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ABSTRACT

RADIOGRAPHIC, BIOCHEMICAL, HISTOPATHOLOGIC,
ULTRASTRUCTURAL EVALUATION IN LIGATURE-INDUCED
PERIODONTITIS AND EXPERIMENTAL LATHYRISM MODEL

Gonea CAYIR KELES, Ph.D. Thesis
University of Ondokuz Mayis Samsun, September 2001

Lathyrism is characterized by defective collagen synthesis due to inhibition
of lysyl oxidase which is essential for interfibrillar cross-linking. Lathyritic agent
beta-aminoproprionitrile (B-APN) accepted as a suitable agent for the study of
connective tissue metabolism. The concept of creating acute and chronic bone
defects with ligatures has provided the strongest acceptance to obtain periodontitis
like lesions in animals. Our main purpose is to compare ligature-induced
periodontitis with experimental lathyrism in the manner of radiographic,
biochemical, histopathological, and ultrastructural methods.

In our study 45 Wistar rats weighting between 150-250gm were used.
Ligature-induced periodontitis was created in 15 rats’ molar teeth. Experimental
lathyrism was obtained with daily subcutaneous injection of B-APN for 40 days in
15 rats. Fifteen rats were used as the control. At day 40, blood was taken by cardiac
puncture, then all rats were decapitated. Activity of serum alkaline phosphatase
were determined by optimum standart method. Left and right mandibles were
dissected out; radiographs were taken, extraction test was performed on the right
mandibular first molar. Histopathologic and ultrastructural evaluation was
performed on the left mandibular molar teeth. Gingival biopsies taken from the
same region were homogenized and IL-1f levels was assessed using the ELISA
method.

We observed the similar findings both in ligature-induced periodontitis and
lathyritic group, unlike the control ones. Early results of our study suggest that the
lathyritic rats might be used as an alternative model for experimental periodontitis.



vi
SIMGELER VE KISALTMALAR

Diinya Saglik Orgiitii
Ekstraselliiler matriks
Glikozaminoglikan
Beta-aminoproprionitrile
Matriks metalloproteinaz
Interlokin-1

Interl6kin-1 alfa
Interl6kin-1 beta
Interlokin-2

Interlokin-6

Interlokin-8

Tiimdr nekrozis faktor alfa
Transforming growth faktor
Interferon alfa

Interferon beta

Diseti olugu sivis1

Fosfat tampon soliisyonu
Enzyme-linked immunosorbant assay

Ethylenediaminetetracetic acid



vii

ICINDEKILER

TURKCE OZET iv
INGILIZCE OZET v
SIMGELER VE KISALTMALAR vi
ICINDEKILER vii
1.GIRIS 1
2.GENEL BILGILER 4
2.1. Kollajenin yapisi ve tipleri 8
2.2. Kollajen makromolekiiliiniin yapist 10
2.3. Kollajen tipleri 10
2.4. Kollajenlerin doku dagilimlan 12
2.5. Sert doku kollajenleri 13
2.6. Kollajenlerin biyosentezi 14
2.7. Deneysel lathyrismde histopatolojik ve ultrastriiktiirel

degerlendirmeler 27
2.8. Deneysel lathyrismde periodontal ligament 30
2.9. Enzimler 32
2.10. Enzim aktivitesinin belirlenmesindeki ilkeler 33
2.11. Spesifik enzimler-Fosfatazlar 33
2.12. Sitokinler 34
3.MATERYAL VE METOD 38
4.BULGULAR 44
5.TARTISMA 60
6.SONUG VE ONERILER 75
KAYNAKLAR 76

O0zGECMIS 85



1.GIRiS

Diinya Saghk Orgiitiiniin (WHO) tammilamasina gére periodontitis, dis ve
diseti kenar1 {izerinde biriken degisik say1 ve tlirdeki bakteri ve bakteri iiriinlerinin
etkisiyle ortaya ¢ikan, giiniimiizde de biiyiik dis kayiplarina sebep olan enfeksiyoz
karakterli bir hastahktir (WHO, 1987).

Hastaligin tiim toplumlan etkiledigi, hemen hemen her ik ve kitlede
epidemik tarzda dis kayiplarina sebep oldugu gerekgesiyle bu konu giiniimiizde hala
WHO’nun 6zel ¢ahgmalar: arasinda bulunmaktadir.

Giinlimiize kadar epidemiyolojik, klinik, biyokimyasal, immiinolojik ve
diger cesitli yontemlerle incelemesi yapilmug olan periodontal hastahk, mevcut
mikrobiyal yapmm kalite ve kantitesinin gok farkh olmasi ve immiinolojik
anlamdaki degigkenleri ile arastirilan &nemli konular arasindadir.

Baglangigta epidemiyolojik ve klinik incelemelere afirhk verilmis, daha
sonra deneysel modeller gelistirilerek insan ve hayvan deneyi calismalarina
baglanmugtir. Periodontal hastahifin etiopatogenezinin tarihi igerisinde deneysel
modellerin agirhk kazandif: goriilmektedir.

Deneysel periodontitis, akut defektlerin kroniklestirildigi veya defekt
olusturulmadan saghkh dokularda gesitli yontemlerle plak birikimi saglandid
modeller kullamimak suretiyle olugturulmaktadir (Proye ve Polson, 1982; Novak ve
ark., 1984; Eren, 1985; Aukhil ve ark., 1986; Caffesse ve ark., 1990). Deneysel
periodontal hastabk olusturulmas1 ve defektlerin istenilen boyutta ve tarzda elde
edilmesi amaciyla, diet ve giinliik oral hijyen islemleri gibi faktorlere bagh olarak
literatiirde degisik kroniklestirme metodlan kullamimstir.

Deneysel periodontitis ile ilgili yapilan aragtrmalarin hemen hemen
timiinde kollajen yapimin bozulmasi ortak bulguyu olugturmaktadir. Bu konu
Pinchback ve ark. (1996) tarafindan periodontal hastahklarda hastahdmn siddetiyle



dogru oranda .kollajen matrikste biiyiikk oranda yikim meydana geldigi seklinde
aciklanmgtir.

Deneysel periodontitis, segilmis deney hayvanlarmda 6nceden uygulanan
cesiti  operasyonlar sonrast yerlestirilen retansiyon yapici araglar, 6zel diet
uygulamalar1 ve mikrobiyal dental plak birikimi varhfinda gelistirilmektedir.
Deney siiresi boyunca 6zel izlemeyi gerektirmesi, aragtirma siiresinin uzamasi, bu
siiredeki olas1 deney hayvam kayiplan ve periodontitis olusumundan sonra yeni bir
cerrahi uygulamanin gerekli olabilmesi sistemin dezavantajlari olarak kabul
edilebilir.

Bilindigi gibi bag dokusu gesitli hiicreler ve hiicreler arast boslugu
dolduran ekstraselliiler matriksten (ECM) olugur. ECM yapisinda kollajen, elastin,
fibronektin, integrinler, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar (GAG)
bulunmaktadir. Giiniimiizde organik matriksin patolojik yikiminda aktive olan
matriksmetalloproteinazlar ile bunlarin  endojen6z  inhibitdrleri arasindaki
dengesizligin dnemli rol oynadigi bilinmektedir. Gingival proteoglikanlar
iltihaplanmadan etkilenirler, ancak bu etki kollajenlere oranla ¢ok azdir (Genco ve
ark., 1990; Bartold ve Narayanan, 1998).

Diger taraftan lathyrogenler kollajen g¢apraz baglantisiu inhibe eden
maddeler olarak bilinmektedir (Yamaguchi, 1992). Ozellesmis bag dokulan
lizerinde lokal ve sistemik faktorlerin etkisini incelemek igin periodonsiyum ideal
bir deneysel model olugturmaktadir. Ozellikle bilyime ve gelisme swrasinda
kollajenin hizh devinimi ile karakterizedir, ayrica ¢ifneme kuvvetlerine maruz
kalmaktadir.

Lathyritic ajan olan  beta-aminoproprionitrile ~ (B-APN)’in  rat
periodonsiyumu tizerinde olugturdugu patolojik degisiklikler ik olarak 1957 yihnda
rapor edilmistir (Baden ve ark., 1983).



Osteolathyrogenlerin onceleri sadece kemigin organik matriksi {izerine
etkili oldugu diiglinlilmesine ragmen, aym zamanda kalsiyum dengesi ve kemik
mineral igerigini de etkiledigi agia kavusmugtur (Kemm, 1976).

Lathyrogenlerle ilgili giintimiize kadar yapilan smrh ¢ahgmalarda
periodontal ligament gerilme direncinde azalma, yapisinda bozulma, periodonsiyum
vaskiilaritesinde artiy ve alveol kemigi rezorpsiyonu ortak bulgu olarak kargmmiza
¢ikmaktadir (Chiba ve Ohkawa, 1980; Baden ve ark., 1983; Cho ve Garant, 1984;
Ohshima ve ark., 1989). Buna bagh olarak lathyrogenlere bagh gelisjen bu
patojenitenin bir periodontitis modeli olup olmadigi ve ligatiirle olusturulan
periodontitis modeline gére benzerlik ve farklihklarm gesiti yontemlerle
aragtinlmasinin gerekli oldugu diisilincesindeyiz.

Yapilan literatiir incelemesinde iilkemizde lathyrogenlerle ilgili herhangi
bir ¢ahymaya rastlanmamugtir. Yurtdiginda yapilan c¢aligmalarda izleyebildigimiz
Olglide lathyrism ile ilgili smrrh aragtrma bulunmakla birlikte, lathyrism ve
ligatiirle olugturulan periodontitis modeliyle ilgili ortak ve birbirleriyle kiyaslanan
bir aragtirmanin olmadigi gézlenmistir. Bu nedenle daha &nce incelenmemis olan bu
konuyu irdelemek ve bu modellerde meydana gelen doku degisikliklerini kontrol
grubuyla karsilastirmah olacak sekilde radyografik, biyokimyasal, histopatolojik ve
ultrastriiktiirel yontemlerle incelemek ana amacimizi olugturmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Digleri ¢evreleyen ve  destekleyen  dokular  periodonsiyumu
olugturmaktadir. Periodonsiyum digeti ve periodontal ligamentin olusturdugu iki
yumusak bag dokusu, alveol kemifi ve sementin olusturdugu iki sert bag
dokusundan meydana gelmigtir. Bu periodontal dokularin herbiri ayr1 biyokimyasal
kompozisyon ve bag dokusu yapisindan olugmaktadir.

Periodonsiyumun &nemli fonksiyonlan digleri g¢evrelemek ve ¢igneme
kuvvetlerine kars1 koymaktir.

Periodontitis, dis ylizeyi {lizerine tutunan, diizenli afiz bakim
yapimadiginda olusan mikrobiyal dental biofilm tabakasi igerisindeki
mikroorganizma topluluklarmin Snce marjinal diseti, daha sonra derin dokulara
yayilarak digeti birlesim epitelini, periodontal lifleri ve alveol kemifini hasara
ugratarak gelisen diinyanin en sik izlenen iltihabi hastalig: olarak tamimlanir (Page
ve Schroeder, 1976; Newman ve ark., 1978; Moore ve ark., 1982; Socransky ve
Haffajee, 1988; Ebersole ve ark., 1993; Listgarten, 1984; Offenbacher,1996;
Tonetti, 1997). Bu hastalik tedavi edilmedigi takdirde, kronik seyirli olarak dislerin
tutucu apareylerini tahrip ederek kayiplarina sebep olur.

Yiizyih agan bir zamandir klinisyenler ve arastiricilar hayvan modellerini
periodontal hastahgm incelenmesinde kullanmaktadirlar. Ik ¢ahsmann 1899
yihnda Talbot ile oldugu belirtilmistir. O giinden baglayarak glinlimiize kadar
fareler, ratlar, domuzlar, koyunlar ve maymun tiirleri bu amagla kullamlagelmistir.
Periodontitis mekanizmas1 ile ilgili ¢ok sayida veri bu ¢ahsmalarda ortaya
konmugtur (Page, 1988).

En iyi tammlanacak hayvan modelinin elbette insan periodontitisini tiim
ozellikleri ile temsil eden yapida olmasi gerekir. Bu nedenle degisik tiirler arasinda
incelemeler yapilarak aradaki farklar ortaya konmakta ve insan periodontal hastahg:
ile iligkilendirilmektedir (Page, 1988).



Periodontitis  bitin memeli tiirlerinde genellikle ortak ozellik
gostermektedir. Tlm tlirlerde bakterilerin ¢ogaldifi ve bunlarin diglerin apikali
yoniinde hareket ettikleri, bOylece diseti cebi ya da kemik i¢i defektler
olugturduklari, periodontal atagmanda yikim ve alveol kemiginde degradasyona
neden olduklar1 kabul edilmektedir. Biitlin bu ortak karakteristife ragmen tiirlere
gore farkhhk goOsterdigi yonler de bulunmaktadw. Bu tir farklarim nedeni de
memelilerin boyut, yasam siiresi, diet, aligkanliklar, biiylime hiz1, daha az oranda da
dis ve ¢evre dokularmn yapilan ile ilgilidir (Page, 1988).

Ligatiire bagh periodontal hastahk, farkh tedavi stratejilerini ve
periodontal hastabfin siddetini etkiledigi diigiiniilen cesitli faktorleri aragtirmak
amaciyla gesitli deney hayvanlarinda yaygin bigimde kullamimaktadir (Sallay ve
ark., 1982; Breivik ve ark., 2000). Ligatiirin mekanik travmasi tek bagmna
periodontitis olugturmamaktadir. Ligatiir yerlestirilmesinin mekanik irritasyon
olusturan ve plak olusumunu hizlandirarak bakteri sayisiin artmasina neden olan
bir faktdr oldugu bildiriimektedir (Gyo6rfi ve ark., 1994). Periodontitis olugturmak
amaciyla bu model ¢esitli hayvan tiirlerinde uygulanmgtr. Shroeder&Lindhe
(1975) kopeklerde, Rovin ve ark. (1966); Sallay ve ark. (1982)’de ratlarda bu
yontemle periodontitis olugturmuglardir.

Ligatiir yardimiyla olugturulan periodontitis modelinde, 6zellikle fareler ve
ratlar gibi kiigiik deney hayvanlarinda, molar digler bolgesine ligatiir yerlestirme
islemi i¢in komissurektomi yapilmasmmn gerekliligi, operasyon esnasinda ¢ahsma
zorluu ve takip asamasnda Ozel dikkat gerektirmesi; lathyrogenler ve bu
maddelerin periodonsiyuma etkilerini inceleme fikrinin dogmasma sebep olmustur.

Biyokimyasal olarak lathyrogenlerin etki mekanizmasi tam olarak
saptanmustir: Bu ilaglarm, kollajenin peptid zincirinde lizin ya da hidroksilizinin
aldehit grubuna doniismesini katalize eden lizil oksidaz enzimini inhibe ettikleri
gosterilmistir (Narayanan ve ark., 1972; Tinker ve Rucker, 1985; Ohshima ve ark.,
1989). Nitekim lathyrogenler, aldehit firetimini ve kollajende c¢apraz baglanti
olusumunu inhibe ederler (Ohshima ve ark., 1989). Lathyrogenler tarafindan



gergeklestirilen kollajenin gapraz baglantisiin  inhibisyonunun  6zellikle yeni
sentezlenmis Kollajende olustugu bildirilmigtir (Golub ve ark.,1968; Ohshima ve
ark., 1989).

Lathyrogenler ayrica dis destek mekanizmasiu da etkileyebilirler (Shore
ve ark., 1984). Lathyritic diglerin olduk¢a kolay g¢ekilebildigi ve aksiyal kuvvetlere
karst daha fazla mobilite gosterdigi saptanmugtir. Ayrica periodontal ligamentin
gerilme direncinde azalma oldugu izlenmistir (Berkovitz ve ark., 1972; Shore ve
ark., 1984). Siirmiis dislerde (kesiciler ve molarlar) 3 hafta sonra mobilite oldugu
gOriilmiistiir (Baden ve ark., 1983).

Lathyritic ajan olan B-APN’in yiiksek dozu siddetli sistemik lezyonlar ve
yiiksek liim oram ile karakterize olan ve uzun dénem izlemeyi imkansiz kilan akut
intoksikasyon ile sonuglanmaktadir. Periodontitis kronik seyir gosterdiginden, akut
lathyrism uygun bir deney modeli olmamaktadir. Deneysel kronik lathyrism modeli
1970 yiinda Bouissou ve ark. tarafindan tammlanmig ve diisik doz B-APN
uygulanmasinin periodonsiyum iizerine etkileri hakkinda bilgi verilmistir (Baden ve
- ark., 1983).

Periodonsiyumu olugturan dokularin ECM’leri ¢ok sayida fibr6z ve non-
fibroz proteinlerden olugmaktadir (Everts ve ark., 1998). Insan kemik yapisim ve
iskelet sistemini bir yap: iskelesi olarak degerlendirdigimizde, ekstraselliiler matriks
(ECM) bu iskeleyi birbirine baglayan ve ayakta tutan diren¢ ve tutma sistemi olarak
degerlendirilmelidir. Mevcut hiicrelerin yamsira bag dokusunun Onemli bir kism
ekstraselliiller g¢evreden olusur. Bu bolgede ekstraselliler matriks igindeki
makromolekiiller bulunmaktadir. ECM, hiicreleri ¢epecevre sararak hiicrelerden
daha ¢ok yer kaplar (Cole ve Eastoe, 1996).

ECM’in yapis1 incelendiginde bliyiik oranda kollajenbz ve non-kollajen6z
proteinleri igerdigi gorilir. ECM’in non-kollajen6z bSlimiinii  yapisal
glikoproteinler olarak laminin, integrin, fibronektin, GAG ve proteoglikanlar
olusturmaktadir (Everts ve ark., 1998; Yamalik ve ark., 1998).



ECM proteinleri matriks icindeki hiicreler tarafindan lokal olarak
salgilamirlar ve birgok dokuda bu hiicreler esas olarak fibroblastlardir. Ancak bazi
Ozellesmis bag dokularinda (8rnedin; kikirdak, kemik) kondroblastlar ve
osteoblastlar tarafindan da dretililer. Uretilen bu makromolekiiller ECM’in
organize yapisma katilirlar. ECM’de degisik tiplerde, ¢ok gesitlilik g&steren matriks
makromolekiillerinin bulunmasi ve bunlarm ECM’deki farkh organizasyon
bicimleri 6zel dokulardaki fonksiyonel gereksinimler ile iligkilidir. Matriks, kemik
ve dig gibi dokularda kalsifiye, korneadaki gibi transparan ya da tendonlardaki gibi
gerilim direnci olugturacak sekilde organize olabilir (Cole ve Eastoe, 1998).

Ekstraselliiler protein fibriller bag dokusunun en 6nemli ve en karakteristik
icerikleridir. Daha Onceden de sOylendigi gibi protein molekiilleri fibroblastlar
tarafindan sentezlenir ve ana madde icerisine salgilamr. Burada fizikokimyasal
kuvvetlerin etkisi altinda birim makromolekiillere ¢6kelerek ve birleserek organize
olur, bdylece ana madde fibrillerini olustururlar. Hizh gekilde kendilerinden olan
biiyiik molekiilleri meydana getirme &zellikleri vardir. Biraraya geldiklerinde ise
ayn ayn lifler ya da demetler halinde baglar olusturmak iizere meydana gelen bu
yapt ana maddenin kendi saf haline gére gok daha dayanikh ve fonksiyonel bir yapt
olusturur. Bu fibriller esas yap: itibariyle mekanik giicii arttirir (Cole ve Eastoe,
1998).

Bag dokularinda 3 tip ana fibr6z proteinden bahéetmek miimkiindiir:

-Kollajen
-Retikiilin
-Elastin

Kollajen memelilerde en fazla izlenen proteindir. Retikiilin histolojik olarak
ayn bir yap1 olarak tammlansa da karbonhidrat ve lipidlerle birlikte olugan kollajen
tnitelerinden meydana gelmistir. Elastin tamamen farkl bir proteindir, olugmasi
¢ok daha smirhdir. Bityilk mekanik giice karsi koyulmasinin gerektigi bolgelerde



fazla miktarda “izlenir. Bunlarin baginda da damar sistemi gelmektedir (Cole ve
Eastoe, 1998).

2.1.Kollajenlerin Yapisi ve Tipleri
Yapisal 6zellikler:

Kollajen kelime olarak Latin kokenlidir, tutkal fireten anlamma gelir.
ECM'in ana maddelerinden olan kollajen viicudumuzda en fazla bulunan proteindir
ve biitiin proteinin %30'unu olugturur. Bu fibr6z protein suyla isitildiginda hayvan
tutkah dedigimiz jelatini meydana getirir. Fakat jelatin yapisal olarak kollajeni taklit
etse de sistematik yapisi nedeniyle suda eridifi ve jel meydana getirdifi i¢in
kollajenden farkhdir. Kollajen molekiilii biitiin omurgalilarda birbirinden farklidir
(Cole ve Eastoe, 1998).

Evrimin erken donemlerinde izlenmeye baglamis ve yillar igerisinde ¢ok az
degismistir. Bu da etkisinin ve diizeyinin optimum diizeyde oldugunu
distindlirmektedir.  Kimyasal analiz yontemleri, X-ray diffraction ve
elektronmikroskobik teknikler kollajen fibrillerin yapisim atomik diizeyden bag
dokusunu olusturdugu diizeye kadar takip etme sansm vermistir (Cole ve Eastoe,
1998).

Cok heterojen bir yapis1 oldugu distiniilir. Kollajen molekiilii olarak
tammlanabilmesi i¢in, ECM'in yapisal biitiinlii3ii iginde yer alan bir yap1 gdstermesi
gerekmektedir. Ugli heliks yapisinda olmal ve diger matriks igerikleriyle
birlesmesi amaciyla molekiil tistiinde birlesmeyi saglayacak fibriller, filamentler ve
ag sistemi icermelidir (Bartold ve Narayanan, 1998).

Kollajeni diger matriks bproteinlerinden aviran ¢esitli karakteristik



1-Uglit heliks );ap151, a. zincirleri olarak bilinen 3 polipeptid zincirden olugmaktadur.
Kollajenin tipine bagh olarak; 3 aym, 2 farkh veya 3 farkh a zincirlerinden
olusabilir. Uglii heliks yap1 devamh olabilir ya da non-kollajen bdliimlerle kesilmis
olarak bulunabilir.

2-Ugli heliks yap igerisinde, Gly-X-Y scklinde olan devamh aminoasit
diziliminde, glisin her 3 pozisyonda bulunurken, X ve Y genellikle glisin digindaki
aminoasitlerden olugmaktadir. Glisin kollajenin aminoasit yapisinin yaklagik olarak
1/3’ini meydana getirir. Dizi ¢galiymalar1 her ii¢ kékten birinde glisinin varhgim
gOstermigtir, yani glisin {iglii-heliks yapis1 olusumu ic¢in gereklidir, ¢linkii genig
aminoasitler #iglii heliks yapinin merkezine uygun degillerdir. Prolin sikhkla X ve Y
pozisyonlarinda bulunur.

3-Kollajen, glisin diginda  hidroksiprolin (Hyp) ve hidroksilizin (Hyl) gibi 2
benzersiz aminoasit igermektedir. Omurgah Kkollajenlerde bu aminoasitler Y
pozisyonunda bulunmaktadir. Kollajenin biyosentezi sirasinda hidroksiprolin ve
hidroksilizin protokollajen zincirine baglanirlar, baglanti prolin ve lizin olarak
gergeklesir ve polipeptid zinciri olusur olugmaz hidroksile olurlar. Hidroksiprolin
prolinden derive olur ve proteinlerin iminoasitlerini olusturur. Hidroksiprolin ve
hidroksilizin kollajen diginda diger proteinlerde bulunmaz.

4-Kollajenin en 6nemli 6zelligi iminoasit igeriginin diger biitlin proteinlerden daha
fazla olmasidir. Prolin ve hidroksiprolin, koklerin yaklagik olarak 2/3’sini olugturur.
Iminoasit {initesinin oldugu her yerde, polipeptid zincirin baglarinda, rijit pirolidin
halkasinin etkisiyle serbest rotasyon olugmas: zorlagir. Sonugta bu bélgede zincirin
olduk¢a dayanikh bir hale doniigtiigt diiglintiliir.

5-Kollajen polar yan zincirlerle yiiksek oranda ve lipofilik yan zincirlerle diigiik
oranda aminoasit igeren hidrofilik bir proteindir. Hidroksiprolin ve hidroksilizin bu
etkiyi arttirmakta ve difer globuler proteinlerde oldugunun aksine katlanmayi
onleyerek kendine saghkh olarak biiyiiyecek uygun bir ¢evre yaratmaktadir.
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6-Keratinin aksine kollajen ¢ok az tiirde aminoasitin ¢ok bilyiik miktarlarda biraraya
gelmesi ve geride de ¢ok az aminoasit kalmastyla tammr.

7-Aminoasitlerin toplam sayis1 yan zincirleriyle birlikte serbest karboksil gruplarin
aminoasitlerinden ¢ok az bir miktar daba fazladir. Kollajen bu nedenle pH’1 9,4 olan
bolgede izoelektrik noktasi olan temel bir proteindir.

8-Glikoz ve galaktoz, ¢ozlinebilir ve ¢éziinmeyen omurgal kollajenlerine kovalent
baglarla baghdr ve ikisi birlikte kuru agrhfin %0.4’iini olugturur. Bdylece
kollajen, diistik oranda karbonhidrat tasidigindan glikoprotein olarak da kabul
edilebilir (Bartold ve Narayanan, 1998; Cole ve Eastoe, 1998).

2.2.Kollajen Makromolekiiliiniin Yapisi

Kollajenin birim polipeptid zinciri yaklagik olarak 1000 aminoasit kokii
igerir, ancak bu arada tropokollajen makromolekiilii 3 polipeptid zincirinden ve 3
polipeptid zincirin sarmal sekilde 3 boyutlu olarak kivrimindan olusur (Sekil 1)
(Cole ve Eastoe, 1998).

2.3.Kollajen Tipleri

Kollajenler genis bir protein grubudur. Bugiine kadar en az 19 farkh
kollajen tipi tanmlanmgtir. Bu kollajenler fibril olugturabilme &zelliklerine gore 3
gruba aynlirlar.

En kolay tanimlanabilen kollajen formu band seklinde olan fibrillerdir ve
bunlar fibril-olusturan-kollajenler olarak isimlendirilmektedir. Tip I (kemik), tipII
(kikirdak), tip IILV ve XI bu gruba baghdir. Bu molekiiller i¢inde iigli heliks
bolgesi, her a =zinciri igerisinde kesilmemis 338-343 adet Gly-X-Y {igliisii
icermektedir ve molekiil 15x3000A° olgiisiindedir. Sirah ve birbirine bagh
fibrillerdir (Bartold ve Narayanan, 1998).
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Sekil 1. Artan boyut buiyaklakierinde kollajen yapisinin gorintiisi
(a) Protokollajenin tek heliks zinciri
() Ugla helix
(c) Bir kollajen fibrilin bolamleri
(d) Daha diisik magnifikasyonda kollajen fibrilin bslimleri
(e) Bag dokusunda izlenen kollajen fibril demetleri
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Ikinci ‘grup kollajenler non-kollajen boliimlerle kesilmis olan kollajensz
bélgeler icermektedir. Bu kollajenler fibril olusturan kollajenlerin yiizeyiyle
iligkilidir. Bu grup; Gglii heliks ile kesilmig fibril iligkili kollajenler (FACIT), tip IX,
XII, XIV ve tip XVI kollajenleri igermektedir. Tip IX, XII ve XIV kollajenler
proteine kovalent olarak baglanmms GAG igerdikleri i¢in digerlerinden farkhdirlar
(Bartold ve Narayanan, 1998).

Diger non-fibriler kollajenlerin timii {i¢lincii grubu olugturmaktadir. Bu
grupta; ag olugturan kollajenler (tip IV, VIII, X) bulunur. Bunlar; boncuklagmus tip
(tip VI) ve anchoring fibriller (tip VII)’dir. Bu kollajenler dokular1 ve organizmalan
kaplayan protein membranlar: olugturabilirler (Bartold ve Narayanan, 1998).

Fibriler kollajende Gly-X-Y g¢ok yogun bulunur ve hatta herbir kollajen
molekiiliinde bazen yaklagik 333 tekrara kadar ¢ikabilir. Eger bu tekrarlar sirasinda
kesintiler olursa, ki bunlar imperfeksiyon olarak bilinir; glisin merkezden kagarsa,
heliks yap1 stabilitesini kaybeder ve kivrim gosterir. Fibriler kollajende normalde
imperfeksiyon bulunmaz, fakat non-fibriller kollajende ¢ok sayida imperfeksiyon
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Yogun bag dokularmi olusturan kalsifiye dokular icerisindeki kemik
dokuda, tip I kollajen hakimdir ve tip III, V, XII, XIV kollajenler olduk¢a diisiik
miktarda bulunmaktadir. Kikirdak dokuda tip II kollajen en 6nemli fibril olugturan
kollajendir, tip XTI ve IX, XII gibi FACIT gibi kollajen tiplerini de igermektedir. Bu
dokularda tip II kollajen mekanik diren¢ igin gerekli olurken, tip IX kollajen
kikirdak dokunun eklem yiizeylerini kaplamasinda siirtlinmenin az olugmas: igin
gbrev almaktadir. Tip IV kollajen sadece bazal membran yapisinda bulunmaktadir
(Tinker ve Rucker, 1985; Bartold ve Narayanan, 1998).

Gingival bag dokusunda oldugu gibi periodontal ligament ECM’inin en
Onemli kollajeni tip I kollajendir (Bartold ve Narayanan, 1998).

2.5.Sert Doku Kollajenleri

Mezodermal dokulardan kemik, dentin ve sement kimyasal yapilan
agisindan birbirlerine benzerdir ve hepsi kalsifiye kollajen olarak kabul edilir. Béyle
kabul edilmelerinin en biiyiikk nedeni yapilarim olugturan temel organik kapsamin
protein-kollajen olmasidir. Ornegin, kikirdak bir baska mezodermal doku olmas: ve
kollajen igerigine ragmen diger {i¢ dokudan farkh olarak kondroitin siilfat i¢eriginin
fazla olmasi nedeniyle ayn 6zelliklere sahiptir (Cole ve Eastoe, 1998).

Mineralize bag dokusunda kollajen esas organik kapsam oldugu i¢in
yumusak dokulardaki kollajenden ayn oldugu diisiiniilebilir. Ancak gergekte sert ve
yumusak doku kollajenleri yapisal Ozellikleri ve aminoasit kapsami agisindan
birbirlerine benzerdir (Cole ve Eastoe, 1998).

Elektronmikroskobik ¢ahsmalar hem yumusak hem de sert dokuda
kollajenlerin 64nm’lik araliklarla swralandifimi gostermektedir. Kemik ve dentin
kollajenleri yumugak doku kollajenlerine oranla ¢ok daha geligigiizel dagiimiglardir
ve fibroz elemanlarm goriilebilmesi igin ¢ok daha yliksek magnifikasyona ihtiyag
vardir (Cole ve Eastoe, 1998).
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Sert d.okulardaki kollajen molekiilleri fibril igerisinde birbirlerine 0.6nm
uzakhkta iken yumusak dokularda 0.3nm uzakbktadwr. Kemik ve dentindeki
kollajen yumugak doku kollajenine oranla gok daba stabildir. Coziinebilir kollajeni
sert dokudan g¢ikarmak olduk¢a zordur. Sert doku kollajenlerinin daha yiiksek
oranda stabil olmasim altnda yatan en Onemli faktdr yiikksek oranda capraz
baglantih kollajen icermeleridir (Cole ve Eastoe, 1998).

2.6.Kollajenlerin Biyosentezi
Kollajen sentezinin safthalan:

Kollajen sentezi sekil 2°de gosterilen sentez agamalarmdaki degisim ya da
kimyasal modifikasyondan etkilenmektedir. Kollajen sentezinin hiza kollajene
spesifik mRNA seviyesine baghdir. Fibroblastlarda poliribozom gruplarmm
olusumu aktif kollajen sentezi ile iliskilidir (Tinker ve Rucker, 1985).

Bu islem enerji ve protein beslenmesinden etkilenmektedir.
Poliribozomlarin toplanamamasi, nisbeten azalmg kalori almmin temel sonucudur.
Fakat bazi arastirmalar, bag dokusu protein sentezinin serum protein sentezinden
daha az oranda bu olaya maruz kaldigim bildirmislerdir. Prolin gibi spesifik
aminoasitlerin ve mRNA’nin intraselliiler boyutunun kollajen ribozomal
toplulugunun kontroliinde &nemli oldugu diistiniilmektedir. Doku prolin toplulugu
hastalik durumunda sikhkla artar ve bu durumda fibrozis ile sonuglandig: diisiiniiliir
(Tinker ve Rucker, 1985; Cole ve Eastoe,1998).

Kollajen sentezi bir dizi biyolojik yapmnmn olugtugu ilgi ¢ekici bir biyolojik
mekanizmadir. Kollajenin biyosentezindeki basamakiar kisaca &zetlenecek olursa,
peptidler genellikle graniillii endoplazmik retikulumda olusturulur. mRNA'larla
gelen sinyal tam bu donemde gelir, ahmr, bu dénemde néropeptidlerin etkin oldugu
goriigii vardir. Intraselliiler taginma sirasinda bagslangig kollajen translasyon iiriinleri
kapsamh bir sekilde modifiye olur, 6rnegin; prolin ve lizin k6kleri hidroksile olur
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ve hidroksilizin kokleri glikozile olabilir (Tinker ve Rucker, 1985; Cole ve
Eastoe,1998).

Kollajen yapisinda hidroksiprolin total aminoasit koklerin %10-15ini
olugturmaktadir. Hidroksiprolin fizyolojik 1sida kollajenin tek heliks yapisi
tarafindan stabilize edilmeye ihtiyag duyar. Hidroksile olmamis kollajen polipeptid
zincirleri, proteinazlar tarafindan hizli bir gekilde intraselliiler degradasyona maruz
kalirlar (Tinker ve Rucker, 1985; Cole ve Eastoe,1998).

Aym zamanda lizil ve prolil hidroksilaz tarafindan prolin ve lizin
hidroksilasyonu bu donemde gergeklegtirilir. Polipeptid zincirleri sentezlenir,
sentezlendikten sonra yogun bir modifikasyona ugrar. Hidroksile olmamig prolin ve
lizin iceren ve protokollajen olarak isimlendirilen yap1 fibroblastlarin
ribozomlarinda biraraya gelirken, prolin ve lizin hidroksilasyonu zincir igerisinde
olugur. Giiniimiizde heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte yeni olusan zincirlerde
prolin ve lizin kdklerinin ribozomlara tutundugu sSylenir. Prolinin hidroksilasyonu
prolil hidroksilaz tarafindan katalize edilir. Kural olarak bu enzim pek ¢ok
kollajende olusan Uglii dizilimin, Gly,X,Y’nin Y pozisyonundaki prolin koklerini
tanir. Agik bir sekilde, hidroksilasyon biiylimekte olan polipeptid zincirlerinin
amino sonlanmalan graniillii endoplazmik retikulumun sisternesina girer girmez
baglar ve polipeptid zincirlerinin salinmasindan hemen sonra tamamlanir.
Hidroksile olmus prolinler birbirlerine hidrojen baglariyla baglanabilirler (Tinker ve
Rucker, 1985; Cole ve Eastoe,1998).

Prolin kdklerine ilave olarak, kollajendeki segilmig lizin kokleri de, prolil
hidroksilasyon mekanizmasiyla analog sekilde hidroksile olur. Lizil hidroksilaz
genellikle Gly,X,Y peptid diziliminin Y pozisyonundaki lizin kéklerinin
hidroksilasyonunu katalize eder. Prolin hidroksilasyonuyla birlikte hidroksilizin
olusumu, ribozomlardan peptid sahnmasindan sonra bir siire daha devam eder
(Tinker ve Rucker, 1985; Cole ve Eastoe,1998).
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Lizil vé prolil hidroksilaz enzimleri igin kofaktér goérevi yapabilecek
faktorler askorbik asit ya da demir iyonlandir. Askorbik asit eksikligi bu enzimleri
inhibe eder. Askorbik asit eksikligi aym zamanda {iglii heliks yapinin ¢6ziinme
isisim diigiiriir ve molekiil direngsiz hale gelir. Kollajen askorbik asit eksikliinde
yetersiz hidroksile olur. Askorbik asit eksikliinin yamsira, gesitli hormonal
faktorler, antienflamatuar steroidler, ve enflamatuar hastabklar da lizil ve prolil
hidroksilaz aktivitelerini etkileyebilirler (Tinker ve Rucker, 1985; Bartold ve
Narayanan, 1998).

Hidroksilizinlerin enerji metabolizmalar1 ve glikolizasyonlar1 heniiz tam
olarak acgiklanmamugtir. Prolin koéklerini hidroksile edecek faktorler heniiz tam
anlagilmamakla birlikte enzimin serbest prolin {lizerine etkisinin oldugu
diglinlilmemekte ve sadece glisin tarafinda bulunanlarm hidroksile olabilecegi
izerinde -goriigler bildirilmektedir. Farkh bir enzim tipinin lizinin
hidroksilasyonundan sorumlu oldugu da diisiiniilmektedir (Cole ve Eastoe,1998).

Protokollajen zincirleri fibroblastlarin iginde sentezlendikten sonra
yaklagik %20’si tropokollajenin a zincirlerinden uzun hale gelirler ve bu uzun
olduklar1 durumda {igli biraraya gelerek iiglii heliks olustururlar. Bu dénemde
galaktoz Unitelerinde daha fazla modifikasyon olugur ve hidroksilizin kéklerine
glikozidik baglanti saglanir. Bu glikozile olmus uzantih glii heliks formu
hidroksile olduktan sonra prokollajen olarak tammir. Bu yap1 daha sonra
fibrilogenezisin  olusacags ECM’e salglamr. Tropokollajen iinitelerinin
kiimelesmesinden 6nce prokollajende bu gibi degisiklikler meydana gelmis olur
(Cole ve Eastoe,1998).

Her {i¢ zincir kendi kendine birlegir, disiilfit baglar olugur ve her trimerde
bir karboksiden amin sonlanmasina giden bir yapilanma olusur, bu yapi ECM'e
verilir. ECM’e girdikten sonra hem amin hem de karboksil uglarin pargalanabilmesi
igin proteazlara gereksinim olur ve tekrar fibrili yapiminda kullamlir.
Hidroksilizinler tam bu dénemde kovalent ¢apraz baglar olusturarak stabilize
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edilebilecek bir. fibril yapis1 olustururlar, bazen de fibrilleri fibrillerle birlestirirler
(Tinker ve Rucker, 1985; Cole ve Eastoe,1998)

Kollajenin prokollajenden sonraki en Onemli yapis1 fibril yapidir. Cok
sayida tropokollajen molekiiliinlin biraraya gelmesiyle olusur. 20-100nm
kahnhginda ve sonsuz uzunluga sahip olan bir yapidir. Elektronmikroskobik
analizler 64nm’de bir tekrarlayan karakteristik ¢apraz swralanmalardan
bahsetmektedir. Fibriller hafif sekilde esnek yapilar olarak izlenir ve doku boyunca
hafif bir kiviim gosterirler. Makromolekiilleri sentezleyen fibroblastlar: takip eder
tarzda olustugu da disiintilmektedir. Fibriller genellikle optik mikroskopta
izlenebilir tarzda paralel demetler seklinde meydana gelirler ve bag dokularmna
kendi 6zgiin doku karakterini verirler. Fibrilogenezis bolge bdlge tropokollajen
Uinitelerinin biraraya gelmesinden olusan ekstraselliiler bir iglemdir. Oryantasyon ve
makromolekiillerin birbirine olan ¢ekimi makromolekiillere komgu olan yiikli
gruplarda bulunan iyonize zincirlerdeki elektrostatik kuvvetlerle meydana gelir.
Elektrostatik kuvvetlere ilaveten hidrojen baglanmasi ve hidrofobik baglant:
makromolekiilleri birarada tutmada ve fibrilleri biraraya getirmede 6zel oneme
sahiptir (Cole ve Eastoe,1998).

Capraz baglant: isleminin ilk agamasi lizin (ya da hidroksilizin) kdklerinin
allizin (ya da hidroksiallizin) olarak bilinen aldehite doniigmesi ve bunu takiben
ikili bag olusjumu ile birlikte farkh hidroksilizine doniigmesi ve suyun
eliminasyonudur. Aldehitlere bagh olan gapraz baglantimin varhgi, nadir bir hastabk
olan ve toksik igerifi fazla Lathyrus odoratus tohumlanmmn (y-
glutamylaminopropionitrile)  tiiketilmesine bagh olarak geligen lathyrismin
etiyolojisini agiklamaktadir. Bu hastalikta bag dokulari yiiksek su igerigi ve zayif
kollajen yap1 igermektedir. Aminoacetonitrile gibi ¢esitli organik nitrillerin suni
olarak verilmesiyle de bu durum olugabilir. Organik nitriller tropokollajen
molekillerinin sentez ve yiZihmim etkilemezler, ancak lizine ait serbest
aminogruplarin aldehite doniismesini ve dolayisiyla stabil ¢apraz baglarm ve
kollajen olgunlagmasinin olugmasim engellerler. Olgunlagmus olan kollajene etkileri
yoktur. Bu islemde rol alan lizil oksidaz enzimi bakira kofaktdr olarak ihtiyag
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duymaktadir, bakir eksikligi durumunda kollajen molekiilleri zayif gapraz baglar
yaparlar (Tinker ve Rucker, 1985; Cole ve Eastoe, 1998).

Kollajenin vezikiiller igerisinde paketlenmesini igeren agamalar ve bunlarin
hiicre ylizeyine gecisi beslenme durumlann nedeniyle modifikasyona maruz
kalabilir. Cinko ve vitamin gibi gesitli beslenme yetersizliklerinden etkilenebilir
(Tinker ve Rucker, 1985).

Diger ekstraselliiler proteinler organizasyon ve kollajen sentezinin son
asamasinda yer almaktadir. Laminin, entactin, ve fibronektin gibi tiim ekstraselliiler
proteinler matriks igeriklerini organize eder ya da hiicre adezyonunu y6nlendirirler.
Fibronektinin bir gérevi de kollajen fibrillerin organizasyonuna yardimci olmaktir.
Fibronektin tiim kollajen sentezleyen hiicrelerin ylizeyinde bulunmaktadir (Tinker
ve Rucker, 1985).

Kollajen, bag dokusunun Snemli gerilme yapisim olugturmaktadir (Sodek,
1976). Kollajen fibrillerin gerilme direnci, tropokollajen altiinitelerinin aym gekilde
paketlenmesi ve intermolekiiler ¢apraz baglarla siki bir gekilde tutunmasmdan
kaynaklanmaktadir (Bailey ve ark.,1974; Sodek, 1976). Kollajen fibriller bag
dokularinin ECM’i i¢in iskelet gorevi gérmektedir, fakat rijit yapilar1 nedeniyle
rezorpsiyon ve sentez ile remodelasyona ugramaktadirlar, bu da bag dokularmin
boyut, sekil ya da biyofiziksel 6zelliklerinde degisiklie neden olmaktadir. Ratlarda
yapilmig pek ¢ok c¢ahgmada, geliyjmekte olan hayvanlarda kollajen deviniminin
olduk¢a hizh oldufu gosterilmistir (Sodek, 1976). Ayrica yetigkin hayvanlarda
devinim hzinm; hamilelik sirasinda uterus, yara iyilesmesi olan bolgeler (Grillo ve
ark., 1958; Sodek, 1976) ve bazi patolojik durumlar gibi kollajen deviniminin hzh
oldufu durumlar diginda, olduk¢a azaldigi bildirilmistir. Periodontal dokularda
hizh kollajen deviniminin digleri destekledigini savunan pek ¢ok goriis
bulunmaktadir. Bu goriigleri destekleyen deliller radyografik ¢alismalardan

kaynaklanmaktadir (Sodek, 1976).
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Periodontal ligamentte kollajen sentez hizmm disetinden iki kat, deriden
dort kat daha fazla hizh oldugu iddia edilmektedir. Periodontal dokularda kollajen
deviniminin hizh olmasinin sebebi tam olarak bilinmemesine ragmen, kollajen
fibriller {izerine gelen o6zellikle ¢ifneme swrasndaki arabkh okluzal kuvvetlerin
6nemli oldugu bildirilmigtir (Sodek, 1976).

Kollajen sentezi normal bag dokusunun saglanmasi ve tamiri igin gereklidir.
Kollajen {iretiminde olusacak olan sapma periodontal hastabiklardan bagka
aterosklerozis ve romatoid artrit gibi genel hastaliklarda da izlenen kalitatif ve
kantitatif doku degigsikliklerine yol agmaktadir. Fibroblastlarin, kollajenin ve diger
matriks igeriklerinin saglanmas1 ve deviniminden sorumlu olan en Snemlii hiicreler
oldugu bilinmektedir. Bu hiicreler yetiskin bag dokusunda normal sartlarda
minimum biiylime gosterirken, patolojik durumiarda ve yara iyilesmesi sirasinda
artmis seviyede proliferasyon gostererek sentez yapabilecek sekilde aktive olurlar.
Gingival fibroblastlar tarafindan kollajen sentezini diizenleyen hiicresel olaylar
heniiz tam olarak ¢ahgilmamstir. Serum ve enflamatuar hiicrelerden derive olan
pek ¢ok madde fibroblastlarin sentetik 6zelliklerini degistirebilir, proliferasyon igin
fibroblastlan aktive edebilir (Ko ve ark., 1981; Everts ve ark.,1996).

Yapilan c¢ahgmalarda kollajenin biitlin bag dokularnda hi¢ istisnaya
ugramadan stirekli bir degradasyonla karsi karsiya oldugu gdsterilmistir. Bunun
otesinde, bu degradasyonun sadece yumusak dokulardaki bag dokusunda degil, aym
zamanda kemik ve kikirdak dokusu gibi mineralize dokularda da izlendigi
bildirilmigtir. Yapilan in vitro gahigmalar fibroblastlarm gok sayida kollajen degrade
eden enzim salgiladiklari, bunlardan birinin de matriks metalloproteinazl (MMP]1,
kollajenaz) oldugu bildirilmistir. Bu enzim, Gross ve Lapiere tarafindan 1962'de
tanimlanms ve konak dokunun kendi iirettigi kollajen molekiiliine etki edebilen az
sayidaki enzimlerden biri oldugu bildirilmistir. Bu etkisi nedeniyle kollajenin
degradasyonu i¢in zorunlu enzim olarak kabul edilmektedir (Everts ve ark.,1996).
Kollajenazin yamsira fibroblastlar; jelatinaz (MMP2) ya da stromelisin (MMP3 ve
MMP11), serin proteinaz (plasminojen aktivatdr) ve sistein proteinaz (katepsin B ve
L) enzimlerinden bir veya birkagimi morfogenez, iltihap ve metastaz gibi



21

durumlarda sentezlemektedir (Birkedal-Hansen, 1993; Everts ve ark.,1996). Ancak
bu enzimlerin fizyolojik denge durumundaki gérevleri hakkinda az bilgi mevcuttur.

Giiniimiize kadar Ornedin periodontal ligament gibi hizh devinim goriilen
bir dokuda bu enzimlerle ilgili az sayida ¢aligma bulunmasi enteresandir (Sodek,
1978). Belki de eldeki mevcut tekniklerle inceleme sansi, konsantrasyonun gok
diisiik olmas1 nedeniyle zordur. Plazma membranina yakin bolgelerde degradasyon
meydana geldigi ve salmimi takiben kollajenazin plazmin tarafindan aktive edildigi
bildirilmigtir (Everts ve ark.,1996). Bu nedenle smirh bolgelerde ¢ok az miktarda
enzimle, kollajen ve diger matriks elemanlar1 degrade olabilmektedir. Béylece hizh
devinimin oldugu dokularda kollajenazin varh@: diiglintilmelidir. Ya da bagka bir
deyisle su soru akla getirilmelidir: Bu kogullarda olusan degradasyon bu enzim
olmadan olabilir mi? Bugiinkii bilgilerimizle bir dier alternatif yolun varhgmdan
bahsedebiliriz; §oyleki, bag dokusu hiicreleri tarafindan kollajen fibrillerin
sindirilmesi ve lizozimal aparatta fibrillerin yikim geklinde olabilir (Melcher ve
Chan; 1981). Kollajen sindiriminin, normal devinim ve bag dokusunun yumusak
elemanlarmin remodelasyonu i¢in 6nemli oldugu bildirilmistir (Everts ve
ark.,1996).

Periodontal dokularin en Onemli Ozelliklerinden birinin intraselliiler
degradasyon tarafindan saflanan kollajen deviniminin iz oldugu bildirilmistir
(McCulloch ve Bordin, 1991).

Kollajenin periodontal ligament (McCulloch ve Bordin, 1991) ve gingiva
(Page ve Ammons, 1974) matriksindeki hzh devinim &6zelligi, dis kokiiniin alveol
kemigine devamhi atagsmam igin gerekli olmaktadir. Kollajen degradasyonu,
fizyolojik ve patolojik durumlarda bag dokusunun devinim ve remodelasyon
olaylarinda gerekli olan bir basamag olugturmaktadir. Kollajen degradasyonunda 2
yol tanimlanmustir (McCulloch ve Bordin, 1991):

1-Kollajenaza bagh olan ekstraselliiler yol
2-Kollajenaza bagh olmayan intraselliiler yol
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Hastalik ve saglk durumlarnda bu yollarin goreceli olarak kullammuyla
ilgili cok az bilgi mevcuttur (McCulloch ve Bordin, 1991).

Ekstraselliiler yolun tiim proteinaz smflarindaki proteinaz aktivitesine
bagh oldugu diisiiniilmektedir. Bu enzimlerin igerisinde kollajenaz en segici olan ve
en ¢ok kabul goren kollajenolitik enzimlerden biridir. Intraselliller yol, kollajen
fibrillerin bag dokusu hiicreleri tarafindan fagositozunu kapsamaktadir (Everts ve
ark., 1989). Fibrillerin bir bdliimiiniin hiicre igine alnmadan dnce, ekstraselliiler
alanda kollajenaz tarafindan sindirildigi de ileri siirlilmiigtiir (Woesner, 1973; Everts
ve ark., 1989). Ayrica fagositoz olaym lizozomal organellerde, katepsin B,L
ve/veya N gibi sistein proteinazlarin etkisiyle fibrillerin sindiriminin izledigi de
bildirilmigtir (Everts ve ark., 1989).

Iki yolun birlikte olugabilecegine dair deliller de mevcuttur. Cegsitli bag
dokularinda, normal ve enflamatuar durumlarda kollajenazin varligi ve aktivitesi
bildirilmistir (Chowcat ve ark., 1988; Everts ve ark., 1989). Cesitli bag dokularinda
fibroblastlar tarafindan kollajen fagositozu da gosterilmistir (Listgarten, 1973;
Beertsen ve Everts, 1977), ancak iki yol arasindaki iligki heniiz tam olarak

aciklanamamugtir (Everts ve ark., 1989).

Intraselliiler yolun fizyolojik devinim olaynda ne kadar payr oldugu
konusunda soru ortaya atimustir. Degradasyondaki rolii konusunda pek ¢ok
spekiilasyon yapimasina ragmen (Beertsen ve Everts, 1977), ger¢ek 6nemini
yansitan ¢ok az literatiir bulunmaktadir (Everts ve ark., 1989).

Kemirici hayvan molarlarinda yapillan morfometrik ¢ahsmalarla
(Listgarten, 1973; Beertsen ve Everts, 1977) periodontal ligamentte hiicre iginde
yaklasik  %0.15-0.9 kollajen fibril bulundugu gosterilmisgtir. Kollajenin
lizozomlardaki degradasyon zamamnmn in vitro ve in vivo kosullarda esit oldugu ve
periodontal ligamentte fibriler kollajenin yarilanma Omriiniin 1.5-7.0 glinler
arasinda degistigi ifade edilmektedir.



23

Kemirici hayvan periodontal ligament fibroblastlar1 farkh bir goriintii
gOstermektedirler, fizyolojik devinim ve remodelasyon olaylan siiresince degrade
olmug tim kollajenlerin fagolizozom yolu igerisinden gectigi bildirilmektedir
(Everts ve ark., 1989; McCulloch ve Bordin, 1991). Ekstraselliiler olarak kapsaml
degradasyonun gerekli olmadif1 diigtiniilmektedir (Everts ve ark., 1989). S6yleki
deneysel gahgmalar kollajenin normal deviniminin $zellikle periodontal ligamentte
hiicre igi yolla oldugunu gostermektedir.

Kollajen sindiriminin mekanizmasiyla ilgili hala bir g¢ok nokta
bilinmemektedir. Bag dokusu devinimi ve remodelasyonu hiicre iginde
olustufundan bundan sonraki ¢ahgmalarin biiyime faktorleri ve sitokinlerle takip
edilmesi  gerektidi  diigiincesindeyiz.  Farkh  dokulardaki fagositozun
degerlendirilmesi ise yeni ufuklar agacaktir. Fagositozu baglatan etkenler ve fibrilin
fibroblastlar tarafindan nasil tanindif1 6nemli sorulardir.

Giintim{izde hicbir proteinaz tam olarak matriks deviniminde ve proteolitik
olaylarn agiklanmasinda 6nciil olarak adlandinlamamugtir. Bugiinkl anlayisa gére
Ozellikle iltihabi, prolifere ve yayilan hiicre popiilasyonlarinin olmadigi durumlarda
matriks makromolekiillerinin iizerindeki devinme ait rezorpsiyon islemi bdlgede
uyardan doku tipine ait hiicrelerin sentezledigi metalloproteinazlar tarafindan
yapiir. Bu baglangic ekstraselliler makromolekiillere karsi yapilan atak 6nce
ekstraselliiler degradasyonu tam yaygin hale getirir, daha sonra da fagositoz yoluyla
intraselliiler degradasyonu baslatir. iste bu islem hem infiltratif iltihabi hiicreler,
hem mekanik hasar, hem de bakteriyel enfeksiyon tarafindan indiiklenip oncelikli
hale gegirilebilir (Reynolds ve Meikle, 1997).

Enflamatuar bir hastalik olan periodontal hastahikta bakteriyel antijenler
cep epiteline penetre olurlar ve ayrica dokuya da invaze olarak immiin reaksiyonu
stimule ederler. Immiin sistemin bir kolu konak dokuyu savunmaya yararken, diger
kolu da savunma sirasinda ortaya ¢ikan savunma molekiillerinin fazlalagmasiyla
bakteriler yerine dokunun kendisine zarar verir hale gelebilir. Ozellikle hiiméral
immiinitede plazma hiicrelerinin ¢ogalmas:1 sonucunda bunu takiben gelisen
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inmiinoglobulifﬂer komplement yolunu hizlandinrlar, iltihabin siddeti artar,
bélgede aragidonik asit metabolitlerinden Ozellikle prostaglandinler ve bunun
sonucunda da doku basarina yol acan enzimler bdlgede c¢ogalir. Diger yandan
hiicresel immiinitenin artmasi sonucunda ise dzellikle T lenfositlerinden agifa ¢ikan
sitokinler makrofaj aktivitesini yonlendirirler. Aktive olan makrofajlar ise ¢ok
sayida sitokinin bdlgeye gelmesine ve sonug olarak doku hasarina neden olurlar
(Manson ve Eley, 2000).

Diinyanin en yaygin hastaliklar arasinda yer alan, gelismis ve sanayilesmis
iilkelerde egitim diizeyinin yliksek oldugu bireylerde bile ileriki yaglarda dig
kayiplarinin hala en biiylik nedeni olan periodontal hastalik mekanizmas: {izerindeki
incelemeler ve bu hastahfin ilerlemesinin takibinde kullanilan histopatolojik
yontemlerin insan ¢ahgmalarmda kullamlamamasi nedeniyle, hayvan modellerinde
hastalifin geligimi, ilerlemesi ile ilgili yapilan ¢ahgmalar biiyiikk 6nem kazanmstir.
Hayvan modellerinin kullanilmasi, etiopatogeneze yo6nelik mekanizmalan
incelemenin yamsira, difer yandan hizla yaygmlasan rejeneratif doku iyilesmesi,
fonksiyonel rejenerasyonla ilgili g¢ahigmalar ve ileriki yillarda yara yeri
iyilesmesindeki farkhhklara 151k tutacak genetik aragtirmalar agismdan da biiyiik
O6nem tagmmaktadir.

Birim grup ormnekleme zorluklar, cabismalarda kullamlacak kimyasal
madde ve biyokimyasal analiz i¢in gerekli olan kimyasal ajanlarin daha fazla olmasi
gibi engeller g6z6niinde bulunduruldugunda deneysel g¢aligmalarda kopek ve
maymunlar yerine fareler ve ratlar gibi kiigik deney hayvanlan popiilarite
kazanmaktadir.

Bilindigi gibi deneysel periodontitis olusturmak amaciyla ligatiirle plak
birikimine zemin hazirlayan ve akut hazirlanan defektlerin zaman iginde yumugak
dietle beslenmenin de etkisiyle kroniklestirilmesi ydntemi en ¢ok kullamlmaktadir.
Elde edilen bu modelde mikrobiyolojik ¢aligmalar (Samejima ve ark., 1990; Kimura
ve ark., 2000), norojenik komponentlerle ilgili arastirmalar (Gyétfi ve ark., 1994),
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sitokinlerle ﬂgﬂi incelemeler (Koide ve ark., 1995; Ebersole ve ark., 1999)
yapilmgtir.

Deneysel periodontitis modelinde kollajen sentezinin inhibisyonu, iltihabi
hiicre infiltrasyonu ve kemik yikimi izlenmektedir. Bu olguya benzer sekilde
lathyrogen uygulamas: ile elde edilen ve kollajen degradasyonuyla karakterize olan
deneysel lathyrism modeli 6zellikle dikkat cekmektedir.

Lathyrism interfibriler ¢apraz baglantida rol alan lizil oksidaz enziminin
inhibe edilmesine bagh olarak gelisen hasarh kollajen sentezi ile karakterize olan
bir bag dokusu hastahgidir (Baden ve ark., 1983; Cho ve Garant, 1984; Shore ve
ark., 1984). Lathyrism, Lathyrus tiirleri ve bunlarin toksik iceriklerinin viicuda
almmasiyla olugmakta, insanlar da dahil olmak {izere pek ¢ok hayvan tiirlerini
etkilemektedir. Lathyrism terimi 2 patolojikk durumu anlatmaktadir; bunlardan
norolathyrism sinir sisteminin etkilendifi, osteolathyrism ise daha ¢ok bag
dokusunun etkilendigi seklidir (Barrow ve ark.,1974; Baden ve ark., 1983).

Osteolathyrism Lathyrus odoratus tohumlarinin tiiketilmesi ile ratlarda ve
diger laboratuar hayvanlarinda izlenebilir. N&rolathyrism Lathyrus sativusun
titketilmesiyle olugur; alt ekstremitelerde parsiyel ve total olarak paralizilere neden
olabilir (Barrow ve ark.,1974; Jahan ve Ahmad, 1993; Khursheed ve
Kamaluddin, 1993).

Osteolathyrism olugumuna sebep olan beta-aminoproprionitrile (B-APN)
Selye tarafindan 1957 yiinda tath bezelye tlirlerinden (Lathyrus odoratus) izole
edilmistir (Cho ve Garant, 1984). Lathyritic ajan olan B-APN bag dokusu
metabolizma g¢ahsmalarinda bliyik kabul gormektedir. Deneysel lathyrism
modelinin patolojik etkisi kikirdak, kemik, fibroz ve elastik bag dokusu gibi
kollajen igerigi fazla olan dokularda daha ¢ok izlenmektedir (Baden ve ark., 1983).

Lathyritic ajanlarla ilgili yapilan ¢aligmalar organik matriksin ¢6ziilmesi ile
smurh kalmamug; periodontal ligament gerilme direncinin degerlendirildigi (Chiba
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~ ve Ohkawa, 19.80; Ohshima ve ark., 1989), histolojik ve ultrastriiktiirel etkilerinin
incelendigi (Baden ve ark., 1983; Cho ve Garant, 1984; Shore ve ark., 1984), serum
Ca, P ve alkalen fosfataza etkilerinin degerlendirildigi (Kemm, 1976), kesici
dislerin siirmesine olan etkilerinin aragtirildif1 (Berkovitz ve ark., 1972; Tsurata ve
ark., 1974; Michaeli ve ark., 1975; Taverne ve ark., 1986), antiromatizmal ilaglarin
ve kalsitonin uygulanmasmin lathyrisme etkilerinin incelendigi (Trnavska ve ark.,
1968; Seyama ve ark., 1972) ve ortodontik dis hareketine olan etkilerinin
degerlendirildigi (Yamane ve ark., 1997) caligmalar da yapilmigtir.

In vivo olarak %0.03-1.0 oraninda dietle alman B-APN, lizil oksidaz
aktivitesini etkili bir gekilde inhibe etmektedir. B-APN intoksikasyonunun belirtileri
bakir eksikliginde goriilen belirtilere benzemektedir. Kii¢lik deney hayvanlarinda p-
APN’nin yanlanma Smriiniin yaklagik 12-16 saat oldugu saptanmugtir. B-APN’nin
dietle almmasindan 2448 saat sonra lizil oksidaz enzim aktivitesinin normale
d6ndiigii de bildirilmistir (Tinker ve Rucker, 1985).

Periodonsiyum kollajenin hizh devinimi ile karakterize oldugundan cesitli
faktorlerin 6zellesmis bag dokulan iizerine etkilerinin arastirildifi ¢alismalar igin
uygun bir ¢alisma modeli olmaktadir (Baden ve ark.,1983). Ayrica devinim
kabiliyetinin hizh oldugu ileri siiriilen periodontal kollajen fibrillerin (Sodek, 1976;
Everts ve Beertsen, 1992), lathyrogenlerle hizh bir sekilde bozulmaya maruz kaldlgl
diistiniilmektedir.

Lathyrogenler kollajenin ¢apraz baglanti olaym: inhibe eden maddeler
olarak bilinir ve kollajenin yiiksek devinim hizinin bulundugu bag dokularmda bu
ilaglarla hizh bir organizasyon bozuklugu goriildiigi bildirilmigtir (Yamaguchi,
1992).

Lathyrogenlerin ¢esitli deney hayvanlarmin bag dokularmin mekanik
direncinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (Ohshima ve ark., 1989;
Yamaguchi, 1992). Omnegin; B-APN uygulanmasmn farelerde ve ratlarda aortun
gerilme direncini zayiflattig; ileri siirlilmiistiir (Ohshima ve ark., 1989).
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B-AI;N uygulanmas; ile ortaya ¢ikan molekiiler defektin patolojik etkisi
daha ¢ok; eklemler, kas yapisma bolgeleri ve fonksiyonel dislerdeki periodontal
ligament gibi fazla strese maruz kalan bag dokularinda izlenmektedir (Cho ve
Garant, 1984).

B-APN’nin kemik dokusunda bulunan kollajene etkili olmadidi, sadece
lathyrogen bulundugunda sentez edilen kollajene etkisi oldugu saptanmugtir (Golub
ve ark., 1968).

2.7.Deneysel Lathyrismde Histopatolojik ve Ultrastriiktiirel
Degerlendirmeler

Histopatolojik ¢ahsmalarda fibroblastlarm periodontal ligamentin orta
bblgesinde toplandiklan ve 10-20 hiicreden olusan topluluk olusturduklan
goriilmistiir. Kollajen matriksin hiicreden yoksun alanlarma komsu olan bu
topluluk igerisindeki hiicrelerin birbirine paralel oldugu izlenmigtir. Bu hiicreden
yoksun alanlar ve bunlarin hemen yamndaki fibroblast yogunlagmasi “lathyritic
body” olarak da tanimlanmaktadir. Bu yapimun periodontal ligament
fibroblastlarinin  aselliiler amorf matriksi sinirlayacak sekilde, diziler halinde
birikmesiyle karakterize oldugu bildirilmistir (Baden ve ark., 1983; Cho ve Garant,
1984). Kontrol grubu deney hayvanlarinda ise fibroblastlarm biitlin periodontal
ligament boyunca dagildif1 ve esas kollajen fibrillere paralel olarak oryante oldugu
izlenmigtir (Cho ve Garant, 1984).

Elektron mikroskop seviyesinde fibroblastlarda golgi aygitindaki kiigiik
degisiklikler disinda, sitoplazmik organellerin normal fibroblastlara benzedifi ve
dolayisiyla B-APN uygulanmus fibroblastlarin  genellikle saghkh izlendigi
bildirilmigtir. Histolojik olarak en Onemli farkin fibroblastlarm dagim ve
diizenlenmesinde olan degisiklik oldugu gdsterilmigtir. Kiimelesmis fibroblastlar
arasindaki interselliiler alanlarin genellikle olduk¢a dar ve kollajen fibrillerden
yoksun oldugu saptanmustir. Fibroblast topluluklarmin bulundugu bélgede kollajen
rezorpsiyonu oldugu bildirilmistir (Cho ve Garant, 1984).
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B-APN fuygulanan fibroblastlarda yeni sentezlenmis kollajenin artmis olan
¢Oziiniirliigli nedeniyle sindirime duyarli olabilecegi ve bdylece var olan kollajenaz
aktivitesinin daha ¢ok belirginlesebilecegi bildirilmigtir (Cho ve Garant, 1984).

Lathyritic = hayvanlarda &6zellikle alveol kemifine komsu olan kan
damarlan bSlgesinde tam olarak tammlanamayan yapiarla birlikte lokalize
dejenerasyon alanlan izlenmigtir. Elektron mikroskopta bu bdlgelerde sadece hiicre
debrisi oldugu goriilmiigtiir. Lathyritic molarlarin periodontal ligamentlerinde ayrica
hiicreden yoksun alanlar da saptanmugtir. Hiicreden yoksun olarak izlenen alanlarin
nasil olugtugu bilinmemektedir. Hiicrelerin go¢ etmesi ya da lezyonun periferine
dogru itilmesi olasidir. Periodontal ligamentin tiksotrofik jel teorisine sahip oldugu
ileri siirtilmiigtiir. Bu teoriye gore, hyalinize ya da hiicreden yoksun alanlar kollajen
matriksin kivammda basinca bah olusan ve basing alamndan hizh hiicre gogline
neden olan degisikliklere bagh olarak olugmaktadir (Shore ve ark. 1984).

Hyalinizasyon terimi bag dokusunun homojen ve amorf hale gelmesi ve
histolojik boyalarm ¢oguyla cam benzeri halde kalmasim tamimlamak igin
kullamlmaktadir. Isik mikroskobunda lathyritic molar periodontal ligamenti
hyalinize olarak gériinmesine ragmen, elektron mikroskobunda incelendiginde gok
miktarda kollajen igerdigi gOzlenmistir. Bu kollajenin fibril ¢apmin normal
periodontal ligament kollajeninden daha kiigiik (36,6nm +1,3SE) boyutta ve
diizensiz oldugu bildirilmistir (Shore ve ark., 1984).

Histopatolojik  olarak  gingivada transseptal fibril seviyesinde
fibroblastlarm say1 ve niteliklerinde orta derecede artis izlenmistir. Periodontal
ligamentin merkezi veya alveolar kemikten baglamak iizere, fibroblastlar tarafindan
cevrelenmis hyalinizasyon odaklar1 not edilmistir. Ayrica alveol kemigi ve dis
koklerinde rezorpsiyonlar da izlenmigtir. 6 haftaya kadar tipik lezyonlar tiim
hayvanlarda goriilmistiir. Istk mikroskobik bulgular, bdlge dagihm ve siddete gore
degisiklik gostermektedir. Patolojik durumun; mikrodolagim, gingiva (transvers
fibriller), alveolar krest, servikal sement, periodontal ligament, dis kokii, alveol
kemigi (lamina dura, kortikal ve spongioz kemik) ve kemik iligi (mast hiicrelerinde
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artis) olmak iizere tiim periodonsiyumu etkiledigi bildirilmistir (Baden ve ark.,
1983).

Fibroblastik metaplazinin gesitli safhalar1 izlenmistir. Fibroblastlarm boyut
olarak arttifi, oval formdan fusiform sekle doniigtiigii, bazofilik ve granular
sitoplazma igerdigi saptanmustir. Cekirdeklerin geniglemis ve belirgin gekirdek¢ik
ile hiperkromatik hale geldigi bildirilmigtir. Sement ve/veya dentinde rezorpsiyonlar
izlendigi ve bu rezorpsiyonlarn bifurkasyon alanlarinda apikal bolgeye gére daha
sik oldugu saptanmgtir. Odontoblastlarm etkilenmedigi goriilmiigtir (Baden ve
ark., 1983).

Kemik rezorpsiyonu “lathyritic bodies™(atipik fibroblastlarm bulundugu
hyalinize alanlar) seviyesinde ve apikal bdlgede olmak {izere alveolar kemikte ve
lamina durada izlenmigtir (Baden ve ark., 1983).

Akut lathyrismde normal diete doniilmesinden sonra 5 giin igerisinde
periodontal lezyonlarda hizh bir gekilde geriye doniis oldugu not edilmigtir. Kronik
lathyrismde de aym duraklama izlenmistir. Lathyrism interfibriler ¢apraz baglant:
icin gerekli olan lizil oksidaz enziminin inhibisyonu sonucu kollajen sentezinde
defekt meydana gelmesiyle karakterize olan bir hastahk olmasi sebebiyle,
¢ozlinebilir kollajende fazla artisga neden oldugu bildirilmisti. GAG
metabolizmasindaki degisiklik nedeniyle bag dokusunda asit mukopolisakkaritlerde
de artisa neden oldugu gdsterilmistir (Baden ve ark., 1983).

Histopatolojik bulgulara ilave olarak saptanan B-APN uygulanmasma bagh
olusan hemorajik kemik kistlerinin mandibula ve uzun kemiklerde olustugu ve
insanlarda goériilen anevrizmal kemik Kkistlerine ¢ok benzedigi ileri siiriilmiistiir
(Biesecker ve ark., 1970; Baden ve ark., 1983). Kronik lathyrismde mandibular
exostoz olusma sikhgmn {li¢ hafta sonunda %25, alt1 hafta sonunda %50 civarinda
oldugu saptanmistir ve bu oranin akut B-APN intoksikasyonundan daha diisiik
oldugu ileri siiriilmiistiir (Gross ve Levene, 1959; Baden ve ark., 1983).
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2.8.Déneysel Lathyrismde Periodontal Ligament

Periodontal ligament digi gene kemigine baglama ve fonksiyon arasinda disi
destekleme iglemlerinde ©Onemli rol oynamaktadir. Digler, hareket ettirme
egiliminde olan ¢esitli internal ve eksternal kuvvetlere maruz kalirlar (Chiba ve
Ohkawa, 1980). Periodonsiyumun diglerin kuvvete maruz kalmasma olan cevabi,
deney hayvanlarinda ve insanlarda kapsamh bir gekilde incelenmigtir (Bien, 1966;
Chiba ve Ohkawa, 1980).

Periodontal ligamentin destekleme fonksiyonu kollajen fibriller tarafindan
saglanmaktadir. Olgun periodontal ligamentte kollajen fibriller farkh yapisal
formlar halinde organize olmuglardir. Sharpey fibrilleri olarak bilinen bu kollajen
fibriller sement dokuya tutunurlar ve periosttan kemigin dig lamellerine gomiiliirler.
Esas fibrillére karstt olarak, sekonder fibriller esas fibriller arasinda yer alan oryante
fibrillerdir; sinir ve kan damarlarim kugatmaktadir. Bu fibriller sement ya da kemige
tutunmazlar (Chiba ve Ohkawa, 1980).

Dige intriisiv kuvvet uygulandiginda, periodontal ligament temel olarak
sok absorbe edici olarak gbrev yapar ve dis ile ¢ene kemigi arasinda bir miktar yer
degistirme olusur. Dokuda yer degistirme olusabilir ya da uygulanan kuvvetin
boyut, yon ve siireklilifine bagh olarak yeni bir dengeye ulasir (Chiba ve Ohkawa,
1980).

Periodonsiyumun mekanik 6zelliklerini anlamaya yardimc:1 olmak amaciyla,
bir disin soketten ¢ikartilmasi igin gerekli olan kuvvet miktarim ortaya ¢ikarmak
O6nemlidir. Bdyle bir kuvvet periodonsiyumun maksimum gerilme direncini
gosterebilir ve disin soket iginde geri doniisiimii olmayan yer degistirmesi
olugabilir. Kollajenin gapraz baglant: olaymm inhibe eden maddeler olarak bilinen
lathyrogenlerin periodonsiyumun mekanik direncine etkileri tizerine bir takim
cahgmalar yapilmigtir (Chiba ve Ohkawa, 1980, Ohshima ve ark., 1989). Lathyritic
hayvanlarin ¢ogunda bag dokusu gerilme direncinde azalma oldugu saptanmmgtir
(Levene ve Gross, 1961; Chiba ve Ohkawa, 1980, Ohshima ve ark., 1989).
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Lathyro.gen uygulanmasindan sonra meydana gelen gerilme direncindeki
azalma ve baf dokularmin ¢6ziinebilir boliimlerindeki artiy, kollajen g¢apraz
baglantisinda meydana gelen engellenme ile agiklanmustir (Levene ve Gross, 1961;
Chiba ve Ohkawa, 1980, Ohshima ve ark., 1989). Disi ¢ekmek i¢in uygulanacak
kuvvetin temel olarak periodontal ligamentin kollajen fibrillerinin mekanik
Ozelliklerine bagh oldugu ihtimali diigiiniilmektedir (Chiba ve Ohkawa, 1980).

Lathyritic ajanlar deneysel olarak periodontal ligament fonksiyonunda
kollajenin roliinii incelemek i¢in kullanilmigtir, Okluzyonda tutulan rat kesicilerinin
siirme hizinda azalma oldugu goriilmiigtiir, ancak kesici digler okluzyondan
cikarildifinda yiiksek hizla slirmeye devam etmislerdir (Berkovitz ve ark., 1972).
Lathyrogenlerin ayrica dis destek mekanizmasim da etkiledigi bildirildiginden, bu
fonksiyonel degisikliklerin periodontal ligament yapisim nasil etkiledigi tam olarak
anlaglamamigtir. Daba Once anlatildipn gibi 195k mikroskobu seviyesinde
okluzyonda olan lathyritic dislerin periodontal ligamentinin bozulma ve
hyalinizasyon alanlar1 gdsterdigi ve kollajen fibrillerin oryantasyonlarimm kaybetmis
oldugu izlenmistir. Ayrica alveol kemiginde rezorpsiyon goriilmiistiir. Okluzyonda
olmayan lathyritic dislerin periodontal ligamentleri normal goriindiigtine gére, bu
histolojik degisikliklerin yapisal olarak zayif olan dokulara okluzal stresin etkileri
olabilecegi bildirilmigtir (Shore ve ark., 1984).

Lathyrogenlerin deney hayvanlarma etkileri konusunda yapilan ve
bulgulan verilen galiymalarda histopatolojik ve ultrastriiktiirel degerlendirmelere
yer verilmekle birlikte radyografik bulgular ve biyokimyasal parametrelerin ortak
olarak kullamlmamas1 dikkat ¢ekmektedir. Bu eksiklifi gidermek ve modelimizi
radyografik bulgulara ilave olarak, biyokimyasal agidan da degerlendirmek
amaciyla serum alkalen fosfataz aktivitesi ve diseti dokusu interlokin-1beta (IL-1p)

konsantrasyonu incelemelerini de ¢ahgmanin kapsam igerisine aldik.
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2.9.Enzimler

Enzimler viicuttaki pek ¢ok kimyasal reaksiyondan sorumlu olan ve biitiin
dokularda bulunan protein katalizorlerdir. Bunlarin bazilar1 plazma ya da serumda
tanimlanir ve genellikle hasara ugramis veya yaralanmis hiicrelerden, bazen de
baski altinda kalan hasara ugramamus hiicrelerden agiga ¢ikarlar (Henry, 1996).

Klinisyenler serum enzimleriyle yarm ylizyildan daha fazla siiredir
ilgilenmigler ve 6zellikle karacier ve kemik hastaliklarmmm teghisinde alkalen
fosfataz seviyeleri; karsinoma ve prostat teshisinde asit fosfataz; pankreatik
hastaliklarin teshisinde de amilaz ve lipazlari kullanmmglardir (Henry, 1996).

Enzim aktiviteleri ya da konsantrasyonlar1 serumda birden ¢ok faktor
nedeniyle yiikselebilir. Enzimlerin yiikseldigi bir g¢ok hastalik durumunda sebep
genellikle artan membran permeabilitesi, ikincil olarak da hiicre zedelenmesi ve
nekrozudur (Henry, 1996).

Hiicre igi enzimler 6nce kapillerlere sonra da genel sirkiilasyona yayihrlar.
Serumdaki enzim seviyelerinin ylikselmesi, sikhkla hiicre igi sentezin artmasi ve

daha sonra bu salgilanan enzimlerin sirkiilasyona diflizyonu yoluyla olmaktadir
(Henry, 1996).

Biitiin enzimler protein yapidadir. Enzimlerin protein yapilan polipeptid
zincirlerden olugur. Bu polipeptid zincirler 3 boyutlu yapilarinin tammlanmasina
izin verecek sekilde spesifik aminoasit siralanmalarindan meydana gelmistir. Bu

yap1 enzimin spesifitesini ve onun substratimin dzelliklerini yansitir (Henry, 1996).

Enzimler biitiin proteinler gibi fiziksel ve kimyasal etkenlerle olusan
denatiirasyona kars;i duyarhdw. Ayrica substrattan farkhi olarak substrat olmayan
maddelere de baglanabilirler ve sonugta aktiviteleri korunur ya da diiser. Bu
molekiiller aktivatdr ya da inhibitdr olarak bilinirler (Henry, 1996).
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2.10.Enzim Aktivitesinin Belirlenmesindeki ilkeler

Enzimlerin serum igerisindeki varhklariin tayini miktar tayininden ¢ok
aktivitelerinin tayini ilkesine dayanir. Genellikle kiigiik molekiiller, spesifik
substratlar seruma ilave edilerek enzimin etkisiyle yeni bir iiriine doniigmesi
ilkesine dayamrr. Enzim konsantrasyonlan tiiniteler olarak agiklanir ve (tiniteler
konsantrasyondan ¢ok aktiviteyi tammlar. Uniteler olarak tanmlanan enzim
aktivitesi genellikle Grilinlerin konsantrasyonlarmin herhangi birinin artmasm veya
substrat konsantrasyonundaki azalmayi, ya da koenzim konsantrasyonundaki
degisiklii tammlar. Bu li¢ yapidaki degisiklik hizi reaksiyonun hizim tamimlar.
Serumdaki enzimlerin seviyeleri onlarin katalitik hizlar ile tanimlanir ki bu da
normal sartlarda konsantrasyon ile direkt iligkilidir. Gergek enzim konsantrasyonlar:
ancak immilnokimyasal metodlarla tayin edilebilir (Henry, 1996).

2.11.Spesifik Enzimler- Fosfataziar

Daha Onceleri fosfo-mono-esterazlar ya da ortofosforik ester
monohidrolazlar olarak adlandirilan fosfatazlarm 2 esas sekli vardir: Alkalen
fosfataz ve asit fosfataz. Alkalen fosfataz i¢in optimum pH yaklagik 9°dur (Henry,
1996).

Alkalen fosfataz viicudun hemen hemen biitiin dokularinda bulunmaktadir.
Enzimin metabolik fonksiyonu hakkinda, bagrsaktan lipid gecisinde ve kemigin
minerilizasyon isgleminde gérev aldif1 diigtiniilmektedir (Burtis ve Ashwood, 1994).

Alkalen fosfataz enzimi kemik dokuda ¢ok fazla miktarda bulunmaktadir
ve bu dokuda bulunan osteoblastlar alkalen fosfatazin kaynagidir. Serumda yiiksek
seviyelerde izlenen alkalen fosfataz, osteoblastik aktivitenin yani kemik
olusumunun gostergesidir. Serum alkalen fosfataz aktivitesinin Slglimii karaciger ve
kemik hastaliklarinda 6nem kazanmaktadir. Kemik hastaliklarindan en gok Paget
Hastahfinda (osteitis deformans) artiy gOstermektedir. Cilinkii osteoklastlarin
kontrolstiz aktivitesi nedeniyle, osteoblastlarm kemigi yeniden sekillendirmeye
¢alismasi s6z konusudur (Burtis ve Ashwood, 1994; Henry, 1996).
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Serum z;lkalen fosfataz aktivitesi orijinal olarak Kay ve Bodansky metodu
kullamlarak degerlendirilir. Bu ydntemde substrat olarak B-gliserofosfat
kullamimaktadir. Fonksiyon zamanmda serbest kalan inorganik fosfatin
Olciilmesiyle karakterizedir. King-Armstrong metodunda ise fenol-fosfataz enzim
yoluyla fenilfosfat birlestirilir, serbest kalan fenol spektrofotometrik ySntemle
Olgiilir. Bu metod renksiz bir madde olan p-nitrofenilfosfatin substrat olarak
kullamilmasiyla uygulanmaktadir (Burtis ve Ashwood, 1994).

Yaklagik 25 yildir diseti olugu sivist (DOS) alkalen fosfataz degerinin
periodontal hastallk icin kullamlabilir bir belirleyici olabilecegi iizerinde
durulmugtur. Enzimin periodontal doku ya da cep iginden lokal tiretimi nedeniyle
DOS’daki seviyesinin plazma ve serumdakinden daha yiksek oldugu
distiniilmektedir (Binder ve ark., 1987; Armitage, 1996).

2.12.Sitokinler

Biitiin fizyolojik iligkilerde ve immiin sistemde iletisim en temel gorevi
olugturur, Immiin sistemin salgiladifi molekiillerden bir bsliimii de sitokinlerdir.
Sitokinler immiin hiicrelerin kendi aralarimdaki ve viicudun diger hiicreleri ile olan
iletigimini saglar. Immiin yamtin olusabilmesi i¢in bu molekillerin viicudun o
bolgesine gitmeleri ya da iletisimi saflayacak kadar yaklagmalan gerekmektedir.
Arastincilar sitokinler ve bunlarla birlikte gorev go6ren hiicre adezyon molekiilleri
tizerinde giin gegtikge daha fazla durmakta ve hastahklarn fizyopatolojisi, tanisi ve
yonlendirmesi konusunda bu molekiiller aracihfiyla énemli ipuglan elde etmektedir
(Henry, 1996).

Sitokinler immiin sistemden salgilanms, ¢Oziinebilir protein ya da
glikoprotein yapida olan mesaj molekiilleridir (Kjeldsen ve ark., 1993; Henry,
1996). Hem otokrin hem de parakrin yapida olabilirler. Aym zamanda fonsiyonlan
itibariyle hormonlara benzerler. Disiik molekiiler agirhga sahiptirler. Monomer
sekilleri 30 kDa’dan daha kiigiiktiir (Henry, 1996).
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Oneiil polipeptidler vasttasiyla olusturulurlar. Olagantistii giiglii enerjiye
sahiptirler ve iglev gordiikkleri bolgede doymus konsantrasyonda bulunurlar.
Sitokinlerin ¢ok sayida farkh etkileri vardir, kendilerini {ireten hiicrelerle karmagik
iligkilere sahiptirler. Kendilerini iiretebilecek ya da baskilayabilecek etkilere sahip
olduklar: gibi diger sitokin gruplarim ve sitokin reseptorlerini uyarma ve ilretme
Ozellikleri de vardir. Birbirlerine kars: sinerjik ya da antagonist etkiye sahip
olabilirler. Hucreler arasinda iletigim kurarken, immiin ve nonimmiin hiicrelerin
diizenlenmesine yardim ederler (Henry, 1996).

Onceleri T ve B lenfositler tarafindan iretilen sitokinlere lenfokin,
monosit/makrofaj tarafindan sentezlenen sitokinlere monokin adi verilmekteydi.
Giinlimiizde genisleyen fonksiyonlar1 nedeniyle daha uygun bir terim olan sitokin
olarak isimlendirilmiglerdir (Kjeldsen ve ark., 1993; Henry, 1996).

Interlokinler, interferonlar, tiimor nekrozis faktér (TNF), transforming
growth faktdor (TGF) gibi sitokinler immiin sistemde daha ¢ok T hiicreleri ve
makrofajlar  tarafindan  iiretilen makromolekiillerdir.  Monosit-makrofajlar
immiinolojik olarak uyann g6revi gbren ve proenflamatuar sitokin olarak
adlandirilan interlokin-1 (IL-1), interlSkin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8), tiimor
nekrozis faktér-alfa (TNF-a)’y1 tiretirler (Henry, 1996).

Giintimiizde sitokinlerin degerlendirilmesi gogu zaman deneysel amaglarla
kisith kalmakla birlikte Ozellikle baz hastaliklarin seyri, siddeti agisindan
degerlendirilmesinde ve ayrica iyilesme doneminin takibinde sitokin Uretiminin
azalmasi ya da durmas: agisindan Snem kazanmiglardir. Cok yakin bir gelecekte
tam amach olarak da genis olarak degerlendirilecegi inanci yaygindir (Henry,
1996).

Interlokin-1 (IL-1), interlékin-1 alfa (IL-10) ve interlékin-1 beta (IL-18)’dan
olusmaktadir. IL-la ve IL-1B aminoasit seviyesinde %25 oraminda benzerlik
gosterir, ancak farkh genler tarafindan kodlanmuglardir (Page, 1991; Kjeldsen ve
ark., 1993; Henry, 1996). Diger birgok sitokinde oldugu gibi onciil proteinler
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tarafindan {iretilir daha sonra da olgun formlara gevrilir. IL-1B’y1 salgilayan spesifik
proteaz enzimi tammlanmgtir (Henry, 1996).

IL-1 en ¢ok makrofajlar tarafindan iiretilir ve mikrobiyal maddeler, immiin
kompleks ya da diger sitokinler tarafindan aktive edilir (Page, 1991). Ayrca
plateletler, fibroblastlar, keratinositler ve endotel hiicreleri tarafindan da
sentezlenebilir (Myrillas, 1990; Page, 1991). IL-1 iiretimi periodontitis gibi Gram-
negatif enfeksiyonlarda §zel dneme sahiptir (Page, 1991).

IL-1, TNF-o tarafindan da stimule edilebilir. Ayrica TNF-a gibi endotel
hiicrelerini etkileyerek, enflamasyon bolgesine nétrofil ve monositlerin atagmanmm
saglamaktadir. Notrofillerin ve monositlerden derive makrofajlarin  birikiminin
periodontal lezyonlarda aktif hastaligin habercisi oldugu diisiiniilmektedir (Page,
1991).

Soyleki kemik rezorpsiyonunun potansiyel stimiilatorii olan IL-1, hem
kendisi direkt olarak etki gosterir hem de lokal prostaglandin sentezini arttirarak
gorev goriir. Aym zamanda kemik olusumunu da inhibe eder. IL-1 kendisi
osteoklastlar iizerinde direkt etkiye sahip degilse de osteoblastlar yoluyla
parathormon gibi etki etmektedir. Parathormon ve TNF-a ile sinerjik etki gosterir.
Bunun da &tesinde osteoklast olusumu iizerinde arttirict etkisi oldugu bilinmektedir
(Henry, 1996).

IL-1’in 6zellikle IL-6 ve TNF ile birlikte oldugu durumlarda doku yikim
artar ve kronik enflamasyondan bahsedilebilir (Henry, 1996).

Caliymamiz planlanirken en tartigmah nokta sistemik katabolizan bir madde
ile elde edilecek defektlerin sadece peridonsiyumu tutan lokal defektleri temsil edip
edemeyecegi konusundaki kuskumuzdu. Béyle bir kusku kollajen yikiminin
izlenmesinin  hedeflendigi  ¢aliymamiz  igin  belki asir1  hassasiyet olarak

yorumlanabilir. Ancak bu hassasiyet gelecekte planlanan hastalik mekanizmas,
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yara yeri iyilesmesi ve rejenerasyon caligmalarma onciilik edecek bir model

olusturma konusunda elestiri alabilir endisesinden kaynaklanmuistir.

Burada Onemli olan bir diger nokta ise periodonsiyumda ykim
mekanizmasinda aktif rolii iistlenen mikrobiyal cevre ile igilidir. Mikrobiyal
cevrenin direkt, indirekt etkisi ve sonu¢ olarak savunma hiicrelerinin bélgeye
kemotaksi yoluyla davet edilmesi, sitokinler ve enzimler vasitasiyla doku yikiminin
baglamasi s6z konusudur. Bu nedenle ¢alismamizda saglkl deney hayvanlarinda
sistemik uygulamalarla yaratilan kimyasal katabolizmanin bélgede mikrobiyal bir
gevre yaratilmasina zemin hazrrlayip hazirlayamayacagi veya mikrobiyal nedenlerle
olusan yikima benzer bir doku ykimnmn olusup olugmayacagl yOniindeki
degerlendirme 6nem kazanmaktadir.

ileride planlanacak galismalarda lathyritic modelde mikrobiyal yikim ve bu
yolla harekete gegen immiin sisteme ait spesifik belirleyiciler, biyolojik
belirleyicilerle kiyaslanarak ele alinacaktir. Ancak son yillarda yapilan genetik
arastirmalarda immiin sistemin neden &tesinde sonug olarak goriilmesi yolundaki

degerlendirilmeler cesaretimizi arttirmaktadir.



3.MATERYAL VE METOD

Calismamiz Ondokuz Mayis Universitesi (O.M.U.) Tibbi ve Cerrahi
Arastirma Merkezinden saglanan, agirliklar1 150-250gr arasinda degisen 45 adet
erkek Wistar ratta gergeklestirildi. Ratlarin sistemik olarak saglkl, daha once
herhangi bir aragtirmada kullamlmamis olmalarma &zen gosterildi. Deney
hayvanlar1 c¢alisma Oncesinde tartilarak ayri ayr1 kafeslere alindi ve beslenme
sartlari esit olacak sekilde hazirlandi.

Ratlarin alt genelerinde sag ve sol molar digler ¢aligma bolgesi olarak
saptandi (Sekil 3).

Sekil 3. Yetiskin bir rat mandibula kemiginde dislerin lokalizasyonu

Rastgele bir segimle deney hayvanlari 15°er rattan olusan 3 ayri gruba
ayrilarak deneysel ¢aliymaya asagidaki gruplandirma ve uygulamalarla baslandi.

Birinci grup: Ipek Ligatiirle Olusturulan Periodontitis Modeli: Operasyon
oncesinde ratlara intraperitonal ketamin HCI* (0.2ml ketamin HCl/100gr viicut
agirhgl) anestezisi yapildi. Bunu takiben operasyon sahalari antiseptik bir
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soliisyonla dezenfekte edildi. Kanama kontroliinii saglamak igin bolgeye andrenalin
iceren lokal anestezik madde** uygulandi. Anestezi sonrasi komissurektomi
yapilarak, masseter ve buccinator kaslar ekarte edildi ve bu sayede rat afiz
ortaminda calisma sahasi yaratildi. Mandibular molar disler bolgesinde 11 ve 15
numaral bistiirilerle intrasulkuler ve vertikal insizyonlar yapilarak flep kaldimld1
(Sekil 4a). Bolgede 800 devir/dakika’da calisan fizyodispensir yardimiyla steril
gelik frezlerle vestibiiler alveol kemiginde 0.5mm genisliginde dehisens tarzinda
defektler elde edildi (Sekil 4b). 1.molar disin boyun bolgesine, mine-sement sirini
takip edecek sekilde 3.0 ipek sutiir*** gegirilerek vestibiilde diigiimlendi (Sekil 4¢).
Bu islemi takiben flepler yerlerine yerlestirilerek 3.0 katgiit sutlir**** ile sutiire
edildi. Operasyon swasmda periostun Korunmasmna ve minimum doku kaybi
olugmasmna 6zen gosterildi. Tiim denekler 40 giin siireli izleme periyoduna alindi.

Deney periyodunda ratlar standart miktarda biskiivi ile beslendi.

ikinci grup: Deneysel Lathyrism Modeli: Bu modeli olugturmak amaciyla
kullanilan beta- aminoproprionitrile (B-APN)***** distile su ierisinde ¢oziildii ve
Smg P-APN/0.4ml hacim/100gr viicut aghgi dozunda her giin taze olarak
hazirlanarak 40 giin boyunca subkiitan olarak enjekte edildi. Bu gruptaki deney
hayvanlari da ligatiir grubuyla ayni standart dietle beslendi.

Uciincii grup: Kontrol Grubu: Bu gruptaki ratlara herhangi bir islem

uygulanmadi. Deney gruplarimi olusturan ratlarla aym sekilde beslendi.

Deney periyodunun 40. giiniinde agirhklari dlgiilen ratlardan, hafif eter
anestezisi altinda “cardiac punture” metoduyla 2cc kan Srnekleri alind1 ve denekler
dekapitasyon metodu ile sakrifiye edildi. Bu islemi takiben sol ve sag mandibulalar
¢ikarildi, mandibular kemik etrafindaki yumusak dokular uzaklastirildi.

*Ketalar, E. Warner Lambert

**(Jltracain D-S Forte, Hoechst Marion Roussel
***Steril ipek sutiir, Dogsan

*xkkK rome katgiit, Boz

*xxkx3_APN, Sigma katolok numarasi: A-3134
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Sekil 4¢. 3.0 sutiirun mine-sement sinirina yerlestirilmesinden sonraki goriintiisii
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Yukarida agiklandign sekilde gikarilan sag mandibula kemikleri 4°C salin
soliisyonuna koyuldu. Trophy marka, 70KvP ve 8mA’lik dental rontgen cihaz ile
0.40sn siirede uzun kon kullamlarak disseke edilen mandibula kemiklerinden
radyograflar alindi. Radyograflar standart olarak hazirlanan giinlikk otomatik banyo
soliisyonlarinda ¢ozilerek degerlendirildi. Bu islemden sonra, 1.molar digler 2 saat
igerisinde gekme testine tabi tutuldu (Chiba ve Ohkawa, 1980). Bu islemde Lloyd
marka bilgisayar destekli cihaz kullanildi. Mandibulayr ¢ekme testi cihazina
asabilmek amaciyla 6zel adaptdr yaptnldi (Sekil 5a,b). Islem sirasinda mandibula
asildi ve dakikada Smm hizla 1.molar dis soketten ¢ikincaya kadar otomatik olarak
kuvvet uygulandi. Uygulanan kuvvet Newton (N) olarak, her ornek igin ayr ayri
kaydedildi.

Sekil 5a. Lloyd marka bilgisayar destekli gekme testi cihazina yaptirilan adaptor ile asilan

mandibular kemik

Sekil 5b. Cekme testi igin asilmig olan sag mandibular kemigin goriintiisii
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Dekapi';asyon Oncesi elde edilen kan Ornekleri 1000 devir/dakika’da 10
dakika santrifuj edilerek serumlan ayrildi ve serum alkalen fosfataz aktivitesi tayini
islemine kadar —70°C’de saklandi. Serum alkalen fosfataz aktivite tayininde Alman
Biyokimya Birliginin 1972 yilinda tamimladif1 optimum standart metod kullamldi.
Kalorimetrik analiz standart metod geregince yapilda.

Alkalen fosfataz aktivitesi Roche/Hitachi 917 ve MODULAR Sistem
kullamlarak her Srnek i¢in otomatik olarak hesaplandi.

Mandibular molar dislerin vestibiil bslgesinden ahnan, serbest ve yapisik
disetini igerecek sekilde yaklagik boyutu 3x3mm olan diseti 6rnekleri hassas
terazide (Sartorius) tartildi. Serum fizyolojik igeren ortama ahmarak sivi azot
tankina koyuldu ve deneysel ¢ahgmalar i¢in Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Béliimii Molekiiler Biyoloji Arastirma Laboratuarma getirildi. Siv1 azottan ¢ikarlan
doku drnekleri homojenizasyon igin pH’1 7.0 olan soguk (4°C) fosfat tampon (PBS)
igerisine alndi (Doxey ve ark., 1998). Ornekler kiigiik pargalara boliindii ve
oziitleyici tiipiine alndi. Teflon-cam homojenizator kullanilarak Potter-Elvehjem
tipi Heidolph dondiiriiciinlin en yliksek hizinda (max.RPM) 30 saniye siire ile
homojenize edildi. Bu homojenat Sanyo-Soniprep150 ultrasonikatérde 7 ayarinda
15-20 mikronda 20 saniye siire ile 30 saniye araliklarla 3 kez sonikasyon yapildi.
Tiim ¢ahsmalar 0-4°C’de gergeklestirildi (Savant ve ark., 1964). Elde edilen
stispansiyon ELISA ile degerlendirme iglemine kadar -70°C’de saklandi. ELISA
testinden 8 saat dnce drnekler 4°C’ye alindi ve iglem aninda oda 1sisinda (20-25°C)
olmas: saglandi. Degerlendirmede Srneklerden 50pl kullanildi. Testte aynica 6 adet
standart kullanildi. Diseti IL-1B konsantrasyonu her &rnek i¢in Endogen ELISA kiti
kullamlarak 450-550nm’de standart ELISA cihazinda tayin edildi.

Iskk mikroskop incelemeleri igin yaklagk boyutu 2x1.5cm olan sol
mandibula kemiklerinin molar di§ bolgesini igeren blok, periodonsiyumu ile birlikte
pH®1 74 olan %I10’luk  formaline  alind Dokular  %10’luk
ethylenediaminetetracetic acid (EDTA) iginde 4 haftada dekalsifiye edildi.
Dekalsifikasyon iglemini takiben dokular akan suyun altinda 24 saat boyunca
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yikand:. Bukko.lingual yonde ikiye kesilerek elde edilen Grnekler klasik yontemlerle
parafine gomiildi. Mikrotom ile Sum’luk kesitler hazirlanarak Hematoxylin-eosin
ile boyandi.

Isik mikroskobunda x25 ve x100 biiyiitmelerde iltihabi infiltrasyon, alveol
kemigi yikim, periodontal ligament durumu degerlendirildi.

Elektron mikroskop incelemesi i¢in ayrilan ve yaklasik boyutu 1x1.5 olan
molar dig bdlgesi periodonsiyumu ile birlikte pH’1 7.4 olan 0.1M fosfat tampon
icerisindeki %2.5’luk gluteraldehit soliisyonuna alindi. Bu dokular pH’1 7.3 olan
fosfat tampon igerisindeki %5’lik EDTA, %2.5 gluteraldehit, %6.5 sukroz
¢ozeltisinde 8 ayda dekalsifiye edildi (Shore ve ark., 1984). Dekalsifikasyon
isleminin tamamlanmasm takiben dokular elektronmikroskop doku takibi
islemlerinden gegirildi.

Bu islemleri takiben Transmission Elektron Mikroskop (TEM) incelemesi
i¢in bolgeyi segmek amaciyla hazirlanan yari ince kesitler (1um) toluidine blue ile
boyandi. Isikk mikroskobu yardimiyla bu kesitlerde segilen ve dig-digeti bilesimi,
periodontal ligament, alveol kemigini de i¢ine alan boliimden 200meg’lik gridlere
ince kesitler alindi. Fotograflar Zeiss EM 900 elektron mikroskopta gekildi.

Ultrastriiktiirel olarak; aktiviteleri agisindan fibroblastlar, iltihabi hiicreler
ve kollajen yap: degerlendirildi.

Elde edilen verilerin istatistik incelemeleri; Paired-T-Testi, Tek yonlit
varyans analizi (One way ANOVA), Post Hoc Tukey Testi ve Fisher ki-kare testi
kullanilarak gerceklestirildi.



4.BULGULAR

Deney hayvanlarinin viicut agwhklan g¢alisma Oncesinde ve deney
periyodunun son giinii olan 40.giinde Slgiilerek kaydedildi. Birinci deney grubu olan
ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis grubunda deney Oncesi ortalama
agirhklar 192,13+17,42gr iken, deney sonunda 180,67+18,20gr olarak belirlendi.
Ikinci deney grubu olan lathyritic grupta deney Oncesi ortalama agirhklarn
193,20+14,06gr, deney sonunda 187,53+16,40gr oldugu izlendi. Uglincii grup olan
kontrol grubunda deney Oncesi ortalama agirhklar 190,53+9,75gr, deney periyodu
bitiminde 211,73+12,63gr olarak saptand: (Tablo 1). Paired-T Testi uygulanarak
yapilan istatistik sonucu her ii¢ grupta da deney baslangici ve sonundaki agirliklar
arasinda istatistiksel olarak anlamh fark oldufu tespit edildi (p<0,05). Deney
periyodunda kontrol grubu viicut agirhklarinda istatistiksel olarak anlamh bir artig
izlenirken, her iki deney grubunda azalma oldugu goriildii (Grafik 1).

Tablo 1.Deney hayvanlarinin deney 6ncesi ve sonundaki agirliklar: (gr)

Grupl Grup2 Grup3
Ligatiir Lathyritic Kontrol
Deney Deney Deney Deney Deney Deney
oncesi sonrast 6ncesi sonrasi oncesi sonrasi
1 188 181 209 205 199 209
2 160 158 190 183 199 219
3 195 171 196 196 167 190
4 214 206 191 191 198 230
5 183 176 206 208 190 211
6 209 194 200 196 203 230
7 177 150 218 208 186 198
8 179 167 206 203 188 209
9 208 195 191 193 190 212
10 194 186 187 158 200 223
11 167 155 185 174 177 194
12 215 201 190 180 182 203
13 214 208 195 188 189 205
14 194 183 165 160 193 215
15 185 179 169 170 197 228
Mean 192,13 180,67 193,20 187,53 190,53 211,73
Sd: 17,42 18,20 14,06 16,40 9,75 12,63

p< 0,001 0,05 0,001
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Grafik 1. Deney hayvanlarm viicut agirliklarinin deney dncesi ve sonras: dagilimi
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Dekapitasyonu takiben ¢ikanlan ve 4°C’de salin soliisyonuna alman
mandibula kemiklerinden Trophy marka, 70KvP ve 8mA’lik dental rontgen
cihaziyla alinan radyograflarda molar disler bolgesinde yapilan degerlendirmede;
ligatiirle olusturulan periodontitis ve deneysel lathyrism modelinde, kontrol
grubuyla kiyasladigimzda alveol kemigi rezorpsiyonu olugtugunu izledik. Kontrol
grubuna ait radyograflarda lamina duramn devamhh@ go6zlenirken, deney
gruplarinda bu yapinm bozuldugu gortildii (Sekil 6a,b,c).

Sekil 6a. Ligatirle olusturulan periodontitis grubuna ait bir radyograf

Sekil 6b. Lathyritic gruba ait bir radyograf

Sekil 6¢. Kontrol grubuna ait bir radyograf
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Radyograf alma iglemini takiben Lloyd marka bilgisayar destekli cihazla
yapilan 1.molar disleri gekme testi sonucunda; kontrol grubunda ¢ekme kuvveti
olarak 30,92N ile 48,83N arasinda degerler saptandi. Kontrol grubuna ait ortalama
¢ekme kuvveti 39,5615,93N olarak belirlendi.

Ligatiir grubundaki ¢ekme kuvveti miktarlari 3,66N ve 24,74N arasinda iken
ortalama deger 16,95+5,66N olarak hesaplandi. Lathyritic grupta en digiik kuvvet
9,168N, en yiiksek kuvvet 23,60N iken, ortalama kuvvet 17,09+3,83N olarak tespit
edildi (Tablo 2, Grafik 2).

Cekme testi igin tek yOnlii varyans analizinin (One way ANOVA)
uygulanmasiyla gruplar aras: istatistiksel olarak anlamh fark oldugu saptand:1 ve
bunu takiben Post Hoc Tukey Testi ile gruplar aras1 karsilagtirmalar uygulandi. Bu
test somucuna gore ligatiir grubu ve lathyritic grup arasinda istatistiksel olarak
anlamh fark bulunmazken (p>0,05), ligatiir ve kontrol grubu; ayrica lathyritic ve
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh fark oldugu saptandi (p<0,001).
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Tablo 2. Mandibularl.molar disi gekmek igin uygulanan gekme kuvveti degerleri (N)

Grupl Grup2 Grup3

(Ligatiir) (Lathyritic) (Kontrol)
1 15,80 16,19 38,09
2 9,558 9,168 36,13
3 16,19 16,68 34,51
4 23,60 13,26 32,23
5 12,58 - 15,21 48,83
6 12,61 21,07 41,67
7 24,74 22,14 34,51
8 3,662 15,80 36,13
9 20,18 18,31 41,02
10 19,80 12,58 30,92
11 21,97 23,60 48,01
12 22,14 20,34 45,57
13 16,21 16,68 42,32
14 16,80 19,20 47,61
15 18,34 16,14 35,81
Mean 16,95 17,09 39,56
Sd: 5,66 3,83 5,93

Grafik 2. Mandibular 1.molar dislere uygulanan gekme kuvvetlerinin dagilimi
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Tablo 3. Serum alkalen fosfataz degerleri (U/L)

Grupl Grup2 Grup3
(Ligatiir) (Lathyritic) (Kontrol)
1 415 633 957
2 561 676 998
3 400 609 1074
4 428 623 856
5 451 616 938
6 411 622 840
7 671 489 913
8 417 532 805
9 580 550 818
10 593 536 990
11 540 455 998
12 415 620 854
13 493 612 992
14 556 515 983
15 536 498 998
Mean 497,80 572,40 934,27
Sd: 84,88 65,21 81,59

Grafik 3. Serum alkalen fosfataz degerleri dagilimi
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Alkaler.mfosfataz icin tek yonlii varyans analizinin (One way ANOVA)
uygulanmasiyla gruplar arasi istatistiksel olarak anlamh fark oldugu belirlenerek
Post Hoc Tukey Testi ile gruplar aras1 kargilagtirmalar yapildi. Bu test sonucunda
ligatiir ve kontrol (p<0,05), lathyritic ve kontrol (p<0,001), ligatiir ve lathyritic
(p<0,001) gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamh fark oldugu tespit edildi.

Elde edilen bu bulgu, deney gruplarindaki serum alkalen fosfataz
aktivitesinin kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamh olacak gekilde
azaldigmm goOstermektedir (p<0,001). Buna ilave olarak ligatiirle elde edilen
deneysel periodontitis grubundaki azalma oranmn lathyritic gruba oranla anlamh
sekilde daha fazla oldugu da belirlenmistir (p<0,05).

Deney hayvanlarmin mandibular molar bélgesinden alinan ve homojenize
edilerek sﬁspansiyon haline getirilen digeti drneklerinde ELISA metoduyla digeti
dokusu IL-1P konsantrasyonu degerlendirildi. Birinci grup olan ligatiir grubunda en
diisiik ve en yiiksek deger sirasiyla 32,88pg/ml ve 59,18pg/ml iken ortalama deger
44,45 +£10,93 pg/ml olarak hesapland. ikinci deney grubu olan lathyritic grupta en
diigiik IL-1B degeri 30,25pg/ml, en yiiksek deger 59,18pg/ml olarak saptamrken,
ortalama degerin 48,27+10,18 pg/ml oldugu tespit edildi. Kontrol grubunda ise en
diistik ve en yiiksek deger 5,16pg/ml, 30,25pg/ml; ortalama IL-1PB konsantrasyonu
22,99+6,25 pg/ml olarak belirlendi (Tablo 4, Grafik 4).

Diger parametrelerde de uygulandig1 gibi tek yonlii varyans analiziyle (One
way ANOVA) gruplar aras1 fark oldugu saptanarak, Post Hoc Tukey Testi ile
gruplar arasi kargilagtirmalar uygulandi. Bu test sonucuna gére ligatiir ve kontrol
grubu, lathyritic ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
kaydedilirken (p<0,001); ligatiir ve kontrol grubu arasinda anlamh bir fark olmadif
(p>0,05) belirlendi. Bu sonuglar ligatiirle olusturulan periodontitis grubu ve
lathyritic grupta digeti IL-1p konsantrasyonunda, kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamh artig oldugunu géstermektedir.
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Grafik 4. Diseti [L-1B degerleri dagihm
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Tablo 4. Diseti IL-1B degerleri (pg/ml )
Grupl Grup2 Grup3
(Ligatiir) (Lathyritic) (Kontrol)
1 33,54 30,25 30,25
2 59,18 59,18 17,75
3 34,19 35,51 5,16
4 38,80 42,09 21,48
5 36,17 34,19 23,23
6 59,18 56,55 21,04
7 56,55 59,18 28,94
8 34,85 57,87 28,93
9 46,04 55,24 22,36
10 55,24 57,87 22,35
11 34,19 57,87 28,27
12 53,92 49,97 28,93
13 35,51 43,41 23,67
14 32,88 42,75 20,60
15 56,55 42,09 21,92
Mean 44,45 48,27 22,99
Sd: 10,93 10,18 6,25
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Hematoxylin-eosin ile boyanan Spm’luk kesitlerde 151k mikroskobunda
yapilan incelemelerde, her iki deney grubunda, kontrol grubundan farkli olarak,

iltihabi hiicre infiltrasyonu, alveol kemigi rezorpsiyonu ve periodontal ligamentte

organizasyon bozuklugu oldugu saptandi (Sekil 7a,b,c.d; 8a,b,c).

Sekil 7d. Lathyritic gruba ait periodonsiyum (H&E, x25)
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Sekil 8a. Kontrol grubuna ait saglikli pﬂ'iantal ligament alan1 (H&E, x100)
i e e

i

Sekil 8b. Ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis grubuna ait periodontal ligament alani
(H&E, x100)

= -
Sekil 8c. Lathyritic gruba ait periodontal ligament alani (H&E, x100)
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Birinci deney grubu olan ligatiirle olusturulan periodontitis grubunda deney
hayvanlarmin 4 tanesinde siddetli, geriye kalan 11 tanesinde ise orta siddette
periodontal enfeksiyon oldufu belirlendi. Bu grupta 5 adet deney hayvaninda
enfeksiyonunun ve alveol kemigi rezorpsiyonunun apekse kadar devam ettigi ve 10

adet deney hayvaninda kdk boyunca yerlesim gésterdigi saptandi.

Tkinci deney grubu olan lathyritic grupta deney hayvanlarmmn 4 tanesinde
siddetli, geriye kalan 10 tanesinde ise orta siddette periodontal enfeksiyon oldugu
gozlendi. Bu grupta 4 adet deney hayvaninda enfeksiyonun ve alveol kemigi
rezorpsiyonunun apekse kadar ilerledigi ve 11adet deney hayvaninda kék boyunca
yerlesim gosterdigi belirlendi.

Her iki deney grubunda da alveol kemigi rezorpsiyonunun ve iltihabi hiicre
infiltrasyonunun ~ bulundugu bolgelerde periodontal ligamentte organizasyon
bozuklugu gozlendi. Vaskiilaritede artig saptand: (Sekil 10a,b,c).

QN‘ = _ ~ 'v' 2 < 3
Sekil 9b.Ligatiir grubundaki organizasyor: Sekil 9¢. Lathyritic gruptaki organizasyon
bozuklugu ve vaskiilaritede artis (H&E, x100) bozuklugu ve vaskiilaritede artiy (H&E, x100)
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Deney gruplarinda dentogingival bilesim incelendiginde, epitelin apikale go¢ ettigi
goriildii (Sekil 10a,b,c).

Sekil 10a. Kontrol grubuna ait bir preparatta dentogingival bilesim (H&E, x100)
- .‘ . : Wi et

aa’
*. &

Sekil 10b. Ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis modelinde dentogingival bilesim
(H&E,x100)

e
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Fisher ki-kare testi ile her iki deney grubuna ait histopatolojik bulgular
karsilastirildi ve iki grup arasmda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 saptand:
(p>0,05).

Yapilan TEM incelemesinde; kontrol grubuna ait drneklerde, fibroblastlarin
saglkh oldugunu tammlayan, ince sitoplazmik uzantilara ve heterokromatik
gekirdek yapisina rastlandi (Sekil 11a). Birinci deney grubu olan ligatiirle
olusturulan periodontitis grubunda, fibroblastlarm inaktif yapida oldugu ve bu
fibroblastlar ¢evresinde hemen hemen hi¢ kollajen lif yapum olmadigi goriildi
(Sekil 11b). Tkinci deney grubu olan lathyritic grupta, fibroblastlarin aktivasyonun

azaldig ve buna bagli olarak kollajen lif sentezinin azaldig1 goriildii (Sekil 11c).

Sekil 11b. Ligatiir grubuna ait drnekte izlenen ~ Sekil 11e. Lathyritic grupta izlenen fibroblast
inaktif fibroblast yapisi aktivasyonunun azalmasi ve diizensiz kollajen
lifler
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Kontrol grubunda ekstraselliiler matrikste yogun, diizenli dagihm gdsteren
kollajen lif kiimelerinin mevecut oldugu goriildii. Aynt zamanda enine ve boyuna
geemis kollajen lifler ve ¢apraz band yapisi izlendi. Sentez yapmakta olan aktif
fibroblastlar saptandi  (Sekil 12a). Ligatir grubunda ise kollajen lif
organizasyonunun bozularak degisik yonlerde uzandiklari, ince yapida olduklari ve
bandlagmadiklar1 belirlendi (Sekil 12b). Lathyritic grupta da kollajen yapida
bozulma oldugu saptandi (Sekil 12c).

Sekil 12a. Enine ve boyuna gegmis saglikli kollajen lifler ve band yapilar:

M 7000

Sekil 12b. Ligatiir grubunda kollajen lif Sekil 12¢. Lathyritic grupta izlenen kollajen
dagilimindaki diizensizlik ve ince yapida yapidaki diizensizlik

izlenen kollajen lifler

Kontrol grubunda yakin planda kollajen liflerin membranla &rtiilii
vezikiiller tarzda fagolizozom olarak tanimlanabilen periyodik tarzdaki dagilimlart
izlendi (Sekil 13a).
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Ligatiir grubunda matriks igerisinde kollajen liflerin enine ¢izgilenmesinin silik
oldugu ve kemik hiicrelerin de inaktif olduklari saptandi (Sekil 13b). Lathyritic
grupta matriks yapida kollajen liflerin  bandlagmadigi, fibril demetlerinin
izlenmedigi ve enine gizgilenmenin belirgin olmadig belirlendi (Sekil 13c).

Sekil 13b. Ligatiir grubunda enine gizgilenmesi Sekil 13c. Lathyritic grupta yapidaki bozulma
silik olan kollajen lifler ve inaktif kemik hiicreleri nedeniyle hiicreler etrafinda belirginligini
kaybetmis kollajen lif demetleri

Lathyritic grupta ayrica yogun iltihabi infiltrasyon ve makrofajlarin
bulundugu saptandi ($ekil 14).

Bu bulgular her iki deney grubunda da, kontrol grubundan farkh olarak
kollajen yikiminda izlenen benzer hiicre ve bag dokusu ozelliklerinin varligm

desteklemektedir.
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Sekil 14. Lathyritic grupta izlenen iltihabi hiicre infiltrasyonu



5.TARTISMA

Diinyada sik goriilen hastaliklar arasinda yer alan ve dis kayiplarmin en
6nemli nedenlerinden biri olan periodontal hastaligin insanlardaki baglangic ve
ilerleme evresini histopatolojik olarak incelemedeki imkansizliklar bu amag igin
hayvan modellerinin gelistirilmesini zorunlu kilmustir.

Deneysel hayvan modellerinin  kemik ve bag dokusu matriks
degradasyonunu izlemek ve incelemek igin kullamimasi, periodontal hastaligin
etiopatogenezinin anlaglmasina 1sik tutacaktrr. Daha once de bildirildigi gibi
mukoperiosteal flep kaldirildiktan sonra olusturulan dehisens akut defektlerin
interproksimal alana yerlestirilen ipek sutiirlar ve yumusak dietle kroniklestirilmeye
¢ahsilmasi hayvan deneysel periodontitis modelinin elde edilmesinde kullamlan en

yaygin yontemdir.

Bu yontemin uygulanabilmesi icin, 6zellikle kiigik deney hayvanlarinda,
periodontal flep operasyonuna ilaveten komissurektomi isleminin yapilmasi
gerekliligi vardir. Bu durum takip déneminde ozel dikkat gerektirmektedir. Aym
zamanda deney hayvanlarinda beslenme zorluguna da sebep olmaktadir. Buna bagl
olarak deney hayvanlarinda kayiplar s6z konusu olabilmektedir.

Bu dezavantajlart g6zoniinde bulundurdugumuzda, lathyrogenlerin rat
periodontal  dokularinda olusturduklar1  defektleri radyolojik, biyokimyasal,
histopatolojik ve ultrastriiktiirel metodlarla kiyaslayarak alternatif bir deneysel
modeli temsil edip etmedigini saptamayi amagladik.

Biyolojik ¢aligmalarda ratlar ikinci olarak en sik kullanilan hayvan grubunu
olugturmaktadir. Yaklagik olarak hayvan gahsmalarmin %21°i ratlar iizerinde
yapimaktadir. Ratlarin bazi 6zellikleri bunlarin tercih edilen hayvan modelleri
arasina  girmelerine neden olmustur. Genetik birliktelikleri vardir. Elde
edilmelerinin yamisira bakimlari da kolay ve ucuzdur. Viicut agirliklart nedeniyle az
miktardaki kimyasallar ve diigik dozdaki farmakolojik etkenlerle biyolojik




61

calismalara zemin hazrlamalarmin yamnda kisa omirleri nedeniyle, gok kisa
zaman arabfinda uzun doneme ait deneysel c¢alsmalarin yapilmasina imkan
tammmaktadir. Ayrica erken dbnemde bir ¢ok parametrenin birarada
degerlendirilmesine olanak tamdif1 i¢in deney modeli olarak ratlarm secildigi
cahsmalar dikkat ¢ekmektedir (Page, 1988).

Anan ve ark., (1991); Anan ve ark., (1993) ve Yamaga ve ark., (1992) kemik
metabolizmasim inceledikleri ¢aligmalarinda deneysel model olarak ratlan

kullanmuslardir.

Bazi hayvan tiirlerinde spontan olarak periodontal hastahk izlenmesine
ragmen insanlardaki biitlin 6zellikleri ile izlenebilen bir hayvan periodontitis modeli
olusturmak neredeyse olanaksizdir (Page, 1988).

Hayvan c¢ahsmalarinda, cerrahi olarak olugturulan akut defektlerde,
Ozellikle kontrol grubunda spontan rejenerasyon goézlenmesi ¢ok siklikla

kargilagilan bir durumdur (Blumenthal, 1998; Caton, 1997). Bunun sonucu olarak
modelin  hassasiyeti azalmakta ve sonuglar yanhs yorumlanabilmektedir.
Cahgmamizda lathyritic grupla karsilasgtirdigimiz ligatiirle olugturulan periodontitis
grubunda, 40 giin beklenerek kronik defektler olugturulmaya ¢ahgilmagtir.

Deneysel periodontal hastalik olusturulurken g¢elik tellerle olusacak
travmatik etkinin, olayr dogal olarak temsil edemeyecegi, bu nedenle periodontal
hastabk olusumunu dogallagtrmak i¢in yumusak ligatiir kullamlmasinin
vurgulandii ¢ahgmalar vardir (Schou ve ark., 1993; White ve ark., 1994;
Sigurdsson ve ark., 1995).

Cahsmamizda ligatiir olarak 3.0 ipek sutiir kullamlmigtir. Ligatiir

mandibular 1.molar dis bdlgesinin mine-sement smirmna yerlestirilerck, deney

periyodu boyunca aym pozisyonda sabit birakilmugtir.
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Gyﬁrii ve ark. (1994) cahgmalarinda ipek sutiirli, ligatlir olarak
kullanmiglar ve mandibular 1.molar dig bolgesine yerlestirmiglerdir.

Breivik ve ark. (2000) yaptiklan ¢ahgmada steril ipek ligatiir kullanmuglar,
deney boyunca oral mikroorganizmalarn birikecegi periodontal cep olusuncaya
kadar sabit pozisyonda birakip, 7 hafta sonra ratlar sakrifiye etmislerdir.

Karring ve ark. (1984) saghkli periodonsiyuma sahip hayvanlarda elastik
ligatiirler kullanarak, yaklagik %50 oranminda bir periodontal kayip elde edinceye
kadar beklemiglerdir.

Caliymamizda deneysel periodontitis olugturmak amaciyla komissurektomi
yapilan bolgede ve periodontal flepleri yerlestirdikten sonra ikinci bir operasyona
gerek olmamas: sebebiyle rezorbe olabilen katgiit sutiirler kullamimigtir.

Giintimiize kadar lathyrogenlerle ilgili galismalar yapilmig olmasma ragmen,
bu maddelerin periodonsiyumda olugturduklar1 degisiklikleri deneysel periodontitis
_olarak tammlayan herhangi bir ¢aliyma bulunmamaktadir.

Lathyrogenler lizil oksidaz enzimini inhibe ederek kollajenin ¢apraz
baglant1 yapismin olugmasim engelleyen maddeler olarak bilinmektedir (Narayanan
ve ark., 1972; Tinker ve Rucker, 1985; Ohshima ve ark., 1989).

Cahsmamizda lathyritic ajan olarak kullamilan B-APN’in; diisik dozda, her
gin subkiitan olarak enjekte edilmesiyle lathyritic ratlar olusturulmustur.
Periodontitisin kronik bir hastalik olmasi sebebiyle, akut lezyonlarin olugmasim
engellemek amaciyla, B-APN  diisiik dozda ve 40 giinlik deney periyodunda

uygulanmustr.

Baden ve ark. (1983), Cho ve Garant (1984), Lees ve ark. (1994), Nollie ve
ark. (1996)’da yaptiklann ¢ahgmalarda da lathyritic ajan olarak B-APN’i
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kullanmuglardir. Baden ve ark. (1983), kronik lathyrism modeli olusturabilmek icin
B-APN’i 6 haftalik zaman periyodunda uygulamslardir.

Calsmamizda lathyritic ajan B-APN’in  uygulanmasi1 ve ligatiir
yerlestirilmesi ile olugan periodontal defektleri sirastyla; deney hayvanlarmn viicut
agirbiklar,, radyografi, cekme testi, serum alkalen fosfataz aktivitesi, diseti IL-1P
konsantrasyonu, histopatolojik ve ultrastriiktiirel yontemlerle karsilagtirdik.

Kronik periodontitisin klinikk ve radyolojik bulgulari, ozellikle deneysel
cabsmalar icin; digeti enflamasyonu, kanama, cep olusumu, diseti g¢ekilmesi,
dislerde mobilite ve kemik kayb olarak Ozetlenebilir. Bunlardan daba gok cep
olusumu, birlesim epitelindeki konum degisikligi ve alveol kemigi kaybi
degerlendirilebilen kriterler arasindadir. Yapilan incelemelerde ratlarda gingival
indeks ve sondalamada kanama indeksi veren bir caligmaya rastlamadik. Bu
parametreler diginda en somut kriterin radyografik degerlendirme olacagi, bunun
yanisira mobiliteyi temsilen dige uygulanabilecek en biiyiik kuvvet disi soketten
¢ikarmak igin uygulanan kuvvettir goérilisinden hareketle gekme testinden elde
edilen sonuglar olabilecegi diisliniilmigtiir. Bu nedenle klinik parametre olarak
radyografik degerlendirme ve bilgisayar ortamunda uygulanan g¢ekme testi,
periodontitis olugumunu gdsterebilmek amactyla kullansbmugtir. Lathyrogenlerle
ilgili yapilmig ¢ahgmalarda radyografik yontemlere yer verilmemis olmast ve deney
gruplarimizda elde edilen periodontal defektleri 'bir de bu yontemle gosterebilmek
amaciyla radyografiler alnmugtir. Ratlarin afiz yapis: intraoral dis radyografisi elde
etmeye imkan tammadidindan radyografik degerlendirmeler, hayvanlar dekapite
edildikten sonra yapiimustir.

Bu parametrelere ilave olarak lathyrogenler ve ligatiir yardumyla elde
edilen yikimmn, kollajen matriks ve kemik doku iizerindeki etkilerini serum yoluyla
da degerlendirmeyi amagladik. Bu amagla serum alkalen fosfataz aktivitesini tayin
edebilmek i¢in optimum standart metodu kullandik.



Shibutani ve ark. (1997), beagle kopeklerinde olusturduklart deneysel
periodontitis lezyonlarinda histokimyasal yontemleri dokuda; biyokimyasal
parametreleri ise serum, DOS ve idrarda incelemislerdir.

Aragtirmamizda lathyrogenlerle ilgili ¢aliymalarda daha 6nce kullamimamis
bir parametre olan diseti dokusu IL-1B seviyesini saptamak igin en giivenilir
metodlardan biri olan ELISA y6ntemi kullanilmugtir.

Genellikle sadece deneysel c¢aligmalarda uygulanabilen ve en Onemli
parametrelerden olan histopatolojik ve ultrastriiktiirel metodlarla da bulgularimz
desteklemeyi diigtindiik.

Caligmamizda her iki deney grubunda da deney Oncesi viicut agrhklari ile
deney sonundaki agirliklar arasnda tespit edilen azalma, Chiba ve Ohlawa’mn
(1980), lathyritic ajan olarak AAN (aminoacetonitrile)’i uyguladiklan deneysel
¢aligmalarinda elde ettikleri bulgu ile benzerlik gostermektedir.

Ohshima ve ark. (1989) lathyritic ajan olan AAN ve B-APN’i farkh dozlarda
ve farkh zaman periyodunda uyguladiklari deneysel ¢alismalarinda da doza bagh
olarak deney hayvanlarmin viicut agrhklarmda istatistiksel olarak anlamh azalma
oldugunu saptamglardir.

Lathyritic grupta B-APN’in sistemik olarak uygulanmasi ve kollajenin
capraz baglantisimi engelleyerek hasarhi kollajen sentezine neden olmasi sebebiyle
viicut agirhklarinda azalmaya neden oldugu diisiintilmektedir.

Deney sonunda ligatiirle olusturulan periodontitis grubumuzda viicut
agrhginda saptanan istatistiksel olarak farkh azalmanmin, bu grupta bulunan
komissurektomi yapimis bolge nedeniyle olusan beslenme zorluguna bagh
olabilecegi diiglincesindeyiz.
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Cahst;lannzda yapilan radyografik degerlendirmede lathyritic ve ligatiirle
olugturulmus periodontitis grubunda alveol kemigi rezorpsiyonu ve lamina dura
devamhliginin kayboldugu izlenmistir. Yapilan literatiir incelemesinde lathyritic
deney hayvam  mandibulasinda  radyografik  olarak  alveol  kemigi
degerlendirilmesinin  yapidifi benzer bir c¢aliymaya rastlanmamugtir. Ancak
Nowotny ve Sanavi (1982) yaptiklan ¢ahgmalarinda ligatiirle olugturulan
periodontitis modelinde radyografik metodla alveol kemigi rezorpsiyonu

olugumunu tespit etmislerdir.

Mandibular birinci molar dislere ¢ekme kuvveti uygulayarak saptadigmmiz
periodontal ligament gerilme direnci degerinde, lathyritic grupta kontrol grubuna
oranla istatistiksel olarak anlamh azalma tespit edilmistirr Bu konuda farkh
evrelerin olugturulacafi deney diizenegi igerisinde yeni cahgmalara gereksinim
oldugu diigtiniilmektedir. Aragtirmamizda bu test sadece lathyritic gruba degil, aym
zamanda ligatiirle olugturulan periodontitis grubuna da uygulanmugtir. Her iki
grupta da ¢ekme kuvvetinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamh
azalma oldugu saptanmugtir.

Periodonsiyumda lathyritic ajanlarin gerilme direncine olan etkisinin
arastirildigi ¢aligma ilk defa Chiba ve Ohkawa tarafindan 1980 yiinda yapilms,
aragtiricilar AAN’1 lathyritic ajan olarak kullanarak rat mandibular molar dislerinde
periodontal ligamentteki diren¢ bozuklufunu ¢ekme testi uygulayarak
incelemiglerdir. Aragtiricilar lathyrogen uygulanan grupta ¢ekme igleminin daha
diisiik kuvvetle olugtufunu, yani bag dokusu gerilme direncinin lathyritic grupta
daha az oldugunu bildirmisler, bu sonucu lathyritic grupta ¢dziinmeyen kollajen
oranmin azalmasina baglamslardir.

Benzer bir ¢aligmada Ohshima ve ark. (1989), ratlarda AAN ve B-APN’i
ayn ayr, farkh dozlarda ve farkh zaman periyodunda kullanarak, mandibular molar
dislerde gekim kuvvetine karsi olusan direnci Slgmiis, lathyritic ratlarda elde edilen
¢ekme kuvvetinin normal ratlara oranla azaldifim ve dozaja bagh olarak bunun
degisebilecegini bildirmislerdir.
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Uygulaalglmm ¢ekme kuvvetindeki bu azalmanm sadece peridontal
ligament yapisindaki bozulmaya bagh olmadifi, aym zamanda radyograflarda
izlenen alveol kemigi destegi kaybi nedeniyle de olusabilecegi diislincesindeyiz.

Dis mobilitesi aslinda destek kayb1 kadar periodonsiyumdaki damarsal ve
siv1 elemanlarla ilgilidir (Wills ve ark., 1976). Dise uyguladigimiz ekstriiziv kuvvet,
fizyolojik durumda diglerin kargiladig1 kuvvete benzememesine ragmen, elde edilen
sonucun yiiksek ekstriiziv kuvvete karsi periodontal ligamentin bozulma noktasi
hakkinda aydinlatic1 bir bilgi niteliginde oldugu seklinde degerlendirilebilir.

Calismamizin temel amaglarmdan biri, kollajen yikiminda ortaya ¢ikan
molekiiler belirleyicileri inceleyebilmek ve bunu kontrol grubuyla karsilastirmaktir.
Kemik olusumunda esas rolii iistlenen kollajen sentezi, yigihm: ve bu biyolojik
aktivasyon  icerisinde olugan kimyasal degigiklikler wviicut sivilan igerisinde
degerlendirilebilmektedir, &zellkle yapim ve yikimda rol alan enzimler bu
parametrelerin baginda gelmektedir (Henry, 1996).

Kemik yapim ve yikiminda en temel enzimler asit ve alkalen fosfatazlardir.
Alkalen fosfataz, fosfat esterlerini yikarak viicuttaki matriks ¢oziinlirligiine ¢ok
6nemli katkida bulunur. Kemik dokusunda osteoblastlar tarafindan fiiretilir,
pirofosfatlan yikima ugratir ve kemik minerilizasyonunda aktif gérev alir. Total
alkalen fosfataz aktif kemik deviniminin 6nemli bir bulgusudur (Henry, 1996).

Cahsmamizda yapilan serum alkalen fosfataz aktivitesi incelemelerinde,
deney gruplarinda kontrol grubuna oranla saptanan istatistiksel olarak anlamh
azalma osteoblastik aktivitedeki azalmay1 géstermektedir. Kemik metabolizmas: ile
iligkili olan bu enzim, kollajen ve kemik yikim ile karakterize olan deneysel
lathyrism modelimizde ve yine alveol kemidi rezorpsiyonunun izlendigi ligatiirle
olusturulan periodontitis modelinde azalmiy olmakla birlikte, ligatlir grubundaki
azalma miktarimn lathyritic gruba oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde daha
fazla oldugu saptanmgtir.
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Kontrol grubuna oranla, her iki deney grubunda saptadifimz serum alkalen
fosfataz aktivitesindeki azalma, 40 giinliik deney periyodunda ratlarin hala yikim
asamasinda olduBunu ve baslangig iyilesme asamasmin, matriksin ¢okelmeye
basladif1 donemin heniiz baglamadigim gostermektedir.

Kemik devinimi ile ilgili yapilan ¢aliymalar genellikle osteoporoz ile ilgili
yapilan ¢alisma olarak dikkat ¢ekmektedir (Seibel MJ ve Woitge, 1999; Delmas
1993). Bu ¢aliymalarin hemen hemen hepsinde kullamlan parametreler serum ve
kemife spesifik alkalen fosfataz ve asit fosfataz diizeyleridir (Delmas, 1993;
Christenson RH, 1997; Blumshon ve ark., 1994),

Lathyritic ratlarm kemik metabolizma gahgmalarmda kullamlmasimin yaygm
bir metod olarak degerlendirilmemesi saswticidir. Ancak yine de az sayida
cahsmada lathyritic ratlar kullamlmugtr. Urist ve ark. (1997) yaptiklan galismada
lathyritic ratlarda osteoindiiksiyonu ve heterotropik kemik olusumunu incelemisler,
kemik devinimini; total kalsiyum ve alkalen fosfataz seviyelerine bakarak
degerlendirmiglerdir. Lathyrismde osteoindiiktif aktivitenin diisik oldugunu
saptamiglardr.

Anan ve ark.(1991) yaptiklari kemik remodelasyonu ¢alismasinda, kemik
olusumu ve rezorpsiyonunun aym anda izlenebilen biyolojik olaylar oldugunu
bildirmiglerdir.

Kemm’in (1975) ratlarda yaptii ¢aliymada, lathyritic ajan olarak kullandif
AAN’in plazma kalsiyum miktarinda azalma ve plazma alkalen fosfataz miktarinda
yiikselmeye yol agtifim bildirilmigtir. Buna ilave olarak lathyrogenlerin alkalen
fosfataz aktivitesi iizerine etkisi hakkinda goriiy birligi olmadigim; disiik, yiiksek
veya aym seviyede kaldigim bildiren ¢aligmalar oldugunu rapor etmistir.

Literatiirdeki farkli sonuglarin deney diizenegi, model se¢imi ve metod
farklibklarndan kaynaklanabilecegini diigiinmekteyiz. Bulgularnmizin daha fazla
anlam kazanabilmesi igin, gbzlemlerin farkh ySntemlerle ve daha uzun deney
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periyodunda erken ve ge¢ d6nemlerde tekrarlanacaBi yeni galismalara gereksinim

vardrr.

Son yilarda lokal yikin daha g¢ok DOS’da yaygin bigimde takip
edilmektedir (Binder ve ark., 1987; Insoft ve ark., 1996). Binder ve ark. (1987),
tedavi edilmemis eriskin periodontitisli bireylerde yaptiklan ¢ahymada DOS ve
plazma alkalen fosfataz enzim aktivitesini degerlendirmisler ve bunu periodontal
hastaligmn ilerlemesi ile korele etmislerdir. Ilerleyen lezyonlarda DOS alkalen
fosfataz aktivitesinde yiikselme oldugunu saptamuglardir. Ayrica DOS’daki
ortalama alkalen fosfataz aktivitesinin plazmadan 20 kat daha fazla oldugunu
bildirmiglerdir. Sivi dinamigi heniiz ortaya konmamig ve DOS toplamasi zor olan
rat modelinde bu parametreyi incelemeyi diiglinmedik; lokal olarak bag dokusu,
periodontal ligament ve alveol kemigi iinitesi igerisinde smurh kaldik. Bu dokudaki
degisikliklerin ayrica seruma yansiyan Szelliklerini de inceleyerek lokal ve sistemik
konak doku cevabimin benzerligini ya da farkhhidim ortaya koymay: hedefledik.

Savunma sisteminde iltihabi cevabin ve kollajen doku matriks deviniminin
hiicreler tarafindan yonlendirilmesini saglayan kimyasal iletisim molekiilleri
bilindigi tizere sitokinlerdir. Kollajen dokunun devinimi ile ilgili yapilan az sayida
cahisma 6zellikle son yillarda dikkat ¢ekmektedir.

Genel olarak sitokin aktiviteleri, salgilanan hiicre iriinleri i¢in fonksiyonel
etkileri belirlemek amaciyla degerlendirilir. Ancak bu molekiillerin &zellikle
kompleks biyolojik sivilarda degerlendirilmesi non-spesifik olarak kalabilmektedir,
¢linkiit bu molekiillerin yiikselmesi sadece kendilerinden kaynakh olmayip
tanimlanamamis molekiil igeriklerinden de kaynaklaniyor olabilir. Giinfimiizde
biyolojik smvilar igerisindeki ¢6ziinebilir reseptSrleri baglayacak spesifitesi ve
tekrarlanabilirlifi yiiksek deneyler yapilabilir durumdadir. Laboratuarlarda enzyme-
linked immunosorbant assay (ELISA) yontemleri, radyometrik analizler ve
chemiluminesence ySntemler uygulanabilmektedir (Henry, 1996).
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Sitokinlerle ilgili DOS (Rasmussen ve ark., 2000), hiicre kiiltiiri (Takada ve
ark., 1991; Takahashi ve ark., 1994; Dongari-Bagtzogiou ve Ebersole, 1996;
Tacopino ve ark., 1997; Myrillas ve ark., 1999), diseti dokusu (Stashenko ve ark.,
1991; Takahashi ve ark., 1994; Chen ve ark., 1997; Iacopino ve ark., 1997) ve
serumda (Chen ve ark., 1997; Ebersole ve ark., 1999) yapilan ¢calismalar mevcuttur.

Periodontal hastahklarin serumda belirleyiciler olusturmas:, 6zellikle
sistemik hastahklarla periodontal hastaliklar arasmdaki iligkinin aragtinldif: ya da
periodontal hastahdin sistemik saghga olan etkisinin incelendigi caligmalarn
konusunu olusturmaktadir. Giiniimiizde periodontal hastahk daha ¢ok lokal
belirleyiciler ile irdelenmektedir. Cahsmamzda lokal inceleme yapabilmek
amaciyla sitokinleri digeti dokusunda degerlendirdik.

Ratlarm diseti dokusunda ELISA metoduyla IL-1B seviyesinin
degerlendirildigi ¢aliymamizda, deney gruplarinda kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamh artiy oldugunu saptadik. Arastrmamiz, deneysel
lathyrismde sitokin incelemesi yapilan ilk g¢ahgma oldugu igin kargilastirma
imkanimiz olmanugtir.

Chen ve ark. (1997) yaptiklar1 ¢ahgmada IL-1p ve IL-6 seviyelerini digeti
dokusu ve serum Orneklerinde ELISA yoOntemiyle karsilagtrmuglar; periodontitisli
bireylerin digeti dokusu Orneklerinde kontrol 6rneklerine oranla her iki sitokinde de
artiy oldugunu izlemisler, ancak serum o&rneklerinde hastalikh ve kontrol grubu
arasinda 6nemli bir fark saptamamuslardir.

Stashenko ve ark. (1991) periodontitisli bireylerin diseti dokusunda ELISA
metoduyla yaptiklan ve IL-1B’y1 degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, periodontal
bastahin aktif oldugu bolgelerde, inaktif ve kontrol 6rneklerine gore IL-18
seviyesinde istatistiksel olarak anlamhb artiy saptamuglar ve IL-1p’min hastahk
aktivitesini ve atagman kaybin tespit etmekte 6nemli bir belirleyici oldugunu rapor
etmiglerdir.
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Yapilan calsmalarda IL-1B’nn kronik enflamasyonda doku yikimu ve
ilerlemesinin en Onemli belirleyicilerden biri oldugu, ¢linkii IL-1B seviyesinin
periodontitiste konaa-bagimh doku yikimu ile korelasyon gosterdigi bildirilmigtir
(Stashenko ve ark., 1991; Iacopino ve ark., 1997). Gingival dokularda artmg IL~1§
seviyesinin, kronik enflamatuar hastahfin duyarh ve gilivenilir bir belirleyicisi
oldugu kabul edilmistir (Offenbacher ve ark., 1993; Iacopino ve ark., 1997).

Enflamasyonlu diseti dokusunda sitokin salgillanmasmnin sistematik olarak
degerlendirilmesinde, hassasiyeti yiiksek olan ELISA, Northern Analizi ve RT-PCR
gibi analitik tekniklerin gelisimi ile uygun incelemeler yapilabilmektedir. Bu
cahgmalarla, enflamasyonlu bdlgelerdeki DOS’da IL-1 ve TNF-a’nin fizyolojik
olarak anlamh konsantrasyonlarda bulundufu g6sterilmigtir (Birkedal-Hansen,
1993).

Rasmussen ve ark. (2000), periodontal hastahkh bolgelerde DOS’da
bulunan kemik rezorbe edici faktorleri incelemeyi amagladiklar1 galismalarmda,
ELISA ve RIA metodlariyla IL-1a, IL-1B ve PGE2 aktivitelerini degerlendirmisler
ve hastalikh bolgelerde aktiviteyle birlikte aym zamanda bu mediatSrierin
miktarimin da arttigim rapor etmiglerdir.

IL-1 ve IL-6’nin lokal enflamatuar reaksiyonlarda gorev aldiklari ve buna
ilaveten IL-1’in fibroblastlan, IL-1 ve diBer sitokinleri tiretmeleri icin aktive
ettikleri bildirilmistir (Mauviel ve ark., 1988; Dinarello ve ark., 1989; Takada ve
ark., 1991).

Konig ve ark. (1988), farelerde yaptiklan galismalarinda TNF-a ve IL-1
uygulamasinin kemik rezorpsiyonunu doza bagh olarak arttirdifimi ve maksimum
etkinin 2-3giin sonra oldugunu bildirmiglerdir.

Bulgular1 verilen deneysel ve klinkk periodontitis g¢ahsmalarindaki
sonuglarla uyumlu olacak sekilde saptadigimz IL-1P seviyesindeki yiikselme,
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deney gruplanmizda osteoklastik aktivitedeki artigr, hastahgin varh§m ve
stiregenligini gostermektedir.

Calismamizda mandibular 1.molar diglere ipek ligatiir uyguladiimz birinci
deney grubunda, histopatolojik olarak 40.giinde iltihabi hiicre infiltrasyonu,
atagman kaybi1 ve vaskiiler permeabilitede artig saptadik.

Histopatolojik ¢alismalarda, Gyorfi ve ark. (1994), ratlarda mandibular
1.molar dislere ligatiiriin yerlegtirilmesinden 14 giin sonra 1.molar dig bélgesindeki
gingivomukozal dokuda vaskiiler permeabilitede artiy saptamuglardir. Ayrica 8 ve
14.glinlerde ligatiire yakin olan bag dokusunda iltihabi hiicre infiltrasyonu oldugunu
bildirmiglerdir.

Koide ve ark. (1995), maksiller 2.molar dis bolgesinde 5.0 ipek ligatiirle
olusturduklan periodontitis modelinde; 3.giinde iltihabi infiltrasyon ve epitelin
hemen altindaki bag dokusunda kapiller dilatasyon izlemiglerdir. Iltihabi hiicrelerin
¢ogunlukla nétrofillerden ve az sayida monositlerden olustugunu bildirmislerdir. 3,
7 ve 14.giinlerde ligatiiriin yerlestirildigi boélgede atasman kaybr oldugunu
saptamuglardir.

Ligatiirle olusturdugumuz periodontitis modelinde 40.giinde alveol kemigi
rezorpsiyonu oldugunu histopatolojik ve radyografik metodlarla tayin ettik.

Yapian g¢ahgmalarda ligatiir yardimiyla elde edilen periodontitis
modellerinde 8-12.giinlerde kemik rezorpsiyonunun olustufu bildirilmistir (Rovin
ve ark., 1966; Nowotny ve Sanavi, 1983). Nowotny ve Sanavi (1983), ligatlirii
maksiller 2.molar dige yerlestirdikleri ¢ahsmalarinda kemik yikimim histolojik ve
radyografik metodlarla tespit etmislerdir.

Sallay ve ark. (1982), ligatiiri ratlarin maksiller 2.molar dislerine

yerlestirmigler, 9 ve 14.giinlerde bakteriyel birikim, akut enflamasyon, kemik
yikimu ve vestibiil kemik marjininde sekestrizasyon izlemiglerdir.
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Samejima ve ark. (1990), ipek ligatiiri maksiller 2.molar dig bolgesine
yerlestirdikleri ve ratlar1 1,3,5,8,11 ve 18.giinlerde sakrifiye ettikleri ¢aligmalarinda,
ligatiir yerlestirildikten 1 giin sonra; digeti formunda degisiklik, tilserasyon ve
gingival fibrillerde diizensizlik saptammglardir. 3 giin sonra epitelyal atagmanin
kayboldugunu, disetinin mine-sement smir1 altinda sement ylizeyine tutundugunu
ve vestiblil alveol kemiginde ¢ok sayida Howship lakunleri ve osteoklastlar
oldugunu bildirmiglerdir. 5.giinde; periodonsiyumda akut iltihabi birikimini ve
osteoklastik kemik rezorpsiyonunu izlemiglerdir. 8.glinde; ligatiiriin hemen yaninda
yeni epitelyal atagmanin olustufunu; osteoklast ve nétrofill sayisinda azalma
oldugunu saptamglardir. 11 ve 18.giinlerde periodontal dokuda tamir olugtugunu,
ancak epitelyal atagmanin mine-sement siirinn altinda oldugunu bildirmiglerdir.

Histopatolojik olarak ikinci deney grubumuz olan lathyritic grupta 40.giinde,
periodontal ligamentte organizasyon bozuklugu oldugu tespit edilmigtir. Ayrica
ligatiirle olusturulan periodontitis grubumuzda da aym bulguya rastlanmgtir.

Lathyrogenlerle ilgili yapilan histopatolojik ¢ahsmalarda, deney
- hayvanlarinin periodontal ligamentinde B-APN uygulamasindan 1-2 hafta sonra
organizasyon bozuklugu oldugu bildirilmistir. Normal sartlarda periodontal fibriller
sement ve kemik yiizeyine dik olacak sekilde organize olurken, B-APN tedavisinden
sonra bu yapinm bozuldugu goriilmiigtiir (Cho ve Garant, 1984).

Calismamzda kronik lathyrism olusturmak amaciyla 40.glinde dekapite
ettigimiz lathyritic grupta da alveol kemigi rezorpsiyonu oldugunu belirledik.

Baden ve ark. (1983), B-APN uygulanmasma bagh ilkk lezyonun alveol
kemigi ve koklerin baglangic rezorpsiyonu ile Kkarakterize oldugunu ve
uygulamadan 1 hafta sonra izlendigini bildirmislerdir. 9.haftada rezorpsiyonun
lamina duraya kadar ilerledigini rapor etmislerdir.

Ligatiir grubunda oldugu gibi ikinci deney grubumuz olan lathyritic grupta
da vaskiilaritede artig saptanmgtir.
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B-APN" uygulanmus ratlarda sadece okluzyonda olan dislerde belirgin
histopatolojik lezyonlar izlenmigtir. Ik degisiklik dolagimda g6riilmiistiir.
Kapillerlerin periodontal ligamentin gingival, orta ve apikal tigli bolgelerinde,
lamina duraya komgu olan alveoliin spongioz kisimlarinda dilate oldugu
saptanmigtir. Ayrica hemoraji alanlarma rastlanmigtir. Gingiva ve periodontal
ligamentteki vaskiiler degisiklikler ilk 3 hafta igerisinde izlenmistir.(Baden ve ark.,
1983).

Calhgmamizda ultrastriikttirel olarak her iki deney grubunda da
fibroblastlarin aktif olarak kollajen sentezi yapamadiklarmi, dolayisiyla ECM’te
kollajen yapida bozulma oldugunu saptadik. Literatiirde ligatiirle olugturulan
deneysel periodontitis grubumuzdaki bulgularla karsilastirabilecegimiz herhangi bir
ultrastriiktiirel ¢ahgmaya rastlanmamugtir.

Elektronmikroskobik olarak B-APN uygulanmus lathyritic fibroblastlarda,
cekirdegin hiicrenin proksimal kisminda yerlestiZi, golgi aygitinin merkezde
konumlandif: ve distal kismin gogunlukla graniillii endoplazmik retikulum (RER)
ile dolu oldugu gorilmigtiir. B-APN uygulanmug fibroblastlarin  normal
fibroblastlara gére daha fazla RER igerdigi, bu goriintfiniin hiicrenin kiigiilmesi ya
da kollajen sekresyonundaki degisiklikle ilgili olabilecegi bildirilmistir. Normal
fibroblastlarin anterior ve posterior yone uzanan hiicre uzantilartyla karakterize
oldugu ve B-APN uygulamasindan sonra bu hiicre uzantilariin boyutlarmn
kiiglildtigti gOsterilmistir. Sitoplazmik uzantilardaki boyut kii¢iilmesine ragmen
hiicrenin distal kisrumin kendine 6zgii morfolojisini korudugu izlenmistir. Distal
kismin sitoplazmik filamentler, mikrotiibiiller ve kollajen sekresyonu yapan
graniillerle dolu olan gesitli kisa hiicre uzantilarindan olustugu gésterilmistir (Cho
ve Garant, 1984).

Elektron mikroskop seviyesinde lathyritic molarlarda, fibroblastlar arasinda
¢ok az kollajen oldugu ya da hi¢ olmadig: bildirilmistir. Bunun basit nedeni igin,
ultrastriiktiirel agidan fibroblastlarin kollajen sentezleyip salgilayamamalari oldugu
yorumu yapimstir (Shore ve ark_ 1984).
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Cekme~ testi incelemeleri, radyografik  degerlendirme, biyokimyasal
analizler, histopatolojik, ultrastriiktiire] yontemleri kullanarak inceledigimiz ve
kontrol grubuyla kiyasladigimiz, ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis ve
sistemik olarak lathyrogen enjeksiyonu ile elde edilen periodontal defektlerde
benzer bulgulara rastladik. Elde edilen bu veriler ¢ercevesinde deneysel lathyrism
modelinin  ¢esitli ¢aligmalarda kullamlmak amaciyla alternatif deneysel
periodontitis modeli olabilecegini savunmakla birlikte bu konuda yapilacak
mikrobiyolojik incelemeleri de igeren yeni ¢ahgmalara gereksinim oldugu
kanaatindeyiz.

Elde ettigimiz bu model ideal bir periodontitis modeli olmayabilir, ancak
ileride yapilacak olan ¢alhsmalarda elde edilen rejeneratif bir preparatin
periodonsiyuma etkisini belirleyebilmek i¢in kullamlabilir olacag diisiincesindeyiz.
Hazirhk ve takip d6nemlerinin daha rahat olmas: gibi nedenlerle immiinolojik ve
genetik cahsmalarda da kolayhk saglayacag: kanaatindeyiz.



6.SONUGC VE ONERILER

Ligatiirle olusturulan periodontitis ve deneysel lathyrism modelini kontrol
grubuyla karsilagtirdiimz ¢cahymamizda;

1-Deney hayvanlarmin viicut agihklarinda her iki deney grubunda da
deney periyodu sonunda azalma olurken kontrol grubunda artig oldugu saptandi.

2-Mandibular 1.molar disi ¢ekmek i¢in uygulanan kuvvet miktarinin deney
gruplarinda, kontrol grubuna oranla daha diisiik oldugu belirlendi.

3-Serum alkalen fosfataz aktivitesinin deney gruplarinda azaldid: goriildii.
4-Deney gruplarinda digeti IL-18 seviyesinde artis oldugu saptandi.

5-Histopatolojik olarak deney gruplarinda, kontrol grubundan farkh olarak;
itihabi hiicre infiltrasyonu, alveol kemifi rezorpsiyonu, periodontal ligament
organizasyon bozuklugu ve vaskiilaritede artig izlendi.

6-Ultrastriiktilirel incelemelerde deney gruplarinda fibroblast aktivitesinde
azalma, kollajen yapida diizensizlik ve organizasyon bozuklugu saptanda.

7-Radyolojik, biyokimyasal, histopatolojik ve ultrastriiktiirel ySntemlerle
karsilagtirdifimz deney gruplarimizda benzer bulgulara rastladik. Lathyritic ratlarin
alternatif deneysel periodontitis modeli olarak kullanilabilecegine destek olarak
ileride planlanacak olan mikrobiyolojik degerlendirmelerin de yer aldig
¢ahsmalarin bu konuda daha detayh bilgi verecegi diigiincesindeyiz.
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