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OZET
Deneysel Olarak Periodontitis Olusturulmus Ratlarda Melatoninin Psikolojik Stres

Mliskili Periodontal Doku Yikimi Uzerine Onleyici Etkileri

Amag: Bu hayvan calismasinin iki temel amaci stres iliskili periodontitisin
periodontal yapr iizerine muhtemel etkileri ile sistemik melatonin uygulamasinin dnleyici

etkinligini kapsamli olarak arastirmak idi.

Materyal ve Metod: 48 erkek Sprague-Dawley rat rastgele alti gruba ayrildi:
kontrol, restraint stres (S), deneysel periodontitis (Dp), restraint stres-deneysel
periodontitis (S-Dp), restraint stres-melatonin (S-Mel), restraint stres-deneysel
periodontitis-melatonin  (S-Dp-Mel). Periodontitis, sag-sol alt 1.molar dislerin
boyunlarina sub-paramarjinal pozisyonda 3.0 ipek siitur yerlestirilmesi ve siiturun yerinde
5 hafta siire ile muhafazasi yoluyla indiiklendi. Ligatiirleme ile es zamanli olarak restraint
stres uygulandi. Ligatiirleme ve restraint stres uygulamalarini takip eden 21. giinden
baslayarak intraperitoneal olarak melatonin ve tasiyici (Kontrol, S, Dp, S-Dp gruplari)
uygulamalari (10 mg/viicut agirlii/giin, 14 giin) gerceklestirildi. Calismanin 42. giiniinde
tim gruplara acik alan testi uygulandi. Ratlarin Gtenazisi Oncesi serum Ornekleri,
Otenaziyi takiben mandibular doku 6rnekleri alindi. Periodontal kemik kaybi histolojik
kesitlerle ol¢iildii. Serum drneklerinde kortikosteron seviyeleri 6l¢iildii. Sag mandibular
doku oOrneklerinde histopatolojik ve immiinohistokimyasal (RANKL, OPG), sol
mandibular doku 6rneklerinde ise biyokimyasal (MDA, GSH, TOD, TAOK, OSI, IL-1B,

IL-10, IL-1B8/IL-10,MMP-8, MMP-9 seviyeleri) degerlendirmeler yapildi.

Bulgular: Melatonin, restraint stresin kortikosteron diizeyi ve agik alan testi
parametrelerinde meydana getirdigi artis1 belirgin olarak kisitladi (p<0,05). Restraint

stres iligkili periodontitisli ratlarin periodontal dokularinda belirgin olarak yiiksek tespit



edilen alveolar kemik kaybi, kemik yikimmdan sorumlu molekiiller (RANKL/OPG),
proinflamatuar sitokinler (IL-16 / IL-10), proteaz (MMP-8, MMP-9) ve oksidatif stres

(OSI) diizeylerini ise baskiladig tespit edildi (p<0,05).

Sonug: Sistemik melatonin uygulamasi stresin periodontal dokulardaki sinirh

diizeydeki yikici etkilerini belirgin bir sekilde onleyebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Restraint stres, deneysel periodontitis, melatonin, oksidatif

stress, matriks metalloproteinaz

Vi



ABSTRACT
Preventive Effects Of Melatonin On Psychological Stress-Related Periodontal

Tissue Destruction In Rats With Experimental Periodontitis

Objective: The two main goals of this animal study were to exhaustively investigate the
possible effects of stress-related periodontitis on periodontal structure and the preventive

effectiveness of systemic melatonin administration.

Materials and Method: 48 male Sprague-Dawley rats were randomly divided into six
groups: control, restraint stress (S), experimental periodontitis (Dp), restraint stress-
experimental periodontitis (S-Dp), restraint stress-melatonin (S-Mel), restraint stress-
experimental periodontitis-melatonin (S-Dp-Mel). Periodontitis was induced by placing
3.0 silk sutures on the necks of the right-left mandibular first molars in a sub-paramarginal
position and keeping the suture in place for 5 weeks. Restraint stress was applied
concurrently with ligation. Starting from the 21st day following the ligature and restraint
stress applications, intraperitoneal melatonin and carrier (Control, S, Dp, S-Dp groups)
applications (10 mg/body weight/day, 14 days) were performed. On the 42nd day of the
study, open field test was applied to all groups. Serum samples were taken before
euthanasia of rats, and mandibular tissue samples were taken following euthanasia.
Periodontal bone loss was measured by histological sections. Corticosterone levels were
measured in serum samples. Histopathological and immunohistochemical (RANKL,
OPG) in right mandibular tissue samples, biochemical (MDA, GSH, TOD, TAOK, OSlI,
IL-1B, IL 10, IL-18 / IL-10, MMP-8, MMP-9 levels) in left mandibular tissue samples

evaluations were made.

Results: Melatonin significantly limited the increase in corticosterone levels and open

field test parameters of restraint stress (p<0.05). Restraint stress-associated periodontitis,

VI



alveolar bone loss was significantly higher in the periodontal tissues of rats was detected,
responsible for bone molecules (RANKL/OPG), proinflammatory cytokines (IL-16 / IL-
10), proteases (MMP-8, MMP-9) and oxidative stress (OSI) were found to suppress the

levels increase (p<0.05).

Conclusion: Systemic melatonin administration can significantly prevent the limited

destructive effects of stress on periodontal tissues.

Keywords: Restraint stress, experimental periodontitis, melatonin, oxidative stress,

matrix metalloproteinase
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1. GiRiS
Periodontitis, dis destek dokularinin enflamasyonu ile baslayan ve tedavi
edilmedigi takdirde hastaligin ilerlemesi ile birlikte atagman, kemik ve nihayet dis
kaybina neden olabilen inflamatuar, multifaktoriyel, kronik bir hastaliktir.! Bunun yan
sira periodontitisin yalnizca agiz sagligini etkileyen basit bir agiz hastaligi olmadigi,
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve romatoid artrit gibi sistemik hastaliklar yan1 sira

hamilelik siireci ve sonuglarini da etkiledigi agik¢a gosterilmistir.? 3

Her ne kadar periodontitisin primer etiyolojik faktorii mikrobiyal dental plak
(MDP) olsa da klinik olarak gézlenen doku yikiminin biiyiik bir boliimii proinflamatuar
konak cevabindan kaynaklanmaktadir. * Bu baglamda, konak yanitini etkileyen sistemik
hastaliklar ve durumlar periodontitisin klinik seyrini dogrudan etkilemektedirler.
Periodontal hastaliklar igin risk faktorii oldugu bilinen sigara ve diyabet (DM) konak

cevabini modifiye ederek hastaligin ilerlemesini, siddetini ve sonuglarini etkiler.®

Stres, yeni durumlarla karsilagildiginda kisinin bedensel ve ruhsal sinirlarinin
zorlanmasi sonucu viicutta ortaya ¢ikan baz1 mekanizmalarla kendini gosteren bir uyum
saglama reaksiyonudur. Bu varolugsal savunma yanitinda miicadele etme (savas) veya

® Psikolojik stresin kardiyovaskiiler, metabolik ve

kagma tepkisi s6z konusudur.
romatolojik hastaliklardaki rolu yani sira otoimmiin ve neoplastik etiyolojiye sahip
kronik hastaliklarda da inflamatuar cevabi provoke edici 6nemli bir ¢evresel risk etkeni
oldugu bilinmektedir. "8 Psikolojik stres periodontal hastaliklar igin kesin olarak bir risk
faktorii degil ise de risk indikatorii olarak tammlanmustir.® Stres, periodontitis ve diger
enflamatuar periodontal hastaliklarin siddetlenmesiyle nedensel olarak iliskili,

degistirilebilir potansiyel bir risk faktoriidiir.l® Giincel literatiirde periodontitis ve

psikolojik stres arasindaki iliskiyi gdsteren bircok epidemiyolojik® *1* ve hayvan



calismalar1 **® bulunmaktadir. Dahasi, psikolojik stres altindaki bireylerde cerrahisiz
periodontal tedavi basarisi, Stressiz bireylere kiyasla diisiik bulunmustur.!” 1 Klinik
gozlemler ve epidemiyolojik ¢aligmalar gostermistir ki; psikolojik faktorler periodontitis

gelismesine olan yatkinlig: arttirabilir.

Stresin inflamatuar hastaliklar {izerindeki etkisinin daha ¢ok néroendokrin sistem
salgilarinin nétrofil, lenfosit ve makrofaj fonksiyonlarini modiile etmesi yoluyla

gerceklestigi  diisiiniilmektedir'® %

. Strese bagli olusan fizyolojik yanitlardan biri
hipotalamo- pitiier-adrenal (HPA) aksin aktive edilmesidir. Bu aksin aktive olmasi
hipotalamustan  Kkortikotropin  salgilattirict  hormon  (CRH), pitier bezden
adrenokortiktropin salgilattirict hormon (ACTH), adrenal korteksten glukokortikoid
hormonlarin salinimini tesvik eder. Temel mekanizma olarak HPA aksinda gozlenen
diizensizlikler ise immiin cevabi etkilemektedir. Kronik stres durumunda yiiksek diizeyde
saliman kortizol, akut stres durumdaki immiinsiipresif fonksiyonunun aksine immiin
yanit1 regiile edemez ve proinflamatuar sitokinlerin asir1 salinimi ile karakterize yikici
konak yanitin1 siddetlenir.” 2! Strese kars1 viicutta aktive olan baska bir yolak sempatik
sinir sisteminin uyarilmasiyla adrenal medulladan epinefrin ve ndrepinefrinin
salgilanmasidir. Sempatik sinir sisteminin ¢esitli diizeylerde immiin sistemi regiile ettigi
bilinmektedir. Ayrica stres sinir liflerinden noéropeptidlerin salinmasina neden olan

“norojenik inflamasyon” olarak adlandirilan sitokin salinimi ve dolayisiyla da immiin

sistem aktivitesini diizenleyen bir baska yolag: da aktifler. °

Melatonin biiyiik oranda pineal bezden salgilanan, temel gorevi sirkadiyan ritim
diizenlenmesi olmakla birlikte viicutta bir¢cok biyolojik aktivitenin diizenlenmesinde yer
alan endojen bir ndérohormondur.?? Bununla birlikte melatoninin antioksidan,
antienflamatuvar, immiinomodiilatér etkileri de bulunmaktadir.??°> Melatonin serbest

radikaller tarafindan metabolize edilir ve antioksidan potansiyeli saglayan molekiillere



doniisiir. Bunun yaninda antioksidan kapasiteye sahip olan enzimleri aktifler.?® Melatonin
diyabet (DM), kardiyovaskiiler hastaliklar, periodontitis gibi kronik enflamatuvar

hastaliklara kars1 organizmanin defansif cevabini diizenleyerek etkisini gdstermektedir.?®"
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Literatiir incelemesi yapildiginda melatoninin periodontitisin psikolojik stres
varligindaki periodontal sert ve yumusak doku yikimi lizerine etkilerini degerlendiren

bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Tiim bu bilgiler 15181nda, bu tez calismasini, giiclii antioksidan, antiinflamatuar
ve immiin diizenleyici etkilere sahip olan melatoninin sistemik uygulamasinin
psikolojik stres ile iliskili periodontal inflamatuar degisiklikler ve doku yikimini
sinirlandirabilecegi hipotezi temelinde planladik. Bilgilerimize gore bu ¢alisma
melatoninin stres ile iliskili periodontal doku yikimi {izerine Onleyici etkilerini
biyokimyasal, histolojik ve immiinuhistokimyasal olarak incelemeyi amaclayan ilk

calisma olma 6zelligine sahiptir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Periodontal Hastaliklar

Periodontal hastalik, dis ve disleri destekleyen dokular1 (diseti, periodontal
ligament, alveolar kemik ve bag dokusu) etkileyen infeksiyéz kaynakli kronik
enflamatuar bir hastaliktir.?® Enflamasyon, periodontal hastaligin primer patolojik
ozelligidir. MDP ve oral florada bulunan gesitli spesifik patojen mikroorganizmalar
enflamasyonun gelismesinden sorumlu primer etiyolojik faktorlerdir. *° Periodontal
hastaligin olugmasi i¢in patojen mikroorganizmalarin varligi gereklidir, ancak tek
baslaria yeterli degildir. Periodontal hastaligin baglamasi ve ilerlemesi, bu patojenlere
kars1 konagin olusturdugu immiin yanitin siddetine baghdir.®! Insanlarda bulunan en
yaygin periodontal hastaliklar gingivitis ve periodontitistir.3? Gingivitis, disler iizerinde
dental biyofilm birikimi ile baslayan, disetinde kizarikligin, sondlama sonrasinda veya
spontan kanamanin, diseti olugu sivisinda artisin, disetinde 6demin oldugu, radyografik
kemik kaybinin olmadigi periodontal bir hastaliktir. Sondlamada kanama ve diseti olugu
stvisi artist hastaligin en erken iki bulgusudur.®® i1k olarak MDP’ye cevap olarak baslayan
gingivitis oral hijyen islemleri uygulandiginda geri doniisiimii olan iltihabi bir siirectir.
Ancak tedavi edilmedigi siirecte kronik diseti iltithab1 geri doniisiimsiiz periodontitis
asamasina gecebilir.®* Periodontitis, disi destekleyen periodontal atasmanin yikimi ile
karakterize polimikrobiyal, multifaktoriyel, kronik inflamatuar bir hastaliktir. 3% MDP,
periodontal hastalik gelisimi i¢in birincil etiyolojik ajan olarak kabul edilmekle birlikte,
periodontitisin siddeti, paterni ve ilerlemesi, sadece mevcut olan plak miktar ile
aciklanamaz. Periodontopatojenlere kars1 inflamatuar sitokinlerin iiretimi ile karakterize
konak immiin-inflamatuar yanit ¢evresel ve kazanilmig risk faktorlerinden etkilenerek
bireylerin periodontal hastalik duyarliligin1 ve hastalik semptomlarimi biiyiik Slciide

belirler.36



2.1.1.Periodontal ve Peri-implant Hastaliklarin Siniflandiriimasi

Periodontal ve peri-implant hastaliklar ve durumlar i¢in siniflandirma ihtiyacrt,
klinisyenlerin hastaliklart dogru sekilde teshis ve tedavi etmeleri, ayrica hekimlerin
periodontal ve peri-implant hastalik ve durumlarin etiyoloji, patogenez, tarih ve

tedavilerini arastirmasi i¢in gereklidir.

Avrupa Periodontoloji birligi ve Amerikan Periodontoloji Akademisi’nin ortak
calismasiyla 1999 yili Periodontal Hastalik Siniflamasi degistirilmis ve ‘Periodontal ve
Periimplant Hastaliklar ve Durumlarin Siniflamast 2017 basligi ile yeni bir siniflama

tanimlanmugtir.

2017 yilinda yapilan son smiflandirma; periodontal saglik, gingival hastalik ve
durumlari, periodontitis ve periodonsiyumu etkileyen diger durumlar olmak iizere {i¢c ana
baslik altinda toplanir. Periodontitisin siniflandirilmasi ise hastaligin patofizyolojisine
uygun olarak 3 baslik altinda incelenir. Bunlar; periodontitis (1999 yilinda kabul edilen
eski smiflamadaki agresif ve kronik formlar kaldirilip tek c¢atir altinda toplanmustir),
nekrotizan periodontitis ve sistemik hastaliklarin belirtisi olarak periodontitis seklindedir.
Ayrica peri-implant hastaliklar1 ve durumlart ise periimplant saglikli, periimplant
mukozitis, periimplantitis, periimplant yumusak ve sert dokudaki yetersizlikler olarak

incelenmistir(Tablo2.1).%’



Tablo 2.1. Periodontal ve Peri-implant Hastalik ve Durumlarinin Smiflandiriimasi

Periodontal ve Peri-implant Hastalik ve Durumlarinin Siniflandirilmasi

Periodontal Hastahklar ve Durumlar

Periodontal saglik, Periodontitis Periodonsiyumu etkileyen diger durumlar
gingival hastaliklar ve
durumlar
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Peri-implant Hastaliklar ve Durumlar

Peri-implant saglik Peri-implant Peri-implantitis Peri-implant yumusak ve sert
mukozitis doku eksiklikleri

2.1.2. Periodontal Saghk

Periodontal saglik, inflamatuar periodontal hastaligin olmamasi1 durumudur ve bu
durum klinik olarak degerlendirildiginde gingivitis veya periodontitisten kaynakli
enflamasyonun bulunmamasidir.® Literatiirde periodontal saghk ile ilgili mutlak
periodontal saglik ve klinik saglik olmak tizere 2 farkli tanimlama yapilmaktadir. Mutlak
periodontal saglik klinik ve radyografik olarak tani parametrelerinin negatif oldugu,
periodonsiyumda anatomik degisikligin goriilmedigi ve histolojik olarak enflamasyonun
bulunmadigr durum olarak agiklanmaktadir. Mutlak periodontal saglik pek miimkiin
olmamakla birlikte, klinik saglik terimi daha sik karsilastigimiz bir durumdur. Klinik
saglik, sondlamada kanamanin goriilmedigi, az sayida lokal alanlarda dis eti
enflamasyonunun bazi bulgularmin goriilebildigi bir durum olarak tanimlanir. Bununla
birlikte klinik gingival saghk terimi 2 alt baghga ayrilmaktadir. Bozulmamis

periodonsiyum iizerinde klinik gingival saglik; enflamasyon bulgularinin olmadigi ya da



cok az oldugu, klinik atagman kayb1 ve kemik kaybinin bulunmadigi durumdur. Azalmis
periodonsiyum {izerinde klinik gingival saglik; enflamasyon bulgularinin olmadigi
periodontitis olmaksizin dis eti ¢ekilmesi veya kron boyu yiikseltmesi sebebiyle klinik

atagman kayb1 ve kemik kaybimin bulundugu bir durumu tarif eder.®

2.1.3. Gingivitis

Son yapilan smiflandirmaya goére gingival hastaliklar iki alt baslikta
incelenmektedir: dental biyofilm tarafindan indiiklenen gingivitis, dental biyofilm
tarafindan indiiklenmeyen gingival hastaliklar.*

Dental biyofilmin neden oldugu gingivitiste, inflamatuvar lezyon periodontal
atasmana (sement, periodontal ligament ve alveolar kemik) uzanmaz. Karakteristik
ozellikleri, digeti kenarinda plak gozlenmesi, disetinin belirli boliimlerinde eritem, diseti
olugu sivisinda artig, sondalama veya spontan kanama, sulkuler sicaklik artisi, atagman
ya da kemik kaybinin olmamasi ve hastaligin diseti kenarindan baslamasidir.*!
Sondalamada kanama ve diseti olugu sivis1 miktarinda artis gingivitisin en erken iki
bulgusudur.®® Gingivitis, oral hijyen islemlerinin uygulanip plagin uzaklastirilmasiyla
geri doniisiimii olan enflamatuar bir siirectir, bu siirecin periodontitise ilerlememesi igin
gingivitis hastalarmin plak kontroliiniin saglamasi ve oral hijyen konusuna dikkat
etmeleri gerekir.*?

Dental biyofilm tarafindan indiiklenmeyen gingival hastaliklar, biyofilmden
kaynaklanmayan ve uzaklastirildiktan sonra genellikle geri doniisiimii olmayan cesitli
lezyonlar1 icermektedir. Bu lezyonlar siklikla sistemik bir durumun belirtileridir ve
gingival dokularda sinirli patolojik degisiklikler gosterirler. Bu lezyonlarin kaynagi
biyofilm olmasa da gosterdikleri klinik belirtilerin derecesi ¢ogunlukla biyofilme
baghdir.®® Lezyonlarin etiyolojisine dayanarak; enflamatuvar ve immiin durumlar,

genetik / gelisimsel bozukluklar, belirli enfeksiyonlar, reaktif lezyonlar; neoplazmlar,



endokrinal bozukluklar, beslenme ve metabolik hastaliklar, travmatik lezyonlar ve
gingival pigmentasyon basliklar1 altinda bir siniflama yapilmustir.*

2.1.4. Periodontitis

Periodontitis, dis destek dokularin enflamasyonu ile baslayan ve tedavi edilmedigi
takdirde hastaligin ilerlemesi ile birlikte atagsman ve kemik kaybiyla karakterize

inflamatuar, multifaktoriyel, kronik bir hastaliktir.®

Gelismesinden ve ilerlemesinden dental biyofilm sorumlu olmakla beraber
patogenezinde konak yanit1 da dnemli bir rol oynar.* Periodontitis cesitli yas gruplarinda

goriilebilir, ancak hastaligin prevalans ve siddeti yasla beraber artar.*®

Periodontitis, gingivitisin devami olarak diisiiniilebilir fakat gingivitis olan tiim
vakalar periodontitise ilerlemez. Periodontitis gelisimi psikolojik stres, DM, sigara
kullanimi, beslenme gibi bircok sistemik ve lokal hazirlayici faktore bagli olan bir

siirectir.*

Amerikan Periodontoloji Akademisi ve Avrupa Periodontoloji Federasyonu’ nun
2017 Diinya Calistay1’ nda peridontitis; nekrotizan periodontitis, sistemik hastaliklarin
belirtisi olarak periodontitis ve 1999 siniflamasindan farkli olarak kronik ve agresif
periodontitis yerine sadece periodontitis olarak 3 boliimde adlandirilmig, sadece
periodontitisi ise siddet ve tedavi kompleksligine gore evrelere (Evre 1-4) ve c¢abuk

ilerleme riski ve tedaviye tahmini yanita gére asamalara (Derece A-C) ayirmistir.*’

Bu yapilan son siniflamaya gore periodontitis tanimi; komsu olmayan iki veya
daha fazla diste interdental klinik atagman kaybi (KAK) ya da iki veya daha fazla diste
3mm’ den fazla periodontal cep ile oral ya da bukkal klinik atagman kaybinin 3mm veya

daha fazla olmasidir.®®



Periodontitisin teshisinde kullanllan KAK 6l¢iimiine, periodontal olmayan
nedenlerle olusan kayiplar dahil edilmez. Bunlar, travma kaynakli dis eti ¢ekilmesi,
servikal bolgeye uzanan dis ¢iiriikleri, ti¢incii molarin malpozisyonu veya ekstraksiyonu
ile iligkili olarak ikinci molarin distalinde KAK varligi, marjinal periodonsiyumdan

direne olan bir endodontik lezyon, vertikal kék kiriginin meydana geldigi durumlardir.®®

Evreleme sistemi hastaligin siddetine, boyutuna ve dagilimina ayrica hastalig
yonetmenin kompleksligine gore yapilir. Hastaligin siddeti, bireyde olusan periodontitis
kaynakli mevcut periodontal bozulmanin derecesini temsil eder ve vaka tanimlamada kilit
rol oynar. Hastaligin siddetinin belirlenmesi hastaligt yonetmenin kompleksligini
anlamada, boyut ve dagilimini belirmede ilk basamaktir. Hastaligi ydnetmenin
kompleksligi periodontitis i¢in gerekli olan tedavi ihtiyacini belirlemeye ve bu tedaviden
optimum sonuglar elde etmek icin ihtiya¢ duyabilecek yetkinlik ve deneyim diizeyini
tanimlamaya yardimci olur. Hastaligin boyutu ve dagilimi 1999 siniflamasinda mevcut
disler igerisinde yiizdelik dilimlerle etkilenen dis sayis1 olarak kullanilmistir.*® Yapilan
son smiflamada da tespit edilebilir periodontal bozulma ile dis sayist ve dagilimi

siniflandirma sisteminin bir parcasi olmustur.®

Periodontitis evreleme sistemi hafiften siddetliye dogru dort bolimden (I- 1V)
olusur. Evre; sondalama derinligi, KAK, kemik kaybinin miktari, yiizdesi ve tipi, dis
mobilitesi, agisal kemik defektlerinin varligi ve siddeti, furkasyon tutulumu ve

periodontitise bagh dis kayb1 gibi degiskenlere bakilarak belirlenmektedir.® 3% 49

Hastaligin siddet skoru, esas olarak interdental KAK’a dayanmaktadir (eger bu
veri mevcut degilse radyografik kemik kayb1 kullanilmalidir) ancak marjinal kemik kaybi
ayirict tanimlayici olarak dahil edilmektedir. Hastaligin siddeti, prognozu en koétii dige

dayanarak belirlenmektedir. Karmasiklik skoru, vertikal defektlerin varligi, furkasyon



tutulumu, dis hipermobilitesi, dis malpozisyonu, dis kaybi, kret defektleri ve cigneme

islevi kayb1 gibi faktorlerin degerlendirilmesini icermektedir.®®

Evre | Periodontitis: Hastaligin gingivitisten periodontitise ayrildigi bir sinir
evresidir. Gingivitis ve biyofilm disbiyozunun devamliligi sonucu yanit olarak
periodontitis gelismistir. Bu evre ayrica KAK’1n baslangi¢ asamasini temsil eder. Evre |
periodontitisin klinik 6zellikleri; interdental klinik atasman kayb1 en fazla 1-2 mm’dir.
Radyografik kemik kaybi1 (genellikle horizontal) koronal {igliide %151 ge¢mez.
Periodontitis kaynakli dis kayb1 bulunmamaktadir. Sondlama derinligi 4mm ya da daha
azdir.® Periodontal sondlama, erken KAK’1 belirlemede yetersiz kalabilmektedir;
tikiirik biyobelirtegleri ve/veya yeni goriintileme teknolojileri kullanimi evre I
periodontitisin erken saptanmasini saglayabilir. Hastaligin bu evredeki tedavisi igin
subgingival alandan bakteriyel yigilmanin ve dis taslarinin kaldirilmasi takiben etkili bir

plak kontrolii saglanmalidir (Tablo 2.2).3% 0

Evre Il Periodontitis: Periodontitisin dis destek dokularinda yaptigi hasari
tanimlayan yerlesik sathasi yapilan son siniflamadaki evre 1l periodontitisi temsil eder.
Bu evrenin klinik bulgulari; interdental KAK en fazla 3-4 mm‘dir ve radyografik kemik
kayb1 (genellikle horizontal) koronal {igliide %15-33 arasindadir. Periodontitis kaynakli
dis kayb1 gozlenmez. Sondlama derinligi en fazla Smm’dir. Hastalik siirecinin bu
asamasinda, etkili bir plak kontrolii ve standart cerrahisiz tedavi prensiplerinin
uygulanmas ile hastaligin ilerlemesinin durmasi beklenir fakat Evre II hastanin standart
tedavi protokollerine cevabinin dikkatle degerlendirilmesi ve tedavi sonrasi takip
onemlidir, hastaligin derecesi ve verdigi tedavi yanitina gore daha ileri tedavi protokolleri

uygulanabilir (Tablo 2.2).%°
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Evre IIl Periodontitis: Dis destek dokularinin ileri derecede yikimiyla
karakterize bu evrede, belirgin atagman kayiplart mevcuttur. Kendisinden o6nceki
evrelerin aksine periodontitis kaynakli dis kayiplar1 izlenir ve ileri tedavi protokolleri
uygulanmadiginda kayiplarin sayisinda artig goriilebilir. Evrenin klinik 6zellikleri; KAK
5 mm veya daha fazladir. Sondlama derinligi 6 mm veya daha fazla, kemik kayb1 ise 3
mm veya daha fazladir. Kokiin orta kismina veya apikal ti¢liisiine uzanan derin kemik i¢i
defektler mevcuttur. Furkasyon tutulumu (smif II ve III) vardir. Periodontal kaynakli en
fazla 4 olacak sekilde dis kaybi1 Oykiisii ve lokalize kret defektlerinin bulunmasi ile
komplike hale gelen derin periodontal lezyonlarin varligi ile karakterizedir. Dis kaybi

olmasina ragmen ¢igneme fonksiyonu korunmustur (Tablo 2.2).%°

Evre 1V Periodontitis: Bu evrede periodontitis kaynakli dis destek dokularinda
meydana gelen yikimin uygun tedavi ve protokoller uygulanmadiginda dentisyon kaybina
doniismesi sz konusudur. Onemli sayida dis kaybimin gozlendigi evre ¢igneme
fonksiyonunun kaybiyla sonuglanabilir. Dislerde hipermobilite ve sekonder okluzal
travma siklikla gozlenir. Periodontitisin bu evresinde vaka yonetimindeki asil amag
cignemenin stabilizasyonu ve restorasyonudur. Evrenin klinik 6zellikleri; Interdental
klinik atasman kaybi1 5 mm veya daha fazladir ve radyografik kemik kaybi kokiin orta
veya apikal ti¢liisiine kadar uzanmaktadir. Periodontitis kaynakli en az 5 dis kayb1 vardir.
Hastalarda cigneme disfonksiyonu mevcuttur ve dislerde sekonder okluzal tramvaya

bagl dis mobilitesi s6z konusudur (Tablo 2.2).%
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Tablo 2.2.Periodontitis Evreleri

Periodontitis Evre Evre 1 Evre Il Evre Il Evre IV
En Fazla
Kayip
Bolgesinde
Interdental 1-2 mm 3-4 mm >5 mm >5 mm
Klinik
Hastalik Altf(;néan
Siddeti ayot
Radyografik | Koronal 1/3 | Koronal 1/3 orI;(;{:pi(l;zlely/gn’iiILe orlzl(;:piizlely/?’z;e
i <0 0415-9
Kemik Kaybi1 %15 %15-%33 Uzanan Uzanan
Dis Kaybi Periodontitise Bagli Dis Kaybi | Periodontitise Bagli| Periodontitise Bagli

Yok Dis Kayb1 <4 Dis Kaybi >5
Evre II’ye ek olarak:| Evre III’e ek olarak:

Kompleks

. rehabilitasyon
Sondlama Derinligi gereken durumlar;

>6 mm
. . Cigneme
Maksimum | Maksimum | Vertikal Kemik Disfonksiyonu
Sondlama Sondlama Kayb1 > 3 mm
Derinligi <4 | Derinligi <5 Sekonder Okluzal
g £ Smif 1l veya Smif II_I travma (dis mobilite
Kompleksite Lokal Furkasyon Problemi derecesi >2
Genellikle | Genellikle |Orta Derecede Kret | g;qdetli Kret Defekti
Horizontal Horizontal Defekti
Kemik Kaybi | Kemik Kaybi Kapanis bozuklugu
Dislerde
Strtiklenme(Drifting)
ve Alevlenme
(Flaring)

20’den az dis

Kapsam ve Tanimlayict Her Bir Evre Igin Dagilimin, Lokalize (<%30), Generalize veya Molar /
9 Olarak S N o
Dagilim Eklenecek Insizor Karakterde Oldugu Belitilir

Derecelendirme sistemindeki esas amag periodontitisin gecen zamanla birlikte ne
sekilde ilerledigini saptamaktir. A, B, C alt basliklara ayrilan sistem hastaligin ilerleme
hizini ve yapilan standart tedaviye yanit1 degerlendirerek gelecek riski belirler. Tedavinin
olas1 kotii sonuglarinin analizi ve ayni zamanda periodontitis ile sistemik saglik

arasindaki iliskinin degerlendirilmesi de dahil olmak {izere biyolojik 6zellikler hakkinda
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daha kapsamli bilgi icerir.*® Bu derecelendirme sistemi hasta ile ilgili risk faktdrlerinin
siiflamaya dahil edilmesine imkan verir. Hastada hastalik ilerleyisini arttiran veya
tedaviye yanit1 azaltan risk faktorleri (sigara, diyabet) varsa, risk faktoriine ait bilgiler
hastaligin gelecek donemdeki prognozunu tahmin etmek icin kullanilabilmektedir. Bu

nedenle, risk faktorii varliginda derece skoru yiiksek bir degere tasinmalidir.®

Derece A: Periodontitisin ilerleme hizi yavastir. 5 yildan fazla siirede klinik
atagsman kaybi1 ve radyografik kemik kaybi olmamalidir. Kemik kaybi1 yiizdesinin yasa
orani 0.25’ten azdir. Fazla miktarda biyofilm bulunmasina ragmen diisiik seviyede yikim
s0z konusudur. Hastalarda DM ve sigara kullanim &ykiisii yoktur. Yiiksek duyarlilikli C

reaktif protein (hsCRP) seviyesi 1 mg/L‘den azdir (Tablo 2.3).%°

Derece B: Periodontitisin, ilerleme hizi orta derecedir. Uzun donem verilere gore,
5 yildan fazla siirede 2 mm’den az klinik atasman kayb1 veya radyografik kemik kaybi1
goriilmelidir. Kemik kaybi ylizdesinin yasa orani 0.25-1.0 arasindadir. Biyofilm birikimi
ile yikim orantilidir. Bireylerin giinlik sigara kulanimi 10 adedin altindadir. DM
hastalarinda hemoglobin Alc (HbAlc) %7°den disiiktiir. Yiiksek duyarlilikli hsCRP

seviyesi 1-3mg/L arasindadir (Tablo 2.3).%

Derece C: Periodontitis, hizli ilerlemektedir. Uzun donem verilere gore, 5 yildan
fazla siirede klinik atagsman kayb1 ve radyografik kemik kayb1 2 mm ve lizerindedir.
Kemik kaybi yiizdesinin yasa orani 1’den fazladir. Biyofilm birikimine oranla yikim
beklenenden fazladir. Hizli ilerleyen kemik yikimi mevcuttur. Bireylerin giinliik sigara
kullanim1 10 adedin iizerindedir. DM hastalarinda HbAlc %7°de fazladir. Yiiksek

duyarlilikli hsCRP seviyesi 3 mg/L’den fazladir (Tablo 2.3).%
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Tablo 2.3. Periodontitisin derecelendirilmesi

Periodontitis Derecesi Derece A Derece B Derece C
Longitudinal
ilerlemenin Veriler 5 yilin lizerinde 5 yilin 5 yilin
Direkt Kamitlar (Radyografik | kayip bulgusu lizerinde uizerinde
Kemik Kaybi yok <2mm >2mm
veya KAK)
Primer Kriter % Kemik Kayb1 <0.25 0.25- 1.0 >10
/ Yas
Ilerlemenin Biyofilm Biyofilm . Biyofllm“
indirekt Kamitlar| Vaka Fenotipi miktarina gore miktartyla miktarina gGre
P! | dokularda yikim | dokularda yikim dokularda
diisiik orantili yikim fazla
Sigara Sigara Sigara <10/ | Sigara > 10/
Derece ) o Kullanmayan giin giin
Belirleyicisi | Risk Faktorleri Normoglisemik/ HgAlc > %7
Diabet Diabet Teshisi | HgAlc < %7 Diabetli
konmamis  |Diabetli Bireyler|  Bireyler
Periodontitisin ' Yiiksek Duyarl:
Sistemik Etki Inﬂ;ﬁimar C Reaktif <1mg/L 1-3 mg/L >3 mg/L
Riski Protein (hsCRP)
KAK/Kemik " ) 7
Biyobelirtegler Kaybi Tiikiiriik, DOS, ' ’ '
Gostergeleri Serum

2.1.5.1. Periodontitisin Patogenezi

Periodontal hastalik patogenezini agiklamaya yonelik olarak yapilan ¢aligmalara
gore periodontal hastalik ilerleyisi etkileyen faktorler; MDP, immiin  yanittaki
degisiklikler veya bireyin periodontitise olan yatkinligi, periodontopatojenlerin varligi,

hastalik olusturabilme yetenekleri (virulansi) ve periodontal cep i¢indeki yararl tiirlere

dominant olmasidir.>*

MDP periodontal hastalik etyolojisinde birincil faktoérdiir. MDP ii¢ asamada
meydana gelir. i1k olarak disler fircalandiktan az bir siire sonra dis eti olugu sivis1 (DOS)
ve tiikiirlikten gelen glikoproteinler pelikil ad1 verilen dis yiizeyini drten yapiy1 meydana
getirir. Daha sonra dis yiizeyini kaplayan pelikilin istiine birkag¢ saat iginde primer
bakteri akiimiilasyonu baslar. Actinomyces viscosus ve Streptococcus sanguis gibi gram
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pozitif fakiiltatif bakteriler ylizey kisimlarinda yer alan reseptorlerle (adhesin), pelikildaki
proteinlere baglanir. Son olarak gram-negatif bakterilerin 6zel kimyasal baglarla plak
ylizeyindeki gram-pozitif bakterilere baglanmasi sonucunda sekonder bakteri
akiimiilasyonu olusur. Bu olusumun erken déneminde Fusobacterium nucleatum,
Prevotella loesheii, Prevotella intermedia, Capnocytophaga ochracea, ge¢ donemde
Porphyromonas gingivalis ve Treponema denticola gibi periodontopatojenlerin yigilimi
gozlenir. Periodontal saglikli mikroflorada gram-pozitif aerob bakteriler dominanttir.
MDP’de meydana gelen olgunlasma ile mikroflorada gram-negatif anaerob bakteriler
iistiinliik kurar ve dis etinde enflamasyonun klinik belirtileri gériilmeye baslanir. ilk
olarak gingivitis meydana gelir. Periodontitise yatkin bireylerde; gingivitis
baslangicindaki immiin yanit, ndtrofil ve antikor aktivasyonu yeterli koruma
saglayamadigindan veya MDP ortamdan uzaklastirllamadigindan bakteriler ve tiriinleri
daha derin dokulara penetre olur ve subgingival plak olusur. Periodontitiste goriilen
mikroflora, gram-negatif anaerobik basiller, koklar ve anaerobik spiroketlerden olusur.>?
Tiim bu siirec MDP’nin periodontitis agisindan 6nemini gosterse de giincel bulgular,
MDP’nin periodontal hastalifin baslamas1 ve ilerlemesinde yeterli olmadigini
gostermistir. Periodontal hastalikla iligkili sert ve yumusak doku yikiminin major
komponenti, MDP’ye kars1 konak immun-inflamatuar yanitinin aktivasyonudur. MDP’ye
cevap olarak konak tarafindan olusturan enzimler, sitokinler ve diger medyatdrlerin etkisi

ile periodontitits ortaya cikar, ilerler ve doku yikimi meydana gelir®,

Periodontopatojenlerin dolayli ya da dogrudan sebep oldugu farkli doku yikim
mekanizmalar1 mevcuttur. Periodontopatojenler direkt proteolitik enzimleri ile konak
hiicrelerinin etkisi olmaksizin doku yikimi yapabilir ya da kendi viriilans faktorleri olarak
bilinen toksin, enzim ve lipopolisakkarit (LPS)’lerini kullanarak, yikim enzimleri iireten

konak hiicrelerini uyarabilir, immiin yanit1 stimiile eden konak hiicrelerinden olan
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lenfosit, makrofajlar ve polimorf niiveli 16kositlerden (PMNL) bir veya daha ¢ok yikim
yolunu aktive eden sitokinlerin dolayisiyla da matriksmetalloproteinazlarin (MMP)

salinimina neden olabilir®* ®°

Periodontal doku yikiminda dolayli ya da dogrudan mekanizmalarin her ikisinin
de rolii olsa da doku yikiminin ¢gogunlugu konagin inflamatuar cevabindan kaynaklanir.
Patojenler 6nemlidir, ¢ilinkii enflamasyonu baslatip daimi hale getirirler fakat doku

yikiminin direk olarak ¢ok az bdliimiinden sorumludurlar.®

Periodontitisin gelisimine sebep olan mikrobiyal enfeksiyonu engellemek i¢in
periodonsiyumda bulunan bir¢cok faktdr birlikte c¢aligmaktadir. Epitelin biitlinliigii
(gingival, sulkuler, birlesim) bariyer olusturarak bakterilerin dokuya invazyonuna engel
olmaktadir. Dis eti olugu sivis1 periodontal cebin ve sulkusun diizenli olarak yikanmasini
saglamaktadir. Ayrica DOS igerdigi kompleman proteinleri ve spesifik antikorlar ile
subgingival plak bakterilerine karsi antimikrobiyal etki gostermektedir. Salya {irtinleri
agiz boslugunun diizenli yikanmasimi saglarken, bakterisid etki salya igerigindeki
aglutinin ve antikorlar ile gerceklesir. Epitel ve ekstraseliiler matriksteki hizli

deskuamasyon déngiisii, hasar gérmiis dokularin hizlica yenilenmesini saglar.® %’

2.1.5.1.1. Mikroorganizma-Konak Etkilesiminde Yer Alan Immiinolojik

Faktorler ve Mediyatorler

Mikrobiyal antijenler ve virulans faktorleri konakta hizli bir iltihabi ve immiin
cevabin olugsmasina neden olur. Konak, mikrobiyal {iriinlere kars1 sitokinler, kininler,
MMP’ler ireterek ve kompleman sistemi aktive ederek cevap verir. Bu iltihabi

mediyatdrler ise, periodontal dokularin yikiminda rol oynamaktadir.*®

Enfeksiydz veya enflamatuar uyarana karsi dogal immiin ve kazanilmis immiin

cevap olmak iizere iki cevap olusur. Dogal immiin yanit dogustan itibaren mevcuttur,
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enfeksiyonlara karsilik ilk savunma hattin1 olusturur. Bu tip savunma kalitsal olarak
gerceklesir hizlidir ancak patojene 6zel degildir ve daha once karsilagilan patojenler
sonucunda gelismez, nonspesifiktir. Dogal immiinite, agiz epitelinin fiziksel ve
biyokimyasal koruyucu 6zelliklerini, enflamatuar cevabin damarsal ve hiicresel olaylarini
kapsamaktadir. Enfeksiyon ve enflamasyona karsi ani koruma saglayan koruyucu bu
cevap, mikroorganizmalarin ve yabanci yapilarin makrofajlar ve nétrofiller tarafindan
fagositozu ve sindirimi ile karakterizedir.®® ® Dogal bagisiklik sistemi, kompleman
sisteminin aktivasyonunda bagisiklik sistemi hiicrelerinin toplanmasinda, yabanci
maddelerin  taninmasinda ve uzaklagtirilmasinda, kazanilmis immiinitenin

aktivasyonunda rol oynar.%!

Kompleman sistem aktivasyonu enflamasyonun baslamasi ile baslar. Kompleman
sistemi heniiz kazanilmis immiin cevap devreye girmemisken alternatif yoldan ya da
klasik yoldan aktive olur. Bu aktivasyon mikrobiyal yapisal iirlinlere cevap olarak
gerceklesir. Kompleman sistemi aktive oldugunda; C3a, C4a, Cba (anaflatoksinler)
araciligiyla mast ve lokosit hiicrelerinden histamin salgilanarak vazodilatasyona sebep
olurlar, vazodilatasyon sonucu damarsal gegirgenlik artar ve savunma sistemine ait
hiicreler ve mediyatorler kandan dokuya gecis yapar. Kompleman sistem I6kosit
aktivasyonu, adezyonu, kemotaksisine C5a araciligiyla yardim eder, fagositozda opsonin
olarak gorev yapan C3b ‘yi iiretir. Ayrica membran atak kompleksi (MAC) kullanarak
mikroorganizmlarin membranlarinda gedikler agar ve dogal immiiniteye katkida

bulunur.?

Fagositoz 6zelligine sahip olan makrofaj ve notrofil bakterilerin yiizeylerinde yer

3 Bakterilerin

alan molekiilleri tanirlar ve reseptorleriyle bu molekiillere baglanirlar.®
taninmas1 ve konaktan ayirt edilmesinde taniyici reseptdr olarak adlandirilan Toll-like

reseptorleri (TLR) gorev alir.% TLR’nin aktive olmas1 hiicre igi sinyalizasyonun artarak
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transkripsiyon elemanlarmin aktiflenmesini saglar. Bu durumun sonucu olarak
inflamatuar sitokin sentezi ve salinimi, 16kosit migrasyonu ve kemik yikimi hiicrelerinin
yapiminda artis gdzlenir .®® TLR sistemi dogal immiin sistemin enfeksiyonlara verdigi

ilk yanitin1 ydnetirken, adaptif immiin sistem igin de ikincil uyariy1 saglamaktadir.®

Periodontopatojenlere kars1 savunmada kompleman sistemi yetersiz kalirsa, dogal
immiin cevabin hiicreleri olan nétrofiller gorev almaya baglar. Notrofiller periodontal
enflamasyonun akut safthasinda endotelyal bosluklardan gé¢ ederek konak cevabinin ilk
savunma hattin1 olusturular. Dis eti cebinde yigilan nétrofiller patojen kaynagi olan
subgingival plak ile periodontal dokular arasinda bir bariyer olarak gérev yapmaya ¢alisir.
Notrofillere ragmen enfeksiyonun devam etmesi savunmanin ikinci hattini olusturan
fagositoz dzelligine sahip monositlerin aktive olmasina sebep olur.®” Bag dokusuna gelen

aktif monositler bagka bir fagositer hiicre olan makrofajlara dontistirler.

Makrofajlar saglikli periodontal dokularda eser miktarlarda bulunur, ancak
bakteriyel faktorler ile karsilastiklarinda antijene bagimli olmadan aktive olurlar.
Periodontal hastaligin ilerlemesinde 6nemli bir role sahip olan makrofaj, konagin verdigi
cevabi akut inflamasyondan immiin sistem elemanlarinin bulundugu kronik bir patolojiye
gelistirir.%8 Bakterilerin sahip oldugu LPS’ler makrofajlarin aktiflenmesine neden olur.
Makrofajlarin aktif hale gegmesiyle birtakim sitokinler (TNF-a, TGF-, IL-1, IL-6, IL-
12, IL-10, IFN- vy vb.),ylizey resepetorleri, prostoglandin E2 (PGE2) ve MMP iiretilir.
Antijene spesifik yanitin baslamasi bu sitokinlerin araciligiyla olur. Sonug olarak

periodontopatojenler 6zgii hedef haline gelir ve konak enflamatuvar cevabi siddetlenir.%®

Dogal immiin yanit ve kazanilmig immiin yanit arasindaki temel fark; kazanilmis
immiin yanitin periodontopatojenleri birbirinden ayirt edebilmesidir. Patojene 6zgii bir

konak savunmasi kazanilmis immiin yanit1 daha etkili kilar. Kazanilmig immiin sistem
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antijenleri tanimamin yani sira 6zgii patojenlerin uzaklastirilmasi amaciyla bir savunma
mekanizmasini gelistirir ve tekrarlanan karsilagsmalarda antijen igaretlerini hatirlar. Bu
sistemin temel hiicreleri T ve B lenfositlerdir. Lenfositlerin dokudaki proliferasyonu akut
enflamatuar yanittan hemen sonra gelisir. Antijenle tekrar karsilasmalarinda lenfositler
CD4+ ve CD8+ T hiicrelerini olustururlar. Bu doniisiimiin temel sebebi daha hizli ve etkili
savunma olusturmaktir.”® Olusan CD+4 T hiicreleri de iki ayr1 yardimer yardimer hiicre
grubuna farklilasir. Bu hiicre grubunun ilk elemani yardimer T hiicre 1 (Thl)’dir. Ana
gorevi hiicresel immiin cevabin regiile edilmesidir, bunun yani sira B lenfositleri ve
plazma hiicrelerini de baskilar. Hiicre grubunun ikincil elemanlar1 yardimci T hiicre 2
(Th2)’dir. Th2’ler hiimoral immiinite ile iliskilidir. Enflamasyonun baskilanmasinda
gorev alir. Ana gorevi B lenfosit hiicrelerinin indiiklenmesidir, bunun yani sira T
hiicrelerinden gelen yaniti da baskilar ve patojenlerin eliminasyonundan sorumludur. T
ve B lenfositler dogal 6ldiiriicii hiicrelerin olusmasini stimiile ederek ve makrofajlar

destekleyerek savunma mekanizmalarma katkida bulunur. 7% 71

B lenfosit hiicreleri ise plazma hiicrelerine farklilasir, dis eti olugu veya cep
duvarinda biriken plazma hiicrelerinden antikor sentezlenir. Uretilen patojene 6zgii
antikorlar bakteri fagositozunda kullanilir, bu isleviyle plazma hiicreleri kompleman
sisteme yardimci olur. Bunlarin yaninda B lenfositler doku yikiminda gorevli olan

proenflamatuar sitokinlerin iiretildigi yerdir.>®

Periodopatojenlere verilecek immiin yanitin kontrolii sitokin ve kemokin
sinyalleriyle saglanir. Sitokinlerin tiretimi enflamasyonun akut dénemi ve kronik fazin
baslangicina kadar fibroblastlar, epitel kaynakli hiicreler ve fagositik hiicreler tarafindan
saglanir. Enflamasyon ilerleyip yerlesmis ve ilerlemis lezyona doniistiigiinde sitokin
iiretme gorevini lenfositler {istlenir.”? Proenflamatuvar sitokinlerin salinimi bir dizi

genetik diizenleme ile saglanmaktadir. NF-kB’nin transkripsiyonu bu genetik
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diizenlemenin ilk adimidir.” Hiicresel diizeyde meydana gelen enflamasyonun
baslamasinda NF-kB kilit bir 6neme sahiptir. Konagin verdigi immiin cevap bir¢ok gen
ekspresyonuna sebep olur, bu gen degisikliklerinin koordinasyonu NF-kB tarafindan

saglanir.’

Periodontal hastaliklarda patojen kaynakli meydana gelen enflamatuar siireg
konak yanitin1 uyarir. Fizyolojik enflamatuar siirecin parcast olan konak kaynakli
hiicreler, mediyatorler ve periodontal dokular arasindaki baglanti belirli bir diizende
islemektedir. Ancak periodontal hastaliga yatkin kisilerde bozulmus immiin yanit ve
enflamasyon dengesi hastalig1 kronik siirece ilerletip doku hasarina sebep olmaktadir.
Periodontal hastaliklarin tedavi siireclerinin belirlenmesinde meydana gelen doku hasar

mekanizmalarinin aydinlatilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir.®
2.1.5.1.2. Periodontal Hastalikta Doku Yikim Mekanizmasi

Periodontal hastaliklarda meydana gelen doku yikimi aktif ve pasif donemler
olarak birbirini takip eder. Aktif olan donemlerde hizli bir yikim izlenirken, pasif
donemler uzun stiren doku yikiminin goériilmedigi donemlerdir. Klinik olarak peridontal
doku yikimi; birlesim epitelinin apikele gdg¢iinii takip eden alveolar kemik ve periodontal

ligamentin yikimryla tanimlanabilir.” 7

Periodontal patojenler amonyak (NHs), hidrojen siilfiir (HS), kisa zincirli yag
asitleri, 10kosit aktive edici peptitler ve LPS’ler gibi metabolik artiklariyla dogrudan doku
yikimina sebep olabilse de periodontal hastalikta doku yikimimnin ¢ogu,
periodontopatojenlerin baslattigi konaga ait yikici ve koruyucu mekanizmalar arasindaki

balansin bozulmasindan kaynaklanmaktadir.”’

Periodontal hastaligin devam etmesiyle olusan konak cevabi; reaktif oksijen tiirleri

(ROT), sitokinler, MMP’ler, Growth faktorler ve daha bir¢ok enflamasyonu diizenleyici
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mediyatdrii biinyesinde barindiririr. "® Kollajen, periodontal hastalik siirecinde yapim,
yikim, onarim, yeniden sekillenme gibi bir¢ok degisime ugrayabilir. Gingivitisin
baslangicinda kollajen fibriller enflamatuvar hiicrelerin daha iyi penetre olabilmeleri igin
yikima ugrartilirlar. Daha sonra hastaligin devami ve periodontitise ilerlemesiyle alveolar

kemik ve periodontal liflerde yikim devam eder.”

Notrofiller konak cevabinin baslangicinda yer alan hiicrelerdir, iirettigi plazmin,
ROT, katepsin G, kollagenaz ile fibroblastlar, keratinositler ve vaskiiler hiicreler gibi
birgok hiicrede yikima sebep olur. Notrofiller bunun yani sira 6zellikle Tip 1 kollagenin

yikimina sebep olan predominant MMP (MMP-8, MMP-9) iiretiminde gorev alirlar.8 8!

Makrofajlar patojenlere karsi trettikleri sitokinler (IL-1, TNF- a) ile konak
cevabini giiglendirerek doku yikimini uyarirlar. Makrofajlarda  bulunan PGE:
osteoklastlar1 stimiile ederek kemik yikiminda rol oynar. PGE2’yi IL-18, TNF-a ve
paratiroid hormon uyaris1 stimiile eder. Makrofajlar doku yikimini1 yukarida s6z edilen
sitokinler araciligtyla dogrudan uyarmasi yani sira fibroblast benzeri hiicrelerden MMP

{iretimini arttirarak dolayli olarak da tetikleyebilmektedir. 82

MMP’ler periodontitis esnasinda meydana gelen doku yikimindan sorumlu
proteinazlarin en énemlisidir. MMP salinimi birgok sitokin (IL-1B8, TNF-a, PGE2) ve
bakteriyel metabolite bagl olarak gergeklesir. MMP ve kontroliinii saglayan inhibitorler
(TIMP) arasindaki denge enflamasyon ile bozuldugunda ekstraseliiler matriks
proteinlerinde bozulma, hiicresel membran proteinlerinde yikim ve alveolar kemik kaybi1

meydana gelir.2

Periodontal hastaligin 6nemli belirte¢lerinden biri alveolar kemik kaybidir.
Meydana gelen kaybin nasil olustugu periodontitisin tedavisinin anlagilmasi agisindan

oldukga 6nemlidir. Immiin sistemin, kemik yapim ve yikim siirecleriyle olan baglantist
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‘osteoimmiinoloji ’ bashigi altinda incelenmektedir. Yakin zamanda ortaya ¢ikan bu
kavram periodontal hastaligin patogenezi agisinda olduk¢a Snemlidir. Periodontitiste
goriilen alveolar kemik kaybi siirecinin anlamlandirilmasinda 6zellikle tiimoér nekroz
faktor (TNF) reseptor ailesinin {i¢ iiyesi 0n plana ¢ikmaktadir; NF-kf’nin reseptor

aktivatorii RANK, ligandi RANKL ve RANKL’1 inhibe eden OPG’dir.8* &

Osteoblastlar heniiz farklilasmamis mezenkimal hiicrelerden koken alirlar. Kemik
dokunun olgunlagmasindan Onceki organik yapinin {iretilmesinden sorumlu olan
osteoblastlar, ayrica kemik dokunun olgunlasmasi igin yerlesen inorganik molekiillerin
de kontroliinii saglar. Dengede olan bir kemik yapim ve yikim siirecinde RANKL

osteoblastlar tarafindan tretilir.

Osteoklastlar monosit ve monosit benzeri hiicre kaynakli ¢ok ¢ekirdekli fagositik
hiicrelerdir. Kemigin yapimi esnasinda kompakt kisminin i¢ yiizeyinde, yikim esnasinda
ise howship lakiinalarinda yer alir. Osteoklastlar kemigin yikimi i¢in gerekli olan asidik
pH’y1 ve enzimleri olustururlar. NF-xB’nin reseptor aktivatorii (RANK) osteoklast
hiicreleri iizerinde yer alir. Osteoklast olusumu, osteoblastlar tarafindan olusturulan
makrofaj koloni stimiile edici faktor ligandi (M-CSF)’nin monosit iizerindeki ilgili

reseptore baglanmasiyla gergeklesir.8®

Denge halinde bulunan kemik metobolizmasinda osteoblastlar tarafindan tiretilen
RANKL, periodontal hastalik siirecinde Th1 ve Th17 hiicrelerini igeren immiin Savunma
hiicrelerinde de iiretilir. RANKL’ 1n heniiz olgulagmamis osteoklast hiicreleri tizerinde
bulunan RANK reseptoriine yerlesmesi ve NF-kB'nin stimiile olmasi olgun osteoklastin

olusmasini saglar, bununla birlikte alveolar kemik yikimi baslamis olur.8” %

Osteoprotegerinin kemik yapim yikim metabolizmasindaki gorevi ise olgun

osteoklast hiicrelerinin olusmasini engellemek amaciyla RANKL’1mn RANK reseptoriine
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baglanmasimni engellemektir. Osteoblastlar tarafindan salgilanan OPG, RANK
reseptoriine baglanma agisindan RANKL’a gore yiiksek afiniteye sahiptir. OPG’nin bu

ozelligi kemik yikim siirecini engellemektedir.®®

Periodontitis esnasinda olugan enflamatuar yanit, OPG yapimin azaltan, RANKL
yapimini arttiran IL-1f,-6, -11,-17 ve TNF-a gibi proenflamatuvar sitokinleri igerir. Bu
sitokinler kemik metabolizmasindaki dengeyi osteoklastogenezis lehine bozar, ancak IL-

3 ve IFN-y gibi antienflamatuvar sitokinler OPG’yi arttirip RANKL {iretimini azaltir.®°

Periodontitiste RANKL/ OPG oraninin belirgin bir sekilde etkilendigini gdsteren
klinik® %! ve deneysel % calismalarin ¢ok biiyiik bir kisminda periodontitisin bu orandaki

belirgin artis ile iliskili oldugu agikca gosterilmistir. %
2.1.5.1.3.Sitokinler

Sitokinler dogal ve kazanilmig bagisiklikta, inflamasyonda, hematopoezde gorevi
bulunan diisiik molekiil agirhigina sahip c¢oziinebilir proteinlerdir.%* Sitokinlerin,
hiicrelerin proliferasyonu, biiyiimesi, farklilasmasi, enflamatuvar cevabin baslamasi,
diizenlenmesi, siddet ve siiresinin belirlenmesi, dokularin tamir ve rejenarasyonu gibi
bircok 6nemli islevi bulunur.>* Sitokinler basta makrofaj ve T lenfosit olmak iizere
immiin sistem hiicrelerinden ve dokularda bulunan farkl: hiicre gesitlerinden iiretilebilir.%
Sitokinler etkiledikleri hiicreler bakimindan tige ayrilir; ¢oziinebilir yapida bulanan
sitokin salgilandig1r hiicreyi etkileyerek otokrin, yakinindaki hiicreleri etkileyerek

parakrin, uzakta bulunan hiicreleri etkileyerek endokrin etkiye sahiptir. %

Inflamasyonun tetiklenmesi, devam etmesi ile baglantili olan sitokin grubuna
proinflamatuvar sitokinler denir. IL-1a, IL-1pB, IL-6, ve TNF-o gibi proinflamatuvar
sitokinlerin etkileri sonucu periodontitisin 6nemli belirteci olan alveolar kemik kayb1

meydana gelir. Proinflamatuvar sitokinlere gore zit etki eden ve periodontal dokulardaki
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inflamatuvar siirecin ilerlemesine engel olan sitokinlere ise antiinflamatuvar sitokinler

(IL-4,IL-10,1L-13 TGF-B) denir.”" %

Periodontitisde meydana gelen enflamasyonu arttiran ya da azaltan birgok sitokin

bulunsada ¢alismanin i¢inde yer alan IL-1 ve IL-10 sitokinleri ayrica incelenmistir.
2.1.5.1.3.1.Interlékin 1 (IL-1)

IL-1 gen ailesi temel olarak 3 farkli tiyeden ; IL- la, IL -1B ve bunlarin reseptor
antagonistleri olan IL-1Ra ‘dan olugmaktadir. IL-lo ve IL-1B agonist etkiye sahipken,
IL-1Ra ise bu sitokinlere 6zgii olan reseptdre baglanarak antagonist calisir. % Interlokin
1’in Gretimi uyarilmalarina (lipopolisakkarit, endotoksin vb. etkisiyle) gore bir¢ok farkli
hiicreden gergeklesebilir. Temelde monosit, makrofaj, lenfosit gibi savunma
hiicrelerinden tiretilse de fibroblast, epitel, vaskiiler ve diiz kas gibi hiicrelerde de

iiretilebilirler.®®

IL-1 temel bir proinflamatuar sitokin olup diisiik konsantrasyonlarda endotel
hiicrelerinde adezyonu regiile eden (selektin vb.) ylizey molekiillerin ekspresyonunu
arttirarak PMNL’lerin transendotelyal gogiinii kolaylastirir. Baslangi¢ inflamatuar
cevapta PMNL ig¢in kimyasal bir uyarict olan olan IL-1, lenfosit ve antijen sunucu

9

hiicreleri de dogrudan veya dolayli uyarabilir.®® IL-1 ayrica enflamasyonun akut

doneminde gorevli proteinlerin sentezinin stimiile edilmesi, diger sitokinlerin uyarilmasi,

kollajenin yapim ve yikimmn baslatilmasinda gérev alir.®®

IL-1 ‘in enflamasyon
sirasinda MMP’leri ve osteoklastlari uyarmasi kemik ve bag dokusunda yikim siirecinin
baslamasina sebep olmaktadir. 1% IL-1in alt gruplar1 alveolar kemik yikimi agisindan
karsilastirildiginda IL-1B , IL-1a’ya gore oransal olarak oldukea iistiindiir. Ancak bu iki
sitokin periodontitisli bireylerde, saglikli olanlara gore periodontal dokularda daha fazla

bulunur.19?
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Periodontitis ve IL-1B ile ilgili yapilan caligmalar; ratlarda deneysel olarak
olusturulan periodontitis modellerinde, rekombinant insan IL-1B’s1 uygulanan gruplarda
14.glin sonunda alveolar kemik kaybinin uygulanmayan gruplara daha fazla oldugu
gosterilmistir.’% Dis eti olugu sivisindaki IL-1B seviyesinin degerlendirildigi farkli
calismalardal® 19 |L-1PB seviyesinin periodontitis modellerinde kontrol gruplarina gore
7-12 kat daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. IL-1P, periodontitiste yiikselen miktariyla
birlikte, hastalik uygun sekilde tedavi edildiginde meydana gelen azalma patogenezdeki

onemli roliinii kanitlar niteliktedir.1®
2.1.5.1.3.2. Interlékin 10 (IL-10)

IL-10, dogal yada kazanilmis immiinitenin kontrol edilmesinde 6nemli role sahip
olan bir sitokindir.'% Aktive olmus makrofajlardan, dentritik hiicrelerden, baslica
diizenleyici T lenfositler olmak iizere T lenfosit alt gruplarindan ve B lenfositlerden
iiretilir.2%” 1% Aktive olmus makrofaj ve dentritik hiicrelerden iiretilen IL-10‘nun
retildigi bu hiicrelerin fonksiyonlarim1 baskilamasi, immiin yaniti kontrol etme
mekanizmasina drnek olarak gdsterilebilir.!®® IL-10, B lenfosit kaynakli immiin yanit:
stimiile ederken ayn1 zamanda T lenfositleri 6zellikle de yardimer Th1 kaynakli immiin
yanitt baskilar.® Enflamasyon sirasinda ortaya ¢ikan fagositer hiicre kaynakli
proinflamatuar sitokinlerin etkilerini inhibe eder, IL-18’nin reseptdr antagonisti olan IL-
1R’ nim iiretimini artirir.*** Makrofaj ve dentritik hiicrelerde eksprese edilen kostimiilator

molekiillerin ve sinif 2 MHC molekiillerinin liretimini azaltir ve ilgili hiicrelerin antijen

sunma kapasitelerini kisitlar.1%

IL-10 romatoid artrit, pzoriazis gibi kronik enflamatuar rahatsizliklarin

112, 113

tedavisinde immiinsiipresif ajan olarak kullanilir. Kronik inflamatuar 6zellik

gosteren periodontal hastaliklarin immiinopatogenezinde IL-10 biiylik bir Oneme
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sahiptir.® 14 Kronik periodontitiste Th1 ve Th2 arasindaki denge IL-10 tarafindan Th2
lehine bozulur ve hastaligin ilerlemesi yavaslatilir. IL-10 eksikligi enflamatuvar siiregte
IL-1 artisina sebep olarak doku yikimini arttirir.!*> 1€ 1L-10, mevcut alveolar kemik
miktarinin korunmasinda osteoklastlarin aktive olmasini engelleyerek ve osteoblastlarin
iirettigi kemik miktarim kontrol ederek etkili olur.'” Doku yikiminda gorev alan
MMP’lerin olusumunun engellenmesi ve inhibitérii olan TIMP’lerin makrofajlar
tarafindan  salimiminin arttirtlmast IL-10 doku yikimiin azaltilmasindaki bir diger
fonksiyonudur.!® Ratlarda deneysel olarak olusturulan periodontitis ¢alismalarinda, IL-

10 antienflamatuvar etkisi gézlenmistir.!*°
2.1.5.1.4. Matriksmetalloproteinazlar (MMP)

Matrisinler olarak da adlandirilabilen matriksmetalloproteinazlar ZN ve Ca
bagimli enzimlerdir. Bu enzimler ekstraseliiler matriksin neredeyse biitlin bilesenlerini
bozabilir buna bagh olarak bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda énemli bir rol oynar.*?°
MMP’ler Kkatalitik bolgelerinde substrat olarak metallere ( ZN,Ca ) ihtiya¢ duymalar1
sebebiyle metal bagimli endopeptidazlar olarak da bilinirler. inaktif olarak salgilanan
MMP’lerin aktivasyonu yapisindaki ¢inko- sistein bagmin bozulmasiyla gerceklesir.
Uretimleri osteoblast, osteoklast, notrofil, makrofaj, T lenfosit, fibroblast ve epitel

hiicreleri gibi bircok hiicre tarafindan yapilabilir.?!

MMP’lerin olusturdugu yikim,
serumda a2-makroglobulin, glikoprotein-al, antitripsin ile dokuda ise TIMP’ler
tarafindan inhibisyonla kontrol edilir.*?> Toplam 28 MMP bulunmasina ragmen insanlar
tizerinde etkili olan 23 farkli MMP ¢esidi bulunmaktadir. Bu enzimler substratlarina gore
6 grupta siniflandirilir:  Kollajenazlar (MMP-1,8,13,18), Jelatinazlar (MMP-2,9),
Stromelizinler (MMP-3,10,11), Matrilizinler (MMP-7,26) , Membran tip (MT-MMPs),

digerleri (MMP-20) 120123, 124
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MMP ve doku inhibitérleri TIMP’ler peridontal dokularda meydana gelen
patolojik yikimda ve periodontal dokularin fizyolojik sekillenmesinde 6nemli bir role
sahiptirler. Periodontitis siirecinde MMP ve TIMP( TIMP-1) arasindaki dengenin MMP
yoniinde bozulmas1 doku yikimiyla sonuglanir.!?® Herhangi bir patolojik durum
bulunmayan periodontal dokularda fibroblast tarafindan iiretilen MMP’ler (MMP-1
yada Kollajenaz-1) peridontal bag dokusu hiicrelerinin ECM devamliligini saglamada
gorevlidirler. Periodontal hastalik durumunda ise meydana gelen enflamayon ile MMP
tiretiminde artis meydana gelir ve saglikli durumun aksine MMP iiretimi fibroblast yerine
enflamatuar hiicreler tarafindan (6zellikle nétrofil) yapilir.”® 126 Proenflamatuar sitokinler
olan TNF-a ve IL-18, MMP‘nin baglandigi reseptor sayisini arttrict yonde etki

gosteririr.?’

MMP’lerin  kemik yikimiyla olan iligkisi mevcut ¢aligmalarda
gosterilmistir'?®, Osteoklastlarin yikim sahasma ulasmasma MMP’ler (MMP-9,14)
aracilik eder .1%°

Periodontal doku yikiminda MMP’ler biiylik bir role sahiptir. Hastaligin
ilerlemesiyle birlikte periodontal dokulardaki MMP-8 ve MMP-9 seviyesiyesinde artis
gozlenir.!3 Periodontal hastaligin siddetini, ilerleme hizim1 ve tedavi yanitini en iyi
yansitan ve periodontal dokularda en fazla gézlenen MMP elemanlart MMP-8 ve MMP-
9’ dur. 3!

2.15.1.4.1.MMP-8

Periodontitiste MMP-8 (kollajenaz-2) dis eti bag dokusunda bulunan temel
kollajenazlardan biridir.!3? Periodontal dokular degisik tipte birgok kollajen igerse de
Tip-1 ve Tip-3 kollajen toplam kollajen miktarinin yarisindan fazlasini olusturmaktadir.
Tip -1 kollajen yikim1 MMP-1,2,8,9,12,13,14 tarafindan yapllmak‘[adlr.133 MMP-8 farkli

kollajen tiplerini hidroliz yoluyla yikabilir ancak Tip -1 kollajen yikimini en kisa siirede

yapmasiyla diger MMP tiirlerinden ayrilir.!?® Yapilan ¢alismalarda DOS’da bulunan
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kollajen yikimiyla ilgili aktivitenin %90-95‘lik kismmi MMP-8’in sagladigi
goriilmiistiir. 13> 134 1% Artmis  kollajenaz aktivitesinin oldugu DOS’da  MMP-8 ve
yikima ugramis Tip-1 kollajen miktar1 arasinda bir korelasyon goriilmiistiir.*®

2.1.5.1.4.2.MMP-9

MMP ‘lerin alt gruplari olarak incelenen jelatinazlar MMP-2 (jelatinaz A), MMP-
9 (jelatinaz B)’dan olusmaktadir. Proteinaz olan MMP-9 katalitik alan1 ve aktiflenen
alaninin jelatin araciligiyla baglanmasi yoniinden diger MMP gruplarindan ayrilir. Ph
derecesi 7’nin altinda oldugunda g¢alisabilen MMP-9, Tip 4,5,7,10,11,14 kollajenleri,
ekstraseliiler matriks yap1 elemanlarini, proinflamatuar sitokinlerin  (TNF-o, IL-1)
prekiirsorlerini  yikima ugratir. Ayrica MMP-9, Tip-1 kollajenin  yapisinda yer alan
polipeptid gruplarinin ¢apraz baglarini yikarak kollajen biitiinliigiinii bozar.3": 13 MMP-
9 ekspresyonu PMNL hiicreleri tarafinan yapilir.’®® MMP-9  ekpresyonun
indiiklenmesi biiyiime faktorleri, kemokinler ve sitokinlere baghdir.'®® Sitokin ve
biylime faktorleri mitojenlerle aktive edilmis protein-kinaz (MAPK) yolunu
kullanarak indiiklerler.}*! Epidermal biiyiime faktorii (EGF), trombosit kaynakli biiyiime
faktorii (PDGF), hepatosit biiytime faktorii (HGF), transforme edici biiyiime faktori
(TGF) MMP-9 ekpresyonunu arttiran  biiyiime faktorleriyken, proinflamatuar
sitokinler olarak bilinen TNF-a, IL-1p ve interferon (IFN)-a,y‘da MMP-9 ekpresyonunu
arttir.'¥? MMP-9 aktivasyonu fiiretildikten sonra hiicre disina ¢ikmalartyla olur.
Dolagimda yer alan a2-makroglobulin ve dokuda yer alan TIMP ile inhibisyonlari yapilir.
Periodontitiste dnemli bir yeri olan MMP-9 periodontal dokularin bag dokularinda
ekstraseliiler matriksinin yikimi ve hiicre migrasyonlarinda gorev alir. Proenflamatuvar
sitokinleri pargalayarak iiretimlerini indiikler ve aktif form halini almalarmi saglar.'4® 144
Yapilan arastirmalarda periodontitis varliginda DOS’undaki jelatinazlarin (MMP-2,

MMP-9) miktarlarinda artig gozlenmistir. 145 146
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2.2.0ksidan ve Antioksidan Sistem

ROT iki baslik altinda incelenir; Son yoriingelerinde bir veya daha fazla bosta
elektron bulunduran serbest radikaller ve radikal 6zellik gostermeyip potansiyel olarak
serbest radikale doniisebilecek olan radikal olmayan molekiiller. Her iki grubun birbiriyle
olan reaksiyonlarindan da serbest radikal olusabilir. Yaygin olarak bilinen serbest
radikaller; nitrik oksit (NO), siiperoksit (O2) ve hidroksil radikalidir (-OH). Radikal
olusturma potansiyeline sahip olan yaygin molekiiller ise singlet oksijeni (02), hidrojen
peroksit (H202) tir.14

Antioksidanlar, serbest radikallerin viicut igindeki seviyelerini diisikk tutan,
radikallerin sebep oldugu oksidasyon reaksiyonlarinin olugmasini engelleyerek yada
geciktirerek biyokimyasal aktivitelerini kisitlayan molekiillerin genel adidir.®
Antioksidanlar, olusan siiperoksit (O2), hidrojen peroksit (H2O2)’in temizlenmesi ve
olusan iyon hallerinin ayrilmasi, demirin siiperoksitle indirgenip hidrojen peroksitle
reaksiyona girerek olusturdugu hidroksil radikalinin olugmasini yani fenton
reaksiyonlariin engellenmesi, hiicre membrani tizerinde koruyucu etkisiyle hidroksil
grubunu uzaklagtirarak lipit peroksidasyonu onlemesi, bazi metal iyonlarini baglayip
oksidasyonun zincir reaksiyonlarinin bozulmasi gibi mekanizmalarla oksidatif stresin
meydana gelmesini onler.}*® 14° Antioksidan savunma sistemi ve serbest radikaller
arasinda normal fizyolojik kosullar altinda bir denge bulunur. Oksidatif stres dengenin
serbest radikaller lehine bozulmasiyla meydan gelir ve sonucunda muhtemel bir yikim
olusur.’® Oksidatif stres kaynakli bu ytkim DNA yapisinda bulunan niikleik asit, lipit,
protein, karbonhidrat gibi hiicresel yapiy1 olusturan molekiiller {izerinden gerceklesir.4’
Periodontal hastaliklarin da iginde bulundugu kardiyovaskiiler rahatsizliklar, DM,
psoriazis, otoimmiin rahatsizliklar gibi kronik seyirli hastaliklarda oksidatif stres

patogenez agisindan biiyiik bir dSneme sahiptir. >3
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2.2.1. Malondialdehit

ROT larn artisinin antioksidan savunma sistemleriyle dengelenememesi sonucu
lipit peroksidasyonu meydana gelir. Oksidasyon iiriinii olan lipid hidroperoksitlerin
(LOOH) yikimi organizmada yiiksek akvitiviteye sahip aldehitlerin olusmasini saglar.
Aldehitler olustuklart hiicre bolgesinde etkili olabilir ya da difiizyonla yayilim gostererek
meydana getirdikleri hasarin etki sahasini genisletebilir. Lipit peroksidasyonunun nihai
tirtinlerinden biri malondialdehit (MDA)* dir. MDA ve lipit peroksidasyonu arasinda
giicli bir korelasyon mevcuttur. Bu nedenle MDA lipit peroksit diizeylerinin
belirlenmesinde kullanilir. ROT nedeniyle olusan lipit peroksidasyonu olusturdugu
aldehitler membran yapisin1 bozar ve hiicre elemanlarina zarar verir.®® MDA kalitim
materyali iizerine yaptig1 capraz baglarla mutajenik ve karsinojenik etkilere sebep olur.*>®
Viicutta goriilen patoloji sonucu artig gosteren lipit peroksidasyonu, ROT kaynakli
meydana gelen oksidatif hasarin belirteci olarak kullanilabilir.™®® MDA, periodontitis
iliskili lokal ve sistemik oksidatif membran fosfolipid hasar diizeyinin tespitinde de

yaygin olarak degerlendirilen bir biyobelirtegdir.?>” 158

2.2.2. Glutatyon

Glutatyon (GSH) yapisinda tiyol grubu ve g-glutamin bagi bulunduran bir
molekiildiir. Yapisinda bulunan yiiksek konsantrasyondaki sisteinle glutatyon hiicre
icinde 6nemli bir antioksidandir.®® Glutatyon neredeyse biitiin hiicrelerde sentezlenir,
antioksidan olmasinin yani sira planh hiicre 6liimlerinde, hiicrelerin haberlesmesinde,
eikasonoidlerin {retilmesinde, hiicrelerin indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlarin
dengede tutulmasinda, detoksifikasyon mekanizmasin calismasinda goérev alir.t®
Glutatyonun tamamina yakin kismi hiicre igerisinde serbest halde sitoplazmada bulunur.
Burada sentezlenen glutatyon daha sonra diger hiicre organellerinde gdzlenebilir.!®

Oksidatif stres varligi serbest ve indirgenmis halde bulunan glutatyonun okside hale
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gelmesini saglar.’®® Hiicrede oksidatif stres kaynakli meydana gelen kalic1 hasar GSH
yapisini degistirir bundan dolayr GSH miktarinin belirlenmesi hastalik durumunun
anlamlandiriimasinda énemli bir gostergedir.’®® GSH, enzim aracilifiyla oksidatif stres
sonucu olusan lipit peroksitleri ve hidrojen peroksitleri detoksifiye eder olusan serbest
radikalleri ve serbest radikal olusturma potansiyeline sahip molekiilleri temizler. Ayrica

baz1 antioksidan molekiillerin yeniden olusmasini saglar.1%% 16°

2.2.3. Total Antioksidan Kapasite, Total Oksidatif Durum ve Oksidatif
Stress Indexi

ROT’un serum ya da plazmadaki miktarlarinin belirlenmesinde bir¢ok farkli
yontemden yararlanilmaktadir. Antioksidan savunma sistemi ve oksidan sistem arasinda
olan denge oksidanlar Iehine bozuldugunda bu duruma sebep olan molekiillerin miktarlari
ayr1 ayr1 toplanarak bir sonug elde edilebilecegi gibi Erel!®® ®’tarafindan gelistirilen ve
ilgili molekiillerin total miktarlarini1 bir biitiin halinde 6lgmeye olanak saglayan, 15181
absorplanmasi esasina gore galisan otomatik bir yontem de bulunmaktadir. Serum,
plazma ve c¢esitli viicut sivilarinda birgok antioksidan molekiill bulunmaktadir. Bu
molekiiller kendi aralarinda etkilesim olusturabilmektedir. Bir patoloji i¢in spesifik bir
antioksidanin konsantrasyonun ol¢iimii, onu etkileyen diger antioksidan molekiillerin
etkisi goz ardi edilerek yapildiginda yetersiz sonuglar elde edilmektedir. Ayni sekilde
spesifik bir antioksidan tiiriiniin tek basina 6l¢iimii yapilirken patolojiyle ilgisi olmayan
farkl1 bir mekanizmayla iretilen miktar1 da sonuca dahil edilmekte yanlig
degerlendirmelere sebep olmaktadir.’®® Bunun yani sira tek tek yapilan dl¢iimler uzun ve
karmagsik bir siire¢ gerektirmekte, diger yontemlere gore ekonomik agidan dezavantaj
barmdirmaktadir.!®® Total antioksidan kapasite (TAOK), alman biyolojik numunedeki
antioksidanlarin tamaminin antioksidan kapasitelerinin toplami sonucunda olusan

biyokimyasal bir gostergedir. Uygulama acisindan kompleks bir siire¢ barindirmaz,
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ekonomik olarak avantajlidir ve zamandan tasarruf saglar. Antioksidan molekiiller
arasindaki etkilesim sonucu meydana gelen giiglendirici yada zayiflatici etkileri
gosterir.1’% 1 TAOK’un bu avantajlar1 yam sira cinsiyet, beslenme ve yas faktorlerine
bagimli degiskenlik gosterdigi bilinmektedir. Direk olarak oksidatif stresi 6lgebilen total
oksidatif durum (TOD) bireysel kosullara bagli olmamasi yoniiyle TAOK’dan daha etkili
bir parametredir. Yapilan farkli ¢alismalarda >1* TOD / TAOK oraniyla belirlenen
oksidatif stres indexi (OSI) oksidatif stres seviyesinin belirlenmesinde basit ve tutarli bir
parametre oldugu bildirilmistir 1" 176, Periodontal durum ve OS] arasinda kuvvetli bir
iliski bulunmaktadir. Pek ¢ok calisma OSI’nin periodontitis iliskili nihai oksidatif
durumun tespitinde pratik ve giivenilir bir belirte¢ olabilecegini bildirilmektedir.16> 172
173

2.2.4. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Periodontitis Patogenezindeki Rolii

ROT, serbest oksijen radikalleri ve hiicre i¢i, hiicre disi radikal olusturma
potansiyeline sahip olan reaktif molekiillerin tamamim kapsayan genel bir ifadedir.!”’
Antioksidan savunma sistemi ise ROT’un olasi olumsuz etkilerine yonelik biitiin
yasayan organizmalarda bulunan koruyucu bir mekanizmadir.?®® Patolojik bir durum
bulunmadiginda antioksidan savunma sistemi ve ROT duragan olmayan bir denge
icerisindedirler. Bu denge antioksidan savunma sisteminde meydana gelen azalis ya da
ROT’da meydana gelen artmig aktivasyon veya iiretim artis1 sebebiyle bozuldugunda
oksidatif stres olusur. Oksidatif stres, muhtemel hasarlara sebep olabilecek,
prooksidanlarin antioksidanlara baskin oldugu durum olarak tanimlanir.}’® Oksidatif stres
hiicreler iizerinde lipid peroksidasyonu, oksidasyon sonucu protein yapilarda yikim,
ECM’nin polarize yapisinin bozulmasi, proenflamatuvar sitokinlerin iiretiminin
arttirilmast, kalic1 etkilere sahip olan DNA hasar1 gibi durumlara sebep olur.}”® Reaktif

oksijen tiirleri canlida birgok fizyolojik mekanizmaya dahil olurken, iginde
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periodontal hastaliklarin da bulundugu kronik enflamatuvar hastaliklarin patogenezinde
onemli bir rol oynamaktadir.’® Periodontal hastaliklarda ilk savunma hattin1 olusturan
PMNL’lerden iginde ROT’unda bulundugu birgok antimikrobiyal salinmaktadir.!®!
Hiicre parcalanmasi esnhasinda fagositoz yapan hiicrelerde meydan gelen oksidatif
patlamalar nedeniyle olusan oksidatif stresin periodontitis patogenezi ile baglantili

oldugu bilinmektedir.'®?

Kronik enflamasyon sirasinda aktive olmus makrofaj ve
PMNL’den salinan ROT antimikrobiyal 6zellikleri ile koruyucu bir etki yaparken, ECM
ve bag dokusu iizerine yikici etkileri de bulunmaktadir. ROT kaynakli oksidatif hasar dis
eti dokusu, periodontal ligament ve alveolar kemik gibi periodontal dokularda gériiliir.18
Periodontitiste olusan oksidatif stresin lokal dejeneraif etkilerinin yani sira sistemik yolla
pek ¢ok doku ve organ hasarina da katki saglayabilecegi gosterilmistir.1®> 18 Periodontal
dokularda sinirli kalmayip sistemik olarak etki eden ROT’lara, membran lipitlerinde geri
doniisiimsiiz olarak meydana gelen lipit peroksidasyonuna, protein yapilarin
oksidasyonuna sebep olur, hastalik siirecinde toplam antioksidan kapasitede kayip
goriiliir. Ttim bunlar g6z oniine alindiginda oksidatif stresin periodontitis patogenezinde
onemi goriilmektedir. Periodontal dokularda meydana gelen harabiyetin seviyesi
oksidatif stresle baglantilidir.8 175185

2.3. Stres

Stres kelimesi Latince “estrica” ve eski Fransizca “estrece” kelimelerinden
tiiretilmis olup baski ve zorlanma anlamlarina gelmektedir. i1k kez Hans Selye tarafindan
stres kelimesi degisen cevre kosullarina uyum saglama ve istesinden gelme
miicadelesinde canli organizmalar tarafindan deneyimlenen zorluklar1 ve zorlanmalari
tanimlamak i¢in kullanilmistir.*® Canlida stres olusturan etmenler stresorler olarak
adlandirilir ve bu etmenler fiziksel, emosyonel, psikolojik, sosyal bir¢ok faktdriin etkisi

altindadir. Ancak stresoriin tlirtinden bagimsiz olarak viicutta bir stres yanitt meydana
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gelmektedir. Stresle karsilasildiginda ilk degerlendirme neokorteks ve limbik sistem
tarafindan yapilir. Hazirlanan cevap hipotalamusa gonderilir. Hipotalamusun temel islevi
uyaranlara kars1 viicudun tetikte kalmasini saglamaktir. Stresore karsi verilen cevap uzun
veya kisa olmasina goére hipotalamustan baslayan farkli mekanizmalar1 olusur.
Hipotalamus kisa siireli yanit i¢in otonom sinir sistemini uyararak bobrek iistii bezlerinin
adrenal medullasindan adrenalin ve ndradrenalin salinmasini saglar. Uzun siireli yanitta
ise hipotalamustan salgilanan kortikotropin serbestlestirici faktér (CRF) hipofiz 6n
lobundan adrenokortikotropik hormon (ACTH) salgilatir ve bu hormonun etkisiyle
bobrekiistii bezi korteksinden kortizol saliniminda artig olur. Kortizol salinimi viicut
tizerinde glikojenolizin artmasina, karaciger disinda protein sentezinin azalmasina ve
yikiminin artmasina, karacigerde ise plazma proteinlerinin artisina, yag depolarindan yag
asitlerinin mobilizasyonuna sebep olur. Yiiksek miktarlarinda 16kosit diapedezini,
eozonofil ve histamin miktarin1 azaltir. Lenfoid dokuda atrofiye sebep olarak
immunoglobin miktarini azaltir. Katekolaminlerin etkilerini arttirir. Gergeklesen tiim bu
etkiler organizmanin immiin cevabinin baskilanmasma sebep olur.®” Akut stres
durumunda oldugu gibi kronik stres durumunda da yiiksek diizeyde salinan kortizol, akut
durumda gosterdigi immiinsiipresyon etkisinin aksine kronik stres durumunda gelisen
reseptOr rezistansi sebebiyle immiin cevabi regiile edemez ve proinflamatuar sitokinlerin
asir1 salinimu ile karakterize yikict konak yamitini siddetlendirir.” 2 Farkli stresorlerin
viicutta olusturdugu stres cevabi ayni mekanizmaya sahip olsa da, stresdre magruz
kalinan siire stresin cevabini degistirir. Ani bir uyaranla meydana gelen akut stres viicut
tizerinde hemostatik durumu kisa siireligine de olsa degistirerek etki eder, uzun siireli
olusan kronik stres ise etki bakimindan akut strese gore diisiik seviyeli olmasina ragmen
etkisinin kiimiilatif bir 6zellik tasimastyla viicut iizerinde olumsuz etkiler birakabilir.*8®

189 Selye, stresle karsilasildiginda olusturulan yaniti genel adaptasyon yaniti (GAS)
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olarak tanmimlamis ve li¢ doneme ayirmistir; alarm evresi, direnme ya da adaptasyon
evresi ve tilkenme evresi.!® Stres belirli seviyeye ulastiginda viicut alarm evresine geger
ve ilk yanit1 olugturur, hipotalamo-hipofizer sistem ve otonom sempatik sistem uyarilir.
Uyarilan sempatik sistemin etkisiyle katekolamin seviyelerinde artig, kalp atim hiz1 ve
kan basincinda ylikselme, papilerde vazodilastayon, tlikriik sekresyonunda azalma,
bosaltim sisteminde gevseme gibi fizyolojik olaylar meydana gelir. Bu fizyolojik olaylar
viicudun ‘savag ya da kag’ tepkisini Vermesine sebep olur. Olusan strese karsi adaptif
cevap gelismeye basladiginda alarm evresinde sempatik sistem tarafindan bozulan
hemostatik denge parasempatik sistemin etkileri ile dengelenmeye calisilir. Alarm
metabolizmasi katabolik reaksiyonlardan olusurken direnme dénemi anaboliktir. Direng
stresin giictine, viicudun adaptasyon kabiliyetine ve enerjisine bagli olarak degisir ve
viicut stres etkeniyle en yiiksek seviyede miicadele halindedir. Bu miicadele adaptif yanit
lehine sonuglanirsa olusan etkiler ortadan kalkar fakat stres etkeni ortadan kalkmaz ve
devamliligini siirdiiriirse tilkkenme evresine gegilir. Bu evrede ise adaptif yanitin giderek
azalmasi sonucu viicut her tiirlii psikolojik ve fizyolojik hastaliga agik hale gelir ve stres
hastaliklar1 olusur ancak adaptif yanit tamamen ortadan kalktiginda 6liim gergeklesir.t%
Yapilan hayvan deneylerinde olusturulan stres sonucu anlatilan evreler benzer sekilde
gelisir; alarm donemini izleyen direng evresi deneysel olarak olusturulan stresin
devamliligiyla yerini hastaliklara yatkin olan tilkenme evresine birakir.1%2

2.4 Periodontitis ve Stres

Periodontitis kronik enflamatuar, polimikrobiyal bir hastalik olup gingival
dokularda yikim ve alveol kemiginde rezorbsiyonla karakterizedir.!®® Yapilan
calismalarda popiilasyonun yaklasik %15-17"inde yikict periodontal hastalik
gozlenmektedir.'® Periodontal hastaliklarm etiyolojisi multifaktdriyeldir. Hastalik

etiyolojisinde bakteriler etkin bir rol oynasa da doku yikimindan tek basina sorumlu

35



degildir, sigara ve DM gibi ¢evresel risk faktorleri hastaligin ilerlemesine katkida
bulunmaktadir.!® Stres, anksiyete ve depresyon gibi diger faktorler ise mutlak risk
faktorii olmamakla birlikte yapilan c¢alismalarda periodontal hastaliklar i¢in potansiyel
risk faktorii olabilecegi bildirilmistir.> 1% Yapilan ¢alismalarda depresyon ve stres
etkenlerine magruz kalmak immiin sistemi olumsuz etkileyerek periodontal sagligin
bozulmasina yol agar." 1% Psikolojik stresin hiicresel immiin yamit:1 3 mekanizma ile
baskiladig1 gosterilmistir.’®® 2% [k mekanizma stres kaynakli olusan yanit HPA aksini
baslatir, hipofiz bezinden kortikotropin serbestlestirici hormon salinimini ve bobrekiistii
bezinin korteksinden glukokortikoid hormon salinimini tesvik eder. Suprarenal bolgeden
salgilanan glukokortikoid proenflamatuar sitokinlerin (interlokinler, prostoglandinler,
tumor nekroz faktér) {iretimini azaltir. Ikinci mekanizmada ise magruz kalinan stresorler
sempatik sinir sistemini stimiile eder, adrenal medulladan adrenalin ve ndradrenalin
salinimini arttirir. Boylece hem kan akis hizinda hem de viicut savunmasinda gorev alan
kan elemanlarinda azalma olur. Bunun sonucunda immiin baskilayici bir etki olusur. Bu
etki dolayli olarak periodontal doku yikimini katkida bulunur.?%t 2°2 Son mekanizmada
ise stres duyusal sinir liflerinden néropeptid salimin tetikler. Noropeptidlerin varligi
sitokin salintmimi uyarir ve damar gecirgenligini arttirir. Noropeptid kaynakh
enflamasyon dokularda yikima sebep olur.2%® Sonug olarak stresin immiin sistem iizerine
olan genis etkisi, kronik enflamatuar bir hastalik olan periodontitisi de benzer sekilde
etkileyebilir. Glukokortikoidler IL-1,IL-2,IL-3, IL-6, TNF, IFN-gamma, graniilosit ve
monosit koloni uyaric1 faktorlerin iiretimini inhibe ederler. Glukokortikoidler ayrica
aragidonik asit metaboliti ve proenflamatuar mediyatorler olan prostoglandinler ve
16kotrienleri inhibe eder.?%* Glukokortikodler lipokortinlerin olusmasini stimiile ederek
fosfolipaz A2’yi inhibe eder ve eikasanoidlerin olusmasini engeller.?%® Glukokortikoidler

makrofaj antijen sunumunu, lenfosit proliferasyonunu, sitotoksik ve yardimci T
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lenfositlere farklilagsmay1 &nler.?%® Glukokortikoidler kortizol dahil olmak {izere
immiinitede gorevli olan IgA, IgG ve noétrofil fonksiyonlarimi baskilayarak
periodontopatojenlere karst olusturulan koruyucu islevi aksatir. IgA sekresyonu
periodontopatojenlerin baslangi¢ kolonizasyonlarini azaltarak koruyucu etki yapar. IgG
ise opsonizasyonda gorev alip nétrofillerin periodopatojenleri fagositozuna yardimci
olur. IgA ve IgG’nin baskilanmas:t periodontal enfeksiyonlarin yikici periodontitise
doniismesine sebep olur.2?” Olusan stresin kroniklesmeye baslamasiyla yiiksek diizeyde
salinan kortizol, akut stres durumdaki immiinsiipresif fonksiyonunun aksine reseptorlerde
olusan rezistans sebebiyle immiin yanit1 regilile edemez ve proinflamatuar sitokinlerin
asir1 salimmu ile karakterize yikici konak yanitini siddetlenir.” 2! Adrenal korteksten
saliman adrenalin ve ndroadrenalin (katekolaminler) prostoglandin ve proteazlar
araciligryla periodontal yikimi arttirir®”’.

Paik ve ark.2% yaptiklar1 calismada akademik stres altindaki bireylerde serum IL-
1b , IL-6 ve IL-10 seviyelerinin arttigi IFN gamma firetiminin ise azaldigini
bildirmislerdir. Maes, Goebel ve ark.2%% 21 yaptiklar calismalarda travma sonras stresi
olan hastalarda serumda IL-6 seviyesinin artt1§1 gdzlenmistir. Genco ve ark.?! stres ve
periodontal hastalik arasindaki iligkinin stres hormonlarina bagiml bir dongii icerisinde
gergeklestigini rapor etmislerdir. Deinzer ve ark.?'? yaptilar ¢alismada akademik stres
altinda bulunan ve gingivitisi olan bireylerde alinan DOS 6rneklerinde kontrol grubuna
gore IL-1B seviyelerinin 2 kat daha fazla oldugu bildirmislerdir. Bu sonug periodontal
hastaligin ilerleyisinde stresin dnemli bir etken oldugunu diisiindiirmektedir. Peruzzo ve
ark ' ratlarda iizerinde yaptiklar aligmada kronik stresin periodontal hastaliklarla olan
iligkisini arastirmiglardir. Restraint stres uygulanarak kronik stres olusturulan deneysel

periodontitisli ratlarin, stres altinda olmayan deneysel periodontitisli ratlara ve kontrol
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grubuna gore belirgin bi¢imde daha fazla alveolar kemik kaybi oldugu, lokal olarak
proinflamatuvar ve prorezorptif faktorlerin arttig1 bildirilmistir.

Deneysel® 1116 213 ve epidemiyolojik®®® 2% calismalar gdstermistir ki; psikolojik
faktorler periodontitis gelismesine olan yatkinlig1 arttirabilir. Bu konu iizerine yapilan
calismalarla stres ya da psikolojik faktorler ile periodontal hastaliklar arasinda pozitif

iliski Saptanmlstlrf" 11-16, 213

2.5. Melatonin

2.5.1. Melatonin Hormonu ve Ozellikleri

Melatonin biiyiilk oranda pineal bezden salgilanan viicutta birgok biyolojik
aktivitenin diizenlenmesinde yer alan endojen bir ndérohormondur. Pinealositlerde
esansiyel bir aminoasit olan triprofandan sentezlenir. Dolasimdan hiicre i¢ine alinan
triptofan once triptofan hidroksilaz enzimi ile 5-hidroksitriptofan’a daha sonra ise L-
aminoasid dekarboksilaz enzimi ile 5-hidroksitriptamin’e (serotonin) doniisiir. Serotonin
daha sonra N-asetil transferaz (NAT) enzimi aracilig1 ile asetillenerek N-asetilserotonin’e
dontigiir. N-asetilserotonin ise hidroksi-indolmetil transferaz (HIOMT) ile melatonine
doniisiir.?* 24 Dolasimdaki melatoninin yaklasik %80 pineal bez tarafindan salgilanir.
Bunun disinda retina, lacrimal bez eritrosit, trombosit, gastrointestinal sistem, harderian
bez gibi yapilarda da melatonin sentezlenmesine ragmen dolasimdaki melatonin
seviyesine katkis1 yoktur.® 16 Melatonin sirkadyan ritim ile iliskili bir hormon
oldugundan salinimi i¢in ¢evrenin aydinlik ya da karanlik olmasi en 6nemli etkendir.
Dolagimda yer alan melatonin miktarinin biiyiik boliimii  gece saatlerinde
salgilanmaktadir ve giinde 30mg melatonin {iretilmektedir. Salgilanmas1 21.00-22.00
saatlerinde baslar, 02.00-04.00 saatleri arasinda pik seviyeye ulasir, sabah 07.00-09.00
saatleri arasinda azalmaya baglar. Giindiiz plazma melatonin konsantrasyonu 0-20 pg/dl

degerinde iken gece bu deger 3-10 katina yiikselir.?!" 28
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Melatonin sahip oldugu yiiksek lipofilik ve hidrofilik &zellikleri nedeniyle
plazmadan bir¢ok biyolojik siviya kolayca gegebilir bu da biyolojik sivilardaki
konsantrasyonunu plazmadaki konsatrasyonuna gore yiiksek kilar. Hiicre hemostazinin
korunmasinda gerekli olan melatonin bu gegis dzellikleriyle hiicreler i¢in temin edilir.?%°
Plazmada bulunan melatoninin yarisindan fazlasi albiimine bagli olarak bulunur.
Yartlanma ©Omrii 3-45 dakikadir. Melatonin neredeyse tamami karacigerde
hidroksilasyonla metabolize olurken, ¢ok az miktarda bobrekte de metabolize olur ve
%50-80 siilfiirik , %5-30 glukuronik asit ile konjuge olduktan sonra idrarla atilir.%1’lik
kismi ise degisime ugramadan idrarla atilir.?!’

2.5.2. Melatonin Hormonunun Etkileri

Melatonin viicutta bir¢ok biyolojik aktivitenin diizenlenmesinde yer alan endojen

bir nérohormondur.

Melatonin, uyku ve uykusuzluk: Uyku diizenlenmesinde ana faktor 1s18a veya
karanliga maruz kalinmasidir. Retinaya gelen 11k sinirsel olarak iletildiginde uyarilan
suprakiazmatik nukleus viicut isisinin, uyku ve uyaniklik hissinin, endokrin olaylarin
dahil oldugu birgok fizyolojik olaylar1 baglatir. Suprakiazmatik nukleus bir biyolojik saat
gibi caligir.??% Isik varliginda melatonin salinimi pineal bezin aktif olmamas1 sebebiyle
engellenir. Karanlik ortam varliginda pineal bez uyarilir ve melatonin salinimi baglar.
Melatonin salinimi i¢in uyku sart degildir; karanlik ortamin, melatoninin toplam uykuda
kalim siiresinden ¢ok uykudan uyanikliga gegis, uykunun baslangici ve uykunun
kalitesiyle iliskili oldugu bulunmustur. Melatoninin uyku tizerindeki etkileri viicut 1s1sin1

diisiirmesi ve diizenlemesiyle iliskilendirilmigtir.22% 222

Termoregiilasyon etkisi: Melatoninin viicut 1sisin1 diisiirmesi, merkezi viicut
isisinin - diismesi, cevresel cilt 1sismin yiikselmesiyle gergeklesir. Viicut 1sisinin
diizenlenmesi hipotalamusun preoptik nukleusunda gerceklesir. Melatonin dort
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reseptoriinden biri olan MT1 termoregiilasyondan sorumlu reseptoriidiir. Fiziksel efor
sarf edildiginde viicut 1sisinin diizenlenmesi dolasimda yer alan melatonin diizeyiyle
baglantili oldugu gdzlenmistir.??® Bunun sonucu olarak melatonin fiziksel efor sirasinda
viicut sicakliginin artiginin kontrol altina alinmasi ve fiziksel performasin arttiritlmasinda

rol oynar.

Endokrin etkisi: Melatoninin reproduktif sistem {iizerine baskilayici etkisi
bulunmaktadir. Melatonin hipotalamus diizeyinde GnRH (Gonadotropin-releasing
hormon), hipofiz diizeyinde ise ikincil haberciler olan Ca* ve cAMP seviyelerini
degistirerek LH salmimini inhibe eder.?* Yiiksek diizeylerde melatonin menstruel déngii
sirasinda LH ve FSH seviyesinin artisin1 engeller, bundan dolay1 progesteronda artis
olmaz.?** Melatonin ve kortizol hormonu diizeyleri zit yonde degiskenlik gosterir. ACTH
aracilt kortizol sentezinin inhibe edilmesi bdbrek iistii bezlerinde bulunan melatonin

225 Melatoninin tiroid hormonu iizerine olan etkisi

reseptorlerinin uyarilmasiyla olur.
direkt veya indirekt yoldan olabilir. Melatoninin hem TSH hem de tiroid hormon
miktarini azalttigi ve dolasimda bulunan hormonlarin seviyeleriyle melatonin seviyesi

arasinda negatif bir iliski oldugu gdsterilmistir.??

Kardiyak etkisi: Melatonin kalp debisi, kan basinci, kalp atis hizi gibi
kardiyovaskiiler sistem fonksiyonlarini etkilemektedir. Tiim bu fonksiyonlara olan
etkisini suprakiazmatik nukleus ve melatonerjik sistem araciligiyla gerceklestirdigi
diistiniilmektedir. Melatoninin salgilanmasindan ana sorumlu olan pineal bezin ratlarda
¢ikarilmasi kan basincinin artigina sebep olurken, deneysel olarak hipertansiyon
olusturulmus ratlarda melatonin tedavisi arteriyal kan basincini, kalp atis hizin1 ve
barorefleks yanitlarini azaltir. Melatonin vazokonstrilksiyon veya vazodilatasyonla
sonuglanan bazal arteriyal tonusu etkilemese de yararli olan etkilerini reseptor aracilt

cAMP seviyesinde azalma ve sinyal iletisinde gorev alan molekiillerin artmis hidroliziyle
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saglar.?® Melatoninin MT2 reseptdrleri araciligiyla endotel hiicrelerini aktive ederek diiz
kaslarda ¢cGMP iiretiminde artisa neden olur bunun sonucunda endotel hiicrelerinde
vazodilatasyon meydana gelir. Melatonin mitokondriyal diizeyde serbest radikalleri
temizler bu yoniiyle iskemik kalp hastaliklarinin tedavisinde 6nemlidir ve iskeminin
neden oldugu miyokardiyal hasara kars1 koruyucu bir etkiye sahiptir.??’

Antioksidan etkisi: Melatonin hidrofilik ve lipofilik 6zellikleri sayesinde biitiin
hiicre i¢i yapilara kolayca ulasabileceginden hiicre membranini, niikleusunu ve
organellerini serbest radikallerin olusturacagi hasardan korur. Hiicre membraninin dis
tarafina tutunan melatonin, serbest radikallerin membran ile olan temasini engeller ve
koruyucu bir rol oynar. Mitokondriyal solunum sonucu ortaya g¢ikan oksijen (O),
hidrojen peroksit (H20), hidroksil (-OH), gibi radikallerin gii¢lii temizleyicisidir.??®
Melatonin serbest radikaller tarafindan metabolize edilir ve antioksidan potansiyeli
saglayan siklik 3-hidroksi melatonine doniistiiriiliir ayn1 zamanda antioksidan aktiviteye
sahip olan siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalazi uyarir.?® Toksik
molekiiller sebebiyle olusan serbest radikaller ve oksidatif stres melatoninin antioksidan
aktivitesiyle diizenlenebilir.??°

Yaslanma iizerine etkisi: Yasin ilerlemesiyle pineal bezde meydana gelen
degisiklikler melatonin {iretimini kademeli olarak azaltmaktadir. Melatonine ait
sirkadyan ritim yenidogan 3-4. ayda baslar, 3-5 yas aralifinda pik yapar ve yaslanmanin
etkisiyle giderek azalir.>® Yaslilikla meydan gelen pinealositlerin hiicre zarinda yer alan
hem a-adrenerjik hemde b-adrenerjik ve reseptorlerinde azalma, suprakiazmatik ¢ekirdek
hiicrelerinde meydana gelen dejenerasyon iiretilen melatonin miktarinin azalmasinin
nedenleridir.?! Melatonin serbest radikalleri iizerinde antioksidan etkisi yaslanmayla
birlikte azaldigindan  hiicreler serbest radikallerden daha fazla etkilenir hale

gelmektedir.?®? Yapilan bir calismada genc¢ ratlarin pineal bezleri yash ratlara
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yerlestirilmistir. Bu durumun sonucu olarak yaslanma periyodunun geciktirilidigi ve
hayatta kalim siirelerinin uzadig1 gériilmiistiir.*®

Immiin sisteme etkisi: Melatonin hormonunun inhibisyonu ile birlikte reseptér
aracili humoral ve hiicresel yanit azalmakta ve immiin yanit baskilanmaktadir. Melatonin
reseptorler araciligiyla etkisini gostererek dalaktaki splenosit hiicrelerinin ¢ogalmasini
saglar. Lenfositler lizerindeki reseptorleriyle yardime1 T lenfositlerin aktivitesini artirir.
Bunun sonucunda opioid molekiillerde ve antikor {iretiminde artis meydana gelir. Bunun
yanisira MHC-2 molekiillerinin artisini1 saglar. Makrofaj, T lenfositlere antijen sunumunu
kolaylastirir. Monosit ve makrofajlarin iiretiminde gerekli olan graniilosit makrofaj
koloni stimiilan faktori (GM-CSF) artirmaktadir. B lenfositler tlizerinde MT-2
reseptoriinii kullanarak apopitozu engeller. Stres sonucu immiin sistemde meydana gelen
baskilanmanin 6nlenmesi melatoninin T lenfosit tizerinde interferon-gama (IFN-gama),
interlokin IL-2, 1L4,1L-6, IL-10 ve IL-12 artisiyla saglamr.?®* Ratlar iizerinde yapilan
caligmalarda pineal bezi ¢ikarilan ratlarin immiin yanitlarinin baskilandigi, NK(natural
killer) hiicrelerinin stimiilasyonunda azalma oldugu, timiis ve dalak hiicrelerinde atrofi
meydana geldigi goriilmiistiir.2> 2*® Dahas, ratlara eksojen melatonin verilmesi goriilen
bu degisiklikleri geriye dondiirmiistiir.?®’ Melatoninin immiin yanita etkisini inceleyen
farkli calismalarda 2%8 239 da melatoninin immiin fonksiyonu diizenledigi goriilmektedir.
Bu sonucu olarak da melatonin uygulamasimin immiin sistem igin 6zellikle de hiicresel
immiinitenin aktivasyonu i¢in énemli oldugu diisiiniilmektedir.?*® Stres, immiinsupresif
ila¢g kullanimi, viral kokenli hastaliklar ve yaslanma kaynakli immiin mekanizmada
meydana gelen olumsuz etkiler melatonin kullanimi ile engellenebilir.?4!

2.6. Melatonin ve Periodontitis

Literatiirde Melatoninin periodontitisin 6nlenmesi veya tedavisindeki roliinii

arastiran pek ¢ok in vivo ve in vitro ¢alisma yer almaktadir.?® 24224 Melatonin periodontal
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kemik yikiminda 6nemli bir role sahip olan OPG/RANK/RANKL molekiil iigliisiiniin
salmimmi  dilizenler. Melatonin  osteoblastin  proliferasyonu, farklilasmasit ve
aktivasyonunda rol oynar. RANKL salinimini azaltirken osteoblastlardan salinan OPG
miktarin1  artirir,  osteoklastlarin  farklilasmasimni  inhibe eder. Bu yoniiyle
osteoklastogenezis siirecini baskilanmuis olur.?*® Melatonin ayni zamanda tip 1 kollajenin
tiretimini uyarirken osteopontin, kemik sialoprotein ve osteokalsini artirirarak kemik
olusumunu pozitif yonde etkiler.?*’

Melatoninin bilinen antioksidan ve antienflamatuar etkisi, periodontal hastalik
stirecinde enflamatuar duruma etki ederek, organizmanin defansif cevabin

4 Kara ve ark.?*® ratlar iizerinde yaptiklar1 calismada melatonin

diizenlemektedir.?*
uygulanan deneysel periodontitisli ratlarda oksidatif stresin olusturdugu yikimin
periodontal dokularda belirgin bir sekilde azaldigini bildirmislerdir. Buna paralel olarak
Arabact ve ark.2*® deneysel periodontitis olusturulmus ratlar iizerinde yaptiklari
calismada melatonin uygulanmis grupta alveoler kemik rezorpsiyonunun énemli dlgiide
azaldig1 ve melatoninin periodontal dokularda iyilesme gosterdigini bildirmislerdir. Kose
ve ark.!™ deneysel periodontitis olusturulan diabetik ratlarda sistemik melatonin
uygulamasinin, diseti dokusunda oksidatif lipit ve DNA hasarin1 6nemli olgiide
sinirlandirdigini, hiicre i¢i antioksidan olan GSH seviyelerinin ve serum TAOK
diizeylerinin arttigini, TOD ve OSI diizeylerinde ise diisiis goriildiigiinii raporlamislardir.
Hidrofilik ve lipofilik 6zelligi sayesinde agiz bosluguna kadar ulasabilen melatonin
tilkkriik sayesinde periodontal dokular i¢in olumlu etkilerden bahsedilebilmektedir.

Yapilan birgok ¢alismada?4® 250

periodontal hastalik siirecinde degisen tiikiiriikk melatonin
diizeyi degerlendirilmis ve c¢alismalarin sonucunda hastaligin ilerlemesiyle tiikiiriik

melatonin diizeyinde azalma oldugu gozlenmistir. Tiim bu bulgular melatoninin
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periodontitis tedavisinde umut vaat edici bir konak modiilatér ajan olabilecegini
diisiindiirmektedir.4®

2.7. Stres ve Melatonin

Canlilarda, psikolojik stres ROT iiretimini tetiklemesi ve antioksidan cevabi
baskilamas1 yoluyla oksidatif bir duruma neden olur ! Bunun yani sira NO iiretimini
inhibe ettigide gosterilmistir.>? Serbest oksijen radikallerinin, stres etkisiyle olusmasi
hipotalamo-pitiier-adrenal aksi aktive etmesiyle miimkiin olur. ROT’un asir1 iiretimi
irreversibl hiicre hasari meydana getirir.?>® Strese kars1 viicutta verilen yanit, farkli
molekiiler yollarin aktive olmasiyla oksidatif strese ve sonucunda apopitoz yoluyla hiicre
oliimiiyle sonlanir.?%* 2%

Melatonin, psikolojik stresin olusturdugu oksidatif stresin aksine gii¢lii bir
antioksidan?®% olup stresin, aktive ederek ROT un olusmasim sagladigi HPA aksinin

onemli bir inhibitoriidiir.?%6-2%°

Melatonin pineal bezden karanlik ortam saglanmak kosuluyla salgilanan endojen
bir antioksidandir. Toplam uykuda kalim siiresinden ziyade uykudan uyanikliga gegis,

uykunun baslangic1 ve uykunun kalitesiyle iliskili oldugu bulunmustur. Bu baglamda

melatoninin salinimi uyku bozukluklariyla yakindan ilgili olabilir.22% 222

Stres ve uykusuzluk birbirini nedensel olarak etkileyen iki durumdur. Uyku
bozukluklari ve stres arasinda asamali bir baglant1 bulunmaktadir. Bir incelemede Medic
ve ark.?® uyku bozuklugunun, streste oldugu gibi ilk olarak HPA eksenini aktive
etmesinin ardindan kortizol ve katekolamin salgilarini arttirmasi, insiilin duyarliliginda
ve leptin'de azalma ile birlikte istahta bir artig meydana getirmesi gibi ¢cok sayida olumsuz
fizyolojik etkiye yol agtigin1 bildirmistir. Ayrica, uyku bozuklugunun TNF-a, IL-18, IL-
6 gibi inflamatuar sitokinleri ve ROT salinimini arttirdigi ve melatonin iiretimini azalttig

bilinmektedir. 10 260
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Strese cevap olarak aktive olan HPA aksinin salgisini arttirdigi glukokortikoid
kemik metabolizmasi {lizerinde onemli degisikliklere sebep olur. Glukokortikoid, NF-
KB'nin aktivasyonunu arttirarak RANK sinyali yoluyla kemik yikimma katkida
bulunabilecegini?®®® 22 ayrica stromal ve osteoblastik hiicre dizisinde RANKL
ekspresyonunu arttirdigr ve OPG ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir.?%> 24 Bunun
yani sira yine stresle birlikte artan katekolaminlerin, osteoblastlar ve osteoklastlar
tizerindeki B-adrenerjik reseptor aktivasyonunu sagladigi ve. RANKL ekspresyonunu
artirarak osteoklast farklilasmasina neden oldugu gosterilmistir 26% 265

Melatonin ise stresin kemik metabolizmasi tizerinde olusturdugu etkileri tersine
cevirecek sekilde OPG/RANK/RANKL molekiil ti¢liistiniin salinimi diizenler. Melatonin
osteoblastin proliferasyonu, farklilasmasi ve aktivasyonunda rol oynar. RANKL
salimmmini1 azaltirken osteoblastlardan salinan OPG miktarim1 artirir, osteoklastlarin
farklilasmasini inhibe eder. Bu yoniiyle osteoklastogenezis siireci baskilanmis olur.?*®
Melatonin ayni zamnda tip 1 kollajenin iiretimini uyarirken osteopontin , kemik
sialoprotein ve osteokalsini artirirarak kemik olusumunu pozitif yonde etkiler.?*’

Melatonin ve stresin ¢esitli mekanizmalarla farkli yonlerde etkileyebildigi pro-
antienflamtuar, oksidan-antioksidan, kemik yapim-yikim siiregleri g¢aligmamizda
periodontal dokularda periodontitisin etkisiyle birlikte incelenmistir.

Tiim bu bilgiler 15181nda, bu tez ¢caligsmasini, gii¢lii antioksidan, antiinflamatuar ve
immiin diizenleyici etkilere sahip olan melatoninin sistemik uygulamasinin psikolojik
stres ile iligkili periodontal inflamatuar degisiklikler ve doku yikimini sinirlandirabilecegi
hipotezi temelinde planladik. Bilgilerimize gore bu ¢alisma melatoninin stres ile iligkili
periodontal doku yikimi iizerine Onleyici etkilerini biyokimyasal, histolojik ve

immiinuhistokimyasal olarak incelemeyi amaglayan ilk ¢calisma olma 6zelligine sahiptir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calismanm deney protokolii Recep Tayyip Erdogan Universitesi (RTEU)
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan incelenmis ve 2019/36 sayili etik kurul onay1
ile deney hayvanlarmin hayat Kkalitesi ve refahi gozetilerek etik kurul yonergesinde
belirtilen kurallara uygun sekilde deneysel calisma gerceklestirilmistir. RTEU Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi TDH-2020-1089 nolu proje galismaya katkida bulunmustur.

3.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Barindirilmasi

Bu deneysel calisma RTEU Deney Hayvanlari Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nde gerceklestirildi. Calisma igin kullanilan deney hayvanlari 250-300 gram (gr)
agirlik araliginda her grupta 8 hayvan olacak sekilde toplam 48 adet 4-6 aylik Sprague
Dawley cinsi erkek rat olarak secildi. Kullanilan tim hayvanlarin, Ulusal Bilimler
Akademisi tarafindan hazirlanan ve Ulusal Saglik Enstitiileri tarafindan yayinlanan
"Laboratuvar Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanimi1 Kilavuzu" nda belirtilen kriterlere gore
gerekli olan bakimi yapildi. Biyolojik ve fizyolojik olarak ayni 6zelliklere sahip bu
hayvanlar; deney hayvanlar1 iinitesinde hijyenik kosullar altinda, 21 + 2°C ortam
sicakliginda, %58 bagil nem oranina sahip, 151k periyodunun 6.00-19.00 saatleri arasinda
saglandig1 ortamda muhafaza edildi. Ratlar i¢erigi Tablo 3.1°de gosterilen standart pellet
rat yemi (270 kcal / 100 gr, Bayramoglu Yem, Erzurum, Tiirkiye) ile beslendi .2%°
Restraint stres uygulandigi zaman dilimi (20:00 ile 08:00 saatleri arasinda) haricinde suya
siirsiz erigimleri (ad libitum) saglandi. Temin edilen ratlarin laboratuvar kosullarina
adaptasyonu i¢in 1 hafta beklendi. Takiben ratlar rastgele olarak 6 gruba ayrildi: Kontrol
, stress (S), deneysel periodontitis (DP), stres + deneysel periodontitis (S-DP), stres +

melatonin (S-Mel), stres + deneysel periodontitis + melatonin (S-DP-Mel).
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Tablo 3.1. Deney hayvanlarina verilen standart pellet rat yeminin icerigi

Standart Pellet Rat Yeminin Icerigi %
Yag 3.5
Karbonhidrat 7.5
Protein 23
Vitamin ve Mineral 1-2
Diger Eser Elementler (demir, selenyum, 3

manganez, ¢cinko, kobalt, iyodiir)

3.1.1. Calisma Gruplari

1-)Kontrol grubu (K): Bu gruba 8 rat dahil edildi. Ratlarin alt 1. molar diglerine
ligatiir baglanmadi. Kronik kisitlama(restraint) stresi uygulanmadi. 29. giinden itibaren
14 giin boyunca intraperitoneal olarak gece 11:00 de 10 mg/kg giinliik tek doz seklinde
salin uygulandi. 43. giiniin sonunda hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifiye edilmeden 6nce

serum ornekleri toplandi.

2-) Stres grubu (S): Bu gruba 8 rat dahil edildi. Ratlarin alt 1. molar dislerine
ligatiir baglanmadi. Kronik kisitlama (restraint) stresi olusturmak {izere ratlar, uyum
stirecinin ardindan 12 saat/giin stres olmak tizere 36 giin siire ile her giin, kendi etrafinda
donmeye ya da harekete imkan vermeyecek kafeslerde tutuldu. Bu ratlara 29. giinden
itibaren 14 giin boyunca intraperitoneal olarak gece 11:00 de 10 mg/kg giinliik tek doz
seklinde salin uygulandi. 43. giiniin sonunda hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifiye

edilmeden once serum 6rnekleri toplandi.

3-) Deneysel Periodontitis Grubu (Dp): Bu gruba 8 rat dahil edildi. Uyum
stirecinin ardindan oral bakterilere retansiyon saglamasi i¢in, alt 1. molar dislerinin

boynuna (kole) 3.0 ipek suturlarin subgingival- paramarjinal konumda yerlestirilmesi
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yontemi ile deneysel periodontitis olusturuldu. Bu ratlara 29. giinden itibaren 14 giin
boyunca intraperitoneal olarak gece 11:00 de 10 mg/kg giinliik tek doz seklinde salin
uygulandi. 43. giiniin sonunda hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifiye edilmeden dnce serum

ornekleri toplandi.

4-) Stres + Deneysel Periodontitis Grubu (S-Dp): Bu gruba 8 rat dahil edildi.
Uyum siirecinin ardindan oral bakterilere retansiyon saglamasi i¢in, alt 1. molar dislerinin
boynuna (kole) 3.0 ipek suturlarin subgingival- paramarjinal konumda yerlestirilmesi
yontemi ile deneysel periodontitis olusturuldu. Ligatiirleme giiniinden itibaren baglamak
tizere, kronik kisitlama(restraint) stresi olusturmak iizere ratlar 12 saat/giin stres olmak
tizere 36 giin siire ile her giin, kendi etrafinda donmeye ya da harekete imkan vermeyecek
kafeslerde tutuldu. Bu ratlara 29. giinden itibaren 14 giin boyunca intraperitoneal olarak
gece 11:00 de 10 mg/kg giinliikk tek doz seklinde salin uygulandi. 43. giiniin sonunda

hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifiye edilmeden 6nce serum 6rnekleri toplandi.

5-) Stres + Melatonin Grubu (S-Mel): Bu gruba 8 rat dahil edildi. Ratlarin alt 1.
molar dislerine ligatiir baglanmadi. Kronik kisitlama(restraint) stresi olusturmak {izere
ratlar, uyum siirecinin ardindan 12 saat/giin stres olmak tizere 36 giin siire ile her giin, kendi
etrafinda donmeye ya da harekete imkan vermeyecek kafeslerde tutuldu. Bu ratlara 29.
giinden itibaren 14 giin boyunca intraperitoneal olarak gece 11:00 de 10 mg/kg giinliik
tek doz seklinde melatonin uygulandi. 43. giiniin sonunda hayvanlar sakrifiye edildi.

Sakrifiye edilmeden 6nce serum 6rnekleri toplandi.

6-) Stres + Deneysel Periodontitis + Melatonin Grubu (S-Dp-Mel): Bu gruba
8 rat dahil edildi. Uyum siirecinin ardindan oral bakterilere retansiyon saglamast igin, alt
1. molar dislerinin boynuna (kole) 3.0 ipek suturlarin subgingival- paramarjinal konumda

yerlestirilmesi yontemi ile deneysel periodontitis olusturuldu. Kronik kisitlama(restraint)
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stresi olugturmak {iizere ratlar, uyum siirecinin ardindan 12 saat/giin stres olmak iizere 36
giin siire ile her giin, kendi etrafinda donmeye ya da harekete imkan vermeyecek
kafeslerde tutuldu. Bu ratlara 29. giinden itibaren 14 giin boyunca intraperitoneal olarak
gece 11:00 de 10 mg/kg giinliik tek doz seklinde melatonin uygulandi. 43. giiniin sonunda

hayvanlar sakrifiye edildi. Sakrifiye edilmeden 6nce serum 6rnekleri toplandi. (Sekil 3.1.)

Sekil 3.1. Deney semasi

3.2. Ligatiir ile Periodontitis Indiiksiyonu

Ratlar iizerinde deneysel periodontitis modeli olusturmak amaciyla intraperitoneal
olarak ksilazin hidroklorid (Rompun, Bayer, istanbul, Tiirkiye) 10 mg/kg ve ketamin
hidroklorid (Ketalar, Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) 40 mg/kg enjeksiyonlariyla anestezisi
sagland1. Gerek goriilmesi durumunda  baslangic dozunun 1/5° i oraninda  belirli
araliklarla tekrar edildi. Daha sonra hem sag hem sol alt 1.molar dislerinin servikal
bolgesine sub-paramarjinal pozisyonda 3.0 ipek siitur gegirilerek meziyal tarafta

diigiimlendi ve siitur 5 hafta siire ile yerinde muhafaza edilerek deneysel periodontitis
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olusturuldu. Siitiir, yapis1 ve pozisyonu ile iligkili olarak plak birikimine, inflamatuar

degisikliklere ve sonug olarak periodontitis olusumuna imkan tanindi (Sekil 3.2. , Sekil

3.3_)_173, 267, 268

Sekil 3.2. Ratlara ligatiir baglanmasi (1)

Sekil 3.3. Ratlara ligatiir baglanmasi (2)
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3.3. Restraint (kisitlama) stres deney protokolii

Restraint stres, hayvanlarin belirli bir siire boyunca hareket etmesine izin
verilmeyen immobilizasyon stresinin degistirilmis bir seklidir. Sinirsel ve ve endokrinal
tepkiler restraint stresin, immobilizasyon stresine gore daha az yogun bir stres etkeni
oldugunu ortaya koymasina ragmen akut ve kronik olarak uygulanabilen restraint stresin
kullanim siklig1 immobilizasyon stresine gore daha fazladir. Restraint stres, deney
hayvaninin iyi havalandirilmis plastik bir tiipe, kaba ya da tel orgiili bir kafese
koyulmasiyla yapilir. Restraint stresin uygulandigr zaman diliminde hayvanin hareket

aralig1 oldukca kisitlanir.?®

Deney hayvanlarindan  stres(S), stres-melatonin(S-Mel),  stres-deneysel
periodontitis(S-DP), stres-deneysel periodontitis-melatonin(S-DP-Mel) gruplarinda
bulunan 32 rat, 1 haftalik uyum siiresinin ardindan 36 giin siireyle 20:00 ile 08:00 saatleri
arasinda 12 saat/giin olmak iizere restraint strese maruz birakildi. Ratlar gece hayvanlari
olduklar1 i¢in belirtilen zaman dilimi uygun goriildii. Stres protokolii sirasinda stres
uygulanmayan ratlar da dahil olmak iizere yiyecek ve su kisitlamasi uygulandi. Stres
protokolii uygulanan tiim ratlar sabah olunca ana kafeslerine tekrar yerlestirildi. Ratlarin her
biri ayr1 olarak iizerinde havalandirma delikleri bulunan pleksiform malzemeden
yapilmis, kendi etrafinda donmeye ya da harekete imkan vermeyecek kadar dar
(10cmx10cmx20cm) kapali kafeslere (Sekil.3.4.) yerlestirildi. Mevcut kafesler hergiin
%70 etanol cozeltisi ile temizlendi. Uygulanan deney protokolii daha 6nce uygulanan

14-16

caligmalardan mevcut rat tiiri, boyutu ve melatonin uygulama siiresi diisiiniilerek

modifiye edildi.
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Sekil 3.4. Restraint stres kafesleri

3.4.Melatonin Uygulanmasi

Melatonin (Alfa Aesar GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Almanya) giinliik
uygulanacak miktar1 %0.01'lik serum fizyolojik-etanol ¢o6zeltisi i¢inde ¢ozdiriildii.
Olusan bu karisim vortekslenerek homojen hale getirildi. Calismanin  29. giiniinde
uygulanmaya baslayan melatonin dnceki calismalaral’® 27 benzer sekilde 14 giin siire ile
intraperitoneal olarak gece 11:00 de 10 mg/kg giinliik tek doz seklinde insulin enjektori
ile uygulandi. Kontrol, Dp ve stres gruplarinda ise ayn1 metodolojiyle salin uygulamasi
yapildi. Deney oncesi ve deney boyunca diizenli araliklarla ratlarin agirliklar: 6l¢iildii ve
hayvanlarin degisen agirliklarina goére tartt (Amput Electronic Technology Co.,
Shenzhen, Guangdong, Cin) kullanilarak melatonin doz miktarinda giincelleme yapildi.

3.5. Orneklerin toplanmasi ve hazirlanmasi

Deneyin tamamlanmasinin ardindan 43. giinde tiim gruplara daha dnce anlatildig1
gibi anestezi saglandi ve 10 ml'lik enjektorler ile intrakardiyak sol ventrikiiler kan
ornekleri toplandi. Toplanan kan 6rnekleri + 4°C'de 1739 g'de 15 dK siire ile santrifiij
edilerek serum 6rnekleri elde edildi. Elde edilen kan serumlari (stipernatantlar) eppendorf
tiiplere koyularak -80°C derin dondurucuda(thermo scientific TLE series) (sekil.3.5.)
analiz edilecek giine kadar muhafaza edildi. Ratlarin kanlar1 alindiktan hemen sonra
oldiiriicii doz sodyum pentobarbital enjeksiyonu (50 mg/kg) ile Gtenazi uygulandi.

(Otenazi: LT, KA) 1. molar disleri igeren mandibular dokular cevresindeki dokular ile

52



birlikte ¢ikarildi (sekil.3.6.) Sag mandibula 6rnekleri histolojik (histomorfometrik ve
immiinohistokimyal) analizlerde, sol mandibular diseti dokulari ise biyokimyasal
analizlerde kullanilmak tizere %10 nétral formaldehit soliisyonu iceren kaplara aktarildi.
Hem histolojik hem de biyokimyasal incelemeler, ¢alisma grubu tayininden habersiz iki

uzman arastirmaci tarafindan gergeklestirildi. (Histoloji: TM, LT, Biyokimya: KA, AY)

Sekil.3.5. -80°C derin dondurucu
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Sekil 3.6. Sag mandibular doku 6rnegi ve 1. molar dis etrafinin ligatiirlenmesi

3.6. Alveolar Kemik Kayiplarmmin Belirlenmesi

3.6.1 Histomorfometrik Analiz

Tiim gruplardan histolojik analizler i¢in alinan sag mandibula doku 6rnekleri 72
saat boyunca %10 notral formaldehit i¢inde fikse edildi. Fikse edilen dokular histolojik
incelemeye uygun hale getirmek amaciyla 15 giin boyunca %6 nitrik asit ile dekalsifiye
edildi. Yeterli dekalsifikasyon saglandiktan sonra orneklerin her biri, 3 saat siireyle
sodyum bikarbonat ile nétralizasyon islemine tabi tutuldu. Alkol ile dehidratasyonu
takiben ksilen ile temizlendi ve parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklar mesio-distal
yonde 5 pum kalinliginda seri olarak kesildi ve her bloktan morfometrik analizlerde
kullanilmak tizere 5 Kkesit rastgele olarak segildi. Seri kesitler, hematoksilen-eozin ile
boyandi. Dislerin mesio-distal taraflarindaki alveolar kemik diizeyleri mine sement sinir1
(MSS) ile alveoler kemik kreti (AK) ve furkasyon catis1 (FC) ile Furkal alveoler kret
(FAK) arasindaki mesafe olarak 6l¢iildii (Sekil 3.7.). Degerlendirmeler bir analiz yazilimi
(Olympus DP2-BSW, Tokyo, Japonya) ile entegre edilmis trinokiiler 151k mikroskobu

kullanilarak yapildi.
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SEKIL 3.7. Alveolar kemik kayiplarinin histomorfometrik olarak dlgiilmesi.

(Sar1 kesikli ¢izgi; Furkasyon ¢atis1 (FC), Sar1 devamli ¢izgi; Furkal alveolar kemik seviyesi (FAK) ,
Kirmiz: kesikli ¢izgi; Mine sement sinirt (MSS), Kirmizi devamli ¢izgi ;Alveolar kemik kreti (AK) )

3.7. Histopatolojik Analizler

3.7.1. Histolojik Doku Takibi Prosediirii

Spraque Dawley cinsi sicanlardan c¢ikarilan sag mandibular ¢ene kemigine
histopatolojik analizlerde degerlendirilmek {izere %10’luk formalin soliisyonu
kullanilarak 24 saat boyunca fiksasyon islemi uygulandi. Fikse islemi uygulanan ¢ene
kemigi ornekleri Morse’s solusyonunda 24 saat boyunca bekletilerek dekalsifikasyon
islemi uygulandi. Bir sonraki asamada doku o6rnekleri doku takip cihazinda (Sekil.3.8)
(ThermoScientific™ Citadel 2000, Almanya) %50, %60, %70, %80, %96, %100 (x2) lik
ethanol serilerinden (Merck GmbH, Darmstadt, Germany) gegirilerek dehiratasyon ve iki
seri ksilol (Merck GmbH, Darmstadt, Germany) soliisyonlarindan gegirilerek
seffaflastirma islemi gerceklestirildi. Bir sonraki asamada yumusak ve sert parafinde
(Merck GmbH, Darmstadt, Germany) bekletilerek parafin inkluzyonu gergeklestirildi .

Doku takibi isleminin(Tablo.3.2) ardindan mandibula dokusuna ait &rnekler parafin
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bloklama cihazina (sekil.3.9.) (Leica EG 1150 H, Lecia Biosystems, Germany)
kullanilarak doku gomme kasetlerine parafin ile bloklandi. Daha sonra parafin bloklardan
rotary mikrotom (sekil.3.10.) ile 4-5 pm kalmliginda seri kesitler alinarak (Leica
RM2255, Lecia Biosystems, Germany) boyama cihaz1 (Sekil.3.11.) (Leica ST5020,
Germany) kullanilarak Hariss Hematoksilen (Merck GmbH, Germany)+Eosin G (Merck

GmbH, Germany) ile boyandi.

Sekil.3.9. Parafin bloklama
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Sekil.3.11. Hematoksilen-Eozin Boyama Cihazi
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Tablo.3.2. Mandibula dokusuna ait doku takibi

Yapilan islem Kullanilan Materyal Zaman
Doku tespiti %10’luk notral formalin 36 saat
Dehidratasyon %50’lik etanol 180 dk
%50’lik etanol 75 dk
%6011k etanol 90 dk
%70’lik etanol 90 dk
%380’lik etanol 60 dk
%96°1ik etanol 60 dk
%100’liik etanol 75 dk
%100’ ik etanol 75 dk
Seffaflastirma Ksilen 90 dk
Ksilen 90 dk
Parafinizasyon Parafin 60 dk
Parafin 210 dk
Bloklama

3.7.2. Hematoksilen-Eozin ile Boyama Prosediirii

Lama alinan kesitler boyamadan 6nce hem dokudaki parafinin uzaklastirilmasi
hem de kesitlerin lama daha 1yi adaptasyonu i¢in formalinsiz bir ortamda 56 °C’lik etiivde
(Sekil.3.12.) (Wisecube,Wertheim, Almanya) 1 saat bekletildi ve daha sonra ST5020
Multistainer Bath Array boyama cihazinda boyamaya alindi (Sekil 3.10.) ve prosediirler

uygulandi (Tablo 3.3).
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Sekil.3.12. Etiiv
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Tablo 3.3. Hematoksilen eozin boyama prosediirii

Yapilan 1§Iem Kullanilan Materyal Zaman

Deparafinizasyon 56 °C‘lik etiiv 1 saat
Boyama cihazi firin 5dk
Ksilen 3dk
Ksilen 3 dk

Rehidratasyon %1001k etanol 1dk
%9611k etanol 2 dk
%90’11k etanol 2 dk
) N
%380’lik etanol 2 dk
%70’1ik etanol

(0] 1K etano 2 dk

Musluk suyu

Yikama 5 dk
Distile su

5dk

Harris hematoksilen

Boyama 1dk 10 sn
Distile su

Yikama 5 dk
Eozin yellow

Boyama 8dk 30 sn
Distile su

Yikama 15sn
%70’lik etanol

Dehidratasyon i 20 sn
%80’1ik etanol

15 sn

%90’11k etanol
%100°liik etanol 15sn
%100’lik etanol 15sn
Ksilen 15sn

Seffaflastirma Ksilen 5 dk
Ksilen 10 dk
Entellan 1 saat

Kapama Kapama

3.7.3. Histopatolojik Analiz

Histomorfometrik 6lgiimlerin tiimii 2 Histolog tarafindan (TM, LT) bagimsiz

olarak RTEU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji AD Histoloji Arastirma
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Laboratuari’nda Olympus DP72 kamera atagmanli (Olympus, Tokyo, Japonya) Olympus

triokiiler BX51 TF (Olympus, Tokyo, Japonya) marka mikroskopta yapildi.

3.7.4. Immiinohistokimyasal Analiz

Sag mandibula dokusuna ait 6rnekler ndtral %10’luk formalin solusyonunda
(Sigma-Aldrich, Almanya) 24 saat boyunca fikse edildikden sonra Morse’s soliisyonunda
24 saat boyunca bekletilerek dekalsifikasyon islemi uygulandi. Dekalsifikasyon igleminin
ardindan ¢ene kemigine ait 6rnekler doku takip cihazi (sekil.3.8.) (Shendon Citadel 2000,
Thermo Sceintific Inc., Almanya) kullanilarak sirasi ile; artan ethanol (%50, %70,
%80,%90%96,%100, %100; Merck GmbH, Darmstadt, Almanya) soliisyonunda
gecirilerek dehiratasyon iglemi uygulandi. Bir sonraki agsamada doku ornekleri iki seri
ksilol solusyonunda (Merck, Darmstadt, Germany) bekletilerek mordanlama islemi
uygulandi. Bir sonraki asamada Ornekleri siras1 ile yumusak ve sert parafinde gomme
(Merck GmbH, Darmstadt, Almanya) islemi uygulandi. Daha sonraki asamada doku
gomme cihazi kullanilarak (sekil 3.9.) (Leica 1125 Leica Biosystems, Almanya) sert
parafin (Merck GmbH, Darmstadt, Almanya) ile doku gémme kasetlerine bloklanarak
rotary mikrotomda (Leica RM2525, Leice Biosystems, Almanya) 4-5 pm kalinliginda

kesitler alind1 (sekil 3.10.).

Elde edilen kesitlerde RANKL primer antikoru (Abcam, United Kingdom) ve
osteoptegerin (OPG) primer antikorlar (Abcam, United Kingdom) ve bunlara uyumlu
sekonder antikorlar1 igeren immunohistokimya Kkitlerini kullanildi. Kesitler iiretici
firmanin kullanim talimatina uygun olarak immunohistokimya boyama cihazi
(sekil.3.13.) (Bond Max, Fully Automated IHC and ISH ,Leica Biosystems, Australia)
kullanilarak primer antikor solusyonlarinda ve ardindan sekonder antikor soluyonunda 60
dakika boyunca inkiibe edildi. Primer ve sekonder antikor ile inkiibe edilen ¢ene kemigi

dokusuna ait kesitler diaminobenzidine chromogen (DAB Choromogen, Abcam, United
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Kingdom) solusyonunda inkiibe edildikden sonra dokular Harris Hematoksilen ile
(Merck GmbH, Darmstadt, Almanya) ile boyanarak 1sik mikroskobu altinda (Olympus
Co., BX51, Japan) incelenerek digital fotograf makinasi (Olympus Co., DP71, Japan) ile
fotograflari ¢ekildi. Her bir mandibular 1.molar dis i¢in 5 farkli kesit ve her bir kesitte
furkasyon bolgesinden 5’er farkli alanda RANKL pozitif ve OPG pozitif boyanan
hiicreler sayildi. Ol¢iim, gruplara kor olan iki deneyimli arastirmaci (TM, LT) tarafindan

onceki ¢alismalara benzer sekilde yapildi. 2’0 271

Sekil.3.13. immiinohistokimya Boyama Cihazi
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3.8. Biyokimyasal Analizler

3.8.1. Calismada kullanilan arac ve gerecler

Biyokimyasal analizler i¢in RTEU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Laboratuvarindaki cihazlar kullanilmigtir (Tablo 3.4.)

3.8.2. Kullanmilan kimyasal materyaller ve marka Adlari

1.

2.

10.

11.

12.

13.

Tiyokarboksilik asit (TCA) - Merck
Tiyobarbitiirik asit (TBA) — Merck
Folin-ciocalteu reaktifi - Merck

%96’l1k etil alkol — Smyras

1,1, 3, 3 tetrametoksipropan (TEP) — Fluka
Sodyum kloriir (NaCI) - Himedia

Dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPOa4) - Himedia
Potasyum hidrojen fosfat (KH2POa) - Himedia
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) - Himedia
Monosodyum fosfat (NaH2PO4) — Himedia
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) - Himedia
Tri sodyum sitrat - Himedia

Sodyumkarbonat (Na2COz) — Sigma
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Tablo.3.4. Biyokimya laboratuvarinda kullanilan cihazlar ve marka adlari

Cihaz Ad1 Cihaz Markasi
Homojenizator Tissue Lyser |1, Qiagen

Santrifiij Thermo Scientific, Heraeus Multifuge
Eliza Okuyucu Thermo Scientific, Multiskan GO
Eliza Yikayici Biotek, EL x 50

Su Banyosu Memmert WNB 14

Etiiv Memmert, UF 55

Hassas Terazi Acculab

Manyetik Karistirici WiseStir, MSH 20 A

Otomatik pipet Brand

3.8.3. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Sol mandibula dokusuna ait 6rnekler kanin uzaklastirilmasi amaci ile fosfat
tamponu uygulanarak -80°C derin dondurucuda saklandi. Homojenizasyon isleminin
yapilabilmesi i¢in -80°C deki derin dondurucudan ¢ikarilan doku 6rnekleri islem boyunca
buz kiitlesi i¢erisinde muhafaza edildi. Homojenizasyonu igin soguk PBS (Phosphate
buffered saline, pH:7.4) ile yikanarak kandan uzaklastirildi. PBS i¢in 0.435 gr NazHPOg4
ve 0,302 gr NaH2PO4 kimyasal maddeleri hassas tartida 6lgtildii. Tartilan bu kimyasallar
distile su ile 500 ml’ye tamamlandi ve pH 7,4’e ayarlandi. 0.5 gr mandibula doku
ornekleri hassas terazi ile Olgiilerek eppendort tiiplerin i¢ine kondu ve iizerine 6l¢iilen
doku agirhigimin iki kati olacak sekilde PBS ilave edildi. Eppendorf tiip kapaklar
meydana gelebilecek agilmaya karsi parafilm ile kaplandi. Doku 6rnekleri tekrardan buz
kiitlesinin igerisine konuldu. Biitiin 6rnekler homojenizatorle (Tissue Lyser 11, Qiagen,
Almanya), 30 hertz frekansta 5 dk boyunca homojenize edildi. Tam homojenize olmayan

doku orneklerine ayni kosullar altinda bir kere daha homojenizasyon islemi uygulandi.
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Doku homojenatlari, 4°C’de 15 dk boyunca 3.000 g'de santrifiijlendi (Thermo Scientific,
Heraeus Multifuge, Waltham, Massachusetts, ABD). Elde edilen siipernatant kisimlari,
MDA, GSH, TOD, TAOK, IL-1B, IL-10, MMP-8 ve MMP-9 seviyelerini analiz etmek

icin kullanildi. Tiim sonuglar gr dokuya boliinerek ifade edildi.

3.8.4. Doku Inflamatuar Sitokin ve Enzim Diizeylerinin Belirlenmesi

Mandibula dokularindan elde edilen siipernatantlarda IL-10, IL-1, MMP-8 ve
MMP-9 seviyeleri, piyasadaki rat spesifik ELISA kitleriyle ol¢tildi (sekil.3.14.). Kitle
calisirken yikama iglemleri igin elisa yikayici cihaz (Biotek, ELx50, Winooski, Vermont,
ABD) (sekil.3.15.) ve analiz etmek i¢in elisa okuyucu cihaz (Thermo Scientific,
Multiskan GO, Waltham, Massachusetts, ABD) kullanild1 (sekil.3.16.). Sonuglar IL-1p,

IL-10 i¢in pg/ml ve MMP-8, MMP-9 i¢in ng/ml olarak ifade edildi.

3.8.4.1. IL-1B, IL-10 Diizeylerinin ELISA Kitiyle Analiz Edilmesi
IL-1B (katalog no: E-EL-R0012), IL-10 (katalog no: E-EL-R0016) Elabscience
marka (Houston, Texas, ABD) ve diizeylerinin 6l¢limii i¢in piyasadaki rat spesifik ELISA

kiti kullanild1 ve kitin talimatlarina uygun olarak ¢alisildu.

Kitin Prensibi: Bu ELISA kitinde, Sandwich-ELISA prensibi kullanilir. Bu
kitten saglanan mikro ELISA plakasi, hangi marker incelenecekse ona 6zel bir antikor ile
kaplidir. Mikro ELISA plaka kuyucuklarina numuneler eklenir ve spesifik antikor ile
birlestirilir. Bir dizi prosediirden sonra incelenen marker mavi renkte goriinecektir.
Enzim-substrat reaksiyonu durdurma (stop) ¢ozeltisinin eklenmesiyle renk sariya doner.
Optik yogunluk (OD), 450 nm + 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Glgiiliir.
OD degeri, rat IL-1B ve IL-10 konsantrasyonu ile orantilidir. Numunelerin OD'si standart
egri ile karsilastirilarak rat IL-1B ve IL-10 konsantrasyonlari hesaplanir. Hesaplanan deger

oranlanarak IL-13/ IL-10 degeri bulunur.
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3.8.4.1.1 Kitin Calisma Prosediirii

IL-1B ve IL-10 analizi benzer ¢alisma prosediirleri uygulanarak yapildi.

1. Plaka kuyucuklarina 100 uL doku 6rnegi eklendi ve 37°C'de 90 dk
inkiibe edildi.

2. Sivi uzaklastirildi ve hemen her bir kuyucuga 100 pL biyotinlenmis
saptama antikoru eklendi. 37°C'de 60 dk inkiibe edildi.

3. Plaka 3 kez aspire edildi ve yikandu.

4. 100 pL HRP konjugati eklendi ve 37 © C'de 30 dk inkiibe edildi.
Plaka 5 kez aspire edildi ve yikandi.

5. 90 pL substrat reaktifi eklendi ve 37°C'de 15 dk inkiibe edildi.

6. 50 pL stop ¢ozeltisi eklendi.

7. Plaka hemen 450 nm'de okundu.

3.8.4.2. MMP-8 Diizeylerinin ELISA Kitiyle Analiz Edilmesi

Doku MMP-8 diizeylerinin belirlenebilmesi i¢in piyasadaki rat spesifik USCN

marka (Wuhan, Cin) kit kullanild1 ve kitin talimatlarina uygun olarak ¢alisildi. (katalog

no: SEA103Ra)

Kitin Prensibi: Bu ELISA kitinde, Sandwich-ELISA prensibi kullanilir ve

numunedeki rat MMP-8’un kantitatif seviyesi Olgiiliir. Bu kitte saglanan mikrotitre

plakasi, Matrix Metalloproteinase 8'e (MMPS) 6zgii bir antikor ile 6nceden kaplanmistir.

Numuneler Matrix Metalloproteinase 8'e (MMPS) 6zgii bir biyotin-konjuge antikor ile

uygun mikrotitre plaka oyuklarina eklenir ve MMP-8a spesifik antikor ile birlestirilir.

Bir dizi prosediirden sonra reaksiyon mavi renkte goriinecektir. Reaksiyon, stop

¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilir ve renk degisimi 450 nm + 10 nm dalga boyunda

Olctliir.
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Reaktiflerin Hazirlanmasi

Yikama tamponu: 400 ml yikama tamponu hazirlamak i¢in 20 ml yikama

tamponu konsantresi distile suyla seyreltildi.

Standardin seyreltilmesi: Her tiipte 50 pl standart seyreltme ve 5. tiipe 100 pl
standart (36 ng/ml) pipetlendi. 5. tiipten 100 ul kadar 4. tiipe alind1. 4.tiipten 50 pl 3. tiipe
pipetlendi ve katalogdaki gibi seyreltme serisi olusturuldu. Seyreltilmemis standart, 36

ng/ml olarak, numune diliisyonu ise (bos kuyu) 0 ng / ml olarak kabul edildi.

3.8.4.2.1. Kitin Calisma Prosediirii

Tiim reaktifler, standartlar ve drnekler yukarida belirtildigi gibi hazirland1 ve

kullanilacak kuyucuk sayisi ile bos birakilacak kuyucuk belirlendi.

1.Standart kuyucuga standarttan 50 pl, numune kuyucuguna 40 pl numune

diliisyonu pipetlendi ve ardindan test edilecek numuneler 10 ul kadar eklendi.

2.Numune kuyucuklara pipetlendikten sonra, kuyucuk duvarina miimkiin

oldugunca dokunmadan yavasca karistirildi.

3.Yapigkan bantla kapatildi ve 37°C'de 30 dk inkiibe edildi.

4.Y1ikama soliisyonu 20 kat distile su ile seyreltildi.

5.Yapiskan serit acgild1 ve sivi uzaklastirildi. Yikama tamponu her kuyucuga

pipetlendi. 30 sn sonra tekrarlanacak sekilde 5 kez bu islem yapilda.

6.Bos kuyucuk hari¢ her kuyuya HRP-konjugat reaktifinden 50 pl kadar

pipetlendi.

67



7.Her bir kuyucuga 50 pl kromojen soliisyonu A ve 50 pl kromojen soliisyonu

B pipetlendi. 37°C'de 15 dk 151k korumasindan kaginildi.

8. Reaksiyonu durdurmak i¢in her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi.

Stop reaksiyonu maviden sariya donen renk degisikligi seklinde izlendi.

9.Stop soliisyonunun pipetlenmesinden sonra 15 dk icinde 450 nm'de

absorbansi okundu.

3.8.4.3 MMP-9 Diizeylerinin ELISA Kitiyle Analiz Edilmesi
Doku MMP-9 diizeylerinin 6l¢iimii i¢in piyasadaki rat spesifik Sunredbio marka
(Hangzhou, Cin) ELISA kiti kullanildi ve kitin talimatlarina uygun olarak calisildi

(katalog no: SG-20412, 2011-11-0322).

Kitin Prensibi: Bu ELISA kitinde, Sandwich-ELISA prensibi kullanilir ve
numunedeki rat MMP-9’un kantitatif seviyesi Ol¢iiliir. Bu Kitten saglanan mikrotitre
plakast MMP-9 antikoru ile kaplidir. Kuyucuklara numuneler eklenir ve MMP-9’a
spesifik antikor ile birlestirilir. Bir dizi prosediirden sonra reaksiyon mavi renkte
goriinecektir. Reaksiyon, stop ¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilir ve renk degisimi

450 nm dalga boyunda dl¢tiliir.

Reaktiflerin Hazirlanmasi

Yikama tamponu: 400 ml yikama tamponu hazirlamak i¢in 20 ml yikama

tamponu konsantresi distile suyla seyreltildi.

Standardin seyreltilmesi: Her tiipte 50 ul standart seyreltme ve 5. tiipe 100 pl
standart (36 ng/ml) pipetlendi. 5. tiipten 100 ul kadar 4. tiipe alind1. 4.tiipten 50 pl 3. tiipe
pipetlendi ve katalogdaki gibi seyreltme serisi olusturuldu. Seyreltilmemis standart, 36

ng/ml olarak, numune diliisyonu ise (bos kuyu) 0 ng / ml olarak kabul edildi.
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3.8.4.3.1. Kitin Calisma Prosediirii

1. Tim reaktifler, standartlar ve 6rnekler yukarida belirtildigi gibi
hazirlandi ve kullanilacak kuyucuk sayisi ile bos birakilacak kuyucuk belirlendi.

2. Standart kuyucuga standarttan 50 pl, numune kuyucuguna 40 pl
numune diliisyonu pipetlendi ve ardindan test edilecek numuneler 10 ul kadar
eklendi.

3. Numune kuyucuklara pipetlendikten sonra, kuyucuk duvarina
miimkiin oldugunca dokunmadan yavasca karistirildi.

4. Yapiskan bantla kapatildi ve 37°C'de 30 dk inkiibe edildi.

5. Yikama soliisyonu 20 kat distile su ile seyreltildi.

6. Yapiskan serit agildi ve sivi uzaklastirildi. Yikama tamponu her
kuyucuga pipetlendi. 30 sn sonra tekrarlanacak sekilde 5 kez bu islem yapildi.

7. Bos kuyucuk hari¢ her kuyuya HRP-konjugat reaktifinden 50 pl
kadar pipetlendi.

8. Her bir kuyucuga 50 pl kromojen soliisyonu A ve 50 pl kromojen

soliisyonu B pipetlendi. 37°C'de 15 dk 1s1k korumasindan kaginildi.

9. Reaksiyonu durdurmak i¢in her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu
eklendi. Stop reaksiyonu maviden sariya donen renk degisikligi seklinde

izlendi.

10. Stop soliisyonunun pipetlenmesinden sonra 15 dk i¢inde 450 nm'de

absorbans1 okundu.
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3.8.5. Doku Oksidan-Antioksidan Parametrelerinin incelenmesi

3.8.5.1. Doku Malondialdehit Diizeylerinin Belirlenmesi

Deneyin prensibi: MDA lipit peroksidayon reaksiyonunun son iiriiniidiir. MDA
miktarinin belirlenmesi, Draper ve Hadley’in belirledigi yonteme gore yapildi. MDA’ nin
TBA ile reaksiyonu sonucu olusan pembe renkli kompleksin absorbansinin 532-535 nm

dalga boyunda spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi esasina dayanir.?’2
3.8.5.1.1. Kullanilan cozeltilerin hazirlanisi

1. 10 g TCA deiyonize su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi.
2. 0.67 g TBA deiyonize su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi.

3.Standartlar1 hazirlamak icin %40’lik etanol hazirlandi. 25 pLL TEP alinarak
%4011k etanol ile 25 ml’ye tamamlanarak standartlar 41,8 - 20,9 - 10,47 - 5,22 - 2,43

umol/L seklinde hazirlandi.

3.8.5.1.1.1. Deneyin yapilis1

Sol mandibula dokular1 homojenize edildikten sonra siipernatanttan 50 pL alindi
ve tizerine %10’luk 50 pL TCA eklendi. Vorteks edilip 15 dk 94°C lik su banyosunda
bekletildi. Daha sonra su banyosundan alinan tiipler sogutuldu. 4600 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatanttan 20 pL alinarak temiz eppendorf tiipiine
aktarildt ve %67’lik TBA ¢ozeltisinden 10 pL eklenerek vortekslendi. 94°C su
banyosunda 15 dk boyunca tekrar bekletildi. Numuneler sogutulup plate kuyucuklarina
pipetlenerek spektrofotometrede 532 nm'de pembe renkli kompleks iiriiniin absorbansi
olgiildii. Standart grafikten hesaplama yapildi ve sonuglar nmol/gr doku seklinde ifade

edildi.
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3.8.5.2. Doku Glutatyon diizeylerinin belirlenmesi

Deneyin prensibi: Sol mandibula dokularinin glutatyon diizeyinin dl¢lilmesinde
Ellman yontemi uygulandi. Bu yontemin prensibi; mandibula doku homojenatindaki
serbest siilfidril gruplarmin, Ellman reaktifi olarak da bilinen DTNB ile olusturdugu sari

rengi 412 nm’de spektrofotometrik olarak lgerek sonucu belirlemektir.?"
3.8.5.2.1. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi

1. NaHPO;s i¢in 4,25 gr Na;HPO4 deiyonize suda ¢oziilerek 100 ml’ye
tamamlandi.
2.  Ellman ayiwract: 0,004 gr DTNB tartilarak %1’lik sodyum sitrat
¢ozeltisiyle 10 ml’ye tamamlandi.
3. Standartlar stok glutatyondan; 100 - 80 - 60 - 40 - 20 - 10 - 5 umol/L
seklinde hazirlandi.
3.8.5.2.2. Deneyin yapilis1
Mandibula dokular1 homojenize edildikten sonra eppendorf tiipiin igine
stipernatanttan 50 pL alindi, 200 pL 3M Na2HPO4ve 50 pL Ellman reaktifi eklendi. Daha
sonra vortekslenerek her bir ornekten 250 pl kadar plate kuyucuklarma pipetlendi.
Olusturulan sar1 renkli kompleksin absorbanslari, bir spektrofotometre cihazinda 412
nm'de okutuldu. Standart grafikten hesaplama yapildi ve sonuglar nmol/gr doku seklinde
ifade edildi.
3.8.5.3 Doku Total Oksidan Diizeylerinin Belirlenmesi
Kitin Prensibi: Mandibula dokusundan elde edilen siipernatantlarin TOD
seviyeleri, Erel tarafindan gelistirilen ve ilgili molekiillerin total miktarlarini bir biitiin
halinde 6lgmeye olanak saglayan, 1s181n absorblanmasi esasina gore galisan otomatik bir
yontem ile hesaplandi.’®® Siipernatantlarda bulunan oksidan molekiiller, ferréz iyon-o-

dianisidin  kompleksini ferrik iyona oksidayonunu saglar. Oksidasyon reaksiyonu,
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ortamda bol miktarda bulunan gliserol molekiilleri tarafindan desteklenir. Ferrik iyon,
asidik bir ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks meydana getirir. Doku
orneginde bulunan total oksidan molekiil miktariyla ilgili olan renk yogunlugu
spektrofotometrik olarak belirlenir. Bu ¢alismada piyasada bulunan Rel Assay
Diagnostics markali TOD ticari Kitleri (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye)
kullanild1. Kit katalogunda belirtilen prosediirlere uygun olarak ¢alisildi.

3.8.5.3.1. Kitin Calisma Prosediirii

45 ul doku 6rneginin bulundugu kiivete ilk olarak 300 ul reaktif 1 soliisyonundan
eklendi, 30 saniye bekleme siiresini takiben 530 nm’de birinci absorbansi tespit
edildi.Takiben mevcut kiivete 15 ul reaktif 2 solusyonu ilave edildi. Oda sartlarinda 10
dakika beklendikten sonra 530 nm’de 2. kez absorbansi tespit edildi. Test, hidrojen

peroksit ile kalibre edildi ve sonuglar pmol H20 esdegeri/gr protein olarak ifade edildi.

3.8.5.4. Doku Total Antioksidan Diizeylerinin Belirlenmesi

Kitin Prensibi: Mandibula dokusundan elde edilen siipernatantlarin TAOK
seviyeleri, Erel tarafindan gelistirilen ve ilgili molekiillerin total miktarlarin1 bir biitiin
halinde 6lgmeye olanak saglayan , 15181n absorblanmasi esasina gore galisan otomatik
bir yontem ile hesapland1.’® Doku &rneginde bulunan antioksidanlar, koyu mavi-yesil
renkli 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) radikalini renksiz
ABTS formuna indirgemekte yani renk olusumunu baskilamaktadir. Doku 6rneginde
bulunan antioksidan molekiillerin toplam miktariyla iliskili olan absorbans degisikligi
spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Bu ¢alismada piyasada bulunan Rel Assay Diagnostics markali TAOK ticari Kitleri
(Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) kullanildi. Kit kataloglarinda belirtilen

prosediirlere uygun olarak calisildi.
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3.8.5.4.1. Kitin Calisma Prosediirii

18 ul mandibula doku 6rneginin bulundugu kiivete oncelikle 300 ul reaktif 1
soliisyonundan eklendi 30 saniye bekleme siiresinin ardindan 660 nm’de ilk absorplanma
degeri tespit edildi. Ardindan mevcut kiivete 45 ul reaktif 2 soliisyonu eklendi oda
sicakliginda 10 dakika beklenerek 660 nm’de 2.kez absorblanma degeri tespit edildi. Test,
bir E vitamini analogu olan Trolox Esdegeri ile kalibre edildi ve sonuglar pmol Trolox

esdegeri/gr protein olarak ifade edildi.

3.8.5.5. Oksidatif Stres Indeksinin Hesaplanmasi
TOD/TAOK yiizde orani1 olan OSI=[(TOD (umol H20- esdegeri/L)/TAOK (umol

Trolox esdegeri/L)] olarak hesaplandi.t’®

Sekil.3.14. Siipernatantlarin ELISA kiti ile incelenmesi
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Sekil.3.15. Eliza yikayici cihaz

Sekil.3.16. Eliza okuyucu cihaz
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3.8.6. Kortikosteron (CORT) Diizeylerinin Elisa Kitiyle Belirlenmesi
Serum corticosterone seviyelerinin belirlenebilmesi i¢in piyasada yer alan
Elabscience marka (Houston, Texas, ABD) CORT (katalog no: E-EL-0160) rat spesifik

ELISA kiti kullanild1 ve kitin calisma talimatina uygun olarak c¢alisilda.

Kitin Prensibi: Bu ELISA Kiti, Yarismaci-ELISA prensibi ile kullanir. Bu kitte
saglanan mikro ELISA plakasi, CORT ile 6nceden kaplanmistir. Mikro ELISA plaka
kuyucuklarina numuneler eklenir ve spesifik antikor ile birlestirilir. Bir dizi prosediirden
sonra incelenen marker mavi renkte goriinecektir. Enzim-substrat reaksiyonu durdurma
(stop) ¢ozeltisinin eklenmesiyle renk sariya doner. Optik yogunluk (OD), 450 nm £ 2 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lgiiliir. OD degeri, rat CORT konsantrasyonu
ile orantilidir. Numunelerin OD'si standart egri ile karsilastirilarak rat serum CORT

degerleri hesaplanir.

3.8.6.1. Kitin Calisma Prosediirii

CORT calisma prosediirleri uygulanarak yapildi.

1. Plaka kuyucuklarma 100 pL doku 6rnegi eklendi ve 37°C'de 90 dk inkiibe edildi.

2. Siv1 uzaklastirildi ve hemen her bir kuyucuga 100 pL biyotinlenmis saptama

antikoru eklendi. 37°C'de 60 dk inkiibe edildi.
3. Plaka 3 kez aspire edildi ve yikandi.

4. 100 pL HRP konjugat1 eklendi ve 37 °© C'de 30 dk inkiibe edildi. Plaka 5 kez

aspire edildi ve yikandi.
5. 90 pL substrat reaktifi eklendi ve 37°C'de 15 dk inkiibe edildi.
6. 50 pL stop ¢ozeltisi eklendi.

7. Plaka hemen 450 nm'de okundu.
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3.9.Fizyolojik Analizler

3.9.1.Acik alan testi (OFT)

Hayvanlarin kagiginin dnlendigi, yeni bir agik alana yerlestirildiklerindeki kaygi
benzeri davranigsal tepkilerini 6l¢mek i¢in tasarlanmig bir davranis testidir. Kemirgenler
genellikle kapali alanlarda vakit gecirmeyi tercih ederler ve bu nedenle agik alanin
cevresini merkeze kiyasla kesfetmek icin daha fazla zaman harcarlar. Mevcut ¢calismada
kullanilan deney protokolii baska bir ¢alismadan®’* modifiye edilmistir. Kisaca; test
arenasi, 90 x 90 cm ebatlarinda duvarlar1 40 cm yiiksekliginde siyah pleksiglas
malzemeden yapilmistir.(Sekil .3.17.) Tavana tiim alani esit oranda aydinlatan 50W
halojen ampul ve hayvan davranislarini izleme yazilim sistemine (ANY-maze, Dublin/
IRLANDA) (Sekil.3.18.) ait tepe kamera sistemi yerlestirilmistir. Test alan1 yazilim
ekraninda 10 cm’lik kiiciik karelere boliinerek merkezi alan ve kenar bolgeler belirlendi.
Denekler ¢alisma baglamadan 1 hafta 6nceden baslayarak her giin ilgili restraint stresin
uygulandigi zaman araliklarinda davranis testlerinin yapilacagi laboratuvara getirilerek
adaptasyonlar1 saglandi. Deneyin 42.giiniinde agik alan testi gergeklestirildi . Test tek bir
oturumdan olugmakta olup test siiresi her bir hayvan i¢in 5 dakika olarak belirlendi.
Denekler 6nceki hayvanin koku, idrar vb. kalintilarindan etkilenmemesi i¢in platform
%70 etanol ¢ozeltisi ile temizlendi. Uygulama asamasinda siganlar test alaninin ortasina
birakilarak yazilim araciligiyla lokomotor aktivite ve anksiyete benzeri diger davraniglari
kaydedildi. Bu amagla, test bitiminde kat edilen toplam mesafe, ortalama hiz, total
immobilizasyon zamani, merkez ve kenar alanlarda gegirilen siire, merkeze giris sayisi,
timarlanma ve sahlanma davrams1 kaydedildi. Ilave olarak, anksiyete benzeri davranisin

onemli bir belirteci olan defekasyon bolus sayisi da kayit altina alindi.

Agik alan testi, her zaman ratin alanin merkezine yerlestirilmesiyle baslar, alistig

cevrenin aksine genis ve agik bir alana yerlestirilen rat merkezde durmaktan kaginacak,
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anksiyetisinin artistyla birlikte kenar alanlara dogru hareket edecektir. Anksiyete artis
periferik bolgelerde gegirilen siire artisi ile sonuglanacaktir. Ratin bu davranisi
‘thigmotaksis’ olarak adlandirilir. Anksiyetesi azalan ratlar ise daha cok merkez bdlgede
konumlanacak ve merkeze giris sayilar1 ve merkezde gecirdikleri siirede artis meydana
gelecektir.2™

Acik alan testinde anksiyete diizeyinin belirlenmesi ile ilgili ¢ok sayida farkli
davranig (iki ayag {izerine kalkma, kaginma, gezinme v.b.) ve parametre bulunmaktadir.
Bu davranis bicimlerinden biri olan iki ayagi lizerine ya da saha kalkma olarak
adlandirilan davranis, ratin ¢evreye olan merak duygusunun anksiyete duygusuna baskin
gelmesiyle ortaya g¢ikar. Rat bu davranist kenar destegi alarak ya da almayarak
sergileyebilir.2’® A¢ik alan testi sirasinda meydana gelen kasinma hareketi ise stereotipik
aktivite (kendine 6zgii tekrarlayan davranislar) ile ilgilidir. Artmis stereotipik aktivite
anksiyete hakkinda bilgi verebilir ancak dogrudan anksiyeti degerlendirmek icin
kullanilmaz.?”” Ahistig1 kosullarin aksine bir ortama yerlestirilen rat anksiyete artis1 ile

birlikte daha az hareket eder ve defekasyon davramislarinda artis meydana gelir.2" 28
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Sekil.3.17. OFT protokiiliiniin uygulandig: pleksiglass kabin

Sekil.3.18.Anymaze programi

3.10. istatiksel Analiz
Kantitatif analizler ile elde edilen veriler istatistiksel olarak SPSS 20.0 (IBM

Corp, NJ, A.B.D.) istatistik programi kullanilarak verilerin normal dagilima uygunlugunu
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degerlendirmede Shapiro-Wilk testi, Q-Q plot, Skewness-Kurtosis, Levene’s testleri
uygulanarak degerlendilirildi. Degerlendirme sonucunda veriler aritmetik ortalama ve
standart sapma seklinde hesaplanarak One-Way ANOVA ve bunu takiben gruplar
arasindaki farklar1 degerlendirmek icin Tukey HSD testi ile analiz edildi. Istatistiksel

anlamlilik i¢in tip-1 hata diizeyi %5 olarak kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1.Morfometrik Bulgular (Alveolar Kemik Kayiplar)

Histolojik Kesitler iizerinde yapilan morfometrik O6l¢iim bulgular1 gruplar
arasindaki degisimler agisindan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gostermektedir.
Alveolar kemik kaybi (MSS-AK) agisindan karsilastirildiginda Dp (p=0,00), S-Dp
(p=0,00), S-Dp-Mel (p=0,00) gruplar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). Dp (p=0,00), S-Dp (p=0,00), S-Dp-Mel (p=0,00)
gruplar1 S grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05).
Dp grubu kontrol (p=0,00), S (p=0,00), S-Mel (p=0,00), S-Dp-Mel (p=0,00) gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edilirken, S-Dp (p=0,00) grubu Dp
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp
grubu diger tim gruplara (p=0,00) gore daha fazla alveolar kemik kaybi1 gosterip,
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05). Dp (p=0,00), S-Dp (p=0,00),
S-Dp-Mel (p=0,00) gruplari S-Mel grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Mel grubunda S (p=0,854) grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli olmayan diizeyde hafif bir diisiis tespit edildi (p>0.05). S-Dp-Mel grubu
kontrol (p=0,00), S (p=0,00), S-Mel (p=0,00) gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde yiiksek tespit edilirken melatonin tedavisinin alveolar kemik kaybini kisitlamasi
ile Dp (p=0,00), S-Dp (p=0,00) gruplart S-DP-Mel grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde yiiksek bulundu (p<0.05), (Sekil.4.1.), (Tablo.4.1.).

Ayni histolojik  kesitler alveolar kemik kayb1 (FC-FAK) agisindan
degerlendirildiginde S (p=0,04), Dp (p=0,00), S-Dp (p=0,00), S-Dp-Mel (p=0,00)
gruplar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi
(p<0.05). Dp (p=0,00), S-Dp (p=0,00), S-Dp-Mel (p=0,00) gruplar1 S grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S grubu hem kontrol
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(p=0,04) hem de S-Mel (p=0,023) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek tespit edildi (p<0.05). Dp grubu kontrol (p=0,00), S (p=0,00), S-Mel (p=0,00), S-
Dp-Mel (p=0,00) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi
(p<0.05). S-Dp grubu diger tiim gruplara (p=0,00) gore daha fazla alveolar kemik kaybi
gosterip, istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Mel grubu
S (p=0,023) ve S-Dp-Mel (p=0,00) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
diistik tespit edildi. (p<0.05). S-Dp-Mel grubu kontrol (p=0,00), S (p=0,00), S-Mel
(p=0,00) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek iken, Dp (p=0,00),
S-Dp (p=0,00) gruplar1 S-Dp-Mel grubuna gore melatonin tedavisinin alveolar kemik
kaybin1 kisitlamasi ile istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05)
[(Sekil.4.1.), (Tablo.4.1.).

Tablo.4.1. Alveoler kemik kayiplarinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Parametre Kontrol 5 Dp 5-Dp 5-Mel S-DP-Mel
MSS-AK 3684125 428 9163 8763450 1108.2163 393,1423 726,7863
+ + + + + +

18827691 310007857 40,72113%4ET 14093141 % 4T 2097005157 29 54548%A 152

FC-FAK 66,1050 1027938 3791288 425 6850 72,0650 3350588
ES ES FS ES ES FS

62602051 g 683277 RET 20 g3303%AREY 27 60070%ALET 7 140608 RT 26 g0g0MALAE

[S;Restraint stres, Dp; Deneysel periodontitis, Mel; melatonin, , MSS-AK; mine sement siniri-alveolar
kemik kreti, FC-FAK;furkasyon catisi- furkal alveolar kemik kreti. Degerler ortalama + SS olarak ifade
edildi “+I#£%ayn satirdaki dipnot harfler gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gosterir.
Tek yonlit ANOVA ve Tukey testi yapildi. * isareti p<0.05 kontrol, # isareti p<0.05 S, Il isareti p<0.05 Dp
, # isareti p<0.05 S-Dp £ isareti p<0.05 S-Mel , € isareti p<0.05 S-Dp-Mel gruplarina gére anlaml

sonuglart temsil etmektedir.]
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Sekil.4.1. Alveolar kemik kayiplarinin histolojik kesitler iizerinde degerlendirilmesi
[Hematoksilen eozin ile kesitler lizerinde yapilan boyamada A;kontrol, B;S, C;Dp, D;S-Dp, E;S-Mel, F;S-

Dp-Mel gruplarimi temsil etmektedir. (S;Restraint stres, Dp; Deneysel periodontitis, Mel; melatonin)]

4.2. immiinohistokimyasal Bulgular

4.2.1. Doku RANKL, OPG, RANKL/OPG Bulgular:

Histolojik kesitler iizerinde antikorlar ile inkiibe edilerek yapilan boyama islemi
interradikiiler alanlarda RANKL ve OPG pozitif hiicreleri belirlemistir. (Sekil.4.2.,
Sekil.4.3.) Gruplar birim alana diisen RANKL pozitif hiicre sayis1 agisindan
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur.
Dp (p=0,00), S-Dp (p=0,00), S-Dp-Mel (p=0,00) gruplari hem kontrol hem de S
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp
(p=0,00) grubu Dp grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit
edilirken, Dp grubu kalan diger gruplara (p=0,00) gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S- Dp grubu diger tiim gruplara (p=0,00) gore
anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). Dp (p=0,00), S-Dp (p=0,00), S-Dp-Mel
(p=0,00) gruplar1 S-Mel grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit
edildi (p<0.05). S-Dp-Mel grubu kontrol (p=0,00), S (p=0,00), S-Mel (p=0,00)

gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edilirken, Dp (p=0,00) ve
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S-Dp (p=0,00) gruplarindan melatonin tedavisinin alveolar kemik kaybini kisitlamasi ile
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik tespit edildi (p<0.05), (Sekil.4.4.).

Gruplar histolojik kesitler {izerinde birim alana diisen OPG pozitif hiicre sayisi
acisindan degerlendirildiginde; kontrol grubu Dp (p=0,00), S-Dp (p=0,00), S-Dp-Mel
(p=0,00) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi
(p<0.05). S grubu Dp (p=0,00), S-Dp (p=0,00), S-Dp-Mel (p=0,04) gruplarina goére
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). Kontrol (p=0,00), S
(p=0,00), S-Mel (p=0,00) gruplar1 Dp grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp grubunda Dp (p=0,085) grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml1 olmayan diizeyde hafif bir diistis tespit edildi (p>0.05). S-Dp grubu kontrol
(p=0,00), S (p=0,00), S-Mel (p=0,00) ve S-Dp-Mel (p=0,01) gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli diizeyde diisiik tespit edildi (p<0.05). S-Mel grubu Dp (p=0,00), S-Dp
(p=0,00), S-Dp-Mel (p=0,00) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
tespit edildi (p<0.05). S-Dp-Mel grubu kontrol (p=0,00), S (p=0,04), S-Mel (p=0,00)
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diistik tespit edilirken , S-Dp (p=0,01)
grubuna gore melatonin tedavisinin alveolar kemik kaybii kisitlamasi ile istatistiksel
olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi,(p<0.05), (Sekil.4.4.).

RANKL/OPG oranina gore yapilan degerlendirmelerde; hem Dp (p=0,00) hem de
S-Dp (p=0,00) gruplarinin Kontrol ve S gruplarinin her ikisine gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.05). Dp grubu kontrol (p=0,00), S
(p=0,00), S-Mel (p=0,00), S-Dp-Mel (p=0,043) gruplarina gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde yiiksek tespit edilirken, S-Dp (p=0,00) grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde diisiik tespit edildi (p<0.05). S-Dp grubu diger tiim gruplara (p=0,00)
gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). Dp (p=0,00), S-

Dp (p=0,00) gruplar1 S-Mel grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek
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tespit edildi (p<0.05). Dp (p=0,043) ve S-Dp (p=0,00) gruplar1 S-Dp-Mel grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05), (Sekil.4.4.).
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Sekil.4.2. Histolojik kesitler iizerinde RANKL pozitif hiicreler [Kesitler iizerinde

immiinohistokimyasal boyama ile RANKL pozitif hiicrelerin belirlenmesi, A;kontrol, B;S, C;Dp, D;S-Dp,
E;S-Mel, F;S-Dp-Mel gruplarini temsil etmektedir. (S;Restraint stres, Dp; Deneysel periodontitis, Mel;

melatonin)]
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Sekil.4.3. Histolojik kesitler iizerinde OPG pozitif hiicreler [Kesitler iizerinde
immiinohistokimyasal boyama ile OPG pozitif hiicrelerin belirlenmesi, A;kontrol, B;S, C;Dp, D;S-Dp, E;S-
Mel, F;S-Dp-Mel gruplarmi temsil etmektedir. (S;Restraint stres, Dp; Deneysel periodontitis, Mel;

melatonin)]
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Sekil.4.4. RANKL, OPG, RANKL/OPG seviyelerinin gruplar arasinda karsilastirilmas,

[S;Restraint stres, Dp; deneysel periodontitis, Mel; melatonin, Degerler ortalama + SS olarak ifade edildi.

*HI#4ESsiitunlar {izerindeki dipnot harfler gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gosterir.

Tek yonliit ANOVA ve Tukey testi yapildi. * isareti p<0.05 kontrol , # isareti p<0.05 S, Il isareti p<0.05 Dp
, # isareti p<0.05 S-Dp , £ isareti p<0.05 S-Mel , q isareti p<0.05 S-Dp-Mel gruplarina gére anlaml

sonuglart temsil etmektedir.]

4.3. Biyokimyasal Bulgular

4.3.1. Doku Proinflamatuar ve Antiinflamatuar Sitokin ve Enzim Bulgular

4.3.1.1. Doku IL-18, IL-10, IL-18 / TL-10 Bulgular:

Dokularda incelenen IL-18 seviyesi agisindan S-Dp grubu hem kontrol (p=0,02)
hem de S-Mel (p=0,007) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde
yiiksek tespit edildi (p<0.05). S grubunda kontrol (p=0,806) ve S-Mel (p=0,951)
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir yiikselis tespit
edilirken, Dp (p=0,860), S-Dp (p=0,065), S-Dp-Mel (p=0,997) gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir diisiis tespit edildi (p>0.05). Dp
grubunda S-Dp (p=0,520) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde
hafif bir diisiis tespit edilse de kalan diger gruplara goére istatistiksel olarak anlamli
olmayacak sekilde hafif bir yiikselis tespit edildi (p>0.05). S-Dp grubunda S (p=0,065),
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Dp (p=0,520), S-Dp-Mel (p=0,178) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak
diizeyde hafif bir yiikselis tespit edildi (p>0.05). S-Mel grubunda kontrol (p=0,999),
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir yiikselme tespit
edilse de S (p=0,951), Dp (p=0,352), S-Dp-Mel (p=0,761) gruplarna gore istatistiksel
olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir diisiis tespit edildi (p>0.05). S-Dp-Mel
grubunda kontrol (p=0,522) ve S-Mel (p=0,761) gruplarma gore istatistiksel olarak
anlamli olmayacak diizeyde hafif bir yiikselme tespit edilse de kalan tiim gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli olmayacak sekilde hafif bir diistis tespit edildi (p>0.05),
(Sekil.4.5.).

Dokularda incelenen IL-10 seviyesi agisindan hem kontrol (p=0,006) grubu hem
de S-Mel (p=0,028) grubu S-Dp grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde
yiiksek tespit edildi (p<0.05). Kontrol grubunda S (p=0,712), Dp (p=0,071), S-Mel
(p=0,994), S-Dp-Me 1(p=0,419) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak
diizeyde hafif bir artis tespit edilirken, S-Dp grubunda S (p=0,2), Dp (p=0,936), S-Dp-
Mel (p=0,433) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir
diistis tespit edildi (p>0.05). S grubunda kontrol (p=0,712), S-Mel (p=0,951) gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir diisiis tespit edilirken, Dp
(p=0,721), S-Dp (p=0,2), ve S-Dp-Mel (p=0,951) gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli olmayacak diizeyde hafif bir artis tespit edildi (p>0.05). Dp grubunda S-Dp
(p=0,936) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak sekilde hafif bir artig tespit
edilse de, kalan tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif
bir diistis tespit edildi (p>0.05). S-Mel grubunda kontrol (p=0,994) grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir diisiis tespit edilse de S (p=0,951),
Dp (p=0,224), S-Dp-Mel (p=0,759) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak

diizeyde hafif bir artig tespit edildi (p>0.05). S-Dp-Mel grubunda kontrol (p=0,419), S
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(p=0,997), S-Mel (p=0,759) gruplarmna gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak
diizeyde hafif bir diisiis tespit edilse de, Dp (p=0,934) ve S-Dp (p=0,433) gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir artig tespit edildi (p>0.05),
(Sekil.4.5.).

IL-1B8/IL-10 seviyesi Dp (p=0,049), S-Dp (p=0,00) gruplarinda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp
(p=0,016) grubu S grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit
edildi (p<0.05). Dp (p=0,049) grubu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
olacak diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp grubu kontrol (p=0,00), S (p=0,016),
S-Mel (p=0,001), S-Dp-Mel (p=0,045) gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml1 olacak
diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp (p=0,428) grubunda Dp grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir artis tespit edildi (p>0.05). S-Dp-
Mel (p=0,718) grubunda S-Mel grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak

diizeyde hafif bir artig tespit edildi (p>0.05), (Sekil.4.5.).
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Sekil.4.5. IL-18, IL-10, IL-1B/IL-10 seviyelerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi
[S;Restraint stres, Dp; deneysel periodontitis, Mel; melatonin, Degerler ortalama + SS olarak ifade edildi.
“HI#Esiitunlar lizerindeki dipnot harfler gruplar arasimdaki istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gosterir.
Tek yonliit ANOVA ve Tukey testi yapildi. * isareti p<0.05 kontrol , # isareti p<0.05 S, Il isareti p<0.05 Dp
, # isareti p<0.05 S-Dp , £ isareti p<0.05 S-Mel , q isareti p<0.05 S-Dp-Mel gruplarina gére anlaml

sonuglar1 temsil etmektedir.]

4.3.1.2. Doku MMP-8, MMP-9 Bulgulari

Dokuda incelenen MMP-8 seviyesi S-Dp grubunda kontrol (p=0,00), S (p=0,00),
Dp (p=0,018), S-Mel (p=0,00), S-Dp-Mel (p=0,008) gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S grubunda kontrol (p=0,839), S-
Mel (p=0,981) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir
artis tespit edilirken , Dp (p=0,5), S-Dp-Mel (p=0,693) gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli olmayacak diizeyde hafif bir diisiis tespit edildi (p>0.05). Dp grubunda kontrol
(p=0,054), S (p=0,5), S-Mel (p=0,16), S-Dp-Mel (p=1) gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli olmayacak diizeyde hafif bir artis tespit edildi (p>0.05). S-Mel grubunda kontrol
(p=0,996) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir artig
tespit edilirken, S (p=0,981), Dp (p=0,16), S-Dp-Mel (p=0,281) gruplarmna gore
istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir diisiis tespit edildi (p>0.05). Dp

grubunda S-Dp-Mel (p=1) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde
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hafif bir artis tespit edilirken , S-Dp-Mel grubunda kontrol (p=0,108), S (p=0,693), S-Mel
(p=0,281) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir artis
tespit edildi (p>0.05), (Sekil.4.6.).

Dokuda incelenen MMP-9 seviyesi Dp (p=0,004), S-Dp (p=0,00) gruplarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edildi
(p<0.05). S-Dp (p=0,002) grubu S grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak
diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). Dp grubu kontrol (p=0,004), S-Mel (p=0,015)
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05).
S-Dp grubu kontrol (p=0,00) ,S (p=0,002) ,S-Mel (p=0,00) gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). Dp (p=0,015), S-Dp
(p=0,00) gruplar1 S-Mel grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek
tespit edildi (p<0.05). S-Dp-Mel grubunda kontrol (p=0,088), S (p=0,644), S-Mel
(p=0,243) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir artis
tespit edilirken, Dp (p=0,824) ve S-Dp (p=0,12) gruplarina gore istatistiksel olarak

anlamli olmayacak sekilde hafif bir diisiis tespit edildi (p>0.05), (Sekil.4.6.).

~HIEN 25,0000 ie
|
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= " E . [
-g % 15,0000 Il# II.#
2 # = I I T
E # T # 2
2 o 000
2 [ [ 2
s =
= =
Kontrol S Dp S-Dp  S-Mel 5-Dp-Mel Kontrol S Dp SDp  S-Mel S-Dp-Mel

Sekil.4.6. MMP-8, MMP-9 seviyelerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi [S;Restraint stres,
Dp; deneysel periodontitis, Mel; melatonin, Degerler ortalama + SS olarak ifade edildi. “*"*¥siitunlar
iizerindeki dipnot harfler gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gosterir. Tek yonli
ANOVA ve Tukey testi yapildi. * isareti p<0.05 kontrol , # isareti p<0.05 S, Il isareti p<0.05 Dp, # isareti
p<0.05 S-Dp , £ isareti p<0.05 S-Mel , q isareti p<0.05 S-Dp-Mel gruplarina gore anlamli sonuglari

temsil etmektedir.]
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4.3.2. Doku Oksidan - Antioksidan Parametrelerin Bulgulari

4.3.2.1. Doku Malondialdehit ve Glutatyon Bulgular:

Dokularda yapilan MDA tayini sonucuna gore gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farkliliklar bulundu. Dp (p=0,01), S-Dp (p=0,00) gruplar1 kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp (p=0,02) grubu S
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). Dp grubu
kontrol (p=0,01) ve S-Mel (p=0,02) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp grubu kontrol (p=0,00), S (p=0,02), S-Mel (p=0,00),
S-Dp-Mel (p=0,04) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit
edildi (p<0.05). Dp (p=0,02), S-Dp (p=0,00) gruplart S-Mel gore istatistiksel olarak
anlamh diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp (p=0,04) grubu S-Dp-Mel grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05) ,(Sekil 4.7.).

Dokularda yapilan GSH tayini sonucuna goére S-Mel (p=0,041) grubu S-Dp
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05).
Kalan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmasa da S-Mel grubunda
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde hafif bir artis tespit edildi
(p>0.05). Kontrol grubunda S (p=0,924), S-Dp (p=0,199), S-Dp-Mel (p=0,869)
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde hafif bir artis tespit edilirken,
Dp (p=1,00) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde hafif bir diisiis
tespit edildi. (p>0.05). S-Dp-Mel grubu S-Dp (p=0,823) grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli olmayan diizeyde yiiksek tespit edildi (p>0.05),(Sekil4.7.).
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Sekil.4.7. MDA, GSH seviyelerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi [S;Restraint stres,
Dp; deneysel periodontitis, Mel; melatonin, Degerler ortalama + SS olarak ifade edildi. “*I*£%siitunlar
iizerindeki dipnot harfler gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gosterir. Tek yonlii
ANOVA ve Tukey testi yapildi. * isareti p<0.05 kontrol , # isareti p<0.05 S, I isareti p<0.05 Dp , #
isareti p<0.05 S-Dp , £ isareti p<0.05 S-Mel , ¢ isareti p<0.05 S-Dp-Mel gruplarina gore anlaml

sonuglar1 temsil etmektedir.]

4.3.2.2. Doku TOD, TAOK ve OSI Bulgular

Dokuda yapilan TOD degerlendirmesinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
bulundu. Dp (p=0,04), S-Dp (p=0,00) gruplar1 Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp (p=0,00) grubu S grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). Dp grubu
kontrol (p=0,04) ve S-Mel (p=0,045) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olacak
diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp grubu kontrol (p=0,00), S (p=0,00), S-Mel
(p=0,00), S-Dp-Mel (p=0,03) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde
yiiksek tespit edildi (p<0.05). Dp (p=0,045) ve S-Dp (p=0,00) gruplar1 S-Mel grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp
(p=0,03) grubu S-Dp-Mel grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde
yiiksek tespit edildi (p<0.05), (Sekil.4.8.).

Dokuda yapilan TAOK degerlendirmesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklar bulunmasa da S-Mel grubunda diger tiim gruplara gore istatistiksel olarak
anlamli olmayan diizeyde hafif bir yilikselme tespit edildi (p>0.05). Tiim gruplara goére S
grubunda istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde hafif bir diisiis tespit edildi

(p>0.05). S-Mel (p=0,304) ve S-Dp-Mel (p=0,967) gruplarinda ise S-Dp grubuna goére
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istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde hafif bir yiikselme tespit edildi (p>0.05),
(Sekil.4.8.).

TOD ve TAOK degerlerinin oranlanmasi sonucu ortaya ¢ikan OSI degeri
acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulundu. S-Dp grubu
kontrol (p=0,00), S (p=0,022), S-Mel (p=0,00), S-Dp-Mel (p=0,008) gruplarina gore
istatiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp-Mel
grubunda kontrol (p=0,56) ve S-Mel (p=0,57) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
olmayan diizeyde hafif bir yiikselis tespit edilirken S (p=0,99), Dp (p=0,97) gruplarina

gore istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde hafif bir diisiis tespit edildi (p>0.05),
(Sekil.4.8.).
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0sl (TOD/TAOK)
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Kontrol S Dp S-Dp S-Mel  S-Dp-Mel

Sekil.4.8. TOD, TAOK, OSI seviyelerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi. [S;Restraint
stres, Dp; deneysel periodontitis, Mel; melatonin, Degerler ortalama + SS olarak ifade edildi.
“HI#ESsiitunlar tizerindeki dipnot harfler gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlamli farkhiliklar1 gosterir.
Tek yonliit ANOVA ve Tukey testi yapildi. * isareti p<0.05 kontrol , # isareti p<0.05 S, Il isareti p<0.05 Dp
, # igareti p<0.05 S-Dp , £ isareti p<0.05 S-Mel ,  isareti p<0.05 S-Dp-Mel gruplarina gére anlamli

sonuglart temsil etmektedir.]
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4.3.3. Serum Kortikosteron Bulgulari

Serumda incelenen kortikosteron seviyesi S (p=0,00) ve S-Dp (p=0,00) gruplar1
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edildi
(p<0.05). S grubu kontrol (p=0,00), Dp (p=0,00), S-Mel (p=0,00), S-Dp-Mel (p=0,00)
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05).
S (p=0,00) ve S-Dp (p=0,00)gruplar1 Dp grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1 olacak
diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp grubu kontrol (p=0,00), Dp (p=0,00), S-Mel
(p=0,01), S-Dp-Mel (p=0,00) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde
yiiksek tespit edildi (p<0.05). S grubu S-Mel (p=0,00) ,S-Dp-Mel (p=0,00) gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Dp grubu
S-Mel (p=0,01) ,S-Dp-Mel (p=0,00) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olacak
diizeyde yiiksek tespit edildi (p<0.05), (Tablo.4.2.).

Tablo.4.2. Kortikosteron seviyelerinin gruplar arasinda karsilastiritlmasi

Parametre Kontrol  Stres Dp 5-Dp 5-Mel 5-DP-Mel
Kortikosteron 0,5613 1,4338 0,6600 1,3713 0,8525 0,7938

+ + + + + +

{ng/ml serum)
o,16856%# 028405 ET  goop7it#  po7eselEN pa1191%F g 1ssatd

[S;Restraint stres, Dp; deneysel periodontitis, Mel; melatonin, Degerler ortalama + SS olarak ifade
edildi**I#£9 ayn1 satirdaki dipnot harfler gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlaml farkliliklar1 gdsterir.
Tek yonlit ANOVA ve Tukey testi yapildi. * isareti p<0.05 kontrol, # isareti p<0.05 S, Il isareti p<0.05 Dp
, # isareti p<0.05 S-Dp £ isareti p<0.05 S-Mel , q isareti p<0.05 S-Dp-Mel gruplarina gére anlamh

sonuglart temsil etmektedir.]

4.4. Fizyolojik Bulgular

4.4.1. Acik Alan Testi bulgulan

Agik alan testi sonucunda elde edilen parametreler katedilen toplam mesafe
miktar1 bakimindan incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farkliliklar tespit edilememistir. Buna ragmen S grubunda kontrol (p=0,598) grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir diisiis tespit edilirken, S-Mel
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(p=0,299) ve S-Dp-Mel (p=0,238) gruplarinin da S grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli olmayacak diizeyde hafif bir diislis gosterdigi tespit edilmistir (p>0.05),
(Tablo.4.3.).

Agik alan testi sonucunda elde edilen parametreler ortalama hiz miktari
bakimindan incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit
edilememistir. Buna ragmen S grubunda control (p=0,568) grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir diisiis tespit edilmistir (p>0.05), (Tablo.4.3.).

Acik alan testi sonucunda elde edilen parametreler toplam immobilite zamani
bakimindan incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit
edilememistir. Buna ragmen S (p=0,061) ve S-Dp (p=0,684) gruplarinda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir yiikselis gosterdigi tespit
edilmistir (p>0.05). S-Mel (p=0,503) ve S-Dp-Mel (p=0,499) gruplarinda S grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir diisiis tespit edilmistir (p>0.05),
(Tablo.4.3.).

Acik alan testi sonucunda elde edilen parametreler merkezde harcanan siire
bakimindan incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit
edilmistir. kontrol grubunun S (p=0,009), S-Dp (p=0,008), S-Dp-Mel (p=0,016)
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0.05), (Tablo.4.3.).

Acik alan testi sonucunda elde edilen parametreler kenarlarda gecirilen zaman
bakimindan incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit
edilememistir. Kontrol grubunda S (p=0,928), S-Dp (p=0,999), S-Mel (p=0,185), S-Dp-
Mel (p=0,829) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak sekilde hafif bir

diistis tespit edilmistir (p>0.05), (Tablo.4.3.).
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Agik alan testi sonucunda elde edilen parametreler merkeze giris sayisi
bakimindan incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit
edilmistir. Kontrol grubunun S (p=0,03), S-Dp (p=0,032), S-Dp-Mel (p=0,022)
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). S grubunda S-Mel (p=0,176), S-Dp-Mel (p=0,382) gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir diisiis tespit edildi (p>0.05). S-Dp grubunda
S-Mel (p=0,99), S-Dp-Mel (p=1) gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak
diizeyde hafif bir disiis tespit edildi (p>0.05), (Tablo.4.3.).

Acik alan testi sonucunda elde edilen parametreler ¢izgi gecme sayist bakimindan
incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit
edilememistir. Kontrol grubunun kalan tiim gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
olmayacak diizeyde hafif bir diistis gosterdigi tespit edilmistir (p>0.05). S-Mel (p=1) ve
S-Dp-Mel (p=1) gruplarinda S grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak
diizeyde hafif bir diisiis tespit edilmistir (p>0.05). S-Dp grubu diger tiim gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde hafif bir artig gosterdi (p>0.05). S-Dp
(p=0,996) , S-Mel (p=1) ve S-Dp-Mel (p=0,998) gruplarinda Dp grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde hafif bir artig gdsterdigi tespit edilmistir
(p>0.05), (Tablo.4.3.).

Acik alan testi sonucunda elde edilen parametreler timarlanma bakimindan
incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit
edilememistir (Tablo.4.3.).

Agik alan testi sonucunda elde edilen parametreler saha kalkma bakimindan
incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit

edilememistir (Tablo.4.3.).
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Agik alan testi sonucunda elde edilen parametreler bolus bakimindan
incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir. S
grubunun S-Dp-Mel (p=0,021) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde
yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05). S-Dp grubunun S-Dp-Mel (p=0,014) grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
S grubunda S-Mel (p=0,997) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayacak diizeyde
hafif bir artis tespit edilmistir (p>0.05), (Tablo.4.3.).

Tablo.4.3. A¢ik Alan testi parametrelerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Pararmnetre Kontrol 5 DP 5-DP S5Mel 5-DP-Mel
Total distance [m)- 15,20 11,85 15,70 15,62 16,23 16,49
[Teplam mesafe) t t * * * *
151 0,58 13 126 1,25 2,14
Average speed [m/s) - 005 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05
+ + + + + +
Ortalama hiz - - - = =
0,005 0.002 0.004 0.004 0.004 0007
Total immobility time 15531 208,22 157,4 121,52 175,97 175,85
[5)- Toplam + + + + + *
immaobilite siresi 15,30 830 15,15 7,45 7,01 1487
Time spent in FhE 27,28 1015 e 9,35 1625 11,15
central area (s)- + + . + . +
- - -
merkezde harcanan 512541 373 506 1,48 1.08 1.35
ZEMan
Time spent in the 274,18 285,32 275,23 794.42 273,43 752,58
margin (5)- kenarlarda + * + * + *
harcanan zaman 7,98 452 7,253 2,60 1,16 153
MNumber of entriesto 475 752 375 21z 352 3,10
the central area- * t + £ + = )
merkeze giris sayisi 103t#1 0.53* 0.59 0.4 0.57 0.18
Mumber of line 184,31 22762 185,62 22475 183,75 1825
crossing-Cizgi gegme : * t * + *
sayisi 1251 7,86 15.45 17,85 13,13 2442
Grooming sayisi- 55 4 62 525 587 z 55
+ + + + + ¥
By it 0.86 0.86 0,49 0,44 .42 1,05
Rearing sayisi- 1,13 2,75 2,25 1,84 2,03 2,12
= + + + + =
zahlanma davranizi - N - - - =
S = : 0.22 0,41 0,92 0,37 0,46 0,54
Defekasyon Bolus 5 7 55 7,12 5,52 45
SaYISI * i + * + -
0,53 G.SE‘- D42 G.SE‘- 0,45 072 +#

[S;Restraint stres, Dp; deneysel periodontitis, Mel; melatonin, Degerler ortalama + SS olarak ifade

edildi I 1 ayn1 satirdaki dipnot harfler gruplar arasindaki istatistiksel olarak anlaml farkliliklar

gbsterir. Tek yonlii ANOVA ve Tukey testi yapildi. * isareti p<0.05 kontrol, # isareti p<0.05 S, ll isareti

p<0.05Dp , # isareti p<0.05 S-Dp £ isareti p<0.05 S-Mel , § isareti p<0.05 S-Dp-Mel gruplarina

gore anlamli sonuglari temsil etmektedir]
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5.TARTISMA

Stres, yeni durumlarla karsilasildiginda kiginin bedensel ve ruhsal sinirlarinin
zorlanmasi sonucu viicutta ortaya ¢ikan bazi mekanizmalarla kendini gosteren bir uyum
saglama reaksiyonudur. Bu varolussal savunma yanitinda miicadele etme (savas) veya
kagma tepkisi s6z konusudur.® Psikolojik stresin kardiyovaskiiler, metabolik, romatolojik
hastaliklarin yani sira otoimmiin veya neoplastik etiyolojiye sahip kronik hastaliklarda

da inflamatuar cevab siddetlendirdigi bilinmektedir ." 8

Psikolojik stres periodontal hastaliklar i¢in kesin olarak bir risk faktorii degil ise
de risk indikatorii olarak tanimlanmustir.® Stres, periodontitis ve diger enflamatuar
periodontal hastaliklarin siddetlenmesiyle nedensel olarak iligkili, degistirilebilir
potansiyel bir risk faktoriidiir.'® Giincel literatiirde periodontitis ve psikolojik stres
arasindaki iliskiyi gosteren birgok epidemiyolojik® 3 ve hayvan calismalar1 1416
bulunmaktadir. Dahasi, psikolojik stres altindaki bireylerde cerrahisiz periodontal tedavi
basaris1, stressiz bireylere kiyasla diisiik bulunmustur.!” 8 Klinik gdzlemler ve
epidemiyolojik ¢aligmalar gostermistir ki; psikolojik faktorler periodontitis gelismesine

olan yatkinlig: arttirabilir.

Stresin inflamatuar hastaliklar iizerindeki etkisinin daha ¢ok néroendokrin sistem
salgilarimin notrofil, lenfosit ve makrofaj fonksiyonlarint modiile etmesi yoluyla
gerceklestigi diisiiniilmektedir'® ?° Yapilan galismalarda depresyon ve stres etkenlerine
magruz kalmanin immiin sistemi olumsuz etkileyerek periodontal sagligin bozulmasina
yol agtig1 gosterilmistir." 1% Psikolojik stresin, hiicresel immiin yamti 3 mekanizma
ile baskiladig1 bilinmektedir.?® 2 flk mekanizmada stres kaynakli olusan yanit, HPA
aksini baglatir , bu aksin aktivasyonu hipofiz bezinden kortikotropin serbestlestirici
hormon salinimimi ve bobrekiistii bezinin korteksinden glukokortikoid hormon salinimini

tesvik eder. Suprarenal bolgeden salgilanan glukokortikoid salinimini arttirdigi
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kortizoliin etkisiyle proenflamatuvar sitokinlerin (interlokinler ,prostoglandinler ,tumor
nekroz faktor) iiretimini azaltir ve immiinsiipresif bir etki olusturur.?%% 202 Qlusan stresin
kroniklesmeye baslamasiyla yiiksek diizeyde salinan kortizol, akut stres durumdaki
immiinsiipresif fonksiyonunun aksine reseptorlerde olusan rezistans sebebiyle immiin
yanit1 regiile edemez ve proinflamatuar sitokinlerin asir1 salinimi ile karakterize yikici
konak yanitin1 siddetlenir.” ?! ikinci mekanizmada ise maruz kalman stresorler sempatik
sinir sistemini stimiile eder, adrenal medulladan adrenalin ve ndéradrenalin salinimini
arttirir. Boylece hem kan akis hizinda hem de viicut savunmasinda gorev alan, dolasimda
bulunan immiin savunma hiicrelerinde azalma meydana gelir. Bunun sonucunda
immiinosiipresif bir etki olusur. Bu etki dolayli olarak periodontal doku yikimina katkida
bulunur.?®*-2°2 Son mekanizmada ise stres, duyusal sinir liflerinden néropeptid salimini
tetikler. Noropeptidlerin varligi sitokin salinimini uyarir ve damar gegirgenligini arttirir.
Noéropeptid kaynakli enflamasyon dokularda yikima sebep olur.2%® Bu baglamda,stresin
immiin sistem iizerine olan ¢ok yonlii olumsuz etkilerinin, kronik enflamatuvar bir
hastalik olan periodontitisin patogenezinede rol oynayabilecegi diisiiniilebilir.
Calismamizin 2 temel amaci psikolojik stresin periodontal doku yikimi iizerine
etkileri ve sistemik melatonin uygulamasinin 6nleyici etkinligini arastirmakti. Bu amagla
ratlarmn alt birinci az1 disleri etrafina ligatiir baglanip, 35 giin yerinde kalmasi saglanarak
periodontitis iliskili inflamatuar doku cevabi ve kemik yikimi indiiklendi. Psikolojik stres
olusturmak amaciyla ligatlirlemenin yapildig1 giinden baglayarak 35 giin boyunca
restraint stres uygulandi. Ratlara melatonin uygulamasi ise ligatiir uygulamasini takip
eden 22. giin baslatilarak erken donemde doku yikimi iizerindeki Onleyici etkileri
arastirildi. Bilgilerimize gore calismamiz psikolojik stres iligkili periodontitis kaynakli

doku yikimi iizerine melatoninin onleyici etkinligini biyokimyasal, histopatolojik ve
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immiinohistokimyasal olarak kapsamli bir sekilde inceleyen ilk ¢alisma olma
ozelligindedir.

Deneysel hayvan ¢alismalari; bilginin elde edilmesini takiben klinik yararliliginin
saglanmasi, neden-sonug iliskilerinin belirlenmesi ve verilerin daha etkili analiz
edilebilmesi icin biiyiik bir éneme sahiptir.?’® Herhangi bir tedavi yaklasiminin insanlara
uygulanmadan Once hastaliga etkisinin bagimsiz ve tarafsiz bir sekilde degerlendirilmesi
ve gilivenilirliginin test edilmesi bakimindan  hayvan galismalar1 6nemli bir fayda
saglar.?® Fare veya rat gibi kemirgen modellerinden, inflamasyon sirasinda sert ve
yumusak doku arasindaki etkilesimler hakkinda 6nemli veriler elde edilebilmektedir.
Bunun yanisira, sistemik inflamasyonun potansiyel mekanizmalari ve bunun periodontal
iyilesme siireci iizerindeki etkisi in vivo olarak incelenebilmektedir.2

Periodontoloji alaninda yararlanilan birgok farkli hayvan modeli bulunsa da®®
ratlar, periodontal hastaliklarin patogenezi igin en sik galisilan deney hayvanlaridir ve
deneysel ¢alismalarda insanda bulunan molar dis bdlgelerinin periodontal yapilarina
benzerlik gostermeleri, maliyetlerinin yiiksek olmamasi, yasam sartlarinin kolayca
saglanabilmesi ve cokga tretilebilmeleri nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir.
Deneysel periodontal hastaligin klinik ve histopatolojik bulgular1 yoniiyle insanlara
oldukga benzer 6zellikler gosterdigi rapor edilmistir. Wistar Albino ve Spraque-Dawley
ratlar1 en sik kullanilan tiirler olarak literatiirdeki yerini almigtir, 282 283

Deneysel periodontal hastalik olusumu icin ratlarin periodontal dokularinda
inflamasyonun indiiklenmesi 2 farkl1 yaygin kullamlan yéntemle gergeklesir. Ilk yontem
periodontal hastalik olusturulmak istenen bolgeye bakteriler ve/veya bakteriyel viriilans
faktorlerinin (6rnegin; LPS) enjekte edilmesi sonucu akut bir periodontal patolojinin

meydana gelmesidir. Bu yontemin avantaji hastaligin gelisiminin hizli bir sekilde

saglanmasidir. Ancak bu yontem bakteriyel endotoksinlere kars1 verilen akut inflamatuar

100



yamt ve periodontal hastaligin bakteriler tarafindan olusturulmamasi sebebiyle
dezavantajlara sahiptir.2"

Ikinci yéntem ise periodontal hastalig1 indiiklemek i¢in ratlarin az1 disleri etrafina
ligatiir uygulanmasi yoluyla plak retansiyon alanlarinin, dolayisiyla mikroorganizma
kolonizasyonunun arttirilmasidir. Bu yontem dentogingival bolgede mekanik travmaya
ve dental plaga kars1 gelisen konak yanitinin yogun olmasina ve doku biitiinligiiniin
bozulmasma imkan verir. Bu yontem Onceki calismalarda kullanilmis basarili bir
yontemdir.?5” 284 Calismamizda sprague dawley cinsi ratlarm molar dislerinin etrafina 3.0
ipek ligatiir baglayarak periodontitis indiiklendi.

Deney hayvanlarinda stres olusturmak i¢in birgcok farkli  ydntem
kullanilabilmektedir. immobilizasyon stresi ,restraint(kisitlama) stresi, ayak elektrik
soku, sosyal izolasyon stresi deneysel stres modellerinin en yaygin olarak

kullanilanlaridir.28®

Psikolojik stresorler, sosyal diizen ¢atismalarini, kaynaklar i¢in
rekabeti, anksiyete ve korkuyla beraber hareket kisitlanmasini ve hareketsizligi
icerebilir.?®® Hayvan stres modelleri birgok nedenden dolay1 degerlidir. Insana nazaran
metabolik, anatomik ve hiicresel farkliliklar1 olmasina ragmen hayvan stres modelleri
biyo-psiko-sosyal organizmalarin stres mekanizmalarinin anlasilmasinda en iyi yaklagimi
sunar.?®” Hayvan deneyleri stres kosullar1 literatiirde halen tartisiliyor olsada, stres

indiiksiyonu i¢in en sik kullanilan deneysel hazirlik ratin hareketlerinin kisitlandigi

restraint stres ve ratin hareketsizlestirildigi immobilizasyon stres protokoliidiir.%3

Restraint (kisitlama) stresi biiyiik Ol¢lide basit ve agrisiz oldugu ve kalic1 bir
giigsiizliik olusturmadigi icin tercih edilir. Restraint (kisitlama) stresi fiziksel olarak bir
hareket kisitlama ile psikiyatrik stres i¢in model olusturur.?%% 28% 2%0 By teknigin avantaji
maliyetinin uygun olmasi ve kisitlama sona erdikten sonra hayvanin bedensel olarak zarar

gorme olasiliginin ¢ok diisiik olmasidir. Restraint stres, stresin uzun siireli etkilerini
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anlayabilmek icin uygun bir ydntemdir.?®* Restraint stres ACTH(adrenokortikotropik
hormon), kortikosteron , HPA yanitinin desentizasyonunu, sitokin ekspresyonu diizey
degisikliklerini etkin bir bi¢imde incelemeye olanak verir.?®? Kisitlama ile iliskili
meydana gelen psikolojik ve fizyolojik degisiklikler agr1 mekanizmalarinin herhangi bir
es zamanl aktivasyonundan veya geri doniisiimii olmayan rahatsizliktan ziyade,

hareketsiz kalmann sikintili ve caydirict dogasindan kaynaklanmaktadir.?%3

Restraint stresin uygulanma sekli ve siiresi (sa/giin) agisindan literatiirde bir
konsensiis yoktur. Deneysel periodontitis modeli ile kombine restraint stres
calismalarinda da ¢ok cesitli uygulama sekilleri goriilmektedir: Takada ve Ark.';
12sa/giin olmak iizere 10 giin boyunca, Nakajima ve Ark'®. tarafindan 12sa/giin olmak
lizere 22 giin boyunca, Peruzzo ve Ark.!* tarafindan 12sa/giin olmak iizere 30 giin
boyunca, Foureaux ve Ark.?%* tarafindan uygulanan immobilizasyon stresi 2,5sa/giin
olmak iizere 30 giin boyunca , Segundo ve Ark.?® tarafindan 12sa/giin olmak iizere 30
giin boyunca, Takeda ve Ark.?® tarafindan 12sa/giin olmak iizere 30 giin boyunca,
Benatti ve Ark.?%" tarafindan 2sa/giin olmak iizere 40 giin boyunca, Rettori ve Ark.?%
tarafindan 2sa/giin olmak iizere 7 giin boyunca, Gasperic ve ark.?®® tarafindan 12sa/giin
olmak iizere 28 giin boyunca uygulandi. Bu ¢alismada ise Peruzzo ve ark.'* kismen benzer
sekilde 12sa/giin olmak lizere 35 giinliik restraint stres protokolii tercih edildi. Ratlar
gece hayvanlart olduklar1 igin stres protokoli 20:00 ile 08:00 saatleri arasinda
sinirlandirilmistir.’® Restraint stres uygulama siiresi igerisinde hem deneysel periodontitis
hem de melatonin uygulama siirecini barindirdigindan ve uygulanan stres karakterinin

akut degil kronik karakterde olmasi istenildiginden 2% 35 giin boyunca uygulanmustir.

Preklinik deneysel stres ¢alismalarinda deney hayvanlarinin stres durumlarinin
degerlendirilmesinde acik alan testi (open field test), delikli tahta testi (hole board test),

sosyal etkilesim testi (social interaction test) gibi davranigsal testlerin yaninda plazma
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kortikosteron seviyesi, ACTH hormon seviyesi gibi biyokimyasal parametreler ve besin

alim1 , viicut agirhig1 gibi fizyolojik parametreler kullanilmaktadir.?%°

Acik alan testi ratlarin  kagisinin  Onlendigi, yeni bir acik alana
yerlestirildiklerindeki anksiyete (kaygi) benzeri davranissal tepkilerini 6lgmek igin
tasarlanmis bir davranis testidir. Bu testte ratlarin lokomotor aktiviteleri dikkate alinir.
Kemirgenler genellikle kapali alanlarda vakit gegirmeyi tercih ederler ve bu nedenle agik
alanin ¢evresini merkeze kiyasla kesfetmek i¢in daha fazla zaman harcarlar. 2™ A¢ik alan
testinde anksiyete diizeyinin belirlenmesi ile ilgili ¢cok sayida farkli davranis (iki ayagi
tizerine kalkma, kasinma, gezinme vb.) ve parametre bulunmaktadir. Bu davranig
bicimlerinden biri olan iki ayagi iizerine ya da saha kalkma olarak adlandirilan davranis,
ratin gevreye olan merak duygusunun anksiyete duygusuna baskin gelmesiyle ortaya
cikar. Rat bu davranisi kenar destegi alarak ya da almayarak sergileyebilir.?’® Acik alan
testi sirasinda meydana gelen kaginma hareketi ise stereotipik aktivite (kendine 6zgii
tekrarlayan davranislar) ile ilgilidir. Artmis stereotipik aktivite anksiyete hakkinda bilgi
verebilir ancak dogrudan anksiyeti degerlendirmek icin kullanilmaz.?”” Alistig1 kosullarin
aksine bir ortama yerlestirilen rat anksiyete artisi1 ile birlikte daha az hareket eder ve
defekasyon bolus davranislarinda artis meydana gelir.?”> 2’® Bu calismada stres
durumunun degerlendirilmesi i¢in plazma kortikosteron seviyeleri ve acik alan testi
parametreleri kullanilmigtir. Stres durumunun belirlenmesinde parametre olarak hem
adrenokortikal fonksiyon hem de davranista meydana gelen anomalileri kullanmak,

kullanilan diger yontemlere gore daha giivenilir bulunmustur.3®

Calismamizda elde ettigimiz kortikostreon parametresiyle ilgili bulgular; restraint
stresin S ve S-DP gruplarinda diger tiim gruplara goére anlaml diizeyde bir artis meydana
getirdigini gostermektedir (p<0.05), bununla birlikte melatonin, S-Mel ve S-DP-Mel

gruplarinda S ve S-DP gruplarina gore kortikosteron seviyelerinde anlamli diizeyde bir
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diisiis meydana getirmistir (p<0.05). Dp grubu ise kontrol grubuna kiyasla hafifge yliksek
tespit edildi. (p>0.05). Buna ragmen ilging bir sekilde S grubunda , S-DP grubuna gore
anlamli olmayan diizeyde hafif bir artis meydana gelmistir (p>0.05). Calismamizda
restraint stres diizeyinin degerlendirildigi parametreleri genel olarak stres gruplarinda
arttig1 melatonin uygulamasinin ise ¢esitli diizeylerde azalma sagladigi tespit edilmistir.
Bulgularimiz1 destekler sekilde Takada ve Ark.™ periodontitisli ratlarda kan glukozu,
ACTH konsantrasyonu ve adrenalin seviyesi olglimlerinde; restraint stres uygulanan
gruplarda, uygulanmayan gruplara gore anlamli diizeyde artis meydana geldigini
raporlamislardir. Nakajima ve Ark!® ise serum kortikosteron ve kortizol seviyelerinin
ol¢timlerinde; restraint stres uygulanan gruplarda kontrol ve deneysel periodontitis
gruplara gore anlaml diizeyde artis meydana geldigini bildirmislerdir. Peruzzo ve
Ark.** serum kortikosteron, adrenalin ve noradrenalin seviyelerinin &lgiimlerinde;
periodontitisli ratlara restraint stres uygulanan grupta, kontrol ve deneysel periodontitis
gruplarina gore anlamli diizeyde artis meydana geldigini gostermislerdir. Bir diger
calismada ise Foureaux ve ark.?®* serum kortikosteron, kan glukozu ve C-peptid (insiilin
tiretimi igin referans) seviyelerinin Glglimlerinde restraint stres uygulanan gruplarda
uygulanmayan gruplara gore anlamli diizeyde artis meydana geldigini, probiyotik ve
deneysel periodontitis birlikte uygulamasinin ise stresin biyokimyasal belirtegleri
acisindan anlaml bir fark olusturmadigimi  raporlamislardir. Takeda ve Ark.?%® serum
kortikosteron ve kortizol seviyelerinin 6lgiimlerinde; yalnizca restraint stres uygulanan
grupta, kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artis meydana geldigini bildirmislerdir.
Juzentaihoto kullanilan restraint stres grubunda, restraint stres grubuna gore stres
belirtegleri belirgin sekilde diisiis gdstermesine ragmen kontrol grubuna goére anlaml
diizeyde artis gosterdigi raporlanmustir. Rettori ve Ark.2® serum Kortikosteron

seviyelerinin 6l¢timlerinde; restraint stres, deneysel periodontitis, restraint stres-deneysel
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periodontitis gruplarinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulundugunu

bildirmislerdir.

Sunulan bulgular, literatiirdeki ¢aligmalarla uyumlu olup , kortikosteron seviyesi
S ve S-Dp gruplarinda Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde
yiiksek tespit edildi (p<0.05). S-Mel ve S-Dp-Mel gruplarinda kontrol grubuna gore
meydana gelen istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif artis, stresin ratlar iizerinde
olusturdugu etkinin melatonin tarafindan kisitlanmasinin sonucu olarak meydana geldigi

diistiniilmektedir (p>0.05).

Psikolojik stres varliginda kortikosteron seviyelerinde meydana gelen artis, HPA
aksinin uyarilmasi sonucu hipofiz bezinden kortikotropin serbestlestirici hormon
salimmmini ve bobrekiistii bezinin korteksinden glukokortikoid hormon saliniminin
arttirlmas1 sonucu meydana gelir.?%% 22 Melatonin, HPA aksinin aktivasyonunu inhibe
ederek, glukokortikoid hormonunun salinimini, dolayisiyla kortizol olusumunu

baskilayabilir.2%6-29

Calismamizda, merkezde harcanan siire ve merkeze giris sayilart S grubunda,
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde bir diisiis gosterirken (p<0.05), S-Mel grubu, S
grubuna gore anlamli olmayan diizeyde hafif bir artis gostermistir (p>0.05). Dp grubu
merkezde harcanan siire ve merkeze giris sayis1 bakimindan kontrol grubuna gére anlaml
olmayan diizeyde hafif bir disiis (p>0.05) saglasada, S-DP grubu kontrol grubuna gére
anlamli olacak diizeyde diislis meydana getirmistir (p<0.05). S-Dp-Mel grubu, S-Dp
grubuna gore merkezde harcanan siire bakimindan anlamli olmayan diizeyde hafif bir
artig meydana getirirken (p<0.05), kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artis saglamistir
(p<0.05). Defekasyon seviyeleri, S-Dp-Mel grubunda S ve S-Dp gruplarina gore anlaml

diizeyde azalmistir (p<0.05). Restraint stres uygulanan biitiin gruplarda, uygulanmayan
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gruplara gore defekasyon seviyesi agisindan anlamli bir fark ortaya ¢ikmamistir. Toplam
mesafe, ortalama hiz, toplam immobilite, kenarlarda gegirilen zaman, ¢izgi gegme sayisi,
timarlanma ve sahlanma davraniglar1 acgisindan gruplar arasinda anlamli farklar
bulunamamistir. Davranig testlerinin sonuglar1 degerlendirilirken elde edilen bulgularda
stres uyaranlarina verilen yanitin denekler arasinda Onemli bireysel farkliliklar
gosterebilecegi bilgisi dikkate alinmalidir. Sunulan bulgularda restraint stres diizeyinin
degerlendirildigi parametrelerin genel olarak stres gruplarinda arttigi, melatoninin
uygulamasinin ise ¢esitli diizeylerde azalma sagladigi tespit edilmistir. Bulgularimizi
destekler sekilde Rettori ve ark.?®® gecilen ¢izgi say1s1 seviyesinin restraint stres grubunda
,deneysel periodontitis grubunda ve deneysel periodontitis-restraint stres grubunda
kontrol grubuna gére anlaml1 diizeyde yiiksek oldugunu bildirmistir. Birmann ve ark.>%
restraint stres uygulanan gruplarda kontrol gruplarina gore gegilen ¢izgi sayisi, sahlanma
seviyeleri agisindan anlamli bir fark olmadigini, merkeze girig sayis1 ve merkezde
harcanan siire seviyelerinin restraint stres uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore
anlaml diizeyde diisiik oldugunu, timarlanma seviyelerinin ise restraint stres uygulanan
grupta kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artis gosterdigini bildirmistir. D’amico ve
ark.39 restraint stres uygulanan grupta kontrol grubuna gore ¢izgi ge¢me sayisi ve
merkezde harcanan siire seviyelerinin anlamli diizeyde diistiigiinii raporlamislardir.
Lieben ve ark.?’8 stres uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore defekasyon sayilarinda

anlamli diizeyde artis meydana geldigi gostermistir.

Sunulan bulgular, literatiirdeki ¢alismalarla uyumlu olup, merkezde gegirilen siire
ve merkeze giris sayilar1 Seviyesi S, S-Dp ve S-DP-Mel gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olacak diizeyde diisiik tespit edildi (p<0.05). S-Mel grubunda
kontrol grubuna goére meydana gelen istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif artis

(p>0.05) ve S-Dp-Mel grubunda S-Dp grubuna gore meydana gelen istatistiksel olarak
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anlamli olmayan hafif artis (p>0.05), stresin ratlar iizerinde olusturdugu etkinin melatonin
tarafindan kisitlanmast sonucu meydana geldigi diisiiniilmektedir. Defekasyon
seviyelerinde S-Dp-Mel grubunda S ve S-Dp gruplarina gore meydana gelen anlamli
diizeyde azalma (p<0.05) merkeze giris ve merkezde harcanan siire parametrelerine
uyumlu olup stresin ratlar {izerinde olusturdugu etkinin melatonin tarafindan

kisitlandigini gostermektedir.

Stres ve uyku bozukluklari birbiriyle ¢ift tarafli nedensellik iligkisi bulunduran ve
HPA aksini ortak olarak uyaran iki durumdur.’® Kronik stresin uykunun Rem fazinda
gecirilen zamani kisitladigi®® 3%, Rem fazindaki degisikliklerin ise depresyon benzeri
kognitif davranigsal farkliliklarla iliskili oldugu bilinmektedir.3® Uyku bozukluklart
ayrica viicutta iiretilen endojen melatoninin miktarini azaltmaktadir.?®® Ratlara sistemik
olarak uygulanan eksojen melatoninin HPA aksmin direk inhibisyonuna®®2° ek olarak
restraint stresin ratlar {izerinde sebep oldugu muhtemel uyku diizensizliklerinin elimine

:306-308

edebilecegi ve bu ratlar {izerinde uykuyu diizenlemesinin stresin olusturdugu

davranigsal farkliliklar: kisitladig: diistintilebilir.

Periodontal kemik kayb1 diizeyleri tiim gruplardaki ratlarin alt sag ¢enelerinden
mezio-distal yonde elde ettigimiz histolojik seri kesitler iizerinde mine-sement birlesimi
ile alveolar kemik ve furkasyon catisi ile furkal alveolar kemik kreti arasindaki mesafe
Ol¢timleri seklinde analiz edildi. Karsilastirmamizda referans olarak degerlendirdigimiz
kontrol grubunun ayni yas ve kilo araliginda inbred yontemle iiretilen erkek ratlardan
olusmasi, periodontitise bagli alveolar kemik kaybinin fizyolojik slirme ve remodelinge
bagli degisikliklerden?®® kismen izole olarak degerlendirilebilmesini saglanustir.
Alveolar kemik yikimi, inflamatuar periodontal hastaligin en karakteristik bulgusudur.®*

Elde ettigimiz bulgular, MSS-AK, FC-FAK parametrelerinin gruplar arasindaki

anlamlilik degerleri agisindan benzer oldugunu ve birbirine yakin sekilde dagildigini
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gostermistir. S grubu, kontrol grubuna gore MSS-AK seviyeleri agisindan anlamli
olmayan (p>0.05), FC-AK seviyeleri agisindan anlamli bir artis meydana getirmistir
(p<0.05). S-Mel grubu , S grubuna gére MSS-AK seviyeleri agisindan anlamli olmayan
(p>0.05), FC-FAK seviyeleri a¢isindan anlamli bir diisiis meydana getirmistir (p<0.05).
DP grubu her iki parametre agisindan da kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek
tespit edilmistir (p<0.05). Her iki parametre S-Dp grubunda, Dp grubuna gore anlamli
diizeyde artis gosterirken, S-Dp-Mel grubunda S-DP grubuna gore anlamli diizeyde diisiis

meydana gelmistir (p<0.05).

Calismamizda alveolar kemik kaybinin degerlendirildigi parametreler stresin tek
basina uygulanmasiyla belirgin sekilde yiikselmezken, deneysel periodontitis ve deneysel
periodontitisin stres ile birlikte uygulandig1 gruplarda arttig1 melatonin uygulamasinin ise
cesitli diizeylerde azalma sagladigi tespit edilmistir. Bulgularimizi destekler sekilde
Takada ve ark®®, histomorfometrik olarak olgiilen alveolar kemik kaybinin, restraint stres
uygulanmis deneysel periodontitis grubunda, deneysel periodontitis grubuna gore anlamli
diizeyde yiiksek oldugunu gostermistir. Nakajima ve ark.'® | Peruzzo ve ark.!*, Takeda ve
ark.2% ve Gasperic ve ark.?® ise histomorfometrik olarak dl¢iilen alveolar kemik kaybimin
tek basina restraint stres uygulanmis grupta kontrol grubuna gore anlamli bir fark
gostermedigini , deneysel periodontitis grubunda ve restraint stres uygulanmis deneysel
periodontitis grubunda ise kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek bulundugunu
gOstermistir, ayrica restraint stres uygulanmis deneysel periodontitis grubunun ,yalnizca
deneysel periodontitisli gruba gore alveolar kemik kaybi seviyelerinin anlamli diizeyde
artis gosterdigini tespit etmislerdir.1* 162929 Byjgularimizdan farkli olarak Foureaux ve
ark.®* ise  histomorfometrik olarak olgiilen alveolar kemik kaybimin restraint stres
uygulanan ve uygulanmayan gruplar arasinda anlamli bir fark géstermedigini, probiyotik

kullaniminin alveolar kemik kaybini anlamli diizeyde sinirladigini rapor etmislerdir.
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Foureaux ve ark.*®*dan farkli olan sonuglarimizin, 2,5 saat/giin 30 giin boyunca
uygulanan immobilizasyon stresinin, c¢alismamizda uygulanan 12 saat/glin 35 giin
boyunca uygulanan restraint strese gore hem stres tiirliniin hem de maruz kalinan

miktarinin farklilik géstermesinden kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Sunulan bulgular, literatiirdeki ¢alismalarla benzer sonuglara sahiptir.14 16: 2% 299

Yapilan ¢alismalarin gogunlugunda belirtilen tek basina uygulanan stresin alveolar kemik
kaybi agisindan anlamli bir fark olusturmadigi sonucu ¢alismamizda, S grubunda
alveolar kemik kaybi agisindan MSS-AK seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli bir
degisim gostermemesi (p>0.05) yoniiyle desteklenmistir. Dp ve S-Dp gruplarinda her iki
parametre agisindan Kontrol grubuna gore anlamli diizeyde meydana gelen artiglar
(p<0.05) ve S-DP grubunun her iki parametre a¢isindan DP grubuna gore anlamli olacak
diizeyde yiiksek olmasi (p<0.05) literatiirdeki bahsedilen calismalardan# 16: 2% 29 g|de
edilen sonuglar1 desteklemektedir. S-Dp-Mel grubunda S-Dp grubuna gére meydana
gelen anlamli diizeydeki diisiis (p<0.05), melatoninin stresin deneysel periodontitis
tizerinde olusturdugu etkileri kisitlamasiyla agiklanabilir.

Periodontal hastaligin 6nemli belirteclerinden biri alveolar kemik kaybidir,
meydana gelen kaybin nasil olustugu periodontitisin tedavisinin anlagilmasi agisindan
oldukga 6nemlidir. Immiin sistemin, kemik yapim ve yikim siirecleriyle olan baglantisi
‘osteoimmiinoloji ’ bashigi altinda incelenmektedir. Yakin zamanda ortaya c¢ikan bu
kavram periodontal hastaligin patogenezi acisinda oldukca Onemlidir. Periodontitiste
goriilen alveolar kemik kaybi siirecinin anlamlandirilmasinda 6zellikle TNF reseptor
ailesinin {i¢ liyesi On plana ¢ikmaktadir; NF-«kf’nin reseptor aktivatorii (RANK), ligandi

(RANKL) ve RANKL’1 inhibe eden OPG’dir.8* &

Osteoklast oncii hiicrelerinin ylizeyinde bulunan RANK reseptoriine baglanan

RANKL, bu baglanmayla birlikte osteoklastin aktivasyonunu ve olgunlagmasini
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gerceklestirir.3®® Osteoprotegerinin kemik yapim yikim metabolizmasindaki gorevi ise
olgun osteoklast hiicrelerinin olusmasini engellemek amaciyla RANKL’mm RANK
reseptoriine baglanmasini engellemektir. Osteoblastlar tarafindan salgilanan OPG
RANK reseptoriine baglanma agisindan RANKL’a gore yiiksek afiniteye sahiptir.

OPG’nin bu 6zelligi kemik yikim siirecini engellemektedir.%®

Alveolar kemik kaybinda RANKL ve OPG seviyelerinin degisimi tek basina
degerlendirilebilirken, RANKL/OPG oranindaki degisim de periodontal hastalikta
alveolar kemik kaybmin degerlendirilmesinde énemli bir parametredir.®” 319313Doku

310, 313

tizerinde yapilan caligmalarda alveolar kemik kaybinin arttigi durumlarda

310, 313 310, 313

RANKL seviyelerinin artis gosterdigi ve OPG diizeylerinin azaldigi
gosterilmistir. RANKL ve OPG diizeyleri ve iliskili olarak da meydana gelen kemik
kayiplart ¢esitli antioksidan ajanlarin  sistemik olarak uygulanmasi Yyoluyla
engellenebilmektedir, 173 314-316

Histolojik incelemeler kemigin yapisinin dahasi RANKL ve OPG’nin
incelemesinde olduk¢a yaygin kullanilan bir yontemdir. Alveolar kemik kaybini
yorumlayabilmek i¢in histolojik kesitlerde RANKL ve OPG boyanma alani ve yogunlugu
esas alinmaktadir. Hiicrelerin histolojik kesitlerdeki ekspresyon derecesi boyanma
yogunlugu “intensity” olarak isimlendirilirken, boyanma alani ise kesitlerdeki sinirlari
belirli bir alanda bulunan ekspresyon yapan hiicre sayisini belirtmektedir.®!’ Boyanma
yogunlugu degerlendirmesi bilgisayar ortaminda yazilim araciligiyla gergeklestirilirken,
boyanma alani1 6l¢limii ise arastiricinin boyanan hiicreleri tek tek belirleyerek sayisal
degerleri kayit altina almasiyla belirlenmektedir. Boyanma alani1 daha kolay uygulanan

bir teknik olmasi nedeniyle yaygin bir sekilde tercih ediliyorken boyanma yogunlugu

degerlendirmesi daha ayrmtili bilgi vermekte ancak daha fazla zaman almaktadir.3!’
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Caligmamizda histolojik kesitlerin incelenmesinde boyama alani yontemi tercih
edilmistir.2’% 27

Sunulan bulgularda, RANKL, OPG, RANKL/OPG seviyeleri birbirleriyle uyumlu
sekilde gruplar arasinda dagilmistir. RANKL ve RANKL/OPG seviyeleri S grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olmayan hafif bir artis meydana getirirken (p>0.05), S-Mel
grubu S grubuna goére anlamli olmayan hafif bir diisiis saglamistir (p>0.05). Dp grubu,
RANKL ve RANKL/OPG seviyelerini kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiikseltmis
(p<0.05), S-Dp grubu ise Dp grubuna gore RANKL ve RANKL/OPG seviyelerini anlaml
diizeyde arttirmistir. (p<0.05). S-Dp-Mel grubunda, S-Dp grubuna gore RANKL
seviyeleri acisindan anlamli, RANKL/OPG seviyeleri acisindan anlamli olmayan bir
diisiis meydana gelmistir (p>0.05).

OPG seviyeleri S grubunda kontrol grubuna gére anlamli olmayan hafif bir diisiis
meydana getirirken (p>0.05), S-Mel grubu S grubuna gore anlamli olmayan hafif bir artis
saglamistir (p>0.05). Dp grubu, OPG seviyesini kontrol grubuna gére anlamli diizeyde
diistirmiis (p<0.05), S-Dp grubu ise Dp grubuna gore anlamli olmayan diizeyde diisiis
saglamistir (p>0.05). S-Dp-Mel grubunda S-Dp grubuna gére OPG seviyeleri agisindan
anlamli diizeyde bir artig saglamistir (p<0.05).

Calismamizda RANKL, RANKL/OPG parametrelerinin stresin tek bagia
uygulanmasiyla hafif bir sekilde yiikseldigi, deneysel periodontitis ve deneysel
periodontitisin stres ile birlikte uygulandigi gruplarda belirgin sekilde arttigi, melatonin
uygulamasinin ise ¢esitli diizeylerde azalma sagladigi tespit edilmistir. OPG diizeyi ise
RANKL 1 aksine stresin tek basina uygulanmasiyla hafif bir sekilde azaldigi, deneysel
periodontitis ve deneysel periodontitisin stres ile birlikte uygulandigi gruplarda belirgin
sekilde azaldigini, melatonin uygulamasinin ise ¢esitli diizeylerde artis sagladig: tespit

edilmistir. Sunulan bulgular, literatiirdeki ¢alismalarla kismen uyumlu olup stres iliskili
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periodontitisli  ratlarda RANKL, OPG ve RANKL/OPG parametrelerinin
degerlendirildigi calismalar agisindan incelendiginde; Peruzzo ve ark.!* periodontal
dokulardan alinan 6rnekler iizerinde yaptig1 polimeraz zincir reaksiyonu ile belirledikleri
RANKL, OPG seviyelerini incelemislerdir. Periodontitisli ratlarin ve restraint stres
uygulanmis periodontitisli ratlarin, kontrol grubuna gére RANKL seviyelerinde anlaml
olacak diizeyde artis meydana geldigini ve restraint stres uygulanmis periodontitisli
ratlar, periodontitisli ratlara gore RANKL seviyelerinde anlamli olacak diizeyde artis
oldugunu bildirmiglerdir. OPG seviyeleri agisindan incelendiklerinde restraint stres
uygulanmis periodontitisli ratlarin kontrol ve deneysel periodontitis grubuna gore anlaml
diizeyde yiiksek oldugunu, kontrol ve deneysel periodontitis gruplarinin arasinda anlamli
bir fark olmadigini rapor etmislerdir. RANKL/OPG oranini ise restraint stres uygulanmis
periodontitisli ratlarda, kontrol ve deneysel periodontitis grubuna gére anlamli diizeyde
yiiksek tespit etmisler , kontrol ve deneysel periodontitis gruplarinin arasinda ise anlaml
bir fark olmadigim rapor etmislerdir. Foureaux ve ark.?* RANKL seviyeleri agisindan
deneysel periodontitis olusturulan her grupta ,olusturmayanlara gore anlamli bir artis
bulundugunu, probiyotik kullaniminin ya da immobilizasyon stresinin RANKL seviyeleri
acisindan anlamli bir fark olusturmadigini gostermistir. OPG seviyeleri agisindan ise
immobilizasyon stresi uygulanan gruplarla uygulanmayan gruplar arasinda anlamli bir
fark bulunamamis, probiyotik kullanilmig deneysel periodontitisli ratlarin, probiyotik
kullanmayan ratlara gore anlamli diizeyde yiiksek OPG seviyelerine sahip oldugu
gosterilmistir.

Calismamizda elde edilen bulgular, RANKL seviyesinin Peruzzo ve ark*nin
sonuglarina benzer sekilde Dp ve S-Dp gruplarinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
yiiksek oldugunu, S-Dp grubunun da Dp grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek oldugunu

gostermistir (p<0.05). S-Dp-Mel grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir artig
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gbzlensede, Peruzzo ve ark.!*’nin ¢alismasindan farkli olarak uygulanan melatonin
etkisiyle, S-Dp-Mel grubunda Dp ve S-Dp gruplarina RANKL seviyesi agisindan anlaml
bir diisiis saglamistir (p<0.05).

Elde edilen bulgular , OPG seviyesinin Peruzzo ve ark.!* i sonuglarindan farkli
olarak S-DP ve Dp gruplarinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde diisiik oldugunu
gostermistir (p<0.05). Ayrica OPG seviyesinde S-Dp-Mel grubunda S-DP grubuna gore,
S-Mel grubunda ise S grubuna gére meydana gelen anlamli diizeydeki(p<0.05) artiglar
melatonin stresin olusturdugu etkileri kisitlamasi ile ilgili olduguna kanit olarak
gosterilebilir.

Elde edilen bulgular, RANKL/OPG seviyesinin Peruzzo ve ark.}*1n sonuglarina
benzer sekilde Dp ve S-Dp gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek
oldugunu, S-Dp grubunun Dp gore anlamhi diizeyde yiiksek oldugunu
gostermistir(p<0.05). S-Dp-Mel grubunda kontrol grubuna goére anlamli olmayan hafif
bir artis gozlensede (p>0.05), Peruzzo ve ark.!* galismasindan farkli olarak uygulanan
melatonin etkisiyle, S-Dp-Mel grubunda Dp ve S-Dp gruplarina gore RANKL/OPG
seviyesi agisindan anlamli bir diigiis saglamistir (p<0.05).

Foureaux ve ark.?® yaptign calismada, uygulanan immobilizasyon stresinin
kortikosteron seviyelerini anlamli diizeyde arttiripp, RANKL,OPG ve alveolar kemik
kayb1 acisindan anlamli bir fark olusturmamasi ¢alismamizda elde edilen bulgularla
uyusmamaktadir. Bu uyusmazhik 2,5 saat/giin 30 giin boyunca uygulanan
immobilizasyon stresinin, calismamizda uygulanan 12 saat/glin 35 giin boyunca
uygulanan restraint strese gore hem stres tiirliniin hem de maruz kalinan miktarinin
farklihk gostermesinden kaynaklaniyor olabilir. Foureaux ve ark.2**’nm yaptigi
calismada, tek basina uygulanan deneysel periodontitisin RANKL , OPG ve alveolar

kemik kaybi iizerine olan etkileri agisindan ¢alismamizla uyumluluk géstermektedir.
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Calismamizda restraint stresle birlikte RANKL seviyeleri artmis ve OPG
seviyeleri azalmistir. HPA aksinin uyarilmasi sonucu artmasi beklenen katekolaminler,
glukokortikoid hormonu ve dolayisiyla kortizol 2°%2%2 | Kkortikosteron parametresinde
elde edilen sonuglarla uyumluluk gostermektedir. Strese cevap olarak artan
glukokortikoidin, NF-KB'nin aktivasyonunu arttirarak RANK sinyali yoluyla kemik

yikimina katkida bulunabilecegini 261 262

ayrica stromal ve osteoblastik hiicre dizisinde
RANKL ekspresyonunu arttirdign ve OPG ekspresyonunu azalttig: gosterilmistir.2%% 264
Bulgularimizda her ne kadar incelenmemis olsada, HPA aksinin artisiyla beraber
artacagini ongordiigiimiiz katekolaminlerin, osteoblastlar ve osteoklastlar {izerindeki B-
adrenerjik reseptor aktivasyonunu sagladigt ve RANKL ekspresyonunu artirarak
osteoklast farklilasmasma neden oldugu gosterilmistir 2%% 265 Bulgularda stresle birlikte
artis1 gosterilen IL-1B, RANKL ekspresyonunu arttiripp ve OPG yapimini azaltan bir
sitokindir. ® Calismamiz bahsedilen mekanizmalara uygun sonuclar gostermektedir,
Melatonin uygulanan gruplarda ise stresin RANKL ve OPG iizerine olusturdugu
etkilerinin kisitlanmasi, melatoninin  HPA aksmin aktivasyonunu inhibe ederek,

glukokortikoid hormonu dolayisiyla kortizolii ve katekolaminlerin  salinimini,

kisitlamasiyla iliskili olabilir.2%62%9

Yapilan ¢alismada doku sitokin (IL-1, IL-10) ve MMP (MMP-8, MMP-9) tayini
icin sandvi¢ ELISA yontemi kullanilmistir. Sitokinlerin ve  MMP’lerin tayininde
immiinoassay teknikleri, biyoassay tekniklerine kiyasla kolaylik, hassasiyet, 6zgiilliik ve
duyarlilik agisindan avantajlar1 dolayisiyla tercih edilirler. Enzim temelli kantitatif
immiinoassay yontemi olan ELISA 1971 yilindan beri gelistirilerek giiniimiizde hala
tercih edilmektedir. Sandvig ELISA yontemi teknik, 6zgiilliik ve hassasiyet bakimindan

avantajhdir.3'® Calismamizda sandvi¢ ELISA teknigini tercih etmemizin nedeni
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uygulama kolayligi ve hassasiyet yoniinden amacimiza hizmet edecek ticari kitin
piyasadan kolaylikla temin edilebilmesidir.

Sunulan hayvan ¢aligmasinda dis eti dokusundaki inflamatuar cevabi belirlemek
icin IL-1pB,IL-10, IL-1B/IL-10 sitokin belirtegleri kullanilmistir. Sitokinler, bakteriyel
plaga kars1 olugsan immiin cevapla karakterize periodontal hastalik mekanizmasinin tim
sathalarinda kilit rol oynarlar.IL-10 periodontal hastalik siireglerinde antiinflamatuar bir
rol istlenip, mevcut alveolar kemik miktarinin korunmasinda osteoklastlarin aktive
olmasin1 engelleyerek ve osteoblastlarin iirettigi kemik miktarini kontrol ederek ederek
etkili olur.!*” IL-1 ise proinflamatuar sitokin olup, alveolar kemik rezorpsiyonu da dahil
olmak iizere periodontal yikim siirecinde olumsuz etkiler meydana getirir.31% 320

Elde ettigimiz bulgular IL-18, IL-10, IL-18 / IL-10 seviyelerinin birbirleriyle
uyumlu olacak sekilde gruplar arasinda dagildigin1 gostermektedir. IL-18 seviyeleri, S
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olmayan diizeyde hafif bir artig gosterirken, S-
Mel grubunda S grubuna goére anlamli olmayan hafif bir diisiis gostermistir (p>0.05). Dp
grubu, IL-18 seviyelerinde kontrol ve S grubuna gore anlamli olmayacak diizeyde hafif
bir artis saglamistir (p>0.05). S-Dp grubu, IL-16 seviyelerini kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde (p<0.05), S ve Dp gruplarina gére anlamli olmayan diizeyde arttirmigtir
(p>0.05). S-Dp-Mel grubunda S-Dp grubuna gore IL-18 seviyelerinde anlamli olmayan
diizeyde hafif bir diisiis meydana gelmistir (p>0.05).

IL-10 seviyeleri S grubunda, kontrol grubuna gore anlamli olmayan hafif bir diisiis
gosterirken, S-Mel grubunda , S grubuna gére anlamli olmayan diizeyde hafif bir artis
gostermistir (p>0.05). Dp grubu, IL-10 seviyelerini kontrol ve S gruplarina gore anlamli
olmayan diizeyde diisiirmiis, S-Dp grubuna goére ise anlamli olmayan diizeyde
yiikseltmistir (p>0.05). S-Dp-Mel grubunda S-Dp grubuna goére IL-10 seviyeleri

acisindan anlamli olmayan hafif bir artis meydana gelmistir (p>0.05).
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IL-18 / IL-10 seviyeleri, S grubunda, kontrol grubuna goére anlamli olmayan
diizeyde hafif bir artis gosterirken, S-Mel grubunda S grubuna gore anlamli olmayan hafif
bir diistis gostermistir (p>0.05). Dp grubu kontrol grubuna gore anlamli diizeyde bir artis
meydana getirmistir (p<0.05). S-Dp grubu, Dp grubuna gore IL-18 / IL-10 seviyelerinde
anlamli olmayan hafif bir artis meydana getirmistir (p>0.05). S-Dp-Mel grubunda S-Dp
grubuna gore IL-18 / IL-10 seviyelerinde anlamli olmayan diizeyde hafif bir diisiis tespit
edilmistir (p>0.05). Calismamizda IL-18 parametrelerinin, tek basina restraint stres
uygulanmasiyla ya da tek basina deneysel periodontitis uygulanmasiyla hafif bir sekilde
yiikseldigi, deneysel periodontitisin stres ile birlikte uygulandigi gruplarda belirgin
sekilde arttig1, melatonin uygulamasinin ise ¢esitli diizeylerde azalma sagladigi tespit
edilmistir. IL-10 parametresinin ise restraint stresin ve deneysel periodontitisin birlikte
veya ayr1 ayrt uygulandig1 gruplarda hafifce azaldigini, melatonin uygulamasinin ise
cesitli diizeylerde artis sagladigi tespit edilmistir. IL-18 / IL-10 parametresinin ise stresin
tek basina uygulanmasiyla hafif bir sekilde yiikseldigi, deneysel periodontitis ve deneysel
periodontitisin stres ile birlikte uygulandigi gruplarda belirgin sekilde arttigi, melatonin
uygulamasinin ise ¢esitli diizeylerde azalma sagladig tespit edilmistir. Sunulan bulgular
literatiirdeki cogu c¢alismaya benzer olup stres iligkili periodontitisli ratlarda sitokin
degisimlerinin degerlendirildigi ¢alismalar acisindan incelendiginde; Peruzzo ve ark.}*’1in
gingival dokulardan alinan Ornekler lizerinde yaptig1r polimeraz zincir reaksiyonu ile
belirledikleri I1L-18 ve IL-10 seviyelerinin periodontitisli ratlarda ve restraint stres
uygulanmis periodontitisli ratlarda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek
oldugunu gostermis, restraint stres uygulanmis periodontitisli ratlarda ise periodontitisli
ratlara gore anlamli diizeyde yiiksek oldugunu bildirmistir. Peruzzo ve ark. ayrica IL-
la‘nin reseptor antagonisti olan IL-1ra ve proinflamatuar sitokin olan IL-6 seviyelerini

de incelemislerdir. IL-1ra seviyesi kontrol grubunda ve yalnizca periodontitisli ratlarda,
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restraint stres uygulanmis periodontitisli ratlara goére anlamli diizeyde yliksek
bulunmustur. IL-6 seviyeleri ise restraint stres uygulanmig periodontitisli ratlarda, kontrol
grubu ve yalnizca periodontitisli ratlara gére anlamli diizeyde yliksek bulunmustur.

Bulgularimiz Peruzzo ve ark.!*m calismalariyla proinflamatuar sitokin olan IL-
1B seviyeleri yoniiyle benzerlik gosterip, IL-16 seviyeleri S-Dp grubunda Kontrol
grubuna gore anlamli(p<0.05), Dp grubuna gore ise anlamli olmayan (p>0.05) hafif bir
artig gostermistir. Peruzzo ve ark.’dan farkli olarak uygulanan melatonin etkisiyle, S-Dp-
Mel grubunda S-DP grubuna gore, S-Mel grubunda ise S grubuna gore IL-18
seviyelerinde anlamli olmayan hafif bir diisiis saglamistir (p>0.05).

Bulgularimiz Peruzzo ve ark.!*’1n calismalariyla antinflamatuar sitokin 1L-10"un
seviyeleri yoniiyle farklilik gosterip, S-DP grubu kontrol grubuna gore anlamli(p<0.05),
Dp grubuna gore ise anlamli olmayan (p>0.05) bir diisiis gostermistir. Peruzzo ve ark.’nin
caligmasindan farkli olarak uygulanan melatonin etkisiyle, S-Dp-Mel grubunda S-DP
grubuna gore, S-Mel grubunda ise S grubuna gore IL-10 seviyelerinde anlamli olmayan
hafif bir yiikselis saglamistir.

Rettori ve ark.®®'min gingival dokulardan alinan &rnekler iizerinde yaptigi
polimeraz zincir reaksiyonu ile belirledikleri IL-13 seviyeleri restraint uygulanan
periodontitisli ratlarda ve yalnizca periodontitisli ratlarda , hem kontrol hem de restraint
stres grubuna gore anlamli1 diizeyde yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Periodontitisli ratlar
arasinda ise restraint stres uygulanan grubun uygulanmayan gruba gore anlamli
olmayacak hafif bir yiikselis gosterdigini tespit etmislerdir. Bulgularimizda IL-18
seviyeleri S-Dp grubunda kontrol grubuna gore anlamli(p<0.05), Dp grubuna gore ise
anlamli olmayan (p>0.05) hafif bir artis gostermistir Calismamizda bu yoniiyle benzer

sonuglar elde etmemizin yaninda farkli olarak uygulanan melatonin etkisiyle, S-Dp-Mel
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grubunda S-DP grubuna gore, S-Mel grubunda ise S grubuna goére IL-1B seviyeleri
acisindan anlamli olmayan hafif bir diisiis saglamistir (p>0.05).

Nakajima ve ark.!®in gingival dokulardan alinan &rnekler {izerinde yaptig
polimeraz zincir reaksiyonu ile belirledikleri IL-18 seviyelerinin restraint stres ve
restraint stres uygulanmis periodontitisli gruplarda , kontrol ve yalnizca periodontitisli
gruplara gore anlamli diizeyde diisiik oldugu bildirilmistir. Calismamiz bu sonuglara gore
farklilik gostermektedir. Nakajima ve ark.'®m IL-1B seviyelerinin restraint stres
uygulamasi ile diistiigiinii gosteren  ¢aligmasi stresin HPA aksini uyardiktan sonra
meydana gelen kortizol salimiminin heniiz ilgili reseptorlerde desentizasyon meydana
getirmemesi sonucu immiin yanitin ve IL-1B iiretiminin baskilanmasi ile ilgili olabilir.”
21

Bulgularimizda, restraint stres uygulamasinin IL-18 seviyelerinin artisina, IL-10
seviyelerinin azalmasina sebep olmustur. IL-16 seviyelerinin artig1 bazi mekanizmalarla
agiklanmaktadir: Stres cevabi olarak aktive olan HPA aksi, bobrekiistii bezinin
korteksinden glukokortikoid hormon salinimini tesvik eder. Suprarenal bdlgeden
salgilanan glukokortikoid salmimini arttirdigi kortizoliin etkisiyle proenflamatuvar
sitokinlerin (interlokinler ,prostoglandinler ,tumor nekroz faktdr) iiretimini azaltir ve
immiinsiipresif bir etki olusturur.?’l: 292 QOlusan stresin kroniklesmeye baslamasiyla
yiiksek diizeyde salinan kortizol, akut stres durumdaki immiinsiipresif fonksiyonunun
aksine reseptorlerde olusan rezistans sebebiyle immiin yaniti regiile edemez ve
proinflamatuar sitokinlerin (IL-18) asir1 salinimi ile karakterize yikici konak yanitini
siddetlenir.” 1% 2! Bir baska mekanizma ise stresin, duyusal sinir liflerinden néropeptid
salmimmin tetiklemesi ve  proinflamatuar sitokin (IL-1B) tiretiminde artis meydana

gelmesi sonucu IL-18 seviyesi yiikselmis olabilir.2®® Ayrica restraint stresin ratlar
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tizerinde olusturdugu muhtemel uyku bozukluklari sonucu da IL-18B seviyelerinde artis
meydana gelmis olabilir, 0 260

IL-10 seviyesindeki stresle meydana gelen azalmalar ise inflamatuar kaskadi
baskilayarak, Growth Factor (TGF)-BL ve Interlokin (IL)-10'u iireten Diizenleyici T
hiicrelerinin (T reg'ler) depresyon ve stres gibi durumlarda proinflamatuar T hiicrelerine
gdre azalma gostermesinden kaynaklaniyor olabilir,0 32

Calismamiz bahsedilen mekanizmalara uygun sonuglar géstermektedir, Melatonin
uygulanan gruplarda ise stresin IL-18, IL-10 tizerine olusturdugu etkilerinin kisitlanmasi,
melatoninin HPA aksmin aktivasyonunu inhibe ederek, glukokortikoid hormonu

dolayisiyla kortizolii salinimini, baskilamasiyla iliskili olabilir.?>6-2>

Matrisinler olarak da adlandirilabilen matriks metalloproteinazlar ZN ve Ca
bagimli enzimlerdir. Bu enzimler ekstraselliiler matriksin neredeyse biitiin bilesenlerini
bozabilir buna bagh olarak bircok fizyolojik ve patolojik olayda énemli bir rol oynar.?°
MMP ve doku inhibitorleri TIMP’ler peridontal dokulardaki fizyolojik degisiklikler ve
doku yikiminda merkezi bir role sahiptirler.!?® Periodontitis siirecinde MMP ve TIMP(
TIMP-1) arasindaki dengenin MMP yéniinde bozulmas: doku yikimiyla sonuglanir.?
Herhangi bir patolojik durum bulunmayan periodontal dokularda fibroblast tarafindan
tiretilen MMP’ler (MMP-1 ya da kollajenaz-1) periodontal bag dokusu hiicrelerinin
ECM devamhiligim1 saglamada gorevlidirler. Periodontal hastalik durumunda ise
meydana gelen enflamasyon ile MMP iiretiminde artis meydana gelir ve  saglikh
durumun aksine MMP iiretimi fibroblast yerine enflamatuvar hiicreler tarafindan
(6zellikle notrofil) yapilir.”® 12° Periodontal doku yikimimda MMP’ler biiyiik bir role

sahiptir.Hastaligin ilerlemesiyle birlikte periodontal dokulardaki MMP-8 ve MMP-9

seviyesinde artis gozlenir.'® Periodontal hastaligin siddetini ,ilerleme hizin1 ve tedavi
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yanitin1 en iyi yansitan ve periodontal dokularda en fazla gozlenen MMP elemanlari
MMP-8 ve MMP- 9 dur.'*!

Calismamizda elde ettigimiz bulgular, MMP-8 ve MMP-9 parametreleri agisindan
benzerlik gostermektedir. MMP-8 ve MMP-9 seviyeleri S grubunda, kontrol gruplarina
gore anlamli olmayan hafif bir artis gostermistir (p>0.05) . Dp grubu MMP-8 seviyesi
acisindan Kontrol grubuna gore anlamli olmayan hafif bir artis meydana getirirken
(p>0.05) , MMP-9 seviyesi agisindan Kontrol grubuna gore anlamli bir artis meydana
getirmistir (p<0.05). S-Dp grubunda, Dp grubuna gére MMP-8 seviyesi agisindan anlamli
(p<0.05), MMP-9 seviyesi acisindan anlamli olmayan diizeyde bir artis meydana
gelmistir (p>0.05). Melatoninin etkisiyle, S-Mel grubunda S grubuna gére MMP-8 ve
MMP-9 seviyeleri agisindan anlamli olmayan hafif bir diisiis meydana gelmistir (p>0.05),
S-Dp-Mel grubunda S-Dp grubuna gére MMP-9 seviyesinde anlamli olmayan(p>0.05) ,
MMP-8 seviyesinde anlamli bir diisiis goriilmiistiir (p<0.05).

Literatiirde stres iligkili periodontitisin, periodontal dokular iizerinde olusturdugu
MMP seviyesi degisikliklerini inceleyen bir hayvan c¢aligmasi bulunmamaktadir.
Calismamiz bu yéniiyle ilk olma &zelligini tasimaktadir. Johansen ve ark.3?? gingival
enflamasyonlu, stres iligkili depresyon geciren 43 kadin hasta {izerinde yaptiklari
calismada stresin diseti olugu sivisindaki MMP-9 seviyesi iizerinde anlamli herhangi bir
degisiklik meydana getirmedigini bildirmistir. Yang ve ark.®?® stres ile iliskili 31 kadmn
,20 erkek kullanilarak yara modelleri iizerinde yaptigi ¢alismada MMP-8 ve MMP-9
seviyelerinin kontrol grubuna gore anlamli bir fark gostermedigi bildirilmistir. Bosse ve
ark.3?* astim hastaligina bagli olarak kortizol tedavisi goren, ek olarak kronik inflamatuar
rahatsizlig1 olan hastalarda, serum MMP-9 seviyesinin kontrol gruplarina gore anlamli

bir farklilik olusturmadigini bildirmistir.
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Sunulan bulgular tek basina uygulanan restraint stresin MMP-8 ve MMP-9
seviyeleri agisindan kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik saglayamamasi (p>0.05)
yoniiyle literatiir ile uyumludur. Bulgularimizda Johansen ve ark.3??’nm aksine , Dp’li
ratlardaki stres iliskili MMP diizeyi artiglarinin yine bulgularimizda tespit etttigimiz
sitokin diizeyi degisiklikleri ile iliskili oldugu diisiincesindeyiz. IL-18 ‘nin MMP-8,
MMP-9 gen transkripsiyonunu kontrol ettigi pek ¢ok calismada agikca gdsterilmistir. 32>
327 S-Mel grubunda S grubuna gére MMP-8 ve MMP-9 seviyeleri acisindan anlamli
olmayan hafif bir diisiis (p>0.05) ve S-Dp-Mel grubunda S-Dp grubuna gére MMP-9
seviyesinde anlamli olmayan (p>0.05), MMP-8 seviyesinde anlamli (p<0.05) diisiislerin
stresin periodontitis tlizerinde olusturdugu etkilerin melatonin ile kisitlanmasi sonucu
meydana geldigi diistiniilmektedir.

Sunulan hayvan c¢alismasinda gingival dokulardaki oksidatif durumu
inceledigimiz belirte¢cler MDA, GSH ,TOD,TAOK, OSI idi. MDA, bir oksidatif hiicre
membran hasari belirtecidir, en siklikla yararlanilan oksidatif stres belirteclerinden birisi
olup membran fosfolipitlerindeki oksidatif hasar diizeyi hakkinda bilgi vermektedir.
MDA olustuktan sonra kolayca diffiize olup membran yapisindaki lipid ve proteinlere
capraz baglanarak membran biitiinliigiinii bozar, bu da membran permeabilitesinin
bozulmasina neden olur.

GSH ise temel hiicre i¢i antioksidan olarak kabul edilmektedir. Hiicresel oksidatif
hasarin inhibisyonunda 6nemli bir role sahiptir.3® Oksidatif stres diizeyinin
degerlendirilmesinde MDA ve 8-hidroksideoksi-guanozin (8-OHdG), oksidatif DNA
hasar1 belirteci, gibi spesifik oksidatif yikim trlinleri degerli bilgiler sagliyor ise de
dokudaki nihai oksidatif durumu yansitmakta ne yazik ki yetersiz kalmaktadir. Benzer
sekilde, belli enzimatik veya non enzimatik antioksidan diizeylerine yonelik dlgiimler de

total antioksidan etkinligi net olarak yansitamamaktadir. Giincel ¢alismalar TOD ve

121



TAOK olglimlerinin nihai oksidatif ve antioksidan durumlari daha acik bir sekilde ortaya
koydugunu rapor etmektedirler. Dahasi, pratik ve giivenilir bir yontem olan TAOK'un,
bilindik antioksidanlarin yani sira heniiz kesfedilmemis antioksidanlarin etkilerini de
yansittigi bildirilmektedir. OSI, TOD ile TAOK arasindaki oransal bir degerdir ve
oldukga gegerli bir parametredir. Oksidatif stres diizeyini daha net ve pratik bir sekilde
ortaya koymak amaci ile Erel'®® tarafindan onerilmistir. Hem ROT iiretimi hem de
antioksidan durumdan direkt olarak etkilenmektedir.

ROT, serbest oksijen radikalleri ve hiicre i¢i, hiicre dis1 radikal olusturma
potansiyeline sahip olan reaktif molekiillerin tamamim kapsayan genel bir ifadedir.!”’
Antioksidan savunma sistemi ise ROT’un olasi olumsuz etkilerine yonelik biitiin
yasayan organizmalarda bulunan koruyucu bir mekanizmadir’>® Oksidatif stres, ROT ve
antioksidan sistemin arasindaki dengenin ROT lehine bozulmasiyla meydana
gelirl’ Oksidatif stres hiicreler iizerinde lipid peroksidasyonu, oksidasyon sonucu
protein yapilarda yikim, ECM’nin polarize yapisinin bozulmasi, proenflamatuvar
sitokinlerin {iretiminin arttiritlmasi ,kalic1 etkilere sahip olan DNA hasar1 gibi durumlara
sebep olur.'”® ROT canlhida bircok fizyolojik mekanizmaya dahil olurken, iginde
periodontal hastaliklarin da bulundugu kronik enflamatuar hastaliklarin patogenezinde
onemli bir rol oynamaktadir.!®® ROT kaynakli oksidatif hasar dis eti dokusu,
periodontal  ligament ve alveolar kemik gibi periodontal dokularda goriiliir.!%3
Periodontitiste olugan oksidatif stres, periodontal dokularda sinirli kalmayip sistemik
olarak etki eden ROT’lara , membran lipitlerinde geri dontisiimsiiz olarak meydana gelen
lipit peroksidasyonuna ve protein yapilarin oksidasyonuna sebep olur.Hastalik siirecinde
toplam antioksidan kapasitede kayip goriiliir. Tiim bunlar géz Oniine alindiginda
oksidatif stresin periodontitis patogenezindeki o6nemi goriilmektedir. Periodontal

dokularda meydana gelen harabiyetin seviyesi oksidatif stresle baglantilidr 8% 175185
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Calismamizda elde ettigimiz bulgular MDA, GSH, TOD, TAOK, OSI
parametreleri agisindan degerlendirildiginde: MDA ve TOD parametreleri gruplar
arasinda ortaya ¢ikan anlamlilik degerleri agisindan ayni bulunmustur. S grubunda TOD
ve MDA seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli diizeyde etkilenmemis olsa da hafif bir
artig gostermistir (p>0.05), S-Mel grubunda, S grubuna gére TOD ve MDA seviyelerinde
anlamli olmayan hafif bir diisiis meydana gelmistir (p>0.05). Dp grubunda MDA ve TOD
seviyeleri kontrol grubuna gére anlamli olacak diizeyde yiiksek tespit edilmistir (p<0.05).
S-Dp grubunda, Dp grubuna gére MDA ve TOD seviyeleri anlamli olmayacak diizeyde
hafif bir yiikselis gosterirken (p>0.05), S-DP-Mel grubunda S-DP grubuna gére anlamli

diizeyde bir diislis meydana gelmistir (p<0.05).

TAOK ve GSH parametreleri agisindan gruplar arasinda anlamli farkliliklar
olugmasa da bu iki parametre hem birbirine benzer sekilde dagilmistir. S grubunda TAOK
ve GSH seviyeleri, kontrol grubuna gore anlamli olmayan diizeyde hafif bir diisiis
gosterirken (p>0.05), S-Mel grubunda S grubuna gore TAOK ve GSH seviyeleri anlaml
olmayan diizeyde hafif bir artig gdstermistir (p>0.05). Ilging bir sekilde Dp grubunda
kontrol grubuna gore, TAOK ve GSH seviyeleri anlamli olmayan hafif bir artig
gostermistir (p>0.05). Bununla birlikte S-Dp grubu Dp grubuna gére TAOK ve GSH
seviyelerinde anlamli olmayacak diizeyde hafifce bir diigiis gostermistir (p>0.05). S-DP-
Mel grubunda ise S-DP grubuna gére anlamli olmayan hafif bir artis meydana gelmistir

(p>0.05) .

OSI parametresi TOD ve MDA parametrelerine benzer dagilim gdstermistir. S
grubunda OSI seviyeleri kontrol grubuna gore anlaml diizeyde etkilenmemis olsada hafif
bir artis gostermistir (p>0.05), S-Mel grubunda, S grubuna gore OSI seviyelerinde
anlamli olmayan hafif bir diisiis meydana gelmistir (p>0.05). Dp grubunda OSI seviyeleri

kontrol grubuna gore anlamli olmayan diizeyde yiiksek tespit edilmistir (p>0.05). S-Dp
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grubunda, Dp grubuna gére OSI seviyeleri anlaml1 olacak diizeyde yiikselis gsterirken
(p<0.05), S-DP-Mel grubunda S-DP grubuna gore anlamli diizeyde bir diisiis meydana
gelmistir (p<0.05). Calismamizda oksidatif parametrelerin, restraint stres ve deneysel
periodontitis uygulanmasiyla yiikseldigini, melatonin uygulamasiin ise ¢esitli
diizeylerde azalma sagladigi tespit edilmistir. Antioksidan parametrelerin ise genel olarak
restraint stres ve deneysel periodontitis uygulanmasiyla diistiiglinii, melatonin
uygulamasinin ise ¢esitli diizeylerde artig sagladigi tespit edilmistir. Literatiirde Stres
iligkili periodontitisin, periodontal dokular iizerinde olusturdugu oksidatif stres
parametrelerindeki degisiklikleri inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu bakimdan
literatlir, deneysel stres iligkili oksidatif stres parametrelerini inceleyen c¢alismalar

acisindan degerlendirilmistir. Lin ve ark.28®

restraint stres uygulanmig ratlarin intestinal
mukozasinda meydana gelen oksidatif stres degisikliklerini degerlendirdikleri
calismasinda ; ROT ve MDA seviyelerinin restraint stres uygulanan grupta, kontrol
grubuna gore anlamli olacak diizeyde yiiksek oldugunu tespit etmislerdir, melatonin ve
restraint stres uygulanan grupta ROT ve MDA seviyelerinin yalnizca restraint stres
uygulanan gruba gore anlamli bir diistis gosterdigini  bildirmislerdir. SOD
(stiperoksitdismutaz), TAOK, GSH-px seviyelerinin ise yalnizca restraint stres uygulanan
grupta diger gruplara gore anlamli diizeyde diistligiinii, restraint stres ile birlikte
melatonin uygulanan grupta ise kontrol grubuna gore anlamli olmayan diizeyde bir artig
meydana geldigini bildirmislerdir. Zhang ve ark.3?® restraint stres uygulanmis ratlarin
hipokampiis dokusu {iizerinde meydana gelen oksidatif stres degisikliklerini
degerlendirdikleri ¢alismasinda ; ROT, MDA ve H20; seviyelerinin yalnizca restraint
stres uygulanan grupta, kontrol grubuna gére anlamli diizeyde artis gosterdigini, SOD ,

TAOK, GSH-px seviyelerinin ise yalnizca restraint stres uygulanmig grupta Kontrol

grubuna gore anlamli diizeyde diisiis gdsterdigini bildirmislerdir. D’ Amico®® ve ark.

124



restraint stres uygulanmis ratlarin ileum dokusu iizerinde meydana gelen oksidatif stres
degisikliklerini degerlendirdikleri ¢caligmasinda ; MDA seviyelerinin yalnizca restraint
stres uygulanan grupta kontrol grubuna goére anlamli diizeyde bir artis gosterdigini

bildirmislerdir.

Literatiirdeki calismalarda?®® 392329 yygulanan restraint stresin, oksidatif stresi
gosteren parametreler agisindan kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek olmasi
calismamizda elde edilen, S grubunun TOD ve MDA seviyelerinin kontrol grubuna gore
anlamli olmayan diizeyde hafif bir artig gostermesi (p>0.05), S-Dp grubunun, Dp grubuna
gore MDA ve TOD seviyelerinde anlamli olmayacak diizeyde hafif bir artis gdstermesi
(p>0.05) bulgulariyla kismen benzerlik gostermektedir. Ayrica S-DP-Mel grubunda S-
DP grubuna gére TOD ve MDA seviyelerinde anlamli diizeyde bir diisiis meydana
gelmesi (p<0.05) , S-Mel grubunda, S grubuna gére TOD ve MDA seviyelerinde anlamli

k.2891n melatoninin restraint

olmayan hafif bir diisiis meydana gelmesi (p>0.05) Lin ve ar
stresin sebep oldugu oksidatif stresi kisitladigi sonuglarini1 desteklemektedir.

Restraint stresin, bu ¢alismada inceledigimiz antioksidan parametre diizeylerinde
cesitli diizeylerde diisiise neden oldugu tespit edildi. Bulgularimizi indirekt olarak
kiyaslayabilecegimiz Onceki pek c¢ok calismada da kismen benzer bulgular rapor
edilmistir.?8% 302329 Her ne kadar sunulan ¢alismamizin bulgularinda TAOK ve GSH-px
seviyeleri acisindan anlamli farklar olugsmasada S grubunun TAOK ve GSH
seviyelerinde, kontrol grubuna gore anlamli olmayan diizeyde hafif bir diisiis gdstermesi
(p>0.05), S-Dp grubunun Dp grubuna gére TAOK ve GSH seviyelerinde anlamli
olmayacak diizeyde hafif¢e bir diisiis gostermesi(p>0.05) yapilan ¢alismalara uygunluk
gostermektedir. Ayrica S-Mel grubunun S grubuna gére TAOK ve GSH seviyelerinde

anlamli olmayan diizeyde hafif bir artis gostermesi (p>0.05) ve S-DP-Mel grubunun ise

S-DP grubuna goére anlamli olmayan hafif bir artis gostermesi (p>0.05) de Lin ve
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ark.2891n melatoninin restraint stresin sebep oldugu oksidatif stresi kisitladig1 sonuglarimni
desteklemektedir.

Sunulan bulgularimizda, total oksidatif durumun belirlenmesinde kullanilan OSI
degeri, S grubunda kontrol grubuna goére anlamli diizeyde etkilenmemis olsa da hafif bir
artis gostermesi (p>0.05) ve S-Dp grubunda, Dp grubuna gore anlamli olacak diizeyde
yiikselis gdstermesiyle (p<0.05) Literatiirde bulunan c¢alismalara?® 392 32° kismen
uygunluk gostermektedir. Ayrica S-Mel grubunda, S grubuna gore OSI seviyelerinde
anlamli olmayan hafif bir diisiis meydana gelmesi (p>0.05) ve S-DP-Mel grubunda S-DP
grubuna gore anlamh diizeyde bir diisiis tespit edilmesi (p<0.05). Lin ve ark.?8”mn
melatoninin restraint stresin sebep oldugu oksidatif stresi kisitladigi sonuglarini

desteklemektedir.

Bulgularimizda, restraint stres uygulamasi, oksidatif parametrelerinin artis,
antioksidan parametrelerinin azalma gostermesine sebep olmustur. Bu degisiklikler stres
ile birlikte aktive olan HPA aksinin 6ncelikle ve uzun siire salgilanmasina sebep oldugu
kortizoliin, antioksidan gen ekpresyonunu azaltmast ve hiicresel solunumu
(mitokondriyal solunum) modiile etmesinin, ROT’da artis meydana getirmesiyle
miimkiin olabilir.30% 330332 Ayrica HPA aksinin aktivasyonu ile salgilanan glukokortikoid,
hiicresel indirgenme-oksidasyon (redoks) sistemindeki aktiviteyi indiikleyerek ROT’da
artisa sebep olabilir.33%-332 Restraint stresinin NO {iretimini inhibe ettigi ve bu yolla
oksidatif stres olusmasina katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.?>? Stres ve ratlar
tizerinde sebep oldugu  muhtemel uyku bozukluklarida ROT’un artisina sebep
olabilecegi diisiiniilmiistiir.!% ?®° Bir organizma stres tarafindan stimiile edildiginde var
olan oksidan- antioksidan sistem dengesi serbest oksijen radikallerinin salinmasiyla

51, 253, 255, 289

oksidan tarafa dogru bozulmasi® sunulan bulgulara uyumluluk

gostermektedir, melatonin uygulanan gruplarda ise stresin oksidatif ve antioksidan
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parametreler tizerine olusturdugu etkilerinin kisitlanmasi, melatoninin direkt ve dolayli

antioksidan etkinligi?*? yan1 sira HPA aksimin aktivasyonunu inhibe etmesi ile de iliskili
g y y

olabilir.2%6-2%9

Ligatiirle indiiklenen deneysel periodontitis ve restraint stres modeli ile
gerceklestirilen ve melatoninin stres iliskili periodontal degisiklikler {izerine dnleyici
etkinligini arastiran bu kapsamli tez calismamiz bazi limitasyonlara 6zellikle dikkat
¢cekmektedir. Deneysel periodontitis modelinde destek doku yikimi insanlardaki
yikimindan farkli olarak akut karakterde ve yikici bir sekilde gelismektedir. Siddetli lokal
inflamatuar cevaba bagli olarak belirgin sistemik inflamatuar etkiler ortaya
cikmaktadir.®*® Bu nedenle bulgularimizin insanlardaki periodontitis ile direkt olarak
iliskilendirilmesi hatal1 olabilir. Tkinci olarak, deneye sadece erkek ratlarin dahil edilmesi
ve stresin disi ratlarda etkilerini HPA aksi iizerinden daha siddetli gdstermesi®3* 3%
bulgularin her iki cinsiyet agisindan yorumlanmasini miimkiin kilmamaktadir. Literatiirde
psikolojik stresi hayvanlarda modellemek adina kullanilan deneysel stres protokolleri i¢in
heniiz gegerli bir konsensus olusamamasi ¢alismamizin bir diger limitasyonudur. Bir
diger limitasyon olarak, ratlarda deneysel periodontitis modellemeleri agisindan da bir
konsensus olmamasi gosterilebilir. Son olarak ne periodontitis ne de stres tedavisinde
etkinligi genel olarak kabul edilmis bir melatonin uygulama protokolii (doz, uygulama
sekli, uygulama zamani, uygulama siiresi vb.) heniiz mevcut degildir. Bu baglamda, bu

can alict konuda insan ¢alismalarina onciiliik edebilecek yeni ve daha kapsamli deneysel

caligmalara ihtiyag¢ oldugu agiktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu deneysel ¢alisma;

1. Restraint stresin 35 giin siireyle uygulanmasinin, kortikosteron ve agik alan testi
parametrelerinde belirgin artis sagladigi ve bu artisin restraint stres protokoliiniin
baslamasindan 21 giin sonra uygulanan 14 giinlik (10 mg/kg/giin) sistemik melatonin
uygulamastyla belirgin sekilde kisitlanabildigini,

2. Ratlarda 3.0 ipek ligatiiriin 35 giin siireyle uygulanmasinin plak birikimi ve
mekanik travmatizasyon yoluyla belirgin bir alveolar kemik kaybina neden oldugunu,
restraint stresin tek basina uygulanmasinin alveolar kemik kaybi iizerinde belirgin bir
artis saglamadigini, restraint stres ve periodontitisin birlikte uygulanmasinin belirgin
alveolar kemik kaybina neden oldugunu,

3. Periodontitis indiiksiyon faz1 ve restraint stres protokoliiniin baglamasindan 21
giin sonra uygulanan 14 giinliik (10 mg/kg/giin) sistemik melatonin uygulamasinin stres
iligkili periodontitiste meydana gelen alveolar kemik kaybimni belirgin olarak
sinirlandirabildigini,

4.Ratlarda 3.0 ipek ligatiiriin 35 giin siireyle uygulanmasimin rat periodontal
dokularinda RANKL/OPG seviyesini belirgin sekilde arttirdigi, restraint stresin tek
basina uygulanmasimin RANKL/OPG seviyesi {izerinde belirgin bir artis saglamadigini,
restraint stres ve periodontitisin birlikte uygulanmasinin RANKL/OPG seviyesini
belirgin sekilde arttirdigini,

5. Periodontitis indiiksiyon faz1 ve restraint stres protokoliiniin baslamasindan 21
giin sonra uygulanan 14 giinliik (10 mg/kg/giin) sistemik melatonin uygulamasinin stres
iliskili periodontitiste meydana RANKL/OPG seviyesi artisin1 belirgin olarak

sinirlandirabildigini,
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6.Ratlarda 3.0 ipek ligatiiriin 35 giin siireyle uygulanmasmin rat periodontal
dokularinda IL-18/IL-10 seviyesini belirgin sekilde arttirdig1, restraint stresin tek basina
uygulanmasimin IL-18 / IL-10 seviyesi tizerinde belirgin bir artis saglamadigini, restraint
stres ve periodontitisin birlikte uygulanmasinin IL-16 / IL-10 seviyesi iizerinde belirgin
bir artig sagladigina,

7. Periodontitis indiiksiyon fazi ve restraint stres protokoliiniin baglamasindan 21
giin sonra uygulanan 14 giinliik (10 mg/kg/giin) sistemik melatonin uygulamasinin stres
iligkili periodontitiste meydana IL-18 / IL-10 seviyesi artisin1 belirgin olarak
sinirlandirabildigini,

8. Ratlarda 3.0 ipek ligatiiriin 35 giin siireyle uygulanmasmin rat periodontal
dokularinda OSI seviyesini hafif bir sekilde arttirdigi, restraint stresin tek basina
uygulanmasinin OS] seviyesi iizerinde belirgin olmayan bir artis sagladigini, restraint
stres ve periodontitisin birlikte uygulanmasinin OSI seviyesini belirgin sekilde
arttirdigini,

9. Periodontitis indiiksiyon fazi ve restraint stres protokoliiniin baglamasindan 21
giin sonra uygulanan 14 giinliik (10 mg/kg/giin) sistemik melatonin uygulamasinin stres
iliskili periodontitiste meydana OSI artisin1 belirgin olarak sinirlandirabildigini,

10. Ratlarda 3.0 ipek ligatiiriin 35 giin siireyle uygulanmasinin rat periodontal
dokularinda MMP-8 seviyesini hafif bir sekilde arttirdigi, restraint stresin tek basina
uygulanmasinin MMP-8 seviyesi {izerinde belirgin bir artis saglayamadigini, restraint
stres ve periodontitisin birlikte uygulanmasinin MMP-8 seviyesini belirgin sekilde
arttirdigini,

11. Periodontitis indiiksiyon fazi ve restraint stres protokoliiniin baglamasindan

21 giin sonra uygulanan 14 giinliik (10 mg/kg/glin) sistemik melatonin uygulamasinin
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stres iligkili periodontitiste meydana MMP-8 seviyesi artisin1  belirgin olarak
sinirlandirabildigini,

12. Ratlarda 3.0 ipek ligatiiriin 35 giin siireyle uygulanmasinin rat periodontal
dokularinda MMP-9 seviyesini belirgin bir sekilde arttirdig1, restraint stresin tek basina
uygulanmasinin MMP-9 seviyesi lizerinde belirgin bir artis saglayamadigini, restraint
stres ve periodontitisin birlikte uygulanmasinin MMP-9 seviyesini belirgin sekilde
arttirdigini,

13. Periodontitis indiiksiyon fazi ve restraint stres protokoliiniin baglamasindan
21 giin sonra uygulanan 14 giinliik (10 mg/kg/giin) sistemik melatonin uygulamasinin
stres iligkili periodontitiste meydana MMP-9 seviyesi artisini hafif bir sekilde
siirlandirabildigini ortaya koydu.

Sistemik melatonin uygulamasi stresin periodontal dokulardaki sinirlt diizeydeki
yikict etkilerini belirgin bir sekilde 6nleyebilmektedir. Melatonin, bir konak modiilatér
ajan olarak, stres iligkili olumsuz periodontal etkileri ortadan kaldirmada yeni bir
perspektif ortaya koymaktadir. Bu kapsamli c¢alismanin melatoninin periodontal
etkinligine odaklanacak gelecekteki insan c¢alismalarna Onciilik edebilecegi

diisiincesindeyiz.
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