 0-4°C’de gergeklestirildi. Elde edilen siipernatantlar IL-1f ve IL-10 ELISA
analizi i¢in -80°C’de bekletildi.

Deneysel arastirmanin morfometrik degerlendirmesi tek bir arastirici tarafindan

gerceklestirildi.
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3.2.6. Morfometrik Degerlendirme

Alveoler kemik kaybi her bir disin alti farkli bolgesinden mine-sement sinirt ile
alveoler kret tepesi arasindaki mesafe Olgiilerek belirlendi. Her bir digin ortalamasi o dis
icin alveoler kemik kaybi1 miktar1 olarak alindi. Histopatolojik islemlerden Once
mandibulalar metilen mavisine batirilarak stereomikroskop (Stemi DV4, Carl Zeiss,
Almanya) altinda x25 biiylitmede mikroskoba uyumlu bir fotograf makinesi (Canon EOS
1000, Tokyo, Japonya) ile fotograflandi. Cekilen bu fotograflar iizerinden bir goriintii

analiz programi (Clemex Vision Lite, Quebec, Kanada) ile morfometrik dl¢timler yapild.

Deneysel arastirmanin histopatolojik degerlendirmesi Cumbhuriyet Universitesi Tip

Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gerceklestirildi.
3.2.7. Histopatolojik Islemler

Histopatolojik analizler i¢in mandibulalar %10’luk formaldehit soliisyonunda 24 saat
siiresince tespit edildi. Ornekler %10’luk formik asitte dekalsifiye edildikten sonra
parafine gomiilecek calisma bolgeleri bistiiri araciligiyla dikkatli bir bi¢gimde ¢ikarildi.
Distile su ile yikanan ornekler derecesi giderek artan alkol serileri ile dehidratasyonu
takiben, ksilen ile seffaflastirma islemi uygulanarak parafine gomiildii. Bloklardan alinan 5
um kalinliktaki seri Kesitler histopatolojik degerlendirme igin 1 gece 60°C etiivde
bekletilerek ksilende deparafinize edildikten sonra rehidratasyon islemi uygulanarak
Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyandi. Boyama isleminden sonra kesitler 11k mikroskobu
(Nikon Eclipse 80i, Nikon, Tokyo, Japonya) altinda x40, x100, X200 ve x400 biiyiitmelerde
degerlendirildi. Kesitlerde periodontal dokularda enflamatuvar hiicre infiltrasyonu, kollajen
lif demetleri, osteoblastik aktivite ve alveol kemik ile interdental septumdaki osteoklast
sayilar1 incelendi. Enflamatuvar hiicre infiltrat1 semi-kantitatif bir degerlendirme ile gozle
gortlebilir infiltrat yoklugu (0), hafif derecede enflamatuvar hiicre varligi (1), orta derecede
enflamatuvar hiicre varligi (2) ve siddetli derecede enflamatuvar hiicre varligi (3) olarak
skorlandi. Osteoklastlar morfolojileri dikkate alinarak sayildi. Osteoblastik aktivitenin
degerlendirilmesi icin osteoid ve osteoblastlar ile ¢evrelenmis aktif kemik yapimi olan

alanlar belirlendi. Osteoblastik aktivite semi-kantitatif bir degerlendirme ile aktivite
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yoklugu (0), hafif ol¢iide aktivite varligt (1), orta olgiide aktivite varligt (2) ve yogun
aktivite varlig1 (3) olarak skorlandi. Fibrozis varlig1 ise gozle goriilebilir fibrozis yoklugu
(0), hafif derecede fibrozis varligi (1), orta derecede fibrozis varligi (2) ve siddetli derecede

fibrozis varligi (3) olarak skorlandi.

3.2.8. 1L-10 ELISA Kitinin Hazirlanmasi

Rat IL-10 ELISA kit (Invitrogen, Kaliforniya, A.B.D.)

Standart Kontrolleri
Standart’in Diliisyonu

Standart sisesi tlizerinde yazan miktarda Standart Diliient Buffer ile sulandirildi. (20.000
pg/ml) Karigtirildiktan sonra 10 dakika bekletildi.

Streptavidin (SAV)-HRP Hazirlanmasi

Streptavidin-HRP; 1strip i¢in 10 pl Streptavidin-HRP + 1 ml Streptavidin-HRP Calisma

Soliisyonu hazirlandi.

Yikama Soliisyonunun Diliisyonu

50 ml Yikama soliisyonu + 1250 ml distile su hazirlandi.

Deney Prosediirii

1. Sifir standart i¢in Standart diliient buffer kullanildi. Kromojen Blank kuyucugu bos
birakildi.
2. Kuyucuklara 100 pl standart soliisyonundan konuldu.

31



3. Diger kuyucuklara 50 pl standart diliient buffer ve ¢alisilacak orneklerden 50 pl
konuldu.

4. Kromojen hari¢ tiim kuyucuklara 50 pl biotinylated Rt IL-10 Biotin Konjugat ilave
edildi. Plate karistirildi.

5. Uzeri kapatilarak iki saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

6. Dort defa yikandi.

7. Kromojen hari¢ tiim kuyucuklara 100 pl Streptavidin-HRP Calisma Soliisyonu
aktarildi.

8. 30 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

9. Dort defa yikandi.

10. Tiim kuyucuklara 100 pl Kromojen konuldu.

11. 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

12. 100 pl stop soliisyonu eklendi.

13. 450 nm dalga boyunda okundu.

14. Standartlara gore grafik ¢izildi.

15. Ornekler bu grafige gore degerlendirildi.

16. Cikan sonuglar iki ile ¢arpildu.

3.2.9. IL-1p ELISA Kitinin Hazirlanmasi

Rat IL-1B ELISA kit (eBioscience Platinum, Viyana, Avusturya) kullanildi.

Standart Kontrolleri

Yikama Soliisyonu

50 ml yikama soliisyonu + 1000 ml distile su hazirlandi.
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Assay Buffer

5 ml assay buffer + 100 ml distile su hazirlandi.

Biotin Konjugat

12 strip i¢in; 60 pul Biotin konjugat + 5.94 ml assay buffer hazirlandi.

Streptavidin-HRP

12 strip igin; 60 pl Streptavidin-HRP + 11.94 ml assay buffer hazirlandi.

Rat IL-1p Standart

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

karismast i¢in beklenildi ve karistirildi. (4000 pg/ml)

Deney Prosediirii

Mikro plak kuyucuklart iki defa yikandi.
Standartlardan kuyucuklara 100 pl aktarildi.
Blank kuyucuguna 100 pl 6rnek diliient eklendi.
Ornek kuyucuklarina 50 pl &rnek diliient eklendi.
Orneklerden 50 ul aktarilds.

Hazirlanan Biotin Konjugattan 50 ul aktarildi.
Uzeri kapatilip 2 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.

Sonra ii¢ defa yikandi.

© ©o N o g K~ w DR

100 pl sulandirilan Streptavidin-HRP eklenerek tizeri kapatildi.
10. Oda 1s1s1nda 1 saat inkiibe edildi.
11. Ug defa yikandu.
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12. 100 pl TMB Substrat Soliisyonu eklendi.
13. 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

14. 100 pl stop soliisyonu eklendi.

15. 450 nm dalga boyunda okundu.

16. Standartlara gore grafik ¢izildi.

17. Ornekler bu grafige gore degerlendirildi.
18. Cikan sonuglar iki ile ¢arpildi.

3.2.10. istatistiksel Degerlendirme

Calismamizin verileri SPSS (Ver:14.0) programina yiiklenerek istatistiksel analiz
yapildi. Parametrik varsayimlar yerine getirilemediginden gruplar arasi farkliliklarin
belirlenmesinde Kruskal-Wallis testi, anlamli bulunan sonuglarda gruplarin ikiserli
karsilagtirllmasinda Man-Whitney U testi kullanildi. Verilerimiz tablolarda aritmetik
ortalama + standart sapma, minimum, maksimum ve ortanca olarak belirtilip yanilma

diizeyi 0.05 olarak alindu.
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4. BULGULAR

Deney siiresince yerlestirilen ligatiirlerde herhangi bir kopma ya da ayrilma
gbzlenmedi. Ayrica deney siiresince hicbir grupta komplikasyon (kilo kayb1 vs.) goriilmedi.
Histopatolojik degerlendirmede L-20 grubundaki bir 6rnekte HE boyamasinda kesit net

goriinmediginden degerlendirmeye alinmadi.

Sekil 7. Ratlarin sag mandibuler birinci molar diglerine yerlestirilmis olan 4/0 ipek

ligatiiriin goriintiisii.
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4.1. Morfometrik Olciimler

Gruplara ait alveol kemik kayb1 6lgiimleri karsilagtirildiginda gruplar arasi farklilik 6nemli
bulundu (p<0.05). (Cizelge-1) Gruplara ait degerler ikiserli olarak karsilastirildiginda;

K grubundaki alveoler kemik kaybi1 miktar1 LK, L-80 ve S-20 gruplarina oranla anlaml
oranda diisiiktii (p<0.05).

LK grubundaki alveoler kemik kayb1 miktar1 L-20, L-150, S-80 ve S-150 gruplarina gore
onemli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.05).

L-80 grubunda S-80 ve S-150 gruplarina gore daha fazla alveoler kemik kaybi tespit edildi
(p<0.05).

L-20 ve S-20 gruplarindaki alveoler kemik kayb1 miktar1 S-80 grubuna oranla daha fazla
bulundu (p<0.05).

Diger gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p>0.05).

Tim gruplarda hiimik asit miktar1 alveoler kemik kaybi miktarini azaltirken 6zellikle S-80
ile S-150 grubundaki alveoler kemik kaybi miktarinin kontrol grubuna yakin olmasi dikkat

¢ekicidir.
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Sekil 8. Gruplara ait alt sag birinci molar diglerin stereomikroskop goriintiisii (X25). A: K
grubu, B: LK grubu, C: L-20 grubu, D: L-80 grubu, E: L-150 grubu, F: S-20 grubu, G: S-
80 grubu, H: S-150 grubu.
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Cizelge 1. Gruplara ait alveoler kemik kaybt ortalamalar: ve ortanca degerleri.

Gruplar Ortalama Alveoler Kemik Kaybi

XB + S (Min — Maks) Ortanca
K 0.91 +0.22° (0.51 —1.10) 0.99
LK 1.54+0.13° (1.30-1.67) 1.59
L-20 1.20 +0.14° (1.00 - 1.41) 1.24
L-80 1.34 + 0.09¢ (1.23-1.54) 1.31
L-150 1.16 £0.17 (0.94 - 1.48) 1.13
S-20 1.26 +0.26° (0.86 — 1.58) 1.31
S-80 0.88 £0.18 (0.55—1.17) 0.89
S-150 0.99 + 0.24 (0.52 - 1.24) 1.03
Sonug¢ KW=37.59 p=0.001* 6nemli
*p<0.05 6nemli
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Sekil 9. Gruplara ait alveoler kemik kaybt ortalamalart.

%p<0.05 LK, L-80 ve S-20 gruplarindan farkli; bp<0.05 L-20, L-150, S-80 ve S-150
gruplarindan farkly, °p<0.05 S-80grubundan farkli, dp<0.05 S-80 ve S-150 gruplarindan
farkh
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4.2. Serum ve Diseti Homojenati IL-10 ve IL-1p Degerleri

Gruplara ait serum IL-10 degerleri karsilagtirildiginda gruplar arasindaki farklilik

onemli bulundu (p<0.05). (Cizelge-2) Gruplara ait degerler ikiserli karsilastirildiginda;

K grubundaki serum IL-10 diizeyi LK, L-80 ve S-20 gruplarina gore istatistiksel olarak

yiiksek iken, S-80 grubuna gére anlamli oranda diisiik bulundu (p<0.05).

S-80 grubundaki serum IL-10 diizeyi diger gruplara gore 6nemli oranda yiiksek bulundu

(p<0.05).

Diger gruplar arasindaki farklilik anlamli bulunmadi (p>0.05).

S-80 grubunun serum IL-10 diizeyini anlamli oranda arttirdig1 tespit edildi. Ayrica hiimik

asit uygulamasimin LK grubuyla kiyaslandiginda diger tiim gruplarda serum IL-10 diizeyini

arttirdig1 bulundu.

Cizelge 2. Gruplara ait Serum IL-10 diizeyleri.

Gruplar Ortalama Standart Ortanca Minimum Maksimum
Sapma

K 21.44° 12.08 22.35 7.81 33.25
LK 3.90 2.20 3.19 2.13 7.10
L-20 14.37 10.39 9.94 7.81 29.80
L-80 4.97 2.24 4.61 2.84 7.81
L-150 8.34 2.34 8.16 5.68 11.36
S-20 5.50 3.68 4.26 2.84 10.65
S-80 39.12° 7.08 39.00 32.75 45.75
S-150 9.94 4.05 9.58 5.68 1491
Sonug¢ KW=22.45 p=0.002* *p<0.05 dnemli

%p<0.05 LK, L-80 ve S-20 gruplarindan farkls, bp<0.05 tiim gruplardan farkl
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Gruplara ait diseti homojenati IL-10 degerleri karsilastirildiginda gruplar arasindaki
farklilik  6nemli bulundu (p<0.05). (Cizelge-3) Gruplara ait degerler ikiserli
karsilastirildiginda,

K grubunda diseti homojenat1 IL-10 diizeyi LK, L-20, L-80 ve L-150 gruplarina gore
anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05).

LK ve L-80 gruplarinda diseti homojenat1 IL-10 diizeyinin S-20, S-80 ve S-150
gruplarindan diisiik oldugu tespit edildi (p<0.05).

L-20 ve L-150 gruplarinda diseti homojenat: IL-10 diizeyi S-20 ve S-80 gruplarina gore
onemli oranda diisiiktii(p<0.05).

Diger gruplar arasindaki farklilik anlamli bulunmadi (p>0.05).

Diseti homojenati IL-10 sitokin diizeyleri karsilastirildiginda; S-80 grubunda IL-10 diizeyi
diger gruplara gore daha yliksek oranda tespit edildi.

Cizelge 3. Gruplara ait Diseti Homojenati IL-10 diizeyleri.

Gruplar Ortalama Standart Ortanca Minimum Maksimum
Sapma

K 89.80° 18.60 96.47 62.50 103.78
LK 22.71° 20.07 22.13 2.84 43.75
L-20 35.77° 12.92 34.31 22.70 51.75
L-80 29.52" 12.65 33.25 11.36 40.25
L-150 36.94° 12.80 33.50 25.54 55.25
S-20 70.45 4.04 70.02 66.37 75.40
S-80 9141 16.42 84.86 80.13 115.82
S-150 66.84 8.17 65.67 59.75 76.26
Sonug¢ KW=25.46 p=0.001* *p<0.05 6nemli

%p<0.05 LK, L-20, L-80 ve L-150 gruplarindan farkls, IDp<0.05 S-20, S-80 ve S-150
gruplarindan farkii; °p<0.05 S-20 ve S-80 gruplarindan farki.
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Gruplara ait serum IL-1p degerleri karsilastirildiginda gruplar arasindaki farklilik 6nemli
bulundu ( p<0.05). (Cizelge-4) Gruplara ait degerler ikiserli karsilagtirildiginda;

Kontrol grubunda serum IL-1f diizeyi diger tiim gruplardan istatistiksel olarak diisiik
bulundu (p<0.05).

LK grubunda en yiiksek serum IL-1f diizeyi tespit edildi. LK grubu ile L-20, L-150, S-20,
S-80 ve S-150 gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

L-20, L-80, L-150 ve S-20 gruplarinda serum IL-1B diizeyi S-80 ve S-150 gruplarindan
istatistiksel olarak daha yiiksek bulundu (p<0.05).

Diger gruplar arasindaki farklilik 6nemli degildi (p>0.05).

Ozellikle S-80 grubu ile S-150 grubunda diger ligatiirlii gruplarla karsilastirildiginda serum
IL-1pB diizeyi daha diisiik oranda tespit edildi.

Cizelge 4. Gruplara ait Serum IL-1p diizeyleri.

Gruplar Ortalama Standart Ortanca Minimum Maksimum
Sapma

K 4.68° 2.10 5.35 1.79 6.25
LK 96.95° 6.86 97.27 88.26 105.00
L-20 56.61° 11.85 58.91 42.28 66.36
L-80 87.61° 5.68 87.61 81.82 9341
L-150 56.84° 7.01 57.90 47.79 63.79
S-20 71.68° 6.76 68.30 68.30 81.82
S-80 32.48 10.56 28.57 25.00 47.79
S-150 35.02 12.13 35.43 21.43 47.79
Sonug¢ KW=29.07  p=0.001* *p<0.05 dnemli

n<0.05 diger tiim gruplardan farkly; ®p<0.05 L-20, L-150, S-20, S-80 ve S-150
gruplarindan farkli; °p<0.05 S-80 ve S-150 gruplarindan fark.
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Gruplara ait diseti homojenati IL-1p degerleri karsilastirildiginda gruplar arasindaki
farkliik  onemli bulundu (p<0.05). (Cizelge-5) Gruplara ait degerler ikiserli
karsilastirildiginda;

K grubunda diseti homojenati IL-1p diizeyi LK, L-20, L-80, S-20 ve S-150 gruplarina gore
anlamli sekilde diisiik bulundu (p<0.05).

LK grubunda diseti homojenat1 IL-1p diizeyinin en yiiksek oldugu tespit edildi. L-20, L-
150, S-20, S-80 ve S-150 gruplarindan istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu
(p<0.05).

L-20 grubunda diseti homojenati IL-1B diizeyi L-80 ve S-20 gruplarindan diisiik, S-80
grubundan ise istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p<0.05).

L-80 ve S-20 gruplarinda L-150, S-80 ve S-150 gruplarina gore daha yiiksek IL-1B diizeyi
tespit edildi (p<0.05).

Diger gruplar arasindaki farklilik 6nemli degildi (p>0.05).

S-80 grubunun diseti homojenati IL-1 diizeyini istatistiksel olarak dnemli oranda azalttigi

saptand1. Bu degerin kontrol grubuyla yakin degerlerde olmas1 dikkat ¢ekicidir.

Cizelge S. Gruplara ait Diseti Homojenat IL- 1§ diizeyleri.

Gruplar Ortalama Standart Ortanca Minimum Maksimum
Sapma

K 6.02° 3.59 6.25 1.79 9.82
LK 63.69" 5.17 64.11 56.98 69.58
L-20 25.89¢ 3.17 26.79 21.43 28.58
L-80 54.57¢ 11.24 55.79 42.28 64.43
L-150 21.65 2.56 22.77 17.86 23.22
S-20 45.38° 14.91 45.03 27.68 63.79
S-80 8.03 2.18 7.59 6.25 10.72
S-150 23.66 3.45 23.66 19.65 27.68
Sonug¢ Kw=28.01 p=0.001* *p<0.05 dnemli

p<0.05 LK, L-20, L-80, S-20 ve S-150 gruplarindan farklz; °p<0.05 L-20, L-150, S-20, S-
80 ve S-150 gruplarindan farkii; “p<0.05 L-80, S-20 ve S-80 gruplarindan farkii, 9p<0.05
L-150, S-80 ve S-150 gruplarindan farkl.
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4.3. Histopatolojik Degerlendirme
4.3.1. Osteoblastik Aktivite

Gruplara ait osteoblastik aktivite degerleri karsilastirildiginda gruplar arasindaki farklilik
onemli bulundu (p<0.05). (Cizelge-6) Gruplara ait degerler ikiserli karsilastirildiginda;

K grubunda osteoblastik aktivite diger tim gruplardan istatistiksel olarak daha diisiik
bulundu (p<0.05).

LK, L-20, L-80, L-150 ve S-20 gruplarinda osteoblastik aktivite S-80 ve S-150 gruplarina

gore onemli oranda diisiik bulundu (p<0.05).
Diger gruplar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05).

Osteoblastik aktivite en ¢ok S-80 ve S-150 gruplarinda elde edildi. Bu iki grupta yogun ve

yeni kemik yapi alanlar1 gozlendi.

Cizelge 6. Gruplara ait osteoblastik aktivite degerleri.

Gruplar Osteoblastik Aktivite
X+s (Min — Maks) Ortanca

K 0.00 + 0.00? (0.00 - 0.00) 0.00
LK 1.00 = 0.00 (1.00 - 1.00) 1.00
L-20 1.43 +£0.53 (2.00 - 2.00) 1.00
L-80 1.00 £ 0.00 (1.00 - 1.00) 1.00
L-150 1.50+ 0.53 (1.00 — 2.00) 1.50
5-20 1.13+0.35 (1.00 — 2.00) 1.00
5-80 2.38+0.51° (2.00 — 3.00) 2.00
S-150 2.25+0.46" (2.00 - 3.00) 2.00

Sonug¢ KW=47.28 p=0.001* 6nemli

*p<0.05 6nemli
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Sekil 10. Gruplara ait osteoblastik aktivite dagilimi (%).

%p<0.05 diger tiim gruplardan farkli, bp<0.05 LK, L-20, L-80, L-150 ve S-20 gruplarindan
farkl.
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4.3.2. Osteoklast Sayisi

Gruplara ait osteoklast sayisi degerleri karsilastirildiginda gruplar arasindaki farklilik

onemli bulundu (p<0.05). (Cizelge-7) Gruplara ait degerler ikiserli karsilastirildiginda;

K grubunda osteoklast sayis1 LK, L-80, L-150 ve S-20 gruplarina gore istatistiksel olarak
daha diisiik bulundu (p<0.05).

LK grubunda osteoklast sayis1 L-20, L-150, S-80 ve S-150 gruplarina gore anlamli sekilde
yiiksek bulundu (p<0.05).

L-20 grubunda osteoklast sayisi L-80 ve S-20 gruplarina gére daha diisiik tespit edildi
(p<0.05).

L-80 grubunda osteoklast sayis1 L-150, S-80 ve S-150 gruplarina gore daha fazla bulundu
(p<0.05).

L-150 grubunda S-20 grubuna oranla daha diisiik sayida osteoklast tespit edildi (p<0.05).

S-20 grubunda osteoklast sayis1 S-80 ve S-150 gruplarina gore istatistiksel olarak daha
yiiksek bulundu (p<0.05).

Diger gruplar arasindaki farklilik dnemli degildir (p>0.05).

L-20, S-80 ve S-150 gruplarinda osteoklast sayisi K grubunda fazla bulunmasina ragmen

sonug istatistiksel olarak 6nemli bulunmadi.
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Cizelge 7. Gruplara ait ortalama osteoklast sayist.

Gruplar Osteoklast Sayisi
X+s (Min — Maks) Ortanca
K 7.00 £+ 2.00° (5.00 - 10.00) 7.00

LK 35.88 + 6.22° (27.00 — 45.00) 35.50
L-20 10.00 + 4.50° (5.00 - 16.00) 10.00
L-80 31.88 +5.51° (25.00 — 40.00) 32.00
L-150 17.50 + 5.37° (10.00 — 25.00) 15.50
$-20 32.25+8.19' (20.00 — 44.00) 32.00
S-80 10.13 + 3.22 (5.00 - 15.00) 10.00
S-150 13.50 £3.29 (9.00 — 18.00) 14.00

Sonug¢ KW=49.36  p=0.001* 6nemli

*p<0.05 6nemli
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Sekil 11. Gruplara ait ortalama osteoklast sayist degerleri.

p<0.05 LK, L-80, L-150 ve S-20 gruplarindan farkli; bp<0.05 L-20, L-150, S-80 ve S-150
gruplarindan farkly; “p<0.05 L-80 ve S-20 gruplarindan farkli; p<0.05 L-150, S-80 ve S-
150 gruplarindan farkly, °p<0.05 S-20 grubundan farkl; 'p<0.05 S-80 ve S-150
gruplarindan farkh
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4.3.3. Fibrozis

En diisiik fibrozis oran1 K grubunda goézlenirken, en yiiksek fibrozis oran1 L-80 grubunda
elde edildi.

Gruplara ait fibrozis degerleri karsilastirildiginda gruplar arasindaki farklilik 6nemli
bulundu (p<0.05). (Cizelge-8) Gruplara ait degerler ikiserli karsilastirildiginda;

K grubunda fibrozis degeri LK, L-80 ve S-20 gruplarina gore anlamli derecede diisiiktii
(p<0.05).

LK grubunda fibrozis degeri L-20, L-150, S-80 ve S-150 gruplarindan yiiksek iken L-80
grubundan anlamli oranda diisiik idi (p<0.05).

L-20 grubunda fibrozis degeri L-80 ve S-20 gruplarina gére anlamli oranda diisiik bulundu
(p<0.05).

L-80 grubunda fibrozis degeri L-150, S-20, S-80 ve S-150 gruplarina oranla daha yiiksek
bulundu (p<0.05).

L-150 grubunda fibrozis degeri S-20 grubuna gore anlamli sekilde daha diisiik bulundu
(p<0.05).

S-20 grubu ile S-80 grubu arasindaki farklilik 6nemli bulundu (p<0.05).

Diger gruplar arasindaki farklilik 6nemli degildir (p>0.05).
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Cizelge 8. Gruplara ait ortalama fibrozis degerleri.

Gruplar Fibrozis
X+S (Min — Maks) Ortanca

K 1.00+0.00° (1.00 — 1.00) 1.00
LK 2.13+0.35" (2.00 — 3.00) 2.00
L-20 1.14+0.37° (1.00 — 2.00) 1.00
L-80 2.88 +0.35¢ (2.00 — 3.00) 3.00
L-150 1.13+0.35° (1.00 — 2.00) 1.00
S-20 2.00+ 0.53 (1.00 — 3.00) 2.00
S-80 1.25+0.46 (1.00 — 2.00) 1.00
S-150 1.38 +0.51 (1.00 — 2.00) 1.00
Sonu¢ KW=41.80 p=0.001* 6nemli

*p<0.05 6nemli
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Sekil 12. Gruplara ait ortalama fibrozis degerleri (%).

p<0.05 LK, L-80 ve S-20 gruplarindan farkl, bp<0.05 L-20, L-80, L-150, S-80 ve S-150
gruplarindan farkly; p<0.05 L-80 ve S-20 gruplarindan farkli; 9p<0.05 L-150, S-20, S-80
ve S-150 gruplarindan farkly; ®p<0.05 S-20 grubundan farkli; 'p<0.05 S-80 grubundan
farkl
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4.3.4. Enflamatuvar Hiicre infiltrat

K grubunda enflamatuvar hiicre infiltrat1 gézlenmezken, LK, L-80 ve S-20 gruplarinda en

yiiksek diizeyde tespit edildi.

Gruplara ait enflamatuvar hiicre infiltrati degerleri karsilagtirildiginda gruplar arasindaki
farkliik  onemli bulundu (p<0.05). (Cizelge-9) Gruplara ait degerler ikiserli
karsilastirildiginda;

K grubunda enflamatuvar hiicre infiltrati miktar1 LK, L-80, L-150, S-20 ve S-150

gruplarina gore anlamli oranda diisiikk bulundu (p<0.05).

LK grubunda enflamatuvar hiicre infiltrat1 miktar1 L.-20, L-150, S-80 ve S-150 gruplarina
gore onemli oranda yiiksek tespit edildi (p<0.05).

L-80 ve S-20 gruplarinda enflamatuvar hiicre infiltrati miktar1 L-20, L-150, S-80 ve S-150
gruplarina gore anlamli oranda yiiksek bulundu (p<0.05).

Diger gruplar arasindaki farklilik 6nemli degildi (p>0.05).

Cizelge 9. Gruplara ait enflamatuvar hiicre infiltrati degerleri.

Gruplar Enflamatuvar Hiicre Infiltrati
X+S (Min — Maks) Ortanca
K 0.00 + 0.00° (0.00 - 0.00) 0.00
LK 2.38+0.51° (2.00 — 3.00) 2.00
L-20 0.71+ 0.48° (0.00 — 1.00) 1.00
L-80 2.38+0.51° (2.00 — 3.00) 2.00
L-150 1.13+ 0.35° (1.00 — 2.00) 1.00
S-20 2.38+ 0.51' (2.00 — 3.00) 2.00
S-80 0.50+ 0.53 (0.00 - 1.00) 0.50
S-150 1.13 £0.35 (1.00 — 2.00) 1.00
Sonu¢ KW=50.62 p=0.001* 6nemli

*p<0.05 6nemli
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Sekil 13. Gruplara ait enflamatuvar hiicre infiltrati dagilimi (%).

p<0.05 LK, L-80, L-150, S-20 ve S-150 gruplarindan farkls, bp<0.05 L-20, L-150, S-80 ve
S-150 gruplarindan farkly; “p<0.05 L-80 ve S-20 gruplarindan farki; dp<0.05 L-150, S-80
ve S-150 gruplarndan farkly; ®p<0.05 S-20 grubundan farkli; 'p<0.05 S-80 ve S-150
gruplarindan farkl.
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Sekil 14. Kontrol Grubu’na ait histolojik kesitler.

A.

oW

ak:

Alveoler kemik ve dis fotografi. Osteoblastik aktivite ve iltihabi hiicre infiltrati
goriilmemektedir. Olduk¢a az sayida osteoklast ve c¢ok diisiik oranda fibrozis
izlenmektedir. (x40)

Disin apeksi ve alveoler kemik fotografi. (x100)

Dentin, periodontal ligament ve alveoler kemik (periodonsiyum) fotografi. Normal
yap1 izlenmektedir. (x200)

Osteoblastik aktivite ve iltihabi hiicre infiltrat1 izlenmemektedir. Osteoklast miktari
minimaldir. Fibrozis oran1 oldukga diisiiktiir. (x40)

Alveoler kemik, d: Dentin, p: Pulpa, pl: Periodontal ligament

-



Sekil 15. Ligatiirlii Kontrol Grubu 'na ait histolojik kesitler.

A. Dis kokiine komsu alveoler kemikte ve dentinde yikim goriilmektedir. Yogun bir
sekilde iltihabi hiicre infiltrat1 ve fibrozis izlenmektedir. Osteoblastik aktivite
miktar1 oldukca diisiiktiir. Sag okla alveoler kemik boyunca dizilmis olan
osteoklastlar gosterilmektedir. Sol okla ise abselesme tarzinda yikim
gosterilmektedir. (x100)

B. Alveoler kemik boyunca dizilmis olan osteoklastlar izlenmektedir. (x200)

C. Osteoklastlarin goriintiisii. (x400)

D. Kok kalintistn1 kusatan yogun iltihap goriilmektedir. Dis kokii ¢evresinde
neredeyse kemik dokusu kalmamuistir. (x40)

ak: Alveoler kemik, d: Dentin



Sekil 16. Lokal-20 mg/kg Grubu 'na ait histolojik kesitler.

A
B.

ak:

[Itihabi hiicre infiltrat: yoktur ve fibrozis oran1 diisiiktiir. (x40)

[ltihabi hiicre ve osteoklast gdzlenmemektedir. Fibrozis orami oldukca diisiiktiir.
(x100)

Fotografta yeni kemik yapim alanlari goriilmektedir. iltihabi hiicreler ve

osteoklastlar gozlenmemektedir. Fibrozis alanlar1 yok denebilecek kadar azdir.
(x40)
Alveoler kemikte osteoblastik aktivite izlenmektedir. (x200)

Alveoler kemik, d: Dentin
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Sekil 17. Lokal-80 mg/kg Grubu 'na ait histolojik kesitler.

A.

ak:

Dis kokiinii cevreleyen yogum osteoklastlar ve yogun fibrozis alanlar
izlenmektedir. Osteoblastik aktivite olduk¢a diisiiktiir. Ok ile gosterilen alanda
abse formasyonu mevcuttur. (x40)

Ok ile gosterilen alanda abse formasyonu goriilmektedir. Ayrica yogun iltihabi
hiicre infiltrat1 izlenmektedir. (x100)

Disin apikal bolgesinde goriilen yogun fibrozis. (x100)

Dis cevresinde siralanmig osteoklastlar ve iltihabi hiicreler goriilmektedir.
(x100)

Alveoler kemik, d: Dentin, p: Pulpa



Sekil 18. Lokal-150 mg/kg Grubu na ait histolojik kesitler.

A. Diistik oranda fibrozis ve iltihabi hiicre infiltrat1 gozlenmektedir. Alveoler
kemikte osteoblastik aktivite izlenmektedir. (x40)

B. Yogun osteoblastik aktivite. (x200)

C. Alveoler kemikte yeni kemik yapimi. Ok ile gosterilen bolgelerde kiibik formlu
osteoblastlar goriilmektedir. (x200)

D. Alveoler kemik ve fibrozis alanlar1 izlenmektedir. (x100)

ak: Alveoler kemik, d: Dentin, p: Pulpa
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Sekil 19. Sistemik-20 mg/kg Grubu 'na ait histolojik kesitler.

A. Dis kokii ve alveoler kemik arasinda yogun iltihap. (x100)

B. Alveoler kemikte yogun osteoklast goriintiisii. (x100)

C. Alveoler kemikte siralanmis osteoklastlar goriilmektedir. (x200)
D. Kemigi yikima ugratan aktif osteoklastlarin goriintiisii. (x400)

ak: Alveoler kemik, d: Dentin
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Sekil 20. Sistemik-80 mg/kg Grubu 'na ait histolojik kesitler.

A.

ak:

Tiim ylizeylerde osteoblastik aktivite vardir. Fibrozis orani oldukc¢a diistiktiir.
Osteoklastlar gozlenmemektedir. (x100)

Tiim ylizeylerde kuvvetli osteoblastik aktivite ve diisiik oranda fibrozis
goriilmektedir. (x200)

Biiyiik osteoblastlar, osteoblastik aktivite. (x400)

[ltihabi hiicre infiltrati bulunmamaktadir. Minimal sayida osteoklast
bulunmaktadir. (x40)

Alveoler kemik, d: Dentin
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Sekil 21. Sistemik-150 mg/kg Grubu 'na ait histolojik kesitler.

A. Alveoler kemik i¢i ve disinda yeni kemik yapim alanlar1 gériilmektedir. (x40)

B. Yogun osteoblastik aktivite. (x100)

C. Diisiik oranda fibrozis ve iltihabi hiicre infiltrati izlenmektedir. (x40)

D. Tim sahayr dolduran kemik yapimmi vardir. Yogun osteoblastik aktivite
izlenmektedir. (x40)

ak: Alveoler kemik, d: Dentin
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5. TARTISMA

Periodontal hastaliklar MDP mikroorganizmalar1 ve konak savunma mekanizmalari
arasindaki iliskiden kaynaklanir [197]. MDP igerisindeki periodontopatojen bakterilere ve
tirtinlerine karsi1 farkli konak hiicrelerinden birgok pro-enflamatuvar sitokin (IL-1, TNF-a,
IL-6 vs.) salmir. Bu pro-enflamatuvar sitokinler periodonsiyumda enflamatuvar yaniti
baglatmakla ve siirdiirmekle gorevlidir [13]. IL-1 bu sitokinlerin en 6nemlilerinden biridir
ve kemik rezorbsiyonunu organize eder. Pro-enflamatuvar etkilerini monosit ve
fibroblastlardan PGE, salinimin1 ve ECM’i yikima ugratan MMP’larin salinimini stimiile
ederek gosterirler [16]. Periodontal hastaligin diizenlenmesinde rol oynayan bir diger
sitokin IL-10’dur. IL-10’unbir¢ok deneysel modelde ¢esitli hiicre tipleri igin anti-
enflamatuvar ve immiinosiipresif etkisi oldugu gosterilmistir [20, 21]. Periodontal
lezyonlarda anti-enflamatuvar ve pro-enflamatuvar sitokinler arasindaki denge ya da
dengesizlik hastaligin seyrini belirler [138, 139, 198]. Bu nedenle periodontal hastaliklarda
pro-enflamatuvar ve anti-enflamatuvar sitokin diizeylerinin belirlenmesi hastaligin seyri
acisindan onemlidir. Periodontitiste ECM ve alveoler kemik yikimina ¢ogunlukla konak
kaynakli enzimler, sitokinler ve diger mediatdrler neden olur. Bundan dolay1 calismalar
baz1 yikici konak mekanizmalarii degistirerek periodontal doku yikimini 6nleme iizerine
yogunlagmustir [145].

Himik asitler dogada bulunan en yaygin organik karbon formlart olup [38],
16kositlerin aktive ettigi IL-1p ve TNF-a salinimini inhibe ederek giiglii anti-enflamatuvar
etki gosterirler [199]. Bu ¢alismada ratlarda ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis
modelinde sistemik ve lokal uygulanan hiimik asidin alveoler kemik kaybi1 ve gingival
enflamasyon iizerine etkileri histopatolojik, morfometrik ve biyokimyasal acidan
arastirilmis ve periodontal hastalik olusumu ile ayni zamanda hiimik asit uygulamasinin
periodontal hastalig1 6nlemedeki etkisi degerlendirilmistir.

Ratlarin molar disleri etrafina ligatiir yerlestirilmesiyle olusturulan deneysel
periodontitis modelleri yaygin olarak kullanilmaktadir [200-202]. Dis ¢evresine
yerlestirilen ligatiir MDP i¢in retansiyonu arttirici bir faktor olarak islev gorerek doku
biitiinliiglinii bozar ve sonugta periodontitis olusumuna yol acar. Alveoler kemik yikimi
miktart ilk on bes giinde hizlidir ve daha sonra azalarak devam eder. Alveoler kemik

kaybinin ligatiir baglandiktan kisa bir siire sonra olustugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur
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[200-203]. Kuhr ve ark. [203] ratlarin molar dislerine siitur gecirmisler ve 1, 15, 30. ve 60.
giinlerde aldiklar1 kesitlerde morfometrik olarak alveoler kemik diizeyini Ol¢miislerdir.
Calismanin sonucunda en fazla kemik kaybinin ilk 15 giinliik siirecte olustugu, 30. ve 60.
giinlerdeki kaybin hafif bir artis olarak devam ettigini belirlemislerdir. Bununla beraber
ratlarda dislerin okliizal-bukkal-distal yonde hareketi ligatiiriin etkisinde zamanla azalmaya
neden olabilir. Ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis modelinde bir siire sonra
gozlenen yikim siddetindeki azalma bu durum ile agiklanabilir. Bundan dolay: ligatiirle
olusturulan deneysel periodontitis modellerinde ¢alisma siiresi <15 giin olmalidir [202,
203]. Buna karsin dokudaki travma ve bakteri miktarindaki artisa bagli olarak periodontal
yikim insanlardaki kronik periodontitis seyrinden farkli olarak akut bir seyir gosterir. Bu da
ratlarda olusturulan deneysel periodontitis modelinin kisitlamalarindan biri olarak
sOylenebilir. Bu calismada deneysel periodontitisi indiiklemek amaciyla biitiin ratlarin
birinci molar disleri ¢evresine 15 giin siiresince submarjinal olarak ligatiir yerlestirildi ve
15. giinde histopatolojik ve morfometrik degerlendirme igin ratlar sakrifiye edildi. Bu

stirede ligatiir yerlestirilen biitiin gruplarda deneysel periodontitis basariyla olusturuldu.

Ratlarda molar disler okliizal ylizeylerdeki atrizyona bagh olarak siirekli eriipsiyona
ugrar. Bu nedenle alveoler kemik kendi kendini siirekli sekillendirir [204]. Periodontal
hastaligin goriilmedigi durumlarda bukkal yiizeylerde mine-sement sinir1 ve alveoler kemik
kreti arasindaki mesafe sabit kalirken, palatal ve lingual alanlarda bu iki nokta arasindaki
mesafe yasa bagli olarak artis gosterir [205]. Bu nedenle ¢alismalarda ayni haftalik ratlar
kullanilmaktadir. Biz de calismamizda standart olarak 12 haftalik erkek Wistar ratlar
kullandik.

Calismamizda alveoler kemik kaybi miktarin1 Olgmek igin stereomikroskop
yardimiyla mine-sement sinir1 ile alveoler kret tepesi arasindaki mesafenin dl¢liimii tercih
edildi. Deneysel olarak olusturulan alveoler kemik kaybi iki yontemle belirlenebilir.
Birincisi mine-sement sinirt ile alveoler kret tepesi arasindaki mesafenin dl¢limii, ikincisi
aciga cikan kok ylizeylerinden alan ol¢iimiidiir. Alan 6l¢limii mesafe Ol¢limiine oranla
kemik kaybini daha erken donemlerde belirleyebilir ancak 15. giinde her iki yontem de
kemik kaybi agisindan dogru sonuglar verir. Daha ileri giinlerde ratlarda ligatiir ile

olusturulan periodontal kaybi belirlemede alan Ol¢imii yetersiz kalirken mesafe dl¢timii
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daha giivenilir sonuglar verebilir [203]. Bu nedenle mine sement smnir1 ile alveoler kret
tepesi arasindaki mesafenin Ol¢iimii daha giivenilir bir yontem olarak sdylenebilir [202,

206].

Dise ligatiir yerlestirilmesiyle alveoler kemikte hizli bir yikim meydana gelmektedir
[28, 200, 207]. Calismamizda LK grubundaki alveoler kemik kaybi miktar1 en yiiksek
bulundu. Sistemik ve lokal hiimik asit gruplari alveoler kemik kaybini farkli oranlarda
azaltmakla birlikte, L-20, L-150, S-80 ve S-150 gruplarindaki alveoler kemik kayb1 miktari
LK grubundan anlamli oranda diisiik bulundu. Ozellikle S-80 ve S-150 gruplarindaki
alveoler kemik kaybi miktarinin K grubuna yakin olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu durum
histopatolojik degerlendirmede gozlenen yiliksek osteoblastik aktivite, diisiik osteoklast
say1st, diisiik oranda enflamatuvar hiicre infiltrati ve yeni kemik yapim alanlarinin varligi

ile agiklanabilir.

Ratlarda ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis modeli dokulari lokal olarak
etkileyen bir modeldir. Bu nedenle lokal sitokin seviyelerinin belirlenmesi sistemik
seviyelere oranla lokal enflamasyon durumunun tespit edilebilmesi ag¢isindan daha
glivenilir sonuglar saglayabilir. Ratlarda ligatiir yerlestirilen dislerin diseti dokusundan
alman biyopsi Orneklerinden homojenat olusturulmast lokal sitokin seviyelerinin

belirlenebilmesi i¢in uygun bir yontemdir [208].

Yiiksek IL-1B diizeyi diseti dokularinda enflamasyon derecesinin bir indikatoriidiir
[209]. Ayrica IL-1P seviyeleri periodontal hastaliklar ile iliskili olup kemik yikiminin
potansiyel bir stimiilatorii olarak ileri periodontal yikimin patogenezinde rol oynar [75, 114,
210]. Calismamizda L-20, L-150, S-20, S-80 ve S-150 gruplarinda diseti homojenat1 IL-1[3
diizeyinin LK grubuna gére anlamli sekilde azaldigi tespit edildi. Ozellikle S-80
grubundaki diseti homojenat1 IL-1f degeri K grubuna yakin bulundu.

Honig ve ark. [18] periodontitis hastalarnin diseti dokularinda farkli miktarlarda IL-
1B seviyesi tespit etmislerdir. Fakat saglikli diseti dokularinda IL-18 diizeyi tespit
edememislerdir. Calismamizda da benzer olarak ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis
gruplarimin diseti dokularinda kontrol grubundan daha yiiksek oranda IL-1B diizeyi tespit
edildi. Kontrol grubunda ise IL-1p diizeyi oldukga diisiiktii.
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IL-10, IL-1 ve TNF-a gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin sentezini inhibe ederek anti-
enflamatuvar etki gostermektedir [125]. IL-10 enflamasyonla iliskili PGE, ve kemokinlerin
tretimini inhibe eder. Ayrica IL-lra ve ¢0ziinebilir TNF-a reseptorleri gibi anti-
enflamatuvar mediator tiretimini arttirir [144]. Periodontitis lezyonlarinda IL-10 {retimi
saglikli diseti dokularina gore daha diigiiktiir [211]. Calismamizda diseti homojenati 1L-10
diizeyi ¢aligma gruplarinda LK grubuna gore daha yiiksek oranda tespit edildi. En yiliksek
deger S-80 grubunda elde edildi ve bu deger diger tiim gruplardan anlamli sekilde yiliksek
bulundu. Sonuglar sistemik olarak alinan 80 mg/kg hiimik asit miktarinin disetinde lokal
olarak hem pro-enflamatuvar sitokin (IL-1B) diizeyini anlamli sekilde azalttigini hem de

anti-enflamatuvar sitokin (IL-10) diizeyini anlamli sekilde arttirdigini gostermistir.

Pro-enflamatuvar ve anti-enflamatuvar sitokinlerin serum diizeylerinin belirlenmesi
hem konak korumasindaki rollerinin calisilmasina yardimeir olur hem de periodontitis
hastalarinin sistemik enflamatuvar durumlarinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar.
Calismalar kronik periodontitisin diisiik diizey sistemik enflamasyonla iliskili oldugunu

gostermektedir [212-214].

Calismamizla benzer olarak, Passoja ve ark. [144] serum IL-10 diizeyinin
periodontitis hastalarinda saglikli kontrollere gore daha diisiik oldugunu bildirmislerdir.
Fakat hastaligin ileri asamalarinda serum IL-10 diizeyinin tekrar yiikseldigini gostermisler.
Caligmamizdan farkli olarak, serum IL-10 diizeyinin kronik periodontitisli hastalarda
saglikli kontrollere oranla daha yiiksek oldugunu bildiren ¢alismalar da mevcuttur [130,
215, 216]. Calismamizda serum IL-10 seviyelerine bakildiginda en yiiksek deger S-80
grubunda elde edildi. S-80 grubundaki serum IL-10 diizeyi diger tiim gruplardan 6nemli

oranda yiiksek bulundu.

Gorska ve ark. [216] periodontitisli bireylerde serum IL-1B konsantrasyonunun
saglikli kontrollere gore daha yiiksek diizeyde oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda
serum IL-1pB diizeyi en yiiksek LK grubunda, en diisiik K grubunda tespit edildi. L-20, L-
150, S-20, S-80 ve S-150 gruplarinda serum IL-1p diizeyi LK grubuna gore diisiik bulundu.
Ozellikle S-80 ve S-150 gruplaridaki IL-1B diizeyi diger calisma gruplarina gére daha

diisiik bulundu. S-80 grubunda serumdan elde edilen sonuglar hiimik asidin bu dozda anti-
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enflamatuvar sitokin (IL-10) diizeyini arttirdigini, pro-enflamatuvar sitokin (IL-1p)

diizeyini azalttigin1 gostermektedir.

Periodontitisin histopatolojisinde mononiikleer hiicrelerden olusan enflamatuvar
infiltratlar ve yiiksek sayidaki osteoklastlar 6nemli rol alirlar [217]. Bakteriyel uyar ile
konak yanit uyarilarak enflamatuvar hiicre infiltratinda ve osteoklast formasyonunda artis
meydana gelir. Boylece alveoler kemikte kayip olur [206]. IL-1B gibi enflamatuvar
sitokinler bolgeye enflamatuvar hiicre gogiinii yonlendirir [218]. Kemik kaybi miktar
osteoklast sayisi ve osteoblastik kemik formasyonu arasindaki dengeye baghdir [219].
Osteoblastlar ve osteoblastik aktivite kemik matriks komponentlerinin {iretimi ve osteoklast
aktivitesinin kontrolii i¢in Onemlidir [220]. Bu nedenle periodontal hastaligin
histopatolojisini degerlendirmede bu parametreler yarar saglar. Yapilan c¢aligmalarda
alveoler kemik kaybi1 miktari ile osteoklast sayisi, fibrozis alanlar1 ve enflamatuvar hiicre

infiltrat1 arasinda bir korelasyon, osteoblastik aktivite ile arasinda ise ters bir korelasyon

oldugu gosterilmistir [200, 207, 221].

Toker ve ark. [200] yaptiklari bir deneysel periodontitis modeli ¢aligmasinda N-
asetilsisteinin alveoler kemik kaybini azalttigin1 bulmuslardir. Bu ¢alismada alveoler kemik
kaybinin azalmasi osteoklastik aktivitenin azalmasi1 kadar ve osteoblastik aktivitenin
artmasina da bagli oldugu ileri siiriilmektedir. Yine, Toker ve ark. [207] propolisin deneysel
periodontitis modelinde alveoler kemik kaybi iizerine morfometrik ve histopatolojik
etkilerini degerlendirdikleri bir diger ¢alismada, propolisin alveoler kemik kaybini azalttig1
fakat enflamatuvar hiicre infiltrati lizerine etkisinin olmadigimi bulmuslardir. Ayni
calismada propolisin osteoklast sayisini azalttig1 ve osteoblastik aktiviteyi arttirdigi sonucu
elde edilmistir. Calismamiz bu ¢alismalarla uyumlu olarak, alveoler kemik kaybinin diisiik
osteoklast sayis1 ve yiiksek osteoblastik aktiviteyle iligkili oldugunu gdsterdi. Enflamatuvar
hiicre infiltrati L-20, L-150, S-80 ve S-150 gruplarinda LK grubuna gore daha diisiik
diizeyde tespit edildi.

Nyman ve ark. [222] yaptiklar1 bir deneysel periodontitis modeli ¢aligmasinda,
alveoler kemik kaybindaki azalmanin osteoklast sayisinda azalmayla iligkili oldugunu 6ne
siirmektedir. Bu ¢alismayla benzer olarak ¢alismamizda, osteoklast sayis1 ve alveoler kemik

yikimi arasinda bir iligski bulundu.
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Hou ve ark. [223] periodontitisli bolgelerden elde ettikleri diseti biyopsilerinde
saglikli bolgelere gore IL-1B konsantrasyonunun arttigini bulmuslardir. Bu artis
enflamatuvar hiicre yogunluguyla iligskilendirilmistir. Calismamizda da diseti homojenati

IL-1p diizeyi ile enflamatuvar hiicre infiltrat1 arasinda bir korelasyon bulundu.

Calismamizda alveoler kemik yikiminin ytliksek oldugu LK, L-80 ve S-20 gruplarinda
osteoklast sayisi, enflamatuvar hiicre infiltrat1 oran1 ve fibrozis alanlar1 yiiksek bulunurken
osteoblastik aktivite diisiik bulundu. Alveoler kemik yikimint miktarinin diisiik bulundugu
S-80 ve S-150 gruplarinda osteoblastik aktivite yliksek bulunurken, fibrozis alanlari,

enflamatuvar hiicre infiltrat1 orani ve osteoklast sayilar1 diistik olarak tespit edildi.

Himik asitlerin baslica terapotik 0Ozellikleri anti-bakteriyel, antitoksik, anti-

tilserojenik, antiartritik, antialerjik, immiinomodiilator ve anti-enflamatuvar olarak

saytlabilir [37, 187, 224].

Van Rensburg ve ark. [196] ratlar {izerine yaptiklari bir ¢alismada, potasyum humatin
anti-enflamatuvar 6zelligini tespit etmisler ve ¢alismanin sonucunda linyitten elde edilen
hiimik asit sollisyonunun (61 mg/kg) ratlarin kulaklarinda olusturulan 6demi baskilamada
anti-enflamatuvar etki gosterdigi bilinen prednizolon (steroid grubu) kadar etkili oldugunu
bulmuglardir. Calismamizda da benzer olarak 80 mg/kg hiimik asit soliisyonunun sistemik
olarak verilmesi digeti enflamasyonunun bir gdstergesi olan IL-1p diizeyini anlamli oranda

azaltt1g1 bulundu.

Yapilan bir ¢alismada, potasyum humatin lenfosit proliferasyonu, sitokin {iretimi ve
kompleman aktivasyonu iizerindeki etkisi arastirilmis. In vitro ¢alismanin sonucunda,
potasyum humatin 40 pg/ml dozunda mononiikleer 16kositlerin stimiile ettigi TNF-a, IL-
1B, IL-6 ve IL-10 salinimini dénemli oranda inhibe ettigi bulunmustur [199]. Ayrica,
potasyum humat 10 ug/ml ve daha yiiksek dozlarda (10-60 pg/ml) hem alternatif hem de
klasik kompleman yolu inhibe ederek anti-enflamatuvar etki gosterdigi saptanmistir [199].
Bu calismayla paralel olarak calismamizda da hiimik asit S-80 grubunda serum ve diseti
homojenat1 IL-1 diizeyini 6nemli oranda azaltirken, farkli olarak IL-10 diizeyini arttirdigi

tespit edildi.
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Hiimik asit anti-enflamatuvar 6zelligini farkli mekanizmalarla gostermektedir. Bu

mekanizmalardan bir kismi1 asagidaki ¢aligmalarda agiklanmaistir.

Joone ve ark. [158] potasyum humatin, nétrofillerin aktive ettigi ve doku hasarina neden
olabilecek sitokinlerin iiretimiyle iliskili olan mediatorlerin salinimini inhibe ettigini
gostermislerdir. Ayrica sonuglar hiimik asidin enflamasyon siirecinde Onemli bir rol
oynayan myeloperoksidaz salinimini da inhibe ettigini gostermistir. Hiimik asidin anti-
enflamatuvar 6zelligi notrofil tutunmasiin ve degraniilasyonunun inhibisyonuna bagh

gerceklestigi One siiriilmektedir.

Hiimik asidin dermal, oral ya da subkutan kullanim1 enflamasyon {izerinde inhibitor
etkiye neden oldugu ve hiimik asidin bu enflamasyonu inhibe edebilme kabiliyeti

icerisindeki flavonoid gruplariyla iliskili olabilecegine inanilir [38].

Junek ve ark. [35] yaptiklar1 galismada hiimik asidin konsantrasyona bagl olarak ¢ift
tarafli etkisinin oldugunu gostermislerdir. Diisiik hiimik asit konsantrasyonlar1 (10-80
png/ml) TNF-o salimmini 3 kat arttirirken (pro-enflamatuvar etki), daha yiiksek
konsantrasyonlart (>100 pg/ml) yaklasik 10 kat azaltmistir (anti-enflamatuvar etki).
Calismanin bu sonucunu hiimik asidin anti-enflamatuvar etkisinin lipoksijenaz yolunu

inhibe etmesine baglamiglardir.

Yapilan bir in vitro ¢alismada potasyum humatin enflamasyonda anahtar rol oynayan
adezyon molekiillerini dogrudan bloke ettigi ve bu nedenle anti-enflamatuvar etki

gosterdigi sonucuna varilmistir [158].

Ratlarda yapilan benzer bir ¢alismada Naude ve ark. [34] hem normal hem de immiin
yetmezIligi bulunan gruplarda potasyum humatin enflamatuvar reaksiyonlar1 indometazin

kadar inhibe edebildigini gostermislerdir.

Yapilan bir bagka ¢aligmada hiimik asidin gii¢lii bir hiimoral immiin stimiilan1 oldugu
ve immiin yanitin hem miktarini hem de siiresini uzattigi bulunmustur [193]. Bu 6zellik
hiimik asidin konak savunma yanitim1 arttirarak enfeksiyonla savasta konaga yardimci

oldugunu gostermektedir.
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Hiimik asitlerin kemik dokusu iizerine etkilerini arastiran ¢calismalarin sayisi sinirhidir
[177, 178]. Yapilan bir deneysel kemik fraktiirii calismasinda fraktiir sonrasi ilk hafta
boyunca hiimik asit uygulanmistir. Bu uygulamayla osteoid formasyonunda ve kemik
mineralizasyonunda hizlanma elde edilmistir. Fakat hiimik asit tedavisi ikinci haftaya
ertelendigi zaman osteoid formasyonu ve mineralizasyon onemli oranda diisiis tespit
edilmistir [177]. Yine ¢ocuklardaki kemik fraktiirleri iizerine yapilan bir diger ¢alismada
hiimik asidin kemik rejenerasyonu tizerine pozitif etki sagladigi gosterilmistir [178]. Bu
caligmalarla uyumlu olarak ¢alismamizda o6zellikle S-80 ve S-150 gruplarinda alveoler
kemik yikiminda azalma, osteoblastik aktivitede artma gozlendi. Ayrica dis kokiine komsu

alveoler kemik icerisinde yeni kemik yapim alanlar1 goriildii.
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SONUC ve ONERILER

Calismamizin sonuglart asagida gosterildigi sekilde 6zetlenebilir:

X/
L X4

X/
L X4

Deneysel periodontitis modeli basariyla olusturulmustur.

Morfometrik 6lgiim sonuglarina gore Lokal-20 mg/kg, Lokal-150 mg/kg, Sistemik-
80 mg/kg ve Sistemik-150 mg/kg hiimik asit uygulamasi ratlarda ligatiirle
olusturulan periodontal yikimi azaltmistir. Ozellikle Sistemik-80 mg/kg ve
Sistemik-150 mg/kg hiimik asit dozlarimin periodontal yikim iizerine etkileri
Kontrol grubu ile benzer bulunmustur.

ELISA sonuglarma gore serum ve diseti homojenati IL-10 seviyeleri &zellikle
Sistemik-80 mg/kg hiimik asit uygulamasi yapilan grupta yiiksek bulunmustur.
ELISA sonuglarina gore Sistemik-80 mg/kg hiimik asit uygulamasi ratlardan elde
edilen serum ve diseti homojenati IL-1f seviyelerini azaltmistir.

Sistemik-80 mg/kg hiimik asit uygulamasinin histopatolojik olarak enflamatuvar
hiicre infiltrat oranini, fibrozis skorunu ve osteoklast sayilarin1 azaltip, osteoblastik

aktiviteyi arttirdig1 gézlenmistir.

Hayvan c¢alisma modellerinin limitasyonlar1 géz Oniinde bulunduruldugunda bu

calismanin histopatolojik ve morfometrik sonuclarina gore sistemik olarak uygulanan 80

mg/kg hiimik asidin ratlarda deneysel periodontitis modelindeki alveoler kemik kaybini

azaltmada ve enflamasyonu baskilamada etkili oldugu 6ne siiriilebilir.

Calismamizda hiimik asidin doku yikimini 6nledigi gosterilmis olmasina karsin etki

mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Calismamiz Dis Hekimligi’nde yapilan ilk

deneysel ¢aligsma olup, hiimik asidin alveoler kemik kayb1 ve diseti enflamasyonu iizerine

etkisinin tam olarak hangi mekanizmalar veya yollar iizerinden gergeklestiginin

arastirilmasi igin ileri ¢aligmalara gereksinim vardir.
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