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OZET

Periodontitis, dis ¢cevresinde biriken mikrobiyal dental plak ve buna karsi konak immiin
yanit arasindaki kompleks etkilesim sonucu gelisen bir hastaliktir. Konak-bakteri
etkilesimiyle tetiklenen immiin yanit belirteclerinin ¢ok miktarda salinimina yol acarak,
doku yikimmi baslatmaktadir. Ozellikle immiin sistem ve kemik metabolizmasi
arasindaki yakin iligkinin anahtar diizenleyicileri olarak gorev yapan niikleer faktor-kappa
B (NF-kB)’nin reseptor aktivatorii (RANK) ve onun ligandi (RANKL) ve RANKL’1
inhibe eden osteoprotegerin (OPG) sik¢a degerlendirilen belirteglerdendir.

Serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasmdaki
dengesizligi ifade eden oksidatif stresin, oksidatif hasara duyarli hiicresel
makromolekiillere zarar vererek doku hasarma yol a¢tig1 ve periodontal hastalik gibi
bir¢cok kronik dejeneratif hastaligin patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir. Oksidatif
stres, genelde lipit peroksidasyon (LPO) son iiriinii olan malondialdehit (MDA) ve
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GP) gibi antioksidan enzimlerin

Ol¢timii ile belirlenmektedir.

Geleneksel periodontal tedavi yaklasimlarma ek olarak kullanilan ajanlarin uzun
donem kullanimlar1 ve istenmeyen birtakim yan etkileri farkli alternatif tedavi
seceneklerine yol agmustir. Zencefil bitkisi, giiclii antienflamatuvar, antioksidan,
antibakteriyel Ozellikleriyle bilinmektedir. Literatiirde zencefil ve/veya etkili
metabolitlerinin  kontrollii deneysel bir calisma ile sistemik uygulanmasinim,
periodontitisin hem Onlenmesi hem de tedavisi {izerine olan etkilerini degerlendiren

herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Caligmanm amaci, deneysel periodontitis olusturulan siganlarda zencefilin etkili

metabolitlerinden biri olan (6)-shogaol’iin uygulanmasmmn hem profilaktik hem de



terapotik olarak periodontal dokular iizerine olan antienflamatuvar ve antioksidan

etkinligini incelemektir.

Deney gruplar1 35 adet erkek Wistar Albino sigan rastgele 4 gruba ayrilarak su sekilde
olusturuldu. Saghkh grup (n=5): 1-14 giin siiresince herhangi bir islem uygulanmadi.
Periodontitis grubu (n=10): 1-14 giin boyunca sadece ligatiir ile periodontitis
olusturuldu. Profilaksi grubu (n=10): 1-14 giin siiresince ligatiir ile periodontitis

olusturuldu ve bu siire boyunca 20 mg/kg/giin (6)-shogaol oral gavaj yoluyla verildi.

Terapotik grup (n=10): 1-14 giin ligatiir ile periodontitis olusturuldu ve ligatiir
cikarilmasini takiben 14 giin boyunca 20 mg/kg/giin (6)-shogaol oral gavaj yoluyla verildi.

Grup periyodu sonuna gore sakrifiye edilen sicanlardan elde edilen Orneklerde
histopatolojik ve histomorfometrik olarak bag dokusu ve interdental septum ve
enflamatuvar hiicre infiltrasyonu, alveoler kemik kaybi; immiinohistokimyasal olarak ise
MDA, SOD, GP, NF-xkB, RANKL ve OPG incelendi.

Olgiimii alman degiskenlerin gruplar aras1 karsilastirmasi normallik ve varyans
homojenliginin saglandig1 yerlerde tek yonlii varyans analizi (ANOVA), sadece normallik
varsayiminin saglandig1 yerlerde Welch-ANOVA testi, aksi durumda Kruskal Wallis testi
ile test edildi. Farkliligin belirlendigi Olgiimlerde farki belirlemek igin Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U testi, Games-howell veya Bonferroni diizeltmeli bagimsiz

orneklem t testinden uygun olan post hoc testi ile karsilastirmalar yapildi.

Calismamizda histopatolojik analizlerde; enflamatuvar hiicre infiltrasyonu
semikantitatif olarak skorlandi ve gruplar karsilastirildiginda sifir degerini alan siganlarin
%601 saglikli grupta bulundu. Periodontitis grubunda bu degeri alan sigan yoktu.
Histomorfometrik analizlerde; mine sement simir1 — alveoler kret tepesi (MSS-AKT) arasi
mesafe, saglikli grupta periodontitis, profilaksi ve terapotik gruba gore anlamli derecede
diisiik (tiim karsilastirmalar i¢in p<0.001); periodontitis grubunda terapdtik gruba gore
anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0.001). Immiinohistokimyasal analizlerde; RANKL
seviyesi periodontitis grubunda saglikli ve terapétik gruba gore anlamli derecede yiiksek
bulundu (p<0.001; p<0.001, sirasiyla). OPG seviyesi, periodontitis grubunda profilaksi ve

terapotik gruba gore; saglikli grupta ise terapotik gruba gore anlamli derecede diisiik



bulundu ( p=0.002; p<0.001; p=0.049, sirasiyla). RANKL/OPG orani, periodontitis
grubunda saglikli, profilaksi ve terapotik gruba gore, profilaksi grubunda ise terapotik
gruba gore anlamli derecede yiliksek bulundu (p=0.005; p=0.006; p=0.005; p=0.011,
sirastyla). NF-xB seviyesi, periodontitis grubunda saglikli, profilaksi ve terapdtik gruba
gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.001; p=0.017; p=0.023, sirastyla). MDA
seviyesi, saglikli grupta periodontitis, profilaksi ve terapotik gruba gore anlamli derecede
diistik bulundu (p=0.004; p=0.012; p=0.017, sirasiyla). SOD seviyesi, periodontitis
grubunda profilaksi ve terapotik gruba gore anlamli derecede diisiikk bulundu (p=0.039;
p=0.042, sirasiyla). GP seviyesi, saglik grupta profilaksi ve terapotik gruba gore anlamli
derecede yiiksek bulundu (p=0.031; p=0.002, sirasiyla).

Sonu¢ olarak, (6)-shogaol, sicanlarda deneysel periodontitis modelinde

antienflamatuvar ve antioksidan etki gostermistir.

Anahtar Kelimeler: (6)-Shogaol, antienflamatuvar, antioksidan, deneysel periodontitis,

zencefil.



SUMMARY

Periodontitis is a disease formed as a result of the complex interaction between the
microbial dental plaque accumulating around the tooth and the host immune response
developing against it. The immune response triggered by host-bacteria interaction causes
secretion of mediators in large quantities, and consequently starts tissue destruction. As
the key regulators of especially the close relationship between the immune system and
bone metabolism, receptor activator (RANK) of nuclear factor-kappa B (NF-xB) and its
ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG) inhibiting RANKL are frequently utilized

mediators.

It is known that oxidative stress, which means the imbalance between the free radical
formation and antioxidant defense mechanism, damages the cellular macromolecules
sensitive to oxidative damage and causes tissue damage, and plays a role in the
pathogenesis of many chronic degenerative diseases such as periodontal disease.
Oxidative stress is generally determined by the measurement of malondialdehyde (MDA)
which is the final product of lipid peroxidation and antioxidant enzymes such as

superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GP).

Long term use and unwanted side effects of the agents which are used as
supplementary tools to the conventional periodontal treatment have caused the
requirement of different alternatives. Ginger plant is well known for its strong anti-
inflammatory, antioxidant, antibacterial properties. There are no studies in the literature
evaluating the effects of systemic application of ginger and/or its effective metabolites on

both prevention and treatment of periodontitis with a controlled experimental study.

The purpose of the study is to examine the anti-inflammatory and antioxidant

efficiency of (6)-shogaol application which is one of the most effective metabolites of



ginger both prophylactically and therapeutically, on periodontal tissues of rats with

experimentally formed periodontitis.

Experimental groups was formed with randomised separation of 35 male Wistar
Albino rats into 4 groups, as follows: Healthy group (n=5), not had any operation
conducted for 1-14 days. Periodontitis group (n=10), periodontitis was formed only with
ligature for 1-14 days. Prophylaxy group (n=10), periodontitis was formed with ligature
for 1-14 days and during this time 20 mg/kg/day (6)-shogaol was given via oral gavage.
Therapeutic group (n=10), periodontitis was formed with ligature for 1-14 days and 20
mg/kg/day (6)-shogaol was given via oral gavage for 20 days following the removal of
the ligature. Connective tissue and interdental septum, inflammatory cell infiltration,
alveolar bone loss via histopathology and histomorphometry, and MDA, SOD, GP, CAT,
NF-kB, RANKL and OPG was examined via immunohistochemistry in the samples taken

from the rats sacrificed according to the end of the group period

One way analysis of variance (ANOVA) was used for group comparisons where the
normal distribution and homogenity of the values are reached while the normality of the
variables were tested with Welch-ANOVA test. In the analysis of non-normal distribution
of the data, all group comparisons were made with Kruskal-Wallis test, and the statistical
significance was compared with Bonferroni corrected Mann-Whitney U test, Games-

howell test or Bonferroni corrected t-test.

During the histopathology analysis of the study, inflammatory cell infltration was
scored semiquantitatively and the comparison of the rat groups showed that if a rat is
assaigned with the score zero, this rat is in the healthy group. In the periodontitis group,
none of the rats were assigned in score zero. Histomorphometry analysis of the test groups
were showed that MSS-AKT levels were significantly lower in the healty group compared
to periodontitis, prophylaxy and therapeutic groups (p<0.001) while the distance between
the cemento-enamel junction and the alveolar bone crest (CEJ-AC) were significantly
higher in the periodontitis group compared to therapeutic group (p=0.001).
Immunohistochemistry analysis showed that, RANKL levels were significantly higher in

the periodontitis group compared to prophylaxy and therapeutic groups (p=0.002;



p<0.001; p=0.049). OPG levels were significantly lower in the periodontitis group
compared to prophylaxy and therapeutic groups ( p=0.002; p<0.001). The same pattern
was detected between the comparison of healty and therapeutic groups (p=0.049).
RANKL/OPG levels were significantly higher in the periodontitis group compared to
healthy, prophylaxy and therapeutic groups (p=0.005; p=0.006; p=0.005). Moreover the
comparison between prophylaxy and therapeutic groups revealed that RANKL/OPG
levels were significantly higher in prophylacy group (p=0.011). NF-xB levels were
significantly higher in the periodontitis group compared to healty, prophylaxy and
therapeutic groups (p<0.001; p=0.017; p=0.023). The MDA levels were significantly
lower in the periodontitis group compared to healthy, prophylaxy and therapeutic groups
(p=0.004; p=0.012; p=0.017). Additionally, the SOD levels were significantly lower in
the periodontitis group compared to prophylaxy and therapeutic groups (p=0.039;
p=0.042) and the GP levels were significantly higher in the healthy group compared to
prophylaxy and therapeutic groups (p=0.031; p=0.002).

As a result, our study confirmed the anti-inflammatory and antioxidant effects of (6)-

shogaol in experimental periodontitis on rats.

Keywords: (6)-Shogaol, anti-inflammatory, antioxidant, experimental periodontitis,

ginger.



1. GIRIS

1.1.Periodontal Hastahk

"Periodontal hastalik" terimi, disleri destekleyen diseti, periodontal ligament ve kemik
dokularinin kronik enflamatuvar durumlarini kapsamaktadir. Periodontal hastalik, diseti
iltihab1 ile baslamaktadir ve diseti iltihabina dis ve diseti iizerinde meydana gelen
mikrobiyal biyofilm olan dis plagindaki Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) gibi
bakteriler sebep olmaktadir (Kinane ve ark. 2017). Diseti iltihabi, periodontitis baglangici
icin anahtar risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, diseti iltihabinin kontrolii
periodontitisin  onlenmesinde primer olarak o6nemlidir (Murakami ve ark. 2018).
Mikrobiyal plak tarafindan baslatilan periodontitis, bireyin immiin ve enflamatuvar
yanitindan etkilenmekte ve gram negatif bakteriler tarafindan organize olan biyofilme

kars1 konak cevabi olarak meydana gelmektedir (Listgarten 1986, Kinane 2001).

Periodontitis, disbiyotik plak biyofilmiyle iligkili ve disi destekleyen dokularin
ilerleyici yikimi ile karakterize kronik multifaktoriyel enflamatuvar bir hastaliktir ve diseti
kanamasi ve periodontal cep varhiginda, klinik atagman kaybi ve radyografik olarak
alveoler kemik kaybi ile kendini gosteren periodontal destek dokularin kaybiyla

sonuglanmaktadir (Berglundh ve Donati 2005, Papapanou ve ark. 2018).

Deneysel kisa siireli klinik c¢aligmalar, mikroorganizmalarin, tiim agiz hijyeni
prosediirlerinin ardindan temiz dis yiizeylerine hizla kolonize oldugunu gostermistir.
Birkag giin i¢inde, diseti iltihabinin mikroskobik ve klinik bulgular1 belirginlesmektedir.
Bu enflamatuvar degisiklikler, yeterli dis temizleme yontemlerine devam edildiginde
tersine gevrilebilmektedir (Van der Weijden ve ark. 1994, Kinane 2001). Dis plagini

olusturan mikroorganizmalar, ¢esitli bakteri tirlinleri salgilayarak diseti iltihabina neden



olmaktadir. Klinik caligmalar, supragingival ve subgingival mikrobiyal plagmn, gingivitis
ve periodontitis tedavisindeki 6nemini gostermektedir (Kinane 2001).

Periodontal hastalik, ¢oklu risk faktorlerinden etkilenmektedir. "Risk faktori" terimi,
“epidemiyolojik kanitlara dayali, saglikla iligkili oldugu bilinen kisisel davranis veya
yagam tarzi, c¢evresel faktorler veya dogustan veya kalitsal Ozellikler” olarak
tanimlanmistir (Last 1988). Risk faktorleri, belirli bir hastalik i¢in nedensel zincirin bir
pargasidir veya konagin hastalia maruz kalmasima yol acabilmektedir (Beck 1994). Bir
risk faktoriiniin varligi, meydana gelen hastalik olasiligindaki dogrudan artis1 ifade
etmektedir. Her ne kadar spesifik mikroorganizmalar potansiyel periodontal patojenler
olarak goriilse de, patojenlerin gerekli oldugu ancak hastalik aktivitesinin gergeklesmesi
icin yeterli olmadig1 anlasilmistir (Socransky ve Haffajee 1992). Yikici periodontal
hastalik, genetik, cevresel, konak ve mikrobiyal faktorlerin etkilesiminin bir sonucudur
(Wolff ve ark. 1994) (Sekil 1.1). Mikroorganizmalarin varhigi enflamatuvar periodontal
hastalikta onemli bir faktordiir, ancak hastaligin ilerlemesi konak bazli risk faktorleriyle
iliskilidir. Diger risk faktorleri ise, genetik, yas, cinsiyet, sigara, sosyoekonomik faktorler

ile n6tropeni, diyabet, AIDS gibi baz1 sistemik hastaliklar1 icermektedir (Kinane 2001).
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Sekil 1.1 Periodontal hastaligi etkileyen faktorler (Kornman 2008)

1.1.1.Periodontal Hastahk Patogenezi

Gingivitisten periodontitise gegisteki mekanizmalar giiniimiizde hala tam olarak tespit
edilememistir.  Periodontal patogenez basamaklari, periodontitis  gelisiminin
degerlendirilmesinde ve periodontitisin histopatolojik bulgularinin karsilagtirilmasinda
onemlidir. Gingivitisin ve devaminda periodontitisin gelisimi histopatolojik olarak

baslangig, erken, yerlesmis ve ilerlemis lezyon olmak {izere 4 baslikta incelenmistir:

Baslangig¢ lezyonu: Klinik olarak saglikli diseti dokularinda belirgin olan histolojik
tablodur. Mikrobiyal dental plak birikimini takiben 2-4 giin iginde gelismektedir. Plaga

kars1 diisiik dereceli enflamasyon ve bunun sonucunda gelisen damarsal agin dilatasyonu




ve damarsal gegirgenligin artisiyla karakterizedir. Notrofiller ve monositler, diseti
olugundaki bakteri ve iiriinlerin meydana getirdigi kemotaktik uyarilar sonucu birlesim

epiteli ve bag dokusuna go¢ etmektedir.

Erken lezyon: Diseti iltihabinin erken Klinik belirtilerinin goriildiigii histolojik
tablodur. Plak birikimini takiben 4-7 giinde ortaya ¢ikmaktadir. Histolojik olarak vaskiiler
gecirgenlik, vazodilatasyon, diseti olugu sivisi (DOS) akisinda artis ile birlikte
fibroblastlarda apoptoz, kollajen yikimi izlenmektedir. Kollajen yikim miktar1 ortalama
%70 oranina ulagsmaktadir. Baskin hiicreler notrofil ve lenfositlerdir. Klinik olarak eritem
ve sondlamada kanama goriilebilmektedir. Sonug olarak klinik gingivitis tablosu ortaya
¢ikmaktadir.

Yerlesmis lezyon: Plak olusumunu takiben 14. giinden sonra goriilmekte ve kronik
gingivitis olarak adlandirilmaktadir. Erken lezyon, plak kompozisyonu ve miktari, konak
duyarliligr ve risk faktorlerine (lokal/sistemik) baglh olarak yerlesmis lezyona dogru
ilerlemektedir. Enflamatuvar hiicreler, enflame bag dokusunu isgal etmistir. Bu hiicrelerin
biiyiik cogunlugu, birlesim ve sulkus epiteline komsu alanda, kan damarlarinin ¢evresinde
ve kollajen lif demetleri arasinda gosterilmistir. Notrofiller dokular i¢inde birikerek
lizozomal i¢eriklerini hiicre dig1 ortama salmakta ve bu durum ileride doku yikimma neden
olmaktadir. Diger yandan notrofiller, matriks metalloproteinaz (MMP) -8 ve MMP-9’un
major kaynagidir. Bu enzimler, nétrofillerin siki kollajen lifler arasindan sulkusa gog ettigi
sirada enflame diseti dokularinda biiyiik miktarlarda tiretilmektedir. Birlesim epiteli ve
sulkuler epitel, biiyiik oranda notrofil icermekte ve dis yiizeyine tutunmayan cep epitelini
olusturmaktadir. Cep epiteli iilserasyonu ve cep epitelinin sondlamaya karsi direngsiz
olmasina bagli olarak sondlamada kanama bulgusu, kronik gingivitiste sik goriiliir. Tiim
histopatolojik degisimlere ragmen plak kontrolii saglandiginda enflamatuvar degisimler

geri doniisiimlii olabilmektedir ve bu asamada alveoler kemik yikimi1 gézlenmemektedir.

Ilerlemis lezyon: Bu evrede gingivitisten periodontitise gecis s6z konusudur.
Ilerlemis lezyon, yerlesmis lezyonun tiim karakteristik 6zelliklerini tasimakla birlikte,

alveoler kemik yikimmin da gozlendigi evredir. Bu durum, biyofilmin kompozisyonu ve
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miktari, konak enflamatuvar yanit, ¢evresel ve genetik risk faktorleri gibi pek ¢ok faktorle
iligkilidir. Bu lezyonda plazma hiicreleri baskindir. Plazma hiicreleriyle birlikte lenfosit
ve makrofaj infiltrasyonu da devam etmektedir. Histolojik olarak, periodontal ligament ve
alveoler kemik igine uzanan kollajen yikimi gosterilmistir. Cep epiteli ve periodontal
cepte notrofiller; bag dokusunda ise plazma hiicreleri baskindir. Birlesim epiteli kok
yiizeyinde apikale dogru yer degistirmistir. Bakterilerin kemik i¢ine yayilmasini 6nlemek
icin savunma mekanizmasi olarak, osteoklastik kemik rezorpsiyonu goriilmektedir.
Periodontal cebin derinlesmesiyle, periodontal patojenler i¢in oldukga elverisli bir ortam
olugmakta ve bu bosluga plak bakterileri prolifere olmaktadir. Periodontal cep, patojenler
icin besin destegi saglayarak bakterileri konagin enflamatuvar yanitindan korumaktadir.
Boylece, bir dongli halinde kronik enflamasyon gelismekte ve doku hasar1 devam
etmektedir. Biyofilm baslatic1 bir faktor olsa da, doku hasarina temel olarak enflamatuvar

yanit sebep olmaktadir (Page ve Schroeder 1976).

Doku yikimmin biiyiik bir kismi konagin immiin-enflamatuvar yanitinin bir sonucu
olarak meydana gelmektedir ve periodontitiste meydana gelen doku hasari, artmis ve

bozulmus enflamatuvar belirteglerin ve yikict enzimlerin iiretimi ile iligkilidir (Preshaw
2015).

Periodonsiyumun kronik enflamasyonu, pek c¢ok periodontal patojeni igeren
kompleks subgingival biyofilm ile baslamaktadir. Bu biyofilm genelde periodontal
hastaligin olusumundan sorumlu biiyiik 6lgtide gram negatif anaerobik basiller, anaerobik
spiroketler ve az miktarda anaerobik koklar gibi mikroorganizmalardan olusmaktadir.
Derin yikic1 periodontal lezyonlarda P.gingivalis, Prevotella intermedia (P. intermedia),
Tannerella forsythia (T. forsythia), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.
actinomycetemcomitans) ve Treponema denticola (T. denticola) gibi oral kavitenin
firsat¢1 patojenleri olan gram (—) anaerobik kommensal mikrobiyatay1 igermektedir (Van
Dyke 2008, Abiko ve ark. 2010, Pinto ve ark. 2016, Larsen ve Fiehn 2017). Periodontal
patojenlere yanit olarak, polimorfoniikleer 16kosit (PMNL)’lerden siiperoksit gibi reaktif
oksijen tiirleri (ROT), proteinazlar ve interlokin (IL)-1, IL-6 ve tiim6r nekroz faktor

(TNF)-o. gibi sitokinler, prostagladin (PG) E: gibi molekiiller aciga ¢ikmaktadir
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(Listgarten 1986, Chapple 1997, Page ve Kornman 1997, Waddington ve ark. 2000,
Kinane 2001, Kornman 2008, Silva ve ark. 2008). Bu molekiiller, diseti dokusu ve
periodontal ligamentte oksidatif hasar1 indiikkleyerek kemikte rezorpsiyon meydana
getirmektedirler (Chapple 1997, Canakci ve ark. 2005, Chapple ve Matthews 2007,
Cochran 2008, Trivedi ve Lal 2017). Periodontal enfeksiyonlarin siddeti ayn1 zamanda
konagin duyarhiligi ile de iliskili oldugundan, konak yanitindaki degiskenlik, periodontal
hastaligin ilerlemesine katkida bulunabilmekte veya hastaliga karsi belli seviyelerde
koruyabilmektedir (Salvi ve Lang 2005, Schenkein 2006, Preshaw 2008). Konak yanit1,
spesifik bakteriyel antijenlere kars1 hiimoral (antikor) ya da hiicresel reaksiyonlar seklinde
gelismektedir. Konaga bagli doku yikimimda bakteriler ve iiriinleri, dokuda enflamatuvar
cevabt indiikleyerek PMNL’lerin migrasyonuna, fibroblastlarda farklilagsmaya,
makrofajlarin aktivasyonu ile IL-1pB, IL-6, TNF-a, PG’ler ve hidrolitik enzimler gibi
drlinlerin salinimima neden olarak sert ve yumusak doku yikimina sebep olmaktadir
(Assuma ve ark. 1998, Graves ve ark. 1998, Kinane 2001, Silva ve ark. 2008, Buduneli
ve Kinane 2011, Stadler ve ark. 2016).

Hiimoral immiin yanitta, bilinen tiim periodontal patojenlere kars1 olusan antikorlar,
hem serum hem de DOS’ta bulunmaktadir. Antikor aviditesi (antikor-antijen baglanma
giicii), immiin yanitin etkin fonksiyonunun bir 6l¢iisiidiir. Bircok ¢alisma periodontal
dokularda immiinoglobulin tasiyan lenfosit ve plazma hiicrelerinin sayisini arastirmis
olsada, bu hiicrelerin islevini ve hedefini g6z Oniinde bulundurmak
onemlidir. Dokulardaki B ve plazma hiicrelerinin iriinleri, periodontal patojenlerin
bilesenlerine ve metabolitlerine baglanabilen antikorlar1 icermektedir (Brandtzaeg 1966).
Enfeksiyona 6zgili plazma hiicrelerinin ve hedeflerinin afinite (egilim) olgunlagmasi ve
bolgeye gociiniin hastalikli dokularda arastirilmasi, periodontal hastaliklar i¢in 6dnemli
patojenleri ve immiin yanitla iligkili antijenleri aydinlatabilir (Kinane ve Bartold 2007).
Hiimoral immiin yanitta rol oynayan IL-4, IL-5, IL- 6, IL-10, IL-13 ise T yardimci (Th) 2
hiicrelerinden Ve hiicresel immiin yanitta etkili olan IL-2, TNF-f ve interferon-alfa (IFN-
a) gibi sitokinler Thl hiicrelerinden tretilmektedir (Gaffen ve Hajishengallis 2008).

Endotel hiicreleri ve fibroblastlardan koken alan sitokinlerin bir kismi enflamasyonun
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ilerlemesine yol actiklar1 i¢in proenflamatuvar sitokinler, bazilar1 da enflamasyonu
baskilayic1 6zellikleri nedeniyle antienflamatuvar sitokinler olarak adlandirilmaktadir. IL-
1B, IL-6, TNF-a, proenflamatuvar etki gostermektedir. B lenfositlerin asil uyaricilari olan
IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi sitokinler, antienflamatuvar 6zellikleri ile IL-1, TNF ve
kemokinler gibi proenflamatuvar sitokinleri kodlayan genleri baskilama yetenegine
sahiptir. Proenflamatuvar sitokinler periodonsiyumda enflamatuvar yaniti baslatir ve asir1
iretildiklerinde dokularda zararl etkilere yol agmaktadir (Meikle ve ark. 1986, Page 1991,
Dinarello 1996, Dinarello 2000). Proenflamatuvar IL-1, IL-6 ve TNF-a. gibi sitokinler,
osteoklast dnciillerinin farklilagsmasini ve osteoklastlar1 aktive ederek dolayli olarak kemik

rezorpsiyonunu indiikleyebilmektedir (Ishikawa 2007, Jung ve ark. 2014).

IL-1, metabolik, fizyolojik, hemopoietik ve immiinolojik ozelliklere sahip ve
enflamasyon alanma hiicrelerin toplanmasmi saglayan proenflamatuvar bir sitokindir.
Monositler ve fibroblastlardan PG salinmasini arttirarak kemik yikimina yol agmaktadir.
Ayrica ekstraselliiler matriks proteinlerini yikan MMP’lerin salinmasina neden
olmaktadir (Dewhirst ve ark. 1985, Cochran 2008). IL-1'in periodontal dokularda bulunan
temel formu IL-1B'dir. IL-1p, baslica monosit ve makrofajlar olmak {izere fibroblast ve
kemik dokusu tarafindan tretilmektedir. Konak immiin yanitinda gorev alan IL-1p,
anahtar belirtectir ve enflamatuvar hastalik sonucu olusan periodontal doku yikiminda
etkili olmaktadir (Dinarello 1996). IL-1pB, osteoklastik kemik rezorpsiyonunu stimiile
ederken, kemik formasyonunu inhibe eden bir sitokindir. IL-1, dogrudan veya dolayl
olarak osteoklast onciillerinin proliferasyonunu ve olgun osteoklastlarin farklilasmasmi
ve aktivasyonunu indiikleyebilmektedir (Mundy 1993, B Kimble ve ark. 1995, Suda ve
ark. 1997, Assuma ve ark. 1998). PG sentezi ve proteaz iiretimini arttirarak enflamatuvar

yanit olusumunda rol oynamaktadir (Faizuddin ve ark. 2003).

TNF, IL-1 gibi osteoklast progenitérlerinin proliferasyonunu indiikleyerek ve dolayli
olarak da olgun osteoklastlarin rezorbe edici aktivitesini uyararak kemik rezorpsiyonuna
neden olmaktadir (Thomson ve ark. 1987, Manolagas 1995). IL-1 ve TNFnin kemik

rezorpsiyon aktivitesini uyarmak i¢in sinerjistik olarak etki edebilecegi dikkat ¢ekicidir.
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Ancak IL-1B kemik rezorpsiyonunu stimiile etmede, TNF-a’dan 500 kat daha etkili
bulunmustur (Beyaert ve Fiers 1998).

Enflamasyona yanit olarak sentezlenen bir diger sitokin olan IL-6’nin, antikor
tiretimi, T hiicre aktivasyonu, B hiicre farklilagsmasi1 ve osteoklast aktivasyonu gibi etkileri
bulunmaktadir (Hirano ve ark. 1988, Akira ve ark. 1990). IL-6, RANKL olusumunu
artirarak veya dogrudan osteoklast olusumunu indiikleyerek kemik rezorpsiyonunu
uyarmaktadir (Balaji ve ark. 2017). IL-6'nin ekspresyonu transkripsiyonel, post
transkripsiyonel ve translasyonel seviyelerde bakteri lipopolisakkariti (LPS) ve TNF- o
ve IL-1 gibi sitokinlerle diizenlenmektedir (Kobayashi ve ark. 2016).

PGE-, periodontitiste doku yikiminda 6nemli bir belirtegtir. RANKL ekspresyonunu
artirarak osteoklastogenezisi ve proenflamatuvar yaniti uyarmaktadir. Bununla birlikte,
PGEz2, TNF-o gibi proenflamatuvar sitokinlerin iiretimini inhibe etme gibi
antienflamatuvar etkilere de sahiptir ve kemik ftizerinde anabolik etkilere neden
olabilmektedir (Noguchi ve Ishikawa 2007). Ayrica, PGE2'nin periodontal lezyonlarda
meydana gelen hiperenflamasyonu azaltma ve yara iyilesmesini stimiile etme yetenegine

sahip oldugu 6ne stiriilmektedir (Ishikawa 2007).

1.1.1.1.RANKL-OPG-NF-xB

Kemik metabolizmas1 ile immiin sistem yakin iliskidedir ve bu iligki ‘osteoimmiinoloji’
olarak adlandirilmistir (Bartold ve ark. 2010, Hienz ve ark. 2015). Osteoimmiinoloji,
immiin hiicrelerin ve sitokinlerin iskelet hiicreleri ile etkilesimlerini tanimlamay1 ve
anlamay1 amaglamaktadir. Hem immiin sistem hem de kemik, ¢ok sayida diizenleyici

sitokinler gibi ortak molekiilleri paylasmaktadir. Immiin-enflamatuvar sistemlerin
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periodontitis gelisiminde ana rol oynadigi bilinmektedir Osteoimmiinolojiyi anlamak,
periodontitis gibi hastaliklarda patolojik kemik kaybini dnlemek ve kontrol altina almak

i¢in yeni araglarm gelistirilmesinde 6nemlidir (Takayanagi ve ark. 2005).

Kemik, osteoblastlar ile iligkili kemik formasyonu ile osteoklastlar ile iligkili kemik
rezorpsiyonu arasinda dengede bulunan, siirekli yenilenen bir organdir (Boyle ve ark.
2003). Formasyon ve rezorpsiyon arasindaki denge kemik remodelingi olarak
adlandirilmaktadir. Kemik remodelingi, hormonlar, sitokinler/kemokinler ve eksternal
biyomekanik uyaranlar gibi gesitli elementler tarafindan diizenlenen bir siiregtir. (Zhang
ve ark. 2015). Kemik remodeling dengesi bozulursa, osteoporoz, Paget hastaligi,
periodontal hastalik gibi gesitli hastaliklar ortaya ¢ikabilir. (Teitelbaum ve Ross 2003,
Takayanagi 2007).

Kemikte bulunan yerlesik hiicrelerin %4-6'simn1 olusturan osteoblastlar, kemik
olusturma islevleriyle bilinmektedir. Bu nedenle dogru kemik kiitlesinin elde edilmesinde
ve korunmasinda 6nemli bir role sahip olan osteblastlar, osteoklast ve osteosit gibi diger
kemik hiicreleri ile iliski i¢indedir. Literatiirde kanitlar, osteoblastlarin osteoklast
olusumunu parakrin bir sekilde etkileme kabiliyetini agik¢a gostermektedir. Makrofaj
koloni uyarici faktor (M-CSF), osteoblastlar veya kemik iligi stromal hiicreleri tarafindan
salgilanan transmembran bir sitokindir ve tirozinkinaz reseptdr iist ailesinin bir {iyesi olan
koloni uyarici faktor 1 reseptorii (c-FMS) olarak bilinen preosteoklastlar tizerindeki bir
reseptore baglanmaktadir. M-CSFnin c-FMS'ye baglanmasi, osteoklastogenezin
baslamasina yol acgan birgok transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonuyla sonu¢lanmaktadir
(Amano ve ark. 1995, Chambers 2000). Kemik olusumu ve yikimi arasindaki dogru denge
sadece sistemik faktorlerle degil, ayn1 zamanda osteoblast ve osteoklastlar arasindaki

denge ile saglanmaktadir (Capulli ve ark. 2014).

Osteoklastlar, monosit / makrofaj kokenli ve kemik rezorpsiyonundan sorumlu ana
hiicre olarak kabul edilen gok ¢ekirdekli hiicrelerdir (Boyle ve ark. 2003, Kim ve Kim
2016, Chen ve ark. 2018). Osteoklast bulunmayan farelerde yapilan caligmalar, bu

hiicrelerin kemik rezorpsiyonundaki kritik roliinii gostermistir (Pettit ve ark. 2001,
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Redlich ve ark. 2002). Osteoklastlarin olusumu, enflame periodontal dokularda mevcut

olan sitokinler tarafindan desteklenmektedir (Bartold ve ark. 2010).

M-CSF’nin asil rolii, olgun osteoklastlarin proliferasyonunu ve sag kalimini
arttirmaktir (Chambers 2000). Osteoklast eksikligi ve dolayisiyla kemik rezorpsiyonunun
olmamasi nedeniyle M-CSF bulunmayan farelerin, osteopetrotik fenotipe sahip oldugu
bulunmustur. M-CSF'nin bu hayvanlara uygulanmasi ile osteopetrotik durum tersine
cevrilmis, osteoklastlarin gelisimi saglanmig ve kemik rezorpsiyonu meydana gelmistir

(Kodama ve ark. 1991, Bartold ve ark. 2010).
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Sekil 1.2 Onciil osteoklastin, olgun osteoklasta farklilasmasinda
OPG, RANK ve RANKL'in rolii (Lerner 2006)

Kemik yikimini baslatan osteoklastlarin aktivasyonu i¢cin, RANK, RANKLve OPG
gibi diizenleyici kilit molekiiller tarafindan sinyal verilmektedir (Bartold ve ark. 2010)
(Sekil 1.2).

Osteoklast progenitor hiicrelerinden eksprese edilen RANK, osteoklast fenotipini

olusturmak i¢in hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilagmasini uyaran osteoklastlarin ve
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osteoklast onciillerinin hiicre yiizeyleri tizerindeki bir reseptoriidiir (Teitelbaum ve Ross
2003, Cochran 2008, Belibasakis ve Bostanci 2012, Hienz ve ark. 2015). RANKL,
osteoklast olusumu siirecinde 6nemli bir aracidir. Membrana bagli olan bu protein, TNF
iist ailesinin bir liyesidir ve osteoblastlar, fibroblastlar, B ve T hiicreleri de dahil olmak
iizere gesitli hiicreler tarafindan; normal kemik metabolizmasi sirasinda, osteoblastlar ve
kemik 1iligi stromal hiicreleri tarafindan eksprese edilmektedir. RANKL ekspresyonu,
paratiroid hormonu, D3 vitamini ve IL-11 gibi kemik metabolizmasi modiilatorleri
tarafindan da diizenlenmektedir (Lacey ve ark. 1998, Matsuzaki ve ark. 1998, Kawai ve
ark. 2006). RANK/RANKL etkilesimi osteoklast aktivasyonu agisindan Onemlidir.
RANKL'm, preosteoblastlarin yiizeyi lizerindeki reseptorii olan RANK'a baglanmasi ile
C-jun terminal kinazin aktivasyonu meydana gelmekte ve ardindan NF-kB‘nin
aktivasyonu gercekleserek osteoklast olusumu gozlenmektedir. RANKL'iIn  kemik
rezorpsiyonu i¢in gerekli oldugu diisiiniilsede, TNF‘nin, RANKL'!n yoklugunda
osteoklastik kemik rezorpsiyonunu indiikleyebildigi bildirilmistir (Kobayashi ve ark.
2000). Bununla birlikte, RANKL genellikle osteoklast olusumu i¢in temel bilesen olarak
kabul edilmektedir (Lam ve ark. 2000). Osteoimmiinolojide 6nemli bir rol oynayan
RANKL, osteoklastik hiicre farklilasma ve aktivasyonunu saglarken, osteoklast
apoptozunu inhibe etmektedir. RANKL"'n iiretimi, TNF-o ve IL-1 gibi enflamatuvar
sitokinlerle de diizenlenmektedir (Hofbauer ve Heufelder 2001, Caetano-Lopes ve ark.
2009). Enflame periodontal dokularda RANKL seviyelerinin arttigi bildirilmistir
(Cochran 2008). Ayrica enflame periodontal dokularda fibroblastlarda ve mononiikleer
hiicrelerde yiiksek RANKL ekspresyonu gosterilmistir (Crotti ve ark. 2003, Bartold ve
ark. 2010). RANK/RANKL orani ise osteoblastlarda bulunan kemik kiitlesini belirleyen
yollardan biridir (Hofbauer ve Heufelder 2001, Boyce ve ark. 2005). RANKL olmayan
farelerde osteoklastlarin tamamen yok oldugu ve osteopetrosis gelistigi gozlenmistir

(Kong ve ark. 1999).

TNF reseptor siiper ailesinin bir iiyesi olan OPG, osteoblastlar, insan periodontal
ligament hiicreleri, diseti fibroblastlar1 ve epitel hiicreleri ile kardiyovaskiiler sistem,

bobrek, karaciger, dalak, beyin, akciger ve kemik iligi gibi pek cok dokuda, hematopoetik
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ve immiin hiicreler tarafindan sentezlenmektedir (Boyce ve Xing 2007). OPG’nin
ekspresyonu, enflamatuvar sitokinler tarafindan modiile edilmekte ve RANKL/RANK
etkilesimini inhibe ederek RANKL’1n etkilerini modifiye etmektedir. (Sekil 1.3 ve 1.4)
RANKL'1in dogal bir inhibitorii olan OPG, RANKL’a baglanarak tuzak reseptor gibi gorev
gormekte ve RANK’a baglanmasini 6nlemektedir. Sonug olarak osteoklast farklilasmasi
ve aktivasyonu inhibe olmakta ve kemik rezorpsiyonu olusmamaktadir (Kostenuik ve
Shalhoub 2001, Boyce ve Xing 2007). OPG bulunmayan fareler iizerinde yapilan
aragtirmalar, hayvanlarm osteoporotik bir fenotipe sahip oldugunu géstermistir (Bucay ve
ark. 1998). Bununla birlikte, asirt OPG eksprese eden farelerde osteopetrozis gelismistir;

bunun nedeni osteoklast olusumunun ve dolayisiyla kemik rezorpsiyonunun olmamasidir

(Mizuno ve ark. 2002).

ENFLAMATUVAR
SITOEINLER

FiboblasHar (enfosiller
—

Sekil 1.3 Periodontal kemik rezorpsiyonunda enflamatuvar sitokinlerin rolii
(Bartold ve ark. 2010)
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Kemik kaybmin derecesi ise RANKL/OPG oraninin bir sonucu olarak ortaya
¢ikmaktadir (Cochran 2008, Belibasakis ve Bostanci 2012, Walsh ve Choi 2014). Bu oran,
aktif periodontal hastaligin bulundugu bdlgede dramatik derecede artmakta ve hastalik
siddeti ile pozitif korelasyon gostermektedir (Vernal ve ark. 2004, Jin ve ark. 2007, Silva
ve ark. 2008). Enflame periodontal dokulardaki RANKI/OPG oraninin, RANKL'da bir
artis veya OPG’de bir azalma veya her ikisinde bir azalma olmasi sebebiyle arttigi
bulunmustur. Periodontitisli hastalarin DOS ve gingival doku 6rneklerinde artan RANKL
konsantrasyonu ve azalan OPG konsantrasyonu tespit edilmistir (Crotti ve ark. 2003,
Bostanci ve ark. 2007, Belibasakis ve ark. 2011, Costa ve ark. 2018). RANKL ve OPG
ekspresyonlari; diseti, DOS, tiikiiriik ve kan serumunda tespit edilebilmekte ve
periodontal hastalik aktivitesi hakkinda giivenilir bilgiler vermektedir (Mogi ve ark. 2004,
Lu ve ark. 2006, Bostanci ve ark. 2007, Belibasakis ve Bostanci 2012). Bu bulgular timit
verici bir tedavi hedefini belirlemektedir ve RANKLRANK/OPG eksenini modiile eden

ilaglarm gelistirilmesini ve kullanimini tesvik etmektedir (Bartold ve ark. 2010).

o RANLL V oPG
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Sekil 1.4 RANK-RANKL-OPG etkilesimin sematik gosterimi (Taubman ve ark. 2005)
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Toll-benzeri reseptor (TLR)’ler, gesitli mikrobiyal diriinleri taniyarak konagi
uyarmaktadir. Adaptif immiinitenin gelistirilmesi, dogal immiin hiicrelerde bulunan
TLR’lerin aktivasyonu ile kontrol edilmektedir. Bu aktivasyon, T hiicre farklilagsmasi igin
kritik olan sitokinlerin ve kemokinlerin tiretilmesine yol agmaktadir. TLR’ler, patojen
kaynakli faktorlere ve enflame doku tiriinlerine baglanirlar; boylece NF-xB ve IFN gibi
diizenleyici transkripsiyon faktorlerini aktive ederek, immiin ve enflamatuvar genlerin
indiiklenmesine yol agmaktadir ve bu da enflamatuvar sitokinlerin ve tip | IFN’lerin
ekspresyonunu saglamaktadir (Van Dyke ve ark. 2015). NF-xB, B hiicrelerindeki kappa
immiinoglobulin hafif zincirindeki DNA elementine baglanan ve osteoklast olusumu ve
aktivasyonu i¢in gerekli olan ve RANK sinyallemesinde yer alan Onemli bir
transkripsiyon faktorii olarak tanimlanmistir (Serhan ve ark. 2011). NF-«B ailesinin bes
iiyesi bulunmaktadir: REL-a (p65), NF-xB1 (p50; p105), NF-kB2 (p52; p100), c-Rel ve
REL-b24. Bu iiyeler, REL-b24 hari¢, NF-kB transkripsiyon faktoriinii iiretmek icin
homodimer ve heterodimerler olusturmaktadir. Enflamatuvar reaksiyonlarda en yaygimn
aktive edici form, p50 ve p65'in bir heterodimeridir ve NF-kB’nin 53" bdlgesine
baglanarak hedef genin transkripsiyonunu aktive etmekte veya baskilamaktadirlar
(Ciesielski ve ark. 2002). NF-kB'nin ana diizenleyicileri, NF-xkB inhibitorleridir;
bunlardan en yaygmlar1 ise; NF-kBa'nin inhibitorii, NF-kBb'nin inhibitorii ve NF-
kBe24'lin inhibitoridiir. NF-kB transkripsiyon faktorleri ailesinin, bir¢ok farkli yolakta
yer aldig1 ve hem dogal hem de adaptif immiin yanitlar1 kontrol eden ¢ok ¢esitli genlerin
ekspresyonunu diizenlemede merkezi bir rolii oldugu gosterilmistir. NF-xB yolunun
aktivasyonu, periodontal hastalig1 olan dokularda bakteriyel LPS, TNF-a, IL-1, MMP’ler,
siklooksijenaz (COX)-22 ve indiiklenebilir nitrik oksit (NO) sentaz (iNOS) gibi pek ¢ok
proenflamatuvar belirtecin mevcudiyetinde meydana gelmektedir. /n vitro calismalar P.
gingivalis'in ve diger patojenik periodontal bakterilerin, periodontal dokularda NF-«xB'yi
aktive edebilecegini gostermistir (Lindhe ve ark. 1973). NF-xB aktivasyonu ile iliskili
bir¢ok {irlin (6zellikle IL-1, TNF-a ve RANKL) hastalikli periodonsiyumda bol miktarda
bulunmaktadir. RANKL aracili osteoklastogenez, enflamatuvar kemik rezorpsiyonunda
onemli bir rol oynamaktadir ve bu siireg, hastalikli periodontal dokulardaki RANKL ve

IL-1PB konsantrasyonunun artmasi sonucu meydana gelmektedir (Trackman ve Kantarci
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2015). Biyolojik olarak aktif molekiillerin varliginda, NF-xB'nin aktivasyonu, mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK) ve TLR yolaklar1 dahil olmak iizere diger sinyal
yolaklarmin da aktivasyonunun bir sonucudur (Kurgan ve Kantarci 2018).

1.2.Serbest Radikaller

Serbest radikaller, stabil olmayan, dis atomik yoriingesinde bir ya da daha fazla
eslesmemis elektron igeren yiiksek enerjili bilesiklerdir. Bu ¢iftlenmemis elektron, serbest
radikallere biiyiik bir reaktiflik kazandirmaktadir (Halliwell 1991). Serbest radikaller, dis
yoriingesinde radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ya da radikal
0zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kayb ile ya da kovalent baglarin homolitik
kirilmast  sonucu her 1iki atom iizerinde paylasiimamis elektron kalmasiyla

olusabilmektedir (Chapple ve Matthews 2007).

1.2.1.Reaktif oksijen tiirleri

ROT, oksijenin normal metabolizmasinin bir yan {iriinii olarak olugmakta ve hiicre
sinyalizasyonunda dnemli rol oynamaktadir. Biyolojik sistemlerde bulunan en 6énemli
serbest oksijen radikalleri: siiperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve
tekli oksijendir (Chapple 1997, Chapple ve Matthews 2007) (Tablo 1.1).
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Tablo 1.1 Gergek radikal ve ROT ve sembolleri (Chapple ve Matthews 2007)

Gergek radikaller | Radikal ROT ROT sembolleri
sembolleri

Stiperoksit 02" Hidrojen peroksit H20:

Hidroksil ‘OH Hipoklordz asit HOCI

Perhidroksil HO:"" Tekli oksijen 102

Hidroperoksil HOO’ Ozon 0Os

Alkoksil RO’

Peroksil ROO""

Akiloksil RCOO’

Oksijen ve ondan tiireyen ROT arasindaki iliski asagida belirtilmistir:

1)0:+e — 0"
(Oksijene bir elektron eklenmesi superoksit anyon formasyonu)
2) 0.~ +¢ +2H — H:0:
(ikinci bir elektronun eklenmesi hidrojen peroksit formasyonu)
3) H:0:+e¢ — OH + OH"~
(Ugiincii bir elektronun eklenmesi hidroksil radikali formasyonu)
4) OH+e +H — H:0
(Dordiincii elektronun eklenmesiyle de suyun formasyonu) (Waddington ve ark. 2000,
Canakci ve ark. 2005)
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ROT, endojen ve ekzojen kaynakl: olabilir.

Ekzojen kaynaklar; 1s1, travma, ultrason, ultraviyole 1s1n1, ozon, sigara, egzoz dumant,
alkol, radyasyon, enfeksiyon, asir1 egzersiz ve terapotik ilaglardir (Canakci ve ark. 2005,
Chapple ve Matthews 2007).

Endojen kaynaklart ise;

- Mitokondriyal elektron transfer sisteminde NADH-dehidrogenaz ve koenzim-Q gibi
elektron tasiyicilardan oksijene elektron kacaginin olmasiyla siiperoksit yapiminin
gerceklesmesi

- Bag dokusu ve konak savunma hiicreleri tarafindan fonksiyonel iiretimi seklinde
olusabilir (Chapple ve Matthews 2007).

Yiiksek reaktiviteye sahip olan ROT, fazla miktarda iiretildiginde dokuda yikici
etkilere neden olmaktadir (D'Aiuto ve ark. 2010). ROT’un doku hasari; protein hasart,
DNA hasari, LPO, 6nemli enzimlerin oksidasyonu ve monosit ve makrofajlar tarafindan
proenflamatuvar sitokinlerin salmimmin stimulasyonu gibi mekanizmalar1 igermektedir
(Bartold ve ark. 1984, Chapple 1997, Chapple ve Matthews 2007).

Protein hasari: ROT aracili protein hasarinin biyolojisi olduk¢a karmasiktir ve tam
olarak bilinmemektedir. Baz1 okside olmus proteinlerin hiicreler tarafindan zayif bir
sekilde islendigi, bu nedenle yaslanma sirasinda ve diyabet gibi kronik durumlarda
birikmis olduklar1 diistiniilmektedir (Dean ve ark. 1997). Bu tiir birikimin etkileri, tersinir
ya da geri dondiiriilemez fonksiyonel inaktivasyona ve proteazlar tarafindan bozunmaya
kars1 artan bir duyarliliga yol agmaktadir (Halliwell 1991).

Radikal saldiri, proteinlerin C=C baglarini etkileyerek karbon merkezli radikal ara tiriinler
olusturmakta ve bu firiinler proteinlerle etkilesime girerek yapilarinda katlanmalar

olusturup protein yap1 ve fonksiyonunu bozmaktadirlar (Chapple ve Matthews 2007).

23



ROT’un proteinlere olan etkisi ise:

* Proteinlerde geri doniisiimlii/geri doniistimsiiz katlanma veya ac¢ilmalar,

 Protein parcalanmasi ve polimerizasyon reaksiyonu,

» Modifiye proteinlerin proteinazlar tarafindan yikilmasi,

* Protein bagli radikal olusumu,

 Protein bagli ROT olusumu,

« Karbonil bilesikler gibi stabil son iiriinlerin olusmasi seklindedir (Chapple ve Matthews
2007).

DNA hasar: Peroksinitrit ve hidroksil radikalleri DNA yapisinda ug kiriklarna, baz
ciftleri mutasyonlarina (piirin ve pirimidin mutasyonlari1), guaninin 8-hidroksiguanin
doniisiimiine (bu niikleosit 8-hidroksideoksiguanosin (8-OHdG) olarak bir DNA hasar1
belirteci olarak dlgiilmektedir), DNA iceriginde kayiplarin olmasina, yer degistirmelere,
yirtilmalara ve sekans amplifikasyonlarina sebep olarak DNA’ya zarar verebilmektedir
(Chapple ve Matthews 2007). Hiicre i¢i ROT, COX ve lipoksijenazlarin aktivasyonu ile
LPO’yu indiiklemekte ve zincir kirilma ve hidroksilasyonlarina neden olarak DNA hasar1

meydana getirmektedir (Akalin ve ark. 2007, Borges ve ark. 2007, Bosca ve ark. 2016).

Proenflamatuvar sitokinlerin uyarilmasi: Periodontal hastalik varliginda
enflamatuvar hiicreler tarafindan ¢esitli sitokin ve kemokinlerin ekspresyonunda artis
olmaktadir. IL-1, IL-6, TNF-a gibi proenflamatuvar sitokinler, biiylime faktorleri ve LPS
notrofillerin oksidatif aktivitelerini diizenlemekte ve dokularda oksidatif stresin
belirlenmesinde rol oynamaktadir (Elbim ve ark. 1994, Chapple ve Matthews 2007).
PMNL’ler tarafindan agir1 ROT {iretiminin, periodontitis patogenezinde 6nemli bir rol
oynadigi da bilinmektedir. Ozellikle TNF-a, periodontitisli bireylerde PMNL‘lerden ROT
tiretiminde 6nemli rol oynayan ana sitokinlerden biridir (Chapple 1996, Gustafsson ve
ark. 1997). Ayrica ROT, NF-xB’yi aktive ederek makrofajlardan proenflamatuvar
sitokinlerin saliniminin uyarilmasini saglamakta ve alveoler kemik rezorpsiyonunda rol
oynamaktadir (Chapple 1996, Wang ve ark. 2002).
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LPO: LPO’nun, yaglanma, ateroskleroz, mikro ve makrovaskiiler degisiklikler gibi
diyabetin ge¢ donem komplikasyonlari, RA, kronik obstruktif pulmoner hastaliklar ve
periodontitiste 6nemli rolleri bulunmaktadir (Velazquez ve ark. 1991, Chapple 1997,
Macnee ve Rahman 1999, Halliwell 2000, Tsai ve ark. 2005, Akalin ve ark. 2007, Wei ve
ark. 2010, Bastos ve ark. 2012). LPO, serbest radikallerin en 6nemli reaksiyonlarindan
biridir. Bu iglemin aktiflestirilmesinde hidroksil ve peroksinitrit radikalleri etkilidir.
Peroksidasyon reaksiyonu baslangig, yayillma ve yok etme olarak ii¢ ana baslik altinda
toplanmustir (Halliwell 1991).

Hidroksil veya peroksinit radikali, lipid zarindaki bir ¢coklu doymamis yag asiti
(PUFA) yan zincirine (6rnegin; arasidonik asit) saldirmakta ve bir hidrojeni uzaklastirip
karbon merkezli bir radikal olusturmaktadir. Bu radikal, konjuge bir dien olusturmak i¢in
yeniden diizenlenmekte veya kovalent bir bag olusturmak iizere baska bir PUFA yan
zincir radikaliyle birlesmektedir. Boylece ¢apraz baglar olusturarak membran yapisini ve

fonksiyonunu bozmaktadir (Chapple ve Matthews 2007).

Bununla birlikte, yan zincir radikali, oksijen varliginda baska bir PUFA yan zincirine
saldiran farkl bir lipit peroksil radikal olusturmakta ve boylece zincir reaksiyonu devam
etmektedir. Boylece sitotoksik aldehitler ve daha az toksik aldehitlere (MDA) ayrisan
yiizlerce lipit hidroperoksit olusmaktadir. Lipid hidroperoksitlerin birikmesi hiicre zarmnin

islevini bozar, bu da hiicre yikimina neden olmaktadir (Chapple ve Matthews 2007).

LPO iirtinleri, lipit peroksitler, aldehitler (malondialdehit), konjugedienler, akrolein,
izoprostanlar (arasidonik asitten F2-izoprostanlar), néroprostanlar (F4-izoprostanlar) ve
ucucu hidrokarbonlar (pentan, etan) gibi ¢esitli biyoaktif molekiilleri igermektedir.
(Roberts ve Morrow 2002, Halliwell ve Whiteman 2004).

MDA: Diisiik molekiil agirlikli kisa zincirli, ugucu formda ve kaynagi doymamais yag
asitleri olan bir aldehittir. Oksidatif stres esnasinda bazi makromolekiillerin yikilmasi ile
veya PG biyosentezinin tiriinii olarak meydana gelmektedir (Durak ve ark. 2002). LPO,

PUFA radikalleri ile oksidasyonu sonucu baslayan ve sonrasinda MDA, 4-hidroksinoneal
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(4-HNE), etan, pentan ve alkoller gibi tiriinlerin olustugu bir reaksiyonlar zinciridir. Bu
bilesikler hiicrelerde metabolize edilmekte veya diffiize olarak diger hiicrelerde hasar
yaratmaktadir (Droge 2002, Roberts ve Morrow 2002). LPO sonucunda membran
biitiinliigliniin bozulmas1 ile membran proteinleri, reseptorleri ve ayrica bunlara baglanan
enzimler inaktive olmaktadir (Babbs ve Steiner 1990). Ayrica MDA, DNA bazlariyla
reaksiyona girererek mutajenik lezyonlara da neden olmaktadir (Droge 2002, Roberts ve
Morrow 2002).

Lipit hidroperoksitleri ile sonu¢ yikim iiriinii olan MDA, LPO’nun bir gostergesi
olarak kabul edilmekte ve ROT’a bagl doku yikimi MDA ile 6l¢iilebilmektedir (Roberts
ve Morrow 2002, Tsai ve ark. 2005, Halliwell 2007).

ROT baskin olarak hiicre hasarina neden olmakla birlikte, hiicre i¢i sinyallerinin
diizenlenmesinde de onemli fizyolojik rol oynamaktadir (Thannickal ve Fanburg 2000,
Droge 2002). Hiicrelerin endojen olarak ROT iiretme yetenekleri, hiicre biiyiimesi ve
farklilasmasinda yer alan sinyal iletim yollarmin indiiksiyonunda ve korunmasinda iyi
bilinen bir 6zelliktir. Cogu hiicre tipinin IL-18, IL-6, IL-3, TNF-a gibi sitokinler,
trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), sinir biiyiime faktorii (NGF) gibi biiylime
faktorleri ve hormonlar tarafindan uyarildiginda diisiik konsantrasyonda ROT iireterck
kiigiik bir oksidatif patlama meydana getirdigi bildirilmistir (Thannickal ve Fanburg
2000). Bu, birkag¢ sinyal iletim yolunun baslatilmasi ve/veya uygun sekilde islev
gormesinin, sinyal iletim kademesinde farkli seviyelerde etki edebilen sinyal molekiilleri
olarak ROT'un etkisine dayandigi varsayimma yol agmustir (Bredt ve Snyder 1994,
Saikolappan ve ark. 2019). Muhtemelen ROT'un sinyal yollarindaki en 6nemli etkisi
MAPK yollarinda gozlenmistir Bu, NF-kB gibi niikleer transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu igermektedir. Bu faktorler, hasarli DNA'y1 onarabilen, immiin sisteme
katki saglayan, hasarli hiicrelerin ¢cogalmasini 6nleyen ve apoptozu indiikleyen koruyucu

genlerin ekspresyonunu kontrol etmektedir (Sun ve Oberley 1996).

ROT’un iiretimi, aktif bitylime faktorii [epidermal biiytime faktorii reseptorii, PDGF,
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii (VEGF) ve sitokin (TNF-a ve IFN-gama
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(y)] veya interlokin reseptorlerinin (IL-1B) sinyallesmesinin bir sonucu olarak
gerceklesmektedir (Sundaresan ve ark. 1996, Neufeld ve ark. 1999). TNF-a, IL-1 ve IFN-
vy gibi sitokinlerin, fagositik olmayan hiicrelerde ROT olusturduklar1 bildirilmistir
(Chapple 1997). Bu ligand/reseptor ile baslatilan yollar tarafindan iiretilen ROT'un gergek
ikinci haberciler olarak islev gorebilecegi ve ¢ogalma ve apoptoz gibi dnemli hiicresel

fonksiyonlara aracilik edebilecegi genel olarak kabul edilmektedir (Valko ve ark. 2007).

1.3.Antioksidanlar

ROT’un olusumunu ve meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in viicutta pek ¢ok savunma
mekanizmasi mevcuttur. Bu mekanizmalara antioksidan adi verilen molekiiller aracilik
etmektedir. Antioksidanlar, hiicrelerde bulunan DNA, protein, karbonhidrat ve lipit gibi
oksitlenebilecek maddelerin oksidasyonunun onlenmesi ya da geciktirilmesinde gorev

alarak ROT’a kars1 savunma mekanizmasini olusturmaktadir (Valko ve ark. 2007).

Insan viicudunda antioksidan savunma sistemi oldukca karmasiktir. Antioksidanlar

cesitli metotlara gore smiflandirilmaktadir (Chapple ve Matthews 2007).

- Fonksiyonlarina ya da etkilerine gére antioksidanlar (Tablo 1.2)
- Lokalizasyonlarina gore antioksidanlar (Tablo 1.3)

- Coziinebilirligine gore antioksidanlar (Tablo 1.4)

- Koruduklar1 yapilara gore antioksidanlar (Tablo 1.5)

- Kaynaklarina gore antioksidanlar (Tablol. 6)
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Tablo 1.2 Fonksiyonlarmna ya da etkilerine gore antioksidanlar

Fonksiyonuna Gore

Onleyici (Siipiiriicii) Antioksidanlar

Enzimler: Siiperoksit dismutaz (1, 2 ve 3), katalaz,
glutatyon peroksidaz, DNA tamir enzimleri.
Metal iyonlarimi ayiranlar: Albumin, laktoferrin,
transferrin, seruloplazmin, hemopeksin,
carotenoidler, glutatyon peroksidaz, {rik asit,
polifenolik flavenoidler

Zincir Kiric1 (Koruyucu) Antioksidanlar

Askorbat (vitamin C), karotenoidler (retinol-
vitamin A), urikasit,a-tokoferol (vitamin E),
polifenoller (flavenoid), bilirubin, albiimin,
ubiquinon, indirgenmis glutatyon peroksidaz

Tablo 1.3 Lokalizasyonlarina gore antioksidanlar

Hiicre Lokalizasyonuna Gore

a) Hiicre I¢i

Stiperoksit dismutaz (1-2), katalaz, glutatyon
peroksidaz, indirgenmis glutatyon, ubiquinon
(indirgenmis form)

b) Hiicre Dis1

Siiperoksit dismutaz  (3), selenyum-glutatyon
peroksidaz, indirgenmis glutatyon, laktoferrin,
transferrin, seruloplazmin, albiimin, askorbat,
karotenoidler, trik asit,

¢) Membranla iliskili

o-tokoferol

Tablo 1.4 Coziinebilirligine gore antioksidanlar

Korunduklar1 Yapiya Gore

a) DNA Koruyucu

Siiperoksit dismutaz enzimleri 1 ve 2, glutatyon
peroksidaz, DNA tamir enzimleri (poli (ADP-
riboz) polimeraz)), indirgenmis glutatyon, sistein

b) Protein Koruyucu

Koruyucu antioksidanlar ile metal gegisinin
sOkestrasyonu, antioksidan enzimler

¢) Lipid Koruyucu

a-tokoferol (vitamin E), askorbat (vitamin C),
karotenoidler (retinol - vitamin A), indirgenmis
ubiquinone, indirgenmis glutatyon,
glutatyonperoksidaz, bilirubin
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Tablo 1.5 Koruduklar1 yapilara gore antioksidanlar

Coziinebilirligine Gore

a) Suda Coziinebilen

Haptoglobin, seriiloplazmin, albiimin, askorbat,

urik asit, indirgenmisg glutatyon,
polifenolikflavonoidler
b) Yagda Coziinebilen a-tokoferol, karotenoidler, bilirubin, quinonlar

(indirgenmis ubiquinon)

Tablo 1.6 Kaynaklarma gore antioksidanlar

Kaynagina Gore

a) Diyetle Alinabilen Ekzojenler

Karotenoidler, askorbik asit, tokoferoller, folik
asit, sistein

b) Viicut Tarafindan Sentezlenen Endojenler

Katalaz,  stiperoksit  dismutaz,  glutatyon
peroksidaz, glutatyon-s transferaz, indirgenmis
glutatyon, seruloplasmin, transferrin, ferritin

(Chapple ve Matthews 2007)

Onleyici antioksidanlar, hidrojen peroksit ve siiperoksitin enzimatik olarak

uzaklastirilmasini veya iki degerlikli metal iyonlarinin sekestrasyonu saglayarak, Fenton

reaksiyonlarmi ve sonucunda hidroksil radikal olusumunu 6nleyerek gorev yapmaktadir

(Golub ve ark. 1998). Hiicre dis1 sivilarda, zincir kiric1 antioksidanlar 6nemli role sahiptir.

Yagda c¢oziinen antioksidanlar (a-tokoferol ve karotenoidler) hiicre zar1 seviyesinde

hareket ederek hiicreyi LPO’ya kars1 korurken; suda ¢6zilinen antioksidanlar hiicre dis1

doku sivilar1 i¢in 6nemlidir (Chapple ve Matthews 2007).

Bir antioksidanin etkinligi; lokalizasyonuna (hiicre i¢i/hiicre dismembrana bagli),

ROT’un yapisina, diger antioksidan tiirleri ile etkilesimine ve pH, oksijen basinci gibi

diger ¢evresel kosullara baghdir (Chapple ve Matthews 2007).
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Antioksidanlarin serbest radikal hasarina karst koruma saglayabilecegi farkli

mekanizmalar arasinda;

-Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi,

-Reaktif metabolitleri temizleyerek ve daha az reaktif molekiile doniistiirerek serbest
radikallerin 6nlenmesi,

-Serbest radikallerin neden oldugu hasarlarin onarimini kolaylastirmasi,

-Diger antioksidanlarin etkili ¢aligmasi i¢in uygun ortamin saglanmasi yer almaktadir.

Redoks potansiyeli, bir maddenin hidrojene gore elektron afinitesinin volt cinsinden
Olctisiidiir. Hidrojenden daha giiclii elektronegatif olan maddeler (yani hidrojeni
oksitleyebilen) pozitif redoks potansiyeline sahiptir ve oksidanlardir. Hidrojenden daha az
elektronegatif olan maddeler (yani azaltabilen) ise hidrojen redoks potansiyeline sahiptir
ve indirgeyici ajanlardir. Yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlari her zaman bir arada
devam etmektedir ve redoks reaksiyonlari olarak adlandirilmaktadir (Chapple ve
Matthews 2007).

‘Kararli hal’ konsantrasyonlari, ROT’un {iretim hizi ile c¢esitli antioksidanlar
tarafindan uzaklastirilma oranlar1 arasindaki denge ile belirlenmektedir. Bu nedenle her
hiicre, bir¢ok hiicresel bilesende depolanan belirli bir elektron konsantrasyonu, hiicrenin

redoks durumu ve salinimi ile karakterize edilmekte ve bu, hiicresel isleyisi

belirlemektedir (Schafer ve Buettner 2001, Valko ve ark. 2007).

Antioksidan savunma sistemi, viicudun redoks dengesinde meydana gelen herhangi
bir bozunmaya kars1 ¢ok hassastir ve oksidatif strese bagli olarak meydana gelebilecek

serbest radikal olusumunu nétralize etmektedir (Dahiya ve ark. 2013).

ROT ve antioksidanlar normal fizyolojide dinamik bir dengededir. Bu hassas
dengede, artan ROT salinimi/aktivitesine veya azalan bir antioksidan savunma
mekanizmasina dogru bir kayma oldugunda, oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir. Oksidatif
stres, prooksidan-antioksidan dengede prooksidan lehine bir kayma olarak tanimlanmustir

(Chapple ve Matthews 2007, Dahiya ve ark. 2013). Her bir hiicre tarafindan giinde
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yaklasik 1-3 milyar reaktif tiirin salindigina inanilmaktadir (Ames ve ark. 1993). Bunlar
antioksidanlar tarafindan notralize edilmekte ve bu da normal sagligin korunmasinda
antioksidanlarin kritik roliinii netlestirmektedir (Trivedi ve Lal 2017).

GP, SOD ve katalaz (KAT), hiicreleri serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif
hasardan koruyan en 6nemli antioksidanlardir. Bu antioksidanlar, siiperoksit ve hidrojen

peroksit iyonlarmin enzimatik olarak uzaklastirilmasiyla islev gormektedir (Chapple ve
Matthews 2007).

SOD: Aerobik organizmalarin tiim hiicre ve dokularinda bulunmaktadir. Siiperoksit
ve hidrojen peroksit gibi radikallere karsi hiicreyi koruyan savunma mekanizmalari
arasinda ilk gorevi iistlenen enzimdir. Memeli hiicrelerinde {i¢ tiir SOD bulunmkatadir:
Sitozolik (Cu/zZn-SOD), mitokondriyal (Mn-SOD) ve hiicre dis1 (EC-SOD). Hem sitozol,
hem de mitokondrilerde bulunan SOD, spesifik olarak siiperoksit radikallerini etkisiz hale
getirerek hiicreleri stiperoksit radikalinin zararli etkilerinden korumaktadir. SOD,
stiperoksit anyonunu, hidrojen peroksit ve oksijene indirgemeyi katalize ederek etkili
olmaktadir (Kuramitsu ve ark. 2007). SOD'un antioksidan aktivitesi sonucu agiga ¢ikan
hidrojen peroksitin detoksifiye edilmesi KAT veya GP tarafindan saglanmaktadir (Powers
ve Lennon 1999, Yilmaz ve ark. 2004, Chapple ve Matthews 2007).

SOD, aktif bolgelerde gecis metal iyonunun art arda oksidasyonu ve indirgenmesiyle
0O:""yi yok etmektedir (Meier ve ark. 1998). Ttiim SOD tipleri, azid ve floriir gibi tek yiikli
anyonlar1 baglamaktadir, ancak Fe-, Mn veya Cu/Zn-SOD'lara duyarliliklarinda belirgin
farkliliklar goriilmiistiir. Cu/Zn-SOD, Ns 2, CN- ve F- tarafindan yarismali bir sekilde
inhibe edilmektedir (Leone ve ark. 1998, Vance ve Miller 1998).

Mn-SOD, alt birim basina bir manganez atomu i¢eren bir homotetramerdir (96 kDa).
Mn-SOD, siiperoksitin iki asamali dismutasyonu swrasinda Mn (III)' den Mn (II) 'ye ve
yeniden Mn (II1)' e doniistiigii dongiide yer almaktadir (MacMillan-Crow ve ark. 1998).
Mitokondride solunum zinciri, 6nemli bir oksijen radikal kaynagidir. Mn-SOD'un
sitokinler tarafindan biiyiik 6l¢iide indiiklendigi ve baskilandig1 gosterilmistir (Stralin ve
Marklund 1994).
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Cu/Zn-SOD, evrim boyunca korunmus baska bir enzim tiiriidiir. Bu enzimler,
birbirinin ayn1 32 kDa'lik iki alt birime sahiptir. Her alt birim, bir histamin kalintis1 ile
kopriilenmis bir bakir ve bir ¢inko atomundan olusan bir metal kiime icermekte ve bu aktif
alan1 olusturmaktadir (Battistoni ve ark. 1996). Cu/Zn-SOD'un, ilk antioksidan savunma
hattinda 6nemli bir rol oynadigina inanilmaktadir. SOD ile ilgili raporlarda, Mn-SOD'un
yasam i¢in vazgecilmez oldugunu buna karsin Cu/Zn-SOD'un gerekli olmadigi
belirtilmistir (Mates ve ark. 1999).

EC-SOD, bakir ve ¢inko igeren, tetramerik bir glikoprotein olarak salinmaktadir.
Heparin ve heparan siilfat gibi bazi glikozaminoglikanlar i¢cin yiiksek afiniteye sahiptir.
EC-SOD dokularin interstisyel bosluklarinda ve hiicre dis1 sivilarda bulunmakla birlikte,
plazma, lenf ve sinovyal sividaki SOD aktivitesinin ¢ogunu olusturmaktadir (Marklund
1980, Sandstrom ve ark. 1994). EC-SOD, substrat veya diger oksidanlar tarafindan
indiiklenmez ve memeli dokularinda diizenlenmesi, tek tek hiicrelerin oksidanlara olan
yanit1 yerine, sitokinler tarafindan koordine edilmis bir sekilde meydana gelmektedir

(Buschfort ve ark. 1997).

KAT: Alt birim basina tek bir ferriprotoporfirin grubu iceren ve yaklasik 240 kDa'lik
bir molekiiler kiitleye sahip ve dort adet aynm1 60 kDa’lik alt biriminden olusan bir
tetramerik enzimdir. KAT, hidrojen peroksitle ile reaksiyona girererek su ve molekiiler
oksijen olusturmakta ve H donérleri (metanol, etanol, formik asit veya fenoller) ile
reaksiyona girererek peroksidaz aktivitesi gostermektedir. KAT ve GP, hidrojen
peroksitide toksifiye ederek hiicreleri korumaktadir. Normal kosullar altinda her hiicre tipi
icin zorunlu olmasa da hiicrelerin adaptif yanitindaki oksidatif strese kars1 6nemli bir rol

oynamaktadir (Mates ve ark. 1999, Powers ve Lennon 1999).

GP: Yapisinda dort 6zdes selenyum (Se) alt birimi ve her alt birimde enzim aktivitesi
icin gerekli olan tek bir seleno-sistein kalintis1 igermektedir. GP (80 kDa), glutatyon
kullanarak hidroperoksitlerin indirgenmesini katalize etmektedir, boylece memeli
hiicrelerini oksidatif hasara karsi korumaktadir. Glutatyon metabolizmas1 en temel

antioksidan savunma mekanizmalarindan biridir (Esterbauer ve ark. 1992, Rikans ve
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Hornbrook 1997, Grazioli ve ark. 1998, Sigalov ve Stern 1998). GP, hidrojen peroksit,
steroid ve lipid hidroperoksitleri iizerine etkili bir antioksidan enzim olup, eritrosit ve

16kosit gibi hiicreleri oksidatif hasara kars1 koruyucu olarak gorev almaktadir (Patel ve
ark. 2012).

Memelilerde bes GP izoenzimi bulunmaktadir. Her yerde ekspresyonlar1 olmasina
ragmen, her bir izoformun seviyesi doku tipine bagh olarak degismektedir. Sitozolik ve
mitokondriyal GP (cGP veya GP1), glutatini yapismi1 olusturan yag asidi
hidroperoksitlerini ve hidrojen peroksiti indirgemektedir. Cogu dokuda GP1 ve fosfolipid
hidroperoksit GP (PHGP veya GP4) bulunurken; GP4 hem sitozol hem de membran
fraksiyonunda bulunmaktadir. PHGP, peroksitlenmis membranlarda ve okside
lipoproteinlerde iiretilen fosfolipid hidroperoksitleri, yag asidi hidroperoksitleri ve
kolesterol hidroperoksitleri direk olarak indirgemektedir (Imai ve ark. 1998). GP1, yogun
olarak eritrositler, bobrek ve karacigerde bulunmaktadir. GP4, renal epitel hiicrelerinde
ve testislerde yiiksek oranda eksprese edilmektedir. cGP2 veya GP-Gl ve hiicre dis1 GP3
veya GP-P, sirasiyla gastrointestinal sistem ve bobrek disindaki ¢ogu dokuda zayif bir
sekilde saptanmaktadir. Ayrica, Ozellikle fare epididiminde eksprese edilen Se’den

bagimsiz GP5 tanimlanmustir (de Haan ve ark. 1998).

Fagositik hiicrelerde, major peroksit uzaklastiricis1 olan GP’nin  6nemli
fonksiyonlar1 mevcuttur. GP, oksidatif yikim sirasinda meydana gelen serbest radikalini,
diger antioksidanlarla birlikte etkisiz hale getirerek fagositik hiicrelerin zarar gérmesini
engellemektedir. Eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidan GP’dir. Ayrica,
arasidonik asit metabolizmasinin aktivasyonunu arttirarak, tiimdér olusumunda rol
oynamaktadir (Bhamre ve ark. 2000, Zachara ve ark. 2006). GP, LPO’nun baslamasini
onlemekte ve LPO sonucu olusan lipit hidroperoksitlerin  metabolizmasmni
diizenlemektedir (Halliwell 2007).
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1.4.Periodontal hastahk ve oksidatif stres

Oksidatif stres, serbest radikal formasyonu ile antioksidan savunma mekanizmalari
arasindaki esitsizlik olarak tanmimlanmaktadir ve oksidatif hasara duyarli hiicresel
makromolekiillere zarar vererek, doku hasarina neden olmaktadir. Oksidatif stres,
ateroskleroz, obezite, kanser, kardiyovaskiiler hastalik, diyabet ve periodontitis gibi
hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (Chapple 1997, Young ve Woodside
2001, Chapple ve Matthews 2007, Valko ve ark. 2007, Boesing ve ark. 2009, Sardi 2013,
Bullon ve ark. 2014).
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Periodontal hastalikta subgingival plakta bulunan periodontopatojenler enflamatuvar
degisikliklerin baslamasma neden olmaktadir (Sekil 1.5). Bakteriyel antijenlerin
stimulasyonuyla PMNL ’ler, biiyiik miktarlarda ROT tireterek, diseti, periodontal ligament
ve alveoler kemigin artmis oksidatif hasarina neden olmaktadir (Sculley ve Langley-
Evans 2002). PMNL’lere ek olarak makrofaj, notrofil ve fibroblastlardan da ROT un
tretimi gergeklesmektedir (Dahiya ve ark. 2013). Oksidatif stresin, yiiksek ROT
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konsantrasyonlar1 ve baskilanmis antioksidan aktivite ile birlikte, periodontal dokularda
lezyon olusumunu hizlandirabilecegi gosterilmistir (Krol 2004, Boesing ve ark. 2009).
Glinlimiizde, periodontitise duyarli bireylerde, notrofillerin disetinde toplanmasi ve
proteolitik enzimlerin ve ROT'un salinmasi bakteriyel antijen stimulasyonu iizerine konak
yanitinin iki ana yonii olarak kabul edilmektedir. Bu siire¢ ayn1 zamanda sistemik bir

enflamatuvar yanitla da sonuglanabilmektedir (Matthews ve ark. 2007).

Peridontal hastalik varhiginda DOS ve dokulardaki MMP’ler ve doku inhibitorleri
arasinda olusan dengesizlik, dokularda direkt tahribata sebep olmaktadir (Pozo ve ark.
2005, Tuter ve ark. 2005). Bu tahribatin periodonsiyum hiicrelerinde ROT un yarattigi
etkiyle, MMP’ler ve doku inhibitorlerinin ekspresyonunda gozlenen degisikliklerden
dolayr meydana gelecegi belirtilmistir (Kawaguchi ve ark. 1996, Hemmerlein ve ark.
2004, Savaraj ve ark. 2005).

Cesitli enflamatuvar hastaliklarda, ROT un bag dokusuna olan etkisi incelenmistir
(Halliwell 1991, Waddington ve ark. 2000, Canakci ve ark. 2005). ROT'un, tip | kollajen
tizerinde Dbirtakim etkilere sahip oldugu in vitro c¢alismalarda belirtilmistir
(Mukhopadhyay ve Chatterjee 1994, Waddington ve ark. 2000, Ekuni ve ark. 2008).
Hidroksil ve siiperoksit radikallerinin, kollajendeki prolinlerini serbestlestirerek kollajeni

parcaladigi gosterilmistir (Monboisse ve Borel 1992).

In vitro olarak hidroksil radikallerinin ve hidrojen peroksitin alveoler kemik
proteoglikanlarmi yikmasi, ROT un periodontitiste kemik rezorpsiyonundaki direkt
etkilerini desteklemektedir (Moseley ve ark. 1998). Yapilan bir ¢alismada, hidrojen
peroksitin osteoklastik kemik rezorpsiyonu ve hiicre hareketliliginin (motilite) giliglii bir
uyaricist oldugu bildirilmistir (Bax ve ark. 1992). ROT’un, osteoklast aktivasyonu
sirasinda, NF-«kB transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonunda rol oynadigi ve osteoklast
farklilagsmas1 i¢in hiicre i¢i sinyal araci olarak hareket ettigi goriilmistiir (Hall ve ark.
1995, Lee ve ark. 2005, Callaway ve Jiang 2015). Ayrica dzellikle siiperoksit anyonunun
osteoklastlarm olusumunda ve aktivasyonunda aract oldugu raporlanmistir (Garrett ve

ark. 1990). Buna ek olarak, osteoklast-kemik ara yiiziinde iiretilen siiperoksitin kemik
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matriks degradasyonunda rol oynadig1 belirtilmistir (Key ve ark. 1994). Osteoklastlarin,
NADPH-oksidaz igerdigi ve kemik rezorpsiyonu siirecinde, aktif olarak siiperoksit
rettikleri de bildirilmistir (Steinbeck ve ark. 1994, Schroder 2019). Hidrojen peroksit,
NK-«B'yi aktive eden ve periodontal hastaligin patogenezinde 6nemli olan IL-2, IL-6, IL-
8, IFN-B ve TNF-a gibi proenflamatuvar sitokinlerin niikleer translokasyonunu
kolaylastiran NF-kB-1kB kompleksinin fosforilasyonunu uyarabilmektedir (Chapple
1996, Fratelli ve ark. 2005, Honda ve ark. 2006). Yapilan ¢alismalarda, MDA ile IL-1,
IL-6, TNF-0, NF-kB, PGE ve MMP gibi enflamatuvar belirteclerin artmasi arasinda
pozititif yonde bir iligki bulunmustur (Yan ve ark. 1994, Vernal ve ark. 2004, Samanna ve
ark. 2007).

Hayvan ve insan modellerinden elde edilen diger bulgular, deneysel periodontitis
modellerinde daha yiiksek seviyelerde LPO, hidrojen peroksit ve oksidatif DNA hasarini
dogrulamaktadir (D'Aiuto ve ark. 2010, Yamamoto ve ark. 2010). Ayrica, deneysel
modellerde, LPO, serum ve diseti 6rneklerinde daha fazla oranda saptanmistir (Sobaniec
ve Sobaniec-Lotowska 2000, Di Paola ve ark. 2005). Deneysel periodontitis modeli
olusturulan bir ¢alismada, MDA diizeyindeki artisin SOD uygulanmasiyla ciddi derecede
azaldigi ve SOD’un miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesini ve kemik kaybini1 azalttig
gosterilmistir (Di Paola ve ark. 2005). Serum MDA seviyelerinin, GP, SOD ve glutatyon
rediiktaz enzimlerinin az oldugu durumlarda yiikseldigi raporlanmistir. Ayrica serum GP,
SOD seviyelerinin diisiik olmasi durumunda da MDA seviyelerinin yiikseldigi
belirtilmistir (Sobaniec ve Sobaniec-Lotowska 2000). Periodontitis varhiginda, diseti,
DOS, tiikiiriik ve serum 6rneklerinde GP ve glutatyon gibi antioksidan enzim seviyelerinin
arttigi/azaldigi ya da degismedigi de gosterilmistir (Sobaniec ve Sobaniec-Lotowska
2000, Wei ve ark. 2010, Oktay ve ark. 2015).

Periodontitisli bireylerin DOS ve plazmasinda GP ve glutatyon gibi antioksidanlarin
anlamli derecede diisiik bulunmasinin, periodontal patojenlere karsi meydana gelen
sistemik enflamasyona bagli olabilecegi rapor edilmistir (Brock ve ark. 2004). Ayrica bazi
periodontopatojenik bakteriler glutatyonu tiiketmektedir ve bu durum, bu antioksidanin

miktarmim, digeti dokusunda neden artmadigmi agiklayabilmektedir (Carlsson ve ark.
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1993, Borges ve ark. 2007). Peridontitiste MDA seviyesinin arttigmi rapor eden
calismalarin yaninda degismedigini belirten c¢aligmalar da mevcuttur (Sobaniec ve
Sobaniec-Lotowska 2000, Tsai ve ark. 2005, Akalin ve ark. 2007, Tonguc ve ark. 2011,
Miricescu ve ark. 2014, Yagan ve ark. 2014). Diseti dokusundaki MPO aktivitesinin
degerlendirildigi bir ¢alismada, MDA aktivitesinin, periodontal hastalig1 olan bireylerde,
sistemik diizeyde kronik enflamatuvar siirecin gostergesi olarak anlamli bir artig
gosterdigi belirtilmistir. Hidroksil radikali, vazodilatasyona ve kemik rezorpsiyonuna
neden olan LPO reaksiyonunu baglatabilmektedir (Borges ve ark. 2007). Ayrica
enflamasyonda LPO artis1 apoptotik belirtecleri stimule etmekte, vaskiiler hiicrelerde
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttirmakta ve boylece enflamasyona katkida
bulunmaktadir (Yan ve ark. 1994, Tsai ve ark. 2005, Graves ve ark. 2008). Periodontal
enflamasyon sirasinda olusan oksidatif strese karsi, artmis oksijen radikal iiretimi ve
antioksidan aktivite tespit edilmistir. Bununla beraber, oksidatif stresin artmasinim,
periodontal yikimin ciddiyeti ile iliskili olmadig1 da belirtilmistir (Canakci ve ark. 2009).
Serum total antioksidan kapasite diizeyleri ile periodontal hastaligin siddetindeki artis
arasinda ters bir iliski oldugu bildirilmistir (Chapple ve ark. 2002, Brock ve ark. 2004,
Pavlica ve ark. 2004). Periodontitiste, patolojik cep ve atagman kaybi varliginda,
DOS’taki GP diizeylerinin azalmis oldugu ancak; tedaviden sonra ki GP diizeylerinin artis
gosterdigi tespit edilmistir (Huang ve ark. 2000). Baslangi¢ periodontal tedavi ile serum
ve DOS’ta 8-OHdG nin anlamli derecede azaldig1 bildirilmistir. DOS ve tiikiiriik 8-OHdG
seviyesinin, DNA hasar1;; DOS 4-HNE seviyesinin ise, LPO’yu saptamak i¢in bir
biyobelirteg olarak da kullanilabilecegi belirtilmistir. DOS ve tiikiiriikteki GP enzim
aktiviteleri, oksidatif strese karst koruyucu mekanizmalar1 belirlemek icin
kullanilabilmekte ve oksidatif stres kaynakli doku hasarinin 6nlenmesinde baslangi¢
periodontal tedavi etkili kabul edilmistir (Hendek ve ark. 2015). Periodontal cep
derinliginin artis gosterdigi alanlarda KAT ve SOD seviyelerinin azaldig: bildirilmistir
(ENis ve ark. 1998). Ancak periodontitisli ve saglikli hastalarin diseti ve bag dokusundaki
SOD seviyeleri incelendiginde, hastalikta SOD seviyelerinin daha fazla oldugu
gosterilmistir (Akalin ve ark. 2005). Periodontitis hastalarinin, plazma, eritrosit, eritrosit

membran: ve gingival dokularinda enzimatik antioksidan aktivitelerinin anlaml derecede
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yiiksek oldugu bulunmustur (Panjamurthy ve ark. 2005). Cok sayida ¢alisma, ROT un
fazlaligi nedeniyle DOS’taki antioksidan seviyelerinin tiikenmesinin, periodontal
enflamasyonun ve doku yikimmin kronik lokal aktivasyonundan sorumlu oldugunu
gostermistir (Tsai ve ark. 2005, Chapple ve Matthews 2007, Konopka ve ark. 2007).
Saglikta, GP ve total antioksidan kapasitenin arttigi, kronik periodontal hastalikta azaldig1
belirtilmistir (Chapple ve ark. 2002). Periodontal hastalikta oksidatif stresle iliskili
LPO‘nun degerlendirildigi ¢alismalar bulunmaktadir (Del Rio ve ark. 2005, Akalin ve ark.
2007, Borges ve ark. 2007). Periodontitisli bireylerin, serum, tiikiiriik ve DOS’larinda,
saglikli bireylere oranla artmis total oksidan durum ve LPO aktivasyonuyla artmis MDA
tespit edilmistir (Akalin ve ark. 2007, Baltacioglu ve ark. 2014, Trivedi ve ark. 2014, Chen
ve ark. 2019).

1.5.Zencefil

Destekleyici uygulamalar ile periodontitis olusumunun Onlenmesi ya da tedavisi,
gliniimiizde modern toplumun en 6nemli arastirma konularindan birini olusturmaktadir.
Multifaktoriyel etiyolojisi ve kompleks hastalik siireci nedeniyle, periodontitis tedavisi
hala zorlayicit bir siiregtir. Periodontitisin tedavisinde mekanik ve cerrahi tedavi
yaklasimlar, antibakteriyel tedavi ile kombine edilerek uzun yillar uygulanmistir. Basar1
oranlari, hem uygulama giicliikleri hem de istenmeyen yan etkiler nedeniyle istenilen
seviyede degildir. Tedavi maliyetlerinin de yiiksek olmasi hastalarin tedavi olabilme
potansiyelini etkilemektedir. Bununla birlikte, enflamatuvar yolaklar1 ve belirtegleri
kontrol altma almak i¢in giincel tedavi yontemleri, geleneksel yontemlerle benzer sekilde
ayrintili olarak incelenmistir. Bu nedenle, disi destekleyen dokularm kaybini 6nlemek

amaciyla, antienflamatuvar ve antioksidan ajanlar dahil olmak {izere pek cok immiin
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modiilatér ajan arastirilmigtir. Antioksidan ve antienflamatuvar 6zelliklerin bir sonucu
olarak bitkisel terapiler, periodontal hastaliklarin onlenmesi ve tedavisi i¢cin merak
uyandiran arastirma alani olmustur (Dong ve ark. 2015, Hatipoglu ve ark. 2015, Bhattarai
ve ark. 2016, Mahyari ve ark. 2016, Ramesh ve ark. 2016, Bhattarai ve ark. 2017, Elburki
ve ark. 2017, de Almeida ve ark. 2019, Hitomi ve ark. 2019).

Diinyada her gegen giin artan niifus, ¢esitli hastaliklarin dnlenmesi ve tedavisinde
bir¢ok bitkisel iirtin kullanmaktadir. Bitkisel {irtinler, genis biyolojik etkinlik, yiiksek
giivenilirlik ve diisiik maliyet nedeniyle konvansiyonel ilaglara gore daha c¢ok tercih
edilmektedir. Dahasi, konvansiyonel ilaglarin ¢esitli yan etkilere neden oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, bitkisel iirlinler, yaygin hastaliklarla miicadele etmek veya
onlemek i¢in beslenme takviyeleri olarak giderek daha fazla kullanilmaktadir (Toker ve
ark. 2008, Botelho ve ark. 2009, Toker ve ark. 2009, Tomofuji ve ark. 2009, Cheng ve
ark. 2010, Ku ve ark. 2011, Aral ve ark. 2015, Dong ve ark. 2015, Hatipoglu ve ark. 2015,
Calisir ve ark. 2016, Ramesh ve ark. 2016, Bhattarai ve ark. 2017, Elburki ve ark. 2017,
de Almeida ve ark. 2019). Bu tedavilerin arasinda uzun yillardir gelencksel olarak ¢esitli
hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilan Zingiber officinale (Zencefil) de yer
almaktadir (Shukla ve Singh 2007, El-Sharaky ve ark. 2009, Nicoll ve Henein 2009,
Mahluji ve ark. 2013, Mozaffari-Khosravi ve ark. 2014, Marx ve ark. 2015, Rupasinghe
ve Gunathilake 2015, Shidfar ve ark. 2015, Mahyari ve ark. 2016, de Almeida ve ark.
2019).

Zencefil bitkisi, diinyada yiiksek oranda kullanilan bir baharattir ve 6zellikle Cin’de
2500 yildan daha uzun bir siiredir rinit, romatizma, sinir sistemi, gingivitis, dis agrisi,
kabizlik, diyabet, diyare, bulanti, kusma, kardiyopati, hipertansiyon ve carpint1 gibi
problemleri tedavi etmek igin geleneksel tipta kullanilmaktadir (Ansari ve ark. 2006,
Shukla ve Singh 2007, Park ve ark. 2008, Nicoll ve Henein 2009, Butt ve Sultan 2011,
Shanmugam ve ark. 2011, Mozaffari-Khosravi ve ark. 2014, Ebrahimzadeh Attari ve ark.
2015, Imani ve ark. 2015, Marx ve ark. 2015, Rupasinghe ve Gunathilake 2015, Shidfar
ve ark. 2015, de Almeida ve ark. 2019). Zencefil igeren bitkisel ilaglar, oral tiikketimde

kolayca emilir, viicutta ¢esitli biyolojik aktiviteler gosterir ve 48-60 saatte viicuttan atilir.
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Zencefilin kok govdesi (rhizome), karbonhidrat, mineral (kalsiyum, magnezyum,
potasyum, fosfat), protein, yag, vitamin (B, C) ve zingibain denilen proteolitik enzim gibi
bir takim enzimler, yag reg¢inesi (oleoresins) ve mum igermektedir (Butt ve Sultan 2011,
Kubra ve Rao 2012). Zencefil ihmal edilebilir yan etkileri yaninda, yiiksek dozlarda
giivenilir bir bitkidir (FDA) (Butt ve Sultan 2011, Kubra ve Rao 2012, Imani ve ark. 2015).

Zencefilin genel olarak; antienflamatuvar, antioksidan, antibakteriyel, antiartritik,
kardiyovaskiiler koruma, antianjiyogenik, antitrombotik, antikanser, hipolipidemik,
antidiyabetik, antimigren, antiparazit, hepatoprotektif, diiiretik ve hipokolesterolemik
ozellikleri bilinmektedir (Shukla ve Singh 2007, Park ve ark. 2008, Nicoll ve Henein
2009, Buitt ve Sultan 2011, Shanmugam ve ark. 2011, Mahluji ve ark. 2013, Mashhadi ve
ark. 2013, Mozaffari-Khosravi ve ark. 2014, Rahmani ve ark. 2014, Marx ve ark. 2015,
Rupasinghe ve Gunathilake 2015, Shidfar ve ark. 2015, Arul ve ark. 2016, Choi ve ark.
2018, Ezzat ve ark. 2018, Kruger ve ark. 2018, Li ve ark. 2018, Si ve ark. 2018, de
Almeida ve ark. 2019). Ayrica bitkisel 6zellikleri nonsteroid antienflamatuvar ilaglara
benzerdir ve bu nedenle kronik enflamasyon ile aktive olan yollar1 diizenleyebilmektedir.
Yapilan hayvan ve insan ¢alismalariyla zencefilin diyabet, kardiyovaskiiler hastalik,
kanser, obezite, alzeimer gibi pek cok hastalik {izerinde olumlu etkilerinin oldugu
gosterilmistir (Ansari ve ark. 2006, Shukla ve Singh 2007, Nicoll ve Henein 2009, Butt
ve Sultan 2011, Li ve ark. 2012, Ebrahimzadeh Attari ve ark. 2015, Marx ve ark. 2015,
Rupasinghe ve Gunathilake 2015, Shidfar ve ark. 2015, Hitomi ve ark. 2019). Sigan
modeline uygulanan zencefilin, uyarilmis LPO’yu 6nemli 6l¢iide diisiirdiigii ve serum
glutatyon ile birlikte antioksidan enzimlerin seviyelerini yiikselttigi gosterilmistir (EI-
Sharaky ve ark. 2009). Zencefilin, karaciger ve bobrek dokularinda MDA'da belirgin bir
azalmaya sebep oldugu bildirilmistir (Kota ve ark. 2008). Bu durum, konak tarafindan
antioksidan durumunun arttirilmas1 veya oksidatif iirlinlerin inhibisyonu seklinde
aciklanmaktadir. Zencefil 6zii uygulanan sigan modellerinde, SOD, GP ve glutatyon gibi
antioksidan enzimlerin aktiviteleri artmustir (EI-Sharaky ve ark. 2009). Zencefil 6ziiniin
detoksifiye edici, antioksidan ve antienflamatuvar etkilere sahip oldugu ve bunlarm alkol

kaynakli karaciger toksisitesinin Onlenmesine yardimci oldugu ileri siiriilmektedir.
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Zencefil ayrica, IL-1, TNF-a ve IL-8 sentezini inhibe etme kabiliyetine sahiptir. Bu
inhibisyonun, sitokinleri kodlayan genlerle iliskili oldugu diistiniilmektedir (Tjendraputra
ve ark. 2001, Verma ve ark. 2004, Shati ve Elsaid 2009). Gut ve nérojeneatif bozukluk
gibi pek ¢ok hastalik, enflamasyon sonucu baslar. Bu rahatsizliklar, bircok enflamatuvar
sitokin ve PG {iretiminin artmasma neden olmaktadir. Zencefil ve aktif bilesenleri
sayesinde bu tiir metabolitlerin fazla iiretimini kontrol etmek miimkiindiir (Jung ve ark.
2009). Zingiber officinale kok govdesi 6ziiniin, LPS ile uyarilan BV2 hiicrelerinde NO,
PGE:, TNF-a ve IL-18 iiretimini 6nemli 6lgiide inhibe ettigi belirtilmistir. NF-kB'nin
aktivasyonu; kanser, ateroskleroz, miyokard enfarktiisii, diyabet, alerji, astim, artrit,
Crohn hastaligi, Multiple skleroz, Alzheimer hastaligi, osteoporoz, sedef hastaligi, septik
sok ve AIDS gibi gesitli enflamatuvar hastaliklarla iliskilidir (Aggarwal ve Shishodia
2006, Jung ve ark. 2009). NF-kB’ninin aktivasyonu veya dengeli bir sekilde ekspresyonu,
immiin sisteminin dogru ¢alismasi i¢in gereklidir. Zencefil ve bilesenlerinin, protein
kinazlarin modiilasyonu yoluyla NF-xB’nin azaltilmis ekspresyon kabiliyetine sahip
oldugu rapor edilmistir (Zhou ve ark. 2006). izoproterenol ile muamele edilmis siganlarn
zencefil 6zii ile tedavisinin, endojenmiyokard antioksidan (doku KAT, SOD ve glutatyon)
seviyelerini arttirdigi, serum enzimlerinin (laktak dehidrogenaz, kreatinin kinaz, aspartat
aminotransferaz ve alanin aminotransferaz) seviyelerini diistirdiigii ve miyokardiyal lipit
peroksitlerini arttirdigi bildirilmistir (Ansari ve ark. 2006). Yapilan ¢alismalarda,
zencefilin Escherichia choli, Staphylococcus aureus, Lysteria monocytogenes, Bacillus
cereus ve Bacillus subtilis gibi gesitli patojenik mikroorganizmalara kars1 antibakteriyal
etkisi belirtilmistir (Gull ve ark. 2012, Murthy ve ark. 2015). Ayrica zencefilin, makrofaj
ve nétrofillerin  aktivasyonunu ve notrofil  migrasyonunu inhibe ederek de
antienflamatuvar etki gosterdigi  bildirilmistir. Notrofillerin  aktiflestirilmesinin,
stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hipoklorik asit gibi ROT ve MPO ve proteaz gibi
enzimleri iceren bir dizi dokuya zarar veren molekiil eksprese ettigi bilinmektedir (Ezzat
ve ark. 2018). Ayrica nétrofillerin migrasyonu nedeniyle ¢evre dokularda daha fazla hasar
meydana gelmektedir (Wallace ve ark. 1990). Karanfil, ¢cay agaci, tar¢in Ve okaliptiis yagi,
zencefil, sarimsak, yesil ¢ay, ve zerdegal gibi bitkisel {iriinlerin dental ¢liriik agarlarma

uygulandig1 in vitro ¢aliymada, bu iiriinlerin ¢iiriik mikroorganizmalarma kars1 koruyucu

42



etki gosterdikleri ve bu tarz iiriinlerin dis macunu ve gargaralara ilavesinin dnerilebilecegi
belirtilmistir (Kanth ve ark. 2016). Gingivitisli hastalarda, zencefil, rosemary, aynisefa
bitki 6zleri ve klorheksidin iceren gargara kullaniminin karsilastirildigi bir caligmada, dort
grup arasmnda kanama, plak gingival indeksi skorlarmmda anlamli fark bulunmamis ve

bitkiler ile klorheksidin benzer etkiler gostermistir (Mahyari ve ark. 2016).

1.5.1.(6)-Shogaol

Zencefil, cesitli biyolojik aktivitelerde bulunan shogaol, gingerol ve gingerol iliskili
bilesik, paradol, zingerone, zerumbone, 1-dehidro-(10) gingerdion, terpenoid ve zencefil
flavonoidleri gibi aktif bilesikleri icermektedir (Kubra ve Rao 2012, Rahmani ve ark.
2014) (Tablo 1.7). Zencefilin ana bilesikleri ise gingerol ve shogaollerdir. Gingeroller
termal olarak kararsizdir ve yiiksek sicaklikta (6)-, (8)- ve (10)- shogaol'a doniismektedir
(He ve ark. 1998). Gingerollerden daha keskin olan shogaoller, kurutulmus zencefil kok
govdesindeki baslica bilesiklerdir (Rahmani ve ark. 2014).
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Tablo 1.7 Zencefil icerisinde etkin alkaloidler ve baslica etkileri (Rahmani ve ark. 2014)

Shogaol Antioksidan aktivite

Antienflamatuvar aktivite

Hiicre invazyonunun inhibisyonu araciligiyla antikanser aktivite
MMP-9’un ekspresyonunun rediiksiyonu

Antiproliferasyon aktivite

Antiinvazyon aktivite

Gingerol ve Antioksidan aktivite

gingerol iliskili bilesik Antitimor aktivite

Apoptozun uyarilmast

Genetik ya da diger biyolojik aktivitelerin modiilasyonu
Antienflamatuvar aktivite

Antianaljezik aktivite

Antimikrobiyal aktivite

Hepatoprotektif aktivite

Paradol Antioksidan aktivite
Antikanser aktivite

Antimikrobiyal aktivite

Zingerone Antioksidan aktivite
Antienflamatuvar aktivite

Antibakteriyel aktivite

Zerumbone Antitimor aktivite

Antimikrobiyal aktivite

1-dehidro-(10) gingerdion | Enflamatuvar genlerin diizenlenmesi

Terpenoidler p53 aktivasyonu ile apoptozun uyarilmasi

Zencefil flavonoidleri Antioksidan aktivite
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Calismalar genellikle zencefilin ana bilesenlerinden olan gingerol ve shogaol’iin
antioksidan ve antienflamatuvar etkileri iizerine odaklanmistir (Pan ve ark. 2008,
Dugasani ve ark. 2010, Butt ve Sultan 2011, Chakraborty ve ark. 2012, Ha ve ark. 2012,
Ho ve ark. 2013, Sohn ve ark. 2013, Abolaji ve ark. 2017, Li ve ark. 2019, Morimoto ve
ark. 2019). Gingerol’iin (10)-gingerol ve (12)-gingerol formlarinm, P. gingivalis ATCC
53978, Porphyromonas endodontalis ATCC 35406 ve P. intermedia ATCC 25611'e kars1
antibakteriyel etkiler sergiledigi bildirilmistir (Park ve ark. 2008). Gingerol ve shogaol’iin
farkli formlarinin Candida albicans (C. albicans) biyofilmi iizerindeki etkisi
degerlendirildiginde, (6)-gingerol, (8)-gingerol ve (6)-shogaol'iin biyofilm olusumunu
etkili bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur. Ozellikle, (6)-shogaol’iin C. albicans biyofilm
olusumunu 6nemli Ol¢lide azalttig1 ancak planktonik hiicre biiylimesi lizerinde etkisi
olmadig bildirilmistir. Ayrica, (6)-gingerol ve (6)-shogaol hiicre agregasyonunu 6nlemis

ve toksisiteye neden olmadan C. albicans viriilansini azaltmistir (Lee ve ark. 2018).

Son yapilan ¢aligmalar, (6)-shogaol'iin, (6)-gingerol’den daha stabil oldugunu ve (6)-
gingerol’den antioksidan, antienflamatuvar, antikanser 6zellikler dahil olmak tizere daha
giiclii farmakolojik etkilere sahip oldugunu oldugu gostermistir (Bhattarai ve ark. 2001,
Dugasani ve ark. 2010, Chen ve ark. 2012, Ghasemzadeh ve ark. 2015, Sueishi ve ark.
2019). Ayrica shogaol’iin, kanser, alzheimer, parkinson, kardiyovaskiiler hastalik,
diyabet, alerji gibi hastaliklar iizerindeki antienflamatuvar veya antioksidan etkileri
gosterilmistir (Pan ve ark. 2008, Asami ve ark. 2010, Ling ve ark. 2010, Chen ve ark.
2012, Ha ve ark. 2012, Park ve ark. 2013, Sohn ve ark. 2013, Fu ve ark. 2014, Moon ve
ark. 2014, Na ve ark. 2016b, Na ve ark. 2016a, Park ve ark. 2016, Han ve ark. 2017, Wei
ve ark. 2017, Annamalai ve Suresh 2018, Kotowski ve ark. 2018, Kou ve ark. 2018,
Nedungadi ve ark. 2018, Almatroudi ve ark. 2019, Nazim ve Park 2019, Yi ve ark. 2019,
Zhang ve ark. 2019) (Sekil 1.6). Farelerde (6)-shogaol’iin farmakokinetik parametrelerini
belirlemek i¢in yapilan ¢alismada, (6)-shogaol’iin viicutta cogunlukla metabolize oldugu
ve ayni zamanda metabolit olarak da salgilandigini ortaya koyulmustur (Kim ve ark.
2008). (6)-Shogaol'iin deneysel omurilik hasarinda apoptozu azalttigi bildirilmistir
(Kyung ve ark. 2006, Butt ve Sultan 2011, Levita ve ark. 2018). (6)-Shogaol’iin, NF-xB
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gibi sinyal molekiillerini modiile ederek enflamasyonu ve hiicre proliferasyonuna bagh
tiimorogenezisi dnleyebilen yeni bir fonksiyonel ajan oldugu raporlanmistir (Annamalai
ve Suresh 2018). Calismalarda, (6)-shogaol’iin apoptotik belirteglerin ekspresyonlarini
modiile ettigi gosterilmistir (Annamalai ve Suresh 2018, Kotowski ve ark. 2018). Bunlara
ek olarak, (6)-shogaol’iin, NF-kB'nin aktivasyonunu inhibe ederek fare makrofajlarinda
LPS kaynakli INOS ve COX-2 gen ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir (Pan ve ark.
2008). Deneysel endometriyazis sigan modeline (6)-shogaol uygulanmasi ile histolojik
olarak lezyonlarin geriledigi; NF-xB sinyallerinde, VEGF ve VEGFR-2 (Flk-1)
ekspresyonunu etkili bir sekilde azalttigi, IL-1 ve IL-6 gibi proenflamatuvar sitokinler,
PGE: ve NO iretiminin azaldigi bildirilmistir. Genel olarak, ¢aligmanin sonuglari,
lezyonlarin proliferasyonunu etkili bir sekilde baskilayarak ve anjiyogenez ve COX-2/NF-
kB aracili enflamatuvar kaskadlari modiile ederek (6)-shogaol’iin etkinligini ortaya
koymustur (Wang ve ark. 2018).
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Sekil 1.6 (6)-Shogaol ile antioksidatif stres ve antinéroenflamasyon (Choi ve ark. 2018)

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, zencefil fitokimyasallarindan en giiclii (6)-
shogaol’iin oldugu ve bu etkili bilesigin, pro-IL-1 ve pirin-3 bdlgesi iceren niikleotid
oligomerizasyon bolgesi benzeri reseptor ailesinin ekspresyonunu inhibe ettigi ve ATP ile

aktive olan kaspaz-1'i azalttig1 raporlanmistir (Chen ve ark. 2018, Ho ve Chang 2018).
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Diabetik sigan modelinde, (6)-shogaol’iin sistemik uygulamasi ile karacigerde
antienflamatuvar ve antioksidan etkileri bildirilmistir (Al Malki ve ark. 2018). Diyabetik
kardiyomiyopati (DK), diyabetin ciddi bir komplikasyonudur. Apoptozis, enflamasyon ve
ROT’un iiretimi, diyabetik kardiyomiyopatinin ilerlemesinde rol oynayan faktorler
arasindadir. (6)-Shogaol'iin apoptozu inhibe ettigi ve antienflamatuvar etki gosterdigi ve
ROTun iiretimini azalttig1 gosterilmistir. DK iizerinde (6)-shogaol’iin NF-kB yolaginin
modiilasyonu yoluyla oksidatif stres ve enflamatuvar parametreler iizerinde inhibisyon
etki gosterdigi raporlanmistir (Al-Malki ve Abdel-Raheem 2019). Diyabetik farelerde
yapilan bagka bir ¢aligmada, ise, (6)-shogaol’iin, kan dolasimi ve bobreklerde TNF-a, IL-
6 ve monosit kemotaktik protein-1 seviyelerini ve NF-kB ekspresyonunu azaltarak
antienflamatuvar etkinlik; niikleer faktor (eritroid tiirevi) benzeri (Nrf)-2 ekspresyonunu
modiile ederek antioksidan etkinlik; hiperlipidemik; antidiyabetik ve bobrek koruyu
etkiler gosterdigi bildirilmistir (Zhu ve ark. 2016, Xu ve ark. 2018). Kronik enflamatuvar
bir rahatsizlik olan tilseratif kolit tedavisinde, oral yoldan shogaol takviyesinin, geleneksel
immiinosiipresif kemoterapotik ilag olarak kullanilan (6)-thioguanine'’den daha iyi
olabilecegi gosterilmistir (Hassan ve Hassan 2018, Zhang ve ark. 2018, Hassan ve Hassan
2019). (6)-Shogaol'iin antienflamatuvar etkilerinin LPS ile aktive edilmis BV2
mikrogliasinda degerlendirildigi ¢calismada, (6)-shogaol'iin LPS kaynakli TNF-a, IL-1p,
IL-6 ve PGE: iiretimini; ayrica, NF-kB p65'in fosforilasyonunu ve niikleer
translokasyonunu inhibe ederek LPS kaynakli NF-xkB aktivasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir (Han ve ark. 2017). (6)-Shogaol’iin NF-kB yolunu ve IL-6, TNF-a, PGE-,
NO, INOS ve COX-2 iiretimini baskilayarak noroenflamasyonda etkili oldugu
bildirilmistir (Sapkota ve ark. 2019, Zhao ve ark. 2019).
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1.6.Deneysel periodontitis modeli

Deneysel bilginin klinik ortama aktarilmasi, biyomedikal aragtirmanin nihai amacidir.
Klinik ¢aligmalarin bir 6n sart1 olarak, gozlemlerin nedenselligini ve tedavi sonuglarmi
aciklamak i¢in mekanik modeller gerekmektedir. Bazi ¢aligmalar in vitro sistemler
kullanilarak gergeklestirilebilse de, nihayetinde hayvanlara ya da insanlara transfer
edilmeden 6nce elde edilen verilerin giivenliginin ve etkinliginin test edilmesi i¢in hayvan
modelleri gereklidir. Bununla birlikte, fare, sigan gibi kiigiik hayvan modelleri, 6zellikle
enflamasyon sirasinda yumusak ve sert doku arasindaki etkilesimler hakkinda 6nemli
veriler saglamakla birlikte enflamatuvar modeller olusturulabilmekte ve test
edilebilmektedir. Ayrica, sistemik enflamasyonun potansiyel mekanizmalari ve bunun
periodontal iyilesme siirecleri iizerindeki etkisi, genetik olarak iireten transgenik ve
knockout hayvanlar kullanilarak in vivo olarak incelenebilmektedir (Graves ve ark. 2008).
Bu sekilde, verilerin daha dogru yorumlanmasi ve bilginin klinik ortamlara ¢evrilmesi
saglanmaktadir. Bu nedenle, hayvan ¢alismalari, sebep-sonug iligkilerinin kurulmasinda
ve en Onemlisi, yeni rejeneratif yontemlerin ve ileri terapotik ajanlar gelistirilmesinde

kritik 6neme sahiptir (Kantarci ve ark. 2015).

Literatiirde biyomedikal alanda denek olarak erkek hayvanlarin disilerden daha ¢ok
kullanildig1 raporlanmustir (Zucker ve Beery 2010, Beery ve Zucker 2011, Klein ve ark.
2015). Disi farelerin 6strojen dongiisii sirasinda dstradiol, progesteron, gonadotrofinler ve
gonadotrofin salgilayan hormon seviyelerinde degisiklikler gézlenmektedir (Caligioni
2009). Bu hormonlarm gen ekspresyonu ve genomdaki epigenetik degisiklikler de dahil
olmak tizere diger fenotipler tizerinde giiclii etkileri olabilmektedir (Kubarek ve ark. 2009,
Schwarz ve ark. 2010, Nugent ve ark. 2011).

Siganlar, periodontal hastaliklarin patogenezi i¢in en kapsamli ¢alisilan
kemirgenlerdir ve deneysel periodontal hastalik ¢aligmalarinda, molar dis bolgelerinin

periodontal yapisinin insana benzerlik gdstermesi, maliyetlerinin uygun olmasi, temin
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edilebilirliginin, beslenmelerinin ve liretilmelerinin kolay olmasi nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica olusturulan deneysel periodontal hastaligm klinik ve
histopatolojik bulgularmnin insanlara olduk¢a benzer oldugu rapor edilmistir. En sik
kullanilan suglar Wistar veya Spraque-Dawley'dir (Bjornsson ve ark. 2003, Ekuni ve ark.
2003, Kuhr ve ark. 2004) (Sekil 1.7).

Sekil 1.7 Wistar albino si¢an

Sicanlarda periodontal enflamasyonu indiiklemek igin iki teknik yaygin olarak
kullanilmaktadir. Birincisi, akut ve ciddi bir periodontal patoloji yaratarak bakteriyel
LPS’lerin bolgeye enjeksiyonunu gerektirmektedir (Chang ve ark. 1996, Kantarci ve ark.
2015). P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum,
Capnocytophaga, Eikenella corrodens, Actinomyces viscosus ve Streptococus sobronus
primerleri gibi ¢esitli periodontal patojenlerin asilanmasi veya enjeksiyonlari
yapilmaktadrr (Klausen 1991). Bu model hizli bir hastalik siireci iiretme avantajina
sahiptir. Bu nedenle, 6zellikle enflamasyonu ¢6zmek ve ¢esitli ajanlarin etkinligini test

etmek igin kullanilmaktadir (Breivik ve ark. 2005, Taubman ve ark. 2005, Breivik ve ark.
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2006, Rogers ve ark. 2007, Oka ve ark. 2012). Teknigin dezavantajlar1 ise, modelin,
bakterilerin endotoksinine karsi akut bir enflamatuvar yanit gostermesi, enfeksiyonun
bakteriler tarafindan iiretilmemesi ve konak yanitinin muhtemelen bazi hiicre tiplerinde
spesifik yollar1 temsil etmesidir (Kantarci ve ark. 2015). Bunun tersine, ikinci olarak;
mikroorganizmalarm akiimiilasyonuna ve kolonizasyonuna izin veren ligatiirlerin dislerin
etrafina yerlestirilmesi, doku biitlinliigiiniin azalmasma, yogun konak-plak iligkisine ve
dentogingival bolgede mekanik travmaya neden olmaktadir (Di Paola ve ark. 2005). Plak
birikimi ardindan sulkular epitelin iilserasyonuna yol agarak, bag dokunun invazyonunu
kolaylastirmasi insanlardaki gibi periodontal doku kaybini baslatmaktadir. Bu model
dogal plak olusumuna en yakin model olarak kabul edilmektedir (Kantarci ve ark. 2015).

Tim bu bilgiler 15181 altinda; bu ¢alismada; deneysel periodontitis olusturulan sigan
modellerinde (6)-shogaol takviyesinin, hem proflaktik hem de terapdtik acidan
periodontal dokular {izerindeki antienflamatuvar ve antioksidan etkilerinin

degerlendirilmesi amag¢lanmastir.

Buna gore galismanin hipotezi, ‘Sistemik uygulanan (6)-shogaol, ligatiirle olusturulan
periodontitis modelinde, periodontal dokularin yikimimi azaltan antienflamatuvar ve

antioksidan bir ajandir.” seklinde kurulmustur.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Kirikkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan onay
almarak, TUBITAK 3001 Ar-Ge Projeleri Destekleme Programu (Proje no: 217332) ile
desteklendi.

2.1.Deney Hayvani, Temini ve Adaptasyonu

Calismada, 35 adet, 6-8 haftalik 250425 g erkek Wistar Albino sigan kullanildi. Siganlar,
Gida Tarm ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan ruhsatlandirilmis Deney Hayvani Uretim
laboratuvarindan (Kobay Deney Hayvanlar1 A.S.) satin alinarak temin edildi. Laboratuvar
hayvani deneyleri, Kirikkale Universitesi Hiiseyin Aytemiz Deney Hayvanlari
Unitesi’nde gerceklestirildi. Tiim sicanlar, deneye alinmadan dnce genel saglik kriterleri
yoniinden 15 giin siireyle izlendikten sonra, deneye baslamadan 24 saat 6ncesinde deney
yapilacak bireysel calisma odasina alind1 ve ortama adaptasyonlar1 saglandi. Deneyler
sliresince, 22+2 °C oda 1s1s1, %60-75 nem ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlik aydinlatma
uygulandi. Siganlar, ticari rodent pellet (Optima pellet sigan yemi) yemi ile ad libitum

beslendi.
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2.2.Deney gruplan

Calismada yer alan hayvanlar asagidaki sekilde 4 farkli gruba ayrildi:
Saghkh grup: (n=5) Saglikli Grup

Periodontitis grubu: (n=10) Periodontitis Grubu

Profilaksi grubu: (n=10) Periodontitis + (6)-Shogaol (20 mg/kg/giin)
Terapotik grup: (n=10) Periodontitis + (6)-Shogaol (20 mg/kg/giin)

Deney siiresince gruplardaki siganlarda asagidaki islemler gerceklestirildi:

Saghkh grup: Deney sonuna kadar herhangi bir islem uygulanmada.
Periodontitis grubu: 1-14 giin boyunca sadece ligatiir ile periodontitis olusturuldu.

Profilaksi grubu: 1-14 giin boyunca ligatiir ile periodontitis olusturuldu ve bu siire
boyunca 20 mg/kg/giin (6)-shogaol oral gavaj yoluyla verildi.

Terapotik grup: 1-14 giin ligatiir ile periodontitis olusturuldu ve ligatiir ¢ikarilmasini

takiben 14 giin boyunca 20 mg/kg/giin (6)-shogaol oral gavaj yoluyla verildi.

Deney diizeni Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.1 Deney Diizeni

1-14.giin 15. giin 15-28. giin 29. giin
Saghkh Grup - Otenazi - -
Periodontitis Ligatiir uyg. Otenazi - -
Grubu
Profilaksi Ligatiir uyg. + Otenazi - -
Grubu (6)-Shogaol uyg.
Terapétik Grup | Ligatiir uyg. - (6)-Shogaol uyg. | Otenazi

2.3.Ligatiir ile periodontitisin olusturulmasi

Sicanlara, ketamin-HCL (75 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) intraperitoneal sekilde
uygulanarak sistemik anestezi saglandi ve mandibular sol birinci molar dislere
subgingival olarak 3.0 ipek stitur yerlestirildi ve her giin siitur stabilizasyonu kontrol edildi
(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Mandibular sol birinci molar dise ligatiir yerlestirilmesi

2.4.(6)-Shogaol Uygulanmasi

(6)-Shogaol, dimetil siilfoksit (DMSO) soliisyonunda ¢6ziildiikten sonra oral yoldan
uygulandi. 20 mg/kg/giin dozda (6)-shogaol, %10’luk DMSO soliisyonu igerisinde
vorteks cihazi kullanilarak karistirilarak homojenize edildi. Oral gavaj yoluyla C ve D

gruplarinda 14 giin boyunca uyguland: (Sekil 2.2 ve 2.3).
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Sekil 2.2 Oral gavaj baslangici Sekil 2.3 Oral gavaj bitisi

Deneye baslamadan 6nce ve deney periyodu siiresince her hafta sicanlarin agirliklari
Olgtildi ve kaydedildi. Her 6lglimden sonra hayvanlarin degisen agirliklarina gore (20
mg/kg/giin) hassas tart1 kullanilarak (6)-shogaol’iin doz ayarlamas1 yapildi. (6)-Shogaol

her giin ayni saatte uygulandi.

2.5.Dokularin toplanmasi, tespiti ve doku takip islemleri

Proje kapsaminda tiim gruplardaki hayvanlara karbon dioksit solutma yOntemi
uygulanarak Otenazi gerceklestirildi. Histopatolojik degerlendirme igin; Otenazi
sonrasinda mandibula ¢evreleyen diseti ile birlikte dikkatlice diseke edildi. Mandibula,
histopatolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler igin %4’luk PBS tamponlu
paraformaldehit iginde fikse edildi. Ardindan dokular, %8’lik formik asit iginde 14 giin
boyunca dekalsifiye edildi ve dekalsifikasyon sonrasinda 2-3 mm kaliliginda trimlenip

kasetlenerek ¢esme suyu altinda yikandiktan sonra tam otomatik doku takip cihazmna
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(Thermo Scientific Excelsior ES) alindi, 24 saat alkol ksilol serilerinden gegirilen doku

ornekleri parafine gomiilmeye hazir hale getirildi.

2.6.Histopatolojik incelemeler i¢cin uygulanacak prosediir

Parafine bloklanan dokular, mikrotom ile 4-5 mikron kalinliginda kesildi ve adezivli
lamlar tizerine alindi. 60° C’de etiivde 2 saat bekleyen lamlar etiivden ¢ikarilip sirasi ile
ksilol (4 dk), ksilol (4 dk), absol alkol (3 dk), %961k alkol (3 dk), %80’lik alkol (3 dk),
%70’lik alkol (3 dk), %50’lik alkol (3 dk)’den gecirilerek distile suya alindi, ardindan
hematoksilende 2 dakika bekleyen lamlar, cesme suyunda yikanacak, 1 dakika da eozini
almas1 beklendi. Eozinden sonra tekrar sirasi ile %50-70-80-96 ve absol alkolde 3’er
dakika bekleyen lamlar en son ksilenlerde 4’er dakika bekletilerek ¢ikarildiktan sonra
etellan damlatilip lamel vasitasi ile kapatilip kurutmaya birakildi ve 151k mikroskobunda

bakilmaya hazir hale getirildi.

2.7.Immiinoperoksidaz test ile dokuda MDA, SOD, GP, RANKL, OPG ve NF-kB

ekspresyonlarinin degerlendirilmesi

Dokularda MDA, SOD, GP, RANKL, OPG ve NF-kB ekspresyonlarinin gosterilmesi
amaciyla ticari indirekt immunperoksidaz streptavidin/biotin (Thermo, CA, ABD) kit

kullanildi. Parafin kesitler 60°C’lik etiivde 30 dakika inkiibe edildikten sonra, ksilolde
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deparafinize edildi ve dereceli alkol ve distile suda rehidrasyonu saglandi. Endojen
peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla kesitlerin tizerine %0.1°lik hidrojen peroksit
solisyonu damlatilarak oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi. TBS ile yikanan kesitler,
antijen geri alimi amaciyla Sitrat Buffer (pH 6.0)’la 20 dk kaynatildi ve Ultra V Block
soliisyonu ile 10 dakika protein bloking agamasi tamamlandi. Protein bloke edici serum
yikanmadan ve iizerine test edilecek antijene uygun olan primer antikor (MDA, SOD, GP,
NF-kB, RANKL ve OPG) uygulanarak 60 dk siireyle, oda 1sisinda, nemli ortamda inkiibe
edildi. Biotinle isaretli anti-mouse, rat, rabbit polivalent sekonder antiserumla
(Novacastra, Katolog no: RE7103, USA) 15 dk streptavidin-peroksidaz enzimi ile 15 dk
tutulduktan sonra renk reaksiyonu i¢in AEC kromojeni ile 15 dakika siireyle boyandi.
Karsit boyama i¢in, kesitler Mayer’s hematoksilen ile 1 dk muamele edildi ve su bazli

yapistirict ile kapatildi ve 151k mikroskobunda reaksiyonlar degerlendirildi.

2.8.Histopatolojik semikantitatif skorlama ve histomorfometrik incelemeler

Hazirlanan kesitler, 151k mikroskobunda (Leica DFC450C) incelendi ve semikantitatif
histopatolojik skorlamalar yapildi. Leica Qwin analiz yazilimiyla mikrofotograflari
cekildi ve histomorfometrik analizleri yapildi. Hematoksilen-eozin boyamalarda goézlenen
histopatolojik bulgular; enflamatuvar hiicre infiltrasyonu yoniinden degerlendirildi ve
asagidaki sekilde semikantitatif olarak skorlandi. 20x objektif alaninda; enflamatuvar

hiicre infiltrasyonu; 0= yok, 1= 1-5 arasi, 2=6-10 arasi, 3=10 ve daha fazla.

Immiinoperoksidaz test sonrasi her bir dokuda olusan reaksiyon, Leica DFC450C
atagmanli Olympus BX51 1g1k mikroskop altinda goriintiilendi ve Leica Qwin analiz
yazilimiyla mikrofotograflar ¢ekilerek % alan boyanma analizleri ile degerlendirildi ve

her bir belirteg ekspresyonu kantitatif rakamsal degerlere doniistiiriildii.
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Olympus DP70 dijital kamera ve Olympus DS2-DPW histomorfometrik analiz
programi kullanilarak; mine sement sinir1 ve alveoler kemik kreti aras1 mesafe olgiilerek

alveoler kemik kayb1 kantitatif olarak kaydedildi.

2.9.Istatistiksel Analizler

Calismamizda ol¢timii aliman SOD, GP, MDA, RANKL, OPG, RANKL/OPG, NF-«B,
MSS-AKT siirekli degiskenlerinin normal dagilima uygunlugu Sahapiro Wilks testi ve
grafikler incelenerek degerlendirildi. Normal dagilima uyan MDA ve RANKL/OPG
degiskenleri i¢in ortalama+standart sapma (ort+ss), normal dagilima uymayan SOD, GP,
RANKL, OPG, NF-kB degiskenleri i¢in ise medyan (minimum-maksimum) [medyan
(min;maks)] degerleri tamimlayic1 olarak verildi. Arastrmada yer alan grup ve

enflamatuvar hiicre infiltrasyonu gibi kategorik degiskenler i¢in ise tanimlayici olarak say1

(ylizde) [n(%)] verildi.

Olgiimii alinan degiskenlerin gruplar arasindaki karsilastirmalari normallik ve
varyans homojenliginin saglandigi MSS-AKT degiskeni icin ANOVA testi ile
degerlendirildi ve farkin belirlendigi durumda farkli grubu belirlemek i¢in Bonferroni
diizeltmeli bagimsiz 6rneklem t testi ile uygulandi. Normal dagilima uymayan SOD, GP,
RANKL, OPG, NF-kB degiskenlerinin gruplardaki farkliligini belirlemek i¢in Kruskal
Wallis testi ve farkliligin belirlendigi yerde farkin hangi gruptan kaynaklandigini
belirlemek i¢in Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildi. Normal dagilim
sartin1 saglayan fakat varyans homojenligini saglamayan SOD ve MDA degerleri i¢in
gruplar arasi kargilastirma ANOVA testinin diizeltilmis hali olan Welch-ANOVA testi

kullanilarak degerlendirildi ve farkin anlamli oldugu yerlerde gruplar arasi farkliligi
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belirlemek i¢in Games-howell ikili karsilagtirma sonuglar1 raporlandi (Liu 2015, Shingala
ve Rajyaguru 2015).

Istatistiksel anlamlilik seviyesi p<0.05 olarak kabul edildi.

Istatistiksel analizler, hesaplamalar ve sekiller icin IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM
Corp. Released 2013. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY':
IBM Corp.) programi kullanildi.

Calismaya katilacak denek sayisi icin, G¥Power paket programi kullanilarak, 0.05 tip
1 hata ve %90 {istli giice ulagabilmek amaciyla en az 30 denegin aragtirmaya alinmast;

olas1 kayiplarda giicii diistirmemek i¢in ise 35 denekle ¢alisilmasi uygun bulundu.
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Bu ¢alismaya 35 adet 250+25 g agirliginda erkek Albino Wistar sican ile baslandi ve 35
adet sigan ile ¢alisma sonlandi. Siganlarin 30 tanesine deneysel periodontitis olusturmak
amaciyla alt ¢ene sol 1. az1 dislerin servikaline subgingival olarak ligatiir baglandi.
Deneysel periodontitis baslamasindan sakrifikasyon zamanma kadar, 14 giin boyunca
ligatiirlerin disler etrafinda kaldig1 gozlendi. Siganlar dahil olduklar1 gruba uygun ve
agirhiklarina gore her giin ayni saatte oraj gavaj yoluyla beslendi. Baslangigtaki sigan
agirlik ortalamalar1 Tablo 3.1°de verildi. Genel anestezi uygulamasi, deneysel

periodontitisin olusturulmasi ve oral gavaj uygulamalar1 sirasinda ve sonrasinda herhangi

bir komplikasyon gelismedi.

3. BULGULAR

Tablo 3.1 Gruplardaki baslangi¢ agirlik ortalamalari (Q)

Agirhik
ortalamalan

Saghkh
Grup
247.4

Periodontitis
Grubu
246.8

Profilaksi
Grup
245.6

Terapotik
Grup
247.3

0.952
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3.1.Histopatolojik Bulgular

Incelenen doku 6rneklerinin mikroskobik goriintiileri Sekil 3.1-3.4°te verildi. Buna gére;

Saglikli grupta, sement, periodontal ligament ve alveoler kemik normal goriiniimde
olup, herhangi bir enflamatuvar reaksiyona ve kemik resorpsiyonuna rastlanmadi (Sekil
3.1).

Perodontitis grubunda incelenen tiim Orneklerde sement rezorpsiyonu olustugu
gbzlemlendi. Bununla birlikte, alveoler kemik sinirlarindaki osteoklastik aktiviteyle
karakterize olan osteolizis dikkati cekti. Ozellikle osteoklastik aktivitenin ve sement
rezorpsiyonunun fazla oldugu bélgelerde lenfosit ve nétrofilce zengin yogun enflamatuvar
hiicre infiltrasyonlarina rastlandi. Bunlarin yani sira, periodontal ligamentte genislemis,
hiperemik kan damarlarina ve yeni olusan geng kapillarlara rastland1 (Sekil 3.2).

Profilaksi grubunda, sement resorpsiyonuna rastlanmakla birlikte periodontitis
grubuna gore daha diisiik seviyede oldugu goriildii. Periodontal ligamentte periodontitis
grubuna benzer bigimde genislemis kan damarlarina rastlansa da vaskiilarizasyonun daha
az oldugu gozlendi. Yine bu grupta az sayida osteoklastik aktiviteye rastlanirken,
osteoklast ¢evrelerinde ve genislemis kapillarlarin etrafinda hafif enflamatuvar hiicre
infiltrasyonu dikkati ¢ekti. Yalnizca bir olguda, periodontal 16kosit infiltrasyonu orta
siddetten siddetliye dogru sekillenmekteydi. Bununla birlikte tiim Orneklerde yine
alveoler kemik ¢evresinde osteoblastik aktiviteye rastlandi (Sekil 3.3).

Terapdtik grupta ise periodontitis grubuna kiyasla ¢ok daha diistik vaskiilarizasyon ve
enflamatuvar hiicre infiltrasyonu gézlemlendi. Benzer sekilde alveoler kemik sinirinda
osteoklastik aktiviteye sadece iki olguda rastlanirken, osteoblastik aktiviteye profilaksi

grubuna gore daha fazla rastlandi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.1 Saglhkli grubun incelenen doku orneklerinin mikroskobik goriintiisii,
hematoksilen ve eozin boyama, 100x biiyiitme ile. Normal periodontal membran,
alveoler kemik ve sement yapisi.
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Sekil 3.2 Periodontitis grubunun incelenen doku 6rneklerinin mikroskobik goriintiisii,
hematoksilen ve eozin boyama, 100x biiyiitme ile. Periodonsiyumda yogun
vaskiilarizasyon (v) ve hiperemiyle birlikte alveoler kemik sinirinda osteoklastlar (ok)
ve orta siddette enflamatuvar hiicre infiltrasyonu (yildiz).
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Sekil 3.3 Profilaksi grubunun incelenen doku &rneklerinin mikroskobik goriintiisi,
hematoksilen ve eozin boyama, 100x biiyiitme ile. Periodontal ligamette hafif
vaskiilarizasyon (v) ve hafif enflamatuvar hiicre infiltrasyonu (asteriks), alveoler
kemikte osteklast (ok) ve osteoblastlar (ok basi).
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Sekil 3.4 Terapotik grubun incelenen doku Orneklerinin mikroskobik goriintiis,
hematoksilen ve eozin boyama, 100x bilyiitme ile. Alveoler kemik sinirda sekillenen
osteoblastlar (ok bast).

Enflamatuvar hiicre infiltrasyonu gruplar arasinda karsilastirildiginda sifir degerini alan
sicanlarmm %60.0°’1 (n=3) saglkli grupta, %11.1°1 (n=1) profilaksi grubunda, %11.1°1
(n=1) terapotik grupta yer alirken periodontitis grubunda bu degeri alan sigan yoktu (Tablo
3.2).
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Tablo 3.2 Enflamatuvar hiicre siddeti ve gruplardaki karsilagtirma sonuglari

Gruplar
Enflamatuvar hiicre | Sagukh  Periodontitis Profilaksi ~ Terapotik
infiltrasyou Grup Grubu Grubu Grup
0| 3(60.0) 0(0.0) 1(11.1) 1(11.1)
1| 2 (40.0) 2 (22.2) 7(77.8) 7(77.8)
2| 0(0.0) 5 (55.6) 1(1L.1) 1(1L.1)
3| 0(0.0) 2 (22.2) 0(0.0) 0(0.0)

3.2. Histomorfometrik Bulgular

Tim gruplara ait MSS-AKT arasindaki mesafe degerleri (um) Tablo 3.3’te gosterildi.
Buna gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu belirlendi
(F=36.586; p<0.001) (Tablo 3.3) (Sekil 3.5).

Farkliligin hangi gruptan kaynaklandigmi belirlemek igin yapilan post-hoc testi
sonucuna gére MSS-AKT arasindaki mesafe, saglikli grupta periodontitis, profilaksi ve
terapotik gruplarindan istatistiksel olarak anlamli az (tiim karsilastirmalar i¢in p<0.001);
periodontitis grubunda ise terapotik gruba gore istatistiksel olarak anlamli fazla bulundu

(p=0.001). Diger ikili karsilastirma sonuglar1 arasinda ise anlamli bir farklilik bulunmadi.
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Tablo 3.3 Gruplardaki MSS-AKT arasindaki mesafeleri igin karsilagtirma sonuglari

Saghkh Periodontitis Profilaksi Terapotik
Grup Grubu Grubu Grup
Ort+Ss Ort+Ss Ort+Ss Ort+Ss F p

MSSAKT 286141221 10178 +11.46' 87.23+17.4° 76.26+0.34% 36586  <0.001

F, ANOVA test istatistigi sonucudur. a, saglikli gruptan anlamli farklilik; b, periodontitis grubundan
anlamli farklilik.
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Sekil 3.5 Gruplardaki MSS-AKT arasi1 mesafe olgtimleri, a, saghkl: gruptan anlami: farklilik;
b, periodontitis grubundan anlamli farklilik.
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3.3.Immiinohistokimyasal Analizler

SOD, GP, MDA, RANKL, OPG ve NF-«kB spesifik antikorlar kullanilarak gergeklestirilen
immunoperoksidaz testlere ait sonuglarin fotograflar1 Sekil 3.6-3.11 de sunuldu.
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Sekil 3.6 Gruplardaki SOD boyanma goriintiileri, Anti-SOD antikoru AEC kromojen,
Hematoksilen kargit boyama. a) Saglikli grupta alveolar kemikte ve periodontal
ligamentte hafif immiinpozitif boyanma. Bar: 100um. b) Periodontitis grubunda alveolar
kemikte ve periodontal ligamentte hafif immiinpozitif boyanma. Bar: 140um. c)
Profilaksi grubunda alveolar kemikte ve periodontal ligamentte hafiften - orta dereceye
immiinpozitif boyanma. Bar: 80um. d) Terapétik grupta alveolar kemikte ve periodontal
ligamentte orta dereceden - yoguna immiinpozitif boyanma. Bar: 60um.
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Sekil 3.7 Gruplardaki GP boyanma goriintiileri, Anti-GP antikoru AEC kromojen,
Hematoksilen karsit boyama. a) Saglikli grupta alveolar kemikte ve periodontal
ligamentte hafiften - orta dereceye immiinpozitif boyanma. Bar: 80um. b) Periodontitis
grubunda alveolar kemikte ve periodontal ligamentte orta derecede immiinpozitif
boyanma. Bar: 60um. c) Profilaksi grubunda alveolar kemikte ve periodontal ligamentte
orta derecede immiinpozitif boyanma. Bar: 60um. d) Terapotik grupta alveolar kemikte
ve periodontal ligamentte orta dereceden - siddetliye immiinpozitif boyanma. Bar: 35um.
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Sekil 3.8 Gruplardaki MDA boyanma goriintiileri, Anti-MDA antikoru AEC kromojen,
Hematoksilen kargit boyama. a) Saglkli grupta alveolar kemikte ve periodontal
ligamentte hafif immiinpozitif boyanma. Bar: 100um. b) Periodontitis grubunda alveolar
kemikte ve periodontal ligamentte orta derecede immiinpozitif boyanma. Bar: 100um. c)
Profilaksi grubunda alveolar kemikte ve periodontal ligamentte orta derecede
imminpozitif boyanma. Bar: 60um. d) Terapdtik grupta alveolar kemikte ve periodontal
ligamentte orta derecede immiinpozitif boyanma. Bar: 60um.
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Sekil 3.9 Gruplardaki RANKL boyanma gorintiileri, Anti- RANKL antikoru AEC
kromojen, Hematoksilen karsit boyama. a) Saglikli grupta alveolar kemikte hafif
imminpozitif boyanma. Bar: 50um. b) Periodontitis grubunda alveolar kemikte yogun
immiinpozitif boyanma. Bar: 80um. c) Profilaksi grubunda alveolar kemikte orta derecede
imminpozitif boyanma. Bar: 40um. d) Terapotik grupta alveolar kemikte orta derecede
imminpozitif boyanma. Bar: 50um.
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Sekil 3.10 Gruplardaki OPG boyanma goriintiileri, Anti- OPG antikoru AEC kromojen,
Hematoksilen karsit boyama. a) Saglikli grupta alveolar kemikte hafif immiinpozitif
boyanma. Bar: 40um. b) Periodontitis grubunda alveolar kemikte hafif immiinpozitif
boyanma. Bar: 100um. c) Profilaksi grubunda alveolar kemikte orta dereceden -yoguna
immiinpozitif boyanma. Bar: 45um. d) Terapotik grupta alveolar kemikte yogun
imminpozitif boyanma. Bar: 80um.
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Sekil 3.11 Gruplardaki NF-kB boyanma goriintiileri, Anti- NF-xB antikoru AEC
kromojen, Hematoksilen karsit boyama. a) Saglikli grupta alveolar kemikte ve periodontal
ligamentte hafif immiinpozitif boyanma. Bar: 70um. b) Periodontitis grubunda alveolar
kemikte ve periodontal ligamentte yogun immiinpozitif boyanma. Bar: 80um. c)
Profilaksi grubunda alveolar kemikte ve periodontal ligamentte hafiften orta dereceye
immiinpozitif boyanma. Bar: 60um. d) Terapotik grupta alveolar kemikte ve periodontal
ligamentte hafiften orta dereceye immiinpozitif boyanma. Bar: 55um.
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3.3.1.S0OD, GP, MDA Seviyeleri

Calismadaki SOD, GP, MDA degerleri 4 grup i¢in karsilastirildiginda gruplardan elde
edilen tiim degerlerin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka sahip oldugu

goriildii (p<0.05) (Tablo 3.4).

Gruplarda Ol¢iimii alman parametrelerdeki farkin hangi gruptan kaynaklandigini
belirlemek i¢in yapilan post-hoc testi sonucuna gére SOD seviyesi, periodontitis grubunda
profilaksi ve terapotik gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu
(p=0.039; p=0.042, sirasiyla) (Tablo 3.5) (Sekil 3.12). Fakat periodontitis ve saglikli grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmedi (p=0.931) (Tablo 3.5) (Sekil
3.12).

GP seviyesinin, saglikli grupta proflaksi ve terapotik gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli diisiik oldugu goriildii (p=0.031; p=0.002, sirasiyla) (Tablo 3.5) (Sekil
3.13). Periodontitis grubu ile saglikli grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriilmedi (Tablo 3.5) (Sekil 3.13).

MDA seviyesinin, periodontitis grubunda saglikli gruba gore istatistiksel olarak
anlaml yiiksek (p=0.004); saglikli grupta ise profilaksi ve terapotik gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli diistik bulundu (p=0.012; p=0.017, siras1yla) (Tablo 3.5) (Sekil
3.14). Periodontitis grubu ile profilaksi ve terapotik gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark goriilmedi (Tablo 3.5) (Sekil 3.14).
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Tablo 3.4 Gruplardaki SOD, GP, MDA seviyeleri i¢in karsilastirma sonuglari

Saghkh Periodontitis  Profilaksi  Terapétik

Grup Grubu Grubu Grup

SOb 3.91 1.54 4.68P 4.44b
Medyan 9.695%& 0.021
(2.40;4.86) (0.88;4.69) (2.68;6.94) (2.83;7.92)

(min;maks)

GP 0.73 2.34 2.92° 3.4%
Medyan 15.611%  0.001
(0.42;2.64) (0.99;3.54) (2.40;5.77) (2.61;5.62)

(min;maks)
MDA
Ort+Ss 1.14+0.54° 2.09+0.56 4.35+1.70° 5.71+2.46* 15817 <0.001

F,”: Welch-ANOVA test istatistigi sonucudur. xz, &: Kruskal Wallis test istatistigi sonucudur. a,
saghikl gruptan anlamli farklilik; b, periodontitis grubundan anlamli farkllik.
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Sekil 3.12 Gruplardaki SOD seviyeleri, b, periodontitis grubundan anlaml farkiilik.
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Sekil 3.13 Gruplardaki GP seviyeleri, a, sagliki: gruptan anlami farkhilik.
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Gruplar

Sekil 3.14 Gruplardaki MDA seviyeleri, a, saglikli gruptan anlaml farklilik; b, periodontitis
grubundan anlami farklilik.
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Tablo 3.5 Gruplardaki SOD, GP, MDA seviyeleri igin post-hoc ikili karsilagtirma

sonuglari
SOD GP MDA
Periodontitis-Saglikh p=0.931 p=1.000 p=0.004
Periodontitis-Profilaksi p=0.039 p=0.522 p=1.000
Periodontitis-Terapotik p=0.042 p=0.063 p=1.000
Saglikh-Profilaksi p=1.000 p=0.031 p=0.012
Saghikh-Terapotik p=1.000 p=0.002 p=0.017
Profilaksi-Terapotik p=1.000 p=1.000 p=1.000

3.3.2. RANKL, OPG, RANKL/OPG oranm, NF-kB Seviyeleri

Calismadaki RANKL, OPG, RANKL/OPG orani, NF-xB degerleri 4 grup igin
karsilastirildiginda gruplardan elde edilen tiim degerlerin istatistiksel olarak anlamli bir

farka sahip oldugu goriildii (p<0.05) (Tablo 3.6).

RANKL seviyesinin, periodontitis grubunda saglikli ve terapdtik gruplarma gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu gozlendi (p<0.001; p<0.001, sirasiyla) (Tablo
3.7) (Sekil 3.15). Periodontitis grubu ile profilaksi grubu arasinda istatistiksel olarak fark
belirlenmedi (Tablo 3.7) (Sekil 3.15).
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OPG seviyesinin, periodontitis grubunda profilaksi ve terapotik gruplarmna gore
(p=0.002; p<0.001, sirasiyla); saglikli grupta ise terapotik gruba gore istatistiksel olarak
anlamli disiik oldugu gorildi (p=0.049) (Tablo 3.7) (Sekil 3.16). Periodontitis grubun
saglikli gruptan istatistiksel olarak anlamli bir farka sahip olmadig1 gézlendi (Tablo 3.7)
(Sekil 3.16).

RANKL/OPG oraninin, periodontitis grubunda saglikli, profilaktik ve terapotik
gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml yiiksek (p=0.005; p=0.006; p=0.005, sirasiyla);
profilaksi grubunda ise terapotik gruba gore istatistiksel olarak anlamli diistik oldugu

goriildii (p=0.011) (Tablo 3.7) (Sekil 3.17).

NF-xB seviyesinin, periodontitis grubunda saglikli, profilaksi ve terapétik gruplaria
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu goriildii (p<0.001 p=0.017 p=0.023,
sirasiyla) (Tablo 3.7) (Sekil 3.18).
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Tablo 3.6 Gruplardaki RANKL, OPG, RANKL/OPG, NF-kB i¢in 4 gruptaki
karsilastirma sonuglari

Saghkh Periodontitis Profilaksi ~ Terapotik

Grup Grubu Grubu Grup
Fy p

RANKL 1.48P 11.34 4.36 1.64° 24657%  <0.001
Medyan (0.82;2.55)  (7.36;14.59)  (1.96;7.11) (1.39; 3.40)

(min;maks)

OPG 2.32 0.93 5.24b 6.39% 23210%  <0.001
Medyan (1.64;3.40) (0.56;3.92)  (3.44;8.24) (3.11;13.86)

(min;maks)

RANKL/OPG (.66+0.31> 1243+6.44 (086+0.31> 038+0.24F 1235 <0001

Ort£Ss
NF-Kb 1.59b 6.08 3.30b 3.32b 23806°  <0,001
Medyan (1.16;2.11) (3.87;8.72) (2.46;4.02)  (2.89; 4.91)

(min;maks)

F,”: Welch-ANOVA test istatistigi sonucudur. xz, &: Kruskal Wallis test istatistigi sonucudur. ,
saghikl gruptan anlamli farklilik; b, periodontitis grubundan anlamh farkiik; c, profilaksi grubundan
anlaml farkliik.

79



£33

SN
o
o
o

o

etetay

bk R

FProfilaksi Grubu

EICM IS

104

-

=

TANVH

1

o
1}

Terapatik Grup

FPerindontitis Grubu

Saghkl Grup

Gruplar

Sekil 3.15 Gruplardaki RANKL seviyeleri. b, periodontitis grubundan anlaml farklilik.
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Sekil 3.16 Gruplardaki OPG seviyeleri. a, saglikl: gruptan anlaml: farkhihik; b, periodontitis

grubundan anlamli farklilik.
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Sekil 3.17 Gruplardaki RANKL/OPG oranlart. b, periodontitis grubundan anlaml: farklilik;
¢, profilaksi grubundan anlamli farklilik.
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Sekil 3.18 Gruplardaki NF-kB seviyeleri. b, periodontitis grubundan anlaml farkiiik.
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Tablo 3.7 Gruplardaki RANKL, OPG, RANKL/OPG, NF-«B seviyeleri igin
post-hoc ikili kargilastirma sonuglari

RANKL OPG RANKL/OPG NF-xB
Periodontitis-Saglikh p<0.001 p=1.000 p=0.005 p<0.001
Periodontitis-Profilaksi p=0.210 p=0.002 p=0.006 p=0.017
Periodontitis-Teropatik p<0.001  p<0.001 p=0.005 p=0.023
Saghkh-Profilaksi p=0.092 p=0.203 p=0.675 p=0.172
Saghkh-Teropatik p=1.000 p=0.049 p=0.360 p=0.138
Profilaksi-Teropatik p=0.222 p=1.000 p=0.011 p=1.000
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4. TARTISMA

Periodontitis, subgingival biyofilmdeki patojenik mikrobiyotadan kaynaklanan kronik
enflamatuvar bir hastaliktir. Bakteriyel atak, sitokin, PG ve ROT’ta artisa neden olan
enflamatuvar bir reaksiyona neden olmaktadir. Dokudaki kronik enflamasyon derin
dokulara ilerlemekte ve bag dokusu ve alveoler kemigin yikimina neden olmaktadir. Bu
kronik enflamasyon ayrica periodontal cep olusumuna ve sonugta dis kaybina neden
olmaktadir. Bununla birlikte, bu hastalikta gézlenen altta yatan doku hasarinin, konagin
subgingival patojenlere asir1 immiin yanit sonucu oldugu bilinmektedir (Socransky ve
Haffajee 2002, Marsh 2003, Bascones-Martinez ve Figuero-Ruiz 2004, Shingala ve
Rajyaguru 2015).

Bakteriyel patojenler tarafindan uyarildiginda konak hiicreler, immiin yanitin bir
pargasi olarak IL-lo ve IL-1p, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi proenflamatuvar sitokinler, MMP
gibi enzimler ve PGE: gibi PG’leri salgilamaktadir (Lamont ve Jenkinson 1998, Van Dyke
ve Serhan 2003). Bu sitokinler, PMNL'yi enfeksiyon bolgesine toplamaktadir (Lamont ve
Jenkinson 1998). PMNL, periodontal hastaligin etiyolojisinde biiyiik rol oynamakta ve
oral bakteriyel enfeksiyona karsi baskin konak immiin yanit1 olusturmaktadir. Bakteriyel
antijenlerin uyarilmasi ile, IL-8 gibi sitokinler, PMNL'yi adezyon molekiillerini eksprese
etmeye ve dolasimdan enfeksiyon bolgesine dogru hareket ettirmeye tesvik etmektedir
(Gainet ve ark. 1998). Burada, PMNL, NADPH oksidaz tarafindan katalize edilen, elastaz
gibi proteolitik enzimlerin yani swra oksidatif patlama yoluyla O: iiretmektedirler.
Periodontitisli  bireyler, PMNL’de artmis sayi, adezyon ve oksidatif aktivite
gostermektedir (Asman 1988). PMNL’den salinan siiperoksit gibi ROT, fagozomal
aktivite ile hiicre dis1 gevreye salmmakta ve salinan ROT hedefe 6zgii olmadig: igin,
konak dokuya da zarar vermektedir (Guarnieri ve ark. 1991, Sculley ve Langley-Evans
2002).
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Kemik, osteoblastik ve osteoklastik aktivite arasinda dengede bulunan, siirekli
yenilenen bir organdir (Boyle ve ark. 2003). Bu denge, remodeling, hormonlar,
sitokinler/kemokinler ve dis biyomekanik uyaranlar gibi molekiillerle diizenlenen siirecler
biitiiniidiir (Zhang ve ark. 2015, Liu ve ark. 2019). Kemik yikimindan sorumlu
osteoklastlarin aktivasyonu, RANK, RANKL ve OPG tarafindan diizenlenmektedir
(Teitelbaum ve Ross 2003).

RANK, osteoklast fenotipini olusturmak igin osteoklast progenitor hiicrelerinden
eksprese edilen, osteoklastlarin ve osteoklast Onciillerinin hiicre yiizeyleri lizerindeki

reseptoriidiir (Teitelbaum ve Ross 2003, Cochran 2008, Hienz ve ark. 2015).

NF-xB, osteoklast olusumu ve aktivasyonu i¢in gerekli olan ve RANK
sinyallemesinde yer alan Onemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Periodontal hastalik
durumunda, bakteriyel LPS, TNF-o, IL-1, MMP’ler gibi pek ¢ok proenflamatuvar
molekiil varhiginda NF-kB yolunun aktivasyonu meydana gelmektedir (Trackman ve
Kantarci 2015).

RANKL, TNF ligand iist familyasina ait membran bagli bir proteindir. Osteoklast
farklilasmasmin ve kemik rezorpsiyonunun uyarilmasindan sorumludur (Belibasakis ve
Bostanci 2012). RANKL, RANK ve OPG etkilesimleri osteoklastogenez ve alveoler
kemik rezorpsiyonunun koordine edilmesinde 6nemlidir (Suda ve ark. 1999). RANKL
osteoblastlar/stromal hiicreler, fibroblastlar, B ve T hiicreleri tarafindan eksprese
edilmektedir (Lacey ve ark. 1998, Yasuda ve ark. 1998, Horwood ve ark. 1999, Quinn ve
ark. 2000). Preosteoklast ve osteoklastlarin yiizeyinde bulunan RANK'a dogrudan
baglanan RANKL, hem osteoklast progenitorlerinin farklilasmasini hem de olgun

osteoklastlarin aktivasyonunu uyarmaktadir (Lacey ve ark. 1998).

OPG, RANKL'n RANK'a baglanmasini bloke ederek tuzak reseptorii gérevi goren
ve bdylece osteoklastogenezi dnleyen ¢oziinebilir TNF reseptorii benzeri bir molekiildiir.
OPG, osteoblast, fibroblast, epitel hiicreleri ve insan periodontal ligament hiicreleri
tarafindan eksprese edilmektedir (Boyce ve Xing 2007). RANKL ve OPG'nin gesitli hiicre

tipleri tarafindan iiretilmesi, hormonlar, enflamatuvar belirtecler ve bakteriyel iiriinler
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dahil olmak tizere sistemik ve lokal uyaranlarla kontrol edilmektedir (Lerner 2006, Liu ve
ark. 2010). Enflamatuvar yanitin bir pargasi olarak, IL-1f, IL-6, IL-11, 1L-17 ve TNF-a
gibi proenflamatuvar sitokinler RANKL ekspresyonunu artirarak osteoklastogenezi
indiikleyebilmekte ve osteoblast/stromal hiicrelerde OPG iiretimini azaltmaktadir. Aksine,
IL-13 ve IFN-y gibi antienflamatuvar belirtegler, RANKL ekspresyonunu azaltmakta ve
osteoklastogenezi inhibe etmek icin OPG ekspresyonunu artirmaktadir (Nakashima ve
ark. 2000). RANKL ekspresyonunu ve kemik rezorpsiyonunu stimiile eden sitokinlerin
birgogu, COX-2 ve PG gibi molekiillerin ekspresyonunu da arttirmaktadir (Lerner 2006).
PGE: ayrica osteoblast ve osteoklast progenitér hiicreleri igin etkili bir RANKL
ekspresyon uyaricisidir (Li ve ark. 2002, Ono ve ark. 2005). Yiiksek konsantrasyonlarda,
PGE: stromal hiicre/osteoblastlarda RANKL ekspresyonu ve sonunda kemik

rezorpsiyonunda artisa neden olmaktadir (Buduneli ve Kinane 2011).

RANKL/OPG orani, kemik remodelingi sirasinda meydana gelen normal kemik
rezorpsiyonunun ve depozisyonunun regiilasyonunun gostergesidir (Cochran 2008,
Leibbrandt ve Penninger 2008). Periodontitiste meydana gelen kemik doku yikimu,
RANKL/OPG seviyeleri arasindaki denge ile diizenlenmekte ve yikim durumunda bu
oran artmaktadir (Vernal ve ark. 2004, Jin ve ark. 2007, Silva ve ark. 2008, Bartold ve
ark. 2010).

Periodontal hastaligin gelisiminde rol oynayan bir diger 6nemli faktor oksidatif
strestir. Oksidatif stres, oksijenin normal metabolizmasinin bir yan iriinii olarak olusan
ROT ve antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki esitsizlik olarak
tamimlanmaktadir (Chapple 1997, Battino ve ark. 1999, Chapple ve Matthews 2007, Valko
ve ark. 2007, Boesing ve ark. 2009, Sardi 2013, Wang ve ark. 2017). ROT, fazla miktarda
tiretildiginde dokuda yikici etkilere neden olmaktadir (D'Aiuto ve ark. 2010). ROT un
doku hasar1; protein hasari, DNA hasari, LPO, 6nemli enzimlerin oksidasyonu ve monosit
ve makrofajlar tarafindan proenflamatuvar sitokinlerin salmiminm stimulasyonu gibi
mekanizmalar1 igermektedir (Chapple 1997, Chapple ve Matthews 2007, Bartold ve ark.
2010).
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LPO, serbest radikallerin en 6nemli reaksiyonlarindan biri olmakla birlikte; LPO’nun
ateroskleroz, diyabetin ge¢ donem komplikasyonlari, Romatoid artrit ve periodontitis gibi
durumlarda 6nemli rolleri bulunmaktadir (Velazquez ve ark. 1991, Chapple 1997, Macnee
ve Rahman 1999, Halliwell 2000, Tsai ve ark. 2005, Akalin ve ark. 2007, Wei ve ark.
2010, Bastos ve ark. 2012). Hidroksil ve peroksinitrit radikalleri, LPO’nun
aktiflestirilmesinde etkilidir (Halliwell 1991). Hidroksil veya peroksinit radikali, lipid
zarindaki PUFA yan zincirine saldirip ¢apraz baglar olusturarak hiicre membran yapisini
ve fonksiyonunu bozmakta ve hiicre yikimma neden olmaktadir (Chapple ve Matthews
2007). MDA, ugucu formda diisiik molekiil agirlikli ve LPO’nun sonug yikim iiriinii olan
bir aldehittir. Oksidatif stres esnasinda PG biyosentezinin iiriinii olarak veya bazi
molekiillerin yikilmasi ile olusmaktadir (Durak ve ark. 2002). ROT’a bagli doku yikimi,
LPO’nun gostergesi olan MDA ile 6l¢iilmektedir (Roberts ve Morrow 2002, Tsai ve ark.
2005, Halliwell 2007).

Antioksidanlar, diisilk konsantrasyonlarda bulunduklar1 zaman oksitlenebilir bir
substrat ile karsilastirildiginda, bu substratin oksidasyonunu 6nemli dlgiide geciktiren
veya engelleyen maddeler olarak tanimlanmaktadir ve oksidatif strese bagl olarak
meydana gelebilecek serbest radikal olusumunu nétralize etmektedir (Halliwell 2006,
Dahiya ve ark. 2013). Hiicreleri serbest oksijen radikallerinin neden oldugu oksidatif
hasardan koruyan en 6nemli antioksidanlar, GP, SOD ve KAT ’tir (Chapple 1996).

SOD, vyiiksek reaktif olan siiperoksit anyonunun, oksijene ve daha az reaktif olan
hidrojen peroksite ayrismasini katalize eden antioksidan enzimdir. Bu olusan hidrojen
peroksit ise, GP veya KAT reaksiyonlari ile detoksifiye edilmektedir (Fridovich 1995,
Sandalio ve ark. 1997, Teixeira ve ark. 1998).

GP, hidrojen peroksit, steroid ve lipid hidroperoksitler i¢in etkili bir antioksidan
enzim olup, eritrosit ve 16kosit gibi hiicreleri oksidatif hasara kars1 koruyucu olarak gérev
almaktadir (Patel ve ark. 2012). GP, glutatyon Kkullanarak hidroperoksitlerin
indirgenmesini katalize etmekte, boylece hiicreleri oksidatif hasara karsi korumaktadir.

Glutatyon metabolizmas1 en temel antioksidan savunma mekanizmalarmdan birini
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olusturmaktadir (Esterbauer ve ark. 1992, Rikans ve Hornbrook 1997, Grazioli ve ark.
1998, Sigalov ve Stern 1998).

KAT, hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek su ve molekiiler oksijen olusturmakta

ve hiicreleri hidrojen peroksitten korumaktadir (Speranza ve ark. 1993).

Periodontal hastalikta bakteriyel hiicre bilesenleri ve enflamatuvar sitokinler
PMNL’leri aktive etmekte ve PMNL’ler ROT iiretimiyle birlikte oksidatif aktivite
gostermektedir (Asman, 1987). Aymi zamanda diseti bag dokusundaki fibroblast,
osteoklast, epitel hiicreleri ve notrofilller de ROT salinimini arttirmakta ve konak dokuda
hasara neden olmaktadir (Sculley ve Langley-Evans 2002, Chapple ve Matthews 2007,
Mathes ve ark. 2011, Dahiya ve ark. 2013). ROT aktivitesine bagli, proenflamatuvar
sitokinlerin aktivasyonu, LPO yoluyla PGE: iiretimi, NF-kB salimi gibi mekanizmalarla
da doku yikimmin gelistigi belirtilmistir (Chapple 2006). ROT'un osteoklast farklilagsmasi
icin hiicre i¢i bir sinyal araci olarak gorev yaptigi ve periodontal doku yikimim
indiikleyebildigi ve osteoklastik kemik rezorpsiyonu ile iligkili oldugu bildirilmistir (Lee
ve ark. 2005, Toker ve ark. 2009).

Periodontal hastaliklarin tedavisinde antienflamatuvar ve antioksidan ozellikleriyle
pek cok bitki kullanilmaktadir (Suhag ve ark. 2007, Bajaj ve Tandon 2011, Behal ve ark.
2011, Bhat ve ark. 2011, Ajmera ve ark. 2013, Khairnar ve ark. 2013, Cheng ve ark. 2014,
Kaur ve ark. 2014, Naiktari ve ark. 2014, Tamanai-Shacoori ve ark. 2014, Anitha ve ark.
2015, Dong ve ark. 2015, Hatipoglu ve ark. 2015, Bhattarai ve ark. 2016, Chopra ve ark.
2016, Elavarasu ve ark. 2016, Hrishi ve ark. 2016, Mahyari ve ark. 2016, Ramesh ve ark.
2016, Ashouri Moghaddam ve ark. 2017, Bhattarai ve ark. 2017, Elburki ve ark. 2017, de
Almeida ve ark. 2019, Hitomi ve ark. 2019). Bu bitkilerin arasinda ¢esitli hastaliklarin
onlenmesi ve tedavisinde kullanilan zencefil bitkisi bulunmaktadir (Shukla ve Singh 2007,
El-Sharaky ve ark. 2009, Nicoll ve Henein 2009, Mahluji ve ark. 2013, Mozaffari-
Khosravi ve ark. 2014, Marx ve ark. 2015, Rupasinghe ve Gunathilake 2015, Shidfar ve
ark. 2015, Mahyari ve ark. 2016). Zencefil yiiksek oranda kullanilan bir baharat olmakla

birlikte; antienflamatuvar, antioksidan, antibakteriyel, antiartritik, kardiyovaskiiler
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koruma, antianjiyogenik, antitrombotik, antikanser, hipolipidemik, antidiabetik,
antimigren, antiparazit, hepatoprotektif, diliretik ve hipokolesterolemik &zellikleri
nedeniyle diyabet, diyare, bulanti, rinit, romatizma, sinir sistemi rahatsizliklari, gingivitis,
dis agrisi, kardiyopati ve hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Ansari ve ark. 2006, Shukla ve Singh 2007, Park ve ark. 2008, Nicoll
ve Henein 2009, Butt ve Sultan 2011, Shanmugam ve ark. 2011, Mahluji ve ark. 2013,
Mashhadi ve ark. 2013, Mozaffari-Khosravi ve ark. 2014, Rahmani ve ark. 2014,
Ebrahimzadeh Attari ve ark. 2015, Imani ve ark. 2015, Marx ve ark. 2015, Rupasinghe ve
Gunathilake 2015, Shidfar ve ark. 2015, Arul ve ark. 2016, Choi ve ark. 2018, Ezzat ve
ark. 2018, Kruger ve ark. 2018, Li ve ark. 2018, Si ve ark. 2018, de Almeida ve ark. 2019).

Zencefil, shogaol, gingerol, paradol ve zingerone gibi cesitli biyolojik aktivitelere
sahip aktif bilesenleri icermektedir. Shogaol en aktif bilesenlerinden birini
olusturmaktadir (He ve ark. 1998, Rahmani ve ark. 2014). (6)-Shogaol’iin
kardiyovaskiiler hastalik, diyabet, kanser, sinir sistemi ve bobrek hastakliklar1 gibi ¢cesitli
durumlarda antienflamatuvar, antioksidan, hiicre invazyonunun inhibisyonu araciligiyla
antikanser, MMP-9’un ekspresyonunun rediiksiyonu, antiproliferasyon ve antiinvazyon
gibi etkileri gosterilmistir (Rahmani ve ark. 2014, Zhu ve ark. 2016, Wei ve ark. 2017, Al
Malki ve ark. 2018, Annamalai ve Suresh 2018, Choi ve ark. 2018, Xu ve ark. 2018, Al-
Malki ve Abdel-Raheem 2019). Calismalarda, antienflamatuvar etkinligini NF-xB
yolagimi ve TNF-a, IL-1, IL-6, COX-2 ve PGE: gibi molekiilleri inhibe ederek;
antioksidan etkinligi ise NF-kB ve Nrf-2 ekspresyonlarini modiile ederek ve NO ve iNOS
gibi molekiillerinin tiretimini inhibe ederek gosterdigi bildirilmistir (Pan ve ark. 2008, Zhu
ve ark. 2016, Han ve ark. 2017, Annamalai ve Suresh 2018, Wang ve ark. 2018, Xu ve
ark. 2018, Sapkota ve ark. 2019, Zhao ve ark. 2019).

Na ve ark. (2016a) tarafindan yapilan bir galigmada, (6)-shogaol’iin orta serebral arter
tikaniklig1 kaynakli beyin hasar1 modelinde oksidatif stres ve enflamasyon tizerindeki
etkileri degerlendirilmistir. (6)-shogaol, 5 ve 20 mg/kg dozlarda sistemik olarak verilmis,
20 mg/kg doz uygulamasinin ROT ve enflamatuvar sitokinleri azaltmada daha etkili

oldugu gosterilmistir. Ayrica, (6)-shogaol’iin sisteinil l6kotrien 1 reseptoriinii ve MAPK
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sinyal proteinlerini inhibe ettigi, dolayisiyla potansiyel bir farmakolojik mekanizma
sagladig1 ortaya konulmustur. Santral sinir sistemindeki enflamatuvar siiregler, mikroglial
aktivasyonun aracilik ettigi bazi nérodejeneratif hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir.
Ha ve ark. (2012) 5 ve 20 mg/kg dozda (6)-shogaol’iin BV-2'deki mikroglia aktivasyonu
ve primer mikroglial hiicre kiiltiirleri tizerindeki etkilerini aragtirmis ve 20 mg/kg dozda
uygulamanin LPS tarafindan indiiklenen NO salinimii ve iNOS ekspresyonunu 6nemli
Olgiide inhibe ederek antioksidatif etki; PGE., IL-1B ve TNF-a gibi proenflamatuvar
sitokinlerin ve COX-2, MAPK ve NF-«B gibi molekiillerin ekspresyonlarini inhibe ederek
ise antienflamatuvar etkisini bildirmislerdir. Arastiricilar, (6)-shogaol’iin, nérodejeneratif
hastaliklarin tedavisi i¢in etkili bir terapdtik ajan olarak kullanilabilecegini belirtmisledir.
Bu veriler g6z Oniinde bulundurularak, literatiirde antienflamatuvar ve antioksidan
etkinliginin saptandigi ideal doz bulunmadigindan mevcut ¢aligmalar arasinda ¢alismamiz
icin en uygun olacagi disiinilen 20 mg/kg/giin dozdaki (6)-shogaol, DMSO
soliisyonunda ¢oziildiikten sonra, profilaksi ve terapotik gruplarina 14 giin boyunca her

sicani agirligina uygun olacak sekilde ayarlanip oral gavaj yoluyla verildi.

Balci Yuce ve ark. (2014) 14 giin boyunca ligatiirle periodontitis olusturduklari
diabetik siganlara sistemik olarak borik asit uygulamiglardir. Alveoler kemik kayb1 ve
total antioksidan seviyeleri arastirilmigtir. 15. glinde sakrifiye edilen sicanlardan elde
edilen histopatolojik analizler sonucunda borik asitin alveoler kemik kaybmni
azaltabilecegini belirtmislerdir. Hamzah ve ark. (2014) yaptiklar1 c¢alismada ise,
sicanlarda 14 giin siireyle ligatiirle periodontitis modeli olusturup 14 giin boyunca da
sistemik olarak gelam bali ile desteklemisler ve sonug olarak, osteoklast aktivitesinde
azalma tespit etmislerdir. Buna gore, bu ¢alismada (6)-shogaol, profilaksi grubunda
deneysel periodontitisin indiiklendigi 14 giin boyunca es zamanli; terapdtik grupta ise

ligatiir ¢ikartildiktan sonra 14 giin boyunca sistemik olarak verildi.

Deneysel periodontitis olusturulurken ligatiirlerin yerlestirilmesi, plak akiimiilasyonu
ve mikroorganizmalarin kolonizasyonuna izin vermesi, mekanik travmaya neden olmasi
ve dogal plak olusumuna benzemesi gibi nedenlerle en sik kullanilan yontemdir (Di Paola

ve ark. 2005, Kantarci ve ark. 2015). Disi hayvanlarmm hormon dongiisii nedeniyle gen
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ekspresyonu ve genomdaki degisiklikler gibi fenotipler iizerinde gii¢lii etkileri olabilecegi
nedeniyle deneysel ¢alismalarda erkek hayvanlar daha sik kullanilmaktadir (Kubarek ve
ark. 2009, Schwarz ve ark. 2010, Nugent ve ark. 2011). Kuhr ve ark. (2004) siganlarin {ist
2. az1 dislerinin etrafina ligatiir baglayip; 1, 15, 30 ve 60. giinlerde sakrifiye etmislerdir.
Alman kemik doku 6rnekleri incelendiginde ilk glinden 15. giine kadar kemik rezorpsiyon
miktarinin en fazla oldugu; 30. ve 60. giinlerde ise kemikte hafif bir rezopsiyon artisi
varligini raporlamisglardir. Deneysel model olusturulurken, ¢alismamizda erkek Wistar
Albino si¢an kullanildi. Deneysel periodontitisin indiiklenmesi, literatiire uyumlu sekilde
alt sol 1. molar disler etrafina ligatiir baglayarak 14 giin siireyle gerceklestirildi (Kuhr ve
ark. 2004, Endo ve ark. 2013, Balci Yuce ve ark. 2014, Hamzah ve ark. 2014, Tunali ve
ark. 2014).

Calismamizda, deneysel periodontitis modeli olusturulan sicanlarda sistemik olarak
(6)-shogaol uygulamasmin antienflamatuvar ve antioksidan etkilerinin degerlendirilmesi
amaclandi. Bu ¢alisma, dis hekimligi alaninda, (6)-shogaol uygulamasmnin periodontitis
olusturulan si¢anlarda periodontal kayip {iizerine profilaktik ve terapdtik etkisini

degerlendiren ilk arastirmadir.

Siganlarda periodontitis modeli olusturulan Hamzah ve ark. (2014)’in yaptiklari
caligmada, periodontitis indiiksiyonu siiresince si¢anlara sistemik olarak gelam bali
uygulanmis ve gelam balinin osteoklast aktivitesini azalttigi ancak histomorfometrik
Olgtimlerde goriilen alveoler kemik seviyesini azaltmada etkili olmadig:1 ve daha fazla

arastirmaya ihtiyag oldugu belirtilmistir.

Calismamizda, MSS-AKT aras1 mesafe 6l¢iim analizlerinde, periodontitis, profilaksi
ve terapotik gruplarmin saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli daha fazla MSS-
AKT arast mesafe goriildii (tiim karsilastirmalar i¢in p<0.001). MSS-AKT aras1 mesafe,
periodontitis grubunda terapétik gruptan istatistiksel olarak anlamli az bulundu (p>0.005).
Bu anlamli farkin tedavi grubunda olmasinin, (6)-shogaol’iin OPG iizerindeki olumlu
etkilerinden kaynaklandig1 sonucuna varilabilir. 14 giin periodontitis indiiklenmesi

ardindan, ligatiiriin ¢ikarilmasi ile mekanik travma ve plak tutulumu ortadan kaldirilmis
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olup, (6)-shogaol’iin sistemik takviyesi ile RANKL ekspresyonu inhibe edilmis ve OPG
ekspresyonu artmistir. Bu durum kemik formasyonundaki bu olumlu degisimi
aciklamaktadir. Aksine, periodontitis grubu ile profilaksi grubu karsilastirildiginda MSS-
AKT aras1 mesafe daha fazla bulundu ancak bulgularimiz istatistiksel olarak anlamli
degildi. Bunun sebebi olarak ise, ligatiiriin agiz i¢erisinde bulunmasi ve (6)-shogaol’iin
sistemik takviyesine ragmen enflamatuvar durumun halen devam etmesi seklinde

agiklanabilir.

Sezer ve ark. (2012)’min deneysel periodontitis modelindeki sistemik gingko
bloba’nin etkisini degerlendirdikleri ¢alismasinda, antienflamatuvar, antioksidan
ozellikleri bilinen gingko biloba tedavisi ile periodontitis varliginda alveoler kemik
seviyesindeki azalmanin anlamli olarak daha az oldugu ve semikantitaif skorlama ile
belirlenen enflamatuvar hiicre infiltrasyonunun azaldigi bildirilmistir. Takamori ve ark.
(2018) ise, topikal olarak glisirintinik asit (meyan kokii bileseni) uyguladiklar1 LPS ile
indiikledikleri sigan modellerinde atagman kaybinin, enflamatuvar hiicre infiltrasyonunu

daha az oldugunu ve dolayisiyla alveoler kemik yikiminin azaldigini raporlamislardir.

Enflamatuvar hiicre infiltrasyonu degerlendirildiginde, sadece periodontitis grubunda
‘0’ skorunu alan 6rnek bulunmadi. Yapilan semikantitatif skor ortalamalarinda en yiiksek
ortalama periodontitis grubunda goriildii. En diisiik ortalama deger ise saglikli grupta
gozlendi. Bulgularimiz literatiirle uyumludur (Toker ve ark. 2008, Sezer ve ark. 2013,
Saglam ve ar. 2014, Takamori ve ark. 2018).

Immiinohistokimya, tip biliminin hem klinik hem de deneysel bdliimlerinde iyi
bilinen, yaygin olarak kabul edilen bir yontemdir. Histolojik kesitlerde belirtegler i¢in
boyanma alanina veya yogunluguna bakilmaktadir. Boyanma alani, kesitlerdeki belirli bir
alan igindeki ekspresyon yapan hiicre sayisin1 gostermektedir. Boyanma yogunlugu ise
kesitlerdeki hiicrelerin ekspresyon derecesini bildirmektedir. Boyanma alani 6l¢iimii,
bilgisayar yazilimi kullanilarak; boyanan hiicreleri tek tek segerek sayisal degerleri
kaydetmesi ile ger¢eklesmektedir. Boyanma alani daha kolay bir teknik olmasi1 dolaysiyla
daha yaygin sekilde kullanilmaktadir (Fedchenko ve Reifenrath 2014). Calismamizda
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antienflamatuvar ve antioksidan durumlarin gostergesi olarak degerlendirdigimiz

belirteglerin analizi boyanma alanlari ile degerlendirildi.

Mabhyari ve ark. (2016)’nin ¢alismasinda gingivitisli hastalarda biberiye, aynisefa ve
zencefil bitkilerinin 6zlerini ve klorheksidin igeren gargaranmn Kkarsilastirilmasi
amaglanmigtir. Calismanin bulgulari, biberiye, aynisefa ve zencefil bitkilerinin 6zlerini
iceren gargara kullanimi ile enflamasyon, kanama ve plak skorlarinin azaldigini ve
gingivitisin belirgin sekilde 1yilestirebilecegini gdstermektedir. Enflamasyondaki
azalmanin, biberiye, aynisefa ve zencefil bitkilerin 6zlerinin antienflamatuvar etkilerine
bagl olabilecegi belirtilmistir. Bitki 6zlerini iceren gargaranm, standart bir ilag olarak
klorheksidin gargaraya yanit vermeyen veya klorheksidin gargaraya duyarh olan bireyler
icin dogal ve giivenli bir alternatif olarak kullanilabilecegi ancak uzun vadeli
arastrmalarla klinik kanitlar gerekli oldugu raporlanmistir. Park ve ark. (2008)’nin
calisgmasinda zencefilin aktif bilesenlerinden olan gingeroliin etanol ve n-heksan
bilesenlerinin periodontitiste P. gingivalis ATCC 53978, Porphyromonas endodontalis
ATCC 35406 ve P. intermedia ATCC 25611 iizerindeki antibakteriyel etkileri
degerlendirilmistir. (10)-gingerol ve (12)-gingerol bilesenlerinin minimal inhibitor
konsantrasyon olan 6-30 pg/mL araliginda bu bakterilerin biiyiimesini inhibe ettigi ve
minimal bakterisidal konsantrasyon olan 4-20 pg/mL araliginda ise bakterileri 6ldiirdigi
bildirilmistir. Kanth ve ark. (2016) ¢ekilmis dislerden elde ettikleri ¢iiriik 6rneklerinde
mikroorganizmalar1 tespit etmis ve ¢esitli bitki 6zlerininin (zencefil, sarimsak, zencefil-
sarmmsak karigimi, zerdacal, nim bitkisi, ¢ay agaci yagi, tar¢in yagi, tar¢in yagi, okaliptiis
yag1 ve yesil cay) antibakteriyel etkinligini degerlendirmislerdir. Bulgular, en biiyilik
inhibisyon bolgesinin karanfil yagi (30mm) ve daha sonra zencefil-sarimsak karisiminda
(25mm) goriildiigiini, en kiigiik inhibisyon bdlgesinin ise okliptus yaginda goriildiigiini
gostermistir. Arabact ve ark. (2015) deneysel periodontitis modeli olusturduklari
calismalarinda antienflamatuvar oldugu bilinen melatonin ile tedavi edilen grupta
RANKL ve MPO seviyesinin ve osteoklast aktivitesinin anlamli derecede azaldigini
raporlamiglardir. Deneysel model olusturulan siganlara melatoninin sistemik olarak

verildigi bir bagka calismada ise, melatoninin proenflamatuvar sitokin iiretimini
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baskilayarak RANKL/OPG sinyalini etkili bir sekilde normalize ettigi gosterilmistir
(Renn ve ark. 2018). Endo ve ark. (2013)’min caligmasinda, ligatiirle olusturulan
periodontitis sigan modellerine profilaktik tedavi amaciyla topikal trehaloz uygulamasi
yapilmig ve trehaloz uygulamasmin RANKL indiikleyici yolagin inaktive edilmesi ile
osteoklast  farklilagmasini  baskilayabilecegi  belirtilmistir. ~ Antioksidan  ve
antienflamatuvar 6zelligi bilinen sumak ekstraktinin sistemik profilaktik olarak
uygulanmastyla, sicanlarda periodontal hastalikta sumagim, RANKL/OPG oranini ve
oksidatif stresi azaltarak alveoler kemik kaybini azaltabilecegi gosterilmistir (Saglam ve
ark. 2015). Li ve ark. (2016), antienflamatuvar, antioksidan, antitiimér gibi etkilere sahip
olan herbacetinin (ar1 siitii) LPS ile indiiklenen kemik yikiminda in vivo ve in vitro
etkilerini incelemislerdir. Herbacetinin, NF-kB'nin RANKL aracili aktivasyonunu bloke
ederek osteoklast olusumunu anlamli sekilde inhibe ettigi bildirilmistir. Xiao ve ark.
(2018)’nin siganlara kurkumin (zerdegal) uyguladiklar1 ¢aligmada, kurkuminin in vitro
olarak si¢an fibroblastlar1 iizerindeki LPS kaynakli enflamatuvar durumu ve in vivo olarak
ligatiirle olusturulan deneysel periodontitis modeli {izerindeki koruyucu etkisini
incelemislerdir. Kurkuminin, LPS tarafindan uyarilan sigan diseti fibroblastlarinda IL-13
ve TNF-a iiretimini ve OPG/sRANKL oranim azalttigi ve NF-kB aktivasyonu inhibe
ettigi; in vivo modelde ise diseti iltihabini, kollajen lif ve alveoler kemik kaybmi 6nemli
Olciide azalttig1 bildirilmistir.  Kurkuminin, sican periodontitis modelinde NF-xB
aktivasyonunu inhibe ederek ve LPS tarafindan indiiklenen OPG/sRANKL oranmi
azaltarak enflamatuvar aktiviteyi modiile ettigi belirtilmistir. De Araujo Junior ve ark.
(2013)’nin ¢alismasinda ise, antienflamatuvar ve antioksidan 6zellige sahip atorvastatinin
koruyucu amagla sistemik olarak verilmesi ile etkileri degerlendirilmis ve periodontitis
grubuna kiyasla tedavi grubunda MPO aktivitesinde ve MDA, IL-1B ve TNF-a
seviyelerinde anlamli azalma gozlenmistir. Ayrica, MMP-2, MMP-9, COX-2
ekspresyonlar1 ve RANKL/RANK oraninda azalma ve OPG ekspreyonunda artma tespit
edilmistir. Aratujo ve ark. (2013)’nin deneysel periodontitis modelindeki ¢alismasinda
koruyucu amagla verilen telmisartanin etkileri arastirilmigtir. Telmisartanin, MPO, MDA,
IL-1B ve TNF-a konsantrasyonlarini; MMP-2, MMP-9, RANK, RANKL ve COX-2

ekspresyonlarin1 azalttigi ve OPG ekspresyonunu arttirdigi raporlanmistir. Sigara
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dumanma maruz kalan siganlarda deneysel periodontitisin olusturuldugu Ribeiro ve ark.
(2017)’nin ¢aligmasinda ise, resveratrol uygulanmasmin periodontitis bolgelerinde 1L-4,
Th17/Th2 ve RANKL’in modiilasyonunu sagladigi gosterilmistir. Yoshinaga ve ark.
(2014)’mn yesil c¢ay ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda, LPS ile olusturduklar1 deneysel
periodontitis modelinde, yesil ¢ayin atagman kayb1, alveoler kemik seviyesi, enflamatuar
hiicre infiltrasyonu ve RANKL ekspresyonunu anlamli derecede azalttig1 bildirilmistir.
Paterniti ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismalarinda, Hypericum perforatum’un sitokinlerin
iretimini, NF-kB ve iNOS’un ekspresyonu gibi enflamasyonla iligkili belirte¢lerin
azalmasma yol actigini gostermislerdir. Plumbagin (déven otu) ile yapilan deneysel
periodontitis tizerindeki etkilerinin incelendigi calismada ise, TNF-a, IL-1p ve IL-6'nin
ekspresyonlarini azaltarak ve MAPK, NF-«kB ve JAK/STAT sinyal yollarini inhibe ederek
periodontal enflamasyonun ilerlemesini inhibe ettigi gosterilmistir (Zheng ve ark. 2017).

Calismamizda, RANKL seviyeleri, periodontitis grubunda saglikli ve terapotik
gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml yiiksek bulundu (p<0.001; p<0.001, sirasiyla).
Saglikli gruba gore olan bu artig literatiirle uyumludur (Jin ve ark. 2007, Belibasakis ve
Bostanci 2012, Chen ve ark. 2014, Li ve ark. 2016). Terapotik grupta ligatiiriin
¢ikarilmasimi takiben (6)-shogaol uygulanmasi ile RANKL seviyesi anlamli derece
azalmig, antienflamatuvar etki gozlenmistir. Diger yandan periodontitis grubu ile
profilaksi grubu kiyaslandiginda, profilaksi grubundaki RANKL seviyesi daha diistiktii
ancak bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bunun sebebi olarak profilaksi
grubunda periodontitis indiiklenmesinin aktif olarak devam etmesi ve enflamasyonun tam

¢Oziilememesi seklinde agiklanabilir.

Gruplar arasinda OPG seviyeleri degerlendirildiginde, saglikli grupta periodontitis
grubuna kiyasla daha yiiksek seviyede OPG tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p=1.000). Yapilan ¢alismalarda enflame dokularda OPG ve RANKL
ekspresyonlarim ikisinin de arttig1 gosterilmistir (Garlet ve ark. 2004, Jin ve ark. 2007).
Bu sebeple OPG seviyesi saglikli grup ve periodontitis grubu arasinda anlamli
bulunmamis olabilir. OPG seviyesi, profilaksi grubunda periodontitis grubuna gore;

terapotik grupta periodontitis grubuna gore ve terapotik grupta saglikli gruba gore
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istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0.002; p<0.001; p=0.049, sirasiyla).

Bulgularimiz (6)-shogaol’iin antienflamatuvar etkilerini desteklemektedir.

RANKL/OPG orani, periodontitis grubunda saglikli, profilaksi ve terapotik
gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0.005; p=0.006;
p=0.005, sirasiyla) Ayrica profilaksi ve terapotik gruplart kiyaslandiginda, profilaksi
grubunda RANKL/OPG orani istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0.011). (6)-
Shogaol’in  antienflamatuvar etkisi disiintldiigiinde, terapotik grupta ligatiir
cikartildiktan sonra RANKL/OPG oraninin diismesi beklenilen bir sonuctur. Ligatiiriin
¢ikarilmasi ile mekanik travma ve plak tutulumu ortadan kaldirilmis olup enflamasyonun,
RANKL ekspresyonunu inhibisyonu ve OPG ekspresyonunun artmasi seklinde
aciklanabilir. Bulgularimiz diger yapilan bitki ¢alismalariyla uyumludur (Saglam ve ark.
2014, Xiao ve ark. 2018)

NF-kB seviyesi, periodontitis grubunda, saglikli, profilaksi ve terapotik gruplarma
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0.001; p=0.017; p=0.023, sirasiyla).
Bu bulgular (6)-shogaol’iin antienflamatuvar etkisini desteklemektedir. Calismamizda,
NF-kB seviyesinin, RANKL/OPG oraniyla paralel oldugu goriilmiistiir ve literatiirle
uyumludur (Paterniti ve ark. 2010, Xiao ve ark. 2018).

Ozdem ve ark. (2017) deneysel periodontitis modelinde yaptiklar1 ¢alismada,
melatoninin intraperitoneal uygulanmasi ile kalp dokusunda MDA seviyesinde azalma ve
GP seviyesinde artma tespit edilmistir. Lima ve ark. (2017) ligatiirle periodontitis
indiiklenen siganlarda Calendula officinalis’in antioksidan ve antienflamatuvar etkilerini
incelemis ve periodontitisin, SOD, KAT ve glutatyonu diislirdiigiini ve MDA’y1
arttirdigim1 ancak Calendula officinalis takviyesinin bu bulgular1 tersine ¢evirdigini
belirtmislerdir. Teixeira ve ark. (2017)’nin deneysel model {izerinde yaptiklar1 calismada,
Stemodia maritima L.’nin profilaktik olarak sistemik uygulanmasi ile tedavi grubunda
periodontitis gruba kiyasla SOD, KAT seviyelerinin arttigi; TNF-a, IL-1B, RANK ve
iNOS mRNA ekspresyonlarmin azaldig:r bildirilmistir. Yagan ve ark. (2014)’nmn

calismasinda, deneysel periodontitis olusturulmus siganlara oral doksisiklin verilmis ve
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serum oksidatif durum, gingival antioksidan enzim seviyeleri ve kemik kaybi1
degerlendirilmistir. Doksisiklinin, gingival dokudaki MDA ve antioksidan enzimlerin
seviyelerini belirgin sekilde; total oksidan durumu ve oksidatif stres indeks seviyelerini
anlamli derecede diisiirdiigii ve total antioksidan durumu arttirdigi bildirilmistir. Deneysel
periodontitis olugturulan Kocaman ve ark. (2019)’1n ¢alismasinda, antioksidan etkinligi
bilinen safranin tedavi edici 6zelligi arastirilmis ve deneysel periodontitis olusturulan
grupta, saglikli kontrol grubuna gére MDA ve total oksidan durum seviyeleri ve SOD ve
KAT aktiviteleri anlamli olarak artis gostermistir. Safran tedavisi ile SOD, KAT enzim
seviyelerinin ve total antioksidan durumun artti§i ve MDA ve total oksidan durum
seviyelerinin de azaldigi gosterilmistir. Araujo ve ark. (2019)’n ligatiirle periodontitis
modeli olusturduklar1 calismasinda, gliklazidin uygulamasmin oksidatif stres,
enflamasyon ve kemik kaybi lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Siganlarda 1 mg/kg
dozda gliklazidin kullaniminin, LPO iiriinlerinin olusumunu, IL-1, TNF-a ve RANKL
seviyelerini azalttig1 belirtilmistir. Deneysel periodontitis modelinde yapilan bir bagka
calismada, metformin ile tedavinin RANK, RANKL, katepsin, COX-2, MMP-9 ve SOD-
1 seviyelerinde azalmaya sebep oldugu ve OPG ve GP seviyelerinde artis gozlendigi
bildirilmistir. Ayrica AMPK ekspresyonunda artma ve NF-xB (p65) ve HMGB1
ekspresyonunda azalma oldugu gosterilmistir (Araujo ve ark. 2017). Deneysel
periodontitis modelinde, antioksidan ve antienflamatuvar 6zellikleri bilinen resveratroliin
etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada, resveratroliin, enflamasyonla ilgili proteinlerin
uretimini, osteoklastlarin olusumunu ve dolasimdaki ROT {iretimini azaltarak,
enflamatuvar yaniti inhibe ederek ve antioksidan savunma sistemlerini uyararak
periodontitise bagli doku hasarindan korudugu belirtilmistir (Bhattarai ve ark. 2016). Ayn1
arastirmacilarin 2017 yilinda sicanlarda periodontitis modelinde yaptiklar1 calismasinda
ise, genisteinin otofaji indiiksiyonunu diizenleyerek ve osteoklast aktivasyonunu,
enflamasyon belirte¢lerinin {iretimini ve mitokondriyal oksidatif hasar1 inhibe ederek
enflamatuvar periodontal hasara karst korudugu gosterilmistir. Ayrica genistein
tedavisinin, hiicrelerde RANKL ile uyarilan tartrata direngli asit fosfataz aktivasyonunda
konsantrasyona bagli bir inhibisyon bildirmiglerdir (Bhattarai ve ark. 2017). Maruyama

ve ark. (2011)’nin yesil ¢ayin etkilerini degerlendirdikleri ¢galismasinda, heksanoil lisin
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(LPO belirteci), nitrotirosin (ROT’un protein hasari belirteci) ve TNF-o ekspresyon
seviyeleri ve NF-kB pozitif gingival hiicre sayisini azalttigini raporlanmistir. Hatipoglu
ve ark. (2015), deneysel periodontitis olusturduklar: siganlarda hawthorn (ali¢) (Crataeus
orientalis M Bieber.) 6ziiniin antioksidan ve antenflamatuvar etkilerini incelemislerdir.
Alig 0zii, sistemik olarak kullanildiginda siganlarda periodontal hastalikta total
antioksidan durum, total oksidan durum ve oksidatif stres indeksi seviyelerini
diizenleyerek periodontal enflamasyon ve alveoler kemik kaybi tizerinde inhibe edici etki
gosterdigi bildirilmistir. Ku ve ark. (2011), ligatiirle olusturulmus deneysel periodontitis
modelinde kalsiyum glukonatin alveoler kemik kaybi {izerindeki etkilerini
incelemislerdir. Ligatiirlerin yerlestirilmesi, viicut agirhiginm azalmasina, alveoler kemik
kaybmin, MPO, IL-1B, TNF-a ve MDA konsantrasyonlariin yani sira iNOS aktivitesinin
artmasina, gingival dokuda artmis enflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve kollajen lif
iceriginin azalmasma neden olmustur. Histopatolojik olarak, alveoler kemik hacminde
azalma, osteoklast hiicre say1 ve aktivitesinde artis ve alveoler kemik yiizeyinde yiiksek
oranda osteklast oldugu ortaya koyulmustur. Bu bulgular, 250 ve 125 mg /kg kalsiyum
glukonat ile 10 giinliik oral tedavi ile 6nemli 6l¢lide ve doza bagli olarak inhibe edilmistir.
Sonuglar, kalsiyum glukonat ile 10 giinliik oral tedavinin, ligatiir ile indiiklenen
periodontitisi ve buna bagli alveoler kemik kaybini antioksidan etkinligi ile inhibe ettigini
gostermektedir. Deneysel model olusturulmus baska bir ¢aligmada ise, kakao ile
zenginlestirilmis diyet uygulanan siganlarda, 4 hafta uygulama ile ROT’un DNA hasar
iriinii olan 8-OHAG seviyesinin diistiigii ve periodontal lezyonlarda glutatyon/okside
glutatyon oraninin arttigr gosterilmistir. Ayrica alveoler kemik kaybi ve PMNL
infiltrasyonu inhibe edilmistir. Kakao ile zenginlestirilmis diyetin, periodontitise bagl
oksidatif stresi azaltabilecegi ve periodontitisin ilerlemesini 6nleyebilecegi belirtilmistir
(Tomofuji ve ark. 2009).

Calismamizin sonuglarma gére, MDA seviyesi periodontitis grubunda saglikli gruba
kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p=0.004). SOD seviyesi, saglikli grupta
periodontitis grubu kiyaslandiginda yiiksek bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli

degildi. GP seviyesi, saglikli grupta periodontitis grubuna gore diisiik bulundu ancak bu
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fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Caligmalarda, oksidatif stres esnasinda, artan ROT
iretimine bagl olarak azalan, degismeyen veya artan antioksidan enzim seviyeleri
bildirilmistir (Chapple 1997, Ellis ve ark. 1998, Sobaniec ve Sobaniec-Lotowska 2000,
Brock ve ark. 2004, Akalin ve ark. 2005, Celec ve ark. 2005, Panjamurthy ve ark. 2005,
Tsai ve ark. 2005, Borges ve ark. 2007, Chapple ve Matthews 2007, Khalili ve Biloklytska
2008, Wei ve ark. 2010, Trivedi ve ark. 2014, Oktay ve ark. 2015). Sonuglarimiz literatiirle

uyumludur.

MDA seviyeleri, saglikli grupta, profilaksi grubu ve terapodtik gruplarma gore
istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p=0.012; p=0.017, sirasiyla). Profilaksi ve
terapotik gruplarda saglikli gruba gore yiiksek seviyede MDA igermesi siganlarda olusan
psikolojik stres nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Siganlara her giin ayn1 saatte oral
gavaj yapilmasi ve bu siire boyunca sabit hareketsiz birakilmasi ve muhtemelen gavaj
esnasinda bogazlarinin tahris olmasi gibi sebeplerle stres altinda bulunmalar1 ve
dolayisiyla oksidatif stresin artmasi seklinde agiklanabilir. Yapilan ¢alismalarda stresin,
oksidatif stresi arttirdigi gosterilmistir (Herron ve ark. 2018, Hwang ve ark. 2019,
Magnoni ve ark. 2019, Salehpour ve ark. 2019, Siddiqui ve ark. 2019, Zekas ve ark. 2019).
Periodontitis grubunda ise, profilaksi grubu ve terapotik gruba gore daha yiiksek MDA
seviyesi saptandi ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=1.000; p=1.000,

sirastyla). Bu farki anlamli olmamasi ayni sekilde psikolojik stresle ilgili olabilir.

Calismamizin sonuglarma gore SOD seviyesi, profilaksi ve terapotik gruplarinda
periodontitis grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yliksek bulundu (p=0.039; p=0.042,
sirastyla). Bu sonuclar antioksidan olarak verdigmiz (6)-shogaol’iin etkinligi ile
aciklanabilir (Ellis ve ark. 1998, Baltacioglu ve ark. 2006). GP seviyesi, profilaksi ve
terapotik gruplarinda saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu
(p=0.031; p=0.002, sirastyla). Periodontitis grubu, profilaksi ve terapdtik gruplariyla
karsilastirildiginda GP seviyeleri diisiik bulundu ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.
Periodontitis grubunda yiikselen ROT’a bagli olarak olusan antioksidan mekanizma

nedeniyle artan GP seviyesinin, profilaksi ve terapétik gruplariyla olan farkliligin anlamli
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olmamasmi agiklayabilir (Panjamurthy ve ark. 2005, Tsai ve ark. 2005, Borges ve ark.
2007, Wei ve ark. 2010, Patel ve ark. 2012).

Calismamizin limitasyonlart:

- Mevcut literatiir degerlendirildiginde, ¢calismamiz deneysel periodontitis modelinde (6)-
shogaol’in antienflamatuvar ve antioksidan etkilerinin degerlendirildigi ilk calisma

oldugu i¢in calismamizin sonuglarini karsilastirmamiz miimkiin olmadi.
- Alveoler kemik kaybi, histomorfometrik olarak sadece iki boyutlu olarak degerlendirildi.

- Hayvan modellerinden elde edilen sonuglarin insanlar i¢in yorumlanmasinda farkliliklar

olabilir.
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5. SONUC

Deneysel periodontitis modelinde sistemik olarak profilaktik ve terapotik sekilde
uygulanan  (6)-shogaol’in  etkilerinin  histopatolojik,  histomorfometrik  ve

immiinohistokimyasal incelendigi bu ¢alismada;

- Ligatiir uygulanarak deneysel periodontitis olusturulan gruplarda histomorfometrik

analizlerde alveoler kemik kaybinin saglikli gruba gore artmis oldugu gozlendi.

- Periodontitis grubunda RANKL/OPG oraninin, RANKL, NF-kB ve MDA seviyelerinin
saglikli gruba gore artmis oldugu goriildii. Bu bulgu kronik enflamatuvar bir hastalik olan

periodontitisin olagan seyri olarak degerlendirildi.

- Profilaksi ve terapotik gruplarinda SOD ve GP seviyelerinin anlamli artis1 (6)-

shogaol’iin antioksidan etkinligini desteklemektedir.

- Profilaksi ve terapotik gruplarinda MDA seviyelerinin yiiksek olmasi psikolojk strese
baglanabilir.

- Profilaksi ve terapdtik gruplarinda OPG seviyelerinin artisi, RANKL/OPG oranlar1 ve
NF-xB seviyelerinin azalmasi ise (6)-shogaol’in antienflamatuvar etkinligini

desteklemektedir.

(6)-Shogaol’iin farkli dozlarda kullanimi, minimal etkili dozun saptanmasi ve in vivo

modellerde arastirilmasi igin gelecek ¢alismalara ihtiyag vardir.
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Periodontitis, diseti dokusu, periodontal ligament ve disi destekleyen kemik dokunun; ile;
kaybiyla karakterize kronik enflamatuvar, son derece yaygin bir hastaliktir (Dommisch ve t(chsck
2012; Mailoa vd., 2015; Aral vd., 2015). Periodonsiyumun kronik enflamasyonu pek gok penodoq('a'l e _’ ;,
patojeni iceren kompleks subgingival biyofilm ile baslar (Dommisch ve Kebscull, 2012; Mailoa vd*

2015; Elburki vd.,2016; Assuma vd., 1998; Silva vd., 2008; Botelho vd., 2009; Calisir vd., 2016). Bu
biyofilm genelde P.gingivalis gibi oral kavitenin firsatg1 patojenleri olan gram (-) anaeroblk
kommensal mikrobiyatay: igermektedir (Abiko vd., 2010; Elburki vd.,2016). Periodontal patOJenl

yamt olarak, polimorfoniiklear hiicreler (PMN), siiperoksit gibi yikici reaktif oksijen tiirjerini,
proteinazlari ve konak dokuya zarar verebilecek diger faktorleri serbest blrakmakl@r (NisliKawa

N )
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. vd., 2012). Bu molekiiller, diseti dokusunda, periodontal ligamentte oksidatif hasari indiiklerler ve
kemikte rezorpsiyon meydana getirmektedirler (Nishikawa vd., 2012; Assuma vd., 1998; Silva vd.,
2008; Dong vd., 2015; Hatipoglu vd., 2015). Ayrica salgilanan bu molekiiller ile interlokin-1beta (IL-
1B), interlokin-6 (IL-6) ve tiimdr nekrozis faktor-alfa (TNF-a) gibi proenflamatuvar sitokinlerin
iiretimi de artar (Stadler vd.,2016; Bitto vd., 2013; Elburki vd.,2016; Assuma vd., 1998; Silva vd.,
2008; Dong vd., 2015; Nakajima vd., 2016; Aral vd., 2015; Hatipoglu vd., 2015; Calisir vd., 2016;
Kang vd., 2015). Bireyler periodontal enfeksiyonlarin tahrip edici etkilerine esit derecede duyarli
olmadig: igin, periodontitis sadece bakteriyel enfeksiyon ile iligkili degildir, ayn1 zamanda konagin
duyarhhg: ile de iligkilidir. Konak yanitindaki degiskenlik, periodontal hastaligin ilerlemesine katkida
bulunabilir veya hastahga karg1 belli seviyelerde koruyabilir (Oz ve Puleo, 2011). Bakteriler ve
virulans faktorleri, patojenik mikroorganizmalarin yok edilmesini ¢layan i »enfl

yanita neden olmaktadir. Konak yaniti, spesifik bakteriyel antijenlere karsi humoral (antikor) ya da
hiicresel reaksiyonlar seklinde gelismektedir. Konaga bagh doku yikiminda bakteriler ve iiriinleri

dokuda enflamatuvar cevabi indiikleyerek PMN migrasyonuna, fibroblastlarda farklilasmaya,
makrofajlarin aktivasyonu ile IL-1, TNF-a, prostaglandiler ve hidrolitik enzimler gibi firiinlerin
salinimina neden olarak sert ve yumusak doku yikimini gergeklestirmektedir (Assuma vd., 1998; Silva
vd., 2008).

Ozellikle kemik metabolizmas ile immun sistemin yakin iliskisi pek ok osteoi ite gal da
gosterilmigtir (Bartold vd., 2010; Taubman vd., 2007). Kemik yikimimi baglatan osteoklastlarin
aktivasyonu igin, niiklear faktor kappa B ligand reseptor aktivatorii (RANKL), niiklear faktor kappa B

(Nf-kB) reseptor aktivatorii (RANK) ve osteoprotegrin (OPG) tarafindan sinyal verilir. RANK,

osteoklast fenotipini olugturmak igin hiicrelerin ¢ogal ve farklil uyaran osteoklastlarn

ve osteoklast onciillerinin hiicre yiizeyleri iizerindeki bir reseptordir. RANK, RANKL’a
baglanmaktadir (Teitelbaum ve Ross, 2007). Aksine OPG, osteoklast ve birgok hiicre tarafindan
iiretilen ¢dziinebilir bir reseptdrdiir ve RANKL/RANK etkilesimini inhibe ederek RANKL’in
etkilerini modifiye etmektedir. Kemik kaybi artan RANKL/OPG oraninin bir sonucu olarak ortaya
¢ikmaktadir. RANKL/OPG orani; sadece RANK 'da bir artma veya sadece OPG’de bir azalma veya
hem RANK’da artma hem de OPG’de azalma nedeniyle arttifi bulunmustur. Bu oran, aktif
periodontal hastaligin bulundugu bblgede artmaktadir ve hastalik siddeti ile korelasyon gdstermektedir
(Vernal vd., 2004; Dutzan vd., 2009; Silva vd., 2008). Bununla birlikte, RANKL ve OPG diseti
dokusunda, diseti olugu sivisinda, tiikiiriikte ve serumda tespit edilebilmektedir. Periodontal hastalik
aktivitesi hakkinda giivenilir bilgi vermektedir (Buduneli ve Kinane, 2011; Belibasakis ve Bostanci, . .
2012; Bostanci vd., 2007; Lu vd., 2006; Mogi vd., 2004). ASLI GCIBIDIR

(| R

Periodontitisin tedavisinde mekanik ve cerrahi tedavi yaklasimlari, antibakteriyel terapi lle ko ,me‘
edilerek uzun yillar uygulanmistir. Bununla birlikte, enflamatuvar yolaklar ve medlawrlen Eontrol
altina almak igin giincel tedavi yo ler, geleneksel yo lerle benzer sekilde ayrmtlh ol

incelenmistir (Caton ve Ryan, 2011). Bu nedenle, disi destekleyen dokularin kaybini 6n@fk

amaciyla, antienflamatuvar ve antioksidan ajanlar dahil olmak iizere pek ¢ok immun modiilator ay

arastirllmigtir. Antioksidatif ve antienflamatuvar 6zelliklerin bir sonucu o@ndﬂsw VT“\‘
AN M
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. hastaliklarin 8nlenmesi ve tedavisi i¢in merak uyandiran arastirma alani olmustur. Bu tedavilerin
arasinda ozellikle Cin ve Asya iilkelerinde uzun yollardir geleneksel olarak gesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilan Zingiber officinale’dir (Ku vd., 2011; Cheng vd., 2010; Toker vd., 2008;
Tomofuji vd., 2009; Toker vd., 2009; Abou ve Shehadeh, 2010).

Zencefil bitkisi, bilimsel ad1 Zingiber officinale olmak iizere, diinyada yiiksek oranda kullanilan bir
baharattir ve zellikle Cin de 2500 yildan daha uzun bir siiredir rinit, romatizma, sinir sistemi,
gingivitis, dis agrisi, kabizlik, diabet, diyare, bulanti, kusma, kardiyopati, hipertansiyon ve garpinti
gibi problemleri tedavi etmek igin geleneksel tipta kullamimaktadir (Khosravi vd., 2014; Kubra ve

Rao, 2012). Zencefil igeren bitkisel ilaglar, oral tiiketimde kolayca emilir, viicutta gesitli biyolojik
aktiviteler gosterir ve 48-60 saatte viicuttan atilir. Zencefilin kok gévdesi (rhizome), karbonhidrat,
mineral (kalsiyum, magnezyum, potasyum, fosfat), protein, yag, vitamin (B, C) ve zingibain denilen
proteolitik enzim gibi bir takim enzimler, yag reginesi (oleoresins) ve mum igermektedir (Butt ve
Sultan, 2011; Shidfar vd., 2015). Zencefil ihmal edilebilir yan etkileri yaninda, yiiksek dozlarda
giivenilir bir bitkidir (FDA) (Imani vd., 2015).

Zencefilin genel olarak; antienflamatuvar, antioksidan, antibakteriyel, antiartritik, kardiyovaskiiler
koruma, antianjiyogenik, antitrombotik, antikanser, hipolipidemik ve antidiabetik &zellikleri
bilinmektedir (Mahluji vd., 2013; Khosravi vd., 2014; Nicoll ve Henein, 2009; Arul vd., 2016; Marx
vd., 2015; Shidfar vd., 2015; Shanmugam vd., 2011; Shukla ve Singh, 2007). Ayrica bitkisel
6zellikleri non-steroid antienflamatuvar ilaglara (NSAI) benzerdir ve bu nedenle kronik enflamasyon
ile aktive olan yollar diizenleyebilmektedir (Butt ve Sultan, 2011; Mahluji vd., 2013; Arul vd., 2016).
Zencefil, gesitli biyolojik aktivitelerde bulunan aktif bilesikleri igermektedir. Bunlar; gingerol ve
gingerol iligkili bilesik, paradol, shogaol, zingerone, zerumbone, 1-dehidro-(10) gingerdion,
terpenoidler ve zencefil flavonoidleridir (Attari vd., 2015; Khosravi vd., 2014; Mukherje vd., 2014;
Shidfar vd., 2015).
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Yrd.Dog.Dr.Ugur Tl | B6¢.Dr.
Uy Uye
.
Yrd.D r.Serdp YORUBULUT Yusuf BOSTANCI
ye Uye

Yasar SAHIN

M

Uye

ASLI GIBIDIR
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TURKIYE BILIMSEL VE TEKNOLOJIK ARASTIRMA KURUMU BASKANLIGI
Arastirma Destek Programlar: Bagkanhg:

TUBITAK
Sayr :  85109024-604.01.03-E.60327 27/03/2018
Konu : Desteklenmesine karar verilen proje
(2178332)

Saymn Yrd. Dog. Dr. Meltem HENDEK
Kirikkale Universitesi,
Dishekimligi Fakiiltesi,Periodontoloji ABD.,
Yenisehir Mah., Celebi Sk.,No:1
71450 Yahsihan KIRIKKALE

Kummumnm onerilen "217S332" nolu ve "D 1 Period is Modelinde (6)-Shogaol
U i ve Antioksidan Etkilerinin Degerlendlrilmesi" baghkl projenizin, Aragtirma
Destek Gmbu ve panel degerlendirmel i gergevesinde destegi uygun gorillen kalemler fizerinden yapilan
degerl. da nihai biltgesi belirlenmigtir. Sonug olarak projenin 20 ay siire ve toplam (Kurum Hissesi

ve Proje Tegvik Ikramiyesi dahil) 82.150-TL &denekle desteklenmesine karar verilmistir.

Belirlenen bu bUlceye g&re hazirlanan pro;e sbzlesmesn, ekleri ile birlikte iligikte sunulmaktadir. Projenin

yiiriirliige konularak n baglatlabil igin daki iglemlerin yapilarak istenen tiim belgelerle birlikte
isbu yazi tarihinden itibaren 10 giin icerisinde asaglda vcnlcn adrcsc gbndenlmem gerekmektedir. Aksi takdirde,

)

onaylanan biitgenizin ilk dSnem in transfer sil i bilgilerinize saygilarimla sunarim. .

Dog. Dr. Cengiz ARICI
ARDEB Baskan Yrd. V.

EKTE GONDERILEN BELGELER:
Proje Destekleme Sozlegmesi
Viicuda Getirilecek Fikri ve Sinai Uriinler Uzerindeki Haklarin Devrine Iliskin Taahhiit Sozlesmesi
Oneri Formu ve Ekleri
Projenin Ekonomik Kodlara Gére Yil ve Dénem Bazinda Transfer Tutarlan
Proje Tegvik Ikramiyesi Odeme Plani Tablosu
Proje Destekleme Sozlegmesi Kabul ve Beyan Taahhiitnamesi
Kurum Hissesi Dagilim Tablosu
YAPILACAK ISLER
1. (1) ve (2) numaral belgelerin her sayfas: yfiriitiicii tarafindan paraflanarak imza yerleri ilgili kigilerce imzalanacaktir.
2. (3) ve (4) numarali belgelerin her sayfas: yiiriitiicil tarafindan paraflanacaktir.
3. (5),(6) ve (7) numarah belgeler ilgili kigilerce lm/alanacakln'
4. lglemleri | evrakin tiimi daki adrese iletil i
NOTLAR
1. Daha dnce TUBITAK'a ilettiginiz dneri formu ve ckleri parafli ise (3) numaral evrak gonderilmeyecektir.
2. Proje yiiriitiiciisii digindaki kigilerin imza ulanlanndn kage/damga bulunmasi tercih edilir.
3. Sozlesmede TUBITAK imzasi da I ve ekleri k Proje Takip Sistemi (PTS) iizerinden
tarafiniza iletilecektir.

< D et —

ADRES: Avrintih Bilgi cin irtibat:
TUBITAK — ARDEB - MADES Tel: 0312 2981159

Atatiirk Bulvari No:221 Faks:0312 4277491

06100 Kavakhidere/ANKARA e-posta: zeynep.alkan(@tubitak.gov.tr

BELGENIN ASLI ELEKTRONIK [MZALIDIR.

i Evrak dogrulama islemi hitp/ tubitak gov ir?V~BESABRPNY:-adresinden yapilabilir. - =
‘Atatirk Bulvan No:221 06100 Kavaklidere Ankara Bilg igin: Zeynep ALKAN
Telefon No:(0 312) 298 10 00 Faks No:(0 312) 427 74 89 Unvam: Baguzman
e-Posta:iletisim@ubitak gov.tr Intemet Adresi-ww
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8. OZGECMIS

01.06.1988 yilinda Ankara’da dogdum. ilk ve orta 6grenimimi Ozel Nese Ilkdgretim
Okulu’'nda ve lise 6grenimimi Haci Omer Tarman Anadolu Lisesi’nde tamamladim.
2007-2013 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi’nde iiniversite
ogrenimimi tamamladim. 2015 yilinin subat aymda egitimimin bagsladigi Kirikkale
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dali’nda doktora égrencisi

olarak bulunmaktayim. Yabanci dilim Ingilizce dir.
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