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OZET

_ ARCTIIN MADDESININ DENEYSEL PERIODONTITIS MODELI
UZERINDEKI ANTIENFLAMATUVAR ETKINLIGININ INCELENMESI
Amag¢: Bu c¢alismanin amaci, bitkisel bir madde olan arctiinin, konak yanitini
diizenleyip periodontal doku yikimmi ve kemik kaybmi Onleyebilecegi veya
azaltabilecegi hipotezini test edip, bu maddenin deneysel periodontitis modeli
olustuktan sonraki dénemde diseti interlokiin-1p (IL-1B) ve Tiimor Nekroze Edici
Faktor- a (TNF-a) seviyeleri tizerine etkisini biyokimyasal olarak incelemektir.
Materyal ve Metot: Calismamizda 30 adet Sprague-Dawley sigan kullanildi.
Kontrol grubu (Grup 1: sistemik gavaj yolu ile sadece ¢oziicii verilen grup, n=10)
disindaki tiim hayvanlarin {ist sol 1. molar dis ve iist 2. molar dislerin interproksimal
birlesim yeri hizasindaki diseti altina lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonu yapilarak
deneysel periodontitis olusturuldu. Periodontitis olusturulan hayvanlar rastgele iki
gruba ayrilarak (Grup 2: periodontitis olusturulan ve sistemik gavaj yolu ile ¢oziicii
verilen grup n=10; Grup 3: periodontitis olusturulan ve sistemik olarak 21 giin
boyunca arctiin maddesi verilen grup, n=10) bir gruba sistemik olarak arctiin
maddesi verildi. Deney periyodu sonrasi sakrifiye edilen hayvanlardan elde edilen
digeti ornekleri sigana 6zgii IL-1B ve TNF-a ELISA Kkitleri ile biyokimyasal olarak
incelendi.

Bulgular: Diseti 6rnekleri lizerinde yapilan biyokimyasal analiz sonuglarina gore IL-
1B ve TNF-a seviyeleri kontrol grubunda (Grup 1), periodontitis gruplarina (Grup 2,
Grup 3) gore istatistiksel olarak daha az bulundu (P<0,001). Sistemik olarak arctiin
maddesi verilen periodontitis grubunda (Grup 3) IL-1B ve TNF-a seviyeleri diger
periodontitis grubuna (Grup 2) gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik
bulundu (P<0,001).

Sonug¢: Bu calismanin sinirlar1 dahilinde, sonuglarimiz arctiin maddesinin, konak
yanitini diizenleyerek deneysel periodontitis gelistikten sonraki donemde periodontal
hastaligin siddetini ve yikici etkilerini azaltabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Arctiin maddesi; IL-1p; LPS; periodontitis; TNF-a

Ahmet AYDOGDU, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi-Samsun, Temmuz-2014



ABSTRACT

EVALUATION OF ANTI INFLAMMATORY EFFECT OF ARCTIIN ON
EXPERIMENTAL PERIODONTITIS MODEL

Aim: The aim of this study was to test the hypothesis that arctiin, a plantery lignan,
may avoid or downregulate the periodontal tissuse distruction via host modulation.
We managed to investigate the impact of this substance biochemically on the levels
of interleukin-1p (IL-1B) and tumor necrosis factor-o. (TNF-a) in gingiva after the
period of experimental periodontitis model development.
Material and Method: 30 Sprague-Dawley rat were used for this study.
Experimental periodontitis were developed by injection of lipopolysaccharit(LPS) to
the interproximal conjunction line of left maxillar first and second molar teeth of
animals except control group (Group 1: only solvent given by systemic gavage,
n=10). After the development of experimental peridontitis rats were divided into two
groups (Group 2: periodontitis group which solvent given by systemic gavage, n=10;
Group 3: periodontitis group which arctiin given by systemic gavage for 21 days,
n=10) and randomly and arctiin was systemically given to one of them. At the end of
the experiment, gingival samples which were obtained from sacrified animals were
investigated biochemically using enzym linked immuno assay (ELISA) kit peculiar
to rat’s IL-1p and TNF-a.
Results: According to the results of biochemically analysis of gingival samples, the
levels of IL-13 and TNF-a in control group were found significantly lesser than in
periodontitis groups (P<0.001). The levels of IL-1p and TNF-a in periodontitis group
who were systemically given arctiin were found statistically lesser than in the other
periodontitis group (P<0.001).
Conclusion: Within the limits of this study, our results demonstrated that arctiin may
reduce the severity and the destuctive effects of periodontal disease, after the
experimental periodontitis development period, via the modulation of host response.
Keywords: Arctiin; IL-1pB; LPS; TNF-a; periodontitis

Ahmet AYDOGDU, Ph. D. Thesis
Ondokuz Mayis University-Samsun, July-2014



SIMGELER VE KISALTMALAR
COX-1: Siklooksijenaz-1

COX-2: Siklooksijenaz-2

DMSO: Dimetilsiilfoksit

DNA: Deoksiriboniikleik asit

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
g: gram

G: ivmelenme kuvveti

ICTP: Kollojen Karboksiterminal Telopeptidi
IL-1: Interlokiin-1

IL-1R1: Interldkin-1 Reseptor]

IL-1R2: Interlkin-1 Reseptor2

IL-1ra: interlokin-1 Reseptor antagonisti
IL-1a: Interlokin-1o

IL-1p: Interlokin-1pB

IL-6: interlokin-6

IL-8: interlokin-8

INOS: Nitrik oksit sentetaz

LPS: Lipopolisakkarit

mg: Miligram

mL: Mililitre

MMP: Matriks metalloproteinaz
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MMP-13: Matriks metalloproteinaz-13
MMP-8: Matriks metalloproteinaz-8

NF- «xf: Niikleer Transkripsiyon faktori- k3
NO: Nitrik oksit

NSAID: Steroid olmayan anti enflamatuvar ilag
PAF: Platelet aktive edici faktor

PDGF: Platelet derive edici biiyiime faktori
pg: Pikogram

PGEZ2: Prostoglandin E2

TGF-B: Transforme edici biiyiime faktorii- B
TLR2: Toll-like reseptor2

TLRA4: Toll-like reseptord

TNF: Timor nekroz faktorii

TNFR1: Tiimor nekroz faktorii reseptorl
TNFR2: Tiimdr nekroz faktorii reseptor2
TNF-a: Timor nekroz faktorii-o

TUBITAK: Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Kurumu

TUBIVES: Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi
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immiinoenflamatuvar yanit oldugunu savunmaktadir. Bu yanit; nétrofil, monosit,
lenfosit ve fibroblast gibi savunma hiicreleri tarafindan iiretilen konak kaynakli
medyator tretimi ile birlikte meydana gelen endotel hiicre ve interselliller adezyon
molekiilii liretimi gibi olaylar1 kapsar (Kornmann ve DiGiovine, 1998; Salvi ve ark.,
1998; Kinane ve Chestnutt, 2000; Albandar, 2002). Birgok hiicre tipi tarafindan tiretilen
interlokin-1 (IL-1) ve tiimor nekroz faktorii (TNF)’ niin doku yikimiyla sonuglanan
enflamatuvar cevabin gelisiminde rol oynadiklari, birgok arastirmaci tarafindan
gosterilmistir (Ridderstad ve ark., 1991; Feghali ve Wright, 1997; Jacobs ve ark., 2001).
Lokositler ve endotel hiicreleri iizerinde bulunan adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu arttiran bu sitokinlerin, ayn1 zamanda I6kositlerin dokular igerisinde
ilerlemesini  saglayan kemokinlerin salimmmini  da arttirdiklart ~ bilinmektedir.
Enflamatuvar yanit1 arttiran ve/veya bu yanitin devamliligini saglayan prostoglandinler
ve matriks metallo proteinaz (MMP)’ lar gibi litik enzimlerin tiretimini uyarirlarken,
bunun yaninda fagositik aktiviteyi ve bakterilerin Oldiirilme hizim1 da arttirirlar
(Dinarello, 1996; Pfizenmaier ve ark., 1996). Kemik yikimini arttiric1 sinerjik bir etki
gosterirler (Stashenko ve ark., 1987).

Periodonsiyum, tamir kapasitesi yiiksek bir doku olmasina ragmen, bazi
durumlarda sitokinler, matriks tireten hiicreleri apoptozise zorlayarak tamir siireclerini
siirlandirirlar (Amin ve ark., 2000; Hock ve ark., 2001). Proenflamatuvar sitokin
tiretiminin inhibe edilmesi ile periodontal doku yikimina sebep olan mekanizmalarin
baskilanabilecegi goriisii birgok aragtirmaci tarafindan desteklenmistir. (Gemmel ve
ark., 1997; Kantarci ve ark., 2006; Kirkwood ve ark., 2007; Souza ve ark., 2012).

Phopyromonas gingivalis ve Aggregatibacter actinomycetemcomitans
lipopolisakkarit (LPS)’lerinin kronik periodontitis olusumunda kilit bir role sahip
oldugu kabul edilmektedir. LPS indiiksiyonu; lokal enflamatuvar hiicrelerin bolgeye
g0Ocii, prostonoid ve sitokin tiretimi, litik enzimlerin aktif hale gegmesi ve osteoklastik
aktivitenin artmasi olaylarini iceren lokal konak yanitin1 baslatir (Hirschfeld ve ark.,

2000; Bainbridge ve Darveau, 2001).

Immiinolojik ¢alismalar; P.gingivalis LPS’inin farkli immiinoenflamatuvar
yanitlar1 indiikleyebildigini ortaya koyarken (Dixon ve ark., 2004), fibroblastlar,

notrofiller, epitel hiicreleri gibi bir¢ok hiicre grubu iizerinde, proenflamatuvar

2



sitokinlerin (interlokin-1p (IL-1B), tiimdr nekroz faktdrii-o (TNF-o), Interldkin-8 (IL-8)
ve interlokin-6 (IL-6)) tretiminin indiiklenmesi yoluyla etki gosterdigi bildirilmistir

(Lamont ve Jenkinson, 1998).

Periodontal hastaligin tedavisine yardimci olarak kullanilan tedavi edici ajan
stratejilerinden biri antimikrobiyal tedavileri igerirken, bir digeri ise konak yanitini
modiile etmeyi amaglayan yontemleri kapsar (Kirkwood ve ark., 2007). Konvansiyonel
periodontal tedavi yaklasimlarina ek olarak kullanilan ve konak yanitin1 modiile etmeyi
amaclayan farmakolojik preparatlarin mevcut sistemik yan etkileri ve uzun donem
kullanimlari ile ilgili ortaya ¢ikabilecek sorunlar (Salvi ve Lang, 2005; Shannon ve ark.,
2011; Soares ve ark., 2012) arastirmacilar1 alternatif tedavi segenekleri olusturmaya
itmistir (Cao ve Sun, 1998; Chan ve ark., 2003; Sastavaha ve ark., 2005; Bothelho ve
ark., 2007; Liao ve ark., 2013). Ogzellikle yaygin antibiyotik kullanimina kars:
bakterilerin gelistirdigi tolerans, bu konuda yapilan ¢aligmalar1 daha da 6nemli hale

getirmistir (Soares ve ark., 2012).

Arctium lappa (burdock) bir¢ok {iilkede tiretimi yapilan ve sebze olarak
tiiketilen bir bitki olmakla birlikte tohumlar1 da geleneksel Kore Tibb1’ nda diiiretik ve
antienflamatuvar olarak kullanilmaktadir (Park ve ark., 2007). Arctium lappa’nin
antienflamatuvar ve antioksidan 0zelligi, yapilan bir¢ok c¢aligmada bildirilmistir.
(Yoshihiko ve ark., 1995; Lin ve ark.,1996; Park ve ark., 2007). Geleneksel Cin
Tibbi’nda da Fructus Arctii olarak bilinen ve Artium lappa bitkisinden elde edilen ilag;
soguk algmligi, bogaz agrisi, kabakulak, kizamik, acik yaralar, egzama ve kanser
tedavisinde kullanilmaktadir. Igerigindeki arctiin maddesi ile immunolojik fonksiyonlar
arttiran ve antienflamatuvar olarak islev gorebilen bu bilesik (Yan ve Lee, 1993), aym
zamanda platelet aktive edici faktor (PAF) antagonisti (Lwakami ve ark., 1992), Ca*?
agonisti olma ve anti-hipertansif etki gosterme (Fujimoto ve ark., 1992; Xie ve ark.,
2003) ozelliklerine de sahiptir. Yakin donemde yapilan galismalar arctiinin, anti-timor
ozelliklerine sahip oldugunu da ortaya koymustur (Hirose ve ark., 2000; Bull, 2003;

Hasumura ve ark., 2007).

Arctiin maddesi, Arctium lappa haricinde, Arctium minus (Erdemoglu ve ark,
2009), Arctium tomentosum (Zhou ve ark., 2011), Centaurea dealbata (Shoeb ve ark.,
2006), Centaurea macrocephala (Shoeb ve ark., 2004), Centaurea schischkinii (Shoeb



ve ark., 2004), Centaurea sclerolepis (Erdemgill ve ark., 2006; Szokol-Borsodi ve ark.,
2012), Centaurea pseudoscabiosa, Centaurea areneria (Csapi ve ark., 2010) gibi birgok
bitkide bulunmaktadir ve adi gegen bu bitkilerin tamami “Tiirkiye Bilimsel ve
Teknolojik Arastirmalar Kurumu” (TUBITAK) tarafindan gelistirilen “Tiirkiye Bitkileri
Veri Servisi” (TUBIVES)’ne kayithdir (TUBIVES internet sitesi, 2014). Ulkemizin
birgok yerinde yetisen bu bitkiler iizerinde yapilan analizler, igeriklerindeki arctiin
miktarlarin1 ortaya koymustur (Erdemgill ve ark., 2006; Erdemoglu ve ark., 2009;
Boldizsar ve ark., 2010; Csapi ve ark., 2010; Zhou ve ark., 2011; Szokol-Borsodi ve
ark., 2012).

Su an icin, arctiin maddesinin periodontal hastalik iizerine etkisiyle ilgili
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktir. Ayrica arctiin maddesinin antienflamatuvar
sistemik etkinligi ile ilgili de az sayida ¢alismaya rastlanmistir (Lee ve ark., 2007; Wu
ve ark. 2009; Park ve ark 2008; Lee ve ark., 2011).

Bu bilgiler 1s1ginda; bitkisel bir madde olan arctiinin IL-1B ve TNF-a’nin
iiretimini azaltip, konak yanitin1 diizenleyerek periodontal doku yikimin1 ve kemik
kaybin1 Onleyebilecegi veya azaltabilecegi hipotezinden yola c¢ikarak planladigimiz
calismamizda, arctiin maddesinin periodontitis olustuktan sonraki donemde IL-1f ve

TNF-a lizerine etkisinin biyokimyasal olarak incelenmesini amagladik.



1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii, genel saglhig: tehdit eden ciddi durumlar igerisinde kabul
ettigi periodontal hastaliklari, “Bakteri ve friinlerinin direkt veya indirekt etki
mekanizmalarina karsi konak doku savunmasimin yetersiz kaldigi durumlarda ortaya
cikan, akut ve/veya kronik bir seyir gostererek, yumusak ve sert dokularin kaybina
neden olabilen, duraklama ddnemlerinin yani sira yikimin ve yeniden olusumun
izlenebildigi enfeksiyoz bir hastalik” seklinde tanimlamistir (WHO, 1987). Bunun yani
sira 2009 yilinda agiz sagliginin, genel sagligin ve yasam kalitesinin 6nemli bir parcasi
oldugunu vurgulayarak, bu konuda farkindaligin tim diinya ¢apinda artmasi gerektigini
belirtmistir (Petersen, 2009). Yapilan aragtirmalara gore; oral ve/veya periodontal
hastaliklarin prevalansinin, Tiirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde Avrupa’ nin bazi
bolgelerine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Cobert, 2006; Hugason ve Norderyd,
2008; Bernabe ve Marcenes, 2010). Siddet farkliligi ve popiilasyon 6zelliklerine bagl
olarak prevalans degiskenligi goz oniine alindiginda periodontitisin toplumun %10 ila
%20’sini etkileyen yaygin bir hastalik oldugu bildirilmistir (Burt, 2005). Tedavisinde
uzun siireli takip ve hekim is gilicli gerektiren, rejeneratif tedavi secenekleri ile birlikte
tilke ekonomisi i¢in yiik olusturan bu hastaligin olusumunu 6nlemek veya ilerleyis
hizin1 kontrol altina almak, hasta, hekim ve iilke ekonomisi agisindan biiyiikk 6nem

tasimaktadir (Fardal ve ark., 2012; Fleming ve Beikler, 2013).

Multi-faktoriyel olarak kabul edilen periodontal hastaliklar, sitokin, eikozonoid
(arasidonik asit metabolitleri) ve matriks metalloproteinaz {iretiminin gergeklestigi
enflamatuvar yanit1 igerirler (Salvi ve Lang, 2005). Mikrobiyal dental plagin, gingival
enflamasyon ve ardindan gelisebilecek olan periodontal doku yikimi igin primer
etyolojik ajan oldugu genel olarak kabul gormiis bir gergektir (Haffaje ve Sockransky,
1994). Ancak kronik olarak bakteri ve endotoksine maruz kalma durumu 6n kosul
olarak goriilse de, hastalik olusumunda tek basina goreceli olarak diisiik (yaklasik %15-
20) bir oneme sahip oldugu kanitlanmistir (Grossi ve ark., 1994). Giincelligini
korumakta olan periodontal hastalik patogenez modelleri (Offenbacher, 1996; Page ve
Kornmann, 1997) ise hastaligin olusumu ve ilerleyisini tam olarak tanimlayabilmek i¢in
bu bilgileri yetersiz bulmakta ve periodontal hastalik ile iligkili sert ve yumusak doku

yikiminin ana komponentinin, konagin bakteriler ile miicadelesinde aktif hale gelen



2. GENEL BIiLGILER

Periodonsiyum; dise destek olan ve etrafin1 saran kok sementi, periodontal
ligament, alveol kemigi ve diseti dokularini igeren biitiinliigii tanimlamak i¢in kullanilan
bir terimdir (Hoffman, 1966; Schroeder, 1986; Cho ve Garant, 2000). Bu dokularin bir
kismi ve/veya tamaminda goriilen patolojik degisikliklere periodontal hastalik adi
verilir. Tleri gelen arastirmacilar tarafindan periodonsiyumun polimikrobiyal,
immiinoenflamatuvar ve kronik bir enfeksiyonu olarak tanimlanan bu hastaliklar, diseti
enflamasyonu ile smirli ve geri doniisiimlii olan “gingivitis”; patolojik cep olusumu ve
periodonsiyumun yikimi ile karakterize geri doniisimii olmayan “periodontitis”

kavramlarini da igerir (Page, 1986; Socransky ve ark., 1998; Armitage ve ark., 1999).
2.1. Periodontal Hastaliklarin Histopatolojisi

Klinik a¢idan bakildiginda, gingivitisin gelisimi net bir sekilde gézlemlenebilir.
Dokular ultrastriiktiiel olarak incelendiginde ise meydana gelen degisiklikler daha acgik
sekilde goriilebilir. Genel olarak; notrofiller, makrofajlar, plazma hiicreleri ve lenfositler
gibi savunma hiicrelerinin bag dokusuna infiltrasyonu izlenir (Seymour ve ark., 1983).
Bu hiicrelerin birikimi ve yikict ekstraselliiler enzimlerinin salinimi sonucu; Kkollajen
azalmasi ve birlesim epitelindeki proliferasyon ile birlikte bag dokusu hasar1 goriiliir.
Vazodilatasyonda ve vaskiiler permeabilitede meydana gelen artis, damar disina sizan
stvi miktarinin artisin1 da beraberinde getirir (Abbas ve ark., 1986). Bu durum, savunma
hiicrelerinin damarlardan dokulara gegisini kolaylastirir. Dokulardaki sivi miktarinin
artmasi, hiicreler arasindaki bosluklarin genisleyerek, dokularin eritematdz ve 6dematdz
bir gbriiniim almalarina sebep olur. Ancak bu degisikliklerin tiimii geri dontistimlii olup,
stirdiiriilebilir oral hijyen uygulamalariyla diseti sagligi tekrardan saglanabilir (Preshaw

ve Taylor, 2012).

Page ve Schroeder (1976) diseti dokusunda meydana gelen histolojik
degisiklikleri baslangi¢c lezyonu, erken lezyon, yerlesik lezyon ve ileri lezyon olarak
tanimlamistir. Baslangi¢c lezyonu klinik olarak saglikli dokulari, erken lezyon klinik
olarak belirti gosteren gingivitisin erken safhalarini, yerlesik lezyon kronik gingivitisi,
ilerlemis lezyon ise gingivitisten atasman ve kemik kaybi ile birlikte goriilen

periodontitise gecisi ifade eder.



2.1.1. Baslangi¢c Lezyonu

Baslangi¢ lezyonu plak birikimini takiben 2 ila 4 giin i¢inde gelisir. Plak
olmadiginda lezyonun gelismedigi ve enflamasyonun goriilmedigi kanitlanmis olsa da
bu durum Klinik olarak miimkiin goziikmemektedir. Subgingival biyofilmin siirekli
varlig1 diisik seviyeli kronik enflamatuvar yanitin sebebi olarak goriilmektedir
(Preshaw ve Taylor, 2012). Arterioller, kapiller ve veniillerden olusan damarsal agin
belirgin hale geldigi ve bolgedeki mikrodolasimin, hidrostatik basing ile birlikte arttig
goriiliir. Kapiller etrafindaki endotel hiicreleri arasindaki bosluklar ve dokunun
gecirgenligi artar. BOylelikle damarlar igindeki protein ve sivilar dokulara gecebilir
(Kinane ve ark., 2008). Notrofiller ve monositler gibi savunma hiicrelerinin de damar
disina cikislar1 bu doénemde gozlemlenmektedir. Bu hiicreler bag dokusunun icinde
ilerleyebilmek i¢in kemokin adi verilen uyaranlara ihtiya¢ duyarlar. Diseti olugundaki
bakteri ve {rlinleri damar endotel hiicreleri ilizerinde bulunan adezyon molekiillerini
aktive ederek transendotelyal migrasyon adi verilen ve nétrofillerin damar digina ¢ikip
dokular iginde ilerlemesiyle sonuglanan bir seri mekanizmayi baslatir (Moughal ve ark.,
1992). Lokal mikrodolasimdaki artis, dokudaki hidrostatik basinc arttirarak diseti olugu
stvist (DOS) miktarinin da artisina neden olur (Griffiths ve ark., 1992).

2.1.2. Erken Lezyon

Erken lezyon sathasi 7 giinliik devamli plak birikimi sonrasinda baglar ve
gingivitisin erken donem klinik belirtilerini igerir. Disetleri, kapiller proliferasyon
sonucu genisleyen damar yataklar1 ve devam eden vazodilatasyon nedeni ile eritemat6z
bir goriintii alir (Lindhe ve Reylander., 1975). Vaskiiler permeabilite artisi ile birlikte
DOS akisinda ve nétrofil transmigrasyonunda kayda deger bir artig goriiliir (Theilade ve
ark., 1975). Bu donemde bag dokusunda nétrofil ve onciil timik T-lenfosit hiicreleri
baskindir (Payne ve ark., 1975). Notrofiller, bu evrede dokulardan gecerek diseti
olugundaki bakterileri fagosite etmek tizere bolgeye go¢ ederler (Attstrom ve Egelbert,
1971, Newman ve Addison, 1982). Fibroblastlarin programlanmis hiicre Slimii ile
birlikte dejenere olmalari, nétrofillerin infiltrasyonu igin gerekli boslugu hazirlar.
Birlesim epiteli ve oluk epitelinin apikalinde ve lateralinde meydana gelen yikima baglh
kollajen azalmasi goriiliir. Epitel yapisinda bulunan bazal hiicreler, prolifere olmaya

baglar. Bakteri ve iriinlerine kars1 Kkollajen yikimi vasitasiyla konak tarafindan
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olusturulmaya c¢alisilan bariyer nedeni ile meydana gelen bosluklar, epitel hiicreleri ile
kapanir (Schroeder ve ark., 1973). Odem nedeniyle gingival dokularda genisleme
goriiliir. Buna bagli olarak diseti cep derinliginde ¢ok az da olsa bir artig goriilebilir.
Subgingival biyofilmin varligina ve konak yanitina bagl olarak lezyon ilerleyebilir veya
kronik bir enfeksiyon olarak kalabilir (Sockransky ve ark., 1976; Preshaw ve Taylor,
2012).

2.1.3. Yerlesik Lezyon

Yerlesik lezyonun klinik olarak karsiligi kronik gingivitistir. Erken lezyon
evresinden yerlesik lezyon evresine gecis birgok etkene baglidir. Bu etkenler mikrobiyal
dental plak (kompozisyonu ve miktar1), konagin duyarliligi, lokal ve sistemik risk
faktorleri olarak siralanabilir (Lamster ve ark., 1994). Dokulardaki baskin hiicre
popiilasyonunu olusturan plazma hiicreleri, yerlesik lezyon evresinin sekillenmesinde
rol alirlar (Page ve Schroder, 1976; Mallison ve ark., 1991; Preshaw ve Taylor, 2012).
Insan calismalarinda yash bireylerde, plazma hiicrelerinin (Fransson ve ark., 1996),
genclerde ise lenfosit hiicrelerinin yogun oldugu goriilmiis ve net bir sonuca
varilamamistir (Brecx ve ark., 1988). Ancak belirgin bir enflamatuvar hiicre
infiltrasyonu ile birlikte dokularin 6nemli 6l¢lide enflame oldugu goriiliir. Birlesim ve
oluk epiteline, damarlarin etrafina ve kollajen fiber demetleri arasina yogun hiicre
infiltrasyonu olur. (Brecx, 1991). Kollajen yikimi ile birlikte, epitelin bag dokusu
icerisine proliferasyonu da gortliir. Notrofiller dokuda birikirler ve fagosite edilmemis
bakterileri 6ldiirmek i¢in lizozomal enzimlerini hiicre disina birakirlar, bu durum ayni
zamanda doku yikimina da yol acar (Miyasaki, 1991). Notrofiller ayrica
matriksmetalloproteinaz (MMP)’lar i¢in de ana kaynak vazifesi goriirler (Birkedal-
Hansen, 1993). Bu enzimler, enflame dokularda yiiksek miktarlarda bulunur ve
notrofillerin diseti oluguna gecebilmeleri i¢in yogun kollajen demetlerini yikarak
ilerlemelerini saglar. Birlesim ve oluk epiteli, patolojik bir form olan cep epiteline
doniiglir. Bu doku, dise tam olarak tutunmayan, nétrofil agisindan zengin ve bag
dokusuna gecisin daha kolay oldugu gevsek bir yapidadir (Miller-Glauser ve
Schroeder, 1982; Papaioannou ve ark., 1999). Patolojik cep epitelinin, ilsere ve
periodontal sonda daha az direng gosteren bir yapi olmasindan dolayr sondalamada

kanama kronik gingivitisin en belirgin ozelliklerindendir (Keagle, 1995). Ancak bu
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degisikliklerin tiimiiniin, iyi bir plak kontrolii saglandiginda, heniiz geri doniisiimiiniin

miimkiin oldugu unutulmamalidir (Preshaw ve Taylor, 2012).
2.1.4. Tlerlemis Lezyon

Ilerlemis lezyon gingivitisten periodontitise gegisi ifade eder. Bu gegis, bircok
faktorden etkilenmektedir. Hangisinin daha 6nemli oldugu kesinlik kazanmamis olsa da
bakteriyel miicadelede ki konak enflamatuvar yanit (Amano, 2010) duyarliligi, ¢evresel
ve genetik risk faktorlerinin varhiginda artis gosterir (Genco ve Borgnakke, 2013).
Histolojik incelemeler bu evrede de kollajen yikiminin devam ettigini gostermektedir.
Cep epiteli ve diseti cebinde noétrofiller baskin hiicre grubu iken, bag dokusunda plazma
hiicreleri yogunluktadir (Zappa, 1995). Birlesim epiteli, kollajen yikimin takip ederek
dis kok yiizeyi boyunca apikale dogru go¢ eder. Bu hareketin amaci, intakt bir epitelyal
bariyer olusturmaktir (Saglei ve ark., 1982). Bununla birlikte baslayan osteoklastik
kemik rezorbsiyonun, amaci kemigin enflamatuvar lezyondan uzaklasarak bakterilerin

kemige invaze olmasini engellemektir (Bartold ve ark., 2010).

Cep derinlestikce, bakteriler apikale dogru gog¢ ederler. Periodontopatojenlerin
derin ceplerde goriilme sikligi daha fazladir (Kigure ve ark., 1995; Kuboniwa ve
Lamount, 2010). Periodontal cep, viicut dis1 bir ortamdir; ancak bakteriler igin sagladigi
koruyucu, sicak, nemli, anaerobik ve besin agisindan zengin kosullar1 nedeni ile oldukca
hayati bir 6neme sahiptir (Maiden ve ark., 1998). Bu bolgedeki bakteri popiilasyonu,
enflamatuvar yanitin neden oldugu kayda deger bir azalma gostermez. Bu nedenle
kronik enflamasyon ve buna bagli doku yikimi ile subgingival biyofilm gelisimi
arasinda kisir bir dongii olusur. Daha acik bir ifade ile doku yikimi ile olusan metabolik
artiklar, bakteriler i¢cin besin kaynagi olurken, bakteriler de doku yikimini tetikleyen
konak yaniti igin siirekli uyaran gorevi goriirler. Periodontal ligamentteki Kkollajen
fiberlerin yitkimi devam eder (Gemmel ve Seymour, 1994; Dickinson ve ark., 2011).
Kemik rezorbsiyonu gelisir, birlesim epiteli intakt bir bariyer olusturmak i¢in apikale
gociinii siirdiiriir (Cochran, 2008; Myneni ve ark., 2013). Periodontal cebin derinliginin
artmasi, oral hijyen uygulamalarinin mikrobiyal dental plagi uzaklastirmakta yetersiz
kalacagi bir ortam olusturur (Hellstrom ve ark., 1996; Petersilka ve ark., 2002; Preshaw
ve Taylor, 2012).



2.2. Periodontal Hastaliklarda Konak Yanit1

Periodontal hastaligin gelisimi ve ilerleyisi, oral patojenlere karsi olusan
immunoenflamatuvar yanit ile iliskilendirilmektedir. Periodontopatojenler zararli yan
uriinler ve enzimler (hyaluronidaz, kollajenaz, proteaz) iireterek Kkollajen gibi
ekstraselliiler elemanlari, yikima ugratirlar. Ayni sekilde konak hiicre membranlarina da
zarar verirler (Potempa ve ark., 2000). Boylece kendileri igin gerekli besinleri
saglamanin yani sira dokulara invaze olabilmek i¢inde kendilerine ortam hazirlamis
olurlar. Bir¢ok bakteri yiizey proteini ve LPS molekiilii, konak immiin yanitina ve lokal
doku enflamasyonuna sebep olur. P. gingivalis, A. Actinomycetemcomitans ve diger
bazi periodontopatojenler sitoplazmik membranlar, peptidoglikanlar, dis zar proteinleri,
LPS, kapsiil ve fimbrialar gibi ¢esitli viriilan faktdrlere sahiptirler. Immiinoenflamatuvar
stirec bir kez basladiginda MMP’lar, diger konak enzimleri, sitokinler ve
prostoglandinler gibi ¢esitli enflamatuvar molekiiller, 16kositler, fibroblastlar ve diger
doku kaynakli hiicreler tarafindan serbestlenirler (Kinane ve ark., 1999). Proteinazlar,
periodontal dokulardaki kollajeni yikarak 1okosit infiltrasyonunun gerceklesebilecegi
yollar agarlar. Kollajenaz iiretimi, bolgeye infiltre olan nétrofiller ve periodontal doku
hiicreleri tarafindan olusturulan dogal konak yanitin bir pargasi olsa da periodontal
hastalikta doku yikimina sebep olan MMP’lar ve inhibitorleri arasinda bir dengesizlik
s6z konusudur (Reynolds ve Meikle, 1997; Butler ve Overall, 2013).

2.2.1. Periodontal Doku Yikim ve Mediyatorler

Periodontitis, oral patojenlerin konaga bagli doku yikimiyla sonuglanan, birgok
enflamatuvar sinyal yolunu indiiklemesi ile olusur. Periodontal doku yikimindaki
mekanizmalar1 anlayabilmek i¢in arastirmacilar, bu siire¢ iizerine etkili molekiilleri
incelemeye yonelmislerdir (Graves ve Cochran, 2003). Bu baglamda, farkli hiicre tipleri
tarafindan salinan ve sitokinlerin de i¢inde bulundugu bir¢ok mediyatér, arastirilmis ve
arastirtlmaktadir (Graves ve Cochran, 2003). Sitokinler, l6kositler ve endotelyal
hiicreler iizerinde bulunan ve lokositlerin dolagim sisteminden ayrilarak dokulara
gecisini saglayan adezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttirirlar ve diizenlerler (Van
Dyke ve Hoop, 1990; Graves ve ark., 1998). IL-1 ve TNF gibi primer mediyatorlerin
indiiksiyonu, kemotaktik sitokinler ve prostoglandin {iretimine neden olan

siklooksijenazlar gibi sekonder molekiillerin iiretimini stimiile eder. Bu olaylar zinciri



enflamatuvar yanitin artmasi, doku yikimi ve osteoklastik kemik rezorbsiyonuna neden
olan enzim ve molekiillerin aktif hale ge¢mesine sebep olur. Yapilan calismalar,
prostoglandinlerin konak yanitina bagli kemik yikiminda ©6nemli rol oynadigini
gostermistir (Nyman ve ark., 1979; Williams ve ark., 1985). Ayrica sitokinler ve
periodontal doku kaybi arasindaki sebep-sonug iliskileri arastirilmis ve kanitlanmigtir
(Assuma ve ark., 1998; Delima ve ark., 2001; Graves ve Cochran, 2003). Bu ¢alismalar;
periodontal doku yikimi ile iligkili sitokinlerin ve kuramsal hipotezlerin yeniden
degerlendirilmesine ve yeni hipotezlerin kurulmasma olanak saglamistir (Graves ve
Cochran, 2003). Bunlara ek olarak; bakteri uyarisi sonucu olusan sitokin tiretiminin, bag
dokusu hasarmi onaran hiicreler olan fibroblast hiicreleri {izerindeki apoptotik etkileri de

tartisilan konular arasindadir (Graves ve ark., 2001)

IL-1; proenflamatuvar bir sitokin olup enflamasyon esnasinda eksprese edilen
bir¢ok gen ilizerinde direk diizenleyici etkiye sahiptir (Dinarello, 1996). IL-1’in agonist
aktivite gdsteren interlokin-1a (IL-1a) ve Interlokin-1B (IL-1B) olarak isimlendirilen, iKi
ana formu bulunmaktadir. Hedef hiicreler lizerinde iki farkli IL-1 reseptorii bulunur ve
bunlar interlokin-1-reseptérl (IL-1R1) ve interlokin-1-reseptor2 (IL-1R2) olarak
tanimlanir. IL-1’e duyarli bircok mekanizma yogun olarak IL-1R1 iizerinden islev goriir
(McMahan ve ark., 1991; Greenfeder ve ark., 1995; Cullinan ve ark., 1998). IL-1R2
daha c¢ok tuzak reseptor islevindedir. Bu islev sadece IL-1R2’nin ¢6ziilebilir formu i¢in
gecerlidir ve IL-1 molekiillerini hiicre yiizeyindeki IL-1R1 ile etkilesime girmeden
baglanmasi ile gergeklesir. IL-1R2’nin hiicresel aktiviteyi yonlendirebildigi (Chou ve
ark., 2000) ve enflamasyon bolgelerinde hiicrelerden ayrilarak, IL-1 igin endojen bir

inhibitor olarak islev gorebildigi bildirilmistir (Collata ve ark., 1993).

IL-1ao ve IL-1P fonksiyonlarinda ve/veya IL-1R1 ekspresyonlarinda defekt
olusturulmus hayvan modelleri {izerinde yapilan arastirmalar, bu molekiillerin
incelenmesi i¢in temel olusturmustur. IL-1 aktivitelerinde defekt olusturulan farelerin,
zayiflamig bir enflamatuvar yanit gosterdikleri ve enfeksiyonlara karsi daha duyarh
olduklar bildirilmistir (Labow ve ark., 1994). IL-1R1 defekti bulunan farelerde yapilan
arastirmalar ise bu reseptoriin enflamatuvar stiregler tizerindeki etkilerini aydinlatmaya
yardimci olmustur (Labow ve ark., 1994; Glaccum ve ark., 1997). Farelerin gelisiminde
bir anormallik goriilmemekle birlikte, ekzojen antijenlere kars1 antikor olusturmalarinda

da bir bozukluk saptanmamistir. Ancak IL-1 ile ilgili fonksiyonlarin enfeksiyonlarin
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yayilmasini 6nlemede 6nemli rol oynadigi kanitlanmistir. Endodontik bir enfeksiyonun
bile, IL-1 reseptdor anomalisi olan farelerde Oliimciil sonuglara yol agabildigi

bildirilmistir (Graves ve ark., 2000).

IL-1" in astim, konjestif kalp yetmezligi, artrit, septik sok ve erken dogum gibi
bir¢ok rahatsizligin patogenezinde rol oynadig: bilinmektedir (Dudley, 1994; Okada ve
ark., 1995). Periodontal hastaligin patogenezinde de 6nemli role sahip bu molekiiliin
izotipleri periodontitisten etkilenen bolgelerde artis gostermektedir (Hanazawa ve ark.,
1985; Jandinski ve ark., 1991; Kinane ve ark., 1992). Sican modellerinde disetine 1L-1
uygulamasi yapildiginda enflamasyonun ve kemik yikiminin arttigi goriilmistiir (Koide
ve ark., 1995). IL-1’in genetik polimorfizminin ise periodontal hastaliga karsi
duyarliligi arttirdign kanitlanmistir (Kornmann ve ark., 1997; Laine ve ark., 2001;
Thomson ve ark., 2001).

TNF terimi, TNF-a ve Timor Nekroz Faktorii-B (TNF-B) adli iki benzer
molekiilii ifade eder. TNF, yapisal olarak benzerlik gosteren Tiimor Nekroz Faktorii
Reseptor 1 (TNFR1) ve Tiimor Nekroz Faktorii Reseptor 2 (TNFR2) olmak tizere iki
hiicre yiizey reseptoriine baglanarak islev gosterir (Pfizenmaier ve ark., 1996). Bu
reseptorler farkli sitoplazmik bolgelere sahip olduklarindan ayri sinyal yollarini aktive
ederler. Enflamatuvar etkilerin birgogu, TNFR1 yolu iizerinden aktivite gdsterir.
TNFR2’ nin TNF tarafindan uyarilmig enflamatuvar yaniti azaltici etkileri in-vivo
olarak gosterilmistir (Amar ve ark., 1995; Peschon ve ark., 1998). Deneysel kanitlar,
TNF’nin mikrobiyal patojenlere kars1 direngte rol oynadigini gostermistir (Tartaglia ve
Goeddel, 1992; Ferrante ve ark., 1993). TNFR1 ve/veya TNFR2 fonksiyon bozuklugu
olan farelerin periferal lenfoid organ gelisimlerinde, anormallikler oldugu saptanmigtir
ve bu hayvanlarin enfeksiyonlara karsi cok duyarli olduklar1 gésterilmistir (Matsumoto
ve ark., 1996; Peschon ve ark., 1998; Chen ve ark., 1999).

Hastalik patogenezi ve enflamatuvar sitokinler arasindaki sebep sonug iliskisi
IL-1 veya TNF antagonistlerinin kullanildig1 aragtirmalar ile agikliga kavusturulmak
istenmistir. Bu antagonistler, interlokin-1 Reseptdr Antagonisti (IL-1ra), IL-1 veya TNF
ye ozel ¢oziilebilir reseptorler ve monoklonal antikorlar gibi polipeptitlerdir. IL-1 veya
TNF baskilayicilarinin, deneysel artirit ve sepsiste, enflamatuvar barsak hastaliginda ve

doku transplantasyonlarinda olusan enflamatuvar yaniti inhibe etme &zelligine sahip
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olduklar1 goriilmistiir (McCarthy ve ark., 1991; Rogler ve Andus, 1998; Brown ve ark.,
1999; Maini ve ark., 2000; Dayer ve ark., 2001).

IL-1 ve TNF, birgok hiicre tipi tarafindan iretilir (Tablo 1). Bu sitokinlerin
doku yikimiyla sonuglanan enflamatuvar cevabin gelisiminde rol oynadiklari ise bir¢ok
arastirma tarafindan gosterilmistir (Ridderstad ve ark., 1991; Feghali ve Wright, 1997;
Jacobs ve ark., 2001). Lokositler ve endotel hiicreleri iizerinde bulunan adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu arttiran bu sitokinlerin, lokositlerin dokular igerinde
ilerlemesini saglayan kemokinlerin salinimini da arttirdig1 bilinmektedir. 1L-1 ve TNF,
enflamatuvar yanit1 arttirict ve/veya devamliligimi saglayan prostoglandinler ve
MMP’lar gibi litik enzimlerin {iretimini uyarirlar. Bunun yaninda fagositik aktiviteyi ve
bakterilerin 6ldiriilme hizini arttirirlar (Dinarello, 1996; Pfizenmaier ve ark., 1996).
Daha da 6nemlisi kemik yikimini arttiricr sinerjik etki gosterirler (Stashenko ve ark.,
1987). Periodonsiyum; hasar sonrasi tamir kapasitesi yliksek bir doku olmasina
ragmen, bazi durumlarda sitokinler matriks iireten hiicreleri apoptozise zorlayarak,
tamir siireglerini sinirlandirirlar (Amin ve ark., 2000; Hock ve ark., 2001). IL-1 ve

TNF’in periodontal dokular tizerine etkileri Sekil 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Periodontal hastalikta islev goren IL-1 ve TNF’iin hiicresel kaynaklari (Graves ve Cochran,
2003’ten modifiye edilmistir)

Monositler/Makrofajlar

Polimorfoniikleer l6kositler

Fibroblastlar (gingival ve periodontal ligament)

Epitel Hiicreleri

Endotel hiicreleri

Osteoblastlar
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IL-1 ve/veya TNF

molekii ve | | Enflamatuvar Osteokast MMP Mereterin "
Kemokin mediyator formasyonu ve ekspresyonunun ucreiern
ekspresvonu stimiilasyonu aktivitesini indiiklenmesi apopFOZISlnln
stim%las);onu (PGE2Vb.) artirma stimilasyonu
Periodonsiyumun
: Bag dokusu tamir
Enflamasyon Kemik kayb1 yikimi kapasitesinin
azalmasi

Sekil 1. IL-1 veya TNF’iin periodontal doku hasaria yol agma mekanizmasi (Graves ve Cochran, 2003’ ten

modifiye edilmistir)
2.2.2. LPS’ lerin Periodontal Dokular Uzerindeki Etkileri

P. gingivalis ve A. actinomycetemcomitans LPS’lerinin, kronik periodontitis
olusumunda kilit role sahip oldugu kabul edilmektedir. LPS indiiksiyonu lokal
enflamatuvar hiicrelerin bolgeye gogii, prostonoidler ve sitokinlerin tiretilmesi, litik
enzimlerin aktif hale gegmesi ve osteoklastik aktivitenin artmasini iceren lokal konak

yanit1 baglatir (Hirschfeld ve ark., 2000; Bainbridge ve Darveau, 2001).

LPS ekstraselliiler molekiiller ve Toll-like reseptor-4 (TLR4)’iin one ¢iktig1
hiicre yiizey reseptorleri gibi konak tarafindan eksprese edilen polipeptidler tarafindan
algilanir (Kawai ve Akira, 2009). LPS gibi stimiilatorlerin, gen transkripsiyonu ve
protein yapimi gibi hiicresel cevaplarda, molekiil reseptor etkilesimlerinde ve hiicre i¢i
sinyal yollarinda nasil etkiler yarattiklari acikliga kavusmustur (O’Neill ve Bowie,
2007; Kawai ve Akira 2009). Ancak bu bilgilerin ¢ogu, Escherichia coli LPS’i ve
sentetik Toll-like reseptor ligandlari ile yapilan caligmalardan elde edilmis verilerdir.
Periodontal hastaliklar gibi polimikrobiyal hastaliklarin patogenezinde LPS’lerin ve
Toll-like reseptorlerin rollerini, farkli mikrobiyal molekiillerin Toll-like reseptorler ile

nasil bir etkilesim iginde oldugunu anlamakla ortaya konabilecegini diisiinen
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arastirmacilar, Toll-like reseptor sinyal yollarin1 modifiye edici farmakolojik ajanlar ile
caligmalar yapmuslardir (Carpenter ve ark., 2007; Darveau, 2009; O’Neill ve ark.,
2009).

P. gingivalis LPS’i E.coli LPS inden farkli olarak yapisinda kendine 6zgii bir
lipid A bileseni bulundurur (Ogawa, 1993). P. gingivalis LPS’ sinin heterojen 6zellikte
olmas1 Toll-like reseptor ile farkli yollarla etkilesime ge¢mesini saglar (Hajishengallis
ve ark., 2002; Darveau ve ark., 2004; Dixon ve Darveau, 2005). Bu yiizden, TLR4’{in
yani sira TLR2’ ye de baglanma o&zelligine sahiptir (Hajishengallis ve ark., 2002,
Ogawa ve ark., 2002; Darveau ve ark., 2004, Dixon ve Darveau, 2005). Ayrica, hiicreye
baglanan diger bakteri LPS’leri ile antagonist veya agonist etki gosterebilir (Darveau ve
ark., 2002, Hajishengallis ve ark., 2002, Yoshimura ve ark., 2002). P. gingivalis
ortamda hemin bileseni bulundugunda biyolojik aktivitesini ve Lipid A yapisini
degistirebilme yetenegine sahiptir (Champagne ve ark., 1996; Cutler ve ark., 1996; Al-
Qutub ve ark., 2006). Ortamdaki hemin konsantrasyonunun yiiksek ya da diisiik olmasi,
LPS’nin TLR4 i¢in antagonist veya agonist olmasina sebep olabilir (Coats ve ark.,
2003; Coats ve ark., 2005, Reife ve ark., 2006). LPS’lerin konak hiicrelerini etkileme
yollart ¢ok ¢esitli ve karmasik olup Toll-like reseptor yolu ile aktivasyon bu yollardan

sadece bir tanesidir (Dixon ve Darveau, 2005).

Immiinolojik calismalar P. gingivalis ve E. coli bakteri LPS’ lerinin farkli
immiin yanitlar1 indiikledikleri bildirilmistir (Dixon ve ark., 2004). Bunun yaninda P.
gingivalis LPS’inin daha diisiikk biyolojik aktiviteye sahip olduguna inanilmaktadir
(Dixon ve Darveau, 2005). Ancak P.gingivalis LPS’inin fibroblastlar, nétrofiller ve
epitel hiicreleri tizerinde etkisini, birgok proenflamatuvar sitokinin (IL-1p, TNF-a, IL-8
ve |IL-6) iiretiminin indiiklenmesi yoluyla gosterdigi bildirilmistir (Lamont ve
Jenkinson, 1998).

P. gingivalis LPS’inin farkli formlarinin endotelyal hiicrelerinin gen
ekspresyonu iizerindeki etkileri ¢alisilmig ve E. coli LPS’i tarafindan modifye edilen
gen ekspresyonlarinin sadece kiigiik bir kisminin P. gingivalis tarafindan da degisiklige
ugratilabildigi gériilmiistiir (Chen ve ark., 2007). Ancak bu genlerin, dogal bagisiklik ile
ilgili komponentleri de kontrol edebildigi kamtlanmustir. Ornegin her iki bakteri (E. coli
LPS’si daha giiclii olmakla birlikte) LPS’sinin de IL-8 gen ekspresyonunu arttirdig:
goriilmiistiir (Chen ve ark., 2007).
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P. gingivalis LPS’inin, monositler tizerindeki TLR4’e ve TLR2’ye baglanmasi
sonucu, her iki reseptoriin birden aktive olmasiyla, monositlerin makrofaja (Baqui ve
ark., 1999), doniisme hizlarinda artis gozlenmistir (Hajishengallis ve ark., 2002;
Muthukuru ve ark., 2005; Foster ve ark., 2007). P. gingivalis, E. coli LPS’si ile benzer
etkilere sahip olsa da kinetik olarak kantitatif farkliliklar gosterir (Foster ve ark., 2007).
P. gingivalis, makrofaj kiimelerinin disetinde birikimine sebep olan ve daha sonraki
immiinolojik siiregleri etkileyebilecek farkliliklara sahiptir (Carayol ve ark., 2006;
Nares ve ark., 2009).

P. gingivalis LPS’inin immiin miyeloit hiicreler iizerindeki etkileri sayesinde,
bu hiicreler tarafindan iiretilen sitokinler araciligi ile T-hiicre aktivasyonunu
degistirerek, kazanilmis bagisiklik {izerinde de etki gosterebildigi bildirilmistir
(Pulendran ve ark., 2001).

2.3. Periodontal Hastaliklarda Konak Yanit Modiilasyonu

Periodontal hastaligin patogenezi tam olarak anlagilamamis olsa da, bu
hastalifin enfeksiyoz oldugu ve bakterilere karsi gosterilen konak immiin ve
enflamatuvar yanit vasitastyla doku yikiminin gerceklestigi cok net bir sekilde agikliga
kavusturulmustur (Offenbaher, 1996). Bu agidan bakildiginda periodontal hastaligin
tedavisine yardimei olmak amaci ile kullanilan tedavi edici ajan stratejileri, iki farkli
gruba ayrilir. Bu stratejilerden biri antimikrobiyal tedavileri icerirken, bir digeri ise
konak yanitin1 modiile etmeyi amaglayan yontemleri kapsar (Kirkwood ve ark., 2007).
Periodontal hastaligin primer etyolojik faktorii olarak bilinen mikrobiyal dental plak
icerigindeki periodontopatojenler ve irlinlerinin mekanik ve kimyasal yontemlerle
azaltilmasma yonelik uygulamalar, periodontal hastaliga sahip bireylerin tedavisinde

sikilikla kullanilmaktadir (Greenwell, 2001).

Giiniimiizde konak immiinoenflamatuvar yanit mediyatorlerinin hastalik
gelisimindeki rolleri iizerine yapilan ¢alismalar sayesinde, periodontal tedaviye ek
olarak kullanilan modiilasyon ajani1 arastirmalarinda da artis goriilmektedir (Kirkwood
ve ark.,, 2007). Bu ajanlar iizerinde yapilan arastirmalarin, proteolitik enzimlerin,
proenflamatuvar mediyatorlerin ve osteoklast aktivitesinin inhibisyonu veya bloke
edilmesindeki etkilerinin ortaya konmasi, preklinik ve klinik olarak umut vaadeden

sonuglarin elde edilmesini saglamistir (Reddy ve ark., 2003).
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Konak modiille edici ajanlarin  periodontal tedavide kullanimini;
antiproteinazlar, antienflamatuvarlar ve kemik koruyucular olarak ti¢ ana baslik altinda
degerlendirmek miimkiindiir. Periodontal dokularda bulunan en 6nemli proteolitik
enzimlerin; kollajenazlar, jelatinazlar ve metalloelastazlar1 iceren MMP’lar oldugu
bilinmekle birlikte, bu molekiilerin fibroblast, keratinosit, makrofaj, notrofil ve endotel
hiicreleri tarafindan iiretilerek, ekstraselliiler matriksin yapim ve yikiminda rol oynadigi
da kanitlanmistir (Birkedal-Hansen, 1993). Patolojik durumlarda makrofajlar tarafindan
iiretilen IL-1B, TNF-a ve IL-6 gibi proenflamatuvar sitokinlerin ¢esitli MMP’larin
periodontal dokulardaki lokal tiretimini arttirdigi bildirilmistir (Preshaw ve ark., 2004).
1985 wyilinda tetrasiklinlerin antikollajenolitik aktivitesinin kesfiyle bu preparat,
periodontal tedavi icin konak modiile edici bir ajan olarak Onerilmeye baglanmistir
(Golub ve ark., 1985). Konu ile ilgili ilk ¢alismalar1 yapan arastirmacilar, doksisiklinin
kollejenolitik aktivite inhibisyonunda rol alan en yiiksek potansiyele sahip tetrasiklin
grubu oldugunu gostermislerdir (Burns ve ark., 1989). Doksisiklinlerin bu 6zelligi,
diisik veya subantimikrobiyal dozda kullanildiklarinda kollajenaz aktivitesini,
antibiyotik direnci gelismeden inhibe etmelerine olanak saglamistir (Golub ve ark.,
1990).

Cesitli klinik calismalarda; periodontal hastalik tedavisinde, dis yiizeyi
temizligine ek olarak kullanilan subantimikrobiyal doz doksisiklinin sagladigi faydalar
incelenmistir. Dis yiizeyi temizligine ek olarak kullanilan subantimikrobiyal doz
doksisiklinin, herhangi bir ciddi yan etki gostermeden, uzun dénemde, cep derinliginde
plasebo ilag¢ gruplarina gore anlamli bir azalma gosterdigi bildirilmistir (Golub ve ark.,
1990; Ashly, 1999; Cotan ve ark., 2000; Golub ve ark., 2001; Novak ve ark., 2002;
Preshaw ve ark., 2002; Reddy ve ark., 2003; Emingil ve ark., 2004; Gapski ve ark.,
2004; Lee ve ark., 2004; Preshaw ve ark., 2004; Gurkan ve ark., 2005). Daha giincel
caligmalardan elde edilen sonuglar, subantimikrobiyal doz doksisiklin tedavisinin
farmakolojik temelini gili¢lendirmistir. Bu tedavi yonteminin, diseti olugu sivisindaki
matriks metalloproteinaz-8 (MMP-8), matriks metalloproteinaz-13 (MMP-13) ve capraz
bagli tip 1 kollajen karboksiterminal telopeptidi (ICTP) seviyelerini plasebo
uygulamalara gore anlamli bir sekilde diislirdiigii gértilmistiir (Emingil ve ark., 2004;

Gapski ve ark., 2004; Lee ve ark., 2004; Gurkan ve ark., 2005).
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MMP-8, hastalikli periodontal dokularda bulunan ve kollajen yikimindan
sorumlu olan en baskin kollajenazdir (Sorsa ve ark., 1988; Weiss, 1989). Mekanik
periodontal tedavi, MMP-8 seviyesini tek basina diisiirebilse de; tedaviye ek olarak
kullanilan subantimikrobiyal doz doksisiklinin, bu diisiisi daha da arttirdigi
bildirilmistir (Gapski ve ark., 2004). MMP-13 ve ¢apraz bagli ICTP molekiillerinin,
kemik yikimu ile iliskili olmasi ile birlikte; subantimikrobiyal doz doksisiklin tedavisi
ile azalis géstermeleri, bu preparatin kemik koruyucu fonksiyonlarini agiklar niteliktedir

(Gapski ve ark., 2004).

Periodontal hastalik sonucu olusan konak yaniti inhibe eden ilaglarin farkli bir
tirt de nonsteroidal antienflamatuvar ilag (NSAID)’lardir (Jeffcoat ve ark., 1995;
Bragger ve ark., 1997; Cavanaugh ve ark., 1998; Bichara ve ark., 1999). Bu ajanlarin
prostonoit formasyonunu Onledikleri gosterilmistir. Bu siiregte hiicre membran
fosfolipitlerinin, doku yikimi veya stimiilasyonu sonucu tetiklenen siklooksijenaz veya
lipooksijenaz yollar1 ile parcalanmasiyla olusan arasidonik asit metabolitlerinin
potansiyel biyolojik aktiviteye sahip olduklar1 bilinmektedir (Offenbaher ve ark., 1993).
Siklooksijenaz enzimlerinin siklooksijenaz-1 (COX-1) ve siklooksijenaz-2 (COX-2)
olmak {iizere iki formu bulunmaktadir. COX-1, cogu hiicrede bulunan ve yapim
olaylarinda gorev alan bir enzim iken; COX-2, enflamatuvar siirece katilan hiicrelerde
bulunan ve uyarilabilir 6zellikte bir enzimdir (DeWitt ve ark., 1993). Siklooksijenaz
yolu; prostoglandinler, prostosiklinler ve tromboksan gibi prostonoitlerin iiretimine
sebep olur. Bazi prostonoitlerin, proenflamatuvar ozellikleri oldugu ve enflamatuvar
hastaliklardaki yikici siireglerle iligkilendirildikleri bilinmektedir (Kirkwood ve ark.,
2007)

Periodontal hastaliklarda, prostoglandin-E2 (PGE2) enflamasyon ve kemik
yikimi ile iligkilendirilmistir (Offenbaher ve ark., 1993). Periodontal hastaliga sahip
bireylerde PGE2 seviyeleri, diseti olugu sivisi ve diseti dokusunda saglikli bireylere
gore daha yiiksek bulunmustur (Offenbaher ve ark., 1981; DeWhirst ve ark., 1983).
Bunun da oOtesinde diseti olugu sivist PGE2 seviyesi, hastaligin siddetiyle
iliskilendirilmistir (Offenbaher ve ark., 1984).

In vitro (Vane ve ark., 1971; Goldhaber ve ark., 1973; Gomes ve ark., 1976;
Shimizu ve ark., 1998) ve in-vivo (Nyman ve ark., 1979; Weaks-Dybvig ve ark., 1982;
Williams ve ark., 1988; Kornmann ve ark., 1990; Offenbaher ve ark., 1992) olarak

17



yapilan preklinik ¢alismalar, NSAID’larin siklooksijenazlari inhibe ederek prostanoit
tretimini disiirdiiklerini géstermistir. NSAID’larin sistemik veya lokal uygulamalarinin
osteoklast diferansiyasyonunu ve kemik rezorbsiyonunu azalttiklar1 goriilmiistiir. Secici
NSAID’larin COX-2 {iretimini inhibe ettikleri, ancak bunu gergeklestirirken, COX-1
tizerine etki etmedikleri goriilmiistiir (Shimizu ve ark., 1998; Bezzera ve ark., 1999;
Holzhausen ve ark., 2002; Holzhausen ve ark., 2005). Bu sayede COX-1 siipresyonu ile
ortaya c¢ikan gastroduedonal problemler ve renal toksisite gibi olumsuz yan etkilere de

yol agmamaktadirlar (Lindsley ve ark., 1990; Hawkey, 1993).

NSAID’larin  klinik kullanimi ile 1ilgili yapilan periodontoloji c¢alismalari
sistemik bir derlemede bir araya getirilmistir (Reddy ve ark., 2003). Bu derlemede
NSAID’larin klinik atagsman seviyeleri veya radyolojik alveoler kret yiiksekligi tizerine
etkilerini inceleyen on ¢alisma ele alinmigtir (Williams ve ark., 1988; Heasman ve ark.,
1993; Reddy ve ark., 1993; Haffajae ve ark., 1995; Flemming ve ark., 1996; Bragger ve
ark., 1997; Cavanaugh ve ark., 1998; Ng ve Bissada 1998; Bichara ve ark., 1999). Bu
caligmalarda; fluriprofen, meklofenamat, ibuprofen, ketorolaz, naproksen ve aspirin gibi
farkl1 NSAID’lar sistemik veya lokal olarak uygulanmaistir. Veriler; heterojen olup meta
analiz i¢in uygun bir zemin olusturmamakla birlikte sinirl sayidaki kantitatif analizler,
konvansiyonel tedaviye ek olarak NSAID kullanimmin kemigin korunmasinda fayda
saglayabilecegini distindiirmistir (Williams ve ark., 1988; Heasman ve ark., 1993;
Reddy ve ark., 1993; Jeffcoat vve ark., 1997; Cavanaugh ve ark., 1998; Reddy ve ark.,
2003). Ote yandan, klinik atasman seviyesi parametresi basari olgiitii olarak kabul
edildiginde, olumlu sonug¢ alinan ¢alismalarda tutarsizliklar oldugu goriilmiistiir (Reddy

ve ark., 2003).

Periodontal hastaliktan etkilenen bolgelerdeki en 6nemli hasar, alveoler kemik
rezobsiyona bagh dis kayiplaridir. Kemik koruyucu ilaglarin kullanimi ile yikimin
azaltilmasi, konak modiilasyon tedavilerinin farkli bir yoniinii olusturur (Kirkwood ve
ark., 2007). Bisfosfonatlar, insan metabolizmasinin bir iiriinii olan pirofosfatlara yapisal
olarak benzeyen ila¢ gruplaridir. Hidroksiapatit kristallerine baglanarak ¢éziinmelerini
engelleyen bu ajanlar, direkt veya indirekt olarak osteoklast fonksiyonlarini engellerler
(Rogers ve ark., 2000). Bisfosfonatlarin antirezorptif etkileri, tasidiklar1 zincirlere gore

degiskenlik gosterir (Rogers ve ark., 2000). Etki diizeylerine gore; birinci, ikinci ve
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liclincli jenerasyon olarak smiflandirilirlar. Bisfosfonat tedavilerinin ana kullanim

alanlar1 osteoporoz tedavisi, Paget Hatalig1 ve kemik tiimorleridir (Fleish, 1997).

Hayvan peridontitis modelleri {izerinde yapilan periodontoloji ¢alismalarinda,
bisfosfonatlarin alveoler kemik kaybini azalttiklar1 ve mineral yogunlugunu arttirdiklari
gorlilmiis; ancak klinik olarak bir iyilesme saglamadiklar1 bildirilmistir (Brunsvold ve
ark., 1992; Reddy ve ark., 2003). Bisfosfonatlarin dis yiizeyi temizligine ek olarak
kullanildig1 klinik ¢aligmalarda (Jeffcoat ve Reddy 1996; Rocha ve ark., 2001; El-
Shinnawi ve ark., 2003; Rocha ve ark., 2004; Lane ve ark., 2005) ise plasebo ilag
grubuna gore sondalama derinliginde azalma (Rocha ve ark., 2001; Rocha ve ark., 2004;
Lane ve ark., 2005), klinik atasman kazanci (Rocha ve ark., 2001; Lane ve ark., 2005),
sondalamada kanamada azalma (Rocha ve ark., 2001; Rocha ve ark., 2004; Lane ve
ark., 2005), alveoler kemik kazanci (Jeffcoat ve Reddy,1996; Rocha ve ark., 2001;
Rocha ve ark., 2004) ve kemik mineral yogunlugunda artis (EI-Shinnawi ve ark., 2003;
Rocha ve ark., 2004) goriilmiistiir. Bu sonuglarin bisfosfonatlarin periodontal tedaviye
ek olarak kullanimini desteklemesiyle beraber bu ilaglarin etkilerini degerlendirmek ve
kesin sonuglara varmak i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bisfosfonatlarin uzun donem kullanimlari, ¢ene kemiginin osteonekrozu ile
iliskilendirilmektedir (Marx, 2003; Ruggiero ve ark., 2004). Uzun dénem miyeloma
veya meme kanseri tedavisi gdren ve Oncesinde dental problemi oldugu bilinen
hastalarda bisfosfonat kullanimina bagli ¢ene kemigi osteonekroz insidansinda artis
bildirilmistir (Durie ve ark., 2005). Bisfosfonatlarin potansiyel osteoklast inhibitorii
olmalar1, uzun dénem kullanimda kemik dongiisiinii baskilayict etkileri nedeniyle
fizyolojik mikrotravmalar da bile iyilesmeyi olumsuz ydnde etkileyebilmektedir
(Odvina ve ark., 2005).

Konak modiilasyon ajanlar1 {izerinde yapilan calismalar bu preparatlarin
goreceli olarak basarili sonucglar sagladigini gostermistir. Ancak bu medikamanlarin
olumlu yonleri kadar olumsuz etkilerinin de goriildiigli belirtilmistir. Konak
modiilasyonu i¢in en uygun ajanin ise bulunamadigi bilinmekle birlikte bu konuda

yapilan ¢alismalar giincelligini korumaktadir.
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2.4. Arctiin Maddesi

Bitkiler ve bitkilerden elde edilen farmakolojik ajanlarin ¢esitli hastaliklari
tedavisinde kullanimi, dogu kiiltlirleri basta olmak {izere 4000 yili askin siiredir
uygulanmaktadir (Cao ve Sun, 1998). Enflamatuvar hastaliklar geleneksel tip
yaklagimlarina en ¢ok konu olan patolojiler olmakla birlikte; Tiirkiye’deki geleneksel
tedavi yontemleri ise daha ¢ok romatoid hastaliklar ve bu hastalikla iliskili
enflamasyonun giderilmesi iizerine kuruludur (Erdemoglu ve ark., 2003). Ulkemiz
bulundugu cografya nedeni ile bircok farmakolojik bitki tiirline ev sahipligi yapmakta

ve bu konu ile ilgili gelismeler giin gectikge artmaktadir.

Arctium Lappa (Sekil 2), Asteraceae cinsinden olan ve koyu yesil yapraklar ile
karakterize 45 cm. uzunluga erisebilen bir bitkidir. Ayni cinsten olan Arctium minus
(Hill) Bernh, kiigiik dulavrat otu olarak bilinir ve genellikle Kuzeybati Anadolu ve
Giiney Anadolu bolgelerinde yetisir (Kupicha, 1975). Tirkiye Florasi’nda iki alt tiirti
bulunur. Bu alt tiirler ssp. pubens ve ssp. minus’tur (Sekil 3). Arctium minus ssp.’nin
“kocaot, kokarot, kabalak, biiyiik kabalak, ac1 kabalak’’ diye adlandirilan yerel adlar1 da
mevcuttur. Anadolu” da Arctium minus yapraklart romatoid agrilar, ates ve giines
carpmasinda eksternal olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1994; Fujita ve ark., 1995;
Erdemoglu ve ark., 2009; http://vanherbaryum.yyu.edu.tr, 2014).  Arctium minus ssp.
Minus’ un antienflamatuvar etkiye sahip oldugu ve bu Ozelliginin igerdigi
flavonidlerden (izoquersitrin, rutin) ve lignanlardan (arctiin) kaynaklandigi

distintilmektedir (Erdemoglu ve ark.,2009).

Arctium lappa (burdock), bir¢ok {iilkede iiretimi yapilan ve sebze olarak
tiiketilen bir bitkidir. Ayrica bu bitkinin tohumlar1 geleneksel Kore Tibbi’nda diiiretik
ve antienflamatuvar olarak kullanilmaktadir (Park ve ark., 2007). Arctium lappa’nin
antienflamatuvar ve antioksidan 6zelligi bir¢cok ¢alismada bildirilmistir (Yoshihiko ve
ark., 1995; Lin ve ark., 1996; Park ve ark., 2007). Geleneksel Cin Tibbi’nda da Fructus
Arctii olarak bilinen ve Artium lappa bitkisinden elde edilen bu ilag; soguk alginligt,
bogaz agrisi, kabakulak, kizamik, ag¢ik yaralar, egzama ve kanser tedavisinde
kullanilmaktadir. Igerigindeki arctiin maddesi ile immunolojik fonksiyonlar1 arttiran ve
antienflamatuvar olarak islev gorebilen bu bilesik (Yan ve Lee, 1993), ayn1 zamanda
PAF antagonisti olma (Lwakami ve ark., 1992), Ca*? agonisti olma ve anti-hipertansif

etki gosterme (Fujimoto ve ark., 1992; Nakamura ve Hattori, 2003) ozelliklerine
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sahiptir. Yakin donemde yapilan g¢aligmalar, arctiinin antitimor ozelliklerine sahip
oldugunu da ortaya koymustur (Hirose ve ark., 2000; Takasaki ve ark., 2000; Hasumura
ve ark., 2007).

Sekil 2. Arctium lappa bitkisinin fotografi (http:// upload. wikimedia. org/wikipedia /commons/c/ca/
ArtiumLappal.jpg, 2014)’den alinmigtir

ibrahim KARAKISA 1616

Sekil 3. Arctium minus bitkisinin fotografi. (http://vanherbaryum.yyu.edu.tr, 2014)’den alinmigtir.
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Arctiin maddesi 534,552 Da molekiil agirligina sahip bir bilesik olup, kimyasal
yapist Sekil 4’de gosterilmistir. “Cy7H34011” molekiil formiiliine ve “4-{[(3R,4R)-4-
(3,4-Dimethoxybenzyl)-2-oxotetrahydro-3-furanyl]methyl }-2-methoxyphenylp-D-

glucopyranoside” sistematik ismine sahip bir lignandir (Boldizar ve ark., 2010).

I
wO

Sekil 4. Arctiin maddesinin molekiiler yapist (http://www.chemspider.com/ ImageView.aspx?id=90827,
2014)’ den alinmugtir

Arctiin maddesi, Arctium lappa (dulavrat otu) haricinde, Arctium minus
(I6slek) (Erdemoglu ve ark, 2009), Arctium tomentosum (hanim yamasi) (Zhou ve ark.,
2011), Centaurea dealbata (mavi ¢igek) (Shoeb ve ark., 2006), Centaurea
macrocephala (sar1 bas) (Shoeb ve ark., 2004), Centaurea schischkinii (¢ayir tiiliibagi)
(Shoeb ve ark., 2004), Centaurea sclerolepis (sahra kavgalazi) (Szokol-Borsodi ve ark.,
2012), Centaurea pseudoscabiosa (yaman kavgalaz), Centaurea areneria (kum
diigmesi) (Csapi ve ark., 2010) gibi bircok bitkide bulunmaktadir ve adi gegen bu
bitkilerin tamami TUBITAK tarafindan gelistirilen TUBIVES ne kayitlidir (TUBIVES
internet sitesi, 2014). Ulkemizin birgok yerinde yetisen bu bitkiler iizerinde yapilan
analizler, icerdikleri arctiin miktarlarini ortaya koymustur (Erdemoglu ve ark., 2009;
Boldizsar ve ark., 2010; Csapi ve ark., 2010; Zhou ve ark., 2011; Szokol-Borsodi ve
ark., 2012).

Yapilan literatiir incelemesinde arctiin maddesinin antienflamatuvar etkinligi ile
ilgili kisith sayida da olsa caligmalar mevcuttur. Ancak bu maddesinin periodontal
hastalik tizerine etkisiyle ilgili higbir ¢alisma bulunamamistir (Lee ve ark., 2007; Park
ve ark 2008; Wu ve ark., 2009; Lee ve ark., 2011).

22


http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C27H34O11
http://www.chemspider.com/%20ImageView.aspx?id=90827

Yapilan bir in vitro ¢aligmada, RAW 264.7 kemirgen makrofaj hiicreleri, 1
graminda 47 miligram arctiin maddesi bulunan Trachelospermi caulisin ekstratina 30
dakika boyunca maruz birakildiktan sonra LPS ile uyarilarak enflamatuvar cevap
incelenmis ve sonug¢ olarak T. caulis ekstrati’nin indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS), TNF-a ekspresyonu ve giiglii oksijen radikallerinden olan nitrik oksit (NO)

tiretimini inhibe ettigi gosterilmistir (Lee ve ark., 2007).

Jian-Guo Wu ve ark.’nin (2009) siganlar iizerinde yaptiklart bir ¢alismada,
Arctium Lappa bitkisinden izole edilen arctiin maddesinin deneysel glomerulonefrit
tizerine iyilestirici bir etkisi oldugu gosterilmistir. Ayn1 zamanda arctiin maddesinin,
serum IL-6, TNF-a ve malondialdehit (MDA) degerlerini diisiirebilecegi, superoxide
dismutase (SOD) aktivitesini arttirabilecegi ve niikleer transkripsiyon faktorii
(NF-xB)’nun deoksiriboniikleik asit (DNA)’e baglanma aktivitesi azaltabilecegi

gosterilmistir.

Jee-Hun Park ve ark.’nin (2008) yaptiklar1 bir deneysel c¢aligmada, yeni bir
bitkisel formiil olan ve %0,8-1,6 oraninda arctiin maddesi ihtiva eden SI000413’ iin
farelerde olusturulmus artrit modeli lizerine etkileri arastirmistir. Deney sonuglarina
gore; S1000413’in tip iki sigir kollajeni ile asilanmig farelerde enflamasyonun Klinik
semptomlarini ve antitip II Kollajen antikor sayisini azalttigi, kandaki T ve B lenfosit

oranlarini arttirdigr ayrica serumdaki IL-6 diizeyini diisiirdiigii belirtilmistir.

Sungwon Lee ve ark. (2011) arctiin maddesinin, doza bagh sekilde NO ve
proenflamatuvar sitokin (IL-6, TNF-a ve PGE-2) iiretimini baskiladigin1 ve uyarilmis
makrofaj hiicrelerinde NF-kf3 inhibisyonuna sebep oldugunu gostermislerdir. Calisma
sonuglarma gore; arctiin - maddesinin enflamatuvar hastaliklarda biyoaktif rol
oynayabilecegini ve bu islevini, NF-xf3 inaktivasyonu ile proenflamatuvar sitokin

iiretimini baskilayarak gerceklestirebilecegini bildirmislerdir.

Bu bilgiler 1s1ginda; bitkisel bir madde olan arctiinin IL-18 ve TNF-o’nin
tiretimini azaltarak, konak yanitin1 diizenleyip, periodontal doku yikimmi ve kemik
kaybini Onleyebilecegi veya azaltabilecegi hipotezinden yola ¢ikarak planladigimiz
calisgmamizda, arctiin maddesinin periodontitis olustuktan sonraki donemde IL-1p ve

TNF-a tizerine etkilerinin biyokimyasal olarak incelenmesini amagladik.

23



3. MATERYAL ve METOT

Calismamiz, Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 06.02.2012 tarihli ve 2012/06 numarali karar1 ile hayvan haklar1 ve deney
etigi agilarindan uygun bulundu. Caligma Ondokuz Mayis Universitesi Proje Yonetim
Ofisi tarafindan PYO.DIS.1904.12.010 proje numaras: ile desteklendi. Calismanin
deneysel asamalari, Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve
Aragtirma Merkezi’nde gergeklestirildi. Hayvan bakimi ve kullaniminda uluslararasi
etik kurallar goz onilinde bulunduruldu. Calismanin biyokimyasal analiz asamasi ise

Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya AD gerceklestirildi.
3.1. Cahisma Protokolii

Calismada 30 adet erkek Sprague-Dawley si¢an kullanildi. Deney hayvanlari 6-
7 haftalik, agirliklar1 100-117 g arasinda degisen, sistemik olarak saglikli ve daha 6nce
herhangi bir arastirmada kullanilmamis siganlar arasindan rastgele segildi. Siganlar;
22+1°C sicaklik ve % 50 nem oranina sahip, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik bir
ortamda, her bir plastik kafese tek sican gelecek sekilde yerlestirilerek muhafaza edildi.

Standart sigan yemi verilerek beslenme sartlari esit olacak sekilde ayarlandi (Sekli 5).
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Sekil 5. Siganlarin deney siiresini gegirdikleri ortam



3.2. Deney Gruplar

Deneysel ¢alismanin ilk asamasinda, 30 adet erkek sigandan 10 adedi rastgele
secildi ve kontrol grubu olarak belirlendi. Geriye kalan 20 si¢an, deneysel periodontitis
olusturulmak ftizere isleme alindi. Ticari olarak satin alman ve P. gingivalis
bakterisinden elde edilmis LPS (Invivogen, San Diego, CA, ABD) iiretici firma
direktifleri dogrultusunda; kutu igerigindeki endotoksinden arindirilmig 1 ml. distile
suyun, LPS iceren peletin bulundugu flakona aktarilmasini takiben 10 saniye
vortekslenmesiyle (VELP Scientifica 2x3, Italya) kullanima hazir hale getirildi.
Deneysel periodontitis olusturulacak si¢anlarda, oncelikle 75-100 mg/kg ketamin-
HClI’nin intraperitonel yolla verilmesiyle sistemik anestezi saglandi. Daha sonra {ist sol
1. molar ve st 2. molar dislerin interproksimal birlesim yeri hizasinda, diseti altina 30
gauge igne uclu insiilin siringasiyla (BD Company, New Jersey, ABD) her bir seferde
bukkal ve palatinal bolgeye 10ul.’lik enjeksiyonlar yapildi. Enjeksiyon islemi, 48 saat
araliklarla toplam 3 kez tekrarland1 (Sekil 6, 7). Ayni islem kontrol grubunda apirojen
su ile gergeklestirildi (Kador ve ark.,2010). Boylece LPS indiiklii, konak yanitina bagl
deneysel periodontitis modeli olusturulmaya caligildi. Son enjeksiyonu takip eden 24.
giinde, 20 sicanin Klinik (disetinde 6dem, diseti ¢ekilmesi) ve radyolojik bulgular
incelenerek deneysel periodontitis olustuguna kanaat getirildi (Sekil 8).

& InvivoGen
LPS-PG

LPS Porphyromonas gingivalis

-1mg-

Cat. #  tirl-pglps
Store @ -20°C

For research use only

Corporate Headquanters European Headquarters
InvivoGen - San USA CAYLA - Towouse, FRANCE
Td 1858457 5873 Tdl 33(0)562716 939
www.invivogen.com

E— -mﬂﬂmmmmm*

Sekil 6. P.gingivalis LPS paket igerigi ve 30 gauge igne uglu insiilin giringast
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Sekil 7. P. gingivalis LPS’in (a) bukkal ve (b) palatinal bolgedeki disetine enjeksiyonu

Sekil 8. a) Kontrol grubunda ilk apirojen su enjeksiyonunu takip eden 24. giinde alinmig dijital
radyografi; b) Periodontitis gruplarinda ilk LPS enjeksiyonunu takip eden 24. giinde alinmis
dijital radyografi
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Calismanin ikinci asamasinda; deneysel periodontitis olusturulan 20 sican, her
grupta 10 adet olacak sekilde, rastgele 2 gruba ayrildi. Periodontitis gruplarindan birine;
arctiin (-) maddesini ¢6zmek i¢in kullanilan ve polar bir ¢6ziicti olan dimetil siilfoksitin
(DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) 1/1000’lik saf su soliisyonu Tablo 1’
deki sistematik dahilinde gastrik gavaj yolu ile verildi. Diger periodontitis grubuna ise
DMSO’ in 1/1000’1lik saf su ¢ozeltisinde ¢6ziinmiis olan arctiin (-) (Enzo Life Sciences,
Inc., Farmingdale, NY, ABD) maddesinin 5Smg/ml yogunlukta hazirlanan ¢ozeltisi, 30
mg/kg’dozlarda 21 giin (Wu ve ark., 2009) boyunca Tablo 1°deki sistematik dahilinde
verildi. Haftada bir giin hassas tart1 (Precisa XB 220 A, Dietikon, Isvigre) ile sicanlarin

agirliklan dl¢iiliip, doz ayarlamasi yapild.

Sistemik gavaj yontemi kullanilarak sicanlarin agirliklarina goére verilen

soliisyon miktari, asagidaki formiil ile hesaplandi. Dozaj 6rnekleri Tablo 2°de gosterildi.

Uygulanacak Soliisyon Miktar1 (mL)= (Ratlzil;l;gglrggr)) X ( Soliisl;(())ledaki )

Arctiin Yogunlugu
Doz= 30 mg/kg
Soliisyondaki Arctiin Yogunlugu= 5mg/mL

Tablo 2. Agirliga gére uygulanan soliisyon miktar1 6rnekleri

Sican Agirhg Gerekli Arctiin Miktari Uygulanan Soliisyon Miktar1
(@0 (mg) (mL)
100 gr 3mg 0,6 mL
110gr 3,3 mg 0,66 mL
120 gr 3,6 mg 0,72 mL
130 gr 3,9mg 0,78 mL
140 gr 4,2 mg 0,84 mL
150 gr 4,5 mg 0,9 mL
160 gr 4,8 mg 0,96 mL
170 gr 5,1 mg 1,02 mL
180 gr 5,4 mg 1,08 mL
190 gr 5,7mg 1,14 mL
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Deney gruplari agagidaki gosterilen sekilde olusturuldu.

Grup 1: Disetine apirojen su enjekte edilen ve 21 giin siire boyunca gavaj
yoluyla DMSO uygulanan kontrol grubu

Grup 2: Deneysel periodontitis olusturulduktan sonra 21 giin siire boyunca
gavaj yoluyla DMSO uygulanan grup

Grup 3: Deneysel periodontitis olusturulduktan sonra 21 giin siire boyunca
gavaj yoluyla 30 mg/kg dozda arctiin uygulanan grup

3.3. Diseti Orneklerinin Elde Edilmesi

Deneyin 45. giiniinde; tiim siganlar sakrifiye edilerek, tist 1. ve 2. molar disler
etrafindaki diseti dokulari, eksizyonel biyopsi yontemi ile alindi. Daha sonra
biyokimyasal analiz asamasina kadar -80° C’deki ultra derin dondurucuda saklanmak
tizere pH’1 7,4 olan 0,01M 0,7mL fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi iceren 2ml’lik kapakli
saklama tiiplerine (Eppendorf AG, Hamburg, Almanya) konuldu.

3.4. Diseti Orneklerinin Biyokimyasal Analiz icin Hazirlanmas:

Biyokimyasal analizler; almman diseti Orneklerine homojenizasyon ve
sanrifiigasyon islemlerinin uygulanmasinin ardindan elde edilen siipernatantlarda
gergeklestirildi. Homojenizasyon i¢in pH’s1 7,4 olan 0,01M fosfat tamponu kullanild.
Homojenizasyon 5 dakikalik iki tekrar ile gergeklestirildi. Elde edilen homojenat, 10000
X G’de 10 dakika santrifiij edildi. Tiim bu uygulamalar, 0-4°C’de gergeklestirildi (Sekil
9).

06 == #|ROTOR 12131 #| PARA » [ CONFIG ¥

L. 9 f

Sekil 9. +4°C’de 10000 x G’de 10 dakika boyunca santrifiij isleminin gergeklestirildigi cihaz
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3.5. Diseti Proenflamatuvar Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

Diseti 6rneklerinden elde edilen siipernatantlardaki proenflamatuvar sitokin
seviyelerinin biyokimyasal analiz i¢in sicana 6zgii ELISA kitleri kullanildi, prosediirler
ticari firma direktifleri dogrultusunda gergeklestirildi. IL-1p (IL-1p (rat), EIA Kkit,
Catalog No. ADI-900-131, Enzo Life Sciences Int inc., New York, ABD) ve TNF-a
(TNF-a (rat), EIA kit, Catalog No. ADI-900-086A, Enzo Life Sciences Int inc., ABD)
analizleri i¢in kullanilan ticari ELISA Kitleri ve igerikleri Sekil 10 ve Sekil 11°de

gosterildi.

Sekil 11. IL-1B ve TNF-a kitlerine ait ticari bilgiler
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3.6. Diseti Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Diseti dokusundaki protein konsatrasyonu seviyesinin tayini amaci ile modifiye

edilmis protein tayin kiti (Modified Lowry Protein Assay Kit, Prod # 23240, Thermo

Scientific, Rockford, IL, ABD) iiretici firma direktifleri dogrultusunda kullanild1 ve
Sekil 12°de gosterildi.
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Sekil 12. Modifiye Lowry Protein Tayin Kiti igerigi ve ticari bilgileri

ELISA kitleri ve protein tayin kitine ait prosediirlerin tamamlanmasinin
ardindan kitlere ait mikroplateler, Orneklerin absorbans degerlerinin tespiti i¢in
multifonksiyonel spektrofotometre cihazina (Dalga boylari;; ELISA kitleri 450nm,
protein tayin Kiti 750nm) alind1 (Sekil 13).
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"

A

LOWRY

Sekil 13. ELISA Kitileri ve protein tayin Kitinin okundugu spektrofotometrik cihaz (Bio Tek Instruments
Inc., VT, ABD) ve kitlere ait mikroplateler
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Okuma isleminin ardindan absorbans degerleri, kit prosediirleri dogrultusunda

elde edilen standart egri kullanilarak konsantrasyon degerine ¢evrildi.

3.7. Istatistiksel Degerlendirme

%99 giiven araliginda, %5 duyarliliga sahip olacak sekilde basit tesadiifi
ornekleme yontemi kullanilarak, drnek biiyiikliigii belirlendi. Istatistiksel analizler,
SPSS versiyon 15 yazilimi kullanilarak gerceklestirildi. Degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu; gorsel (histogram grafikleri) ve analitik yontemler (Shapiro-Wilk testi)
yontemler kullanilarak incelendi. Tanimlayici analizler, normal dagilan degiskenler igin
ortalama ve standart sapmalar kullanilarak verildi. Tiim veriler normal dagilima
uygunluk gosterdiginden; gruplar arasi karsilastirmalar, tek yonlic ANOVA testi ile
yapildi. P-degerinin 0,05’ in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli
sonuclar seklinde degerlendirildi. Gruplar arasinda anlamlhi farklilik bulunan
durumlarda; ikiserli post-hoc karsilastirmalar, Tukey testi kullanilarak yapildi. Tim
degiskenler normal dagildigindan; korelasyon katsayilari ve istatistiksel anlamliliklar,

Pearson testi ile hesaplandi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

Calisma baslangicinda ve sonunda 6l¢iilen sigan agirliklarinin; grup 1 (kontrol
grubu) i¢in baslangicta 109,03 + 4,89 gr, calisma sonunda 182,64 + 9,31 gr; grup 2 ve
grup 3 (deneysel periodontitis gruplar1) i¢in baslangigta 108,35 + 4,46 gr, calisma
sonunda grup 2 (periodontitis grubu) igin 175,48 + 9,50 gr, grup 3 (deneysel
periodontitis + arctiin grubu) 178,74 + 8,91 gr oldugu belirlendi. Deneklerin baslangig¢
agirliklar1 ve son agirliklart gruplar arasinda degerlendirildiginde; istatistiksel olarak
anlamli bir farkin olmadig1 goriildi (p>0,05). Grup 3’e ait siganlardan biri deneyin 40.
giinde dogal yollardan ekzitus olup, kaybedildi. Ancak geride kalan sigan sayisi, deneyi

bitirmek i¢in yeterli oldugundan ¢alismaya yeni denek eklenmedi.
4.1. Biyokimyasal Analiz Bulgulari

IL-1B ve TNF-a’nin diseti dokusunda bulunan konsantrasyon seviyeleri ve
miligram protein basina diisen miktarlar1 belirlenerek, gruplar arasi yapilan
karsilastirmalarla degerlendirildi. Ayrica 6rnek standardizasyonunu saglamak amaci ile

orneklerin igerdigi protein konsantrasyon seviyeleri de tespit edildi.

Biyokimyasal analiz verileri ve istatistiksel analiz sonuglar1 Tablo 3, 4’te ve
Sekil 14, 15, 16°da gosterildi.

4.1.1. IL-1B Verilerinin Degerlendirilmesi

Diseti konsantrasyon sevivesi acisindan gruplar arasi degerlendirme:

En yiiksek IL-1B konsantrasyonu 2. grupta tespit edilirken, bunu sirasiyla 3.
grup ve 1. grup takip etti.

1. grup ve 2. Grup arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark

bulundu (P= 0,000).

1. grup ve 3. grup arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark

bulundu (P= 0,001).

2. grup ve 3. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (P= 0,006).



Miligram protein basina diisen IL-1B miktarlar: acisindan gruplar arasi

degerlendirme:

1. grup ve 2. grup arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark
bulundu (P= 0,000).

1. grup ve 3. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (P= 0,038).

2. grup ve 3. grup arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark
bulundu (P= 0,000).

4.1.2. TNF-a Verilerinin Degerlendirilmesi

Diseti konsantrasyon sevivesi acisindan gruplar arasi degerlendirme:

En yiiksek IL-1p konsantrasyonu 2. grupta tespit edilirken, bunu sirasiyla 3.
grup ve 1. grup takip etti.

1. grup ve 2. grup arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark
bulundu (P=0,000).

1. grup ve 3. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (P=0,028).

2. grup ve 3. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (P=0,021).

Milieram protein basina diisen TNF-o miktarlar1 acisindan gruplar arasi

degerlendirme:

1. grup ve 2. grup arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark
bulundu (P=0,000).

1. grup ve 3. grup arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark
bulundu (P=0,000).

2. grup ve 3. grup arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli fark

bulundu (P=0,000).

4.1.3. Diseti Protein Konsantrasyon Seviyelerinin Degerlendirmesi

1. grup ve 2. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (P=0,031).

1. grup ve 3. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(P=0,973).

2. grup ve 3. grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi

(P=0,059).
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4.2. Korelasyon Analizi Sonuglari

Parametreler arasi korelasyon analizi sonucunda elde edilen veriler, IL-1p ve
TNF-a parametreleri arasinda korelasyon oldugunu gosterdi (P<0,005). IL-1B ve TNF-a
konsantrasyon seviyeleri ile protein konsantrasyon seviyeleri arasinda korelasyon
goriilmezken (P>0,05); IL-1B ve TNF-a miligram protein basina diisen miktarlar ile
protein konsantrasyon seviyeleri arasinda korelasyon oldugu goriildii. Korelasyon

matriksi, Tablo 5’te gosterildi.
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Tablo 3. Verilerin gruplara gére dagilimini gosteren tablo

IL-1B IL-1B TNF-o TNF-o Kon;;"ttre;;‘ o
GRUP (pg/mL) (pg/mg protein) (pg/mL) (pg/mg protein) Y
(pg/mL.)
Grup 1l
N=10 70,95+10,21 53,69+7,29 108,72+28,52  81,19+16,33 1,35+0,27
Grup 2
Ne1o  117.03£1644 1273342759  231,65:63,11  242,29+20,41 0,97+0,34
Grup 3
N=9 95,82+13,43 74,95+10,75 168,72+44,10  130,12+20,25 1,31%,0,31
Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi
Tablo 4. Gruplar aras1 kargilastirmalar
Protein
GRUP (p:gla_/#]ﬁL) (pg/rr:lg_ ;r[:)tein) (;gl;}rill(f) (pg/r:g,;\l g;gtein) Konsantrasyonu
q (pg/mL.)
P degeri
Grup1-Grup2  0,000” 0,000 0,000 0,000 0,031"
¢
Grup 1-Grup3 0,001 0,038" 0,028" 0,000 0,973
¢
Grup 2- Grup3 0,006 0,006 0,021" 0,000 0,059

$

§=Tek yonlit ANOVA testi; ¢=Post hoc TUKEY testi
= T§tatistiksel olarak anlamli fark var p<0,05
= Istatistiksel olarak ileri diizeyde anlaml1 fark var p<0,005
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Sekil 14. Sitokinlerin diseti konsantrasyon ortalamalari
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Sekil 15. Sitokinlerin miligram protein basina diisen miktar ortalamalari
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Sekil 16. Proteinlerin diseti konsantrasyonu ortalamalari
Tablo 5. Degiskenler arasi iliskileri gosteren korelasyon matriksi
Pearson Protein
Korelasyon ( /r;I;NF;gtein) ( IL/:qlz) ( /rr:L_lrl?)tein) Konsantrasyonu
Testi pg/mg p pg pg/mg p (mg/mL)
TNF-a r=0,716"; _ o r=0,429"; r=0,150;
(pg/mL) P=0,000 r=0,890"; P=0,000 P=0,020 P=0,588
TNF-a r=0,740"; r=0,909"; r=-0,507";
(pg/mg protein) P= 0,000 P=0,000 P=0,001
IL-1B r=0,612"; r=0,002;
(pg/mL) P=0,000 P=0,991
IL-1p r=0,741"";
(pg/mg protein) P=0,000

r=Pearson Korelasyon Katsayisi

P< 0,05 ise istatistiksel olarak anlaml
“= 0,05 seviyesinde anlamh

20,001 seviyesinde anlamh

37



5. TARTISMA

Mikrobiyal dental plagin, gingival enflamasyon ve ardindan geligebilecek olan
periodontal doku yikimi i¢in primer etyolojik faktor oldugu kabul gormiis bir gercektir
(Haffaje ve Sockransky, 1994). Ancak kronik olarak bakterilere ve endotoksinlerine
maruz kalma gingival enflamasyon ve periodontal doku yikiminin goriilebilmesi i¢in 6n
kosul olarak kabul gorse de, bu faktorlerin tek baslarina hastaligin olusumunda goreceli
olarak diisiik (yaklasik %15-20) bir 6neme sahip oldugu bildirilmistir (Grossi ve ark.,
1994). Giincelligini korumakta olan periodontal hastalik patogenez modellerine
(Offenbacher, 1996; Page ve Kornmann, 1997) gore ise bu bilgiler, hastaligin olusumu
ve ilerleyisini tam olarak tanimlamakta yetersiz kalmaktadir. Periodontal hastalik ile
iliskili sert ve yumusak doku yikiminin ana komponentinin, konagmn bakteriler ile
miicadelesinde aktif hale gelen immiinoenflamatuvar yanit oldugu savunulmaktadir
(Offenbacher, 1996; Page ve Kornmann, 1997). Bu yanitin altinda yatan biyolojik
unsurlarin; nétrofil, monosit, lenfosit ve fibroblast gibi savunma hiicreleri tarafindan
tiretilen konak kaynakli mediyatorlerin doku yikimina sebep olan mekanizmalart

tetiklemesi oldugu bilinmektedir (Salvi ve Lang, 2005).

Marsh’in (1994) gelistirdigi “Ekolojik plak hipotezi”, dental plaga bagl dis ve
diseti hastaliklar1 olusum mekanizmalar ile ilgili teorileri tek bir ¢at1 altinda toplamistir.
Bu hipoteze gore; mikrobiyal dental plagin hem miktart hem de spesifik
mikroorganizma igerigi saglik durumundan hastalik durumuna geciste etkili
olabilmektedir. Saglik durumunda dental plak mikroflorasi stabil bir durumdadir ve
konak savunma mekanizmalari, konak-bakteri etkilesiminden dogabilecek yikici
durumlar1 baskilar. Ancak bu denge bagisiklik sistemindeki bozukluklar, hormonal
degisiklikler, sigara kullanimi ve g¢esitli sistemik durumlardan &tiirii bozulabilir.
Enflamasyon, doku yikimi ve/veya diseti olugu sivisindaki artis gibi konak durumunda
meydana gelen degisiklikler, plak igerigindeki periodontal hastaliga sebep olabilecek
mikrobiyal popiilasyonun artisina neden olabilir. Ekolojik plak hipotezinin bir diger
onemli c¢ikarimi ise terapdtik miidahalelerin farkli hastalik seviyelerinde yararli
olabilecegini 6ngérmesidir. Mikroorganizmaya ve/veya konaga bagl yikici uyaranlarin,
veya cevresel faktorlerin bu yolla elimine edilmesinin mikrobiyal homeostazin

saglanmasina yardimei olabilecegi fikri ortaya konmustur.



Periodontal hastaligin olumsuz etkilerinin azaltilmasma yonelik caligmalar,
ozellikle bu yikim siirecinde etkili olan ve konak-bakteri etkilesiminden kaynaklanan
konak yanitini azaltmak lizerine yogunlagmistir. Konak yanit1 ve periodontal hastalik
patogenezi hakkindaki bilgiler; konak yanit mekanizmalarinin farmakolojik
inhibisyonunun, periodontal hastalik tedavisine ek veya alternatif stratejiler
gelistirilmesine olanak saglayabilecegini diigiindiirmektedir (Paquette ve Williams,

2000).

Konvansiyonel periodontal tedavi yaklasimlarina ek olarak kullanilan ve konak
yanitini modiile etmeyi amaglayan farmakolojik preparatlarin (NSAID, Diisiik Doz
Doksisiklin, Bisfosfonat) mevcut sistemik yan etkileri ve uzun déonem kullanimlar ile
ilgili ortaya ¢ikabilecek olumsuz durumlar (Salvi ve Lang, 2005; Shannon ve ark., 2011;
Soares ve ark., 2012), arastirmacilar1 periodontal hastalik tedavisine yardimci olacak
alternatif tedavi segeneklerini arastirmaya itmistir (Cao ve Sun, 1998; Chan ve ark.,
2003; Sastavaha ve ark., 2005; Bothelho ve ark., 2007; Liao ve ark., 2013). Ozellikle
yaygin antibiyotik kullanimina kars1 bakterilerin gelistirdigi tolerans, bu konuda yapilan

caligmalar1 daha da 6nemli hale getirmistir (Soares ve ark., 2012).

Konak yanit modiilasyon stratejilerinden biri olan ve periodontal hastalik
gelisiminde 6nemli rol oynayan konak sitokinlerinin modiilasyonu ayrintili bir sekilde
incelenmistir. Bu sitokinler ve iiretim mekanizmalari, birgok arastirmaci tarafindan
kemoterapotik hedefler olarak gosterilmistir (Offenbaher, 1996; Okada ve Murakami,
1998). Proenflamatuvar sitokinler olarak da bilinen TNF-o ve IL-1B gibi
polipeptidlerin; hiicre ylizeylerinde bulunan uygun reseptorlere baglanarak katabolik
hiicre aktivitelerini tetiklemeleri, bu sitokinleri konak yanitinin baslamasindaki en
onemli medyatdrler haline getirmistir. TNF-a ve IL-1p’nin periodonsiyumda varliklari
kanitlanmis olmakla birlikte periodontitis durumunda miktarlarinin arttig bildirilmistir
(Jandinski ve ark., 1991; Stashenko ve ark., 1991). Alveolar kemik yikimina kadar
uzanan mekanizmalarin baslamasina sebep olan proenflamatuvar sitokin iiretiminin
inhibe edilmesinin, konak yanitin1 baskilayacagi gorlisii son zamanlarda gegerlilik
kazanmaya baslamigtir (Gemmel ve ark., 1997; Kantarc1 ve ark., 2006; Kirkwood ve
ark., 2007; Souza ve ark., 2012).

39



Artium Lappa bitkisinin total ekstrati veya bitkiden elde edilen maddeler
lizerinde yapilan ve antienflamatuvar, antiallerjik (Cho ve ark., 2002; Park ve ark.,
2007; Kim ve ark., 2008; Knipping ve ark., 2008; Zhao ve ark., 2009), antioksidan (Lin
ve ark., 2000; Lin ve ark., 2002), antikanser (Miyamato ve ark., 1993; Tamayo ve ark.,
2000; Awale ve ark., 2006; Guo ve ark., 2008), antidiyabetik (Mitsuo ve ark., 2005; Xu
ve ark., 2008), atniviral (Schroder ve ark., 1996; Eick ve ark., 1996; Chiang ve ark.,
2002) ozelliklerin incelendigi arastirmalardan elde edilen olumlu sonuglar, bu bitkiye
verilen 6nemin artmasina neden olmustur. Arctium Lappa bitkisinden elde edilen en
onemli lignanlardan biri olan arctiin maddesi lilkemizde yetisen bir¢ok bitki tiiriinden
elde edilebilir durumda olmakla birlikte bu tiirlerin {ilkemizde ticari {irlin olarak
yetistirilmemektedir. Yaptigimiz literatiir incelemeleri lilkemizde bu bitkilere gereken
onemin verilmedigini, hatta baz1 arastirmacilar tarafindan bu bitkilerin tarlalarda yetisen
yabanct ot olarak tamimlandigi ve eliminasyonlari i¢in yontemlerin arastirildigi

goriilmektedir (Malasli, 2010).

Calismamiz; ilkemizde yetisen bitkilerde bulunan ve antienflamatuvar
etkinligi kanitlanmis arctiin maddesinin, sistemik olarak uygulanmasinin siganlardaki
periodontal hastalik modeli {izerindeki etkilerini, proenflamatuvar sitokin {iretimini
baskilayarak konak yanitini modiile edip, hastalik siddetinin azaltilabilecegi
hipotezinden yola ¢ikarak tasarlanmis olup olasi olumlu sonuglarin {iilke ekonomisine
katkida bulunacag: diisiiniilerek planlanmistir. Ayrica ¢alismamiz arctiin maddesinin
deneysel periodontitis modeli iizerindeki etkilerinin incelendigi ilk g¢alisma olmasi

nedeniyle 6nem arz etmektedir.

Hayvan modelleri; insanlarda goriilen karmasik hiicresel faaliyetleri taklit
edebilmenin, invitro ¢alismalardaki yapay ve smirl hiicre sayisina sahip sartlara gore
daha kesin sonuglar verebilme gibi avantajlara sahiptir (Graves ve ark., 2012). Ozellikle
fonksiyon kaybi1 veya kazanci ile ilgili c¢alismalarda; hedef dokunun alinarak
incelenmesindeki 6nemli etik engeller, bu ¢aligmalarin insanlar iizerinde yapilmasini
olanaksiz hale getirmistir (World Medical Association, 2013). Bu noktada; periodontal
hastaligin gelisimdeki ve ilerleyisindeki baskin patolojik siireclerin olusumu ile ilgili

bilimsel kanitlara ulasilabilinmesi agisindan hayvan modelleri biiyiik 6nem tasimaktadir
(Graves ve ark., 2012).
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Periodontal hastalik, her asamasi (biyofilm gelisimi, bakteri iirlinleri ve
bakterilerin bag dokusuna invaze olmasi, bag dokusunda yikici konak yanitinin gelisimi,
doku yikimi sonrasinda gelisen tamir asamalari)) uygun hayvan modeli {lizerinde
incelenebilen bir patoloji olmasi nedeniyle, kurulan hipotezlerin tiim hastaligi incelemek
yerine asamaya 0zgili bir sekilde incelenilebilmesi miimkiindiir (Graves ve ark., 2012).
Insan caligmalarinda ise bu asamalar1 birbirinden ayirt etmek neredeyse imkansizdir.
Hayvan modelleri, limitasyonlara sahiptir ancak bunlar, invitro ¢alismalara gére ¢ok
daha diisiik seviyededir. Bunun da 6tesinde hayvan modelleri, insan klinik ¢caligmalarina
gore sebep-sonug iliskilerini inceleme agisindan daha net bilgiler verirler (Klausen,
1991; Kuhr ve ark., 2004; Smith ve ark., 2010).

Tek tip hiicre popiilasyonuna sahip yapay ortamlarda karmasik konak-bakteri
etkilesimlerinin incelenmesi incelenmesinin miimkiin olmamasi, hayvan modellerini, bu
acidan 6nemli hale getirmektedir (Oz ve Puleo, 2011; Graves ve ark., 2012). Bu durum,
periodonsiyum digindaki dokularda da gegerli olmakla birlikte literatiirde,
proenflamatuvar sitokinlerin enflamatuvar hiicre go¢ii ve kemik rezorbsiyonu iizerine
etkileri bu dokular disinda da gosterilmistir (Chiang ve ark., 1999; Bakthavatchalu ve
ark., 2010; Meka ve ark., 2010). Bu sayede arastirmacilar; sitokinlerin kemik yikimi
stirecine  etkilerini, kalvaryumdan periodonsiyuma kadar tiim dokularda
inceleyebilmislerdir. Bu yiizden hayvan calismalarinin degeri periodontal dokulardaki
olaylar1 ne kadar iyi taklit ettiklerinden 6te spesifik hipotezleri ne kadar iyi test ettikleri
ile 6l¢iilebilir (Graves ve ark., 2012).

Fare ve sigan; immiin sistemi ile 1ilgili genis bilgilerin yan1 sira
ulagilabilirlikleri ve yeterli sayilarda elde edilebilirlikleri sayesinde, arastirmacilar
tarafindan sik tercih edilen deney hayvanlaridir. Ayrica siganlarda; genetik yatkinlik,
yas, cinsiyet, doz ve ilacin uygulanma yollar1 gibi baz1 6nemli degiskenler kontrol altina
almabilmektedir (Nassar ve ark., 2008). Siganlarda deneysel periodontitis modelinin
olusturulmasinda, tekrarlanabilir ve bolgede travma olusturmayan bir teknik
kullanilmas1 gerektigi belirtilmistir. Bu teknikler arasinda en sik kullanilanlari; dislerin
ligatiirlenmesi, oral bakteri gavaji ve endotoksin enjeksiyonudur. (Klausen, 1991;
Struillou ve ark., 2010).
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Deneysel periodontitis ¢alismalarinda; asil sorun, enflamasyonun akut mu
yoksa kronik mi oldugu ile ilgilidir. Periodontal yikim, remisyon donemlerini de igeren
agresif veya yavas ve devamli bir seyir izleyebilir. Insan diseti dokusu ve
komsulugundaki dis arasinda herhangi bir durumda akut ve kronik enflamasyon
karakteristiklerine sahip enflamatuvar hiicre infiltrati varligin1 siirdiirlir. Ayrica
periodontal doku yikiminda, dogal ve kazanilmis bagisiklik elemanlarinin birlikte rol
aldig1 net bir sekilde ortaya konmustur (Assuma ve ark., 1998; Baker ve ark., 1999;
Teng ve ark., 2000; Delima ve ark., 2002). Akut ve kronik enflamasyonun veya
kazanilmis ve dogal bagisikligin periodontal hastalik tizerindeki etkileri uygun hayvan
modelleri segilerek calisilabilir. Ayrica hayvan modelleri, periodontal hastalik
patogenezindeki molekiiller mekanizmalar1 arastirmak i¢in de faydali karakteristik

ozeliklere sahiptir (Graves ve ark., 2012).

Ligatiir modelinde disin etrafina yerlestirilen sutur, o disin etrafindaki kemigin
hizli ve ileri derecede yikimina neden olurken (Mandalunis ve ark., 1998; Duarte ve
ark., 2010) periodontal hastaligin akut gelisimindeki olaylari incelemek igin endikedir
(Graves ve ark., 2012). Diger yandan oral gavaj modelleri ise periodontal hastaliga bagl
kemik yikimin1 daha uzun siirede gelistirdiginden daha c¢ok kronik periodontitis
modellemesinde kullanilir (Baker ve ark., 2000; Kesavalu ve ark., 2007). LPS indiiklii
periodontitis modelleri ise direkt ve kolay uygulanabilirliginin yam sira kontrollii ve
lokalize bir kemik yikimina neden olur (Genco ve ark., 1998; Dumitrescu ve ark.,
2004). Ayrica uyaran miktar1 ayarlanip, sabit tutulabildiginden dolayr periodontal
hastalik gelisimi i¢in gerekli tetikleyicilerin standardizasyonu da saglanmis olur. LPS
modelinde alveoler kemik yikimu, ilk enjeksiyonu takip eden 7. giinde goriilmeye baslar
(Nishida ve ark., 2001; Dumitrescu ve ark., 2004; Nakamura ve ark., 2008). Bu
sebeplerden otiirti, bakteriyel LPS modeli akut ve kronik periodontitis modellerinin

arasinda bir yontemdir (Graves ve ark., 2012).

LPS enjeksiyon modeli, baz1 arastirmacilara gore, enflamasyon ve kemik kayb1
slireclerini insanlardakine benzer sekilde canlandirabilmekle birlikte dokularda gelisen
enflamasyon ve hastalik siireglerini incelemeye olanak saglamaktadir. Bu modelde
insandaki periodontal hastalikta goriilen; birlesim epitelinin apikale gogii, kollajen
yikimi ve alveoler kemik kaybi gibi bir¢ok 6zellik izlenebilmektedir (Kador ve ark.,
2010; Graves ve ark., 2012).
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Arastirdigimiz 6l¢iide; LPS indiiklii periodontal hastalik modeli, konak-bakteri
etkilesiminin ve sinyal yolu aktivasyonlarinin arastirilabilmesinin  yani sira
proenflamatuvar medyatorlerin  incelenebilmesi  ve/veya spesifik  molekiillerin
periodontal hastalik patogenezi stireci igerisindeki ~ performanslarinin

degerlendirilebilmesi i¢in en uygun model olarak goriilmektedir.

Hayvan modelleri ile ilgili bu bilgilerin 1s18inda; arctiin maddesinin
periodontal  hastaligin  ilerleyisi  lizerindeki  etkilerini, diseti  dokusundaki
proenflamatuvar sitokinlerin biyokimyasal analiziyle inceleyecegimiz ¢alismamizda en
uygun model olarak belirledigimiz, P.gingivalis LPS’i indiiklii periodontal hastalik
modelini olduguna karar vererek 30 adet erkek Sprague-Dawley sicani ¢alismamizda
kullandik.

Kador ve ark., (2010) yapisal ¢esitlilik gosteren aldoz rediiktaz inhibitorlerinin
deneysel periodontitis modeli {iizerindeki etkilerini inceledikleri c¢alismalarinda,
Sprague-Dawley sican kullanmislardir. 4 farkli gruba ayirdiklar sicanlarda, 10pL’lik
Img/ml P. gingivalis LPS’i igeren fosfat-tamponlu salin ¢ozeltisini 30 kalibre (¢ap1 0.3
mm ve 0.25 mm) kalinliginda ve diseti altina insiilin siringas1 yardimi ile, test
gruplarinin sag list ¢ene birinci ve ikinci molar dis arasindaki palatinal digeti bolgesine
enjekte edip, periodontitis olusturmak amaci ile kullanmislardir. Kontrol gruplarina ise
10pL fosfat tamponu ¢dzeltisini enjekte etmislerdir. Ik enjeksiyonlar: takiben 48 saat
araliklarla 2 ek enjeksiyon daha yapmislardir. LPS uygulamasini takip eden 24. Giinde,
tim hayvanlar1 sakrifiye etmislerdir. Biz de galismamizda periodontal hastalik modelini

olusturmak amaciyla bu yontemi tercih ettik.

Lee ve ark. (2007) siganlarda yapmis olduklari deneysel enflamasyon
caligmasinda, 1 graminda 47 mg arctiin maddesi igeren Trachelospermi caulis bitkisini
100-400 mg/kg’lik dozlarda sistemik olarak uygulamiglardir. Park ve ark. (2008)
farelerde yapmis olduklari deneysel artrit galigmasinda, %8-16 oraninda arctiin maddesi
iceren ve SI000413 ad1 verilen bitkisel bir formiilii 20, 200, 400 mg/kg’lik dozlarda 3
hafta boyunca uygulamislardir. Wu ve ark. (2009) siganlarda yapmis olduklar1 deneysel
glomeriilonefrit ¢aligmasinda, arctiin maddesini 30, 60, 120 mg/kg dozlarda 3 hafta

boyunca sistemik olarak uygulamislardir.
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Biz de ¢alismamizda bu literatiirleri dikkate alarak; uygulanan arctiin dozunu
30 mg/kg, uygulama siiresini giinde bir defa olmak tizere 21 giin ve uygulama seklini

sistemik oral gavaj yolu olarak belirledik.

Sitokinler, periodontal hastaliga karsi olusan immiin yanitin her asamasinda
kilit rol oymaktadir. Periodontal hastalik patogenezi arastirmalarinda en ¢ok galisilan
proenflamatuvar sitokinler, IL-1p ve TNF-o’dir. Her iki sitokin de periodontal hastalikta
periodonsiyumdaki dogal bagisikligin devreye girmesi, diizenlenmesi ve devamliliginin
saglanmasi a¢isindan 6nemli rol oynarlar (Gemmel ve ark., 1997). IL-1 ve TNF-o’nin
coziilebilir reseptor ve reseptor antagonistlerinin periodontal dokular {izerine etkilerinin
arastirildigi, deneysel periodontitis modeli ¢aligmalarinda; IL-1p ve TNF-a iiretiminin
baskilanmasinin, alveol kemigine infiltre olan enflamatuvar hiicre sayisini azaltip,
osteoklastlarin artisin1 sinirlandirarak, periodontal atagman ve kemik kaybini azalttig:
gosterilmistir (Delima ve ark., 2001; Graves ve ark., 2001; Oates ve ark., 2002). IL-1p
ve TNF-o proenflamatuvar sitokinleri; disetindeki enflmasyonun derecesini ve dolayisi
ile konak yanitinin siddetini tespit etmek amaci ile kullanilabileceginden, ¢alismamiz bu
parametreler iizerinden degerlendirildi. Uygulamasinin pratik olmasi ve hassasiyetinin
yiiksek olmasi nedeni ile; disetindeki IL-1 ve TNF-a konsantrasyonlari, ELISA Kitleri
kullanilarak belirlendi.

Bir ¢ozeltideki toplam protein miktarinin belirlenmesi, bilimsel arastirmalarda,
gida analizlerinde, endiistriyel ve biyoteknolojik bir¢ok {iriiniin analizinde kullanilir.
Uzun yillardir protein tayini i¢in en sik kullanilan ve genel kabul gdérmiis bir yontem
olan Lowry Metot’u; proteinlerin bakir-siilfat ve tartarat ile alkali bir soliisyon
icerisinde tepkimeye girmesi temeline dayanir (Lowry ve ark., 1951). Bu reaksiyon
sonucunda, tetradentate bakir-protein kompleksi olusur. Folin-Ciocalteu ayiracinin
eklenmesi ile, 750 nm. dalga boyunda, spektrofotometrede olgiilebilen mavi renk
meydana gelir. Renk yogunlugu, selatlanmis bakir kompleksi miktarina gore degisir
(Legler ve ark., 1985). Orjinal Lowry Metot’unda bakir tartarat ayiraci, iKi ayiracin bir
araya getirilmesi ile olusurken, daha sonralari gelistirilen modifikasyon ile birlikte

ayirag teke diisiiriilmiis, daha kolay ve stabil bir yontem halini almistir (Davis, 1988).

Doxey ve ark. (1998) diyabetin periodontal dokular {izerine etkilerini

arastirdiklar1 deneysel calismada, digeti platelet derive edici biiylime faktérii (PDGF),
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transforme edici biliyime faktori-f (TGF-B), IL-1B ve TNF-a sitokin seviyelerini
ELISA yontemi kullanarak incelemislerdir. Bunun yaninda aldiklar1 diseti 6rneklerinin
toplam protein konsantrasyonlarini da belirleyerek degerlendirmelerini miligram protein

basina diisen sitokin miktar1 iizerinden yapmislardir.

Boas ve ark. (2013) yapmis olduklar1 deneysel c¢alismada ortodontik dis
hareketinin gingival dokular iizerindeki etkilerini ELISA yontemi kullanarak IL-1p ve
TNF-a sitokinleri iizerinden inceledikleri ¢alismalarinda, diseti dokularindaki toplam
protein konsantrasyonunu belirleyerek, sitokinlerin miligram protein basma diisen

miktarlari tizerinden sonuglarini degerlendirmislerdir.

Modifiye Lowry Protein Tayin yontemi; diseti Orneklerindeki protein
konsantrasyonunu tespit etmek ve Ornek standardizasyonunu saglamak amaci ile
kullanilmis olup; uygulama kolaylig1 ve duyarliliginin yiiksek olmasi gibi avantajlari
(Beezhold ve ark., 1996; Soral-Smietana ve ark., 1998; Redmile-Gordon ve ark., 2013)
sebebi ile tercih edildi.

Calisma baslangic1 ve sonundaki sigan agirliklarinin, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermemesi; siganlarin her grupta normal
gelisimlerini siirdiirdiiklerini ve elde edilen biyokimyasal analiz verilerinin, hayvanlarin

sistemik durumlarindan etkilenmedigini diisiindiirmektedir.

Lee ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada; Trachelospermi caulis bitkisinin etanol
ekstratinin  antienflamatuvar etkisini, invivo ve invitro olarak incelemislerdir.
Calismada, bitkiden elde edilen ekstratin 1 graminda 47 mg arctiin maddesi bulunmasi
ve bu ekstratin antienflamatuvar etkinliginin 6l¢iilmiis olmasi, bizim ¢alismamiz i¢in
onem arz etmektedir. Calismanin invitro boliimii icin RAW 264.7 kemirgen makrofaj
hiicreleri kullanmislar ve bu hiicreleri LPS ile uyarmadan 6nce 30 dakika boyunca bitki
ekstratina maruz birakmislardir. Bu islemden sonra T. Caulis ekstratinin
antienflamatuvar mekanizmasini tanimlayabilmek i¢in, RAW 264.7 makrofaj
hiicrelerinin iNOS proteinini, TNF-a’nin ekspresyonunu ve NO {iretimini Western Blot
yontemi ile incelemislerdir. Kontrol grubu, bitki ekstratinin ¢esitli dozlarda verildigi
gruplar ile karsilastirildiginda; iINOS’un, TNF-a ekspresyonunu ve NO iiretimi