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OZET

DOKTORA TEZI

LiPOZOMA HAPSEDILMIiS UCUCU YAGLARIN DENEYSEL
PERIODONTITISTE PERIODONTAL YIKIMA ETKISININ ARASTIRILMASI

HATICE BALCI YUCE

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOMUHENDISLIK ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI:PROF. DR. iSA KARAMAN)

Bu caligmanin amaci tar¢in ve karanfil ugucu yag lipozomlarinin deneysel olarak
olusturulmus periodontitisi 6nlemedeki etkisinin arastirilmasidir.

Bu calismada 28 adet disi Wistar cinsi sican kullanilmig ve dort calisma grubu
olusturulmustur. Grup 1: Kontrol grubu (K), Grup 2: Periodontitis grubu (P), Grup 3:
Periodontitis ve tar¢in lipozom grubu (TLp), Grup 4: Periodontitis ve karanfil lipozom
grubu (KLp). Deneysel periodontitis Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(ATCC33384) bakterisinin agiz ortamina inokiile edilmesi ve alt ¢ene sag birinci biiyiik
az1 dis ¢evresine ipek ligatiir baglanmasi ile olusturulmustur. Sicanlar 14 giin boyunca
tar¢in veya karanfil lipozomunun oral gavaj yolu ile verilmesiyle tedavi edilmis ve bu
stirenin sonunda sakrifiye edilmislerdir. Gruplarda dis ¢evresindeki kemik kayip
miktarlari, enflamatuvar hiicre sayisi, osteoblast ve osteoklast hiicre sayilar1 ve
indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS), siklooksijenaz-2 (COX-2), niikleer faktor
kB’nin  ligandinin  reseptor aktivatori  (RANKL) ve osteoprotegerin  (OPG)
ekspresyonlar belirlenmigtir. Veriler IBM SPSS istatistik programi ile One Way
ANOVA-tukey, Mann Whitney U ve Kruskal Wallis yontemleri ile degerlendirilmis ve
p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.

Periodontitis kemik kaybini arttirmis ve targin ve karanfil ugucu yag lipozomlart kemik
kaybini 6nemli dlgiide engellemistir. Gruplarda enflamatuvar hiicre sayilari, osteoklast
sayilari, INOS, COX-2 ve RANKL seviyelerinde en diisiik seviyeler kontrol grubunda
gozlenirken, en yiiksek seviyeler periodontitis grubunda gézlenmistir. Tar¢in ve karanfil
ucucu yag1 lipozomlar1 bu seviyeleri anlaml diizeyde disiirmiistiir. Osteoblast sayilari
ve OPG seviyeleri en diisiik periodontitis grubunda gozlenmistir. Tar¢in ve karanfil
lipozomlar1 bu degerleri yiikseltmistir.

Tar¢in ve karanfil ugucu yaglarindan elde edilen lipozomlar, periodontitise bagl
enflamasyon ve kemik yikimini basarili bir sekilde azaltmistir.

2020, 97 SAYFA

ANAHTAR KELIMELER: Alveol kemik, Deneysel periodontitis, Karanfil ugucu
yagi, Lipozom, Tar¢in ugucu yagi



ABSTRACT

DOCTORATE THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF ESSENTIAL OILS ENTRAPPED IN
LYPOSOME ON PERIODONTAL DETSRUCTION IN EXPERIMENTAL
PERIODONTITIS

HATICE BALCI YUCE

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF BIOENGINEERING

(SUPERVISOR:)PROF. DR. ISA KARAMAN

The aim of this study was to investigate the effect of cinnamon and clove essential oil
liposomes on the prevention of experimentally induced periodontitis.

In this study, 28 female Wistar rats were used and four study groups were formed.
Group 1: Control group (K), Group 2: Periodontitis group (P), Group 3: Periodontitis
and cinnamon oil liposome group (TLp), Group 4: Periodontitis and clove oil liposome
group (KLp). Experimental periodontitis was induced by inoculating Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (ATCC33384) into the oral environment and silk ligature
ligation around the right first molars of the lower jaw. Rats were treated by oral gavage
administration of cinnamon or clove liposomes for 14 days. Alveolar bone loss around
the teeth, inflammatory cell counts, osteoblast and osteoclast cell counts and inducible
nitric oxide synthetase (iINOS), cyclooxygenase-2 (COX-2), receptor activator of the
ligand of nuclear factor xf (RANKL) and osteoprotegerin (OPG) levels were
determined. Data were evaluated with One Way ANOVA-tukey, Mann Whitney U and
Kruskal Wallis methods with IBM SPSS statistical program and p <0.05 was considered
statistically significant.

Periodontitis caused a severe bone loss and cinnamon and clove essential oil liposomes
prevented alveolar bone loss. Inflammatory cell numbers, osteoclast numbers, iINOS,
COX-2 and RANKL levels were the highest levels in the periodontitis group and
innamon and clove oil liposomes reduced these levels. Osteoblast numbers and OPG
levels were lower in the periodontitis group and cinnamon and clove essential oil
liposomes increased these levels.

Liposomes obtained from essential oils of cinnamon and clove have successfully
reduced inflammation and bone destruction caused by periodontitis.

2020, 97 PAGE
KEYWORDS: Alveolar bone, Cinnamon essential oil, Clove essential oil, Liposome,
Experimental periodontitis.
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1. GIRIS

Periodontal dokular dis ve disi destekleyen dokular olan diseti, sement dokusu,
periodontal ligament dokusu ve alveol kemik dokusundan olusmaktadir. Periodontal
acidan saglikli agizlarda bu dokularda yap1 ve fonksiyon agisindan herhangi bir kayip
bulunmazken, agiz hijyeni yetersiz bireylerde dis ¢evresinde biriken yiyecek artiklari
mikrobiyal dental plak olarak birikerek bir biyofilm yapisi olustururlar. Biyofilm
igerisindeki mikroorganizmalar disi ¢evreleyen diseti dokusunda enflamatuvar bir
reaksiyonu baglatarak diseti hastaliginin gelismesine yol acarlar (Armitage, G. C., 1999;
Murakami ve ark., 2018). Baslayan bu enflamatuvar reaksiyon, daha fazla konak
savunma hiicresi ve medyatorlerinin ortamda birikmesi ile siddetli bir enflamatuvar
yanita doniisiir ve ilk olarak diseti dokusunda ‘gingivitis’ olarak adlandirilan doku
yikim1 meydana gelir (Baker, P. J., 2000; Trombelli ve ark., 2018). Enflamatuvar yanit
durdurulmazsa yikim periodontal ligament ve alveol kemigi de etkileyerek periodontitis
olarak adlandirilan geri doniisiimsiiz bir yumusak ve sert doku yikimi gozlenir
(Armitage, G. C., 1999; Lamont ve ark., 2018; Murakami ve ark., 2018; Trombelli ve
ark., 2018).

Periodontitis agiz ortaminda bulunan bakteriler arasindaki dengenin bozulmasi ile dis
cevresinde baglayan kronik bir enflamasyon ile karakterize bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir (Armitage, G. C., 1999; Armitage, G. C. ve ark., 2010). Bakterilerin
baslattifi bu enfeksiydz siire¢ bagisiklik sisteminin dahil olmasi ve enflamasyonun
siddetlenmesi ile periodontal bag doku ve alveol kemikte yikim meydana getirir
(Sahingur, S. E. ve Cohen, 2004a). Hastaliga yol agan bakteri biyofilmi ¢ogunlukla
gram negatif anaerobik bakterilerden olusur ve konakta bu bakterilere karsi ilk olarak
yerel daha sonra sistemik bagisiklik yaniti devreye girer (Baker, P. J., 2000; Cullinan ve
ark., 2009; Gemmell ve ark., 1997; Genco, 1992; Okada ve Murakami, 1998).

Periodontal hastalik gelisiminde doku yapim ve yikimi periodontal dokularda meydana
gelen anabolik ve katabolik olaylarin bir sonucudur. Bag dokuda fibroblast ve kemik
dokusunda osteoblast aktiviteleri doku yapimini saglar. Diger yandan diseti ve

periodontal ligamentte enflamatuvar hiicre birikimi ve pro-enflamatuvar mediator



salimiminin artmasi bag doku yikimini gergeklestiren matriks metalloproteinaz (MMP)
enzimlerinin ve kemik doku yikimini gerceklestiren osteoklast aktivitesinin artigina
neden olur (Gemmell ve ark., 1997; Liu, Y. C. ve ark., 2010a). Periodontal dokularda
meydana gelen kemik yikimi tersinmez bir olaydir ve kaybedilen kemigi yeniden
olusturmak, farkli tedavi uygulamalarin1 gereksinen karmasik bir yaklagimdir (Assuma
ve ark., 1998; Graves ve Cochran, 2003; Kobayashi ve ark., 2000; Li, L. ve ark., 2005).
Bu nedenle periodontal hastaligi hastalik baslamadan ©nlemek, hasta ve hekim
acisindan mevcut hastaligi tedavi etmeye oranla daha kolay, agrisiz, invaziv olmayan ve

stirdiiriilebilir bir yaklagimdir.

Bu amacla 6zellikle periodontal dokulardaki enflamasyonu 6nlemek, kollajen ve kemik
yapimini arttirarak yikimi azalmak i¢in ¢ok farkli uygulamalar yapilmaktadir (Demirer
ve ark., 2011; Toker ve ark., 2008; Toker ve ark., 2009; Tonetti, M. S. ve Chapple,
2011). Ogzellikle antioksidanlar ve lipit molekiiller olmak iizere birgok farkli ajan
deneysel periodontitis modellerinde ¢alisilmis ve enflamasyonu ve kemik kaybinm
onledikleri gosterilmistir (Balci ve ark., 2019; Balci Yuce ve ark., 2018; Demirer ve
ark., 2011; Hatipoglu, 2011; Ozdemir ve ark., 2012; Toker ve ark., 2012). Ancak
yapilan bu uygulamalarda tedavi edici veya Onleyici ajan oral yoldan verilmis ve
ajanlarin biyoyararlanimi ile ilgili veri saglanmamigtir. Oral yoldan alinan ajanlarin
etkinligini etkileyen iki 6nemli faktdr vardir. Bunlardan ilki, ajanin kuvvetli bir asit
ortam1 olan mideden bozulmadan gecebilmesi ve ikincisi de ince bagirsaktan emilerek
kana karigsmasidir. Bir¢cok ajan bu asamalardan gecerken etkinligini kismen veya
tamamen kaybedebilmektedir. Bunun Oniine gegebilmek ic¢in farkli enkapsiilasyon
yontemleri tanimlanmistir. Bunlardan en c¢ok bilinen ve arastirillan1 ise lipit
enkapsiilasyonu yani lipozom olusturmaktir (Akbarzadeh ve ark., 2013; Budai ve
Szogyi, 2001). Lipozom, fosfolipitlerden olusan kiiresel bir vezikiildiir. Lipozom,
kapsiillenen ajanin etkinlik siiresini uzatmak veya emiliminden 6nce molekiiler yikiminm
onlemek i¢in ilaglar1 veya besinleri kapsiillemek i¢in kullanilir. En 6nemli avantajlari,
lipozomun icine yerlestirilmis aktif maddenin korunmasi ve kapsiillenen ajanin
kapstillenmemis formuna oranla daha yavas salinarak etki siiresinin uzatilmasidir

(Akbarzadeh ve ark., 2013; Lasic ve Papahadjopoulos, 1998).



Bu doktora tez arastirmasinda, gram negatif bir bakteri olan Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A.actinomycetemcomitans, ATCC33384) susunun si¢anlarda
inokiilasyon ile uygulanmasi ve dis g¢evresine ipek ligatiir yerlestirilmesi ile plak
birikimi saglanarak olusturulan deneysel periodontitiste iki farkli ugucu yagin lipozom

formunun hastalig1 6nleyici etkisi arastirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Periodontal Hastahklar

Periodonsiyum sement, periodontal ligament, alveol kemik ve disetinden olusan disi
destekleyen ve g¢evreleyen yapilar olarak adlandirilir (Sekil 2.1) (Nanci ve Bosshardt,
2006). Periodonsiyumu etkileyen hastaliklar, mikrobiyal plak birikimi ve bu mikrobiyal
plagin konak doku cevabini uyarmasiyla baslayan kronik enflamatuvar hastaliklardir
(Armitage, Gary C, 2010). Enfeksiyoz periodontal hastaliklarin gingivitis ve
periodontitis olmak iizere iki ana formu vardir. Gingival dokularin ve periodontal
atagcman aparatinin yikimini baslatan primer etiyolojik faktor mikrobiyal dental plaktir
(Armitage, G. C., 1999). Gingivitis, dental plak ve konak arasindaki etkilesim
sonucunda gelisen, klinik atagman kaybina neden olmayan, hiperemi, 6dem ve kanama
ile karakterize enflamatuvar diseti hastaligidir (Flemmig, 1999). Gingivitis, klinik
atacman kaybi veya kemik kaybi olmaksizin disetinin geri doniisiimli iltihabi
hastaligidir. Dolayisiyla, enflamatuvar hastaligin tersinir baslangic evresi olarak dikkate
alinmaktadir (Trombelli ve ark., 2018). Periodontitis ise mikrobiyal dental biofimdeki
disbiyotik ekolojik degisiklere bagli olarak konak immiin yanit ve biofilm arasindaki
ekolojik dengenin biofilm lehine bozulmasinin sonucunda klinik atagman kaybu,
periodontal cep olusumu, alveol kemik kaybi ve sonucunda dis kayb ile karakterize
enflamatuvar diseti hastaligidir (Flemmig, 1999). Periodontitiste gingivitisin ilerlemesi
ve yikict siireglerin periodontal ligament ve alveol kemige ulasmasi ile birlikte
sementten kollajen liflerinin patolojik bir sekilde ayrilmasi, periodontal ligament ve
alveol kemik kaybi ile birlikte gbzlenen geri doniisiimsiiz diseti enflamasyonu ile

karakterize bir durum s6z konusudur (Caton ve ark., 2018).
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Periodontitiste bakteri ve bakteri tirlinlerinin ve konak kaynakli proteinazlarin dis destek
dokularinda kayba neden oldugu aktif ve pasif (niiks ve remisyon evrelerinin birbirini
takip ettigi episodik, progresif) donemlerin izlenebildigi kronik enflamatuvar bir durum
s6z konusudur (Murakami ve ark., 2018; Schitzle ve ark., 2009). Dis yiizeyinde
mikrobiyal dental plak birikimi ve plagin biyofilm olarak organize olmasiyla baslayan
enfeksiydz siire¢ periodontal savunma ve yikim mekanizmalar1 arasinda dengesizlige
yol acar ve periodontal ligament dokusu ve alveol kemikte yikim meydana gelir
(Offenbacher, 1996; Sahingur, Sinem E ve Cohen, 2004b). Biyofilm yogun olarak
anaerobik bakterilerden olusur ve bu bakteri tiirleri yerel ve sistemik bagisiklik ve
enflamatuvar yanit1 tetikler (Page, Roy C ve Kornman, 1997a; Sanz ve ark., 2017). Bu
stirecin gergeklesmesi i¢in bakterilere gereksinim olmasma ragmen sadece bakteri
varlig yeterli degildir ve bakterilere kars1 gelisen konak yanitinin periodontal hastalikta

onemli bir rol aldig1 bilinmektedir (Ramseier ve ark., 2009).

Periodontal dokularda enflamasyon, enflamatuvar hiicre sayisinda artig, kollajen lif
miktar1 ve fibroblast hiicre sayisinda azalma, pro-enflamatuvar sitokin saliniminda artis,
kompleman sisteminin aktivasyonu ve graniilasyon dokusu olusumu gibi yapisal ve
biyokimyasal degisikliklere yol agar (Murakami ve ark., 2018; Offenbacher, 1996;
Page, Roy C ve Kornman, 1997a). Baslayan enflamasyon dis ¢evresinde yumusak

dokularla siirli kalip heniiz alveol kemigi etkilemediginde, hastalik gingivitis olarak



adlandirilmaktadir (Trombelli ve ark., 2018). Enflamasyonun ilerlemesi ile atagman ve
alveol kemik yikiminin olusmasi ile hastalik, periodontitis olarak adlandirilmaktadir
(Page, Roy C ve Kornman, 1997a; Schétzle ve ark., 2009; Tonetti, Maurizio S ve ark.,
2018). Agiz ortamindaki bakteriler arasindaki dengenin bozulmasi ile disbiyotik
mikroorganizmalarin  (konak icinde bulunduklart denge durumu bozulmus
mikroorganizmalar) baglattigi ve konak savunma sisteminin aktivasyonu ile ilerleyen
enflamasyon, bazi bireysel ve/veya cevresel modifiye edici faktdrlerin varligr ile daha
hizli ve siddetli bir yikim seyri gosterebilir. Periodontitis teshisinde hastalik siddeti ve
hastaligin bu modifiye edici faktorlerin varligr ile farkli bir ilerleme seyrine sahip
olmasi teshiste derece ve evre olarak ifade edilmektedir (Papapanou ve ark., 2018;
Tonetti, Maurizio S ve ark., 2018). Evrelendirme hastaligin siddetine ve karmasikligina
gore yapilir. Derecelendirme ise hastaligin hizli ilerlemesi, beklenen tedavi yanit1 ve
sistemik saglik iizerindeki etkilerini degerlendirir (Papapanou ve ark., 2018; Tonetti,

Maurizio S ve ark., 2018).

Evre 1: Baslangi¢ diizeyindeki periodontitis

Evre 2: Orta derecede periodontitis

Evre 3: Ilave dis kaybi potansiyeli olan siddetli periodontitis
Evre 4: Dentisyon kayb1 potansiyeli olan siddetli periodontitis
Derece A: Yavas ilerleme

Derece B: Iliml1 (orta hizda) ilerleme

Derece C: Hizli ilerleme

Disbiyotik  mikroorganizmalar ve konak arasindaki etkilesim periodontal
enflamasyonun ilerlemesi ve ¢ogalmasindan sorumludur (Lamont ve ark., 2018) ve
periodontal dokularda hastalik durumunda meydana gelen patolojik degisikliklerin
belirlenmesi periodontitisin 6nlenmesinde ve tedavisinde uygulanacak yontemlerin

gelistirilmesi acisindan 6nemlidir.



Periodontal dokularda enflamasyonun ilerlemesi belirli sinyal molekiillerinin
aktivasyonu ve/veya inhibisyonuna baglidir ve bu sinyal molekiilleri hastalik olusum ve
ilerlemesi agisindan biiyiik 6neme sahiptir (Hajishengallis ve Lambris, 2016). Hastalik
olusum ve ilerlemesinde sinyal molekiillerinin aktivasyonu artar ve enflamasyon artisi
ve enflamasyonla iligkili sinyal molekiillerinin asir1 {retilmesi, apoptoz (programli
hiicre 6liimii), ¢cogalma, farklilagma ve hiicre gocii gibi hiicresel olaylarda degisiklik

meydana getirir (Kurgan ve Kantarci, 2018; Venugopal ve ark., 2018).

Periodontitis, yakin zamanda evre ve derece olarak tanimlanmasindan 6nce, etiyolojik
faktorler, sistemik hastalik varligi, hastalik prognozu ve tedavi yaniti gibi etkenlerin

dikkate alinmast ile farkl bir siniflandirmaya sahipti.

Periodontitis, 1999 yili  Uluslararas1 Periodontal Hastalik ve Durumlarin

Siniflandirilmasi Calistayi’nda belirlenen dort baslik altinda siniflandirilmaistir:

Kronik periodontitis,

Agresif periodontitis ve
. Sistemik hastaliklarin bulgusu olan periodontitis
. Nekrotize Ulseratif Periodontitis (Armitage, G. C., 1999).

Eski smiflandirmaya goére kategorize edilen bu periodontitis tiirlerinde gozlenen
katabolik olaylar, farkli hastalik durumlarinda dokuda meydana gelen histopatolojik
degisiklikler, tedavi sonrast gozlenen iyilesme durumlari benzerlik gostermekteydi
(Armitage, G. C., 1999; Page, R. C. ve Kornman, 1997b). Bu nedenle kronik ve agresif
periodontitis olarak adlandirilan periodontitis tiirleri, etiyopatogenezlerinde ¢ok biiyiik
farkliliklar olmamasi nedeniyle yeni siniflandirmada tek baglik olarak periodontitis
olarak isimlendirilmistir. Eski veya yeni smiflama sisteminden bagimsiz olarak,
periodontitiste gdzlenen doku yikimi episodik bir karaktere sahiptir ve periodontitis
lezyonlart hasta agzinda alana 6zgii lezyonlar degildir. Dolayisiyla periodontitis, alan-

merkezli bir hastalik degil hasta-merkezli bir hastaliktir (Champagne ve ark., 2003).



2.1.1 Periodontitiste enflamasyon

Periodontal dokular siirekli olarak bakteri atagina maruz kalan ve bu ataga kars1 yanit
gelistiren dokulardir. Periodontal dokularda saglik durumunda, bu bakteri atagi ve hafif
bir konak bagisiklik yaniti bir denge i¢inde bulunur. Hem agiz ortaminda yasayan
kommensal mikrobiyota hem de ¢igneme isleminin neden oldugu mekanik uyarim yerel
bagisiklik yanitina destek olur ("The pathogenesis of periodontal diseases," 1999;
Cullinan ve ark., 2009). Bu durumda, gingival sulkusa go¢ etmis nétrofil, T hiicreleri ve
dogal bagisiklik hiicreleri de dahil olmak {izere, ortamda bazi yerlesik savunma
hiicreleri bulunur. Ancak, agiz ortamindaki bakterilerin dengesinin bozulmasi ve
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) veya A. actinomycetemcomitans gibi bazi kilit
periodontopatojenlerin kolonizasyonu ile yerel mikrobiyotanin patojenitesi konagin
bagisiklik yanitin1 asir1 aktive etmesi periodontal dokularda yikim siirecini baslatir.
Mikrobiyota ve konak hiicreleri arasindaki etkilesim ile pro-enflamatuvar sitokin
kaskad1 baslar, spesifik bagisiklik hiicreleri iiretilir, aktive olur ve farklilagarak
disetinde birikir (Armitage, Gary C, 2010; Gemmell ve ark., 1997; Genco, 1992; Liu, Y.
C. ve ark., 2010a; Okada ve Murakami, 1998).

Yerel disbiyotik mikroorganizmalara kars1 patolojik konak bagisiklik yanit1 baglica ii¢
asamadan olusmaktadir. Bunlardan birincisi, mikroorganizmalarin gingival epitel, diseti
fibroblastlar1 ve disetinde bulunan diger savunma hiicreleri ile ilk ve dogrudan
temasidir. Ayrica diseti dokusunda, kronik bakteri atagi maruziyeti ve g¢igneme
fonksiyonuna bagl olarak, fagositik hiicreler, antijen sunucu hiicreler ve T hiicreleri de
bulunmaktadir ve gerekli oldugu durumlarda daha yiiksek miktarlarda birikebilirler.
Mikrobiyota ve konak hiicrelerinin bu ilk etkilesimi pattern tanima reseptdrleri ve ilgili
sinyal yolaklar1 aracilig: ile, iclerinde interlokin (IL)-1, IL-6 ve tiimoér nekroz faktor
(TNF)-a’nin da bulundugu birinci dalga sitokin salinimina yol agar (Liu, Y. C. ve ark.,
2010a; Offenbacher, 1996; Okada ve Murakami, 1998; Ramseier ve ark., 2009). Bu pro-

enflamatuvar sitokinler lenfosit uyarimi ve doku yikimi iizerine pleiotropik etkileri



bulunmaktadir. Mikrobiyota tarafindan uyarildiktan sonra, diseti dokusunda bulunan
fagositik, antijen sunucu ve T hiicreleri tarafindan spesifik lenfosit alttiirlerinin
farklilasmasina yonelik ikinci dalga sitokin salinimi gergeklesir. Birinci dalga
sitokinlerin de katilimiyla spesifik hiicre farklilasmasina yonelik sinyal yollar1 aktive
olur ve farklilagtiktan sonra olgunlasan bu hiicreler, negatif veya pozitif geri bildirime
yol acabilecek olan diger sitokinlerin salininmma neden olur. Bu sitokin-hiicre

etkilesimleri son derece karmasiktir (Liu, Y. C. G. ve ark., 2010b; Pan ve ark., 2019).

2.1.2 indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz (iNOS)

Nitrik oksit (NO) enfeksiyona karsi konak savunmasinda rol oynayan bir serbest
radikaldir (Guzik, T. ve ark., 2003). Nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimleri ile L-arjininin
L-sitriiline doniistiirilmesi ile NO sentezlenir. NO sentezi IL-1, gama-interferon (IFN-
v), TNF-a ile uyarilir. NO, 6nemli bir hiicresel sinyal molekiilii ve ndrotransmitterdir ve
anjiyogenez ve sinir gelisimi dahil olmak iizere 6nemli olaylarda ¢ok farkli rolleri vardir
(Coleman, 2001; Guzik, T. ve ark., 2003). NOS kalsiyum-kalmodulin kontrollii bir
enzimdir ve endotelyal (eNOS), néronal (nNOS) ve indiiklenebilir (iNOS) izoformlari
olmak iizere 3 alttiirii bulunmaktadir. iNOS kalmoduline baglanir ve bir savunma
mekanizmasi olarak kuvvetli bir serbest radikal olan NO’yu iiretir. iNOS kalsiyumdan
bagimsiz olarak biiylik miktarlarda NO sentezi gergeklestirebilir (Schmidt ve ark.,
1992).

Oksidatif ortamlar iNOS indiiksiyonuna neden olur ve yiiksek oranda NO sentezi ve
buna bagli olarak peroksinitrit olusumu gercgeklesir. Peroksinitrit siiperoksit ile
reaksiyona girerek makrofajlarin oksidatif patlamasiyla antimikrobiyal ve anti-timor
etki saglar (Guzik, T. J. ve ark., 2002; Xie ve Nathan, 1994). eNOS ve nNOS’ un aksine,
iNOS aktivitesi i¢in sadece L-arjinin varlig1 yeterlidir ve pro-enflamatuvar sitokinlerle
birlikte gram negatif bakterilerin lipopolisakkaritleri (LPS) iNOS ile NO sentezini
yiiksek oranda uyarir. iNOS, stirekli olarak ¢ok biiyiik, toksik miktarlarda NO iiretir ve
diger NOS’lar tarafindan daha kisa siirede iiretilen ve hizli uzaklasan NO’ya oranla

iNOS tarafindan tretilen NO daha toksik ve daha uzun sureli etkilidir. Nitrik oksidin



pro-enflamatuvar bir mediator olarak etki edebilecegi ¢ok sayida hiicre i¢ci mekanizma
vardir (Salvemini ve ark., 2003). eNOS ve nNOS tarafindan {iretilen diisik NO
seviyeleri, dogrudan pozitif yiiklii metal guanilat siklaz iyonlari, sitokrom p450 ve
NOS'un kendisi ile etkilesime girer. Guanilat siklazin aktivasyonu, hiicre i¢i siklik
guanozin monofosfatinda (¢cGMP) bir artisa neden olur; bu da, damar yapilarinin
gevsemesi, vaskiiler gegirgenlik artis1 ve anti-proliferatif, anti-trombosit ve anti-oksidan
etkileri iceren NO eylemlerine aracilik eden cGMP'ye bagimli protein kinazlari aktive

eder ve T helper hiicre proliferasyonu ve sitokin salinimi diizenlenmesinde rol oynar

(Coleman, 2001; Guzik, T. ve ark., 2003).

INOS'un irettigZi NO’nun fonksiyonlar1 diger izoformlarin iirettiklerinden oldukga
farklidir. iINOS uyarilmis makrofajlarin asir1 miktarda NO sentezlemesine neden olur.
Sentezlenen bu NO saniyeler iginde nitrit veya nitrata oksitlenir ve mikroorganizmalari
oldiirerek makromolekiillerin nitrozillenmesine yol agar. Miyeloit hiicrelerden biiyiik
miktarda Uretilen enflamatuvar NO’ya genellikle biiyiik miktarda siiperoksit anyonu
(02-) tiretimi eslik eder (Guzik, T. J. ve ark., 2002; Salvemini ve ark., 2003). Siiperoksit
ve NO birleserek peroksinitriti olusturur ve DNA hasari, yiiksek yogunluklu lipoprotein
(LDL) oksidasyonu, izoprostan olusumu, tirozin nitrasyonu, akonitaz ve mitokondriyal
solunumun inhibisyonu gibi sitotoksik etkiler gozlenir (Guzik, T. J. ve ark., 2002;
Salvemini ve ark., 2003). Bu reaksiyonun siiperoksit dismutaz (SOD) ile 6nlenmesi
enflamasyonu bagarili bir bicimde smirlandirmistir. NO 6zellikle septik sok
gelismesinde biiylik rol oynar. Septisemi sirasinda iNOS’un yiiksek oranda NO
sentezlemesi arteriyel hipotansiyon, vazopleji, laktik asidoz, nekroz ve apoptoza yol
acar. Buna ragmen NO, makrofajlarin antimikrobiyal fonksiyonlarinin biiytik kismindan
sorumludur (Coleman, 2001; Guzik, T. J. ve ark., 2002). iNOS ve NO iiretimi Sekil
2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2: NOS enzimleri ve NO sentezi. Guzik ve ark..’nin makalesinden
Tirkge’lestirilmistir (Guzik, T. ve ark., 2003).

2.1.3 Siklooksijenaz (COX)-2

COX, arasidonik asitten prostasiklin gibi prostaglandinleri ve tromboksani igeren
prostanoitleri olusturan membrana bagli bir enzimdir. Ayn1 zamanda prostaglandin-
endoperoksidaz sentaz olarak da adlandirilmaktadir. COX-1 ve COX-2 olmak {izere
benzer molekiil agirligina sahip iki i1zozimi bulunmaktadir (Marnett ve ark., 1999).
Arasidonik asit hiicre membrani fosfolipitlerinde bulunan ve diyetle de alinabilen ¢oklu
doymamis baglara sahip bir omega-6 yag asitidir. Arasidonik asitten tiiretilen ilk
metabolitler olan prostaglandinler, baz1 temel fizyolojik fonksiyonlara aracilik eder.
Prostaglandinlerin olusumu, arasidonik asidin fosfolipaz A2 enzimi ile hiicre
membranindan serbestlesmesi ile baslar ve arasidonik asit kaskadi olarak da ifade edilen
arasidonik asit metabolitleri reaksiyonlar zincirinin olugmasi i¢in en az iki ayr
enzimatik yol tanimlanmistir. Bunlardan birincisi, COX’un prostaglandin ve
tromboksan olusumunu baslatmasidir. Bu yollardan ikincisi ise 5-lipooksijenazin
aracilik ettigi arasidonik asidin 10kotrienlere donistiiriilmesidir. Ldkotrienler

bronkonstriiksiyon, damar gecirgenliginin artmasi, 16kosit adezyonu, 16kosit gocii ve
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O0dem gibi enflamatuvar yanitlar i¢in giiglii bir mediatérdiir (Innes ve Calder, 2018;

Marnett ve ark., 1999; Morita, 2002; Patrignani ve ark., 2005).

Hiicre zar1 fosfolipitlerinin yag asiti icerigi uyaranlara karsi hiicre cevabi ve hiicre
fonksiyonlarinda 6nemli rol oynamaktadir. Diagilgliseroller, endokannabinoitler ve
trombosit aktive edici faktor gibi bir¢ok ikincil mesajct molekiil membran
fosfolipitlerinden tiiretilir. Baz1 lipit medyatorler de hiicresel aktivasyon sonrasinda
membran fosfolipitlerinden salinan yag asitlerinden olusur. Bunlarin baglica 6rnegi ise
aragidonik asitten iiretilen eikosanoitlerdir (Innes ve Calder, 2018; Tapiero ve ark.,
2002). Yag asitleri lipit medyatorler, ikincil haberci molekiiller ve membrandaki
dizilimleri araciligiyla hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyal iletiminde énemli role sahiptir ve
enflamatuvar yanit basta olmak tizere farkli doku ve organlarda fizyolojik ve metabolik
reaksiyonlart etkilerler (Innes ve Calder, 2018; Marnett ve ark., 1999; Tapiero ve ark.,
2002).

Prostanoitler, hedef hiicrelerin yiizeyindeki membran reseptdrleri araciligiyla ¢ok cesitli
fizyolojik ve patolojik siiregleri diizenleyen lipit medyatorleridir. Fizyolojik kosullar
altinda, prostanoitler gastrik mukozanin korunmasi, hemostaz ve renal fonksiyonlarda
o6enmli rol oynarlar. Enflamasyon gibi patolojik durumlarda ise prostanoit biyosentezi,
indiiklenir ve ¢esitli uyaranlarla arasidonik asit membranda bulunan fosfolipitlerden
ayrilir (Marnett ve ark., 1999; Morita, 2002). COX enzimleri bu reaksiyondan sorumlu
olan enzimlerdir. COX-1 birg¢ok hiicre ve dokuda, fizyolojik veya patolojik kosullardan
etkilenmeksizin, siirekli olarak eksprese edilir ve temel olarak viicuttaki homeostatik
fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol alan prostaglandinlerin sentezini kontrol eder.
COX-2 ise fizyolojik kosullarda bir¢ok hiicrede bulunmaz ve enflamatuvar bir uyarana
yanit olarak bazi hiicrelerde yiiksek oranda prostaglandin salinimi gergeklestirir (Ghosh

ve ark., 2010; Morita, 2002; Simon, 1999; Willoughby ve ark., 2000).
Fizyolojik kosullarda saglikli hiicrelerde, COX-2 fosfolipazlar ve COX-2 geninin

aktivasyonu ile endojen olarak iretilen ¢ok diisiik miktardaki bir arasidonik asitten

prostanoit tiretir. Pro-enflamatuvar sitokin ve biiyiime faktorlerinin ¢cogu fosfolipaz ve
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COX-2 gen aktivitesini indiikler ve glukokortikoidler her iki aktivasyonu da onleyerek
COX-2 aktivitesini ve prostaglandin iiretimini sinirlandirir. COX-1 ise sadece yiiksek
arasidonik asit miktarlarinda (disardan arasidonik asit alimi gibi) fonksiyon gorebilir

(Marnett ve ark., 1999; Patrignani ve ark., 2005).

COX-2’nin olusturdugu prostaglandinler baslica agr1 ve enflamasyon ile iligkili
reaksiyonlara aracilik ederler (Simon, 1999; Willoughby ve ark., 2000). COX-2’nin
normal dokuda ¢ok az bulunmasina ragmen, 6zefagus, mide, akciger, meme, kolorektal
ve epitelyal kanserlerde ¢ok miktarda bulundugu gosterilmistir (Ghosh ve ark., 2010).
COX-2 indiiksiyonu enflamatuvar sitokinler, biliylime faktorleri, hipoksi, timor
promotorleri gibi farkli uyaranlardan etkilenir (Innes ve Calder, 2018; Morita, 2002;
Patrignani ve ark., 2005; Tapiero ve ark., 2002). Disaridan arasidonik asit alimi da
hiicre ici serbest aragidonik asit seviyesini etkileyerek arasidonik asit metabolizmasini

etkiler ve hiicre ve dokularda oksidatif strese yol agabilir (Tapiero ve ark., 2002).

COX-2 geni Ozellikle IL-1a, IL-1B, TNF-a ve LPS tarafindan biiyiik 6l¢iide indiiklenir
ve COX-2 aktivitesi ve prostaglandin sentezi artar (Dinarello, 2000; Simon, 1999;
Willoughby ve ark., 2000). Bundan dolayi, COX-2 osteoartrit, romatoid artrit ve kas-
iskelet sistemi agris1 gibi agr1 ve enflamasyonla iligkili hastalik ve durumlar i¢in hedef
bir gen olmustur. Bu sitokinler ayn1 zamanda membrana bagl prostaglandin E2 (PGE2)
sentazi da indiikleyerek pozitif bir geri bildirim saglarlar. Enflamasyon durumunda
COX-2 ve mPGE> sentazin koaktivasyonu enflamatuvar siirecin siddetlenmesine yol
acar (Dinarello, 2000; Innes ve Calder, 2018; Morita, 2002; Patrignani ve ark., 2005;
Simon, 1999; Willoughby ve ark., 2000). Arasidonik asit metabolizmas: triinleri SeKil

2.3’te gosterilmistir.
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Sekil 2.3: Arasidonik asit metabolitleri. AA: arasidonik asit. Innes ve ark.’nin
makalesinden Tiirkg¢e’lestirilmistir (Innes ve Calder, 2018).

2.2 Kemik Dokusu

2.2.1 iskelet sistemi ve kemik dokusu

Kemik iskeleti, viicudun yapisal destegini ve hareket yetenegini saglayan ayni zamanda
viicudu koruyan 6nemli bir organdir. Ayrica, iskelet sistemi temel mineraller i¢in bir
depo islevi de bulunmaktadir. Siirekli olarak kendini yenileyen bir metabolizmaya
sahiptir. Iskeletin yapis1, kuvvetli fiziksel aktivite sirasinda kemige gelen yiike maruz
kaldiginda kirilmayacak sekilde yeterli giic ve hareketlilik saglayacak sekilde
olugsmustur. Kemigin sekli veya yapisi, en azindan bu mukavemeti saglamadaki kiitlesi

kadar 6nemlidir (General, 2004; Saladin, 2004).

Iskelet sistemi farkli fonksiyonel bilesenlerden olusur ve bu bilesenlerin en 6nemlisi

kemik dokusudur. Kemik dokusunun fonksiyonel kismi, kemik matrisi, hiicrelerarasi bir
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matristir ve protein ve mineral igerir. Proteinler, kemigin organik matrisini olustururken
mineraller kemigin inorganik yapisint olustururlar. Kemik yapimi sirasinda ilk olarak
organik matris sentezlenir ve daha sonra bu matrise mineral eklenir. Organik matrisin
bliyiik cogunlugu kollajenden olusur ve mineral olarak hidroksiapatit birikmesiyle
organik matris minerallestirilir. Kollajen ve hidroksiapatit kompozit bir yapiya sahiptir
ve kemigin kuvvetlere karsi hasara ugramadan mukavemetini saglar (Buckley ve ark.,

1998).

Kemik dokusu ayni zamanda, diger viicut sistemlerinin isleyisi i¢in gerekli olan
kalsiyum ve fosfor i¢in bir depodur ve bu minerallerin kandaki seviyeleri kemik dokusu
araciligi ile kontrol altinda tutulur. Kandaki sabit bir kalsiyum seviyesinin korunmasi ve
hiicrelerde yeterli miktarda kalsiyum ve fosfor saglanmasi, tiim viicut organlarinin islevi
icin, Ozellikle de sinirler ve kas igin ¢gok dnemlidir (Lima ve ark., 2001; Tsevis ve ark.,
2018). Bu nedenle, kalsiyum ve fosfor metabolizmasinin diizenlenmesi icin viicutta
karmasik bir diizenleyici hormon sistemi gelismistir. Bu hormonlar sadece kemik
tizerinde degil, bagirsak ve bobrek gibi diger dokularda da bu elementlerin elde
edilmesini diizenlerler. Dolayisiyla kemik sagliginin siirdiiriilmesinin zor olmasinin bir
nedeni de iskeletin ayni anda birbiriyle rekabet halinde olan iki farkli fonksiyona sahip
olmasidir. Ilk olarak, kemik mekanik yiikleme veya agirhik kaldirmadaki degisikliklere
yanit vermelidir ki bu degisiklikler bol miktarda kalsiyum ve fosfor kaynagina ihtiyag
duyan gii¢lii kemikler gerektirir. Eger bu elementler yetersiz alinmigsa, diizenleyici
hormonlar viicudun diger sistemlerinde hayati islevlerin devam edebilmesi i¢in
kemikten bu elementleri ¢ikarir ve kana gecirir. Ancak uzun siireli ve siddetli mineral
alim yetersizligi kemikteki kalsiyum ve fosfor miktarini azaltarak kemigi zayiflatir ve

kiriklara yol acabilir (Buckley ve ark., 1998; General, 2004; Saladin, 2004).

Kemik miktari, yapis1 veya sekli genellikle genetik olarak belirlenmis olmasina ragmen
bir Ol¢iide mekanik kuvvetler tarafindan da sekillendirilebilir. Mekanik kuvvetler,
kemik dokusunun biiyiime ve gelisimi igin gerekli uyarimi saglar ve kemik homeostazi
icin bu uyarimlar gereklidir. Dolayisiyla, kemik kiitle, yap1 ve sekli kemigin maruz

kaldig1 mekanik kuvvetler degistikge degisim gosterecektir ve mekanik uyarimin
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olmamasi1 kemik dokusunda atrofi ve zayifliga yol agar (Miiller ve Riiegsegger, 1996).
Kalsiyum ve fosfor metabolizmasindaki rolii ve iskelet sisteminde meydana gelen
kiiciik hasarlarin onarimi i¢in kemik dokusu hayat boyu bir sekillenme siirecine maruz
kalmaktadir. Eski kemik pargalanir ve siirekli olarak yeni kemik olusur. Kemik
dokusunun fizyolojisi internal ve eksternal, mekanik ve hormonal, yerel ve sistemik
olmak lizere ¢ok farkli uyarana cevap vermekte ve ¢ok farkli sistemlerin ve sinyal

molekiillerinin diizenlemesine tabi olmaktadir (Lanyon ve ark., 1982).

Kemigin organik ve inorganik yapisinin kendine 6zgii kompozit yapisi, kemik dokusuna
kuvvet altina elastikiyet ve dayaniklilik saglar. Kemik kollajeni gelen kuvvetlerin
emilerek hasara yol agmamasinmi saglarken, hidroksiapatit kemige dayaniklilik saglar
(Fonseca ve ark., 2014; Weiner ve Wagner, 1998). Kollajen, kemik hiicreleri tarafindan
yapilir ve daha sonra aralarinda kimyasal baglantilar ile gliclendirilmis daha biiyiik lifler
halinde birlestirilen {i¢ i¢ ige protein zincirini igeren uzun ince ¢ubuklar halinde bir
araya getirilir. Kemikteki diger proteinler, kollajen matrisini daha da giliclendirmeye ve
mineral baglama yetenegini diizenlemeye yardimci olabilir. Kemigin seklindeki ¢ok
kiiglik degisiklikler, iskelet i¢indeki mekanik hareketlere tepki veren kimyasal sinyaller

iireten kemik hiicrelerinde (osteositler) etki yaratir (Miiller, 2009).

Kemik dokusu dista kortikal kemik ve igte trabekiil olarak adlandirilan iki farkli
tabakadan olusmaktadir. Kortikal tabaka iskelet sisteminin biiylik c¢ogunlugunu
olustururken trabekiiler tabaka daha az bir kismini olugturmaktadir. Kemiklerin sekli,
kortikal tabakanin seklini alir ve kortikal tabaka kas ve tendonlarin tutunmasini saglar
ve trabekiiler tabaka da iskeletin dayaniklilik ve biitiinliiglinii saglarken ayn1 zamanda
da kalsiyum ve fosfor dengesinin saglandigi bolgelerdir. Hem kortikal hem trabekiiler
kemigin sekli ve boyutu, fiziksel aktivite tarafindan iiretilen farkl stres tiirlerine cevap

verebilir (Buckwalter ve Cooper, 1987).
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2.2.2 Kemik yapimi ve mineralizasyon

Kemik olugumu intramembranéz ve endokondral olmak iizere iki farkli yolla
gerceklesir. Bunlardan intramembrandéz kemiklesme kemik dokusunun dogrudan
mezensimal dokudan olusmasiyken, endrokondral kemiklesme kemik dokusunun
kikirdak dokusundan olusmasidir. Kemik olusumu ig¢in osteoblast farklilasmasi
gereklidir. Osteoblast farklilagmasi sirasinda, progenitdr hiicreler farkli diizenleyici
transkripsiyon faktorlerini eksprese eder. Osteoprogenitor hiicreler, biiyiime
faktorlerinin etkisi altinda mineral ¢okeltme bolgesine yiiksek konsantrasyonlarda fosfat
saglayan temel bir enzim olan alkalen fosfataz (Alp) varliginda osteoblastlari
olustururlar ve mineralizayonu baslatirlar (Hill, 1998; Lanyon ve ark., 1982; Miiller,

2009; Miiller ve Riiegsegger, 1996; Weiner ve Wagner, 1998).

Osteoblastlar kemigi hiicre dis1 sividan siki baglantilar (tight junction) araciligiyla,
diizenlenmis transport ile ayr1 tutarlar. Kikirdaktan farkli olarak, fosfat ve kalsiyum
pasif difiizyon ile iceri veya disar1 hareket edemez, ¢iinkii siki osteoblast baglantilar
kemik olusum alanini izole eder. Kalsiyum, osteoblastlar boyunca kolay transport ile
(bir gradyana kars1 kalsiyumu pompalamayan pasif tastyicilar) tasinir. Tersine, fosfat
aktif olarak tasmir. ATP dahil olmak iizere fosfat iceren bilesikler {iiretilir ve bu
bilesiklerdeki fosfat, mineralizasyon alaninda yiiksek bir fosfat konsantrasyonu
olusturmak icin Alp ile koparilir. Alp, aktif osteoblastlarin apikal (sekretuvar) yiiziinde
biiyiik miktarlarda eksprese edilen karakteristik bir isaretleyici olan bir membrana baglh
proteindir (Balcerzak ve ark., 2003; Hill, 1998; Lanyon ve ark., 1982; Miiller ve
Riiegsegger, 1996; Tsevis ve ark., 2018). Kemik mineralinin stokiyometrisi (hangi
bilesenin ne kadar gerektigi ve bu bilesenlerden ne kadar bilesik elde edileceginin orani)
temel olarak hafif alkali pH'ta fosfat, kalsiyum ve sudan olusan hidroksiapatittir.
Hidroksiapatit ise su formiile sahiptir ‘6 HPO4 2 + 2 H,0 + 10 Ca*? = Caio (PO4)s(OH)2
+ 8 H™ (Buckley ve ark., 1998; Buckwalter ve Cooper, 1987; Saladin, 2004). Kemik
yikiminda, hidroksiapatitin mineral ¢dzeltisine doniistiiriilmesi i¢in tersine bir tasima

mekanizmasi ile asit kemik matriksine tasinir.
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Kemik yapim ve yikiminda osteosit hiicrelerinin 6nemli bir gorevi bulunmaktadir.
Kemik olusumunun durmasi gerektiginde veya kemikten kana mineral gegisi gerekli
oldugunda osteositler sklerostin adi verilen bir molekiil sentezlerler. Sklerostin,
glikoprotein yapisinda bir kemik morfogenetik protein (BMP) antagonistidir. Kemik
yapimini saglayan sinyal yolagini engelleyerek kemik yapimint durdurur (Winkler ve
ark., 2003). Sklerostin yapimi paratiroit hormon (PTH), mekanik uyarimlar ve PGE>
gibi sitokinler tarafindan azaltilir ve kalsitonin tarafindan arttirilir (Winkler ve ark.,
2003).

2.2.3 Kollajen ve kemik dokusu proteinleri

Kemigin organik bilesenlerinin biiyilkk cogunlugu capraz bagh tip 1 kollajenden
olusmaktadir. Diger organik bilesenler ise osteokalsin, osteonektin, kemik sialoprotein
ve alkalen fosfatazdir. Kollajen sentezi kemigin uzun eksenine paralel katmanlar ve
sonrasinda kemigin uzun eksenine dik katmanlar halinde, her biri birka¢ mikrometre
kalinlig1 gegmeyen katmanlar, gergeklesir. Kemigin organik bulunan proteinlerin en
onemlileri osteokalsin ve osteopontindir. Osteokalsin kemik yapimi sirasinda
sentezlenir ve kemik ve dentin dokusunda bulunur, baska dokularda sentezlenmez. Bu
nedenle kemik yapim siirecinin bir gostergesidir. Karboksilli ve karboksilsiz olmak
tizere iki sekilde bulunur. Karboksilli formu kemikteki kalsiyuma baglanir ve kemikte
birikir. Karboksilsiz formunun ise pankreas, yag ve kas dokusu gibi farkli dokularda
etki gosteren bir hormon islevi bulunmaktadir (Karsenty ve Olson, 2016). Osteopontin
ise kemik sialoprotein 1 olarak da bilinir ve asir1 negatif yiikli ¢ok fonksiyonlu bir
proteindir. Ozellikle negatif yiikii nedeniyle kalsiyuma ¢ok hizli baglanarak
mineralizasyon inhibitorii olarak gorev yapar. Osteoklastlarin kemik yikimini
gerceklestirdikleri firgamsi kenar olusturmalarima ve kemige tutunmalarina aracilik
ettigi bilinmektedir. Ayrica kemotaksis, protein adhezyonu, hiicre tutunmasi ve sitokin
salmimi gibi fonksiyonlar1 One siirlilmistiir (Icer ve Gezmen-Karadag, 2018).
Osteonektin ise, kemik mineralizasyonunda, hiicre-matriks etkilesimlerinde ve kollajen
baglanmasinda rol oynayan asidik bir hiicre dis1 matriks glikoproteinidir. Kemik i¢inde

matriks metalloproteinazlarinin iiretimini ve aktivitesini de arttirir. Fonksiyonlar
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arasinda anjiyogenez, hiicre ¢ogalmasi ve gocii de yer almaktadir. Osteonektinin asiri
ekspresyonu, meme, prostat ve kolon gibi bir¢cok insan kanserinde gosterilmistir

(Bradshaw, 2012; Rosset ve Bradshaw, 2016).

2.2.4 Kemik dokusunda modelleme ve yeniden sekillenme (modelling and

remodelling)

Yasam boyunca kemikler boyut, sekil ve pozisyon olarak siirekli bir degisim igindedir.
Bu degisim iki siire¢ tarafindan olusturulur. Bunlar kemik modellemesi ve yeniden
sekillenme siirecleridir. Kemigin bir bdlgesinde yeni bir kemik olustugunda ve farkli bir
bolgesinde kemik parcalandiginda olusan bu kemigin sekil ve pozisyonunu degistiren
siire¢ modelleme siirecidir. Ayrica, kemik dokusunda ayni bolgede hiicresel olarak
yikim ve yenilenme meydana gelmektedir. Bu siire¢ de yeniden sekillenme olarak
adlandirilmaktadir. Modellemede, osteoblast ve osteoklast aktiviteleri baglantili degildir
ve kemigin miktari, sekli ve pozisyonunda hizli degisiklikler meydana gelebilir.
Yeniden sekillenmede ise, osteoblast aktivitesi 6ncesinde olusan osteoklast aktivitesine

baglidir ve bu iki olay birbirini takip eder (Hill, 1998; Lanyon ve ark., 1982).

Yasamin erken donemlerinde kemikler modelleme ile sekillenir ve boyut olarak
biiyliyerek 3 boyutlu olarak yer degistirmesine olanak tanir (Seeman, 2003). Cocukluk
doneminde kemikler biiylir ve gelisir, ¢linkii kemikte rezorpsiyon olusur ve dis
(periosteal) yiizeyinde yeni kemik olusumu gerceklesir (Sekil 2.4). Ergenlikte ise
kemikler kalinlagir, ¢iinkii hem dis hem de i¢ (endosteal) yiizeylerde kemik olusumu
olusabilir. Yasamin ilerleyen donemlerinde ise i¢ yiizeylerde kemik yikimi, dis
yiizeylerde kemik olusumu meydana gelir. Bu yeniden sekillenme siireci yasam
boyunca devam eder ve kemik gelisimi zirveye ulastiginda (20°li yaslar), kemik
dokusunda goriilen baskin siire¢ yeniden sekillenme olur. Yeniden sekillenmede,
trabekiiliin yilizeyinde veya korteksin i¢ kisminda az miktarda kemik rezorbe olur ve
daha sonra ayni yerde yeni kemik olusturulur (Sekil 2.5). Kemik sekli yeniden
sekillenme siirecinde degismez. Bu siire¢, kemiklerin yasam boyunca yenilenmesini

saglar, kemikteki kiigiik hasarlar1 giderir ve kalsiyum fosfor metabolizmasini diizenler.
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Osteoblast

Osteosit

|
teoklast

Sekil 2.4: Kemikte modelleme siireci. Rauch ve ark.’nin makalesinden
Tirkge’lestirilmistir (Rauch ve Glorieux, 2004).

Modelleme ve yeniden sekillenme iskeletin yasamin her 10 yilinda bir yenilenmesine
olanak veren ve yasam boyunca devam siireclerdir. Modelleme yetiskinlikte daha az
olugsmasina ragmen kemigin zayifladig1 bazi durumlarda yeniden sekillenme ile birlikte
olusabilir. Boylece yaslanmayla birlikte, iceride asir1 miktarda kemik kaybi olursa,
disaridan bir miktar yeni kemik olusturulabilir ve boylece kemik kiitlesinin kaybina
ragmen kemigin mekanik dayanikliligi korunabilir (General, 2004; Hill, 1998; Lanyon
ve ark., 1982; Lima ve ark., 2001).
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Osteoblast
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Yeniden
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boslugu

Mineralize kemik

Sekil 2.5: Kemikte yeniden sekillenme siireci. Rauch ve ark.’nin makalesinden
Tirkge’lestirilmistir (Rauch ve Glorieux, 2004).

Modelleme ve yeniden sekillenme kemik dokusu hiicrelerinin gerceklestirdigi
olaylardir. Bu hiicreler, kemik yapimindan sorumlu olan osteoblast hiicreleri ile kemik

yikimindan sorumlu olan osteoklast hiicreleridir.

2.2.5 Osteoblast hiicreleri

Kemik dokusu, hem organik ve hem inorganik igerigi, osteoblast adi verilen yapisal
hiicreler tarafindan sentezlenir. Osteoblastlar, tek ¢ekirdege sahip hiicrelerdir ve kemik
olusumu osteoblastlarin gevsek baglanti (gap junction) ile birbirine bagh olarak bir grup
halinde caligmalarin1 gerektirir. Bireysel hiicreler kemik sentezi yapamaz ve grup
halindeki osteoblastlarin organize olarak sentezledigi kemik osteon olarak adlandirilir.
Osteon, en kiigiik temel fonksiyonel kemik {iinitesidir bir milimetreden kiiciik ¢apta,
birka¢ milimetre uzunlukta silindirik yapidadirlar. Osteonlar, osteoblastlardan siki
baglantilar araciligi ayr1 bulunurlar. Siki baglantilar kemik yapim bdlgesini eski
kemikten ayri tutar ve bireysel osteoblastlarin hiicre dis1 sivi gegisini Onleyerek hiicre
dist sividan ayr1 bir kemik bolmesi olustururlar. Gevsek baglantilar ise osteoblastlarin

toplu olarak fonksiyon gormesine olanak tanir. Gevsek baglantilar, osteositleri
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osteoblastlara baglayan baglantilardir (Buckley ve ark., 1998; Buckwalter ve Cooper,
1987; Fonseca ve ark., 2014; Miiller, 2009; Miiller ve Riiegsegger, 1996; Saladin, 2004;
Weiner ve Wagner, 1998).

Osteoblast hiicreleri mezensimal kok hiicrelerden koken alirlar ve bu hiicrelerden en son
farklilasmig hiicre tipidir. Bu mezensimal hiicreler, kas, yag, kikirdak veya kemik
hiicrelerine farklilasabilen onciil hiicrelerdir. Dogru kosullar altinda bu hiicreler
farklilasarak yeni kemik olusturmak igin iskeleyi ya da kemik matrisini olusturan
kollajeni iireten osteoblast hiicrelerine doniistirler. Kemiklerin organik matrisini
olusturan osteokalsin ve osteopontin dahil olmak tlizere ¢ok daha kiigiik miktarlarda
yogun, ¢apraz bagli kolajen ve 6zel proteinleri sentezlerler ve periostta, kemiklerin dig
yiizeyindeki ince bag dokusu tabakasinda ve endosteumda ¢ok sayida bulunurlar

(Buckley ve ark., 1998; Buckwalter ve Cooper, 1987; Seeman, 2003).

Kemik yapimi sirasinda mineralize olmamis matrise osteoit denir ve osteoit sentezleyen
osteoblastlar kiibik sekilli, yuvarlak ve biiyiik bir ¢ekirdege sahip, kemik yiizeyinde
bulunan hiicrelerdir. Aktif olarak kemik sentezi yapmayan osteoblastlar yassilasir,
cekirdekleri yuvarlakligimi yitirerek kiiciiliir ve bu hiicreler astar hiicreleri veya inaktif
osteoblastlar (surface lining cells) olarak adlandirilirlar (General, 2004; Rauch ve
Glorieux, 2004; Saladin, 2004). Sentezlenen kemigin ig¢ine gomiilii kalan osteoblast
hiicreleri ise osteosit hiicreleri olarak adlandirilir ve kemik dokusunun en ¢ok sayida
bulunan hiicreleri bu hiicrelerdir. Osteositler ve osteoblastlar ince uzun hiicresel
baglantilar ile birbirlerine ve ylizeydeki osteoblastlara baglidirlar. Osteositlerin en
onemli gorevi, kalsiyum ve fosfat metabolizmasini diizenlemek i¢in kemik yikimini
baslatmaktir. Osteositlerin olusturdugu hiicresel bu ag, kemigin mekanik kuvvetlere ve
yaralanmaya cevap verebilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Kemik dokusu kuvvetli bir
mekanik uyarana maruz kaldiginda osteosit hiicresinin hiicresel uzantilar1 ¢cevresinde bir
stv1 hareketi olusur. Sivi hareketi sonrasinda osteosit hiicresi ylizeydeki hiicrelere kemik
yapim veya yikiminin olusmasina yonelik sinyal gonderir ve kemik dokusu uyarana

cevap olarak yapim veya yikima ugrar (General, 2004; Lima ve ark., 2001; Miiller ve
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Riiegsegger, 1996; Winkler ve ark., 2003). Kemik olusum siirecinde mineralize

olmamig matrise kalsiyum ve fosfat eklenerek osteoidin mineralize olmasi saglanir.

2.2.6 Osteoklast hiicreleri

Osteoklastlar osteoblastlara oranla farkli hiicre grubundan kdken alan, mitokondri ve
lizozomdan zengin, ¢ok cekirdekli ve yaklasik olarak 100-200 mikrometre c¢apinda
bliyiik hiicrelerdir. Genellikle dev hiicre olarak adlandirilirlar (Basle ve ark., 1988).
Kemigin dis ylizeyinde, periost tabakasinin hemen altinda bulunurlar ve osteona
baglanmalar1 kemik yikim siirecini baslatir. Osteoklastojenezi indiikleyen sitokin ve
medyatorler, monosit-makrofaj hiicrelerini  osteoklast benzeri dev hiicreye
dontistiirebilir fakat bu hiicreler canli kemik dokusunda bulunan ve kemik yikimim

gerceklestiren osteoklastlardan 6nemli farkliliklar gosterir (Vignery, 2000).

Osteoklastlar kemik ylizeyinde olusturduklart rezorpsiyon c¢ukurlar1 (Hawship
lakiinalar1) i¢cinde bulunurlar ve sitoplazmalar1 igerdikleri ¢cok sayida asit fosfataz igeren
lizozomlar1 igeren vakuol ve kesecik nedeniyle kopliglimsii bir goriinime sahiptir
(Basle ve ark., 1988). Osteoklastlar, kemigin organik ve inorganik matrisini pargalayan
tartrat direncli asit fosfataz (TRAP) ve katepsin K gibi enzimlere sahiptir ve diger
hiicrelerden farkli olarak endoplazmik retikulumdan fakir golgi kompleksinden zengin
bir hiicresel yapilar1 vardir (Boyle ve ark., 2003). Osteoklastin kemik yikimi, kemige
komsu hiicre yiizeyindeki fircamsi cikintilar (ruffled border veya fircamsi kenar)
araciligr ile gerceklesir. Fircamsi kenar, osteoklasta daha hizli enzim salinimi, yiizey
alaninda artiy ve enzimin daha hizli geri emilimi gibi avantajlar saglar. Aktif
osteoklastlar fircams1 kenar goriintiileri ile ayirt edilebilirler ve bu kenar goriintiisii aktif

osteoklasta 6zgii bir morfolojik goriintiidiir (Boyle ve ark., 2003; Teitelbaum, 2000).

Osteoklastlar, monosit fagositik sistem hiicrelerinden koken alan ve farklilagmalar i¢in
0zel iki medyatdre ihtiyag duyan son derece 6zellesmis hiicrelerdir. Bu faktorlerden ilki
niikleer faktor kB ligandinin reseptor aktivatoriidiir (RANKL). Digeri ise makrofaj
koloni stimiilan faktordir (M-CSF) (Boyle ve ark., 2003). M-CSF monositlerin,
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makrofajlarin ve kemik iligi progenitor hiicrelerinin proliferasyonunda, farklilagsmasinda
ve sag kaliminda rol oynayan hematopoetik bir biiyiime faktoriidiir. M-CSF osteoklast
tizerindeki reseptorii olan c-fms (koloni uyarici faktor 1 reseptorii) araciligiyla aktivite
gosterir ve hematopoetik progenitdrlerin ¢ogalmasini diizenler ve bagisiklik, metabolik
faaliyetler, dogurganlik gibi ¢ok farkli biyolojik olaylarda ¢ok sayida fizyolojik siireci
etkiler (Ross, 2006). C-fms bir transmembran tirozin kinaz-reseptoriidiir ve tirozin kinaz
Src'nin ikincil mesajc1  aktivasyonunu saglar. Bu molekiillerin  her ikisi de
osteoklastojenez  icin  gereklidir ve  monosit/makrofaj kokenli  hiicrelerin

farklilagsmasinda yer alirlar (Boyce, B., 2013).

RANKL, TNF ailesinin bir iiyesidir ve tip Il membran proteinidir. RANKL, osteoklast
farklilasma ve aktivasyonunda kilit diizenleyicidir ve RANK iizerinden NF-kf} (niikleer
faktor-xB) ve NFATcl'i (aktif t hiicrelerinin niikleer faktorii) aktive eder. RANKL-
RANK etkilesiminden hemen sonra NF-kf} aktivasyonu gergeklesir ve bir siire sonra
NFATc] stimiilasyonu meydana gelir (Boyce, B. F. ve Xing, 2008; Takayanagi ve ark.,
2002). RANKL osteoklast farklilasmasinin en onemli uyaranidir. RANKL aktivitesi,
RANKL’1n reseptorii RANK’a baglanarak aktivitesini sinirlayan osteoprotegerin (OPG)
ile engellenir. OPG, osteoblastlar tarafindan sentezlenen RANKL’mm RANK ile
etkilesimini engelleyen bir sitokin reseptoriidiir (Boyce, B. F. ve Xing, 2008, 2007b).
Osteoklast farklilasmasi Sekil 2.6’da gosterilmistir.
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H.gma_gopoetik Progenitor Osteoklast onciilii Pasif Osteoklast
kok hiicre

Stromal Aktif Osteoklast
osteoblast

hiicresi

Sekil 2.6: Osteoklastik farklilasma semasi (General, 2004).

Osteoklast aktivasyonu sonrasinda osteoklastlar kemotaksis ile kemik ylizeyine hareket
eder. Osteoklast hiicre membraninin kemige baglanmasi ile osteoklast-kemik baglantisi
bir sizdirmazlik bolgesi (sealing zone) olusturur. Sizdirmazlik bolgeleri, 6zel yapisma
yapilar1 (podozom) ile sinirlandirilmistir (Basle ve ark., 1988; Vignery, 2000). Kemik
matrisine baglanma, osteopontin gibi kemik matriks proteinlerindeki spesifik amino asit
motifi Arg-Gly-Asp yoluyla, avp3 gibi integrin reseptorleri tarafindan saglanir (Icer ve
Gezmen-Karadag, 2018). Osteoklast hiicresi fircams1 kenardan resorpsiyon bosluguna
hidrojen iyonu birakir. Bu olay karbonik anhidraz (H2O + CO2 — HCO3 * + H )
enzimi ile katalizlenir. Ortamin asidik hale gelmesi ile kemikteki mineraller agiga ¢ikar
ve mineralize kemik matrisi kalsiyum, fosfat, bikarbonat, su ve diger maddelere ayrisir.
Ayrisma sonrast hidrojen iyonlart proton pompalari ile geri emilir. Kemigin organik
matrisi ise osteoklastin lizozomlarindan kemige salinan katepsin ve MMP’ler gibi farkli

matris yikict enzimler ile pargalanir (Teitelbaum, 2000).
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Osteoklastlardan salgilanan enzimlerin en 6nemlilerinden biri Katepsin K’dir. Bu enzim
papain benzeri bir sistein proteazdir ve osteoklastlardan rezorptif gukura salgilanarak
kollajeni parcalar. Katepsin K, tip I kollajen ve diger non-kollajenéz proteinlerin
bozunmasinda rol oynayan baslica proteazdir ve genetik eksikligi kemigin
yikilamamasina neden olan bir hastalik tiiriine yol agar (Turk ve ark., 2012). Enzim
aktivitesi, asidik kosullar1 gereksinir ve TRAP ile birlikte hiicrelerarasi matrisi pargalar.
Katepsinlerin, K, B, C, D, E, G ve L dahil olmak iizere farkl alttiirleri bulunmaktadir ve
tiim katepsinler serin, sistein veya aspartil proteaz aktivitesinden birini gosterirler.
Katepsinler, katepsin K hari¢ lizozom iginde aktivite gosterir. Katepsin K ise

hiicrelerarasi sivida aktivite gosterir (Stoka ve ark., 2016; Turk ve ark., 2012).

MMP’ler kalsiyuma bagimli ¢inko iceren bir endopeptidaz ailesidir ve 20’den fazla
tiyesi vardir. Ekstraselliiler matriksin tiim {yelerini ve baska diger molekiilleri
parcalayabilirler. Hiicre reseptorlerinin yarilmasi, apoptoz baglayicilarin serbest hale
getirilmesi, bazi kemokin veya sitokinlerin inaktive edilmesi gibi farkli fonksiyonlar1 da
bulunmaktadir. MMPler ayrica hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi, gocii gibi hiicresel
olaylarda ve apoptoz, anjiyogenez ve yara iyilesmesi gibi reaksiyonlarda da rol alirlar
(Van Lint ve Libert, 2007; Visse ve Nagase, 2003). MMP-9, ayn1 zamanda jelatinaz
olarak da adlandirilir ve osteoklast gociinde 6nemli rolii vardir. Osteoklastik aktivite ve
kemik metabolizmas1 agisindan onemlidir. MMP-13'iin kemik rezorpsiyonunda ve
osteoklast farklilagmasinda rol oynadigina inanilmaktadir. Yoklugu azalmis osteoklast
sayilari, osteopetroz ve azalan kemik rezorpsiyonu ile iligkilendirilmistir (Van Lint ve

Libert, 2007; Visse ve Nagase, 2003).

Osteoklast hiicrelerinde ATP bagimli H* transferi vardir ve bu transfer resorpsiyon
bolgesine asit tasinmasi ve kemigin demineralizasyonu i¢in gereklidir. Osteoklastlar,
rezorpsiyon bolgesinde iyon salgisinin etrafinda bir sizdirmazlik alani olusturur ve bu
sizdirmazlik bolgesinin konumlandirilmasi, osteoklast yiizeyinde ifade edilen integrinler
aracilign ile saglanir. Sizdirmazlhik boélgesi olusturuldugunda, osteoklast rezorpsiyon
alanina yaklasir ve fircams1 kenardan salgi aktivitesi baglar. Kemigin rezorbe olmasiyla

aciga cikan mineral ve kollajen {irlinleri osteoklast membranina ve oradan da hiicre
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disina taginir. Mineral ve kollajen iiriinlerinin hiicre disindan genel dolasima taginmasi
ile kemik resorpsiyon siireci sonar erer (Boyce, B., 2013; Boyle ve ark., 2003;

Teitelbaum, 2000).

Osteoklastik aktivite ve kemik yikimi, kemik yeniden sekillenme siirecinin ve kemik
metabolizmasinin énemli bir parcasidir. Yeniden sekillenme, osteoblast ve osteoklast
hiicrelerinin ve bu hiicrelerin onciillerinin ¢ok hassas bir organizasyonunu gerektirir ve
bu stire¢ ¢ok farkli yerel ve sistemik faktor tarafindan kontrol edilir. Kemik yapim ve
yikim olaylarin1 etkileyen en onemli faktorler, osteoblast ve osteoklast hiicrelerinin
proliferasyon, farklilasma ve apoptoz gibi hiicresel faaliyetleridir. Dolayisiyla osteoblast
sayisinda bir artis ve osteoklast sayisinda bir azalma, ilgili kemikte kemik yapiminin
daha baskin olmasini saglayacaktir. Osteoklastlarin hiicresel faaliyetleri, osteoblastlara
oranla daha yavag gerceklesir ve osteoklastlarin daha az iiretilmesi, farklilagmalarinin
engellenmesi, aktivasyonlarinin azaltilmasi veya yasam siirelerinin kisaltilmasi ile
osteoklastik aktivite dnemli Sl¢iide engellenmis olur (Hill, 1998; Lanyon ve ark., 1982;
Miiller ve Riiegsegger, 1996; Seeman, 2003).

Kemik yapimi sirasinda kemik yapim bolgesini eski kemikten ayiran proteinden
olugsmus ince ara madde hatti (¢cimento) bulunur ve bu ¢imento eski kemik ve yeni
kemigin giiclii bir bigimde birbirine baglanmasini saglar. Kemik olusumu, kemige ilave
giic kazandiran sirali bir sekilde matris katmanlarina dizilen biiyiik aktif osteoblastlar
tarafindan gerceklestirilir (General, 2004; Lanyon ve ark., 1982; Saladin, 2004).
Kollajen matrisine minerallerin eklenmesi kemigin yapim siirecini tamamlar. Yeniden
yapilanma iskeletin yapisal ve de metabolik fonksiyonlarma hizmet ettiginden, hem
mineral metabolizmasin1 diizenleyen hormonlar hem de lokal faktorlerle etki eden
mekanik yiikler ve lokal hasar ile uyarilabilir. Lokal hasarin onarilmasi, yeniden
yapilanmanin 6nemli bir islevidir. Zamanla, iskelet lizerindeki kiiclik gerilmeler,
kusurlu kemik alanlarma yol agabilir, mikro hasar olarak adlandirilir. Hasarli kemigin
yeniden sekillenerek degistirilmesi kemik giiciinii geri kazandirir. Kemik yapimi i¢in

gerekli olan sinyaller osteosit ve osteoblast hiicre aglar1 tarafindan iletilir. Bu hiicresel

ag baglantilari, kemik iizerindeki kiiclik hasar alanlarimi tespit ederek onarilmasini

27



saglar. Osteoblast veya osteoklast hiicrelerinin {iretimi, farklilagmasi, aktivitesi veya
omriinii etkileyen yerel veya sistemik faktorler, yeniden sekillenme dongiisiinii
etkileyebilir. Kemik kaybini azaltmak veya kemik olusumunu arttirmak ve kemik

sagligin1 korumak amaciyla, bu yollarla hareket eden ilaglar bulunmaktadir.

2.2.7 Osteoklast-osteoblast hiicre iletisimi ve RANK/RANKL/OPG

Osteoblast ve  osteoklast hiicreleri arasindaki etkilesim  biiylik  Olclide
RANK/RANKL/OPG sinyal yolagi ile saglanir. RANK, niikleer faktdr kB’nin reseptor
aktivatoriidiir ve birgok hiicrenin ylizeyinde bulunur. Osteoklast onciil hiicreleri ve
osteoklastlar yiizeylerinde RANK reseptorlerini barindirir. RANK’mn reseptorii ise
RANKL olarak adlandirilmaktadir ve osteoblast hiicrelerinin yiizeyinde bulunmaktadir
(Boyce, B. F. ve Xing, 2008, 2007b). RANK ve RANKL etkilesimi osteoklastik
farklilasma ve aktiviteyi arttirir. RANKL aktivitesi OPG adi verilen RANK reseptorii
ile sinirlandirilabilir. OPG osteoblastlar tarafindan sentezlenen bir tuzak reseptordiir.
OPG’nin RANK’a baglanmas: ile NF-kB aktivasyonu ile baglatilan osteoklastogenez ve
kemik yikimi engellenmis olur (Boyce, B. F. ve Xing, 2008; Sundaram ve ark., 2013;
Takayanagi ve ark., 2002).

Dis ve periodontal dokularda saglik durumlarinda RANK ve RANKL ekspresyonu dis
siirmesi sirasinda dis folikiiliinde ve yetiskinlik doneminde periodontal ligamentte
eksprese edilir (Sokos ve ark., 2015). OPG’nin ise periodontal ligamentteki rolii biraz
daha farklidir ve OPG periodontal ligamentin homeostazinda ve sement
resorpsiyonunun Onlenmesinde onemli bir faktordiir (Hasegawa ve ark., 2002; Liu, Y.
ve ark., 2016; Wada ve ark., 2001). Periodontal hastalik gelisiminden sonra ise
periodontal dokularda RANKL ekspresyonu artarken OPG ekspresyonu azalir ve
RANKL/OPG orant RANKL lehine degisir. Periodontal ligament fibroblastlarinda
RANKL ekspresyonu bakteri atagi veya ligamente gelen mekanik kuvvetlerle artarken
OPG seviyeleri ise diisiis gosterir (Bostanct ve ark., 2007; César-Neto ve ark., 2007;
Mogi ve ark., 2004). OPG’nin periodontal dokulardaki koruyucu rolii, OPG’den yoksun

farelerde hizli ilerleyen bir periodontal hastalik ve erken baslayan bir kok rezorpsiyonu
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ile de dogrulanmistir (Koide ve ark., 2013; Liu, Y. ve ark., 2016). Ayrica periodontal
dokularda asir1 Ol¢iide RANK fazlaliginin siddetli alveol kemik kaybi, ¢ok sayida
TRAP+ osteoklast hiicre olusumu ve periodontal ligament disoryantasyonuna yol agtigi

gosterilmistir (Sojod ve ark., 2017).

Periodontal hastalik ve saglik durumunda periodontal dokulardaki sitokin ve

mediatorler Sekil 2.7’ de gosterilmistir.
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Sekil 2.7: Periodontal saglik ve hastalikta sitokin ve mediatorler. Figueredo ve ark.’nin

makalesinden Tiirkce’lestirilmistir (Figueredo ve ark., 2019).

Periodontal saglik

RANKL ve OPG iiretimi arasindaki denge kemigin ne kadar hizli yikildigim
belirlemede olduk¢a onemlidir. RANKL ve RANK genlerindeki mutasyonlar, dnemli
Ol¢iide osteoklast defektlerine ve kemikte osteopetroz benzeri bir kemik yikim
bozukluguna yol agmaktadir. Bu durum da RANK/RANKL aktivitesinin kemik
metabolizmasi ve osteoklast gelisimi i¢in gerekli oldugunu 6ne stirmektedir (Boyce, B.
F. ve Xing, 2007a; Liu, Y. C. ve ark., 2010a; Theill ve ark., 2002). OPG transgenik
fareler de (gen ilavesi yapilmis fareler) osteoklastik aktivite defektine sahiptir ve
OPG’den yoksun fareler ile birlikte benzer sekilde osteopetrotik bir kemik fenotipi
gosterirler. RANK/RANK/OPG yolag1 osteoklastogenez icin kritik oneme sahiptir.
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RANKL, osteoklastogenezdeki etkisine ilaveten T ve B hiicre cogalmasi ve sag kalimi
tizerinde de biiyiik etkiye sahiptir (Boyce, B. F. ve Xing, 2008, 2007b; Taubman ve ark.,
2005; Theill ve ark., 2002).

RANKL’1n biyolojik aktiviteleri arasinda kemokin indiiksiyonu da bulunmaktadir.
RANKL monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) gibi kemoatraktanlart uyararak
damarlara monosit adhezyonunu, go¢iinii ve enflamasyon alaninda monosit
akiimiilasyonunu arttirir (Boyce, B. F. ve Xing, 2007b; Sundaram ve ark., 2013;
Takayanagi ve ark., 2002). Benzer sekilde OPG de vaskiiler yapilara etki etmektedir.
OPG eksikliginin arterlerde kalsifikasyona yol actigi belirtilmistir (Kindle ve ark.,
2006). RANK/RANKL/OPG yolagi sadece kemik yeniden sekillenme ve kemik
metabolizmasinda degil, vaskiiler sistemde, bagisiklik yanit1 ve kanser gelisiminde de
rol almaktadir (Boyce, B. F. ve Xing, 2007b; Figueredo ve ark., 2019; Liu, Y. C. ve
ark., 2010a; Sundaram ve ark., 2013; Theill ve ark., 2002).

RANKL aktivasyonu bakteriyel LPS’den onemli oOlgiide etkilenmektedir ve LPS
uyarimi sonrasinda RANKL ekspresyonu artarken OPG ekspresyonu azalir ve IL-1 ve
PGE2’nin de artmasiyla enflamasyon artar ve bu mediatorler osteoklastik aktiviteyi
dogrudan indiikleyebilir (Suda, K. ve ark., 2004). Enflamasyon durumunda ortamdaki
RANKL miktar1 notrofillerin de asir1 tiretimi ile ciddi 6l¢ilide artmaktadir. Poubelle ve
ark. tiim notrofillerin RANKL sentezleyebildigini ancak sadece osteoartrit veya
romatoid artrit gibi sistemik enflamasyon durumlarinda nétrofillerin RANK ve OPG
sentezlediklerini gostermistir (Poubelle ve ark., 2007). RANK ve RANKL aktivasyonu
osteoklastogenez, enflamasyon, T hiicre proliferasyonu ve RANKL aracili diger
hiicresel faaliyetler icin gerekli oldugundan OPG ile RANKL inhibisyonu, RANKL’1n
tim bu faaliyetlerini sinirlandirmaktadir. Bu agidan OPG enjeksiyonuyla RANKL
aktivitesinin bloke edilmesi artrit, periodontitis, osteoporoz, kansere bagli kemik
metastazi ve kemik kaybi1 gibi hastalik ve durumlar1 6nemli diizeyde azaltabilir (Boyce,
B. F. ve Xing, 2007a, 2008, 2007b; César-Neto ve ark., 2007; Mogi ve ark., 2004;
Sojod ve ark., 2017; Sundaram ve ark., 2013; Takayanagi ve ark., 2002; Theill ve ark.,
2002).

30



RANK/RANKL/OPG triadi periodontal hastaliklar dahil olmak {izere bircok
enflamatuvar hastalik ve durumda rol almaktadir. Periodontal dokularda RANKL/OPG
seviyeleri  Ozellikle periodontitis varliginda RANKL Ilehine degismektedir.
RANKL/OPG oran1 periodontitisli bireylerde gerek dokuda gerekse fibroblast
hiicrelerinde yiiksek bulunurken saglikli bireylerde diisiikk bulunmustur ve bu oranin
periodontal hastalik i¢cin onemli bir gosterge oldugu sonucuna varilmistir (Bostanci ve
ark., 2007; César-Neto ve ark., 2007; Hasegawa ve ark., 2002; Mogi ve ark., 2004;
Sojod ve ark., 2017). Bu nedenle RANKL/OPG sistemi periodontal hastalik olusum ve

ilerlemesinde olduk¢a 6nemlidir.

Notrofil hiicrelerine ek olarak, T ve B hiicrelerinin de dokulardaki RANKL miktarina ve
osteoklastogenez artisina dnemli oranda katki sagladigi ifade edilmistir (Taubman ve
ark., 2005). Ayrica, uygun uyarim sonucunda, TNF-a ve IL-1 gibi pro-enflamatuvar
sitokinlerin osteoklast aktivasyonunu arttirdigi ve RANKL ekspresyonunu indiikledigi
de bilinmektedir. TNF ve IL’lerin osteoklastik aktivite iizerindeki etkileri RANKL
yoklugunda gerceklesmez ve OPG varliginda TNF ve IL’lerin bu etkisi engellenir
(Dinarello, 2000; Figueredo ve ark., 2019; Graves ve Cochran, 2003; Lacey ve ark.,
1998; Liu, Y. C. ve ark., 2010a; MacEwan, 2002; Sojod ve ark., 2017; Takayanagi ve
ark., 2002). Bu nedenle, OPG ve RANKL etkilesimleri osteoklast farklilasmasin1 ve
aktivasyonunu kontrol etmede c¢ok kritik ve ©onemli bir rol oynar. Gingival ve
periodontal dokularda RANKL/OPG, osteoblast, osteoklast, T ve B hiicreleri Sekil
2.8’de gosterilmigtir.
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Gingival periodontal dokular
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Sekil 2.8: RANKL, OPG ve savunma hiicreleri. Taubman ve ark. min makalesinden
Tiirkge lestirilmistir (Taubman ve ark., 2005).

2.2.8 Kemik morfolojisi ve histolojik boyama

Hematoksilin ve eozin boyamasi (H & E) ile aktif osteoblastlarin sitoplazmasi piiriizlii
endoplazmik retikulumun ¢okluguna bagli olarak bazofilik goriinlimdedir. Aktif
osteoblast, cok miktarda kollajen tip I iiretir. Osteoblastin ¢ekirdegi kiiresel ve genistir.
Aktif bir osteoblast, histolojik olarak cekirdege bitisik bir acik bolge olarak gdriinen
belirgin bir Golgi aygiti tarafindan morfolojik olarak karakterize edilir. Hiicrenin
iriinleri ¢ogunlukla mineralize olmayan matris olan osteoid icine tasinir. Aktif
osteoblastlar, Tip-I kollajene kars1 antikorlar ile veya dogrudan alkalen fosfataz enzim
aktivitesini gostermek icin naftol fosfat ve diazonyum dye fast blue kullanilarak
gosterilebilir (An ve Martin, 2003). Osteoklast hiicreleri ise kemikte lakiinalarda
bulunan ¢ok cekirdekli dev hiicrelerdir. Icerdikleri lizozom ve vakuoller nedeniyle
kopiigiimsii bir sitoplazmaya sahiptirler. Morfolojik olarak ayirt edilebilecekleri gibi
TRAP boyamasi ile de ayirt edilebilirler (An ve Martin, 2003; Boyce, B., 2013; Boyle
ve ark., 2003).
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2.3 Deneysel Periodontitis Modelleri

Periodontal hastalik patogenezini ve cesitli periodontal tedavilerin etkinliklerini
degerlendirmek ic¢in hayvan modelleri sik¢a kullanilmaktadir. Deneysel ¢alisma
sonuclarinin insanlara uyarlanabilmesi agisindan, insanlardakine benzer bir anatomiye
sahip olan ve insan periodontal hastaligini taklit edebilen bir deney hayvani se¢mek
onemlidir. Periodonsiyumun enflamatuvar yikimi fareler, sicanlar, tavsanlar ve
maymunlar gibi bircok deney hayvaninda tiire gére spontan gelisebilir veya deneysel

olarak olusturulabilir (Struillou ve ark., 2010; Weinberg ve Bral, 1999).

Periodontal hastaliklar1 arastirmak icin en cok calisilan hayvan gruplarindan biri
kemirgenlerdir. Bunlar arasinda da sicanlar 6zellikle 6ne ¢ikmaktadir. Sican periodontal
doku ve periodontal hastaliklar1 baz1 6zelliklerinden dolayr insanlardakinden farklidir.
Sicanlarda her yarim c¢enede bir keser dis ve 3 molar dis bulunur. Keser disler
kokstizdiirler ve siirmeleri dmiir boyu devam eder, molar dislerin siirme siireci bir siire
sonra tamamlanir. Ayrica insanlarda keratinize olmayan sulkuler epitel sicanlarda tam

keratinizedir (Struillou ve ark., 2010).

Sicanlar periodontal hastaliklara karsi oldukca direnclidir. Periodontal hastalik
insanlardaki kadar sik goriilmez ancak bakteri inokiilasyonu, karbonhidrattan zengin
diyet ve/veya subgingival ligatiir yerlestirilmesi ile periodontitis deneysel olarak
gelistirilebilir (Struillou ve ark., 2010). A. actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Capnocytophaga sputigena, Eikenella corrodens ve Fusobacterium
nucleatum gibi bakteriler siganlarda deneysel periodontal hastalik olusturmak igin
kullanilan bakteri tiirlerindendir (Klausen, 1991; Struillou ve ark., 2010; Weinberg ve
Bral, 1999). Mikropsuz (steril, germ-free) siganlar plak bakterileri ve periodontal
hastalik patogenezindeki rollerini ¢alismak igin olduk¢a uygundur. Mikrobiyal
inokulasyondan sonra germ-free siganlarda ¢ok hizli bir periodontal yikim gelisir.
Insanlarda periodontal yikim kok yiizeyi boyunca ilerleme egilimindeyken sicanlarda

birlesim epiteli apikale gogmeden kemik yikimi ilerleyebilir. Bakteriyel inokulasyona
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kars1 gingival yanit insanlarda kronikken siganlarda akut bagisiklik bir yanittir

(Weinberg ve Bral, 1999).

Ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis modelinde ligatiire bagli plak birikiminin
neden oldugu bakteriyel uyarim sican periodontal dokularinda enflamatuvar infiltrat
birikimi, osteoklast olusum ve aktivitesinde artig, kemik kaybi, atagman kayb1 ve kemik
dokusunda fibrotik doku artisina yol agar (de Lima ve ark., 2000). Baslangic
lezyonunda nétrofil cogunlugu varken sonrasinda mononiikleer hiicre infiltratinda artis,
osteoklast sayisinda artis ve sement ve alveol kemik rezorpsiyonu gozlenir. Bu
enflamatuvar degisiklikler lokal enflamatuvar mediator saliniminda artisla agiklanabilir.
Ayrica siganlarda gida tiiketimine bagl olarak ¢ok hizli bir okluzal atrizyonla birlikte
dislerde okluzal, distal ve bukkal yone dogru migrasyon olusur (Gorustovich ve ark.,
2008). Bu atrizyona bagli olarak siirekli bir sement yapimi ve dislerde stirme durumu
vardir. Bu da mine sement sinir1 ile alveol kret tepesi arasindaki mesafede artisa yol
acar. Bu artis 0,8 mm’ye kadar ulasabilir. Bu durum patolojik bir kayiptan ziyade yas ile
iligkili fizyolojik bir fenomendir (Kuhr ve ark., 2004; Struillou ve ark., 2010).

2.4 Ucucu Yaglarin Etkileri

2.4.1 Tarcin ugucu yag ve biyolojik etkileri

Targin, Cinnamomum zeylanicum agag tiiriiniin i¢ kabugundan elde edilen bir baharattir.
Tar¢in cesitli yiyecekler i¢eceklerde aromatik bir ¢esni ve tatlandiric1 katki maddesi
olarak kullanilir. Tar¢in aromasi igerisinde en yiiksek miktarda bulunan sinnamaldehit
bilesiginden gelmektedir. Toz halindeki tar¢in yaklasik olarak % 11 su, % 81
karbonhidrat (% 53 diyet lifi dahil), % 4 protein ve % 1 yagdan olusur. Zengin bir
kalsiyum, demir ve K vitamini kaynagidir (Nabavi ve ark., 2015). Tar¢in agacinin
kabugu, yapraklari, ¢icekleri, meyveleri ve kokleri de dahil olmak iizere her kisminin
geleneksel tipta kullanilan tibbi etkileri veya mutfak kullanimi bulunmaktadir. Tar¢in
ucucu yagi tar¢in agacinin kabuk, yaprak ve kok tomurcuklarindan elde edilir ve elde

edildigi bolge ugucu yagin bilesiminde ve fitoterapdtik etkisinde 6nemlidir. Tar¢in anti-
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mikrobiyal ve antioksidan 6zelliklere sahiptir ve kan basinci, glisemik kontrol ve lipit
metabolizmasi lizerinde de giiglii etkileri bildirilmistir (Ranasinghe ve ark., 2013; Zhu
ve ark., 2017). Tar¢in agacinin en sik kullanilan iiriinlerinden biri, kabugundan elde
edilen ugucu yagdir. Tar¢in kabugu ucucu yagi baglica 3 ana bilesenden olusur. Bu
bilesenler, trans-sinamaldehit, 6jenol ve linaloldiir. trans-Sinnamaldehit ucucu yagin
%50-90’1m1 olusturur ve targ¢inin tibbi etkilerinin ¢ogunlugu igerdigi sinnamaldehite
atfedilir (Nabavi ve ark., 2015; Ranasinghe ve ark., 2013; Vasconcelos ve ark., 2018;
Zhu ve ark., 2017). Sinamaldehitin farkli hiicre tipleri ve dokularda farkli biyolojik
etkileri bulunmaktadir. Bunlar, antibakteriyel etki, kanser hiicrelerinde apoptoz
indiiksiyonu ile anti-kanser etkisi, duyusal néron uyarimi, yag yikiminda artis ve anti-
hiperglisemik etki olarak bildirilmistir (Bostanc1 ve ark., 2007; Huss ve ark., 2002;
Lohinai ve ark., 2001; Miyauchi ve ark., 2004; Nabavi ve ark., 2015; Ranasinghe ve
ark., 2013; Sadeghi ve ark., 2019; Smith ve ark., 1996; Vasconcelos ve ark., 2018;
Wang ve ark., 2018; Winska ve ark., 2019; Zhu ve ark., 2017).

Tar¢in yaginin antibakteriyel etkisi, biiyiik 6l¢iide icerisinde en ¢ok bulunan molekiil
olan trans-sinnamaldehitten kaynaklanmaktadir. trans-Sinnamaldehit, bakteri hiicre
duvarinda bulunan fosfolipitlerden gegerek hiicre igine giren ve proteinlerin
fonksiyonuna engel olabilen fenolik bilesiklerden zengin bir molekiildiir (Vasconcelos
ve ark., 2018). Tar¢in hiicre membranina zarar vererek gosterdigi antibakteriyel etki, P.
gingivalis gibi viriilans1 yiiksek gram negatif bakterilerde bile gosterilmistir (Wang ve
ark., 2018). Ek olarak tarcin, ATPaz aktivitesini engelleyerek, hiicre bdliinmesini
onleyerek, membrandaki porinlerin fonksiyonunu ve iyon taginimini bozarak, hiicre
hareketliligi, biyofilm olusumu ve quorum sensingi engelleyerek de antibakteriyel etki
saglamaktadir (Vasconcelos ve ark., 2018). Targimin bir diger onemli etkisi ise
metabolik regiilasyondur. Tar¢in ve igerdigi sinnamaldehit kahverengi yag dokusunu

uyarir, yag dokusunun lipoliz ve oksidasyonunu arttirir ve glikoz alimini arttirir.
Ek olarak tar¢gin COX-2, MCP-1, TNF-a, IL-6 ve IL-1B’y1 azaltarak gii¢lii bir anti-

enflamatuvar etkiye de sahiptir (Ranasinghe ve ark., 2013; Zhu ve ark., 2017). Chen ve

ark. tar¢in yaginin major bileseni olan trans-sinnamaldehitin LPS ile indiiklenen NO
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tiretimini bloke ettigini ve NF-kB yolagin1 engelleyerek TNF-0, iNOS ve COX-2
protein ekspresyonlarini 6nemli olgiide azalttigini bulmustur (Chen, Y.-F. ve ark.,
2016). Tar¢inin anti-enflamatuvar etkisi baslica NF-kB aktivasyonunu engellemesi, NO
ve INOS sentezini azaltmas1 ve COX-2, IL-1B, IFN-y ve TNF-a’y1 bloke etmesiyle
saglanmaktadir (Baker, I. ve ark., 2013; Kanuri ve ark., 2009; Kim, M. E. ve ark., 2018;
Kwon, H.-K. ve ark., 2011; Kwon, J.-Y. ve ark., 2012; Li, R. ve ark., 2013). Bunun
yaninda tarcin, IL-6 ve IL-12 seviyelerini azaltarak, T hiicre ¢ogalmasini onleyerek ve
anti-enflamatuvar sitokin IL-10 miktarini1 arttirarak da enflamasyonu Onlemektedir
(Kwon, H.-K. ve ark., 2011). Tar¢in kemik metabolizmasini diizenlemede de 6nemli
role sahiptir (Mendi ve ark., 2017). Tsuji-Naito tar¢inin c-fos/NFATcl yolagini
engelleyerek RANKL ile indiiklenmis osteoklastogenezi onledigini gostermistir (Tsuji-
Naito, 2008). Tar¢inin ayrica osteoporozlu siganlarda ALP, runx2, OCN ve tip kollajen
tiretimini, osteoblast farklilasma ve c¢ogalmasini arttirarak ve osteoklast sayisini
azaltarak kemik yapimini arttirip yikimini azalttigi bildirilmistir (Wu ve ark., 2018).
Osteoporozlu siganlarda kemik yapimina ek olarak anjiyogenezin arttigi da
gosterilmistir (Weng ve ark., 2019). Tar¢inin enflamasyonu Onleme, osteoklastik
aktiviteyi azaltarak osteoblastik aktiviteyi arttirma etkisi periodontal hastaligin

onlenmesinde olduk¢a 6nemlidir.

2.4.2 Karanfil ucucu yagi ve biyolojik etkileri

Karanfil, Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry olarak bilinen, Endonezya’da
tropikal bir adada yetisen bir agacin aromatik c¢icek tomurcuklaridir ve genellikle
baharat olarak kullanilirlar (Chaieb ve ark., 2007; Yogalakshmi ve ark., 2010).
Iceriginde en ¢ok bulunan bilesik yaklasik olarak %9-%15 oranlarinda olan bir
hidroksifenol propen olan ¢jenoldiir. Karanfil yaginin topikal uygulamalar1 agr1 giderici
olarak ve iyilesmeyi hizlandirmak i¢in kullanilir (Chaieb ve ark., 2007). Karanfilin
ayrica antimutajenik, anti-enflamatuvar, anestetik ve antioksidan etkileri bildirilmistir
(Bakour ve ark., 2018; Huss ve ark., 2002; Miyazawa ve Hisama, 2003; Ogata ve ark.,
2000; Winska ve ark., 2019; Yogalakshmi ve ark., 2010) (Moon ve ark., 2011; Zhang,

Y., Wang, ve ark., 2017). Karanfilin bilinen en 6nemli etkisi antibakteriyel etkisidir ve
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bu etki i¢indeki 6jenolden kaynaklanmaktadir (Moon ve ark., 2011; Zhang, Y., Wang,
ve ark., 2017). Ojenol, bakteri hiicre membran sekil ve biitiinliigiinii bozarak, iyon
tasinimin1 engelleyerek, bakterilerin belirli enzim sentezini Onleyerek ve hiicre igi
reaktif oksijen tiirevi (ROS) iiretimini arttirarak hiicre 6liimii saglamaktadir (Marchese

ve ark., 2017).

Karanfil ugucu yagi giiclii bir antimikrobiyal ajandir. En direncli patojenik bakterilere,
Staphylococcus aureus dahil, etki gostermektedir ancak bu etkisi, fibroblast ve
osteoblast hiicreleri gibi yapisal konak hiicrelerini de olumsuz etkileyebilmektedir
(Junka ve ark., 2019). Bununla birlikte, karanfil ekstraktinin LPS ile indiiklenen nétrofil
sayilarini azaltarak ve noétrofillerden myeloperoksidaz, MMP-2 ve MMP-9 iiretimini
onleyerek onemli bir anti-enflamatuvar etki sagladigi da bildirilmistir (Chniguir ve ark.,
2019). Karanfil ugucu yaginin dental pulpa kok hiicrelerinde TNF-o uyarimi sonrasinda
IL-6 seviyesini Onemli Olgiide disiirdiigii ve pulpa hiicre canliligini etkilemedigi
gosterilmistir (Mendi ve ark., 2017). Bununla birlikte, karanfil yagi COX-2 iiretimini
azaltarak da anti-enflamatuvar etki saglamaktadir (Baker, 1. ve ark., 2013). Karanfil
yag1, deney hayvanlarinda olusturulan enflamasyonu da dalak, karaciger, kalp ve mide
gibi organlara yan etki gostermeden 6nemli dl¢lide onlemistir (Ibrahim, F. M. ve ark.,

2017).

Karanfil yag: icindeki 6jenol sayesinde kemik metabolizmasi iizerinde de kritik bir role
sahiptir. Ojenoliin RANKL ile indiiklenen osteoklastik aktiviteyi engelledigi, NF-«xB
yolagin1 bloke ettigi ve doku yikim enzimleri TRAP, katepsin K ve MMP-9 {iretimini
onemli diizeyde dustirdiigii gosterilmistir (Deepak ve ark., 2015). Ayrica karanfil
yaginin osteoporoziin yol actifi kemik densitesi, dayanikliligi ve mineral icerigindeki
azalmay1 Onlemeden basarili bulundugu da bildirilmistir (Karmakar ve ark., 2012).
Sahip oldugu anti-enflamatuvar, antioksidan ve kemik metabolizmasi iizerine etkileri
sayesinde karanfil yagi periodontal enflamasyon ve iligkili hastaliklar1 nlemede basarili

olabilir.
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Ucucu yaglar ¢ok farkli biyolojik etkilere sahip dogal ajanlardir. Ancak ugucu yaglarin
bircogu 1s1, 151k, oksijen, nem gibi kosullardan etkilenerek hizli bir bozulmaya
ugrayabilir. Ek olarak agiz yoluyla alimlar1 sonrasinda kana karisana kadar bozulmaya
ugrayabilir veya biyoyararlanimlar1 diisebilir. Bu nedenle ucucu yaglarin fiziksel ve
kimyasal yapilarinin bozulmadan biyoyararlanimlarinin artmasi amaciyla lipozom

formiilasyonlari gelistirilmistir.

2.5 Lipozom

Lipozom en az ¢ift tabakali bir lipit katmaninin bir ajan1 gevreledigi kiiresel vezikiil
formunda bir olusumdur. Lipozomlarin dis tabakalar1 fosfolipitlerden olusur ve iki
tabakali bu fosfolipit yapisi igerisinde tasinan maddeyi ¢evreler (Dua ve ark., 2012).
Lipozom hazirlamak i¢in genel hatlar1 ile birbirine benzeyen ancak farkli bazi

yontemler vardir ve bu yontemlerin se¢imi:

. Kapsiillenmesi istenen malzemenin ve lipozomal bilesenlerin fizikokimyasal
ozelliklerine

. Lipit vezikiillerin olusturulacag: sivinin yapisina

. Kapsiillenecek maddenin etkili konsantrasyonu ve toksisitesine

. Vezikiil olusturulmasi sirasinda gerekli olan ilave islemlere

. Hedeflenen lipozom uygulamasi i¢in elde edilecek olan vezikiillerin biiyiikliik,

dispersite (dagilma) ve raf dmriine

. Verimli ve giivenli biiyiik 6lgekli tiretim gerekliligine baghdir (Akbarzadeh ve
ark., 2013; Reza Mozafari ve ark., 2008).

Lipozom olusumu i¢in ilk olarak polar bir ¢oziiciide lipitlerin ve kapsiillenecek
maddenin ¢oziilmesi gereklidir. Daha sonra ¢oziiciiniin uzaklastirilarak lipit ve ajanin su
icinde dagilimi saglanir ve sonikasyon lipozom olusumu i¢in genellikle uygulanan bir

yontemdir. Ancak sonikasyonun eksik yapilmasi diizgiin olmayan c¢ok katmanh
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lipozomlara yol agabilecegi gibi ¢ok fazla yapilmasi da kapsiillenecek madde ve

lipozomda hasar olusturabilir (Sherry ve ark., 2013).

Geleneksel lipozomlarin ana malzemeleri lesitin ve kolesterol gibi dogal ve giivenli
bilesenlerdir. Lipozomlar, biyouyumluluk, biyoyararlanim, ¢oziinmeyen bilesiklerin
¢cozlinmesi ve siirekli salim performansi gibi birgok avantaja sahiptir (Kim, H.-H. Y. ve
Baianu, 1991; Neethirajan ve Jayas, 2011). Lipozom kapsiillemesi ile ugucu yaglarin
ucuculugu ve kimyasal kararsizligi kimyasal igerikleri degistirilmeden azaltilabilir.
Lipozomlar ayrica hiicrelerin pasif absorpsiyon mekanizmasini gii¢lendirebilen ve
malzemelerin tasinma direncini azaltabilen hiicre alti boyutlarindan dolayr ugucu
yaglarin antimikrobiyal aktivitesini de artirabilir (Jun-xia ve ark., 2011). Lipozomlar
biyolojik olarak uyumlu, viicut sivilarinda ¢oziinebilir, toksik ve immiinojenik olmayan
yapilardir. Kapsiilledikleri ajanlarin farmakokinetiklerini ve biyodagilimini arttirarak,
toksisitelerini azaltarak ve ajanlara hedef segiciligi saglayarak ajanin serbest

kullanimina avantaj saglarlar (Dua ve ark., 2012).

Farkli ugucu yag lipozomu hazirlama yontemleri tanimlanmigtir. Bunlardan baslicalari
ince film hidrasyon yontemi, ters faz buharlastirma yontemi ve siiperkritik sivi
teknolojileri yontemleridir ve bu yontemler de zamanla modifiye edilerek farkli
alternatifleri olusturulmustur (El Asbahani ve ark., 2015). Bu yontemler iginde kiigiik
Olcekli kullanimlara en uygun ve hazirlamasi en pratik olan yontemlerden biri ince film
hidrasyon yontemidir (Sherry ve ark., 2013). Ancak bu yontem ¢ok lamelli nispeten
biiyiik lipozomlarin olugsmasini saglar. Lipozom biiyiikliigiinii azaltmak ve multilameller
yapiyt kii¢iiltmek icin ekstriizyon, homojenizasyon veya sonikasyon gibi islemlere ve
elde edilen lipozomu saflastirmak icin de santifiij, ultrafiltrasyon veya diyaliz gibi
yontemlere gereksinim vardir (El Asbahani ve ark., 2015). Ince film hidrasyon ydntemi

ile lipozom hazirlama Sekil 2.9°da gosterilmistir.
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Sekil 2.9: Ince film hidrasyon yontemi ile lipozom hazirlama. Asbahani ve ark.’nin
makalesinden Tiirkge’lestirilmistir (El1 Asbahani ve ark., 2015).

Lipozomlar hapsettikleri maddenin etkinlik siiresini uzatarak, hedef organina varana
kadar bozulmasini engellerler (El Asbahani ve ark., 2015; Sebaaly ve ark., 2015; Sherry
yiksek  dozlarmin  konak hiicrelerini  olumsuz etkileyebilecegi  durumlar
engelleyebilirler. Ayrica esansiyel yaglarin kararsizligini dnleyerek, karanfil yaginin
stiresini uzatarak biyoyararlanimini arttirabilirler. Bu sayede, tar¢in ve karanfilin anti-
enflamatuvar ve antimikrobiyal etkileri enfeksiydoz ve enflamatuvar hastaliklarin

onlenmesi ve tedavisinde yardimci olabilir.
2.6 Hipotez ve Amag¢
Bu ¢aligmanin hipotezi, antibakteriyel ve anti-enflamatuvar etkilere sahip oldugu bilinen

ucucu yaglarin lipozoma hapsedilmis formlarinin deneysel periodontitise bagli olusan

enflamasyon ve kemik yikimini 6nleyebilecegi yoniinde kurulmustur.
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Bu c¢alismanin amaci kuvvetli antibakteriyel ve anti-enflamatuvar etkiye sahip olan
tarcin ve karanfil ugucu yag lipozomlarinin deneysel olarak olusturulmus periodontitisi

Onlemedeki etkisinin arastirilmasidir. Bu amagla;

. Lipozoma hapsedilmis tar¢gin ve karanfil yaglarmin alveol kemik kayb1

seviyelerine etkisinin belirlenmesi,

. Lipozoma hapsedilmis tar¢in ve karanfil yaglarinin periodontal ligamentteki
enflamatuvar hiicre sayilarina ve enflamatuvar gostergeler olan iNOS ve COX-2 alveol

kemikte ve periodontal ligamentteki seviyelerine etkisinin belirlenmesi ve

. Lipozoma hapsedilmis tar¢in ve karanfil yaglarinin kemik dokusundaki
osteoblast ve osteoklast sayilarina ve kemik yikim gostergeleri olan RANKL ve OPG

seviyelerine etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Calisma Tasarim ve Gruplar

Bu aragtirma Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan onaylanmistir. Arastirmada ortalama 250-300 gr agirliginda Wistar cinsi disi
siganlar kullanilmistir. Toplamda 28 adet sigan 21+£1°C sicaklikta, 12 saat
aydinlik/karanlik 151k dongiisii ve %40-60 nem orani standardini saglayacak sekilde ayri
metal kafeslerde tutulmustur. Calismanin deneysel asamalar1 Tokat Gaziosmanpasa
Universitesi T1ip Fakiiltesi Hayvan Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Calismada 28
adet sigan rastgele 4 calisma grubuna boliinmiistiir. Negatif kontrol grubundaki
sicanlarda deneysel diseti hastaligr olusturulmamistir. Hastalik grubu ve deney
gruplarindaki siganlarda deneysel diseti hastaligi olusturulmustur. Diseti hastalig
olusturulmasi i¢in hayvanlarin alt ¢ene birinci biiyiikk azi disleri seg¢ilmistir. Diseti
hastalig1 bakteri inokiilasyonu ve ligatiir yerlestirilmesi ile gerceklestirilmistir. Calisma

gruplar1 asagidaki sekilde olusturulmustur:

1. Kontrol grubu (Negatif kontrol grubu, K, n=6 sigan), si¢anlara herhangi bir

hastalik olusturulmamistir ve herhangi bir tedavi uygulanmamustir.

2. Periodontitis grubu (Hastalikli kontrol grubu, P, n=6 sican), deneysel olarak
diseti hastaligi (periodontitis) olusturulmus ve siganlar ¢alisma sonuna kadar tedavi

edilmeden bekletilmistir.

3. Tarcin yagi lipozomu grubu (Deneysel hastalik+tarcin yagi lipozom, TLp, n=8
sican), deneysel olarak diseti hastaligi olusturulmus ve siganlar ¢alisma sonuna kadar

tarcin yagi igeren lipozom siispansiyonu ile tedavi edilmistir.

4. Karanfil yag1 lipozomu grubu (Deneysel hastalik+karanfil yag: lipozomu, KLp,
n=8 si¢an), deneysel olarak periodontitis olugturulmus ve siganlar ¢aligma sonuna kadar

her giin karanfil yag1 iceren lipozom siispansiyonu ile tedavi edilmistir.
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3.1.2 Deneysel periodontitis olusturulmasi ve lipozom uygulamasi

Deneysel periodontitis ligatiir yontemi ile birlikte bakteri inokiilasyonu ile
gergeklestirildi. Bakteri enfeksiyonu ig¢in insanlarda hizli ilerleyen ve tedaviye zayif
yanit veren bir periodontitis modeli ile iligkili olan, viriilans1 yiiksek, ¢ogaltilmasi ve
uygulamasi daha pratik olan patojenik bir bakteri olan A. actinomycetemcomitans tercih
edildi.

Bakteri kiltiriniin hazirlanmasi

A. actinomyecetemcomitans Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu (American Type
Culture Collection, ATCC33384) firmasindan satin alinmistir. Soguk zincir tasima ile
gelen bakteriler firmanin direktifleri dogrultusunda +4°C’de saklanmustir. Bakteri
kiltiri hazirlanirken genel sivi besi yeri ve Mueller-Hinton agar besi yeri
kullanilmistir. Nutrient Broth (Merck, Darmstadt, Almanya) iiretici firmanin 6nerileri
dikkate alinarak, distile su icerisinde 8 g/L olacak sekilde eritildikten sonra 121°C’de 15
dakika otoklavlanmistir. Hazirlanmis olan besiyerinin pH’ 1 25° C* de 7+0.2’dir. Her bir
bakteri i¢cin 500 mikrolitre (uL) NB olacak sekilde steril cam tiiplere aktarilmistir. Sonra
steril metal spatiil aracilifiyla stok kiiltiirden alinan bakterilerin inokiilasyonu

gerceklestirilmistir.

Mueller-Hinton Agar (Oxoid, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) besiyeri,
firmanin direktifleri dogrultusunda 38.0 g/L olacak sekilde distile su i¢inde 1sitilarak
eritilip, otoklavda 121°C ’de 15 dakika sterilize edilmistir. Daha sonra 45-50° C’ye
sogutulup, %5’lik fibrinsiz koyun kani ilave edilip kanli agar olusturulmus, steril petri
kaplarina 20'ser ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve agik
kirmiz1 renkte olup, 25 °C 'da pH's1 7.3+0.1'dir. Stok kiiltiirden alinarak inokule edilmis
bakterileri igeren NB’tan 10 pL alinarak kanli agar plak {izerine cam baget araciligiyla
yayma teknigi kullanilarak ekim yapilmistir. A. actinomyecetemcomitans %5’lik CO2’li
ortamda 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Calisma esnasinda

mikroorganizmalarin saf kiiltiir olarak tireyip tiremedigi kontrol edilmistir.
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Elde edilen bu kiiltiirden bir klon toplanmis ve genel s1v1 besi yerine alinmigtir. 4. glinde
bakteriler toplanarak ve 7000g’de 15 dk. santrifiij edilmistir. Final konsantrasyon %2lik
metilseliiloz igeren fosfat tampon soliisyonda 108/ml olacak sekilde spektrofotometrik

olarak ayarlanmistir. Elde edilen bakteri soliisyonu asagidaki protokolle uygulanmaistir.

Tiim sicanlara orijinal oral bakteri ylikiinii azaltmak i¢in 4 giin boyunca antibiyotik
tedavisi (Devapen, Deva holding, Istanbul, Tiirkiye, 1x1) verilmis ve sonrasinda 3 giin
antibiyotik uygulanmaksizin beklenmistir. Elde edilen bakteri soliisyonu giinde 1 kez 2
giin araliklar toplamda 3 kez olmak iizere agiz bosluguna uygulanmistir. Periodontitis

olusturulmayan olan hayvanlara metilselliiloz igeren fosfat tampon uygulanmaistir.

3.1.3 Ligatiir yerlestirilmesi

Bakteri inokiilasyonu sonrasinda ligatiir yerlestirmek i¢in siganlar ksilazin (Rompun,
Bayer, Leverkusen, Almanya, 3mg/kg i.p.) ve ketamin hidrokloriir (Ketalar, Eczacibasi,
Istanbul, Tiirkiye, 90mg/kg i.p.) ile anestezi altina alinmustir. Tiim hayvanlarin alt cene
birinci biiyiik az1 dislerinin ¢evresine steril ipek ligatiirler yerlestirilmistir. Yerlestirilen
bu ligatiirler ortamda yiyecek artiklarinin ve agiz bakterilerinin daha fazla birikmesine
ve kolonizasyonuna yol acarak disetlerinde iltihabi bir reaksiyon baslatmistir. Ligatiir

yerlestirilen siganlarin temsili fotografi Sekil 10°da gosterilmistir.

7

>

Sekil 3.1: Wistar Albino Sigan. Anonim, 15/12/2019
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3.1.4 Lipozom hazirlanmasi

Lipozomlar literatiirde daha once tanimlanmis olan bir protokole gore ilgili yaymlar
referans alinarak hazirlanmistir (Ajiboye ve ark., 2019; Altuntas ve ark., 2014; Peters ve
Caldwell, 1994). Kullanilmasi planlanan ugucu yaglar ticari olarak satin alinmigtir (SNS
GIDA KOZMETIK TIC. ve SAN. LTD. STL.). Tar¢in ucucu yag1 soguk sikim ydntemi
ile elde edilmis olan ve ana bileseni trans-sinnamalehitten olusan bir ugucu yagdir.
Karanfil ucucu yagi ise su distilasyon yontemiyle elde edilmis olan ve ana bilesen
6jenol olan bir ugucu yagdir. Tar¢in ugucu yagi lipozomu hazirlamak i¢in 8.4 gr tar¢in
ucucu yagi, 2 gr soya lesitini ve 0.4 gr kolesterol kullanilmistir. Karanfil ugucu yagi
lipozomunu hazirlamak i¢in 2.8 gr karanfil ugucu yagi, 2 gr soya lesitini ve 0.4 gr
kolesterol kullanilmigtir. Soya lesitini ve kolesterol (Sigma Aldrich, Missouri, ABD) (5:
1) triklorometan igerisinde ¢oziindiiriiliip, kullanilacak ugucu yag ile karistirilmistir.
Karigim bir doner buharlastiricida ince bir film olusana kadar buharlastirilmis ve
vakumlu bir firinda 30 °C'de 24 saat kurutulmustur. Ardindan, lipit filmi fosfat tampon
cozeltisinde (PBS)'de (pH = 7.2) siispande edilmis ve ultrasonik titresim saglayan bir
cihazda 360 W'de 30 dakika boyunca bekletilmistir. Son olarak karisim 6.000 rpm'de 15
dakika santrifiij edilmistir ve lipozomlar 0.22 pm’lik membranda siiziilmiistiir. Stizme
isleminden sonra lipozomlar oda sicakliginda kurumaya birakilmis ve kurduktan sonra
kapali bir plastik kap i¢inde buzdolabinda kullanim giinline kadar saklanmistir. Ugucu
yaglarin lipozomal yapilar1 Gaziosmanpasa Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Fizikokimya Anabilim Dalinda Prof. Dr. Cemil Alkan yardimiyla hazirlanmistir.

Lipozom hazirlama goriintiileri Sekil 11°de gosterilmistir.

Sekil 3.2: Lipozom hazirlama asamalarinin goriintiileri.
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Lipozomlarin enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi

Ik 6nce, gaz kromatografi yontemi ile ile 1 ml etanolde ¢dziinmiis 0.1, 0.2, 0.4, 0.6 ve
0.8 mg tar¢in ve karanfil yagi ¢ozeltilerinden standart bir egri elde edilmistir (Wen ve
ark., 2010). Daha sonra, lipozomlar etanol iginde eritilmistir ve ultrasonik bir dalgaya
maruz birakilmistir. Daha sonra, karisim 6.000 rpm'de 15 dakika santriflijlenmis ve
siipernatant gaz kromatografi yontemi ile analiz edilmek {iizere uzaklagtirilmistir.
Enkapsiilasyon etkinligi Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Fen Fakiiltesi

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Targ¢in yagi ¢ozeltilerinden elde edilen standart egrinin denklemi:
Y =-1.57408e+007+236052*X R"2 =0.9934

Karanfil yagi ¢6zeltilerinden elde edilen standart egrinin denklemi:
Y =-1.31554e+007+296822*X R"2 =0.9675

Kullanilan ticari tar¢in yaginin trans-sinnamaldehit, propilen glikol, hidroksi propil eter,

silan ve propanol i¢erdigi bulunmustur.

Kullanilan ticari karanfil yagmin §jenol, propilen glikol, silan ve propanol igerdigi

bulunmustur.

Coklu dagilma indeksi (PDI) ve Zeta potansiyeli

Zeta size-potansiyeli analizi, parcacik boyutu, molekiil biyiikligi, molekiil agirligi,
zeta potansiyeli, protein yiikii ve reolojik 6zelliklerin belirlenmesinde kullanilmaktadir
(Song ve ark., 2014). Lipozomlarin zeta potansiyeli analizleri bir zetasizer cihazi
(Malvern ZetaSizer Nano SZP) ile hizmet alim1 olarak belirlenmistir (Hitit Universitesi
Bilimsel Teknik Uygulama ve Arastirma Merkezi, HUBTUAM). Pargacik biiyiikligi
ve PDI, dinamik bir 1sik sac¢ilim zeta sizer ile belirlendi. Zeta potansiyeli, 25 ° C'de
katlanmis kapiller hiicrelerde 6lgiildii ve tar¢in lipozomlar i¢in -54,6 mV ve karanfil
lipozomlari i¢in -50,2 olarak bulunmustur. Lipozomlarin zeta potansiyeli sonuglar1 Sekil

12’°de gosterilmistir.
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Mean (mV) Area (%} St Dev (mV) B Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)

Poak 1: -54,6 100,0 7,00 Peak 1: -50,1 99,8 7,07
Peak 2: 0,00 0.0 0,00 Peak2: -76,1 02 1,39
Conductivity (mS/cm): 0,0301 Peak 3: 0,00 00 0,00 Conductivity (mSfcm): 0,0241 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality Good Result quality Good

Zeta Potential Distribution Zeta Potential Distribution

‘ 200000
150000 \ 150000 |

S 100000 {

Record 29: 18-KYL-11 num 5 1

Sekil 3.3: Lipozomlarin zeta potansiyeli analizi sonuglari. A: Tar¢in lipozom, B:

Karanfil lipozom

Lipozomlarin tarama elektron mikroskobu (TEM) goriintiilerinin alinmast ve

boyutlariin belirlenmesi

Numuneler, agat havaninda daha homojenize bir boyut i¢in ezilerek ince toz hale
getirilmis, karbon bant ile stap ilizerine alinarak uygun vakumda altin kaplama
yapilmustir. Kaplama yapildiktan sonra, ETD dedektorii ile SE Modda ytiksek vakumda
FEI QUANTA FEG450 model cihaz ile analizleri yapilmistir. Goriintii netligi ve
numune boyut agisindan uygun Voltaj ve Z yiiksekliklerde analizler yapilmistir. Genel
olarak toz numuneler yaklasik olarak (elektron tabancasina) 10-20 mm ytikseklikte ve
elektron uygulama alan spotu goriintii ¢oziiniirligii agisindan 1-7 araliginda 3. spot
kullanilmistir. Cihaz maksimum 30 kV Voltaj ile ¢alismakta olup yapilan analizler
uygun deger voltajlarda (numune i¢in 10-15 kV) gerceklestirilmistir. TEM analizleri Dr.
Cengiz Temiz (Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi) tarafindan gerceklestirilmistir.

Lipozomlarin TEM goriintiileri Sekil 13°te gosterilmistir.
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Sekil 3.4: Lipozomlarin TEM goriintiileri. A: Tar¢in yagi lipozom, B: Karanfil yagi

lipozom

3.1.5 Lipozom uygulanmasi

Calisma gruplarindan K grubuna herhangi bir uygulama yapilmamistir. P grubuna
sadece ligatiir yerlestirilmis ve A.actinomycetemcomitans inokulasyonu yapilmistir.
KLp grubuna ligatiir yerlestirilmis, bakteri inokiilasyonu yapilmis ve karanfil yaginin
lipozoma hapsedilmis formu 0.5 ml distile suya eklenerek karistirilmis ve ince bir metal
boru araciligiyla dogrudan hayvanlarin midesine verilmistir. TLp grubuna da ayni
sekilde ligatiir yerlestirilmis, bakteri inokiilasyonu yapilmis ve tar¢in yaginin lipozoma
hapsedilmis formu 0.5 ml distile suya eklenerek karigtirilmig ve ince bir metal boru
aracilifiyla dogrudan hayvanlarin midesine verilmistir. Her sicana uygulanan giinliik
karanfil ugucu yag1 lipozomu, 25 mg/kg karanfil ugucu yagi icermek {izere
ayarlanmistir. Her sigana uygulanan giinliik tar¢in ugucu yagi lipozomu ise 75 mg/kg

tar¢in ugucu yagi icermek iizere ayarlanmistir.
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3.2 Sakrifikasyon

Calismanin 15. giiniinde anestezi altinda tiim siganlar 200 mg/kg i.p. pentotal sodyum
(Ekipental, Tiimekip ila¢ San, Istanbul, Tiirkiye) enjeksiyonu ile sakrifiye edildi ve
sicanlarin alt c¢eneleri ¢ikarildi. Cikarilan ¢eneler %10’luk formaldehit soliisyonunda
fikse edildi ve stereomikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya) ile x16 biiylitme

altinda incelendi. Ceneler daha sonra histolojik doku takibi asamalarina tabi tutuldu.

3.3 Stereomikrosop ile Cenelerde Kemik Kaybinin Incelenmesi

Sakrifikasyondan sonra c¢ikarilan g¢eneler stereomikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen,
Almanya) ile 16x biiyiitme altinda incelendi. Stereomikroskoba entegre kamera ve
bilgisayar programi yardimiyla (Axiovision, Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya)
cenelerin standardize fotograflari alindi. Fotograf {izerinde ¢ene kemigindeki yikim
alanlar1 mesafe ve alan Ol¢iimii ile belirlendi. Alveol kemik kaybinin 6l¢iimii i¢in
mandibulalar metilen mavisi ile boyandi. Metilen mavisi kemik ve dis dokularinin
ayrimini kolaylastiran ve doku yapisini etkilemeyen bir boyadir. Boyama sonrasinda
mine sement sinir1 alveol kret tepesi arasindaki mesafe dlgiilerek kaydedildi. Olgiimler

bittikten sonra ¢eneler akan su altinda yikanarak metilen mavisi boya uzaklastirildi.

3.4 Histolojik Inceleme

Sag ¢eneler % 10 noétral tamponlu formalinde sabitlendikten sonra, demineralizasyon
islemi tamamlanana kadar 10 hafta boyunca haftada iki kez etilendiamintetraasetik asit
iceren fiksatif-eklenmis bir dekalsifikasyon ¢ozeltisinde (GBL Co., Istanbul, Tiirkiye)
bekletildi. Dekalsifikasyon sonrasinda, drnekler farkli konsantrasyonlarda etanol serileri
ile dehidrate edildi. Sonrasinda ksilen ile seffaflastirildi ve parafine gomiildii. Histolojik
analizler, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
laboratuvarinda Dog¢. Dr. Fikret Gevrek tarafindan yapildi. Parafine gOmiilmiis

orneklerden 5 pm seri kesitler alind1 ve hematoksilen-eozin (HE) ve immiinohistokimya
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boyama iglemleri gergeklestirildi. Tiim histolojik degerlendirmeler 151k mikroskobu ile

(Nikon, Tokyo, Japonya) gerceklestirildi.

Osteoblast ve inflamatuvar hiicreler i¢in hematoksilen-eozin boyasi uygulandi.
Osteoklast hiicreleri i¢in asit fosfataz (TRAP) enzim boyasi uygulandi. Ayrica ¢ene
kemiklerindeki kemik yapim ve yikimini degerlendirebilmek i¢in kesitler kemik yapim
ve yikim gostergeleri olan OPG ve RANKL ve enflamasyon gostergeleri olan iNOS ve
COX-2 tespiti i¢in immiinohistokimya ile boyandi. Histolojik kesitlerde mandibular
birinci molar disin mesial ve distal kisminda periodontal dokularin koronal yarisi

incelendi.

3.4.1 Osteoblast hiicresi sayimi

Kemik yapan osteoblast hiicreleri kiibik sekilli hiicrenin merkezinde yuvarlak bir
cekirdegi olan ve kemik yiizeyi ile temas halinde olan sira halinde dizilmis hiicreler
olarak gozlendi. Osteoit ile sinirlandirilmis ve periodontal ligamente komsu olan kiibik
sekilli hiicreler aktif osteoblast hiicreleri olarak kabul edildi. Bilgisayar ekraninda hiicre
sayimi i¢in bilgisayar ve 151k mikroskobuna biitiinlesmis bir program ile (NIS Elements,
Nikon Instruments Europe BV, Amsterdam, Hollanda) x1000 biiyiitme altinda 10000
pm?2'lik bir sayim cergevesi ¢izildi ve ¢ergevenin i¢indeki osteoblast hiicreleri sayildi.
Sayimlar ti¢ farkli yerden yapildi ve ii¢ sayimin ortalamasi o hayvanin osteoblast sayisi

olarak kaydedildi.

3.4.2 Enflamatuvar hiicre saymmi

Enflamatuvar hiicre sayimi i¢in periodontal ligamentin mesial ve distal bolgelerinin
koronal yaris1 incelendi ve osteoblast hiicresi sayimi ile ayni sekilde x1000 biiyiitmede
10000 pwm2’lik bir gerceve ¢izildi. Bu alandaki enflamatuvar hiicreler (nétrofil,
makrofaj, lenfosit, eozinofil ve plazma hiicreleri) sayildi. Sayimlar {i¢ farkli noktadan

yapildi ve bu ii¢ Ol¢limiin ortalamasi hayvanin enflamatuvar hiicre sayisi olarak
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kaydedildi. Hiicreler ayni program aracilifiyla sayildi (NIS Elements, Nikon
Instruments Europe BV, Amsterdam, Hollanda).

3.4.3 TRAP enzim boyamasi

Deparafinize edilmis kesitler, TRAP enzimi iireten aktif osteoklastlar1 tanimlamak i¢in
literatiirde belirtilen yontemle TRAP boyamasina tabi tutuldu (Balci ve ark., 2019; Balci
Yuce ve ark., 2018). ilk 6nce ornekler alkolde rehidrate edildi ve sonrasinda 0.2 M
asetat tamponu, 0.2 M sodyum asetat ¢dzeltisi ve sodyum tartrat dibazik dehidrat i¢eren
bir siv1 ¢ozeltiye konuldu. Oda sicakliginda 20 dakikalik inkiibasyondan sonra, naftol
AS-MX fosfat ve fast red boyasi eklendi ve ardindan 37°C'de 1 saat inkiibasyon yapildi.
TRAP-pozitif osteoklastlar parlak kirmiz1 renk alincaya kadar inkiibasyon devam etti.
Parlak kirmizi boyama gozlendiginde kesitler deiyonize su ile yikandi ve hematoksilen
ile zit boyama yapildi. Bir lakuna icinde kemige temas eden dev ¢ok cekirdekli hiicreler
osteoklast olarak kabul edildi ve sayildi. Osteoklast hiicre sayimi mandibuler molar
disin mesial ve distal bdlgelerinin koronal yarisindan yapildi. Sayimlar 3 kez tekrarlandi

ve ortalamalar kaydedildi.

3.4.4 immiinohistokimya boyamasi

Kesitler ilk 6nce 37°C’de 2 saat bekletildi ve parafin uzaklastirildi. Daha sonra sirasiyla
ksilen ve alkolle muamele edildikten sonra, endojen peroksidaz aktivitesini baskilamak
icin %3’liik hidrojen peroksitte bekletildi. 30 dakika boyunca serum ile inkiibasyondan
sonra, 0rnekler gece boyunca primer antikorlarla inkiibe edildi. Kullanilan antikorlar ve
derisimleri: poliklonal anti-iNOS antikoru (1: 100, Abcam, Cambridge, Ingiltere), anti-
OPG antikoru (1:100, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD), anti-RANKL
antikoru (1:100, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD) ve anti-COX-2 (1:100,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD). Inkiibasyondan sonra kesitler 3 kez
5’er dakika fosfat tampon soliisyon ile yikandi ve sonrasinda 30 dakika siiresince
biyotinlenmis immiinoglobulin G sekonder antikoru ile inkiibe edildi. Bu inkiibasyon

sonrasinda da beser dakikalik 3 yikama sonrasinda 30 dakika boyunca streptavidin-
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horseradish peroksidaz konjuge reaktif ile reaksiyona konuldu. Yine 3x5 yikama
sonrasinda immiinoreaktiviteyi goriilmesi i¢in drnekler AEC kromojenle inkiibe edildi.
Kesitlere daha sonra hematoksilen ile zit boyama yapildi ve boyamalar dijital bir
program (NIS Elements, Nikon Instruments Europe BV, Amsterdam, Hollanda) ve 151k

mikroskobu kullanilarak analiz edildi (Nikon, Tokyo, Japonya).

3.4.5 immiinohistokimya boyama degerlendirmesi ve H skoru hesaplama

1000x biyiitmeli 151k mikroskobu altinda incelenecek her bir hayvana ait kesitlerde alt
¢ene birinci az1 dis ¢evresinden bes alan se¢ildi. Her kesitte mandibuler birinci molar
disin mesial ve distalindeki periodontal ligament ve alveol kemik alanlarindaki hiicreler
boyanma durumlarina gére sayildi. Bu bolgelerdeki hiicrelerin sayimi, immiin boyama
yogunluguna gore yapildi. 10000 pm2'lik bir sayim ¢ercevesi alanindaki tiim hiicreler,
boyama yogunluklar1 dikkate alinarak sayildi. Bu sayimlar sirasinda, hem pozitif
immiinoreaktivite gosteren hiicrelerin sayist hem de bu hiicrelerin immiinoreaktif
yogunluk dereceleri ve boyanmayan tiim hiicreler de dikkate alindi. Boyanma
skorlamasinda boyama olmamasi '0', hafif boyama yogunlugu '1', orta seviyede boyama

'

yogunlugu '2' ve yiiksek boyama yogunlugu '3' olarak degerlendirildi. Incelenen bes
alanin ortalamasi alindi. Sayimlarin sonuglarini sayisal bir degere doniistiirmek igin,
histoloji skoru (H Skor) formiilii [> Pi (i + 1)] kullanild1 (Karatas ve ark., 2019). Bu
formiilde, i: boyama yogunlugu skorunu ve Pi: boyanan hiicrelerin yilizdesini ifade

etmektedir. Bu islem RANKL, OPG, iNOS ve COX-2 i¢in ayr1 ayr1 gerceklestirildi.

3.5 istatistiksel Degerlendirme

Calismadaki tiim veriler bir istatistik analiz programi ile (IBM SPSS, New York, ABD)
ile analiz edildi. Ilk olarak tiim verilerde varyanslarin homojenlik testi Bartlett testi ile
gerceklestirildi. Parametrik varsayimlari yerine getiren veriler i¢in ikiden ¢ok bagimsiz
grup ortalamalarinin karsilagtirmasinda One-Way ANOVA ve coklu karsilastirmalar
icin Tukey testi kullanildi. Parametrik varsayimlari yerine getirmeyen iki ve ikiden ¢ok

bagimsiz gruplar i¢in Mann Whitney U ve Kruskall Wallis testleri kullanildi.
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Parametrelerden osteoklast sayisi ve osteoblast sayisi, icin Mann Whitney U ve
Kruskall Wallis testleri kullanildi. Kemik kayb1 alani, kemik kaybi mesafesi,
inflamatuar hiicre sayisi, iNOS ve COX-2, RANKL ve OPG seviyeleri i¢in ise One-
Way ANOVA ve Tukey testi kullanildi. Yanilma diizeyi 0.05 olarak alinarak

istatistiksel degerlendirmeler gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

Tim calisma gruplarinda caligma siiresince herhangi bir komplikasyon olusmadi ve

siganlarda deneysel periodontitis basarili bir sekilde olusturuldu.

4.1 Cenelerin Stereomikroskop Altinda incelenmesi

Hayvanlarda diseti hastalifina bagli olarak olusan kemik kaybi iki sekilde olgiildii.
Birincisi, disin mine-sement sinirinin bagladigi yerden itibaren kemigin en iist sinirina
kadar olan mesafenin 6l¢iimii olarak gerceklestirildi. Ikincisi ise bu mine-sement siniri,
kemigin {ist sinir1, disin mesiyal ve distal sinirlar1 arasinda kalan dikddrtgenimsi alanin
alan Ol¢iimii seklinde yapildi (Sekil 14). Mesafe ve alan dl¢limleri karsilastirildiginda
hastalik olusturulmamis olan kontrol sicanlarinda bu mesafe ve alan diger gruplardaki
hayvanlara oranla anlamli diizeyde diisiik bulundu (p=0.004). Tedavi edilmemis
periodontitis grubunda kemik kaybi alan ve mesafesi diger gruplara oranla anlamh
oOlglide yiiksek bulundu. Gruplara ait kemik kayb1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli farklilik tespit edildi (p=0.001). Kontrol grubunda herhangi bir kemik kayb1
gbzlenmedi. Periodontitis grubunda alveol kemik kaybi diger gruplardan anlaml
diizeyde fazlaydi (p=0.02). Tar¢cin ve karanfil ucucu yagi uygulamasi deneysel
periodontitise bagli olarak gozlenen yikimi 6nemli diizeyde azaltti (p=0.03). Ayrica,
targin ve karanfil ugucu yagi lipozomlarinin kemik yikimini 6nlemedeki etkileri benzer
bulundu (p=0.06). Calisma gruplarinda kemik kaybi1 mesafesi ve alan oOlgiimleri

ortalamalar1 Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1: Alveol kemik kayb1 dl¢iimleri. Gruplarda ¢enelerdeki alveol kemik mesafesi
ve alani Ol¢limiiniin temsili goriintiileri gosterilmistir. Siyah oklar Olglilen kemik
mesafesini, kirmizi ¢erceve ise Olglilen kemik kayip alanini isaret etmektedir. A:
Kontrol grubu, B: Periodontitis grubu, C: Targin grubu, D: Karanfil grubu

Cizelge 4.1: Gruplarinda kemik kayb1 mesafe ve alan dlciimleri. Ustsimge olarak ifade
edilen farkli harfler istatistiksel farklilig: ifade etmektedir. testl: One Way ANOVA-
Tukey

Calisma Kontrol Periodontitis | Tar¢in Karanfil p
gruplary/ grubu grubu grubu grubu degeri
Calisma

parametreler

[

Kemik kaybi | 94.66+13.17 | 391.83+193.7 | 207.12+£32.2 | 232.12+14. | 0.01
alam ol¢iimii | 2 7° 4°¢ 98° testl
Kemik kaybr | 34.66+3.26% | 129.83+60.16 | 82.00+£3.29° | 93.62+9.53 | 0.001
mesafesi b ¢ testl
olciimii
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KONTROL PERIODONTITIS TARCIN KARANFIL

m Alan Mesafe

Sekil 4.2 Calisma gruplarinda kemik kaybi alan ve mesafe 6l¢timleri

4.2 Histolojik Bulgular

Histolojik kesitler periodontal ligamentteki enflamatuvar hiicre sayist ve alveol
kemikteki osteoblast ve osteoklast sayilar1 agisindan 151k mikroskobu altinda incelendi.
Calisma gruplarinin ortalama enflamatuvar hiicre, osteoblast ve osteoklast sayilari
Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Calisma gruplarinda periodontal ligament ve alveol

kemigin temsili histolojik kesit goriintiileri Sekil 4.3’te gosterilmistir.
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Sekil 4.3: Calisma gruplarinda temsili histolojik kesit goriintiileri. Siyah diiz oklar
osteoblast hiicrelerini, siyah ve beyaz kesikli oklar enflamatuvar hiicreleri isaret
etmektedir. Ak: Alveol kemik, Pdl: Periodontal ligament. A: Kontrol grubu, B:
Periodontitis grubu, C: Tar¢in grubu, D: Karanfil grubu.

Gruplarda periodontal ligamentteki ortalama enflamatuvar hiicre sayilari

Alt ¢ene sag birinci molar disin periodontal ligamentinin koronal yarisi mesial ve distal
acilardan 151k mikroskobunda 1000X biiylitmede incelendi. Hiicre sayimi i¢in ekranda
cevresi 10000 um?2 olan bir ¢erceve olusturuldu ve bu cergevenin iginde kalan hiicreler
bilgisayar programi yardimiyla sayildi (NIS elements, Nikon, Japonya). Enflamatuar
hiicreler olarak periodontal ligamentte bulunan, nétrofil, makrofaj, T lenfositler, plazma
hiicreleri, eozinofil ve mast hiicrelerinin sayilart belirlendi. Hiicrelerin ayrimi
morfolojik olarak yapildi. Gruplar arasinda en diisiik enflamatuvar hiicre sayis1 kontrol
grubunda gozlenirken en yliksek sayilar periodontitis grubunda gézlenmistir. Targin ve
karanfil ugucu yag gruplarinda enflamatuvar hiicre sayis1 periodontitise oranla anlamli

diizeyde diisiik bulunurken kontrol grubuna oranla anlamli diizeyde yiiksek
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bulunmustur. Ek olarak, tar¢in ve karanfil gruplar karsilagtirildiginda da, enflamatuvar
hiicre sayilar istatistiksel olarak benzer bulunmustur (p=0.06). Calisma gruplarindaki

enflamatuvar hiicre sayilar Sekil 4.4°te gdsterilmistir.

KONTROL PERIODONTITIS TARCIN KARANFIL

Gruplarda enflamatuvar hiicre sayilari

Sekil 4.4: Calisma gruplarinda ortalama enflamatuvar hiicre sayilari

Gruplarda alveol kemikteki ortalama osteoblast sayilar

Alt ¢ene sag birinci molar disin periodontal ligamentinin koronal yarisina komsu olan
alveol kemik mesial ve distal agilardan 151k mikroskobunda 1000x biiylitmede incelendi.
Hiicre saymmi i¢in ekranda cevresi 10000 um2 olan bir cerceve olusturuldu ve bu
cercevenin i¢inde kalan hiicreler bilgisayar programi yardimiyla sayildi (NIS elements,
Nikon, Japonya). Alveol kemik yiizeyinde bulunan, kiibik bir hiicresel forma sahip olan
hiicreler aktif osteoblastlar olarak dikkate alindi ve sayildi. Alveol kemik yiizeyindeki
kiibik forma sahip olmayan yassi hiicreler ‘surface lining cell’ adi verilen osteosite
dontigmekte olan aktif olmayan hiicreler oldugundan sayima dahil edilmedi. Gruplarda
osteoblast hiicreleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamhi
diizeyde farklilik tespit edildi (p=0.001). En diisiik osteoblast sayisi periodontitis

grubunda bulunurken en yiiksek osteoblast sayisi kontrol grubunda gozlendi. Targin ve
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karanfil gruplarindaki sayilar periodontitis grubuna oranla anlamli olgiide yiiksek
bulunurken, kontrol grubuna oranla anlamli 6lgiide diisiik bulundu. Bu gruplar birbirleri
ile karsilastirildiginda ise, herhangi bir anlaml farka rastlamadi (p=0.08). Gruplarda

osteoblast sayilar1 Sekil 4.5’te gosterilmistir.

KONTROL PERIODONTITIS TARGIN KARANFiL

» Gruplarda osteoblast sayilari

Sekil 4.5: Calisma gruplarinda ortalama osteoblast sayilari

Gruplarda alveol kemikteki ortalama osteoklast sayilari

Osteoklast hiicreleri histolojik kesitlerde tartrat direngli asit fosfataz boyasi ile
boyandiktan sonra sayildi. Alt ¢ene sag birinci molar disin periodontal ligamentinin
koronal yarisina komsu olan alveol kemik mesial ve distal agilardan 151k mikroskobunda
400x biiyiitmede incelendi. Kemik yiizeyinde lakiinalar olarak ifade edilen oyuklarda
bulunan ¢ok c¢ekirdekli dev hiicreler aktif osteoklast hiicreleri olarak dikkate alindi ve
sayildi. Tartrat direngli asit fosfataz osteoklastlarin agik kirmizi renkte goriilmelerini
saglayarak hiicrelerin ayirt edilmesini ve sayimimi kolaylastirdi. Tartrat direngli asit
fosfataz boyama goriintiileri Sekil 4.6’da gosterilmistir. Gruplarda ortalama osteoklast
hiicre sayilar1 karsilastirildiginda en diisiik osteoklast sayis1 kontrol grubunda tespit
edilirken en yiiksek osteoklast sayilar1 periodontitis grubunda tespit edildi. Tar¢in ve
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karanfil gruplarinda periodontitise oranla anlamli diizeyde diisiikk osteoklast sayisi
bulunurken bu sayilar kontrol grubu sayilarina oranla anlamli diizeyde yiiksek bulundu
(p=0.01). Tar¢in ve karanfil gruplart karsilastirildiginda ise herhangi bir fark
gbzlenmedi (p=0.22). Calisma gruplarinda ortalama osteoklast sayilar1 Sekil 4.7°de

gosterilmistir.

Sekil 4.6: Saglikli ve hastalikli sicanlarda periodontal dokular. Soldaki kesit goriintiisii
kontrol grubuna aitken, sagdaki kesit goriintiisii periodontitis grubuna aittir. Kirmiz1 ile
boyanan hiicreler osteoklast hiicreleridir.

KONTROL PERIODONTITIS TARCIN KARANFiL

m Gruplarda osteoklast sayilari

Sekil 4.7: Calisma gruplarinda ortalama osteoklast sayilari
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Cizelge 4.2: Gruplarda enflamatuvar hiicre, osteoblast ve osteoklast sayilari. Ustsimge
olarak ifade edilen farkli harfler istatistiksel farklilig1 ifade etmektedir. testl: One Way
ANOVA- Tukey, test2: Mann Whitney U-Kruskal Wallis

Calisma Kontrol Periodontitis | Tar¢in Karanfil p
gruplary/ grubu grubu grubu grubu degeri
Cahisma

parametreleri

Inflamatuar 2.96+0.78% | 44.30+6.76° 10.75+1.68 ¢ | 11.50+1.93°¢ | 0.000

hiicre sayilarn testl
Osteoblast 6.21+2,11* | 1.10£0.50 P | 11.59+1.35 ¢| 10.41+0.59 ¢ | 0.000
hiicre sayilar1 | Min- Min-Max:0-2 | Min-Max:2- | Min-Max:4- | test2
Max:10-13 | Median:0 5 6
Median:10 Median:4 Median:6

Osteoklast 1.00+£0.25% | 9.50+0.44 °|3.05+£0.57 °|3.20+0.30 °|0.000
hiicre sayillar1 | Min-Max:0- | Min-Max:4-6 | Min-Max:1- | Min-Max:0- | test2
1 Median:4 2 2

Median:0 Median:2 Median:1

4.3 Immiinohistokimya Sonuglar1

Gruplarda RANKL seviyeleri

Calisma gruplarindaki RANKL ekspresyonlar1 karsilastirildiginda en diisiik seviye
kontrol grubunda gozlenirken en yiiksek seviye periodontitis grubunda goézlenmistir.
RANKL osteoklastlarin farklilasmasimni ve aktivasyonunu sagladigi i¢in yiiksek
seviyeleri kemik kaybini isaret ederken diisiik seviyeleri kemik kaybi olmadigimi veya
daha diisiik seviyede oldugunu gostermektedir. Tar¢in ve karanfil gruplarinda RANKL
seviyeleri istatistiksel olarak benzer bulunmustur (p=0.8) ve seviyeler kontrole oranla
daha ytiksek bulunurken (p=0.01 tarcin, p=0.01 karanfil), periodontitise oranla énemli
Olglide diisiis gostermistir (p=0.001 tar¢gin, p=0.001 karanfil). Histolojik kesitlerde
RANKL boyanmasi Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8: Gruplarda temsili RANKL boyama goriintiileri. A: Kontrol grubu, B:
Periodontitis grubu, C: Tar¢in grubu ve D: Karanfil grubu.

Gruplarda OPG seviyeleri

OPG, RANKL ile ayni reseptore yarigmali olarak baglanmakta ve osteoklastik
farklilasma ve aktivasyonunu engellemektedir. Bu nedenle OPG seviyeleri ile RANKL
seviyeleri arasinda genellikle bir ters oranti bulunmaktadir. Gruplarda OPG ekspresyon
seviyeleri RANKL seviyelerine oranla zit bir model sergilemistir. En diisik OPG
seviyeleri periodontitis grubunda gdzlenmistir. Kontrol grubundaki seviyeler
periodontitise oranla daha yiiksek bulunurken tar¢in ve karanfile oranla daha diisiik
bulunmustur. Tar¢in ve karanfil gruplari periodontitis ve kontrol gruplarina oranla
anlamli dlgiide yiiksek OPG seviyeleri gostermiglerdir (p=0.01). Ek olarak OPG
seviyeleri tar¢in ve karanfil gruplarinda istatistiksel olarak benzer bulunmustur (p=0.3).
Histolojik kesitlerde OPG boyanmasi Sekil 4.9°da gdsterilmistir. Gruplarda RANKL ve
OPG seviyeleri Sekil 4.10°da gdsterilmistir.
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Sekil 4.9: Gruplarda temsili OPG boyama goriintiileri. A: Kontrol grubu, B:
Periodontitis grubu, C: Tar¢in grubu ve D: Karanfil grubu.

KONTROL PERIODONTITIS TARCIN KARANFiL

m RANKL = OPG

Sekil 4.10: Calisma gruplarinda ortalama RANKL ve OPG H skorlari
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Gruplarda iNOS seviyeleri

INOS birgok enflamatuvar olaya aracilik eden 6nemli bir diizenleyicidir ve yliksek
seviyeleri genellikle enflamasyon siddetini isaret etmektedir. Bu arastirmada en yiiksek
iNOS seviyeleri periodontitis grubunda bulunurken en diisiik seviyeler kontrol grubunda
bulundu (p=0.01). Tar¢in ve karanfil gruplarinda iNOS diizeyleri kontrole oranla daha
yiiksek tespit edilirken, periodontitis grubuna oranla daha diisiik bulundu (p=0.03). Hem
tar¢in hem de karanfil bir enflamasyon gostergesi olan iNOS diizeyinden anlaml1 diisme

sagladi. Histolojik kesitlerde iNOS boyanmas1 Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Sekil 4.11: Gruplarda temsili iNOS boyama goriintileri. A: Kontrol grubu, B:
Periodontitis grubu, C: Targin grubu ve D: Karanfil grubu.

Gruplarda COX-2 seviyeleri

COX-2 enflamatuvar olaylarin en Onemli gostergelerinden biridir ve seviyeleri
dogrudan enflamasyon siddeti ile orantili olarak degismektedir. En diisiik COX-2
seviyeleri kontrol grubunda go6zlenirken en yiiksek COX-2 seviyeleri periodontitis

grubunda gozlendi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
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(p=0.001). Tar¢in ve karanfil ugucu yag lipozom uygulamasi COX-2 seviyelerinde
periodontitis grubuna oranla dnemli Ol¢iide azalma sagladi (p=0.01) ancak seviyeler
kontrol seviyesinden daha yiiksek bulundu (p=0.01). Histolojik kesitlerde COX-2
boyanmasi Sekil 4.12°te gosterilmistir. Gruplarda iNOS ve COX-2 seviyeleri Sekil
4.13’te gosterilmisgtir.

Sekil 4.12: Gruplarda temsili COX-2 boyama gorintileri. A: Kontrol grubu, B:
Periodontitis grubu, C: Tar¢in grubu ve D: Karanfil grubu.

KONTROL PERIODONTITIS TARCIN KARANFIL

miNOS = COX-2

Sekil 4.13: Calisma gruplarinda ortalama iNOS ve COX-2 H skorlari
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Calisma gruplarinda RANKL, OPG, iNOS ve COX-2 seviyeleri Cizelge 4.3’te

gosterilmistir.

Cizelge 4.3: Gruplarda RANKL, OPG, iNOS ve COX-2 seviyeleri. Ustsimge olarak
ifade edilen farkli harfler istatistiksel farkliligi ifade etmektedir. testl: One Way
ANOVA- Tukey

Calisma Kontrol Periodontitis | Tar¢in Karanfil p
gruplary/ grubu grubu grubu grubu degeri
Calisma

parametreleri

RANKL 29.88+6.86% | 108.25+3.03° | 60.06+£7.94¢ | 69.13+7.49¢ | 0.000
seviyeleri testl
OPG 45.71£6.64% | 12.42£9.81° | 63.51+7.28° | 53.82+7.87° | 0.000
seviyeleri testl
INOS 39.75£13.18 | 113.92+11.47 | 65.61£12.04 | 72.38+18.83 | 0.001
seviyeleri a b ¢ ¢ testl
COX-2 36.16+13.92 | 102.05+£7.15" | 54.75+6.32°¢ | 58.63+6.77°¢ | 0.000
seviyeleri 2 testl
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5. TARTISMA ve SONUC

Periodontal hastaliklar en yaygin goriilen kronik enflamatuvar hastaliklardan biridir ve
bircok insanin yasam kalitesini diislirerek oral fonksiyonlarim1 azaltmaktadir.
Periodontal hastaliklarin baslamasini engelleyip hastalifi Onlemek, baglangic ve
ilerleme mekanizmalarin1 aragtirmak ve mevcut tedavi yaklagimlarinin etkinligini
arttirmak amaciyla gelistirilmis olan baz1 deneysel yaklasimlar bulunmaktadir.
Bunlardan en sik kullanilan1 deneysel modellerde periodontitis indiiksiyonu ve in vivo
hayvan c¢aligmalaridir (Balci ve ark., 2019; Balci Yuce ve ark., 2018; de Lima ve ark.,
2000; Demirer ve ark., 2011; Hatipoglu, 2011; Karatas ve ark., 2019; Toker ve ark.,
2008; Toker ve ark., 2012; Toker ve ark., 2009). Bu arastirmada siganlarda olusturulan
deneysel periodontitis modeli kullanilmistir. Siganlar erisilebilirlikleri, diisiik maliyetli
olmalari, bakimlarinin kolay olmasi, deneysel periodontitis indiiksiyonu i¢in uygun
anatomiye sahip olmalar1 ve deneysel uygulamalarin yapilabilirligi agisindan sikca
tercih edilmektedirler. Siganlarda deneysel hastalik indiiksiyonu i¢in en sik kullanilan
yontem ligatlir yontemidir. Ligatiir yonteminde sicanlarin alt veya iist ¢enede birinci
veya ikinci azi1 disi ¢evresine ipek bir ligatiir yerlestirilerek yiyecek artiklarin birikimi
saglanir. Biriken yiyecek artiklar ilgili bolgede hizli baslayan ve ¢abuk ilerleyen bir
enflamasyon baglatir. Baglayan bu enflamasyon periodontal ligament ve alveol kemigi
de etkileyerek periodontitise yol agar (de Lima ve ark., 2000; Demirer ve ark., 2011; Di
Paola ve ark., 2005; Struillou ve ark., 2010; Toker ve ark., 2008; Toker ve ark., 2012;
Toker ve ark., 2009; Weinberg ve Bral, 1999).

Ligatiiriin az1 disler ¢evresindeki etkisi yereldir ve ligatiiriin yerlestirilmesini takiben 3.
giinde yikim siddetlenerek 7.-11. giinlerde en iist diizeye ulasir ve 14. giinden sonra
yikim siddetinde bir azalmayla birlikte kemik kaybinda hafif bir duraklama gozlenir (de
Lima ve ark., 2000; Di Paola ve ark., 2005; Holzhausen ve ark., 2005). Deneysel
periodontitiste periodontal hastalik siddeti ve buna bagli olarak olusan alveol kemik
seviyesi ve kayip miktar1 birka¢ farkli yolla belirlenebilir. Alveol kemigin morfolojik
olarak degerlendirilmesiyle kemik kaybi mine-sement sinir1 ve alveol kemigin en iist

noktas1 arasindaki mesafenin Olgiilmesi ile veya bu bdlgedeki alanin hesaplanmasi ile
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belirlenebilir ve her iki Ol¢iim de alveol kemik kaybi ile ilgili giivenilir bilgi
saglamaktadir (de Lima ve ark., 2000; Kuhr ve ark., 2004; Toker ve ark., 2008; Toker
ve ark., 2012). Bu arastirmada siganlara yerlestirilen ligatiirler 14 giin boyunca disler
cevresinde kalmis ve deneysel periodontitis indiiksiyonu saglanmistir. Calisma
gruplarinda alveol kemik kaybi miktar1 mine-sement sinirt alveol kemik mesafesi ve
alaninin 6l¢iilmesiyle belirlenmistir. Her iki oOl¢glimde de ligatiirlenmeyen kontrol
grubunda diger tiim gruplara oranla daha az kemik yikimi goériilmiistiir. Periodontitis
grubunda kemik kaybi diger gruplara oranla anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur.
Tar¢in ve karanfil yagi lipozomlari, deneysel periodontitisteki kemik kaybini 6nlemede
basarili olmus ve bu gruplarda periodontitis grubuna oranla daha diisiik kemik kaybi
gbzlenmistir. Bu gruplar kendi i¢lerinde karsilastirildiginda ise, herhangi bir anlamh

farka rastlanmamustir.

Ligatiir ile indiiklenen deneysel periodontitis modelinin bazi limitasyonlar1 vardir.
Deney hayvanlari, periodontitis patogenezini arastirmak i¢in sik¢a kullanilmaktadir
ancak calismalarda kullanilan hayvanlar anatomi, fizyoloji, histoloji ve immiinoloji
acisindan insanlardan farklidir. Dis c¢evresine yerlestirilen ligatiir, siganlarin agiz
ortaminda bulunan bakteri tiirleri, ligatiire karsi gelisen enflamasyon yaniti ve
enflamasyonun ilerlemesiyle birlikte olusan bagisiklik yanitindaki farkliliklar nedeniyle
insanlarda olusan periodontitise oranla daha akut gelisen ve hizli ilerleyen bir yikima
yol acar (D1 Paola ve ark., 2005; Kuhr ve ark., 2004). Ancak siganlarda olusturulan
deneysel periodontitis, limitasyonlarina ragmen hastalik seyri ve tedavi yaklagimlarinin
incelenebilmesi, klinik Oncesi ila¢ uygulamalarinin veya daha oOnce ¢alisiimamis
Onleyici veya terapdtik ajanlarin etkisinini degerlendirilebilmesini saglar ve bu agidan

oldukca faydali bir ¢alisma modelidir.

Periodontitis agiz ortaminda bulunan bakterilerin baslattigi ve konak savunma
sisteminin siddetlendirdigi kronik enflamatuvar bir hastaliktir (Yen ve ark., 2008).
Periodontal dokularda baslayan bakteriyel enfeksiyon ilk once diseti dokusunda
enflamasyon baslatir ve daha sonra periodontal ligamentin dis ylizeyinden ayrilmasi ve

disi destekleyen alveol kemigin rezorpsiyonu ile periodontitis olusur. Periodontitiste
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olusan kemik rezorpsiyonu osteoklastlar tarafindan indiiklenir (Vardar ve ark., 2003).
Niikleer faktor-B ligandinin reseptor aktivatorii (RANKL), reseptorii RANK ve OPG,
osteoklast farklilagsmasini, devamliligini ve fonksiyonunu diizenleyen anahtar
molekiillerdir (Lacey ve ark., 1998; Suda, T. ve ark., 1999). Bu sinyal yolu periodontal
dokularin homeostazinin idamesi i¢in dnemlidir (Hasegawa ve ark., 2002). Periodontitis
gibi patolojik kosullar altinda RANKL ekspresyonunun arttigi ve/veya OPG
ekspresyonunun azaldigi ve dolayisiyla RANKL/OPG oraninin degistigi bildirilmistir
(Bostanci ve ark., 2007; César-Neto ve ark., 2007; Mogi ve ark., 2004).

Bu acgidan, Prietto ve ark. sicanlarda gercgeklestirdikleri galigmalarinda periodontitis
tedavisi ile birlikte uygulanan bir antibakteriyel ajan olan klorheksidinin kemik yikimin
onledigini, disetinde ve periodontal ligamentte enflamatuvar hiicre birikimini azalttigini,
RANKL ve TRAP seviyelerini diisiirerek OPG seviyelerini arttirdigini gostermislerdir
(Prietto ve ark., 2020). Sojod ve ark. RANK/RANKL yolagmin periodontal yikim
gelisimindeki roliinli genetik olarak asir1 RANK ekspresyonu olusturulmus farelerde
gozlenen siddetli kemik yikimi ile gostermislerdir (Sojod ve ark., 2017). Zhang ve ark.
da periodontitiste artmis yikimin, yiikksek enflamatuvar hiicre aktivasyonu ve
RANKL/OPG orani ile iliskili oldugunu ve enflamatuvar hiicre aktivasyonunun
Onlenmesi ile periodontal yikimin ve dokudaki RANKL/OPG seviyeleri oraninin
azaldigin1 gostermistir (Zhang, Z. ve ark., 2020). Benzer sekilde, Zhong ve ark. da sican
ve insan dokularinda gerceklestirdikleri calismalarinda kemik kaybi1 ve hastalik
siddetinin dokuda artmis RANKL ve azalmis OPG seviyeleri ile iligkili oldugunu
bildirmislerdir (Zhong ve ark., 2019). Bu calismada alveol kemik dokusundaki RANKL
ve OPG seviyeleri immiinohistokimya ile tespit edilmistir. Literatiirde de belirtildigi
gibi (Bostanci ve ark., 2007; César-Neto ve ark., 2007; Mogi ve ark., 2004; Prietto ve
ark., 2020; Sojod ve ark., 2017; Zhang, Z. ve ark., 2020; Zhong ve ark., 2019),
periodontitis grubunda RANKL seviyeleri diger tiim gruplara oranla anlamli dlciide
yiiksek bulunmustur. Aksine, en diisik OPG seviyeleri periodontitis grubunda
gozlenmistir. RANKL osteoklastik aktivitenin en Onemli gostergelerindendir ve
RANKL uyarimi osteoklastlarda aktivasyon ve TRAP iiretimine yol acar. Dolayisiyla
RANKL ile TRAP iiretimi arasinda bir iliski s6z konusudur (Boyce, B. F. ve Xing,
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2008, 2007b; Boyle ve ark., 2003; Lacey ve ark., 1998; Ross, 2006; Suda, T. ve ark.,
1999; Takayanagi ve ark., 2002; Teitelbaum, 2000). Bu ¢alismada osteoklastik aktivite
kemik RANKL ve OPG seviyeleri ile birlikte TRAP pozitif osteoklast sayilari ile
degerlendirilmistir. TRAP pozitif osteoklast sayilar1 en yliksek periodontitis grubunda
tespit edilmistir. Diger gruplarda osteoklast sayisi periodontitis grubuna oranla anlamli

diizeyde diisiik bulunmustur.

Prostaglandinler viicutta enfeksiyona karsi gelisen bagisiklik yanmitinin  onemli
aracilarindandir ve basta PGE: olmak {izere, periodontal dokularda enflamasyonun
baslama ve ilerlemesinde, periodontal hastaligin siddetlenmesinde ve alveol kemik
yikiminin olusmasinda biiytik rolleri bulunmaktadir (Vardar ve ark., 2003; Yen ve ark.,
2008). PGE», arasidonik asit metabolizmasinin en énemli {iriinlerinden biridir ve COX-
1 ve COX-2 tarafindan sentezlenmektedir (Smith ve ark., 1996). COX-1 ve COX-2 yap1
ve iglev agisindan birbirine benzeyen iki enzim olmasina ragmen, COX-1 neredeyse tim
organ ve dokularda bulunan ve sentezi dis faktorler tarafindan ¢ok fazla indiiklenmeyen
bir enzim iken, COX-2 bir¢ok dokuda fizyolojik kosullarda bulunmaz ve sentezi pro-
enflamatuvar sitokinler tarafindan indiiklenir (Dubois ve ark., 1998). Periodontitise
bagli olarak gelisen enflamasyon durumunda da gingival dokularda COX-2
ekspresyonunda onemli bir artis bildirilmistir (Lohinai ve ark., 2001; Miyauchi ve ark.,
2004). Ek olarak periodontal enflamasyonun Onlenmesi ile dokudaki COX-2
seviyelerinde oOnemli diisiis saglanmistir (Karatas ve ark., 2019). Moro ve ark.
siganlarda gerceklestirdikleri caligmalarinda COX-2’nin alveol kemik yikimi ve
periodontal ligamentteki enflamatuvar hiicre sayisina paralel olarak artmis oldugunu ve
kemik yikimi ve enflamasyondaki diismenin COX-2 seviyesinde de azalma sagladigin

belirtmislerdir (Moro ve ark., 2019).

COX-2 enflamatuvar olaylarin en Onemli katilimcilarindandir ve segici olarak
engellenmesi dogrudan enflamasyonun ilerlemesini onler. Bezerra ve ark. secici COX-2
blokajinin sicanlarda matriks yikic1 enzim miktarini ve alveol kemik yikimini 6nledigini
gostermistir (Bezerra ve ark., 2000). Branco-de-Almeida ve ark. de siganlarda

gerceklestirilen bir diger calismada benzer sekilde COX-2’nin engellenmesinin
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enflamasyon ve kemik yikimini 6nledigini bildirmislerdir (Branco-de-Almeida ve ark.,
2012). COX-2 inhibitorleri haricinde, periodontal dokularda enflamasyonu azaltan diger
ajanlar da COX-2 eskpresyonlarinda azalma ile birlikte kemik yikimini azaltmada etkili
bulunmuslardir (de Araugjo ve ark., 2017; Karatas ve ark., 2019). COX-2 seviyelerindeki
azalmaya genellikle RANK/RANKL/OPG aktivasyonundaki azalma da eslik ederek
periodontal dokularda enflamasyon ve kemik kaybinda onemli bir iyilesme elde
edilmistir (de Aratjo ve ark., 2017). Bu agidan, Araujo ve ark. anti-enflamatuvar
ajanlarin periodontal dokulardaki enflamasyon ile birlikte COX-2, MMP-2, MMP-9,
RANKIL/RANK/OPG yolag: proteinlerinde de azalma sagladigini bildirmistir (Aragjo,
Aurigena Antunes, De Souza, ve ark., 2013). Araujo ve ark. bir diger arastirmalarinda
COX-2 ve RANKL/OPG yolagindaki azalma ile birlikte giiclii pro-enflamatuvar
sitokinler olan IL-1p ve TNF-o seviyelerinde de azalma bildirmislerdir (Aratjo,

Aurigena A, Souza, ve ark., 2013).

COX-2 seviyelerindeki azalma dogrudan enflamasyon siddetindeki azalmaya isaret
etmektedir. Enflamasyonla ve Ozellikle makrofaj gibi fagositoz yapan hiicrelerin
enflamasyon ve enfeksiyondaki rolleri ile iliskili bir diger mediatdr de iNOS’tur. iNOS,
makrofajlarin oksidatif patlama ile yliksek oranda NO sentezlemesini saglar ve NO
yiiksek oranda antibakteriyel bir aktiviteye sahiptir. Karatas ve ark. si¢anlarda
gerceklestirdikleri calismalarinda antienflamatuar ve antioksidan bir aktiviteye sahip
olan vanilik asidin periodontal ligament ve alveol kemikte yikimi azalttigini, dokularda
enflamatuvar hiicre sayilarimi  distirdiigiini ve  MMP-1, COX-2 ve INOS
ekspresyonlarini azalttigini bildirmislerdir (Karatas ve ark., 2019). Branco-de-Almeida
ve ark. da periodontal dokularda enflamasyon ve yikim siddeti artisinin dokudaki iNOS
seviyesindeki artigla birlikte olustugunu gostermislerdir (Branco-de-Almeida ve ark.,
2012). Benzer sekilde, Ni ve ark. da siganlarda gergeklestirdikleri arastirmalarinda anti-
enflamatuvar ajan kullaniminin, deneysel periodontitise bagli olarak gelisen alveol
kemik yikimini 6nledigi, iNOS, COX-2, MMP-2 ve MMP-9 seviyelerini diislirdiigiinii
bildirmislerdir (Ni ve ark., 2016). Ek olarak Li ve ark. gingival fibroblastlarin LPS ile
uyarildiginda yiiksek oranda IL-6, IL-8, INOS ve COX-2 sentezledigini ve antioksidan

ve anti-enflamatuvar Ozellikleri olan kafeik asit fenil esteri uygulamasmin bu
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mediatdrlerin seviyelerini énemli Olglide diisiirdiigiinii belirtmistir (Li, Lei ve ark.,

2017).

Periodontal dokularda enflamasyonda azalma hastalikla iliskili kemik kaybinda da
azalma saglar. Bu agidan, Freire ve ark. sicanlarda deneysel periodontitis olusturarak
anti-enflamatuvar ve antioksidan bir ajanin etkisini degerlendirmistir. Bulgular1, alveol
kemik kaybi1 ve oksidatif stres seviyelerinde azalma, TNF-a, IL1-B, IL-8 seviyelerinde
ve COX-2, iNOS, RANK ve RANKL ekspresyonlarinda anlamli diizeyde azalma ve
anti-inflamatuvar sitokin IL-10 ve kemik alkalen fosfataz seviyelerinde artis
gostermistir (Freire ve ark., 2019). Periodontal hastaliklar bakteri enfeksiyonu ile
baslayan hastaliklardir ve konagin verdigi bagisiklik yaniti, enfeksiyon ile orantilidir.
Yang ve ark. sigcanlarda P.gingivalis enfeksiyonu ve ligatir yerlestirme ile
olusturduklart deneysel periodontitiste omega 3 yag asitlerinin anti-enflamatuvar
etkinligini degerlendirmislerdir. Sonuglari, omega 3 yag asidinin pro-enflamatuvar
sitokinler TNF-a ve IL-B’y1 6nemli diizeyde azalttigini, RANKL ve RANKL aracili
kemik yikimimi 6nledigini ve iNOS ve COX-2 sentezini inhibe ettigini gostermistir

(Yang ve ark., 2019).

Gugliandolo ve ark. da sicanlarda olusturulan deneysel periodontitiste dnemli diizeyde
artmig iINOS ve COX-2 eskpresyonu ve siddetli kemik kaybi bildirmis ve anti-
enflamatuvar ajan kullaniminin bu marker seviyelerini ve alveol kemik kaybini 6nemli
Olclide azalttigin1 bulmuslardir (Gugliandolo ve ark., 2018). Bu arastirmanin bulgulari
da, periodontal dokularda enflamasyon ve buna bagli olarak olusan alveol kemik yikimi
ile birlikte pro-enflamatuvar gostergeler olan iNOS ve COX-2 ekspresyonlarinda
anlaml diizeyde artis bulunmustur. Periodontitis grubundaki si¢anlarin periodontal
ligament dokusunda diger tiim gruplara oranla yiiksek bir iNOS ve COX-2 seviyesi
tespit edilmistir. Tar¢in ve karanfil ugucu yaglari ile tedavi edilen gruplarda iNOS ve
COX-2 seviyeleri, enflamasyon ve alveol kemik kaybi seviyesi ile birlikte anlaml1 bir
diisiis gostermistir. Bulgular, iNOS ve COX-2’nin enflamasyondaki rollerini dogrular
niteliktedir (Bezerra ve ark., 2000; Branco-de-Almeida ve ark., 2012; Chen, Y.-F. ve
ark., 2016; Chniguir ve ark., 2019; de Araujo ve ark., 2017; Guzik, T. ve ark., 2003;
Kwon, H.-K. ve ark., 2011; Li, Lei ve ark., 2017; Marnett ve ark., 1999; Miyauchi ve
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ark., 2004; Morita, 2002; Moro ve ark., 2019; Salvemini ve ark., 2003; Willoughby ve
ark., 2000; Zhang, Z. ve ark., 2020).

Lipopolisakkaritler, gram negatif bakteri patojenitesinin baglica sorumlusudur. Gingival
ve/veya periodontal ligament hiicreleri gibi yapisal hiicrelerle birlikte makrofajlar gibi
savunma hiicreleri LPS’ye maruz kaldiklarinda siddetli bir pro-enflamatuvar sitokin
iiretimi, NF-kB aktivasyonu ve bagisiklik yanit1 gozlenir (Gugliandolo ve ark., 2018; Li,
Lei ve ark., 2017; Yang ve ark., 2019; Zhang, N., Lv, ve ark., 2017). Anti-enflamatuvar
ajanlarin bircogu makrofaj hiicre fonksiyonlarini baskilar, NF-kB aktibasyonunu bloke
eder ve COX-2 ve iNOS iiretimini azaltir (Bezerra ve ark., 2000; Gugliandolo ve ark.,
2018; Li, Lei ve ark., 2017; Moro ve ark., 2019; Zhang, N., Lv, ve ark., 2017). Bu
acidan, trans-sinnamaldehitin enflamatuvar olaylara aracilik eden en 6nemli yolaklardan
biri olan mitojen ile aktive olan protein kinaz (MAPK) yolagini bloke ederek LPS ile
indiiklenen pro-enflamatuvar sitokin salinimini ve makrofajlarda iNOS {iretimini 6nemli

olglide azalttigi bildirilmistir (Kim, M. E. ve ark., 2018).

trans-Sinnamaldehit ayrica ¢ok giiglii bir NF-«B diizenleyicisidir. Chen ve ark. trans-
sinnamaldehitin LPS ile indiiklenen NO {iretimini bloke ettigini, NF-kB aktivasyonunu
engelledigini ve iNOS ve COX-2 iiretimini durdurdugunu gdstermistir (Chen, Y.-F. ve
ark., 2016). trans-Sinnamaldehit, tar¢in ugucu yaginda bulunan birgok farkli biyolojik
aktiviteye sahip olan onemli bir fenil propanoit tiirevi bilesiktir ve targinin anti-
enflamatuvar, antibakteriyel ve immunmodiilator etkilerinden sorumludur (Chen, Y.-F.
ve ark., 2016; Kim, M. E. ve ark., 2018; Kwon, H.-K. ve ark., 2011; Mendi ve ark.,
2017; Ranasinghe ve ark., 2013; Tsuji-Naito, 2008; Wu ve ark., 2018). Kwon ve ark.
tar¢in ekstresinin bagisiklik hiicrelerinden antijen sunucu hiicrelerin matiirasyonunu ve
T hiicre ¢ogalmasini Onledigi, COX-2 iiretimini baskiladigi ve pro-enflamatuvar
sitokinler IL-1p, IL-6, IL-12 ve TNF-a {iretimini azaltarak anti-enflamatuvar sitokin IL-
10 dretimini arttirdigini  belirtmislerdir (Kwon, H.-K. ve ark., 2011). NF-xB
aktivasyonun Onlenmesi ve iNOS iretiminin baskilanmasi, tar¢in ve bilesimindeki
molekiillerin en 6nemli biyolojik aktivitelerindendir (Kanuri ve ark., 2009; Kwon, J.-Y.
ve ark., 2012; Li, R. ve ark., 2013). Kanuri ve ark. tar¢in 6ziitliniin LPS ile indiiklenen

NO, INOS ve TNF-a sentezini azalttigin1 ve NF-kB yolagini baskiladigini gostermistir
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(Kanuri ve ark., 2009). Tar¢cin ve igerdigi trans-sinnamaldehit, ayrica gii¢lii bir
antibakteriyeldir. Chung ve ark. trans-sinnamaldehitin A.actinomycetemcomitans
(ATCC 33384) ile wuyarilan makrofaj hiicrelerinde ve indiiklenen deneysel
periodontitiste NF-kB aktivitesini 6nledigini, IL-1p ve TNF-o salinimini azalttigini ve

alveol kemik yikimini 6nledigini bulmustur (Chung ve ark., 2018).

Bu c¢alismanin  bulgular1 da tar¢in  ucucu yagmin lipozom olarak A.
actinomycetemcomitans inokiikasyonu ve ligatiir yerlestirme ile olusturulan deneysel
periodontitiste kemik kaybin1 engelledigini gostermistir. Deneysel periodontitis
olusturulmus sicanlarda alveol kemik seviyesi saglikli siganlara ve tar¢in ve karanfil
lipozomu ile tedavi edilmis siganlara oranla anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur. Targin
yagt lipozomu kemik yikimini oOnlemistir. Kemik yikimindaki azalma, osteoklast
sayilarindaki azalma ile uyumludur. Gruplarda en yiiksek osteoklast sayilari tedavi
edilmeyen periodontitis grubuna oranla anlamli diizeyde diisiik bulunurken, osteoblast
sayilar1 periodontitis grubuna oranla anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Tarcin
yagmin alveol kemik kaybini 6nlemedeki etkisi, hem kemik kaybi mesafesi hem alani
Olciimiinde belirgin olarak gozlenmistir. Kemik kaybindaki azalma, alveol kemikte
RANKL ekspresyonundaki azalma ve OPG ekspresyonundaki artma ile de paralellik
gostermektedir. Periodontitis grubunda RANKL seviyeleri en yiiksek ve OPG seviyeleri
en diisiik bulunurken tar¢in yagi lipozomu bu seviyeleri diizenleyerek kemik yapimini

arttirmis ve yikimini azaltmistir.

Tar¢in yagi, periodontal ligamentteki enflamatuvar hiicre sayilarinda da anlamli azalma
saglamistir. Enflamatuvar hiicre sayilari, osteoblast ve osteoklast sayilari ile birlikte
alveol kemik kaybi degerleri, targin yagi lipozomunun deneysel periodontitiste
enflamasyon ve kemik yikimini anlamli 6l¢iide azalttigin1 gostermektedir. Tar¢inin anti-
enflamatuvar etkisi, immiinohistokimya incelemesinde iNOS ve COX-2 seviyelerindeki
azalma ile de gozlenmektedir. Periodontitis grubunda iINOS ve COX-2 seviyeleri diger
gruplara oranla Onemli diizeyde yiiksek bulunurken, tar¢in grubunda bu seviyeler
anlamli Olgiide diisiis gostermistir. Sonuglarin gosterdigi anti-enflamatuvar etki,

literatiirde targin yagi, targin ekstresi veya trans-sinnamaldehitin gosterdigi anti-
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enflamatuvar etki ile uyumluluk gdstermektedir (Chung ve ark., 2018; Kanuri ve ark.,

2009; Kim, M. E. ve ark., 2018; Kwon, J.-Y. ve ark., 2012; Li, R. ve ark., 2013).

Ugucu yaglar ¢ok farkli farmakolojik etkiye sahiptir ve bu yaglar iginde en ¢ok
biyolojik aktivite gosterenlerden biri de karanfil yagidir (Bakour ve ark., 2018;
Miyazawa ve Hisama, 2003; Nabavi ve ark., 2015; Ogata ve ark., 2000; Ranasinghe ve
ark., 2013; Vasconcelos ve ark., 2018; Yogalakshmi ve ark., 2010; Zhu ve ark., 2017).
Tar¢in ve karanfil ugucu yaglari antibakteriyel ve anti-enflamatuvar 6zellikleri ve ortak
icerikleri 0jenol agisindan benzerlik gostermektedir (Baker, 1. ve ark., 2013; Huss ve
ark., 2002; Lang ve ark., 2019; Winska ve ark., 2019). Lang ve ark. makrofaj
hiicrelerinin LPS uyarimi1 sonrasinda yiiksek miktarda fagositoz aktivitesi ve iNOS ve
IL-6 salgiladigini ve karanfil ve tar¢in yagmin iNOS ve IL-6 iiretimini dnemli dl¢iide
azalttigin1 bildirmigstir (Lang ve ark., 2019). Huss ve ark. karanfil yaginin en 6nemli
bilesenlerinden biri olan 06jenoliin COX-2 aktivitesini biiylik ol¢iide bloke ettigini
bildirmistir (Huss ve ark., 2002). Karanfil yaginin en bilinen etkisi antibakteriyel etkidir
(Winska ve ark., 2019).

Karanfil ayn1 zamanda LPS ile indiiklenen makrofaj hiicrelerinin pro-enflamatuvar
aktivitelerini de Onlemektedir. Lee ve ark. karanfilden izole edilen molekiillerin
makrofajlardan iINOS ve COX-2 iiretimini anlamli diizeyde engelledigini ve pro-
enfamatuvar sitokinler 1L-6 ve TNF-o salinimlarini azalttigini bulmustur. Siganlarda
gerceklestirdikleri arastirmalarinda da karanfil bilesenlerinin bu anti-enflamatuvar
etkilerinin MAPK yolagin1 bloke edilmesine bagli olarak olustugunu gostermislerdir
(Lee ve ark., 2016). Kim ve ark. da fare makrofaj hiicrelerinde gerceklestirdikleri in
vitro arastirmalarinda karanfil yagi bileseni 6jenoliin gii¢lii bir COX-2 inhibisyonu
sergiledigini tespit etmislerdir (Kim, S. S. ve ark., 2003). Ojenoliin LPS ile indiiklenen
COX-2 ve iNOS inhibisyonu ayn1 zamanda Li ve ark. tarafindan da gosterilmistir (Li,
W. ve ark., 2006). Kaur ve ark. ¢jenoliin COX-2 ve iNOS iiretimini Onlemedeki
etkisinin NF-xB yolagini baskilamasi sayesinde olustugunu bulmustur. iNOS ve COX-
2’ye ek olarak 6jenol uygulamasinin gii¢lii pro-enflamatuvar sitokinler olan TNF-a, IL-
6 ve PGE: seviyelerinde de azalma sagladigini bildirmislerdir (Kaur ve ark., 2010).
Ojenol ile baskilanmis NF-xB aktivasyonu bir diger calismada da belirtilmistir. Bu
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arastirmada farelerde LPS ile olusturulan enflamasyon ve TNF-a artisinin NF-kB

yolaginin bloke edilmesi ile dnlendigi bildirilmistir (Magalhaes ve ark., 2010).

Bir diger ¢alismada karanfilin osteoklastik farklilagsma ve aktivasyonu 6nledigi, TRAP,
katepsin K ve MMP-9 iiretimini baskiladigt ve RANKL aktivitesini azalttigini
belirtilmistir (Zhang, X.-W. ve ark., 2014). Benzer sekilde, Deepak ve ark. da 6jenoliin
RANKL’1in indiikledigi osteoklast aktivasyonunu onledigini bildirmistir. Bulgulari
6jenoliin makrofaj hiicrelerinin osteoklasta farklilagmasini engelledigini ve TRAP,
katepsin K ve matriks yikici enzimlerin sentezini azalttigin1 ve bu etkilerin NF-xB
blokaji ile saglandigim godstermistir (Deepak ve ark., 2015). Ojenoliin osteoporotik
sicanlarda alveol kemik iizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir diger arastirmada,
6jenoliin alveol kemik yikimini biiyiik 6l¢iide engelledigi bulunmustur. Ek olarak,
osteoporozlu sicanlarda RANKL, IL-1pB, IL-6 ve TNF-a seviyelerinde anlamli bir artig
gozlendigi ve Ojenol uygulamasmin bu seviyeleri énemli dlgiide azalttigi da ifade
edilmistir (Abuohashish ve ark., 2018). Bir diger calismada da karanfil yagimin
osteoporozun azalttigt kemik mineral igerigi, densitesi ve dayanikliligini arttirdigi

bildirilmistir (Karmakar ve ark., 2012).

Karanfil yagi ve Ojenoliin oral ve periodontal dokulardaki en bilinen etkisi
antibakteriyel etkisidir (Zhang, Y., Wang, ve ark., 2017). Zhang ve ark. karanfil ugucu
yagmin P. gingivalis (ATCC33277) biyofilm olusumunu engelledigi ve viriilans
faktorlerini baskiladigini gostermistir. Karanfil yaginin antibakteriyel etkisinin hiicre
zar1 gecirgenliginin artmas1 ve membran biitiinliigiiniin bozulmasindan kaynaklandig:
ifade edilmistir (Moon ve ark., 2011; Zhang, Y., Wang, ve ark., 2017). Tiim bu etkileri
gbz Online alindiginda karanfil ugucu yagi, gerek antibakteriyel etkisi gerekse anti-
enflamatuvar aktivitesi sayesinde periodontal hastaligin 6nlenmesinde 6nemli bir basari
saglayabilir. Bu ¢alismanin bulgulari, deneysel periodontitis modelinde lipozom olarak
verilen karanfil yaginin alveol kemik kaybini 6nledigini isaret etmektedir. Alveol kemik
yikimindaki azalma, karanfil grubunda periodontitis grubuna oranla gozlenen
osteoklastik aktivite azalmasi ve osteoblast sayis1 artisi ile de desteklenmektedir. Kemik
yikimmin en Onemli diizenleyicisi RANKL seviyeleri de periodontitis grubu ile

karsilastirildiginda  karanfil grubunda anlamli diisme gostermistir. RANKL
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seviyelerindeki azalmaya OPG seviyelerindeki artis eslik etmektedir. Kemik kaybinin
azalmasi, enflamasyondaki gerilemeden kaynaklanmaktadir. Karanfil grubunda
gozlenen periodontitise oranla daha diisiilk bulunan enflamatuvar hiicre sayilari, daha
diisiik iNOS ve COX-2 ekspresyonlar1 da karanfilin anti-enflamatuvar aktivitesine isaret

etmektedir.

Bu arastirmada, tar¢in ve karanfil ugucu yaglarinin lipozomlarinin siganlardaki etkinligi
degerlendirilmistir. Lipozom, ugucu yaglar gibi ucucu ve kararsiz ajanlarin etkin bir
sekilde uygulanabilmesine izin veren enkapsiilasyon yontemlerinden biridir. Lipozom
bir ajanin lipit ile kapsiillenmesi ile elde edilen kiiresel vezikiiler yapidir (El Asbahani
ve ark., 2015; Sebaaly ve ark., 2015; Sherry ve ark., 2013). Lipozomlar, kapsiillenen
ajanlarin biyouyumlulugunu ve biyoyararlanimini arttirarak, etki etme siiresini uzatmak
gibi bazi avantajlara sahiptir (Kim, H.-H. Y. ve Baianu, 1991; Neethirajan ve Jayas,
2011). Tar¢in ugucu yagi, trans-sinnamaldehit gibi tar¢in bilesenleri, karanfil esansiyel
yag1 ve djenol gibi karanfil yagi bilesenlerinin lipozom formlariin etkinligi literatiirde
onceki caligmalarda belirtilmistir (Chen, W. ve ark., 2019; Cui ve ark., 2016; Ibrahim, 1.
M. ve ark., 2018; Nagababu ve Lakshmaiah, 1997; Sebaaly ve ark., 2015).

Cui ve ark. tarcin yagi lipozomunun en direngli bakterilerden biri olan metisiline
direncli Staphylococcus aureus‘a (ATCC 43300) kars1 bile etki gosterdigini bildirmistir
(Cui ve ark., 2016). Lipozom enkapsiilasyonunun tar¢in yaginin uguculugunu azaltarak
etkisini arttirdigi ifade edilmistir. Faikoh ve ark. sinnamaldehit lipozomunun in vivo
olarak direngli ptojenlere karsi kuvvetli antimikrobiyal etkinlik sergiledigini ve IL-6,
IL-1B, TNF-a seviyelerini azaltarak ve NF-kB aktivasyonunu Onleyerek enfeksiyona
karst konak savunmasini uyardigini gostermistir (Faikoh ve ark., 2014). Sinnamaldehit
lipozomunun antibakteriyel etkisinin arastirildigt bir bagka arastirmada, lipozom
kapsiiliiniin trans-sinnamaldehitin stabilitesini arttirarak uzun siireli antibakteriyel etki
gostermesini sagladigi belirtilmistir (Chen, W. ve ark., 2019). trans-Sinnamaldehitin
firsatg1 bir oral patojen olan Candida albicans’a karsi etkisinin incelendigi bir diger
arastirmada da antimikrobiyal etkinligin lipozom olusumu ile arttig1 ifade edilmistir

(Khan ve ark., 2017).
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Tar¢in ugucu yagi gibi karanfil ugucu yaginin da etkinliginin lipozom olusumu ile
arttirildigr gosterilmistir. Ho ve ark. karanfil ugucu yagi lipozomunun peroksinitrite
bagli olarak olusan oksidatif doku hasarini 6nledigini gostermistir (Ho ve ark., 2008).
Sebaaly ve ark. da karanfil ucucu yagir ve Ojenoliin lipozom enkapsiilasyonunu
aragtirmis ve her iki ajanin da lipozom formunun serbest formlarina oranla fiziksel ve
biyolojik 6zelliklerinin gelistigini belirtmislerdir (Sebaaly ve ark., 2016). Ahmad ve ark.
da karanfil ugucu yagi lipozomunun Candida albicans’a kars1 gili¢lii antifungal aktivite
gosterdigini bildirmistir (Ahmad ve ark., 2005). Ojenoliin antioksidan aktivitesinin
degerlendirildigi bir arastirmada Nagababu ve ark. 6jenol lipozomunun ksantin oksidaza
kars1 antioksidan aktivitesini arastirmistir. Bulgulari, 6jenol lipozomunun serbest
radikalleri nétralize etmede ve ksantin oksidaz aktivitesini engellemede basarili
bulundugunu gostermistir (Nagababu ve Lakshmaiah, 1997). Bu arastirmada uygulanan
tarcin ve karanfil ugucu yagi lipozomlarinin, sicanlarda deneysel periodontitise bagl
olusan enflamasyonu ve kemik kaybini ve iliskili markerlar1 azalttigi bulunmustur.
Ancak bu calismanin bulgular1 belirli limitasyonlar dikkate alinarak yorumlanmalidir.
Ik olarak bu ¢alisma bir hayvan modelidir. Siganlar anatomik, fizyolojik ve
immiinolojik olarak insanlardan farklilik gosterir. ikincil olarak, bu calismada kemik
kayb1 morfolojik olarak belirlenmistir. Mikro bilgisayarli tomografi gibi 3 boyutlu
analizler kemik kaybinin daha iyi incelenmesini olanak saglayacaktir. Ugiinciil olarak
bu arastirma siganlarda gergeklestirilen ve analiz yontemi olarak immiinohistokimya
yonteminin kullanildig1 bir aragtirmadir. Western blot, RT-PCRT gibi farkli yontemlerin
kullanilmas: tar¢in ve karanfil yagimin alveol kemik iizerindeki etkilerinin daha
anlagilmasini saglayacaktir. Dordiincii ve sonuncu olarak, bu calismada tarcin ve
karanfil yaglarmin lipozomlarin etkinligi arastirilmistir. Ugucu yaglarin serbest

formlarinin periodontitis iizerindeki etkisi degerlendirilmemistir.

Sonuc¢

. A.actinomycetemcomitans ve ligatiirleme ile olusturulan deneysel periodontitis

alveol kemikte siddetli bir yikima yol agmustir.
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. A.actinomycetemcomitans ve ligatiirleme ile olusturulan deneysel periodontitis
periodontal dokuda enflamatuvar hiicre ve osteoklast sayisi artisina ve osteoblast

sayisinda azalmaya yol agmustir.

. A.actinomycetemcomitans ve ligatiirleme ile olusturulan deneysel periodontitis
alveol kemikte ve periodontal ligamentte COX-2, iNOS ve RANKL ekspresyonunda

artisa ve OPG ekspresyonunda azalmaya neden olmustur.

. Tar¢in ve karanfil ugucu yaglari basarili bir sekilde soya lesitini fosfolipitlerine

hapsedilerek lipozom olusumu elde edilmistir.

. Tar¢in ve karanfil ugucu yag lipozomlari deneysel periodontitis olusturulan
sicanlara 14 giin boyunca uygulanmistir. Tar¢in yagi lipozomu giinliik 75 mg/kg tar¢in
yagt iceren 0.5 ml lipozom-distile su karigimi olarak ve karanfil yag: lipozomu giinliik

25 mg/kg karanfil yagi igeren 0.5 ml lipozom-distile su karisimi olarak uygulanmustir.

. Tar¢in ve karanfil ugucu yag lipozomlar1 periodontal ligamentteki enflamatuvar
hiicre sayilarin1 azaltmis ve pro-enflamatuvar gostergeler olan COX-2 ve iNOS

seviyelerini dlistirmiistiir.

. Tarcin ve karanfil yaglar1 lipozomlart alveol kemik yikimini azaltmis, osteoklast

sayilarini diisiirmiis ve osteoblast sayilarini arttirmistir.

. Tar¢in ve karanfil ugucu yaglart kemik dokusunda RANKL ekspresyonlarin

azaltmis ve OPG ekspresyonlarini arttirmistir.
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7. EKLER

EK 1: Tar¢in yag1 gaz kromatografi sonuclari

KALITATIF ANALIZ
Data File: tarcinkaps Original Data Path: C:\Xcalibur\Data\mesut\mesut\me
sutkapsilasyon
Current Data Path: C:\Xcalibur\Data\mesutimesut\ime ~ Sample Type: Unknown
sutkapsilasyon
Sample ID: 1 Sample Name: tarcinkaps
Operator: 1SQ140233 Acquisition Date: 12/25/19 12:45:33 PM
Run Time(min): 107.01 Comments:
Vial: 1 Injection Volume(pl): 0.00
Scans: 31463 Low Mass(m/z): 50
High Mass(m/z): 550 Sample Volume(pul): 0.00
Sample Weight: 0.00 ISTD Amount: 0.000
Calibration Level: Dilution Factor: 1.00
Instrument Method: C:\Xcalibur\methods\ ialoilsl  Original P ing Method C:\Xcalibur\methods\andizsivi
iqiudlongcolumn
Current Processing Method: N/A Calibration File: N/A
Instrument Software Version: 2.0.1.3 Instrument Name: 1SQ Series
Instrument Model: 1SQ Series Instrument Serial Number: 1312039
Instrument Hardware Version: 210.0.84.19

RT: 000-12111
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EK 2: Karanfil yag1 gaz kromatografi sonuclar:

Data File:
Current Data Path:
Sample 1D:

Operator:

Run Time(min):
Vial:

Scans:

High Mass(m/z):
Sample Weight:
Calibration Level:
Instrument Method:

Current Processing Method:
Instrument Software Version:
Instrument Model:

RT: 000-121.11
100

90

Instrument Hardware Version:

KALITATIF ANALIZ

ko8 Original Data Path:
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sutkapsilasyon

7 Sample Name:

15Q140233 Acquisition Date:
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31463 Low Mass(m/z):

550 Sample Volume(pl):
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C:\Xcalibur\methods\ ialoilsl  Original P ing Method
igiudlongcolumn

N/A Calibration File:

2.0.13 {ilstrinent Narhe:

1SQ Series Instrument Serial Number:
210.0.84.19

5515

MS transfer line t

Ion source
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C:\Xcalibur\Data\mesut\mesut\me
sutkapsilasyon
Std Bracket

12/26/19 01:52:15 PM
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C:\Xcalibur\methods\andizsivi

N/A

1SQ Series
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