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OZET
KAFEIK ASIT FENETIL ESTERIN DENEYSEL PERIODONTITISTE
ENFLAMASYONA OLAN ETKILERININ INCELENMESI

Amac: Bu c¢alismanin amaci, kafeik asit fenetil ester (KAFE)’in konak yanitini
diizenleyip periodontal doku yikimim1 ve kemik kaybini Onleyebilece§i veya
azaltabilecegi hipotezini test etmek ve deneysel periodontitis modelinde diseti ve serum
interlokin-1B (IL-1B) ve timor nekroz faktor-o (TNF-a) seviyeleri iizerine etkisini
biyokimyasal olarak incelemektir.

Materyal ve Metot: Calismamizda 40 adet Sprague-Dawley sican rastgele 4 gruba
ayrildi. Calisma gruplari; Grup A: Kontrol (n=10), Grup B: Deneysel periodontitis,
Grup C: Deneysel periodontitist KAFE (5umol/kg/giin; 28 giin) , Grup D: Deneysel
periodontitis+KAFE (10umol/kg/gun; 28 gun) olarak belirlendi. Deneysel periodontitis,
ust sol 1.ve 2. molar dislerin interproksimal alaninda diseti altina lipopolisakkarit (LPS)
enjeksiyonu ile olusturuldu. Deneysel periodontitis olusturulduktan sonra
intraperitoneal (i.p.) olarak KAFE uygulandi. Diseti ve serum IL-1p ve TNF-a degerleri
enzime bagli immiinosorban yontem (ELISA) kitleri ile biyokimyasal olarak incelendi.

Alveolar kemik kayiplart morfometrik olarak 6lgtldi.

Bulgular: Morfometrik sonuglar LPS enjeksiyonu yapilan bolgelerde kemik kaybini
dogruladi. Serum IL-1PB ve TNF-a seviyeleri istatistiksel olarak farklilik gdstermedi
(p>0,05). Diseti dokusu IL-1p ve TNF-a seviyeleri kontrol grubunda (Grup A),
periodontitis gruplarina (Grup B,C ve D) gore istatistiksel olarak anlamli derecede az
bulundu (p<0,001). KAFE uygulanan gruplarda (Grup C ve D) IL-1B ve TNF-a
seviyeleri periodontitis grubuna (Grup B) gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diisiik bulundu (p<0,001).

Sonug: Calismanin sinirlari dahilinde bulgularimiz KAFE’nin konak modiilasyonunu
diizenleyerek antienflamatuvar etki gosterebilecegine isaret etmektedir. KAFE’nin
periodontal dokular iizerine antienflamatuvar bir ajan olarak gosterildigi uzun dénem

klinik ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Deneysel periodontitis; Kafeik asit fenetil ester; IL-1p; TNF-a

Esra DEMIR, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Eyliil-2016



ABSTRACT

EVALUATION OF INFLAMMATORY EFFECTS OF CAFFEIC ACID
PHENETHYL ESTER ON EXPERIMENTAL PERIODONTITIS
Aim: The aim of this study was to test the hypothesis that caffeic acid phenethyl ester
(CAPE) may avoid or downregulate the periodontal tissuse distruction via host
modulation and investigate the impact of this substancebiochemically on the levels of
interleukin-1f (IL-1B) and tumor necrosis factor-o. (TNF-a) in gingiva and serum in an

experimental periodontitis model.

Material and Method: 40 Sprague-Dawley rat were randomly divided into four
groups. Group A: control, Group B: experimental periodontitis (EP), Group C:
EP+CAPE (5umol/kg/day for 28 day), Group D: EP+CAPE (10umol/kg/day for 28
day) were designated as study groups. EP was created by injection of
lipopolysaccharide (LPS) to the interproximal area of left maxillary first and second
molars. Followed by the EP, CAPE was administered intraperitoneally (i.p.) to the
Groups C and D in respect to the related dosages. Gingival and serum samples were
investigated biochemically using enzym linked immuno assay (ELISA) kit peculiar to

IL-1B and TNF-a. Alveolar bone loss was measured morphometrically.

Results: The findings confirmed the bone loss around LPS injection sites. Serum levels
were not statistically different between the groups (p>0,05). The levels of gingival
tissue IL-1B and TNF-a in Group A were found significantly lesser than the
periodontitis groups (Grup B, C and D) (P<0.001). The levels of gingival tissue levels
of IL-1B and TNF-a in CAPE groups (Group C and D) were found statistically lesser
than periodontitis group (Group B) (P<0.001).

Conclusion: Within the limitations of this study, our results suggest that CAPE reveals
antiinflammatory effect via host modulation. Long term clinical studies are needed to

indicate CAPE as an antiinflammatory agent on periodontal tissues.

Keywords: Caffeic acid phenethyl ester; Experimental periodontitis; IL-1B; TNF-a.

Esra DEMIR, Ph. D. Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, September-2016



SIMGELER VE KISALTMALAR

pmol : Mikromol

AA . Aragidonik Asit

CMT; : Kimyasal Modifiye Tetrasiklin
COX-1 : Siklooksijenaz-1

COX-2 : Siklooksijenaz-2

CRP : C-reaktif protein

DEXA : Dual-energy x-ray absorptiometry
Dk : Dakika

DOS : Diseti Olugu Sivist

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
FDA : U.S. Food and Drug Administration
g : gram

HCI : Hidroklorik Asit

i.p. > intraperitoneal

IgE : Immiinoglobulin E

IL . Interlokin

IL-1 . Interlokin-1

IL-1a . Interlokin-1a

IL-1B : Interlokin-1pB

IL-6 . Interl6kin-6

INOS > Inducible nitrik oksit sentetaz
KAFE : Kafeik Asit Fenetil Ester
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ml
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NaCl
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NK
nm

NO
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PGE:2
PMNL
ROS
SDD
TNF
TNF-a

TNF-B

- Kilogram

: Kronik Periodontitis

: Lipopolisakkarit

: Miligram

: Mililitre

: Matriks metalloproteinaz

: Sodyum Klorir

: Sodyum Hidroklorit

: Nikleer Transkripsiyon Faktori Kappa Beta
: Natural Killer

: Nanometre

- Nitrik oksit

: Steroid olmayan anti-enflamatuvar ilag

: Porphyromonas gingivalis

: Fosfat Tampon Sollisyon

: Pikogram

: Prostaglandin E»

: Polimorfoniikleer Lokosit
: Reaktif Oksijen Tdrleri
: Subantimikrobiyal Doz Doksisiklin
: TUmOr nekroz faktor

: TUmOor nekroz faktor -a.

> TUmor nekroz faktor -
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TUBITAK : Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Kurumu
WHO : Diinya Saglik Orgiitii

XO : Ksantin oksidaz
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1. GIRIS

Periodontal hastaliklar “Bakteri ve friinlerinin direkt veya indirekt etki
mekanizmalarina karst konak doku savunmasinin yetersiz kaldigi durumlarda ortaya
cikan, akut ve/veya kronik bir seyir gostererek, yumusak ve sert dokularin kaybina
neden olabilen, duraklama doénemlerinin yani sira yikimin ve yeniden olusumun
izlenebildigi enfeksiydz bir hastalik” seklinde tanimlanmistir (Petersen ve ark., 2005;
Petersen ve Ogawa, 2012). Diinya saglik orgiitii (WHO), agiz sagliginin, genel saglik ve
yasam kalitesinin 6nemli bir parcasi oldugunu ve bu konudaki farkindaligin diinya
capinda artmasi gerektigini belirtmistir (Petersen, 2009). Periodontitis; 1) yaygin
oldugundan ii) hayat kalitesini diisiirdiigiinden iii) ¢igneme fonksiyonunu azalttigindan
iv) estetik bozulmalara yol agtigindan ve v) genel saghigi etkilediginden dolay1 ciddi bir
saglik sorunudur (Baehni ve Tonetti, 2010; Tonetti ve Van Dyke, 2013). WHO’nun
raporuna gore periodontitis diinyada yetiskin popiilasyonda dis kayiplarinin %5-20’sine
neden olmaktadir (Petersen ve ark., 2005). Tedavisinde uzun siireli takip ve hekim is
gucu gerektiren, rejeneratif tedavi secenekleri ile birlikte tlke ekonomisi icin yik
olusturan bu hastaligin olusumunu 6nlemek veya ilerleyis hizin1 kontrol altina almak,
hasta, hekim ve iilke ekonomisi agisindan biiyiilk 6nem tasimaktadir (Flemmig ve ark.,
1996).

Periodontal hastaliklarin patojenik siireci esas olarak konak cevabina baglidir.
Bakteriler ve virulans faktorleri, patojenik mikroorganizmalarin yok edilmesini
amaglayan immiinenflamatuvar cevaba neden olmaktadir. Konak cevabi, spesifik
bakteriyel antijenlere karsi antikor ya da hiicresel reaksiyonlar seklinde gelismektedir.
Konaga bagli doku yikiminda bakteriler ve firiinleri dokuda enflamatuvar cevabi
indukleyerek, polimorfonlkleer I6kosit (PMNL) migrasyonuna, fibroblastlarda
farklilagmaya, makrofajlarin aktivasyonu ile interlokin-1 (IL-1), timor nekroz faktor-
o (TNF-a), prostaglandinler ve hidrolitik enzimler gibi {riinlerin salinimina neden
olarak sert ve yumusak doku yikimini gergeklestirmektedir (Assuma ve ark., 1998;
Silva ve ark., 2008). Kronik periodontitise sahip bireylerin diseti dokusu ve diseti
stvisinin - saglikli bireylere gore artmis miktarda proenflamatuvar faktor, sitokin,
kemokin ve diger enflamatuvar medyatorleri igerdigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2010).
Bu tiriinlerin salimiminin dokudaki artis1 alveolar kemik rezorpsiyonu ve bag doku kaybi

i¢in anahtar faktor olarak degerlendirilmektedir (Taylor, 2010; Pathirana ve ark., 2010).



Konak modiilasyon konsepti dis hekimliginde ilk olarak Williams ve ark.lar
(1985) ve Golub ve ark.lar1 (1992) tarafindan belirtilmistir. Giiniimiizde alveolar kemik
yikimina kadar uzanan mekanizmalarin baglamasina sebep olan proenflamatuvar sitokin
iiretiminin inhibe edilmesinin, konak yanitin1 baskilayacag goriisii gecerlilik
kazanmaya baslamistir (Gemmel ve ark., 1997; Kantarci ve ark., 2006; Kirkwood ve
ark., 2007; Souza ve ark., 2012). Konvansiyonel periodontal tedavi yaklasimlarina ek
olarak kullanilan ve konak yanitin1 modiile etmeyi amaglayan farmakolojik
preparatlarin mevcut sistemik yan etkileri ve uzun donem kullanimlar ile ilgili ortaya
c¢ikabilecek sorunlar (Salvi ve Lang, 2005; Shannon ve ark., 2011; Soares ve ark., 2012)
arastirmacilar alternatif tedavi segeneklerine yonlendirmistir (Cao ve Sun, 1998; Chan,
2003; Sastravaha ve ark., 2005; Botelho ve ark., 2007; Liao ve ark., 2013). Ozellikle
yaygin antibiyotik kullanimina kars1 bakterilerin gelistirdigi tolerans, bu konuda yapilan
calismalar1 daha da 6nemli hale getirmistir (Soares ve ark., 2012).

Kafeik asit fenetil ester (KAFE) aribali propolis ekstratinin 6nemli aktif
komponentlerinden biridir. Propolisin antienflamatuvar etkinliginin KAFE’den
kaynaklandigi rapor edilmistir (Borrelli ve ark., 2002; Rossi ve ark., 2002). Propolisin
bu aktif komponentinin antienflamatuvar (Natarajan ve ark., 1996; Orban ve ark., 2000;
Zhang ve ark., 2014) , immunomodulator (Park ve Kahng, 1999), antineoplastik (Akyol
ve ark., 2013), antioksidan (Sud'ina ve ark., 1993; Coban ve ark., 2010), antibakteriyel
(Popova ve ark., 2005;Velazquez ve ark., 2007) ve yara iyilestirici (Koltuksuz ve ark.,
2001; dos Santos ve Monte-Alto-Costa, 2013) 6zellikleri gosterilmistir.

Literatiirde KAFE’ nin periodontal hastalik iizerine etkisiyle ilgili herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. KAFE’nin interlokin-18 (IL-1B) ve TNF-o’nin tretimini
azaltip, konak yanitin1 diizenleyerek periodontal doku yikimini azaltabilecegi
hipotezinden yola ¢ikarak planladigimiz ¢alismamizda, KAFE’nin periodontitis
olustuktan sonraki déonemde alveolar kemik kaybi iizerine etkisinin morfometrik ve IL-

1B ve TNF-a iizerine etkisinin biyokimyasal olarak incelenmesi amag¢lanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kronik Periodontitis

Periodonsiyum, kok sementini, periodontal ligamenti, alveolar kemigi ve
disetini igeren, disi destekleyen yapilar1 tanimlayan genel bir terimdir. Periodontal
dokular tek bir birim gibi gelisir ve fonksiyon goriir. Bu dokularin bir kismi ve/veya
tamaminda goriilen patolojik degisikliklere periodontal hastalik adi verilir (Hoffman,
1966; Cho ve Garant, 2000).

Kronik periodontitis (KP), mikrobiyal dental plaga karst olusan diseti
enfeksiyonunun tedavi edilmedigi durumlarda meydana gelen, atasman ve kemik
kaybiyla karakterize kronik enflamatuvar bir hastaliktir. Periodontitisin en sik goriilen
formudur. Her yasta goriilebilmekle birlikte en ¢ok 35 yas iistii erigkinleri etkilemekte
ve hastaligin goriilme siddeti yasla birlikte artis gostermektedir (Armitage, 2000).
KP’de kemik kaybi yavas, genellikle horizontal seyirli, bolgeye spesifik ilerlemektedir.
Miktar1 lokal faktorlerle orantilidir (Williams, 1990; Flemmig, 1999).

2.1.1. Periodontal Hastaliklarin Histopatolojisi

“Periodontal hastalik” terimi hem gingivitis hem de periodontitisi i¢ine alan bir
terimdir. Gingivitis, disi saran yumusak dokularin enflamatuvar durumudur (Kinane,
2001). Dis iizerinde biriken mikrobiyal plaga karsi olusan akut enflamatuvar cevap
koruyucudur. Akut enflamatuvar cevap ile patojen eliminasyonu ve doku homeostazisi
saglanmaktadir. Enflamatuvar cevabin basarisiz oldugu durumlarda ise abse
formasyonu, skar veya kronik enflamasyonla iyilesme gibi sonuglar olusmakta ve disi
destekleyen dokularda yikim meydana gelmektedir (Van Dyke ve Serhan, 2003; Kinane
ve Bartold, 2007).

Periodontal hastalifin klinik ve histopatolojik asamalarin1 kategorize etmek
icin periodontal enflamatuvar degisiklikler 4 histopatolojik asama seklinde
tanimlanmistir; baslangig, erken, yerlesik lezyonlar ve ilerlemis periodontal lezyon (The
American Academy of Periodontology, 1999).

Baslangi¢c ve erken lezyonlar, gingivitisin erken asamalarini, yerlesik lezyon

ise kronik gingivitisi ifade etmektedir. Bu enflamatuvar degisiklikler yeterli dis



temizligi yapildigi takdirde geri dondiiriilebilmektedir (Loe ve ark., 1965; Socransky ve
ark., 1984; Axelsson ve ark., 1991). ilerlemis lezyon ise gingivitisten periodontitise
ilerlemeyi ve periodontitisin histopatolojik 6zelliklerini tanimlamaktadir (Page ve
Schroeder, 1976).

Baslangi¢ lezyonu plak birikiminin 4. gununde gordlir. Klinik goruntide
herhangi bir degisiklige neden olmaz. Plak birikimine karsi olusan akut enflamatuvar
cevapla karakterizedir (Loe ve ark., 1965; Zachrisson, 1968; Payne ve ark., 1975).
Gingival enflamasyonun ilk goriinlimii dilate kapiller, artmis kan akisindan olusan
vaskiler degisikliklerdir. Bu enflamatuvar degisiklikler bdlgedeki 16kositlerin
mikrobiyal aktivasyona cevabi ve sonrasinda endotelyal hiicrelerin uyarilmasiyla
meydana gelir (Lindhe ve ark., 1973; Page, 1986). Baslangi¢ lezyonu gingival sulkus
bolgesinde lokalizedir. Birlesim epitelinin bir kismi ve bag dokusunun koronal kismini
icerir. Dentogingival pleksustaki arterler, kapillerler ve venlerdeki dilatasyon histolojik
olarak belirgindir. Mikrovaskiiler yatak permeabilitesinde artis meydana gelir.En
belirgin o6zellikler diseti olugu sivisindaki (DOS) artis ve birlesim ve sulkuler epitelin
altindaki vaskiiler pleksustan birlesim epiteli ve diseti oluguna nétrofil migrasyonudur.
Enflamatuvar infiltrat, epitelin altindaki gingival bag dokunun %35-10"unu kaplar.
Enflamatuvar infiltratin lokalize oldugu bolgede kollajen kaybi meydana gelir. Bu
bosluk DOS, serum proteinleri ve enflamatuvar hiicreler tarafindan doldurulur (Payne
ve ark., 1975; Schroeder ve ark., 1975). Klinik olarak normal gingival doku ve
gingivitis baglangi¢ evresini birbirinden kesin olarak ayirmak miimkiin degildir (Page,
1986).

Plak birikiminin yaklagik 7. giiniinden sonra baslangi¢ lezyonunun bulundugu
alanda mononiikleer l0kositlerden olusan enflamatuvar infiltrat gelisir ve erken lezyon
baglar (Payne ve ark., 1975; Seymour ve ark., 1983). Birlesim epitelinin altindaki
damarlar dilate sekilde kalmaya devam eder fakat inaktif kapiller yataklarin dnceden
acilmasina bagl olarak sayisi artar. Lezyonun periferinde lenfositler ve makrofajlar
baskindir. Aralarinda az sayida plazma hiicresi de bulunmaktadir. Bu asamada infiltrat,
gingival bag dokunun yaklagik %15’ini kaplar. Enflamatuvar infiltratin lokalize oldugu
bolgede kollajen kayb1 %60-70’e ulasir. Infiltre hiicreler kollajen yikimiyla bosluk
olusturmaya devam ederler. Enflamatuvar degisiklikler 6dem ve eritem olarak gordlur
hale gelir (Loe ve ark., 1965).



Plak birikiminden 2-3 hafta sonra erken lezyon yerlesik lezyona doniisiir. Bu
lezyon klinik olarak daha 6demlidir ve “kronik™ gingivitis olarak adlandirilabilir. Bu
evre, etkilenmis alan boyutunun artigi, lezyon periferinde plazma hiicreleri ve
lenfositlerin baskin olusuyla karakterizedir. Diseti cebinin lamina propriasinda makrofaj
ve lenfositler tespit edilebilir. Birlesim ve sulkuler epitelde nétrofil infiltrasyonu
baskindir (Lindhe ve ark., 1980; Okada ve ark., 1983; Brecx ve ark., 1988). Birlesim ve
sulkuler epitelde proliferasyon ve bag dokunun derinine dogru migrasyon olabilir.
Gingival sulkus derinlesir ve birlesim epitelinin koronal kismi cep epiteline doniisiir.
Cep epiteli, dis yiizeyine tutunmaz ve sonunda epitel boyunca gingival sulkus veya cebe
goc eden Iokosit Ozellikle notrofil infiltrasyonuna sahiptir. Uzun donem insan
caligmalarinda gingivitiste genellikle plazma hiicre baskinlig1 goriilmez (Brecx ve ark.,
1988). Yerlesmis lezyonun bu Ozelliginin insanlarda goriilmedigi ancak deneysel
hayvanlarda goriildiigii ileri stirilmektedir (Page ve Schroeder, 1976).

Ilerlemis lezyon periodontal cep formasyonunu, iilserasyon yiizeyini ve
siipirasyonu, alveolar kemik ve periodontal ligament yikimini, dis mobilitesini ve
sonunda dis kaybini igerir. ilerlemis lezyon yerlesmis gingival lezyonla aym 6zelliklere
sahiptir. Bu oOzelliklere, kok ylizeyinde bag doku atagsmaninin yikimi ve epitelyal
atasmanin apikale migrasyonu da eslik eder (Seymour ve Greenspan, 1979; Lindhe ve
ark., 1980). Gingivitisten periodontitise ilerleyis, baskin olan T-htcrelerinin B-
hiicrelerine degismesiyle karakterizedir. Kemik yikimi kan damarlar1 g¢evresindeki
interdental septum kreti boyunca baslar. Epitelin kok yiizeyi boyunca apikale dogru go¢
etmesi cep epitelinin parmak benzeri c¢ikintilarinin derin bag dokular igine
genislemesine neden olur. Bu ¢ikintilar kesintili bazal tabaka {lizerinde diizensiz sirtlar
gibidir ve dise bagl degildir (Muller-Glauser ve Schroeder, 1982).

Enflamatuvar reaksiyona bagli kemik kaybmin olusmasi i¢in 1) diseti
dokusunda bulunan enflamatuvar medyatdr konsantrasyonu, kemik rezorpsiyonuna
neden olan yollarin aktivasyonu i¢in yeterli olmalidir; 11) enflamatuvar medyatorler
alveolar kemikten kritik uzakliga erisebilmek i¢in diseti dokusuna penetre olmalidir
(Graves ve Cochran, 2003). Kemik rezorbsiyonunun amaci kemigin enflamatuvar
lezyondan uzaklasarak bakterilerin kemige invaze olmasini engellemektir (Bartold ve

Van Dyke, 2013). Kemik rezorbsiyonunun devam etmesi birlesim epitelinin intakt bir



bariyer olusturmak igin apikale gogiine neden olmaktadir (Cochran, 2008; Myneni ve
ark., 2013).

2.1.2. Periodontal Hastaliklarda Doku Yikimi ve IL-1f ve TNF-a

Periodontitisin temel etiyolojik faktorii dis yiizeyindeki mikrobiyal dental
plaktir (Offenbacher, 1996). Mikrobiyal dental plagin dis yiizeyindeki varligi, konagi
koruyan ve plagin etkisini sinirlandiran enflamasyona neden olmaktadir (Kinane ve
Attstrom, 2005; Nanci ve Bosshardt, 2006). Plak tarafindan baslatilan periodontal
hastaligin siddeti, sekli ve ilerlemesi ise konak cevabina baghdir (Kirkwood ve ark.,
2007).

Periodontal doku yikimi iki farkli yolla olusabilmektedir.

Direkt yolda bakterinin kendisi veya triinleri periodonsiyumda yikima neden
olmaktadir. Hastaligin erken evrelerinde belirgindir. Bakteriler hyaliironidaz,
kollajenaz, proteaz gibi {irlinler ve enzimler yardimiyla ekstraselliiler matriksin
yikimina neden olmaktadir. Endotoksin, lipoteikoik asit gibi bakteriyel iirlinler kemik
rezorpsiyonunun potansiyel stimalatorleridir (Kirkwood ve ark., 2007).

Indirekt yolda ise konagin bakteriyel antijenlere kars1 olusturdugu bozulmus ve
asirt immiinenflamatuvar cevap doku yikimina neden olmaktadir (Giannobile, 2008;
Preshaw, 2008). Konak cevabi, spesifik bakteriyel antijenlere karsi antikor veya
hucresel reaksiyonlar seklinde gelismektedir. Bakteriler veya iiriinlerine karsi PMNL
migrasyonu, fibroblastlarda farklilasma, makrofajlarin aktivasyonu gerceklesmektedir
(Assuma ve ark., 1998; Silva ve ark., 2008). Gingival dokularda lokal konak cevabinin
baslamasi sitokinler, prostanoidler ve enzimlerin iiretimine neden olmaktadir (Taubman
ve ark., 2005; Ohlrich ve ark., 2009; Bartold ve Van Dyke, 2013).

Sitokinler guclu biyolojik aktivitelere sahip kiiglik protein molekiilleridir. Esas
fonksiyonlart immiin cevabin diizenlenmesidir (Dinarello, 2007). Bazi sitokinler
hastaligin etkilerini arttirirken (proenflamatuvar), bazilar1 ise enflamasyonu azaltmakta
ve iyilesmeyi arttirmaktadir (antienflamatuvar) (Graves ve Cochran, 2003; Armutgu ve
ark., 2015). Normal kosullar altinda dengede olan proenflamatuvar ve antienflamatuvar
medyat6ér seviyesi mikrobiyal patojenleri elimine etmekte ve konagi korumaktadir
(Kirkwood ve ark., 2007; Preshaw, 2008). Bu dengenin proenflamatuvar medyatorler
lehine bozulmasi dokuda yikima neden olmaktadir (Tsai ve ark., 2005; Borges ve ark.,

2007).



IL-1 periodontal hastalikta en c¢ok ¢alisilan sitokindir. Genis biyolojik
aktivitelere ve enflamasyon siiresince birgok gen salinimi lizerinde direkt etkiye sahip
proenflamatuvar bir sitokindir. DOS’taki varlig1 ilk olarak Charon ve Mergenhagen
tarafindan gosterilmistir (Charon ve ark., 1982; Mergenhagen, 1984; Graves ve
Cochran, 2003). IL-1 genetik polimorfizminin periodontal hastaliga karsi duyarliligt
arttirdigr diistiniilmektedir (Ayazi ve ark., 2013; Cantore ve ark., 2014). Bununla
birlikte astim (Okada ve ark., 1995) ve romatoid artrit patogenezinde (Ruscitti ve ark.,
2015), kanser ilerleyisinde (Idris ve ark., 2015), septik sok ve yara iyilesmesinde
(Brechter ve ark., 2008) etkili oldugu bilinmektedir. interlokin-1alfa (IL-1a) ve IL-1PB
olmak Uzere agonistik ve benzer aktivitelere sahip iki ana IL-1 formu bulunmaktadir
(Dinarello, 1996). IL-1a ve IL-1B birbirinden ayr1 sekilde ilk olarak Masada ve ark.
(1990) tarafindan degerlendirilmistir. Calisma sonunda IL-1B seviyesinin IL-la
seviyesinden daha yiiksek oldugu ve periodontal tedavi sonrasinda iki medyator
seviyesinin de azaldig1 rapor edilmistir.

IL-1B, periodontal hastaliga sahip bireylerin diseti dokusunda ilk calisilan
sitokindir (Honig ve ark., 1989; Jaedicke ve ark., 2016). Bag doku yikimi ve alveolar
kemik rezorpsiyonunun 6nemli medyatorlerindendir. Hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve
apoptozisi gibi hiicresel aktivitelerde rol almaktadir. IL-1p salinimi1 mikroorganizmalar,
bakteriyel toksinler, kompleman komponentleri veya doku hasar1 tarafindan
tetiklenmektedir. IL-1pB periodontal enflamasyonda esas olarak makrofajlar ve dendritik
hiicrelerden salinmaktadir. Bununla birlikte gingival fibroblastlar, periodontal ligament
hiicreleri ve osteoblastlar tarafindan da salinabilmektedir (Liu ve ark., 2010). Fibroblast
proliferasyonunun, proteoglikan, kollajen, kollajenaz ve prostaglandin sentezinin
indiklenmesi (Alexander ve ark., 1996), osteoklast aktivasyonu (Preiss ve Meyle,
1994), matriks metalloproteinaz  (MMP) dretiminin  upregile, MMP  doku
inhibitorlerinin ise downregiile edilmesi (Orozco ve ark., 2006) gibi biyolojik
aktivitelere sahiptir. Bu 6zellikleri sebebiyle periodontitis baslangici ve ilerleyisi ile
iligkili oldugu distinilmektedir (Tiiter ve ark., 2001). IL-1B seviyesinin; enflame
periodontal alanlarda saglikli alanlara oranla hem dokuda hem de DOS’ta daha yiiksek
oldugu (Jandinski ve ark., 1991; Wilton ve ark., 1992; Preiss ve Meyle, 1994; Hou ve
ark., 1995; Yavuzyilmaz ve ark., 1995) ve siddetli periodontitise sahip bireylerde cep

derinligi ile pozitif korelasyon gosterdigi rapor edilmistir (Engebretson ve ark., 2002;



Rescala ve ark., 2010). Periodontitisli bireylerde Faz 1 periodontal tedavi sonrast DOS
IL-1B seviyesinin azaldigi gosterilmistir (Reinhardt ve ark., 1993). Tedavi sonrasi
azalan IL-1p seviyesi ile iyilesen klinik parametrelerin pozitif korelasyonunu gosteren
calismalar bulunmaktadir (Hou ve ark., 1995; Tsai ve ark., 1995). Hayvan modellerinde
ve periodontitisli bireylerde yapilan ¢alismalarda artmig IL-1p seviyesi aktif periodontal
hastalikla iliskilendirilmistir (Stashenko ve ark., 1991a; Smith ve ark., 1993).

TNF sitokini, TNF-a ve timor nekroz faktor-f (TNF-B) olmak iizere iki
proteini temsil etmektedir. Her iki protein de kemik ve kikirdak rezorpsiyonunu stimiile
edebilmektedir (Genco, 1992). TNF-a 6nemli bir enflamatuvar sitokin ve immdin cevap
duzenleyicidir. Periodontitis patogenezinde Onemli rol oynamaktadir. Esas olarak
makrofajlardan salinmaktadir. Bununla birlikte nétrofil, keratinosit, fibroblast, natural
killer (NK) hiicrelerden ve stimiilasyonlarindan sonra T ve B hicrelerinden de
salinabilmektedir (Ding ve ark., 2014). Deneysel calismalar TNF-o’nin mikrobiyal
patojenlere direngte rol oynadigini gostermektedir (Tartaglia ve Goeddel, 1992;
Ferrante ve ark., 1993). Immiin cevab:i genellikle kemokinler, adezyon kuvvet
molekdlleri ve prostaglandin E> (PGE2) gibi ikincil medyatdér molekilleriyle aktive
etmektedirler. Fibroblastlardan kollajenaz  sekresyonunu, osteoklast progenitor
hiicrelerin  farklilagsmasin1  ve proliferasyonunu indiikleyerek ve indirekt olarak
osteoklastlar1 aktive ederek periodontal dokularin yikimina katkida bulunmaktadir
(Gemmell ve ark., 1997; Yun ve ark., 2007; Liu ve ark., 2010; Taylor, 2010). TNF-a
gen polimorfizminin kronik periodontitise yatkinligr arttirdigr bildirilmistir (Ding ve
ark., 2014; Ozer ve ark., 2015). Diseti, DOS ve tiikiirik TNF-o seviyesinin
periodontitisli bireylerde saglikli bireylere oranla anlamli derecede daha ylksek oldugu
gosterilmistir (Preiss ve Meyle, 1994; Gorska ve ark., 2003; Frodge ve ark., 2008). DOS
TNF-a seviyesinin plaga bagh gingival enflamasyonda arttig1 ve periodontitisle iliskili
oldugu bildirilmistir (Rossomando ve ark., 1990; Heasman ve ark., 1993; Graves ve
Cochran, 2003). TNF-a enjeksiyonunun periodontitisi siddetlendirdigi deneysel olarak
gosterilmistir (Gaspersic ve ark., 2003).

IL-1p ve TNF-a kemik rezorpsiyonunda sinerjistik etki gostermektedir (Okada
ve Murakami, 1998). Periodontitisli bireylerin diseti IL-1p ve TNF-o seviyelerinin
klinik parametrelerle korelasyon gosterdigi belirtilmistir (Gorska ve ark., 2003). TNF-a

veya IL-1B’nin sistemik veya lokal ndtralizasyonunun alveolar kemik kaybini inhibe



ettigi (Assuma ve ark., 1998; Graves ve ark., 1998; Delima ve ark., 2001), periodontal
yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi (Zhang ve ark., 2004) yapilan deneysel
caligmalarla gosterilmistir. IL-1p ve TNF-a’nin periodontal dokularda doku yikimi ve
kemik rezorpsiyonunu baglatan en Onemli anahtar medyatérler oldugu kabul
edilmektedir ~ (Gemmell ve ark., 1997; Kinane ve ark., 2011) (Sekil 1).
Antagonistlerinin periodontitis tedavisinde etkili oldugu deneysel c¢aligmalarla
gosterilen bu sitokinlerin sentez, salinim ve biyolojik aktiviteleri periodontitis
tedavisinde hedef olarak gosterilmektedir (Assuma ve ark., 1998; Engebretson ve ark.,
2002; Vardar-Sengul ve ark.,2009).

IL-1 veya TNF
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Sekil 1. IL veya TNF’nin periodontal doku yikimina neden olan mekanizmalar1t (Graves ve Cochran,
2003’ten uyarlanmigtir)
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2.2. Periodontal Hastaliklarda Konak Yanit Modiilasyonu

Periodontal hastaligin ana etkeni mikrobiyal dental plak olarak kabul
edilmektedir (Haffajee ve Socransky, 1994). Mikrobiyal dental plak igerigindeki
periodontopatojenlerin ve lriinlerinin mekanik yontemlerle uzaklastirilmas: periodontal
tedavinin temelini olusturmaktadir (Heitz-Mayfield, 2009). Bakterilere karsi gelisen
konak immiinenflamatuvar cevabin doku yikimina neden oldugu bilinmektedir
(Kirkwood ve ark., 2007). Bu agidan bakildiginda periodontal hastaligin tedavisine
yardimcet olmak amaci ile kullanilan tedavi edici ajan stratejilerinden biri antimikrobiyal
tedavileri igerirken bir digeri ise konak yanitin1 modiile etmeyi amaglayan yontemleri

kapsamaktadir (Kirkwood ve ark., 2007). Mekanik periodontal tedavi ile bakterilerin



tamamen uzaklagtirlmast miimkiin olmadiginda ek olarak lokal ve sistemik
antimikrobiyal kullanimi ile bakteriyel yiiklemenin azaltilmasi ve klinik sagligin
kazanilmasi hedeflenmektedir (Herrera ve ark., 2002; Greenstein, 2006).

Periodontal hastalikta olusan kemik yikimi bakteriyel iriinlerin direkt
etkisinden ¢ok konak cevabindan kaynaklanmaktadir (Graves, 2008). Periodontal
hastaliktaki bu paradoks konak modiilasyon tedavisinin temelini olusturmaktadir (The
American Academy of Periodontology, 1999). Konak modiilasyon ajanlar1 ile yapilan
arastirmalarda bu ajanlarin proteolitik enzimlerin, proenflamatuvar medyatorlerin ve
osteoklast aktivitesinin inhibisyonu seklinde etki gosterdigi ileri siiriilmiistiir (Reddy ve
ark., 2003).

Aragidonik asit (AA) metabolitleri romatoid artrit ve periodontitis gibi gesitli
enflamatuvar hastaliklarda doku yikim medyatérleri olduklari kabul edilmektedir
(Offenbacher ve ark., 1993; O'Dell, 2004). Nonsteroidal antienflamatuvar ilacglar
(NSAID) zayif organik asitlerdir ve AA metabolit sentezini inhibe ederek prostaglandin,
tromboksan ve prostasiklin Gretimini engellemektedir (FitzGerald ve Patrono, 2001).
NSAID’lerin bu etkilerinden dolayr alveolar kemik rezorpsiyonunu azalttig
gosterilmistir (Williams ve ark.,, 1988). Uzun doénem NSAID kullanimi renal
prostaglandin sentezinin baskilanmasina neden olabilmekte ve bu etki artmis sodyum
tutulumu, azalmis kan akisi ve son olarak renal yetmezlikle sonuglanabilmektedir
(Lindsley ve Warady, 1990). Siklooksijenaz-1 (COX-1) inhibitorleri prostaglandin
tiretimini baskilanmasindan dolayr gastrik tilserasyona neden olabilmektedir (Hawkey,
1993). Son c¢alismalar, siklooksijenaz-2 (COX-2) inhibitorlerinin kardiyovaskiler
riskleri arttirabilecegini gostermistir (Couzin, 2004; Wardle, 2004). COX-2 kullanimu,
periodontitis tedavisinde yararli etkileri gosterilmis olmasina ragmen (Howell ve ark.,
1991; Jones ve ark., 1999; Sekino ve ark., 2005) ciddi yan etkilere sahip olmasi nedeni
ile sakincal1 bulunmustur (Salvi ve Lang, 2005).

Bisfosfonatlar osteklastik kemik rezorpsiyonunu baskilayan pirofosfat
analoglaridir. Osteoblast farklilagmasini arttirma, osteklast aktivasyonunu inhibe etme
Ozelliklerine ek olarak hidroksiapatit kristallerine baglanmakta ve ¢o6ziilmelerini
engellemektedir (Shinoda ve ark., 2008). Bu etkilerinden dolayr periodontitis
tedavisinde kullanilabilecegi gosterilmistir (Preshaw, 2008). Yapilan deneysel

periodontitis ¢alismalarinda mineral densiteyi arttirdig, alveolar kemik kaybini azalttig
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bildirilmistir (Brunsvold ve ark., 1992; Reddy ve ark., 1995). Bisfosfonat kullaniminin
sondalama derinliginde azalma, klinik atagsman kazanci, sondalamada kanamada azalma
(Rocha ve ark., 2001; Rocha ve ark., 2004; Lane ve ark., 2005), alveolar kemik kazanci
(Jeffcoat ve Reddy, 1996) ve kemik mineral densitesinde artmaya (Marx, 2003;
Ruggiero ve ark., 2004) neden oldugu rapor edilmistir. Uzun donem kullanimi ise ¢ene
kemiginin osteonekrozuyla iligskilendirilmistir (Marx, 2003; Ruggiero ve ark., 2004).
Sahip oldugu bu yan etkiden dolayr NSAID’ler gibi bisfosfonatlar da periodontitis
tedavisinde kullanima girememistir.

Tetrasiklinler, MMP aktivitelerini inhibe ederek doku yikimi ve kemik
rezorpsiyonunu engelleyebilmektedir (Salvi ve Lang, 2005). Anaerobik gram-negatif
periodontopatojenlere karsi etkin oldugu, 250 mg tek dozunun DOS’ta seruma nazaran
2-10 kat daha fazla konsantrasyonda bulundugu, biyolojik dokularda tutunabildigi ve bu
siiregte saliniminin devam ettigi rapor edilmistir. Lokal veya sistemik olarak
kullanilabilmektedir (Walker ve Golub, 2012; Swamy ve ark., 2015). Tetrasiklinlerin
gastrointestinal bozukluklara ve antibiyotik rezistansina yol agmasi gibi dezavantajlari
kimyasal modifiye tetrasiklinlerin (CMTs) gelistirilmesine onciiliik etmistir (Golub ve
ark., 1992). Giiniimiizde tetrasiklin dogal iriinler, tetrasiklin semi sentetik bilesikler ve
CMTs olmak iizere 3 grup tetrasikline ulasmak miimkiindiir. En umut vadeden grup
CMT’lerdir. CMT’ler tetrasiklinin antimikrobiyal 0Ozelligi elimine edilmis, konak
modiilator ve antikollajenolitik 6zelligi devam eden, modifiye seklidir (Sapadin ve
Fleischmajer, 2006). CMT’lerin MMP, proenflamatuvar sitokin, induklenebilir nitrik
oksit sentezi (INOS) ve kemik rezorpsiyonu inhibisyonu, fibroblast ve bag dokunun dis
dokusuna atagmanini arttirma gibi 6zelliklere sahip oldugu ve periodontitis tedavisinde
konak modiilasyon ajani olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (Ramamurthy ve ark.,
2002a). CMT’ler ¢ok yeni ajanlardir ve ilgili uzun donem insan ¢aligmasi
bulunmamaktadir. Bu nedenle giliniimiizde kullanima girmemistir (Swamy ve ark.,
2015).

Subantimikrobiyal doz doksisiklin (SDD) sitokin seviyelerinin azalmasi,
osteoblastik aktivitenin stimiilasyonu gibi ¢esitli sinerjistik mekanizmalarla MMP’lerin
azalmasma neden olan, tetrasiklin grubu konak modiilasyon ajanidir. Periodontitis
tedavisinde Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onayli sistemik uygulanan

tek konak modulatordur. 20 mg doksisiklin (Periostat) gunde iki doz olmak Uzere en az
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3 ay en fazla 9 ay olacak seklinde kullandirilmaktadir. Dis yiizeyi temizligine ek olarak
kullanilan SDD’nin uzun dénemde cep derinliginde anlamli bir azalmaya neden oldugu
ve herhangi bir ciddi yan etki gostermedigi bildirilmistir (Golub ve ark., 1992; Golub ve
ark., 2001; Emingil ve ark., 2004; Preshaw ve ark., 2004).

Periodontitis tedavisinde konak modiilasyonu amaciyla kullanilan ilaglar yan
etkilerinden dolay1 rutin kullanima girememistir (Herrera ve ark., 2002). Bu nedenle
daha az yan etkiye sahip oldugu diisiiniilen antimikrobiyal ve antienflamatuvar etkinlige
sahip dogal ajanlara olan ilgi son yillarda oldukg¢a artmistir (Eisenberg ve ark., 1998;
Palaska ve ark., 2013).

2.3. Kafeik Asit Fenetil Ester

Propolis, i¢inde 300°den fazla bilesik barindiran ar1 balidir. Antienflamatuvar,
antikanser ve immunomodilator 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Aral ve ark.,
2015). Lokal kullamimimin protez stomatitine sahip hastalarda palatal 6dem ve eritemi
azalttigi, bu bulgularin antienflamatuvar o6zelliginden kaynaklaniyor olabilecegi
belirtilmistir (Santos ve ark., 2008). Deneysel periodontitiste sistemik uygulanan
propolisin alveolar kemik yikimini azalttigi rapor edilmistir (Toker ve ark., 2008).

KAFE; antitimoral, antiproliferatif, antienflamatuvar, antineoplastik ve
antioksidan gibi onemli biyolojik aktivitelere sahip olan propolisin fenolik aktif
bilesenlerinden biridir. Oziit alma metotlariyla propolisten veya Yiizey cevap
metodolojileriyle kafeik asit ve fenetil alkollerden elde edilebilmektedir (Akyol ve ark.,
2013). Katesol zincirli hidroksil gruplari ihtiva eden polifenoldiir. Molekiiler formalii
C17H1604’tlir (Sud'ina ve ark., 1993; Natarajan ve ark., 1996). Ticari olarak beyaz toz
seklinde satilmaktadir. Etil asetat, etanol, dimetil siilfoksitte ¢coziilebilmekte, su ve/veya
salinde ¢ozllememektedir. 284.31 g mol™* molekiiler agirliga sahiptir (Akyol ve ark.,
2012). Farmakokinetik 6zellikleri siganlarda ¢alisilmistir. Kullanilan doza gore klerensi
42.1-172 ml dk! kg! arasinda, dagihm hacmi 1555-5209 ml kg arasinda
degismektedir. Yar1 6mrii dozdan bagimsiz olarak 21.2-26.7 dk arasinda de§ismektedir.
Bu bulgular KAFE’nin dokulara yaygin sekilde dagildigini ve hizli sekilde elimine
edildigini gostermektedir (Wang ve ark., 2009). Toksisitesini gosteren c¢alisma
bulunmamaktadir (Burdock, 1998; Toyoda ve ark., 2009; Akyol ve ark., 2013).
Antibakteriyel (Velazquez ve ark.,, 2007), antioksidan (Chen ve ark.,, 2001),

immunomodulator (Park ve ark., 2008), yara iyilestirici (dos Santos ve Monte-Alto-
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Costa, 2013) ve antienflamatuvar (da Cunha ve ark., 2004) ozelliklere sahiptir.
Antimikrobiyal etkisi gosterilen KAFE’nin (Serkedjieva ve ark., 1992; Kujumgiev ve
ark., 1993) bu etkisinin bakterilerin dis membranini1 yikan reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) sentezine bagl olabilecegi rapor edilmistir (Lee ve ark., 2013). Bu 6zelliginden
dolayr diyette aliminin bogaz agrisi, soguk alginligi tedavisinde yardimci olabilecegi
bildirilmistir (Murtaza ve ark., 2014). KAFE tedavisinin direkt veya indirekt olarak
immiin hiicre sayisinda 6zellikle T-hicrelerinde ve immiinoglobulin E (IgE) seviyesinde
azalmaya sebep oldugu gosterilmis ve allerjik hastaliklarda tedavi ajami olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (Park ve ark., 2008). Ayrica niikleer transkripsiyon faktor
kappa beta (NF-xP) aktivitesini baskilayabildigi gosterilen KAFE’nin (Natarajan ve
ark., 1996) bronsiyal astimda (Jung ve ark., 2008), obeziteden kaynakli metabolik
degisikliklerin diizeltilmesinde (Bezerra ve ark., 2012), aterosklerozun dnlenmesinde
(Yamamoto ve Gaynor, 2001) ilave tedavi ajami olarak kullanilabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Bas boyun karsinomlart gibi siirekli artan seviyede aktif NF-«f eksprese
eden tlimorlere sahip hastalarda KAFE’nin diyetle aliminin tedaviye katki
saglayabilecegi rapor edilmistir (Akyol ve ark., 2013). Kanser hiicrelerine sitotoksik
etki gosterirken saglikli hiicrelerde zararli etki gostermemesi (Chen ve ark., 2005)
nedeni ile antimetastatik ajan olarak kullanimi 6nerilmistir (Murtaza ve ark., 2014).
KAFE’nin, sitokin ve kemokin iiretimini, T hiicre proliferasyonunu ve lenfokin
tiretimini inhibe edebildigi ve enflamatuvar siireci baskilayabilecegi bildirilmistir
(Armutgu ve ark., 2015). TNF-a, IL-1p gibi proenflamatuvar sitokinlerin indiikledigi
NF-kf aktivasyonunun spesifik inhibitorii oldugu ve bu etkisinin antienflamatuvar ve
immiinomodiilator etkinliginin molekiiler temelini olusturdugu bildirilmistir (Natarajan
ve ark., 1996; Wang ve ark., 2009). Deneysel bagirsak tikanmasi olusturulan KAFE
uygulanan ratlarda proenflamatuvar sitokin (TNF-a, IL-6, IL-1B) ve c-reaktif proteinin
(CRP) azaldigi, antioksidan parametrelerin arttigi ve tedavi grubunda bakteriyel
translokasyonun anlamli derecede azaldig1 gosterilmistir (Firat ve ark., 2015).
KAFE’nin lokal uygulanmasmin l6kosit apoptozisini indiikleyerek sitokin ve diger
molekiillerin salinimini 6nledigi ve buna bagli olarak akut enflamasyonu etkili sekilde
baskilayabilecegi rapor edilmistir (Orban ve ark., 2000). Enflamatuvar medyatorlerin
uretimi Gzerine biyolojik ve farmakolojik 6zelliklerinin degerlendirildigi ¢alismada in
vitro lipopolisakkarit (LPS) indikli TNF-a, IL-1p, nitrik oksit (NO) ve PGEz Uretimini,
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hayvan modelinde doza bagli olarak plazma TNF-a konsantrasyonunu ve NF-«kf3
aktivasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Jung ve ark., 2008).

Giliniimlizde dental alanda KAFE uygulamasi ile yapilan ¢alismalar oldukca
siurlidir. Propolisin fraktiir iyilesmesindeki pozitif etkisinin x-ray, dual-energy x-ray
absorptiometry (DEXA) ve histopatolojik bulgularla desteklendigi bir ¢alismada bu
etkinin, icerigindeki KAFE’nin antioksidan &zelliginden kaynaklaniyor olabilecegi
belirtilmistir (Guney ve ark., 2011). Propolisteki KAFE etkinligini arastiran bir
calismada igeriginde KAFE bulunan propolis grubunun belirgin derecede daha etkin
antioksidan oldugu gosterilmistir (Russo ve ark., 2002). KAFE iceren ve igermeyen
propolis ve yalnizca KAFE uygulamanin antienflamatuvar etkinliklerinin
karsilastirildigr bir ¢alismada KAFE igeren propolis ve yalnizca KAFE uygulamanin
antienflamatuvar etkinlik gosterdigi, KAFE i¢ermeyen propolisin ise antienflamatuvar
ozellik gostermedigi bildirilmistir. Yalnizca KAFE uygulanan grup ve KAFE igeren
propolis uygulanan grup karsilagtirildiginda ise yalnizca KAFE uygulamasinin daha
etkili antienflamatuvar oldugu rapor edilmistir (Borrelli ve ark., 2002). Dis ¢ekim
soketine ve palatinal mukoza defektine uygulanan KAFE’nin iyilesmeyi belirgin
derecede arttirdign gosterilmistir (Gunay ve ark., 2014). Agiz gargaralarinin cerrahi
yaralarin iyilesmesine olan etkisinin incelendigi bir ¢alismada KAFE (propolis) iceren
ag1z gargarasiin intrabukkal cerrahi yara iyilesmesine yardim ettigi, agr1 kesici ve

antienflamatuvar etki gosterdigi rapor edilmistir (Magro-Filho ve de Carvalho 1994).

2.4. Lipopolisakkarit ve Deneysel Periodontitis Modeli

Bir bakterinin hastaliga sebep olan Ozelliklerine ‘viriilans faktorleri’
denilmektedir. Bu 6zellikler bakterinin konaga girisini, yayilmasini ve bakterinin konak
dokularinda direkt ve indirekt olarak hasar olusturabilmesini saglamaktadir (Yoshimura
ve ark., 1997). Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) proteaz, lipopeptit, fimbria,
hemaglutinin ve LPS gibi hastaligin ilerlemesine katkida bulunan, oral mikrobiyal
toplulugu degistirebilen bir¢cok viriilans faktdriine sahiptir (Bostanc1 ve Belibasakis,
2012). Bu faktorler, bakterinin kolonizasyonunda, invazyonunda, yerlesmesinde,
konaga persistansinda, immiin sistemin yikict mekanizmalarindan kagisinda, koruyucu
periodontal dokularin yikiminda etkilidir (Amano ve ark., 1999; Holt ve ark., 1999).
LPS, gram-negatif bakterilerin dis yiizeyini olusturan en 6nemli makromolekiildiir;

proenflamatuvar sitokinler, antienflamatuvar sitokinler ve kemokinlerin indukleyicisi
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olarak degerlendirilmektedir (Sun ve ark., 2010; Tanabe ve ark., 2014). P. gingivalis
LPS’sinin IL-1B, IL-6 ve TNF-a salinimini (Takeshita ve ark., 1999; Wang ve Ohura,
2002), NF-kB‘nin hiicresel ve niikleer yogunlugunu belirgin derecede arttirdigini
gosteren calismalar bulunmaktadir (Fu ve ark., 2015). Immiin miyeloit hiicreler
tarafindan iiretilen sitokinler araciligi ile T-hiicre aktivasyonunu degistirerek kazanilmis
bagisiklik iizerinde de etki gosterebildigi bildirilmistir (Pulendran ve ark., 2001).
Periodonsiyumda enflamatuvar ve immiin cevabi uyardigi bilinmektedir (Madianos ve
ark., 2005). Diseti bag dokusuna penetre olma yetenegine sahiptir ve kemik yikimina
sebep olan lokal immun cevap olusturmaktadir. Periodonsiyumda proenflamatuvar
sitokin salinimini arttirdigi in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir (Schwartz ve ark.,
1972; Dumitrescu ve ark., 2004; Herath ve ark., 2011). Proenflamatuvar sitokinlerin ve
MMP gibi konak enzimlerinin saliniminin artmasi sonucunda periodontal doku yikimi
gerceklesmektedir. Bu nedenle, son donemde c¢esitli bakteri tiirlerine ait LPS’ler
deneysel periodontitis ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir (Tsai ve
ark., 2005; Borges ve ark., 2007; Amer ve ark., 2011).

Fareler, sicanlar, rice sicanlari, hamsterlar, vizonlar, kediler, kopekler ve insan
olmayan primatlar gibi hastaliga yatkin pek ¢ok hayvan tiirii tanimlanmistir. Primatlar
insan ile yakin iligki ve benzerliklerinden dolay1 en iyi modeldir, ancak ¢cok masrafli
olmalar1 nedeniyle yaygmn kullanimlart s6z konusu degildir. Sicanlar ise deneysel
periodontal hastalik c¢aligmalarinda; molar dis bolgelerinin periodontal yapisinin
insanlara benzerlik gostermesi, maliyetlerinin ucuz olmasi, temin edilebilmelerinin,
beslenmelerinin ve iretilebilmelerinin kolay olmasi1 nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sicanlarda olusturulan deneysel periodontal hastaligin klinik ve
histopatolojik bulgularinin insanlarinkine olduk¢a benzer oldugu rapor edilmistir
(Bjornsson ve ark., 2003; Ekuni ve ark., 2003; Kuhr ve ark., 2004). Deneysel
periodontitis ¢alismalarinda en sik kullanilan sican tiirii sprague-dawley’lerdir (Klausen,
1991). Periodontal hastalik siganlarda, kendiliginden yerlesmis olan mikrobiyal dental
plaga (Jordan, 1971) veya ortama sunulan bakteri toksinlerine (Buduneli ve ark., 2004)
bagl olarak, plak birikimini arttiracak diyet kullanim1 (Robinson ve ark., 1991) veya
molarlarinin ~ servikaline ligatiir  yerlestirilmesi (Kuhr ve ark., 2004) ile

olusturulabilmektedir.
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3. MATERYAL METOT

Calismanmiz Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 23.07.2014 tarihli ve 2014/29 numaral1 karar1 ile hayvan haklar1 ve deney
etigi acisindan uygun bulundu. Calisma TUBITAK tarafindan 115S805 proje numarasi
ile desteklendi.Calismanin deneysel asamalart Ondokuz Mayis Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gerceklestirildi. Hayvan bakimi ve
kullaniminda uluslararas1 etik kurallar g6z Oniinde bulunduruldu. Calismanin
biyokimyasal analiz asamasi Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyokimya Anabilim Dali’nda gergeklestirildi.

3.1. Cahisma Protokolii

Calismada 40 adet erkek Sprague-Dawley sican kullanildi. Deney hayvanlari 6-
7 haftalik, agirliklar1 125-150 g arasinda degisen, sistemik olarak saglikli ve daha dnce
herhangi bir arastirmada kullanilmamis siganlar arasindan rastgele secildi. Sicanlar;
22+1°C sicaklik ve %50 nem oraninda, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik bir ortamda,
her bir plastik kafese tek sican yerlestirilerek muhafaza edildi ve sican yemi verilerek

beslenme sartlar1 standardize edildi.

3.2. Deney Gruplan

Deneysel ¢alismanin ilk asamasinda 40 adet erkek sicandan 10 adeti rastgele
secilerek kontrol grubu (Grup A) olarak belirlendi. Bu gruba deney sonuna kadar
herhangi bir islem uygulanmadi. LPS ile deneysel periodontitis olusturulan grup Grup
B; LPS ile deneysel periodontitis olusturulan ve 28 giin Sumol/kg/giin KAFE (CAPE,
caffeic acid phenethyl ester, C8221, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) uygulanan
grup Grup C; LPS ile deneysel periodontitis olusturulan ve 28 giin 10umol/kg/giin
KAFE uygulanan grup Grup D olarak belirlendi.

3.2.1. Deneysel Periodontitis Olusturulmasi
Deneysel periodontitis olusturulmasi planlanan 30 adet sican, her grupta 10
adet olacak sekilde rastgele 3 gruba ayrildi. Deneysel periodontitis, ticari olarak satin

alinan ve P. gingivalis bakterisinden elde edilen LPS (Invivogen, San Diego, CA, ABD)
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enjeksiyonu ile olusturuldu. LPS iiretici firma direktifleri dogrultusunda endotoksinden
arndirilmis 1 ml distile suyun, LPS igeren peletin bulundugu flakona aktarilmasini
takiben vortekslenmesiyle kullanima hazir hale getirildi. Deneysel periodontitis
olusturulacak sicanlarda, dncelikle 75-100 mg/kg ketamin-HCI’nin intraperitoneal (i.p.)
yolla verilmesiyle sistemik anestezi saglandi. Ust sol 1.molar dis ve iist 2. molar dislerin
interproksimal birlesim yeri hizasinda diseti altina 30 kalibre igne uglu insiilin
siringasiyla (BD Company, New Jersey, ABD) her seferde bukkal ve palatinal bolgeye
10ul‘lik enjeksiyonlar yapildi (Sekil 2). Enjeksiyon islemi 48 saat araliklarla toplam 3
kez tekrarland1 (L0tfioglu ve ark., 2010; Kador ve ark., 2011).

Sekil 2. Disetine LPS enjeksiyonu
Deneysel periodontitis olusumu, son enjeksiyonu takip eden 24. giinde 30 adet

siganin klinik (disetinde enflamasyon, diseti ¢ekilmesi) ve radyolojik bulgulari

degerlendirilerek dogrulandi (Sekil 3).
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Sekil 3. Son enjeksiyonu takip eden 24. giinde alinan radyograf

3.2.2. KAFE Uygulamasi

KAFE, etanol icerisinde ¢ozuldu ve sonraki seyreltmeler serum fizyolojik (%
0.9 NaCl, w/v) kullanilarak yapildi. Sicanlarin agirliklar: hassas tart1 (Precisa XB 220
A, Dietikon, Isvigre) ile tartilarak belirlendi. Doz miktar1 siganlarm agirliklarma gore
ayarlandu.

Deneysel periodontitis olusturulan Grup B’ye deney sonuna kadar herhangi bir
islem uygulanmadi. Grup C’ye i.p. olarak Spmol/kg/giin KAFE; Grup D’ye i.p.olarak
10umol/kg/giin KAFE 28 giin boyunca uygulandi (Sud'ina ve ark., 1993; Fitzpatrick ve
ark., 2001; Larki-Harchegani ve ark., 2013) (Sekil 4). Tim gruplar deney sonunda (57.
gun) sakrifiye edildi.

1

GrupB.C.D Grup C.D

Grup
ABCD

Gruplarm olugturulmas:

LPS uvgolamas: (1,3,5. giin)

Herhang bir ilem uvgulanmavan penivot (24 giin)
KAFE baglangic uvgulamas: (29. giin)

KAFE uygulanan perivot (28 giin)

Saknfikasvon (37. giin)

- | + ¥

Sekil 4. Deney zaman gizelgesi
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3.3. Orneklerin Biyokimyasal Analiz icin Hazirlanmasi

Deneyin 57. gininde tlim si¢anlardan derin anestezi altinda kardiyak
ponksiyon yontemi ile kan Ornekleri alindi. Ardindan siganlar sakrifiye edildi. Test
tiipleri oda 1s1sinda 3000 xg.de 10 dk. santrifiij (Shimadzu UV160A, SNo: 28006648,
JAPAN) edildi ve serum Ornekleri ayrilarak -80 °C de buzdolabinda saklandi. Daha
sonra diseti dokular1 alind1 ve uygun fosfat tampon soliisyonu (PBS, 10mM, pH 7.2)
icinde homojenizatérde homojenize edildi. Doku ornekleri +4°C’de 220V da 1 dk
boyunca sonikasyona (Fisher, Sonic Dismembrator; Mosel 300) tabi tutulduktan sonra -
80 °C’ de buzdolabinda saklandi. Calisma giiniinde oda 1sisina getirilen homojenatlar
+4°C’de 14000 rpm.de 5 dk. santrifiij edildi ve elde edilen siipernatantlar biyokimyasal

analizler i¢in kullanildi.

3.4. Diseti Dokusu Homojenatlar1 Protein Konsantrasyonunun
Belirlenmesi

Doku homojenatlarinda her bir numunenin protein miktar1 Lowry metodu ile
tespit edildi, biyokimyasal degerler mg.protein basina verildi. Lowry metodu, alkali
sartlar altinda peptid nitrojenlerin bakir(II) iyonlar1 ile reaksiyonu ve aromatik
aminoasitlerin bakir katalizli oksidasyonu ile ortama eklenen Folin-Ciocalteau
fosfomolibdik fosfotungstikasit reaktifinin heteropolimolibden mavisine indirgenmesi

esasina dayanmaktadir (Lowry ve ark., 1951).

3.5. IL-1p Seviyelerinin Biyokimyasal Olarak Belirlenmesi

IL-1B konsantrasyonlar1 ticari olarak piyasada bulunan eBioscience Rat IL-13
Platinum ELISA kit (eBioscience An Affymetrix Company, Cat No. BMS630/ BMS630
TEN, Vienna, Austria) (Sekil 5) ile sandvi¢ metot enzim immunoassay yontemi ile
calisildi.

Tim calisma ¢ozeltileri taze olarak hazirlandi ve kullanmadan 6nce oda
1s1sinda bekletildi. Liyofilize Rat IL-1p standart1 kullanilarak seri diliisyon yontemiyle,
7 adet standart (S1-2000 pg/mL, S»-1000 pg/mL, S3-500 pg/mL, S4-250 pg/mL, Ss-125
pg/mL, ve Se-62.5 pg/mL, S7-31.3 pg/mL) hazirlandi. Calisma sonunda absorbanslar
TECAN marka Micro plate reader kullanilarak 450 nm.dalga boyunda okundu.
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Numune IL-1B konsantrasyonlar1 standart degerleri kullanilarak olusturulan
standart egriye gore hesaplandi ve konsantrasyonlar pg/mL olarak ifade edildi.Doku
homojenatlarinda konsantrasyonlar protein degerlerine oranlandi ve sonuglar
pg/mg.protein olarak verildi. Ortalama interassay CV <% 10, intraassay CV ise <%10

idi. Yiksek konsantrasyonlu drnekler iki kez ¢aligilarak dogrulandi.

3.6. TNF-a Seviyelerinin Biyokimyasal Olarak Belirlenmesi

TNF-a konsantrasyonlari ticari olarak piyasada bulunan eBioscience Rat TNF-
a Platinum ELISA kit (eBioscience An Affymetrix Company, Cat No.
BMS622/BMS622 TWO/ BMS622 TEN, Vienna, Austria) (Sekil 5) ile sandvi¢ metot
enzim immunoassay yontemi ile ¢alisildi.

Tim c¢alisma c¢ozeltileri taze olarak hazirlandi ve kullanmadan 6nce oda
1s1sinda bekletildi.

Liyofilize Rat TNF-o standarti kullanilarak seri diltisyon yontemiyle, 7 adet
standart (S1-2500 pg/mL, S»-1250 pg/mL, S3-625 pg/mL, S4-312.5 pg/mL, Ss-156.3
pa/mL, ve Se-78.1 pg/mL, S7-39.1 pg/mL) hazirlandi. Calisma sonunda TECAN marka
Micro plate reader kullanilarak 450 nm.dalga boyunda absorbanslar okundu.

Numune TNF-a konsantrasyonlar1 standart degerleri kullanilarak olusturulan
standart egriye gore hesaplandi ve konsantrasyonlar ile carpilarak pg/mL olarak ifade
edildi. Doku homojenatlarinda konsantrasyonlar protein degerlerine oranlandi ve
sonuglar pg/mg.protein olarak verildi. Ortalama interassay CV <% 10, intraassay CV

ise <%?5 idi. Yiksek konsantrasyonlu drnekler iki kez ¢aligilarak dogrulanda.

‘eBioscience

Sekil 5. Elisa kitleri A:eBioscience Rat IL-1p Platinum ELISA kit B: eBioscience Rat TNF-a Platinum
ELISA kit
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3.7. Alveolar Kemik Kaybi Olciimii

Alveolar kemik kaybi ol¢iimii i¢in diseti doku Ornekleri alindiktan sonra
ceneler 10 dakika kaynatildi ve yumusak dokular manuel olarak temizlendi. Kalan
yumusak dokularin uzaklagtirilmasi amaciyla ¢eneler 5 dakika oda sicakliginda 0,2 N
NaOH’da yikandi. Yumusak dokulari uzaklastirilmis olan maksilla’da mine-sement
birlesimi ve alveolar kret arasi vertikal mesafe 18 alandan x40 magnifikasyonda stereo
mikroskop (Olympus SZ61 marka, Olympus Opticalco, Japon) kullanilarak 6lgiildi.
Goruntiiler Olympus C-5060 dijital kamera ile alind1 (Sekil 6). Olgiimler tek arastirmaci
(E.D.) tarafindan gergeklestirildi (Toker ve ark., 2008; Lutfioglu ve ark., 2010).

Sekil 6. Deney gruplarinin morfometrik goérintiileri A: Kontrol grubu, B: LPS grubu, C: 5 pmol/kg
KAFE grubu, D: 10 pmol/kg KAFE grubu.

3.8. Istatiksel Degerlendirme

%95 gug, %5 tip 1 hata, maksimum fark=26.41 ve d=10.04 ile her bir gruba
alinmasi gereken rat sayist en az 7 olarak belirlendi. Hayvan kayiplar1 sebebiyle

olusabilecek veri kaybinin dniine gegmek amaciyla her bir gruba 10 hayvan dahil edildi.
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Veriler IBM SPSS V.23 (Chicago, USA) ile analiz edildi. Verilerin normallik
testi Shapiro Wilk ile incelendi. Normal dagilima uyan degerlerin karsilastirilmasinda
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ¢oklu karsilastirma testlerinden de Tukey HSD
kullanildi. Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma seklinde sunuldu. p degerinin
0,05’in altinda oldugu durumlar istatiksel olarak anlamli sonuglar seklinde

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Deney siiresi boyunca rat kaybi veya herhangi bir komplikasyon yasanmadi.

4.1. Alveolar Kemik Kaybi Ol¢iimlerinin Degerlendirilmesi

Alveolar kemik kaybi degerleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde farkli bulundu (F=7,5, p=0,001). ikili grup karsilastirmalar1 incelendiginde
kontrol grubu (Grup A) alveolar kemik kayb1 Grup B, C ve D’den istatistiksel olarak
anlaml diizeyde diisiik bulundu (p<0,05). Grup B,C ve D arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark gézlenmedi. Alveolar kemik kaybi1 degerleri Tablo 1 ve Sekil 7’de

gosterilmistir.

Tablo 1. Alveolar kemik kayb1 degerlerinin gruplara gore karsilagtiriimasi

ortalama + standart sapma

Test Istatistigi degeri
(10t mm) & paes
Kontrol (Grup A) 7,2+1,3°
LPS (Grup B) 12,2 +3,7°
F=7,5 <0,001
KAFE, 5umol/kg (Grup C) 122+3,2°
KAFE, 10umol/kg (Grup D) 11,1+2,0°

F: Tek Yonlii Varyans Analizi test istatistigi
a,b: Ayni harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur(Tukey HSD testi sonucunda)(p<0,05)
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15 T T

Grup A Grup B Grup C Grup D
Sekil 7. Alveolar kemik kayb1 degerlerinin gruplara gore karsilastiriimasi

4.2. Diseti IL-1p ve TNF-a Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Diseti IL-1p seviyeleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farkli bulundu (F=28,4, p<0,001). Grup B’ye ait diseti IL-1p seviyesi diger gruplara
gore daha yuksek bulundu (p<0,05). Bunu sirastyla Grup C, D ve A takip etti. Digeti IL-
1B seviyesinin Grup A’da en diisiik oldugu belirlendi (p<0,05). Grup C ve D arasinda
istatiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi (p>0,05) (Tablo 2, Sekil 8).

Tablo 2. Diseti IL-1p degerlerinin gruplara gore karsilastirilmasi

ortalama + standart sapma

Test Istatistigi p degeri
(pg/mg.prot)
Kontrol (Grup A) 36,7 £ 8,32
LPS (Grup B) 160,2 + 47,2°
F=28,4 <0,001
KAFE, 5umol/kg (Grup C) 102,3 + 29,4¢
KAFE, 10pumol/kg (Grup D) 88,4 + 20,8°

F: Tek Yonlii Varyans Analizi test istatistigi
a,b,c: Aym harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur(Tukey HSD testi sonucunda)(p<0,05)
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Sekil 8. Diseti IL-1p degerlerinin gruplara gore karsilastirilmasi

Diseti TNF-a seviyeleri gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farkli bulundu (F=304, p<0,001). Grup B’ye ait diseti TNF-a seviyesinin diger gruplara
gore daha yliksek oldugu belirlendi (p<0,05). Bunu sirasiyla Grup C, D ve A takip etti.
Diseti TNF-a seviyesinin Grup A’da en diisiik oldugu belirlendi (p<0,05). KAFE
uygulanan gruplar arasinda 10umol/kg uygulanan gruba (Grup D) ait digseti TNF-a

seviyesinin 5umol/kg uygulanan gruba (Grup C) gore daha disiik oldugu bulundu
(p<0,05) (Tablo 3, Sekil 9).

Tablo 3. Digeti TNF-a degerlerinin gruplara gore karsilastirilmasi

ortalama + standart sapma

Test Istatistigi p degeri
(pg/mg.prot)
Kontrol (Grup A) 72,1 +3,02
LPS (Grup B) 135,1 + 4,1
F=304,0 <0,001
KAFE, 5umol/kg (Grup C) 99,4 + 6,2¢
KAFE, 10umol/kg (Grup D) 87 £5,0¢

F: Tek Yonlii Varyans Analizi test istatistigi
a,b,c,d: Aymi harfe sahip gruplar arasinda fark yoktur (Tukey HSD testi sonucunda)(p<0,05)
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pg/mg.prot

Grup A Grup B Grup C Grup D

Sekil 9. Diseti TNF-o degerlerinin gruplara gore karsilastiriimast

4.3. Serum IL-1p ve TNF-a Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Gruplar arast karsilastirmada serum IL-1f seviyeleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulunmadi (F=1,1, p=0,377) (Tablo 4).

Tablo 4.Serum IL-1B degerlerinin gruplara gore karsilagtirilmasi

ortalama + standart sapma

Test Istatistigi p degeri
(pg/ml)
Kontrol (Grup A) 27,8 £ 139
LPS (Grup B) 35,1+19,1
F=1,1 0,377
KAFE, 5umol/kg (Grup C) 258+8,3
KAFE, 10pumol/kg (Grup D) 26,0+8,1

F: Tek Yonlii Varyans Analizi test istatistigi

Gruplar aras1 karsilastirmada serum TNF-o seviyeleri arasinda istatistiksel

olarak anlaml farklilik bulunmadi (F=2, p=0,127) (Tablo 5).
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Tablo 5. Serum TNF-a degerlerinin gruplara gore karsilastirilmasi

ortalama + standart sapma

Test Istatistigi p degeri
(pg/ml)
Kontrol (Grup A) 56,9+1,1
LPS (Grup B) 58,9+ 3,3
F=2,0 0,127
KAFE, 5umol/kg (Grup C) 585+15
KAFE, 10pmol/kg (Grup D) 575+11

F: Tek Yonlii Varyans Analizi test istatistigi
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5. TARTISMA

Periodontal hastalik, oral patojenlere karsi olusan konak immdin enflamatuvar
cevabin sonucu olarak meydana gelmektedir (Graves, 1999; Kirkwood ve ark., 2007).
Hayvan modelleri, in vitro ¢alismalardaki yapay ve smirli hiicre sayisina sahip sartlara
gore daha kesin sonuclar verebilme ve insanlarda goriilen karmagik hiicresel faaliyetleri
taklit edebilme gibi avantajlara sahiptir (Graves ve ark., 2012). Ozellikle fonksiyon
kayb1 veya kazanci ile ilgili ¢alismalarda hedef dokunun alinarak incelenmesindeki etik
engeller, bu caligmalarin insanlar iizerinde yapilmasini olanaksiz hale getirmektedir
(World Medical Association, 2013). Bu nedenle baskin patolojik siireglerin
anlagilmasinda bilimsel kanitlara ulasilabilmesi agisindan hayvan modelleri biiyiik
onem tasimaktadir (Graves ve ark., 2012). Deneysel periodontitis karbonhidrattan
zengin diyet, dis etrafinin ligatiirlenmesi veya bakteri inokulasyonu ile
indiklenmektedir (Klausen, 1991; Struillou ve ark., 2010). Deneysel periodontitis
modelinin olusturulmasinda, tekrarlanabilir ve bolgede travma olusturmayan bir teknik
kullanilmas1 gerektigi bildirilmistir. LPS indikli deneysel periodontitis modeli direkt
ve kolay uygulanabilmektedir, bununla beraber kontrolll ve lokalize bir kemik yikimina
neden olmaktadir (Genco ve ark., 1998; Dumitrescu ve ark., 2004; Liu ve ark., 2008).
Ayrica uyaran miktar1 sabit tutulabildiginden dolay1 periodontal hastalik gelisimi igin
gerekli tetikleyicilerin standardizasyonu da saglanmis olmaktadir (Nishida ve ark.,
2001; Dumitrescu ve ark., 2004; Nakamura ve ark., 2008). LPS, bakterilerin dis
membraninin esas komponentidir. Disetinde giiclii immiin cevap olusturdugu rapor
edilmistir (O’Brien ve ark., 2004; Jain ve Darveau, 2010). Diseti bag dokusuna penetre
olma yetenegine sahip oldugu ve kemik yikimina sebep olan lokal immiin cevabi
olusturdugu gosterilmistir (Schwartz ve ark., 1972; Dumitrescu ve ark., 2004). P.
gingivalis, tamamen eliminasyonunun ¢ok zor olmasi ve diisiik dozlarda dahi patojenite
gosterebilmesi (Eick ve Pfister, 2004; Johnson ve ark., 2008) ve insan periodontitis’inin
primer etiyolojik mikrobiyal faktorlerinden biri olmasi nedeniyle tercih edilmektedir
(Kador ve ark., 2011). Bu nedenlerden dolay1 ¢alismamizda P.gingivalis LPS indukli
deneysel periodontitis olusturma metodu tercih edilmistir. Kullandigimiz deneysel
periodontitis, Kador ve ark. (2011) yaptigi ¢alismadan 6rnek alinarak haftada 3 kez LPS
uygulanmasi ile olusturulmustur ve periodontal yikim yaptigi morfometrik inceleme ile

ispatlanmugtir.
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Proenflamatuvar sitokinler ve kemokinlerin periodontal hastalik patogenezinde
onemli rol oynadiklart rapor edilmistir (Graves ve ark., 2006; Sorsa ve ark., 2006;
Ishikawa, 2007; Mahanonda ve Pichyangkul, 2007). Bir¢ok in vivo ve in vitro
calismada LPS’nin periodonsiyumda proenflamatuvar sitokin salinimini arttirdigi
gosterilmistir (Choi ve ark., 2011; Herath ve ark.,, 2011). IL-13 ve TNF-a
periodonsiyumdaki hastalik aktivitesindeki etkisi kanitlanmis sitokinlerdir ve sinerjistik
hareket etmektedirler (Graves ve Cochran, 2003). Enflame disetinde ve periodontitisli
bireylerin diseti olugu sivisinda saglikli bireylere gore artmis seviyede bulunmalarindan
dolayr IL-1B ve TNF-a {iiretiminin periodontal hastalik ilerleyisinde 6nemli oldugu
bildirilmistir (Honig ve ark., 1989; Rossomando ve ark., 1990; Stashenko ve ark.,
1991b; Smith ve ark., 1993). Diseti dokusundaki enflamatuvar infiltrat, IL-1p ve TNF-a
gibi bir¢ok proenflamatuvar sitokinin aktivasyonuyla doku ve alveolar kemik yikimini
baglatmaktadir (Assuma ve ark., 1998; Crotti ve ark., 2003). Deneysel periodontitis
modellerinde ve periodontitisli bireylerde yapilan ¢alismalarda artmis IL-1p ve TNF-a
seviyesi aktif periodontal hastalikla iliskilendirilmis ve seviyelerinin periodontal tedavi
sonrasinda anlamli derecede azaldigi bildirilmistir (Stashenko ve ark., 1991a; Smith ve
ark., 1993; Rossomando ve ark., 1990; Engebretson ve ark., 2002; Iwamoto ve ark.,
2003). Deneysel periodontitiste IL-1p ve TNF-a inhibisyonunun doku yikimi ve
enflamasyonu, bag doku atasman kaybini, alveolar kemik yiiksekligini belirgin derecede
azalttig1 ve antagonistlerinin hastalik siirecinin engellenmesinde potansiyel tedavi sekli
olabilecegi bildirilmistir (Assuma ve ark., 1998; Graves ve ark., 1998; Delima ve ark.,
2001; Oates ve ark., 2002). Bu sebeplerden dolayr calismamizda KAFE’nin
antienflamatuvar etkinliginin incelenmesinde IL-1f ve TNF-a iizerine etkisi
degerlendirilmistir. Calismamizda LPS uygulanan tiim gruplarda (Grup B,C,D) doku
proenflamatuvar sitokin seviyeleri alveolar kemik kayiplar ile paralellik gostererek
kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. Bulgularimiz bu sitokinlerin biyolojik
aktivitelerinin periodontal atagsman kaybi, kollajen yikimi ve alveolar kemik
rezorpsiyonu gibi periodontal yikimlarla direkt iliskide oldugunu rapor eden onceki
caligmalarla uyumludur (Stashenko ve ark., 1991a; Ishihara ve ark., 1997; McGee ve
ark., 1998). Deneysel periodontitisin serum sitokin seviyelerinde degisiklige neden
olmadig1 gosterilmis ve diizeylerinin periodontitis varlig1 veya siddetini yansitmadigi

rapor edilmistir (Chen ve ark., 1997; Gorska ve ark., 2003; Aral ve ark. 2015).

29



Sonuglarimiz 6nceki caligmalarla uyumlu olarak deneysel periodontitis olusturulan
gruplar (Grup B,C,D) ve kontrol grubu serum sitokin seviyeleri arasinda farklilik
gostermemistir. Bu sonuglar periodontal hastalik varligi veya siddetinin incelendigi
caligmalarda serum sitokin seviyelerinin kullanilamayacagini diisiindiirmektedir.

Periodontitiste yumusak ve sert doku yikimi esas olarak patojenik bakteriyel
plagin olusturdugu asir1 konak immiin enflamatuvar cevabin sonucu olarak meydana
gelmektedir (Preshaw ve Taylor, 2011). Geleneksel tedavi yaklasimlari esas olarak
periodontal ceplerdeki patojenik bakteri seviyesini azaltmayr amaglayan dis temizligi,
subgingival dis yiizeyi temizligi ve kok yiizeyi diizlestirme ve titiz oral hijyeni
icermektedir (Heitz-Mayfield, 2009). Bununla birlikte bakterilerin tamamini
uzaklagtirmak miimkiin olmadigindan gelencksel tedaviye ek olarak lokal ve sistemik
antibiyotikler de kullanilabilmektedir (Herrera ve ark., 2002; Greenstein, 2006; Bartold
ve Van Dyke, 2013). Periodontitiste doku yikimiyla sonuglanan enflamatuvar siirecin
tedavisindeki bir bagka 6nemli strateji ise gesitli konak modiilatér ajanlarin kullanimidir
(Salvi ve Lang, 2005; Kantarc1 ve ark., 2006). Konak modiilasyonu tedavisi, bakterilere
karsi olusan konagin korunma mekanizmalarinin desteklenmesi veya olusan
enflamasyonun kontrol altina alinmasini amaglayan yaklasimi ifade etmektedir
(Kantarct ve ark., 2006). Konak moduilasyonunun enflamatuvar hastaliklarda tedavi
sonuclarint gelistirebilecegi, hastalik siirecini yavaglatabilecegi, periodontal dokularin
kaybini azaltabilecegi ve hatta periodontitis gelisimine karst koruyucu olabilecegi kabul
edilmektedir (The American Academy of Periodontology, 1999; Gulati ve ark., 2014).
Konak modiilasyonu amaciyla NSAID’ler, bisfosfonatlar, tetrasiklinler ile galismalar
yapilmig olup sahip olduklar1 yan etkilerinden dolayr periodontitis tedavisinde
kullanimlari miimkiin olmamistir (Herrera ve ark., 2002) ve daha az yan etkiye sahip
oldugu diisiiniilen antimikrobiyal ve antienflamatuvar etkinlige sahip dogal ajanlara
olan ilgi artmistir (Plaeger, 2003; Kim ve ark., 2004).

Cesitli dogal ajanlarin proenflamatuvar medyator iiretimini kontrol altina
alabilecegi boylelikle enflamatuvar siireci yonetebilecegi rapor edilmistir (Spelman ve
ark., 2006; Deore ve ark., 2014). Dogal antienflamatuvar ilaclarin; kimyasal ajanlara
oranla daha guvenli ve kolay ulasilabilir olmasi, sistemik toksisiteye neden olmamasi,
diisiik maliyeti nedeniyle diinyada kullanim1 hizla artmaktadir (Soeken ve ark., 2003;

Agarwal ve Raju, 2006; Kumar ve ark., 2013). Antienflamatuvar 6zellige sahip ¢esitli
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dogal ajanlarin periodontitis gibi enflamatuvar hastaliklar iizerine etkilerini arastiran
calismalar bulunmaktadir (Eisenberg ve ark., 1998; Agarwal ve ark., 2012). Periodontal
hastalik tedavisine ek olarak septil bitki preparasyonu kullaniminin degerlendirildigi bir
calismada gingival indeks skorlarmin gelistirilmesine, cep kanamasinda ve cep
derinliginde ve klinik atagman seviyesinde azalmaya yardimci oldugu gosterilmistir.
Ayrica calisma grubunun DOS CRP seviyesinde azalmaya neden oldugu rapor
edilmistir. Glivenli olmasi, periodontal tedavi sonuglari iizerine olumlu etkisi sebebiyle
mekanik periodontal tedaviye yardimci olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Deore ve
ark., 2014). Periodontitis tedavisindeki etkinligi degerlendirilen bir bagka yeni dogal
kombine formiil 5 farkli bitkiden olusan PerioH-035tir. Deneysel periodontitis
tizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir calismada lokal uygulamasinin alveolar kemik
rezorpsiyonunu azalttigi, periodontal doku biitiinliiglinii korudugu, diseti dokusundaki
MMP-9 seviyesinde azalmaya neden oldugu rapor edilmistir. Bu sonuglara dayali olarak
periodontal hastaliklarin tedavisinde veya onlenmesinde kullanilabilecegi bildirilmistir
(Kim ve ark., 2015).

Propolis, arilar tarafindan tomurcuk ve bitkilerin eksudalarindan toplanan, ar1
enzimleri, polen ve yapistirict karigimi rezindz bir materyaldir (Sforcin, 2016).
Antimikrobiyal, antiviral, antioksidan, antitimdor ve antienflamatuvar 6zelliklerinden ve
yan etki gostermeden iyilesmeyi hizlandirdigindan dolayir genis bir kullanim alanina
sahiptir (Moreno ve ark., 2000; Al-Shaher ve ark., 2004; Song ve ark., 2008; Sforcin,
2016). Propolisin antienflamatuvar etkinliginin periodontitis olusturulan ratlarda lokal
ve sistemik parametrelerle incelendigi bir c¢alismada, 21 gun sureyle 100 mg/kg
uygulandiginda alveolar kemik kaybinda belirgin derecede azalmaya neden oldugu;
plazma IL-1B, TNF-o ve MMP-8 seviyelerinin ¢aligma ve kontrol gruplar arasinda fark
gostermedigi rapor edilmistir (Aral ve ark., 2015). Alveolar kemik kaybi iizerindeki
etkisinin histolojik ve morfometrik olarak degerlendirildigi ¢alismada periodontitis
olusturma protokolii ile eszamanli uygulanan 100 ve 200 mg/kg propolisin doza bagl
olarak alveolar kemik kaybinda azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Toker ve ark.,
2008). Periodontal tedavi sonucuna etkisinin Klinik ve mikrobiyoloijk parametrelerle
degerlendirildigi ¢alismada; mekanik tedaviye ek olarak kullanilan propolisin tedavi
sonuglarini olumlu yonde etkiledigi rapor edilmistir (Gebaraa ve ark., 2003; Coutinho,
2012; Nehal ve ark., 2014; Sanghani ve ark., 2014). Kronik periodontitisli hastalarda

31



propolis igeren dis macununun oral hijyene ek olarak kullanildiginda plak miktarinda
belirgin azalmaya, klinik parametrelerde anlamli derecede iyilesmeye neden oldugu
bildirilmistir (Kumar ve ark., 2015).

Propolisin farmakolojik 6zelliklerinin igerigindeki KAFE’den kaynaklandigini
rapor eden bircok ¢alisma bulunmaktadir (Burdock, 1998; Banskota ve ark., 2001;
Russo ve ark., 2002; Kumar ve ark., 2015). Propolisin antienflamatuvar etkinliginin
J774 makrofajlarda incelendigi bir ¢calismada KAFE iceren ve igcermeyen propolis ve
KAFE gruplarinin AA veya LPS indiiklii PGE: iiretimine olan etkisi degerlendirilmistir.
KAFE igeren propolis ve KAFE’ nin PGE; iiretimini inhibe ettigi bildirilmistir. KAFE
iceren ve icermeyen propolis karsilastirildiginda KAFE igeren propolisin igermeyene
oranla 10 kat daha etkili oldugu rapor edilmistir (Rossi ve ark., 2002). KAFE igeren ve
icermeyen propolis ve KAFE gruplarinin antienflamatuvar etkinliklerinin incelendigi
bir ¢caligmada akut enflamatuvar model gruplarina 10-60 mg/kg dozajinda KAFE, 100-
600 mg/kg dozajinda KAFE igeren ve igermeyen propolis i.p. uygulanmistir. Kronik
enflamatuvar modelde ise KAFE 30 mg/kg, KAFE iceren ve icermeyen propolis ise 300
mg/kg dozajinda oral gavaj yoluyla uygulanmistir. KAFE icermeyen propolisin c¢alisilan
akut enflamatuvar modellerde antienflamatuvar etkinlik géstermedigi, KAFE ve KAFE
igeren propolisin doza bagli olarak enflamasyonda belirgin azalmaya neden oldugu
rapor edilmistir. Yalnizca KAFE’nin KAFE igeren propolise oranla anlamli derecede
daha etkili oldugu bildirilmistir. Kronik enflamasyon modelinde KAFE igeren propolis
ve KAFE’ nin artiriti azaltirken KAFE i¢ermeyen propolisin enflamasyon seyrinde artrit
kontrol grubuna oranla herhangi bir degisiklige neden olmadigi rapor edilmistir
(Borrelli ve ark., 2002).

KAFE, ar1 bali propolisinin fenolik aktif bilesenlerinden biridir.
Antienflamatuvar (Michaluart ve ark., 1999), antioksidan (Chen ve Ho, 1997),
immiinomodiilator (Park ve ark., 2008) 6zelliklerini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.
KAFE’nin 1i.p. uygulanmasinin gerekli kan konsantrasyona ulagsmasin1 sagladigi
diigiiniilmektedir (Koksel ve ark., 2006). KAFE’nin toksik etki gosterdigini bildiren
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir (Noelker ve ark., 2005; Uzar ve ark., 2006).
Ayrica enflamatuvar cevabi azaltirken normal hiicrelere zarar vermedigi ve sistemik
olarak giivenli oldugu bildirilmistir (Chen ve ark., 2005; Larki-Harchegani ve ark.,

2013; Vilela ve ark., 2015). Antienflamatuvar etkisinin insan oral epitelyal hicrelerde
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ve deneysel akut enflamasyon modelinde degerlendirildigi calismada in vitro hiicre
membranindan AA salinimini, COX-2 ekspresyonunu ve aktivitesini inhibe ettigi
gOsterilmistir. Hayvan modelinde 10-100 mg/kg uygulanan KAFE’nin PGE> sentezinde
ve COX-2 ekspresyonunda doza bagli olarak azalmaya neden oldugu rapor edilmistir.
100 mg/kg KAFE’nin COX-2 Uretimini belirgin derecede PGE: Uretimini ise tamamen
inhibe ettigi bildirilmistir (Michaluart ve ark., 1999). KAFE’nin antienflamatuvar
etkinliginin in vitro ve invivo modellerde incelendigi ¢alismada; makrofaj hiicre
hattinda (NR8383), klasik epitelyal hiicre hattinda (SW620) NF-kf, TNF-a ve IL-8’1
inhibe ettigi; deneysel kolit modelinde 14 giin 30 mg/kg/giin uygulanan KAFE’nin doku
IL-1B ve TNF-a seviyesinde belirgin derecede azalmaya neden oldugu bildirilmistir
(Fitzpatrick ve ark., 2001). Karajenan indiiklii subkiitandz enflamasyon olusturulan
ratlarda enflamasyon bdlgesine lokal olarak uygulanan 40 mg/kg KAFE’nin NF-«f3
inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir (Orban ve ark., 2000). 5 pmol KAFE’nin
periodontal hastalik etkeni Prevotella intermedia ile indliklenen RAW 264.7 makrofaj
hiicre hattinda IL-1p ve IL-6 salinimini anlamli derecede azalttig1 gosterilmistir (Choi
ve ark., 2015). RAW 264.7 makrofaj hiicre hattina uygulanan 5 ve 10 umol KAFE’nin
iki konsantrasyonda da IL-1p seviyesinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir. TNF-o
seviyesinde ise 10 pmol konsantrasyonun azalmaya neden oldugu 5 pmol
konsantrasyonun degisiklige neden olmadigi gosterilmistir (Juman ve ark., 2012).
Bagirsak tikanmasi olusturulan ratlara i.p. uygulanan 10 pmol/kg KAFE’nin;
biyokimyasal olarak doku IL-1B, IL-6, CRP, TNF-a seviyelerinde, histopatolojik olarak
enflamasyon skorlarinda belirgin derecede azalmaya, serum antioksidan parametreleri
seviyelerinde anlamli derecede artmaya neden oldugu rapor edilmistir (Firat ve ark.,
2015). 14 giin 10 pmol/kg/glin i.p. KAFE uygulandiktan sonra 15.giin tek doz 20 mg/kg
LPS ile endotoksik sok olusturulan ratlarda, KAFE grubu plazma TNF-a, IL-1B, IL-1a,
IL-6 seviyesinde belirgin azalma oldugu rapor edilmistir (Korish ve Arafa, 2011).
Diyabet olusturulan ratlara 60 giin 10umol/kg/giin i.p. uygulanan KAFE’nin; beyin
dokusu TNF-a seviyesinde belirgin derecede azalmaya neden oldugu, NOS’u ise
tamamen baskiladig1 gosterilmistir (Celik ve Erdogan, 2008). Farkli bir ¢caligmada 10
pumol/kg konsantrasyonda insan nétrofillerde ROS dretimini ve xanthine/xanthine

oxidase (XO) sistemi tamamen baskiladig1 rapor edilmistir (Sud’ina ve ark., 1993).
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KAFE’nin periodontal hastalik tedavi ajani olarak kullaniminin
degerlendirildigi herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle tedavi igin
belirlenmis uygun bir doz bulunmamaktadir. Calismamizda kullanilan iki doz
antienflamatuvar ve antioksidan 6zelliginin gosterildigi mevcut ¢alismalar (Sud’ina ve
ark., 1993; Larki-Harchegani ve ark., 2013) baz alinarak se¢ilmistir. Calismamizda
mevcut ¢aligmalarla uyumlu olarak, uygulanan dozlarda KAFE’nin diseti dokusunda
TNF-o ve IL-IB’nin seviyelerinde anlamli derecede azalmaya neden oldugu
gosterilmistir.

Calismamizda doku IL-1B degerlerinde Spmol’kg ve 10pmolkg KAFE
gruplar1 arasinda herhangi bir farklilik olmadigi gosterilmistir. Calismamizda elde
ettigimiz bulgular ile uyumlu olarak; pulmoner fibrozis olusturulan ratlarda 5 pmol/kg
ve 10 pmol/kg olmak iizere iki farkli dozda uygulanan KAFE’nin antioksidan ve
antienflamatuvar etkisinin degerlendirildigi calismada diisiik dozda giiglii antioksidan
ve antienflamatuvar etkinlik gosterdigi, doz arttiginda ilave bir etkisinin olmadig
bildirilmistir (Zaecemzadeha ve ark., 2011). Calismamizda KAFE’nin doku TNF-a
seviyesinde belirgin derecede azalmaya neden oldugu, 10 pmol/kg dozda Sumol/kg
doza oranla daha etkili oldugu gosterilmistir. Bu bulgularimiz ile uyumlu olarak
pulmoner fibrozis olusturulan ratlarda KAFE’nin antienflamatuvar etkinliginin
Sumol/kg/glin ve 10umol/kg/giin olmak iizere iki farkli dozda 28 giin i.p. uygulanarak
degerlendirildigi ¢caligmada iki dozun da doku TNF-a seviyesinde diisiise neden oldugu
fakat yuksek doz grubunda anlamli derecede daha fazla azalma oldugu rapor edilmistir
(Larki-Harchegani ve ark., 2013).

KAFE’nin; LPS indiiklii periodontitis rat modelinde degerlendirildigi
calismamizda diseti dokusu proenflamatuvar sitokinlerin seviyelerindeki azalma
gosterilerek, kronik enflamatuvar bir hastalik olan periodontitiste antienflamatuvar etki
gosterdigi kanitlanmistir. Yapilacak ilave ve klinik ¢alismalarla immiinomodiilatér ajan

olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sistemik olarak uygulanan KAFE’nin periodontitis olustuktan sonraki siiregte

diseti dokusundaki enflamasyona etkilerinin morfometrik ve biyokimyasal incelendigi

bu ¢calismada;

1.

LPS uygulanarak deneysel periodontitis olusturulan gruplarda morfometrik
Ol¢iimlerde alveolar kemik kaybinin kontrol grubuna gore artmis oldugu gozlendi.
LPS uygulanarak deneysel periodontitis olusturulan gruplarda proenflamatuvar
sitokinler olan IL-1B ve TNF-a seviyesinin disetinde biyokimyasal olarak kontrol
grubuna gore artmis oldugu goriildii. Bu bulgu kronik enflamatuvar bir hastalik
olan periodontitisin olagan seyri olarak degerlendirildi.

Gruplar arasinda serum IL-1f ve TNF-a seviyelerinde herhangi bir fark
gozlenmedi. Bu sonug¢ LPS ile olusturulan deneysel periodontitisin sistemik bir
enflamasyon olusturmadig1 ve lokal olarak uygulandigi bolgede yikima neden
oldugunu gostermistir.

KAFE uygulanan ve uygulanmayan gruplar arasinda alveolar kemik kayiplari
acisindan fark gbézlenmemesi periodontitis olustuktan sonra uygulanan KAFE’ nin
kemik yikimini azaltan bir etki yaratmadigini gosterdi.

Deneysel periodontitis olusturulduktan sonra KAFE uygulanan gruplarda diseti
IL-1B ve TNF-a seviyelerinin yalnizca deneysel periodontitis olusturulan gruba
gore daha diisiik oldugu gozlendi. Bu sonug ile periodontitiste KAFE’nin
antienflamatuvar etki gosterdigi ve bu etkiye bagli olarak potansiyel konak
modiilasyon ajani olarak kullanilabilecegi ortaya kondu.

Literatirde antienflamatuvar etkinliginin saptandigi ideal doz bulunmadigindan
mevcut ¢alismalar arasinda ¢alismamiz i¢in en uygun olacagi diisiliniilen doz temel
alind1 ve farkli doz gruplar ¢aligmaya eklenemedi.

Calismamiz KAFE’nin periodontal hastalik tizerine antienflamatuvar etkisinin
incelendigi ilk calisma olmasi nedeniyle; tiim periodontal dokular iizerinde
etkilerinin incelendigi, LPS ile eszamanli uygulanan gruplarin oldugu, konak
modiilator ajan olarak FDA onayli tek ilag olan SDD ve diger ajanlarla
karsilastirildigi, doza bagli/bagli olmayan, sistemik etkilerinin de incelenebilecegi

ek caligmalara ihtiya¢ oldugu goriildii.
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8. Calismamizin dis macunlar1 ve gargaralar gibi oral hijyen Grunlerinin icerisinde
antienflamatuvar ajan olarak kullanilmak iizere yeni ve dogal bir Griin igin
referans olmasi beklenmektedir.

9. Tirkiye’de bol miktarda bulunan propolisten elde edilerek llke ekonomisine de

katkida bulunulmasi hedeflenmektedir.
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