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1. GIRIS

1.1. Periodontal Hastalhik
1.1.1. Tanim ve Siiflandirilmasi

Periodontal hastalik, dental plak birikimine cevap olarak olusan, disi c¢evreleyen
dokularda meydana gelen enflamatuar bir hastaliktir (Loesche, 2001). Periodontal
hastalik gingivitis ve periodontitisi kapsar (Loesche, 2001).

Gingivitis, dental plak bakterileri ve iiriinlerine kars1 disin etrafindaki yumusak doku
enfeksiyonunu tanimlar (Mariotti, 1999). Periodontitis ise disin etrafindaki destek
dokularda yani periodontal ligament, alveoler kemik ve yumusak dokulardaki
enflamasyonu tanimlar (Cobb, 2009). Periodontitis, gingivitis ile baslayabilir ancak,
biitiin gingivitis lezyonlar1 periodontitise donlismeyebilir (Listgarten, 1986). Klinik
atasman kaybi, alveoler kemik kaybi, periodontal cep olusumu ve gingival
enflamasyon periodontitisin temel klinik 6zellikleridir. Ayrica, disetinde g¢ekilme,
sondalamada kanama, mobilite ve dis kaybi s6z konusu olabilir (Flemming, 1999).
1990’11 yillarda periodontitisin olusmasinin sadece bakteri varligina bagl olmadigy;
metabolik hastaliklar, sigara kullanimi gibi ¢evresel ve genetik faktorlerin de rol
oynadig1 “multifaktoriyel “ bir hastalik oldugu ortaya konmustur (Page-Kornman,
1997; Kornman, 2008).

Periodontitisin multifaktoriyel bir etyolojiye sahip olmasi bu hastaligin etyolojisini,
patogenezini ve tedavisini daha iyi anlayabilmek i¢in arastirmacilart detayli bir

siniflama yapmaya yoneltmistir (Stabholz, 2010).

1999 yilinda Amerikan Periodontoloji Akademisi yeni bir simiflama yapmustir

(Armitage, 2000).



Gingival Hastaliklar

- Plaga bagl gingival hastaliklar

- Plaga bagli olmayan gingival hastaliklar

- Kronik Periodontitis

- Agresif Periodontitis

- Sistemik Hastaliklarin Bir Bulgusu Olarak Periodontitis
- Nekrotizan Periodontal Hastaliklar

- Endodontik Lezyonlarla Iliskili Periodontitis

- Periodonsiyumun Apseleri

- Gelisimsel ya da Kazanilmis Deformiteler ve Durumlar

1.1.1.1. Gingival Hastahklar

Plaga bagl gingival hastaliklar, bagka bir lokal faktore bagli olmadan yalnizca dental
plak sonucu olusan hastaliklardir. Hastaligin siddetlenmesinde sistemik faktorler,
ilaglar, beslenme bozukluklar1 ya da hormonal faktorler gibi eksojen faktorler de
katkida bulunabilir (Highfield, 2009). Plaga bagli olmayan gingival hastaliklar,
bakteriyel, fungal ya da viral enfeksiyonlar, sistemik durumlar, yabanci cisim
reaksiyonlari, travma lezyonlari, genetik orijinli lezyonlar, alerjik reaksiyonlar gibi

sebeplere bagli olarak olusan hastaliklardir (Highfield, 2009).

1.1.1.2. Kronik Periodontitis

Kronik periodontitis, dental plak mikroorganizmalarina kargi periodontal dokularda
meydana gelen klinik atasman kaybi, alveoler kemik kaybi, periodontal cep olusumu
ve disin destek dokularinda enflamasyonla karakterize bir hastaliktir. Ek olarak
disetinde ¢ekilme, kanama ve dislerde artmis mobilite goriilebilir. Periodontitisin en

sik goriilen formudur (Flemmig, 1999; Highfield, 2009).



1.1.1.3. Agresif Periodontitis

Agresif periodontitis; klinik olarak saglikli hastalarda kronik periodontitisteki kadar
yogun distas1 ve plak goriilmemesine ragmen hizli yikimla karakterize, ailesel gegis

goOsteren bir hastaliktir (Armitage, 2010; Carranza, 2011a).

Lokalize ve generalize olarak siniflandirilabilir. Lokalize formu, erken yaslarda
goriiliir (puberte) ve 1. molar ya da keser disle birlikte en fazla iki daimi disin daha
etkilenmis olmas1 gerekir. Generalize form genellikle 30 yas altinda goriiliir ve 1.
molar ve keser disler haricinde en az 3 daimi diste daha atagsman kaybi olmalidir.

Periodontal yikim episodiktir (Carranza, 2011a).

1.1.2. Periodontal Hastalik Patogenezi

Periodontal hastaliklar, disi destekleyen kemik ve bag dokusunda yikima yol acan
infeksiy6z, inflamatuar hastaliklardir (Kornman, 2008). Periodontitisin olusmas1 ve
ilerlemesi i¢in hastaliga yol agabilecek mikroorganizmalarin ortamda bulunmasinin
gerektigi bilinmektedir. Periodontal cep icinde 500°den fazla tiirde mikroorganizma
tespit edilmis ancak bunlarin kii¢iik bir kismi etyolojik ajan olarak tanimlanmistir
(Moore, 1994). Periodontal hastaliga sebep oldugu bircok c¢alisma ile belirlenen
bakteriler; Porfiromonas gingivalis (Pg), Tanarella forsythia (Tf) ve Agregetibacter
actinomycetemcommitans (Aa)’dir. Patojenik bakteri, hastalik olusumu i¢in gerekli
ancak yeterli degildir. Konak faktdrleri de hastalik olusum siirecinde bakteri varligi
kadar 6nemlidir. Ayrica konak cevabini etkileyen genetik ve sigara kullanimi gibi
cevresel faktorler hastalifin olusumunda ve siddetinin belirlenmesinde 6nemlidir

(Page ve Kornman, 1997).

Periodontal hastaliklarin baglamasinda primer etyolojik ajan bakteri plagidir (Kinane,
2001). Periodontal dokularda sagliktan hastalifa geciste, mikrobiyal kompozisyon

gram-pozitif aerobik koklardan, gram negatif bakterilere dogru degisiklik gosterir



(Listgarten, 1986). Mikrobiyal birikimin artmasiyla marjinal disetinde klinik olarak
goriilebilen inflamasyon baslar (Schroeder, 1996; Schroeder ve Listgarten, 1997).

Inflamasyon, organizmanin biyolojik, fiziksel ya da kimyasal uyaranlara karsi
olusturdugu vaskiiler ve hiicresel olaylar1 iceren bir reaksiyondur. Inflamatuar
cevabin amaci, yara iyilesmesinin saglanmasi, hasarli ya da degisiklige ugramis
dokularin tamiri ve konagi enfekte eden mikroorganizmalarin uzaklastirilmasidir
(Larsen, 1983). Son bilgiler, iltihabi yanitin dogasinda uyarana bagl degisiklikler
olabilecegi ve bu degisikliklerin de 6zel reseptorler ve sinyal iletim mekanizmalari

tarafindan gergeklestigini dogrulamaktadir (Janeway, 2002).

[ltihabi yanit, periodontal hastaligin biitiin evreleri boyunca hem klinik hem de
histolojik olarak izlenebilir. Akut inflamasyonda ilk basamak damarsal ge¢irgenligin
artistdir. Bakteri veya bakteri iiriinleri epitel ile etkilesime girerek alttaki bag
dokusuna penetre olur ve birlesim epitelinin hemen altindaki kiiclik kan damarlarinda
inflamasyon goriliir. Bag dokusundaki mikrovaskiiler yapinin etkilenmesi sonucu,
histamin ve bradikinin gibi vazoaktif mediyatorler salinir. Bunun sonucunda artmis
permeabilite nedeniyle damardan birlesim epiteline oradan da diseti oluguna go¢
eden notrofillerin sayisinda artma goriilir. Bu olay meydana gelirken kiigiik
miktarlarda kollajen ve diger perivaskiiler extraseliiler matrix elemanlar1 hasara
ugrar. Bu mikrobiyal birikim devam ederse birka¢ giin i¢cinde gingivitis olusur (Page
& Kornman, 1997). Gingivitisin ve devaminda periodontitisin  geligimi
histopatolojik olarak baslangi¢, erken, yerlesmis ve ilerlemis lezyon olmak iizere 4

asamada incelenmistir (Page and Schroeder 1976).

Periodontitisin ‘baslangi¢ lezyonu’ plak birikimini takiben ilk 4 giin i¢inde gelisir.
Bu asama subklinik seyreder. Bakteri enzimlerine ya da firiinlerine karsi olusan
karakteristik immiin cevap, kompleman sisteminin alternatif yolunun aktivasyonu
sonucu gelisir. Anafilatoksin C3a ve C5a, mast hiicrelerini aktive ederek vazoaktif
aminlerin salimina neden olur. Kan damarlarinda dilatasyon meydana gelir, vaskiiler
permeabilite artar ve 0dem olusur. Mikro cevredeki hidrostatik basing artisiyla

birlikte damar disina sivi ve protein ¢ikist goriiliir. Es zamanli olarak diseti olugu



stvist (DOS) artar, notrofillerin gingival sulkusa gocii, bag dokusunda bozulmalar ve
TNF-o salim1 goriiliir. Bu son olay endoteliyal hiicrelerden adezyon molekiillerinin
salim1 igin kritik bir asamadir. Adezyon molekiillerinin salimini takiben nétrofillerin
endoteliyal tabakaya adezyonu ve sonrasinda migrasyonu gerceklesir. Organize plak
biyofilminin varlif1 nétrofillerden lizozomal ajanlarin salimina neden olmasina
ragmen, olusan fagositoz ¢ok siddeti degildir. Yine de asir1 aktif olan bu ajanlar lokal
doku yikimimi arttirirlar. Bu asamada, yaklasik olarak %35-10 oraninda bir doku

yikimi meydana gelir, ancak lezyon klinik olarak gézlenmez (Smith, 2010).

‘Erken lezyon’ plak birikimini takiben 4-7 giinde ortaya ¢ikar. Baslangi¢ lezyonunda
konak defans mekanizmalarinin enfeksiyonu ortadan kaldiramamasi sonucu meydana
gelir ve bu asamada enflamatuvar hiicre dengesinde degisiklikler gézlenir. Erken
lezyon, hiicresel seviyede lenfositlerin ve makrofajlarin artis1 ile karakterizedir
(Smith, 2010). Lenfositlerin yaklasik %75’ini T lenfositleri olusturur, CD4:CD8
orant yaklagik 2:1 seklindedir (Berglundh ve Donati, 2005). Erken lezyonun
gecikmis tip hipersensitivite lezyonu ile benzer oldugu bildirilmistir (Smith, 2010).
Kapiller yapida ve perivaskiiler alandaki enflamatuvar infiltrat birikiminde artis
meydana gelir. Sonug olarak gingivitis tablosu ortaya ¢ikar. Kollajen yikim miktari
artarak ortalama %70 oranina ulasir. Fibroblastlarda sitotoksik degisiklikler ve
kollajen iiretiminde azalma meydana gelir. Birlesim epitelinde rete peg formasyonu
izlenmeye bagslar. Klinik olarak eritem ve sondalamada kanama goriilebilir (Page and
Kornman 1997, Carranza 2011b, Tatakis and Kumar 2005).

‘Yerlesmis lezyon’ kronik gingivitis olarak da adlandirilir. Plak olusumunu takiben
14-21 giinde gozlenir. Bu asamada kan damarlar1 genislemis ve dolgunlasmistir.
Ayrica vendz dolasim da bozulmustur. Kirmizi kan hiicrelerinin damar digina ¢ikisi
gozlenir. Buna bagli olarak gingiva mavimsi kirmizi renkte goriiniir. Plazma
hiicrelerinin varlig1 yerlesik lezyonun karakteristik bir 6zelligidir. Plazma hiicreleri
sadece birlesim epitelinin altinda degil, aym1 zamanda derin bag dokusunda da
gozlenir. Birlesim epitelinde interseliiler alanlar genislemistir ve graniiler, hiicresel
debrisle doludur. Birlesim epitelinde meydana gelen rete pegler bag dokusunun

igerisine dogru uzamistir. Ayrica bu asamada bazal laminanin bazi alanlarinda da



bozulmalar gozlenir. Bag dokudaki kollajen lifler bozulmustur ve bu alanlari plazma
hiicresi, notrofil, lenfosit, monosit ve mast hiicrelerinden olusan infiltrat
doldurmustur. Kollajen yikimi devam etmesine ragmen yerlesmis lezyonda kemik

yikimi gézlenmez.

‘Ilerlemis lezyon’ yerlesmis lezyonun tiim Kkarakteristik ozelliklerini tagimakla
beraber, kemik yilkimimin da goriildiigii asamadir. Lezyon bu asamada gingiva
icerisinde smnirli kalmayip periodontal atagsman aparatinin bag dokusuna dogru
yayilir. Ilerlemis lezyonda dominant hiicre tipinin plazma hiicresi oldugu tespit
edilmistir. Bu agamada plazma hiicresiyle beraber lenfosit ve makrofaj infiltrasyonu
devam eder. Periodontal cep formasyonu, cep epitelinde iilserasyonlar, periodontal
ligament ve alveolar kemik kaybi gozlenir. Ilerlemis lezyon aynmi zamanda

periodontitis olarak da adlandirilir (Carranza 2011b).

Mikrobiyal infeksiyonu ortadan kaldirmak ve periodontitis gelisimini dnlemek igin
ndtrofil migrasyonu, antikor iiretimi, kompleman aktivasyonu ve sitokinler gibi
konaga ait bir¢ok savunma mekanizmasi harekete gecer. Periodontitiste, inflamatuar
cevap iki tarafi keskin bigak gibidir. Bir taraftan dokulara bakteriyel invazyonu
onlemek tiizere koruyucu rol oynarken; diger taraftan inflamasyon kroniklestikce
iltihabi mediyatorlerin siirekli ve fazla miktarda sentezlenmesi, konak dokularinda
geri doniistimsiiz yikict etkilere yol acgar. Sonug olarak konaga ait yikici ve koruyucu
mekanizmalar arasindaki dengenin bozulmasi ve immiin yanitin konak aleyhine
donmesi disi destekleyen dokularda yikima neden olur (Kornman, 1997; Schenkein,
2006).

1.1.3. Periodontal Hastalikta Sitokinlerin Rolii

Sitokinler; lokal, sistemik ve iltihabi cevaplar diizenleyen, yara iyilesmesi,
hematopoezis gibi bir¢ok biyolojik olayda gorev alan ¢dzilinebilir mediyatdrlerdir
(Oppenheim, 1994). Sitokinler, efektor hiicrelerin aktivasyonu ve proliferasyonu

izerinde rol oynayan, hiicre fonksiyonlarini diizenleyen molekiillerdir (Kelso, 1990).



Immiinite ve inflamasyonun baslamasinda; immiin cevabm siiresinin ve
biiyiikliigiiniin belirlenmesinde etkilidirler. Pikomolar konsantrasyonlarda etkilerini
gostererek, smirli sayida eksprese edilen spesifik hiicre ylizey reseptorleriyle
etkilesirler. Sitokinlerin ¢cogunun degisik hedef hiicreler iizerinde birden ¢ok etkileri
vardir (Balkwill, 1989). Monositlerden kdken alanlar ‘monokin’, lenfositlerden
koken alanlar ‘lenfokin’ ve lokositlerden koken alanlar ise ‘interlokin’ olarak

adlandirilirlar (Abbas, 2000).

Bakteri-konak iligskisi sonucu akut inflamatuar cevap seklinde baslayan, T
lenfositlerin ve ardindan da B lenfositlerin yogun oldugu evreye doniisen
periodontitiste, bu evreler arasi gegisler; hiicrelerin sahaya toplanmasi, farklilasmasi
ve gelisiminden sorumlu olan sitokinler tarafindan yonlendirilmektedir (Academy

Reports, 1999).

Immiin yanit1 ydnlendiren kompleks sitokin ag1, pro-inflamatuar sitokinler, anti-
inflamatuar sitokinler ve spesifik sitokin reseptorlerini icermektedir. Anti-
inflamatuar sitokinler ve spesifik sitokin reseptorleri, pro-inflamatuar sitokin
cevabini kontrol ederek inflamasyonun diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (Opal,

2000).

Fizyolojik kosullarda, sitokin inhibitorleri ve anti-inflamatuar sitokinler iltihabi
yanit1 diizenlerken; inflamatuar reaksiyonlarin potansiyel zararli etkilerini kontrol
ederler. Immiin sistemin pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar komponentleri arasinda
dinamik bir denge s6z konusudur. Ancak romatoid artrit, iltihabi osteoartrit ve
periodontitis gibi kronik inflamatuar hastaliklarda, anti-inflamatuar yanitin yetersiz
olmast ya da olmamasi, patogenezi agiklayan 6nemli bir mekanizma olarak One

stiriilmektedir (Munoz, 1991; Dinarello, 1998).

Histolojik caligmalar, ilerlemis periodontal lezyonlarda lenfositlerin baskin hiicre tipi
oldugunu gostermektedir. T lenfositler kronik inflamasyonda immiinregulator rolii
olan bir¢ok sitokinin kaynagidir. Son yillarda yapilan arastirmalar farkli T hiicre alt

gruplar1 lizerinde yogunlasmistir. T hiicre alt gruplarinin iirettikleri sitokin profilinin



Immiin yaniti yonlendirdigi ve periodontal hastaligin ilerlemesinde kritik rol

oynadigi 6ne stiriilmiistiir (Liew, 2002).

CD4+ T helper (Th) hiicreleri, tirettikleri spesifik sitokinlere gére Th1l ve Th2 olmak
tizere iki farkli fenotipe farklilasirlar (Shapira, 1994). Thl tip hiicreler IL-2, IFN-y,
IL-12, TNF-a salgilayarak intraselliiler patojenlere karsi hiicresel immiiniteyi aktive
eder. Th2 hiicreler IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 gibi anti-inflamatuar
sitokinleri iireterek, ekstraseliiler patojenlere ve parazitlere karsi hiimoral immiin
cevabi indiiklerler (Kelso, 1995). Th1/Th2 profilinin periodontal hastalikta immiin

yanitin diizenlenmesinde rol oynayabilecegi One stiriilmektedir (Seymour, 2001).

Hayvan modelleri ve insan dokulari lizerinde in vivo ve in vitro kosullarda yapilan
bircok c¢alisma periodontal hastalikta immiin cevabin her asamasinda kompleks
sitokin aginin anahtar rol oynadigim1 ortaya koymustur (Gemmell, 1997; Landi,
1997). Ancak, periodontal hastalikta immiinolojik cevabin baslamasi, diizenlenmesi
ve devam etmesinde en Onemli ve birincil rol oynayan sitokinleri tanimlamak
miimkiindiir. Bu listenin basinda ¢ogunlukla makrofaj ve monositlerden salinan IL-1,
Thl tip hiicrelerden salinan TNF-a ve Th2 tip hiicrelerden salinan IL-10 gibi
sitokinler gelmektedir (Seymour, 2001).

1.1.3.1. IL-1p

IL-1, giiclii inflamatuar Ozellikleriyle bir¢cok hiicre tipini aktive edebilen
multifaktoriyel bir sitokindir. IL-1 sitokin ailesi, IL-l1o, IL-1B ve IL-1 reseptor
antagonisti (IL-1Ra) ve iki reseptér proteinden (IL-1RI, IL-1RII) olusmaktadir.
Ikinci kromozomun uzun kolu iizerinde konumlanan IL-1a, IL-1p ve IL-1Ra genleri,
bakteri hiicre duvar1 komponentleri, sitokinler, ve iltihabi medyatorler gibi gevresel

sinyaller yoluyla transkripsiyonel olarak diizenlenir (Dinarello, 1998).

IL-1 inflamasyonlu boélgelerde {iretilen major sitokindir. Genel olarak antijenle

uyaritlmis makrofaj ve monositlerden salinir. Bununla beraber, notrofiller,



keratinositler, gingival ve dermal fibroblastlar, endotelyal hiicreler gibi birgcok farkli
hiicre tipinden sentezlenebilir (Delaleu, 2004). Yapilan ¢alismalarda, periodontal
dokularda B hiicrelerinin de major IL-1 kaynagi oldugu goriilmiistiir (Seymour,
2001).

IL-1’in farkli genlerle kodlanan a ve B olmak iizere iki formu tanimlanmistir. IL-18
daha etkin olmakla birlikte her iki form da proenflamatuvar aktiviteye sahiptir
(Delaleu and Bickel, 2004; Liu, 2010). IL-1p, IL-1a’ya gore 10-50 kat daha fazla
dretilir. T lenfositlerinin stimiilasyonu ve lenfokin {iiretimi, B lenfositlerinin
cogalmasinin indiiklenmesi ve antikor iiretimi, fibroblast cogalmasinin indiiklenmesi,
monositlerden ve fibroblastlardan PGE2 saliminin uyarilmasi, MMP’lerin saliminin
indiiklenmesi, osteoklast formasyonunun stimiilasyonu ve kemik rezorpsiyonu IL-
1B’nin fonksiyonlar1 arasindadir. Ek olarak, IL-1B’nin nétrofil kemotaksisini aktive
ettigi ve endoteliyal hiicre fonksiyonunu etkiledigi gosterilmistir (Delaleu and
Bickel, 2004; Goutoudi, 2004; Taylor 2010). Bununla birlikte, IL-1f disik
konsantrasyonda lokal enflamasyonun bir mediyatorii olarak fonksiyon gdstermesine
ragmen, yiiksek konsantrasyonda kan dolasimina gegerek endokrin aktivite sergiler.
Ates, karacigerden akut faz plazma proteinlerinin sentezinin indiiklenmesi gibi

sistemik reaksiyonlara neden olur (Orozco, 2006)

Dogal ve 6zgiil immiin cevapta rol oynayan antijen sunan hiicreler, T hiicreleri ve B
hiicreleri direkt ya da indirekt yolla IL-1 tarafindan uyarilir. Ayni sekilde T hiicreleri
de IL-1 salimini yonlendirerek immiin yanit1 siddetlendirir ya da baskilarlar. In vitro
kosullarda IL-1’1n bir¢ok hiicre tipinden prostoglandin E2 ve proteazlarin liretimini
artirtig; kartilaj ve kemik katabolizmasini indiikledigi ve fibroblast proliferasyonunu
artirdigr  gosterilmistir. IL-la ve IL-1B, monosit ve fibroblastlardan biiyiik
miktarlarda 1L-6, TNF-o, prostoglandin E2, matriks metalloproteinazlart gibi
medyatdrlerin iiretimine neden olur. Bu medyatdrlerin tiretimi kollajen degradasyonu
ve osteoklast aktivasyonuna yol agar (Dinarello, 1996). Biitiin bu olaylar serisi

kronik inflamasyonun parcasidir.
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IL-1 kendi sinyalini gii¢lendirmek i¢in baska hiicrelerden de IL-1 salimini tetikler.
IL-1 aktivitesi 6zglin inhibitorii IL-1Ra disinda, kortikosteroidler, prostoglandinler,
IL-4 , IL-10 ve IL-11 gibi anti-inflamatuar sitokinler tarafindan baskilanir (Opal,
2000).

IL-1'e bagli bu mekanizmalarin periodontal hastalikta kemik ve doku yikimina yol
acabilecegini gostermek i¢in bir¢ok c¢alisma yapilmistir. Aktif periodontitisli
bolgelerle saglikli bolgeler karsilastirildiginda, hem diseti olugu sivisinda, hem de
diseti dokusunda IL-1 seviyesinin arttigi ve hayvan modellerinde sitokin
seviyesindeki artigin, hastaligin aktivitesiyle iliskili oldugu gosterilmistir (Jardinski,

1991; Preiss, 1994; Ebersole, 1993; Stashenko, 1991; Engebretson, 2002).

Yapilan bir calismada periodontitisli bolgelerden elde edilen diseti biyopsilerinde,
IL-1B konsantrasyonunun saglikli bolgelere gore arttigi; gingival indeks ve plak
indeksi gibi klinik parametrelerle ve iltihabi hiicre yogunluguyla pozitif korelasyon
gosterdigi belirtilmistir (Hou, 2003). Bu c¢alismanin sonuglarma gore, dokuda
saptanan IL-1B periodontal inflamasyonun siddeti ve hastalik aktivitesiyle

uyumludur.

Bagka bir ¢alismada DOS IL-1B diizeyinin klinik parametrelerle olan iligkisi hafif,
orta ve siddetli periodontitisi olan bireylerde incelenmistir. Sonug¢ olarak, siddetli
periodontitisi olan bireylerde hafif-orta diizeyde periodontitisi olanlara gore iki kat

daha yiiksek IL-1p diizeyi saptanmistir (Engebretson, 2002).

Aktif atagman kaybi olan bolgelerde, stabil periodontitisli ya da saglikli bireylere
gore artan miktarda IL-1P diizeyleri kaydedilmistir (Jardinski, 1991). Ayrica,
periodontal tedaviden sonra DOS IL-1f diizeyinin azaldig: bildirilmistir (Reinhardt,
1993; Gamonal, 2000). Diseti olugu sivisinda artmis IL-1B seviyeleri periodontal
hastalik siddetiyle iliskili bulunmustur (Rawlinson, 2000).
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1.1.3.2. TNF-a

Ik olarak lipopolisakkarit (LPS) ile muamele edilen hayvanlarin serumunda bir
tiimor nekroz mediatorii olarak tanimlanmistir. Timor inhibisyonu yapan ve
endotoksinlerin uygulanmasi sonrasi nekroza yol acan bir materyali tanimlamak icin

bu isim verilmistir. TNF-a ve TNF-f olmak {izere iki alt grubu vardir (Graves, 2003).

TNF, periodontal dokulardaki bir ¢ok hiicreden salinmaktadir. Bu hiicreler;
monositler, polimorfontiikleer 16kositler, diseti ve periodontal ligament fibroblastlari,
epitel hiicreleri, endotel hiicreleri ve osteoblastlar olarak sayilabilir (Matsumoto,
1996). TNF duragan makrofajlar tarafindan iiretilmez veya depolanmaz, LPS ile
stimiilasyon sonrasi iretilir veya salinir. Cok sayida hiicreyi etkileyebilmektedir.
Genel olarak; fibroblastlar1 uyararak kollajenaz salimi igin uyarir, vaskiiler
permeabiliteyi arttirir, IL-1a. ve B, IL-6, IL-8 gibi sitokinlerin ve MMP lerin
salmimin indiikler, adezyon molekiillerinin {iretimini arttirir, osteoprotegerin (OPG)
ve NF-kB’nin reseptor aktivator faktorii gibi osteoklast farklilasmasinda gorevli
faktorlerin tretimini etkiler, ayrica IL-1’le sinerjik etki gostererek kemik

rezorbsiyonunu arttirir (Erdemir, 2004).

Hayvanlarda yapilan bir deneysel periodontitis calismasinda deney grubu
hayvanlarina 6 hafta siiresince TNF- a ve IL-1 antagonisti enjekte edilmistir. Kemige
yakin bolgelerden alinan bag doku orneklerinde, deney grubunda kontrol grubuna
oranla kemik kaybinin %60 azaldigi, osteoklast formasyonunun %67, enflamatuar

hiicre birikiminin ise %80 azaldig1 gosterilmistir (Assuma, 1998).

TNF, osteoklastlar1 aktive edip, yeni kemik formasyonunu inhibe ederek, IL-1'e
benzer sekilde kemik yikimina yol agar. Kartilajda kollajen sentezini arttirarak
proteoglikan sentezini inhibe eder, yara iyilesmesi ya da kronik inflamasyonda

indiiklenen fibroziste goriilen fibroblast proliferasyonunu arttirir (Ebersole, 2000).
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Periodontitisli hastalarin DOS’da TNF-a diizeyini degerlendiren bir ¢aligmada, klinik
parametrelerle korelasyon gosterilememis, bu nedenle arastiricilar, TNF-o’y1 erken

inflamatuar aktivitenin indikatorii olarak yorumlamislardir (Rossomando, 1990).

Kronik periodontitisli hastalarda  yapilan bir calismada, iltithapli ve saglikh
dokularda IL-1B, TNF-a, IL-4, IL-2, interferon-y ve IL-10 konsantrasyonlari
degerlendirilmistir. Calismanin sonuglari IL-1B, TNF-a, interferon-y, ve IL-2’nin
siddetli periodontitisi olan hastalarin diseti dokularinda saglikli dokulara oranla

yiiksek bulundugunu gostermistir (Honda, 2006).

Sonug¢ olarak IL-1 ve TNF-o’nin lokal olarak iiretimini, salimini ve biyolojik
aktivitelerini kontrol eden immiinolojik mekanizmalar ve genetik faktorler,

periodontal hastalik patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir.

1.2. Kemik Metabolizmasi

1.2.1. Kemik Yapisi

Kemik, organik bolgeler ve minerallerden olusan metabolik olarak aktif bir organdir.
Kompakt ve kanselloz kemik kombinasyonundan olusmustur. Iskeletin mineral fazi
agirhigin 2/3 iinii kapsarken, geri kalan 1/3 liikk kisim organik matriksten olugmustur.
Organik matriks, primer olarak kollajen ve daha kii¢iik miktarlarda proteoglikan, lipit
ve osteopontin, osteonektin ve matriks gliko-protein gibi non-kollajenéz proteinler
icerir (Schwartz, 1997).

Kemikte osteoblastlar ve osteoklastlar olmak {izere iki ana hiicre tipi bulunmaktadir.
Osteoblastlar, organik matriks bilesenlerini sentezlemek ve mineralizasyonla
sonuglanan olaylar1 yo6nlendirmekle gorevlidir. Osteoblast ilk kez mineralize
matriksle cevrildiginde ‘“osteosit” olarak adlandirilir. Osteositler olgun kemik
hiicreleri  olarak  tanimlanirlar, c¢ogalma yetenekleri yoktur. Osteositler,

osteoklastlarin ne zaman ve nerede yikim yapacaginin ya da osteoblastlarin ne zaman
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ve nerede kemik yapimini baglatacaginin belirlenmesinde mekanosensor olarak

gorev yaparlar (Manolagas, 2000; Caetano-Lopes, 2007).

Ikinci hiicre tipi olan osteoklastlar, kemigin hem organik hem de mineral kisimlarini

yikmakla gorevlidir.

Kemik makroskopik olarak 2 farkli dokudan olugsmaktadir.

1) Kortikal kemik
2) Kanselloz kemik

Her iki tip kemik de mandibulada, maksillada ve alveoler kemikte bulunur. iskeletsel
yapimin %80’ ini kortikal kemik, % 20’ sini kanselloz kemik olusturur. Kanselloz
kemik metabolik olarak daha aktif olmasina ragmen, iskeletsel metabolizma iki doku
tipi arasinda yaklasik olarak esittir. Her ikisi de hormonlara, biiyiime faktorlerine ve
cesitli tedavi modellerine farkli olarak cevap verir. Bu dengedeki degisimler hem
sistemik hem lokal olarak azalmig (periodontitis ve osteoporoz ) ya da artmis (paget

hastalig1) kemik kiitlesi ile karakterize hastaliklarla sonuglanir (Schwartz, 1997).

Kemigin hem kortikal hem kanselloz boliimii iyi tanimlanmig lameller modelden
olusmustur. Eger kemik turnover1 ¢ok fazla ya da anormal ise, ya da kemik iyilesme
stirecinde ise lameller model bozulur, goriilmez ve primer kemik (woven kemik )
olusur (Schwartz, 1997).

Kortikal kemik havers sistemlerinden olusur. Havers kanallarindaki hiicreler kortikal
kemikte daha kiiciik bir alan kaplarken, kanselloz kemikte daha biiyiik bir alan
kaplar. Bu durum kortikal kemigin neden kansell6z kemikten daha diisiikk metabolik

aktivite gosterdigini agiklayabilir (Parfitt, 1983).

Kortikal kemik disarda periosteum, igerde endosteun ile smirlandirilmistir.

Endosteum yiizeyi belirgin osteoklastik ve osteoblastik aktivite gosterir. Periosteum,
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gelisim silirecinde ve implant etrafindaki iyilesme siirecinde ve periodontal
defektlerin rejenerasyonunda Onemlidir. Gelisim boyunca periosteum kemik

modelinginde 6nemlidir (Frost, 1964; Parfitt, 1982; Parfitt, 1983).

1.2.2. Kemik Yapim ve Yikim Metabolizmasi

Kemik metabolizmasi dinamik ve devamli bir yapim yikim siirecidir. Bu siire¢ eski
ya da yarali kemigin yikim1 ve yeni kemigin yapimi arasindaki denge ile stirdiiriiliir.
Mikroskopik seviyede, kemik metabolizmasi daima kemigin yiizeyinde kemik
metabolizma {initesi (BMU) olarak adlandirilan belli bolgelerde meydana gelir
(Christenson, 1997).

Kemik hiicreleri, kemik yapim ve yikim arasindaki dengeyi diizenlemek igin siirekli

iletisim halindedir (Matsuo, 2008).

Osteoklastlar ve osteoblastlar, BMU boélgelerinde kemik metabolizmasini
gerceklestiren biyolojik mekanizmalardir. Osteoklastlar varolan kemigin yikiminda
gorevlidir ve kemik remodeling dongiisiiniin erken doneminde aktiftir. Osteoblastlar,
kemik yapimini gergeklestirir. Osteoklastlarin kemigi yikmasindan sonra bu hiicreler
BMU béolgelerine yerlesir. Osteoid olarak adlandirilirlar. Osteoblastlarin BMU
bolgelerini  osteoidlerle doldurmasindan sonra kemik yapim siireci durur

(Christenson 1997).

Kemik remodolingi 3 fazdan olusur; baslangi¢ fazi, gecis fazi, terminal faz (Matsuo
2008).
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RANKL ™ osteoclasts osteoblasts
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Sekil 1.1. Kemik yapim-yikim dongiisii

1.2.2.1. Baslangi¢ Fazi

Baslangic fazi, osteoblast prekiirsorlerinin toplanmasini, farklilagmasini  ve
osteoblastlarin aktivasyonunu igerir. Kemik rezorbsiyonunun baslangi¢ sathasidir.

Insanlarda osteoblastik kemik rezorpsiyonu yaklasik 3 hafta siirer (Matsuo 2008).

Osteoklast-osteoblast  iletisimi BMU  bolgelerinde  meydana  gelir.
Osteoklastogenezisin baglamasi biiylik oranda osteoklast prekiirsorleri ve osteoblast
hattindaki hiicreler arasindaki etkilesime baglidir. RANKL sentezleyen ve osteoklast
prekiirsorleri tizerindeki RANK’ 1 uyaran bone lining hiicreleri yassidir ve kemik
formunda degildir. Osteoblastlar yuvarlak ya da kiibiktir ve aktif olarak osteoid
tiretirler. Osteoblastlar, makrofaj-osteoklast hattindaki hiicrelerin yasamasi igin
gerekli olan makrofaj-colony-stimulating faktoér tretir (Matsuo, 2008; Yashido,
1990; Lagosse, 1997).
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1.2.2.2. Gegis Faza

Gegis fazi, osteoklastik kemik yikiminin inhibe oldugu, osteoklastlarin apoptozise
ugradigi ve osteoblastlarin toplandig1 ve farklilastigi bir periodu kapsar. Yikim olan

bolgeler kemik yapimi i¢in hazirdir (Vignery, 1980; Tran Van, 1982; Daman, 2001).

Gegis faz1 “coupling” icin kritik bir donemdir. “Coupling” hiicresel seviyede, kemik
yikimmdan kemik yapimina bir gegisi belirtir. (Hattner, 1965; Perfitt, 1982).
Mikroskopik olarak BMU’ larda olusan coupling, tiim viicuttaki coupling icin

temeldir (Matsuo, 2008).

Osteoklastlarin osteoblastik kemik yapimimi aktivasyonu “coupling” te Kritik bir
adimdir ve hiicre-hiicre baglantisi olmadan gergeklesebilir. Osteoklastik kemik
yikimi, transforming biiytiime faktori B (TGF-B), kemik morfogenetik proteinler ve
insiilin  benzeri biliyiime faktorii (IGF) II gibi biiylime faktorlerinin kemik
matriksinden serbest kalmasini1 saglayabilir (Pfeilschifter, 1987). Bu da osteoblastik
kemik yapimini aktive eder (Wazney, 1988; Matsuo, 2008).

“Coupling” mekanizmalar1 rezorpsiyon lakiinalarinda kemik yapimini indiikler.
Lokal topografi sadece seliiler kondensasyonu artirarak kemik formasyonunu
indiikler. Alternatif olarak, osteoblastlar osteoklast yoklugunda rezorbe lakunalardaki
bilesenleri taniyabilir (Matsuo, 2008; Gray, 1996).

Rezorpsiyon fazinin sonunda osteoklastlar apoptozise ugrayip ortamdan ayrilirlar ve
platelet-tiirevi biiylime faktorii homodimer (PDGF-BB) sekresyonu sona erer.
Osteoblast prekiirsor hiicreleri osteoblastlara farklilasir ve kemik yapimi baglar

(Kubota 2002, Grano 1996, Matsuo 2008).

Osteoklastlarin rezorbsiyonundan sonra lakiinalara gelen bone lining hiicreleri

matriks metalloproteinazlar (MMP) araciligiyla demineralize kollajeni ortadan
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kaldirir ve ince bir fibriler kollajen tabakasi olustururlar. Boylece gergcek kemik

olusumu meydana gelmeye baslar (Everts 2002).

1.2.2.3. Terminal Faz

Bu fazda osteoblastik kemik yapimi yavas ilerler ve yaklasik 3 ay siirer. Osteositler,

osteoblastik kemik formasyonunu baskilayan sklerostin tiretir (Van Bezooijen 2004).

Terminal fazda, kemik yapimi boyunca osteoblastlar tarafindan fretilen
osteoprotegerin (OPG) araciligiyla osteoklast farklilasmasi baskilanmistir (Matsuo,
2008).

1.2.3. Kemik Yapim ve Yikiminda RANKL/RANK/OPG’ nin Fonksiyonlar1

1.2.3.1. RANK

RANK, TNF reseptor ailesinin bir tiyesi olup homotrimerik transmembran bir
proteindir (Boyce, 2008). RANK, preosteoklastlara RANKL’in baglanmasini
saglayan tek reseptordiir. Makrofaj/ monositik hiicreler, T ve B lenfositleri,
fibroblastlar, dendritik hiicreler ve oOnciil ve olgun osteoklastlarin yiizeyinde

belirlenmistir (Kurban, 2007; Khosla, 2001; Wada, 2006; Anderson, 1997).

1.2.3.2. RANKL

RANKL, TNF ligand ailesinin bir iiyesidir ve hem normal hem de patolojik
durumlarda kemik rezorbsiyonunun anahtar mediyatoriidiir (Kurban, 2007). Lenf
nodlari, akciger ve timus da daha fazla olmak lizere dalak ve kemik iligi gibi

dokularda da sentezlenir. RANKL sentezi hormonlar, biiyiime faktorleri ve peptidler,
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sitokinler ve glukokortikoidler gibi pek ¢ok faktor tarafindan sentezlenir (Boyce,
2007; Blair, 2007; Kurban, 2007).

RANKL, 6nciil ve olgun osteoklastlar, uyarilmis T ve dendritik hiicrelerin yiizeyinde
bulunan kendine ait reseptorii RANK’a baglanarak bu hiicreleri uyarir (Boyce, 2007,
Lacey, 1998; Blair, 2007; Kurban, 2007) . RANKL’mn RANK’a baglanmasi ile en az
yedi hiicre i¢i sinyal yolagi uyarilir. Bunlardan 4 tanesi olan NF-k inhibitorii/NF-kf3
, C-jun aminoterminal kinaz/aktivatérprotein-1, c-myc ve kalsinorin/NFAT cl
dogrudan osteoklastogeneze aracilik eder. Diger tigii ise osteoklast aktivasyonuna
aracilik eder (Boyce, 2007; Kurban, 2007; Hofbauer, 1999; Wong, 1997). Hiicre ici
sinyal yolaklarinin uyarilmasiyla Onciil osteoklastlara farklilagir, aktive olur ve

canliliklarim stirdiirtir (Boyce, 2007; Blair, 2007; Kurban, 2007; Hofbauer, 1999).

RANKL’1n ana gorevi osteoklast olusumunu ve apoptozun inhibisyonunu saglayarak

kemik kayb1 ve rezorbsiyonunu artirmaktir (Kurban, 2007).

RANKL’mn osteopordtik etkisi yaninda immiin sistem iizerine de onemli etkileri

vardir (Boyce, 2007; Blair, 2007; Kurban, 2007; Hofbauer, 1999; Lacey, 1998).

RANKL’in kemige metastaz yapan belirli kanser hiicreleri i¢in kemoatraktan oldugu
ve kemik metastazlarinda vaskiilarizasyonu uyardigi diisiiniilmektedir (Kurban,

2007).

1.2.3.3. Osteoprotegerin (OPG)

Osteoprotegerin, osteoblastlara ek olarak, kalp, bobrek, karaciger ve dalagi igeren
birgok hiicre tarafindan salgilanir (Boyce, 2008). Osteoblastlar tarafindan RANKL
ekspresyonunu indiikleyen faktorlerin ¢ogu ayni zamanda OPG ekspresyonunu da
diizenler (Hofbauer, 2004). OPG kemik yikimini inhibe eder. Kemik dokudaki
biyolojik etkileri RANK/RANKL ile terstir (Kurban, 2007). RANKL ekspresyonu
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arttiginda OPG ekspresyonunda azalma goriiliir. Osteoklastogeneziste RANKL/OPG
oranlar1 degisir (Boyce, 2008).

OPG ekspresyonu sitokinler, hormonlar ve biiylime faktorleri tarafindan ve ayrica

Whnt/B-catenin yolagi ile diizenlenir (Glass, 2005; Kieslinger, 2005).

Kemik iligi hiicreleri tarafindan sentezlenen OPG yasla azalmaktadir (Kurban, 2007).
Romatoid artrit, Cushing ve HIV hastalar1 ve kemik metastazi yapan prostat

kanserlerinde OPG seviyeleri artarken, multipl myelom hastalarinda azalma goriiliir

(Hofbauer, 1999; Kurban, 2007).

1.2.4. Kemik Turnover’mmin Biyokimyasal Belirtecleri

1.2.4.1. Kemik Yapimimin Biyokimyasal Belirtecleri

Osteoblastlar serumda kemik yapim belirtegleri olarak Slgiilebilen bir grup protein
sentezler ve salarlar (Swaminathan, 2001; Watts, 1999; Price,1995). Genellikle
kullanilan kemik yapim belirtecleri alkalen fosfataz, osteokalsin, prokollajen I

ekstensiyon peptitleridir (Swaminathan, 2001).

1.2.4.1.1. Alkalen Fosfataz (ALP)

Alkalen fosfatazlar, plazma membran enzimleridir. Plasental, intestinal, kemik ve
karaciger olarak adlandirilan 4 adet izoenzimi vardir (Christenson 1997). Kemige
0zel ALP izoenzimi (B-ALP) ¢ocukluk ve adolesan donemleri boyunca artarken,

karaciger izoformu eriskin déonemde artar (Christenson, 1997; Schiele, 1983).

B-ALP osteoblastlar tarafindan {retilir. Kemik yapim fazi boyunca yiiksek

miktarlarda tiretildigi i¢in kemik yapim aktivitesinin iyi bir gostergesidir. Klinik
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olarak B-ALP’nin oOlgiilmesi hastalarin tedavilerinin goriintiilenmesinde faydalidir

(Christenson, 1997; Epstein, 1988).

Ostrojen eksikligi B-ALP konsantrasyonlarinda onemli bir artisa sebep olur.
Postmenopozal kadinlarda menopoz Oncesi kadinlara gore B-ALP seviyesi daha

yiiksek bulunmustur (Devogalaer, 1996).

1.2.4.1.2. Osteokalsin

Osteokalsin kemik matriksinin major non-kollajen proteinidir ve glutamik asitten
(GLA) zengindir. Kemik GLA proteini olarak da bilinir (Watts, 1999). Osteblastlarin

yani sira odontoblastlar tarafindan da tiretilir (Swaminathan, 2001).

Osteokalsinin fonksiyonu agik olmamakla beraber, hidroksiapatit kristalleri i¢in bir
alan sundugu diisiiniilmektedir. Matriks sentezi siirecinde, osteokalsin salinir ve
dolagima geger, ancak yarilanma omri kisadir ve bobrekler yoluyla atilir (Watts,

1999).

Kemik rezorbsiyonu boyunca osteokalsin azalir, kemik yapimi sirasinda osteokalsin

artar (Christenson 1997).

Serum OC konsantrasyonu kemik yapiminin hassas bir belirtecidir. (Swaminathan

2001)

1.2.4.1.3. Prokollajen I Ekstensiyon peptid

Tip 1 kollajen prokollajen prekiirsér molekiilii olarak sentezlenmektedir. Bu
prokollajen molekiiller hem amino hem de karboksi-terminal ekstensiyon peptidleri

igerir. Bu peptidler kemik yapim belirteci olarak dl¢iilebilir (Swaminathan, 2001).
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1.2.4.1.4. Kemik Sialoproteini

Kemik sialoproteini, osteoblastlar tarafindan sentezlenir ve kemik mineralizasyonuna

dahil olduklar1 diistiniilmektedir (Swaminathan, 2001).

1.2.4.2. Kemik Yikiminin Biyokimyasal Belirtecleri

Asit fosfatazlar, enzimlerin heterojendz gruplaridir. Osteoklastlarda asit fosfatazlarin
iki formu gosterilmistir. Hidroksiprolin, kollajen yikildigi zaman hidroksiprolin
tekrar kullanilamaz ve bu nedenle serum ve idrardaki hidroksiprolin varliginin ¢cogu
kollajen yikimindan kaynaklanir. Hidroksilizin, kollajende bulunan bir diger
aminoasittir fakat kollajen sentezinde tekrar kullanilmaz. Pyridinolin ve
deoksipyridinolin, sadece kemik yikimi ve kollajen yikimi boyunca serbest birakilir.
N-terminal telopeptit ve C-terminal telopeptit kemik yikim belirteci olan tip 1

kollajen telopeptitlerdir (Swaminathan, 2001).

1.3. Cinsiyet Hormonlari

Hormonlar viicutta lireme, biliylime ve gelisim, homeostasisin saglanmasi, enerji
tiretimi, enerjinin kullanilmas1 ve depolanmasi gibi fonksiyonlar1 regiile eden
spesifik molekiillerdir (Mariotti, 1994). Hormonlar kimyasal yapilarina gore
steroidler, glikoproteinler, polipeptidler ve aminler olarak dort ana gruba ayrilirlar
(Mascarehas, 2003). Steroid yapida olan cinsiyet hormonlarinin {ireme
fonksiyonlarin1 diizenleme, sinir sistemi, kardiyovaskiiler sistem, iskelet sistemi ve
periodontal dokular1 iceren oral kavitenin biitiinliigiiniin saglanmas1 gibi etkileri
vardir (Lorenzo, 2003). Steroid yapida olan androjen, Ostrojen ve progesteron gibi
bazi cinsiyet hormonlarinin reseptorlerinin periodontal dokularda bulundugu, buna
bagli olarak sistemik endokrin degisikliklerin, periodontal patogenezde etkili

olabildigi gosterilmistir (Gornstein, 1999).



22

1.3.1. Kadin Cinsiyet Hormonlari ve Periodontal Duruma Etkileri

1.3.1.1. Ostrojen

Dogal olarak olusan 0strojenler, androjen tiirevleri olan testesteron ya da
androstenediondan doniiserek olusmaktadir (Shiau, 2014). Ostriol, hamilelik
boyunca 6zellikle plasental alanlarda iiretilen temel dstrojen yapisidir. Ostradiol,
menars ve menopoz arasindaki donemde yumurtalik folikiillerinden iiretilirken;
Ostron postmenopozal kadinlardaki primer Ostrojen yapisidir (Shiau, 2014; Audet-

Walsh, 2011).

Kadin cinsiyet hormonlarindan dstrojenin periodontal dokular {izerine farkli etkileri

vardir:

- Epitelyal glikojen miktarimi arttirirken keratinizasyonu azaltir bunun sonucunda;

epitelyal bariyerin etkinligi azalir (Mascarehas, 2003).

- Ostrojen seviyesindeki azalma sonucunda vajinal mukozada epitelyal
proliferasyon ve Kkeratinizasyon azalmaktadir. Bazi arastirmacilar, Ostrojenin
benzer etkilerini oral mukoza ve diseti epiteli lizerinde de olusturduklarini
gostermislerdir (Richman, 1943; Mealey, 2003). Postmenopozal kadinlarda diseti
epiteli keratinizasyonundaki azalmanin plazma Ostrojen seviyesinin diismesi

nedeni ile oldugu gosterilmistir (Mealey, 2003).

- Ayni zamanda Ostrojen kan damarlarinda hiicresel proliferasyonu ve (Lindhe,
1967) polimorfoniikleer 16kosit (PMNL) fagositozunu arttirir (Hofmann, 1986),
PMNL kemotaksisini inhibe eder (Ito, 1995).

- Disetinde fibroblast proliferasyonunu ve diseti bag dokusunun sentez ve

matiirasyonunu stimiile eder (Beagrie, 1966).
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- Plak miktarinda artis olmasa da digetinde enflamasyonu arttirir (Reinhardt, 1999).

- Kemik formasyonunu stimiile eder, Ostrojenin tekrarlanan enjeksiyonlari
¢enelerde endosteal kemik formasyonunun artmasina ve kemigin ara maddesinde

mukopolisakkarit protein kompleksinin azalmasina neden olmaktadir.

- Disi hayvanlarda Ostrojen artmasiyla, permabilitenin artmasina bagli olarak,

gingival eksudasyon miktar1 artmaktadir.

- Ayrica; Ostrojen, insan oral mukozasinda bag dokunun mukopolisakkarit

iceriginde artisa neden olmaktadir (Raber-Durlacher, 1993).

1.3.1.2. Progesteron

Progesteron, yumurtaliklarda, adrenal bezlerde ve hamilelik boyunca plasentada
tiretilir (Shiau, 2014). Progesteron, hamileligin baglamasinda ve devaminda esas rolii

oynar ve bu nedenle yumurtalik fizyolojisini yoneten hormondur (Clarke, 1990).

Kadin cinsiyet hormonlarindan progesteronun digetine olan etkileri ise sunlardir:

- Vaskiiler sistem tlizerinde 6nemli etkileri vardir, kapiller ve endoteliyal hiicrelerin
biitiinliiglinii etkilemesinin yani sira, eksudasyonun artmasina da neden oldugu
belirtilmistir (Abraham-Inpijn, 1996). Progesteron vaskiiler dilatasyonu arttirir bu

yilizden permeabilite artisina sebep olur. (Mascarenhas, 2003).

- Ayrica progesteron insanlarda disetinde enflamasyonun ve hiperplazinin
gelismesinde rol oynar ve saglikli insan disetinde progesteron sadece az miktarda

metabolize olur, enflame olmus disetinde ise progesteron metabolizmasi saglikli

disetinden 2-3 kez daha fazladir (Ojanotko, 1991).
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- Progesteronun disetindeki konsantrasyonu ve onun metabolitleri, hamilelik
esnasinda ¢ogalabilir. Metabolitlerin akiimiilasyonu, daha 6nceden mevcut olan

disetinin iltihabi cevabini siddetlendirir bununla beraber prostaglandin iiretimini

arttirir (E1 Attar, 1976).

- Progesteronun bir diger etkisi diseti olugu sivisinda PMNL ve prostaglandin E2
(PGE2) yi arttirmasidir (Ferris, 1993).

- Disetinde fibroblast proliferasyonunu inhibe eder (Mealey, 2003). Fibroblastlarda
kollajen ve non-kollajen maddelerin sentezini inhibe eder (Sooriyamoorthy,
1989). Ayni zamanda disetinde kollajen tiretim hiz1 ve seklini degistirir, bunun

sonucunda; tamir ve idame potansiyeli azalir.

- Ayrica doku tamir ve idamesinde gerekli olan folatin yikim metabolizmasini

hizlandirir (Pack, 1980).

1.3.2. Kadinlarin Yasam Dongiisiindeki Farkli Donemler ve Periodontal

Duruma Etkileri

1.3.2.1. Puberte

Puberte, kisinin iireme kabiliyetiyle sonuglanan kompleks seksiiel olgunlagma
safhasidir (Mascarenhas, 2003; Ford & D’Occhio, 1989; Halpern, 1998). Bu
donemde birtakim fiziksel ve davranigsal degisimlerin yanisira, seks steroid hormon
seviyelerinde de artig goriilmektedir. Bu artis kizlarda ostradiol erkeklerde
testosteronla karakterizedir (Mascarenhas, 2003; Buchanan, 1992; Angold &
Worthman, 1993; Angold, 1999).

Hormon seviyelerindeki bu degisimler artmig gingivitis prevelansiyla
iliskilendirilmistir (Mascarenhas, 2003). Puberte gingivitisi, marjinal disetinde,

yapisik disetinde 6zellikle de interdental papillerde enflamasyonla karakterizedir ve
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bu donemde digeti kanamalar1 artmistir (Markou, 2009). Dislerin 6zellikle fasial

bolgelerinde diseti bliylimeleri goriilmektedir (Mealey, 2003).

Ayrica bu donemde seks hormonlarinin, endotelyal harabiyeti ve vaskiiler
permeabiliteyi arttirdigl, inflame dokuya I6kosit gogiinli ve graniilasyon dokusu
olusumunu etkiledigi ve subgingival flora kompozisyonunda degisiklikler

olusturdugu rapor edilmistir (Lindhe, 1980).

1.3.2.2. Menstrual Siklus

Kadinlarda normal dogurganlik fonksiyonunun gerceklesmesi i¢in menars ile
menopoz donemi arasinda , yaklasik 25-30 giinliik periyotlarda seks hormonlari
tarafindan kontrol edilen diizene menstrual siklus denir (Ganong, 1997; McCartney,
2002). Menstrual siklus, folikiiler ve luteal olmak tizere iki fazdan olugmaktadir.
Folikiiler fazda, 6strojen seviyelerinde artig goriiliirken, ayn1 zamanda liiteinlestirici
hormon progesteron sekresyonunu ve ovulasyonu uyarir. Ovulasyondan sonra luteal
faz, progesteron ve Ostrojen sekresyonunda artigla karakterizedir. Eger fertilizasyon
gerceklesmezse, Ostradiol ve progesteron plazma seviyeleri diiser (Mascarenhas,

2003; Laufer, 1982).

Hormonlarin belirgin bir diizeyde azalma gosterdigi menstruasyonun birinci giinii
diseti ve bag dokusundaki yenilenme kapasitesi ¢ok daha diisiiktiir. Buna bagli olarak
diseti travmaya daha agiktir. Progesteron seviyesi en diisiik degerlerdedir, buna bagh
olarak iyilesme ve keratinizasyon daha yavas ger¢eklesmektedir. Menstruasyonun
ortalarinda ovulasyonun yaklagmasiyla Ostrojen en yiiksek seviyeye ulasirken,
progesteron bir ka¢ giin sonra maksimum diizeye ulasir. Progesteron seviyesinin
artis1 ile bag dokusunda damarlanma artar, hiicreler arasi1 baglantilar bozulur. Diseti
dokular1 disaridan gelen uyaranlara kars1 daha da hassaslasir. DOS’da artis gozlenir.

Kanama ve 6dem sikayetleri bu donemde baslar (Amar, 1994; Mascarenhas, 2003).
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1.3.2.3. Menopoz ve Postmenopoz

Menopoz; overlerdeki aktivitenin sona ermesine bagli olarak menstrual kanamanin
tamamen kesilmesi seklinde tanimlanmaktadir (Friedlander, 2002; Mascarenhas,
2003). Menopoz sonras1 donemde, kanser, 0Ssteoporoz ve kardiovaskiiler hastaliklar

gibi ciddi saglik sorunlari ile karsilagma riski artmaktadir (Gambone, 2003).

Osteoporozun meydana gelmesi igin oncelikle, kemik yikimii gergeklestiren
osteoklastlarin ve kemik yapiminin gergeklestirilmesinde rol oynayan osteoblastlarin
tizerlerindeki reseptdrler tarafindan Ostrojen azligr algilanmaktadir. Bunun
sonucunda osteoklast aktivitesinde artis ve osteoblast aktivitesinde de azalma
meydana gelmekte ve osteoporoz ortaya c¢ikmaktadir (Christiansen, 1993;
Friedlander, 2002; Krejci, 2001).

Menopozun dogal sonucu olarak ortaya ¢ikan hormon diizeylerindeki degisimlerin,
sistemik kemik yogunlugu ve IL1B, IL6 gibi bazi sitokinler lizerine olumsuz etkileri
vardir. Periodontitisin ilerleyisi ile sistemik kemik yogunlugu arasinda iligski oldugu
One siirlilmiistiir. Bu konuda yapilan c¢aligmalarin sonuglarina gore; sistemik kemik
yogunlugu diisiik olan bireylerin, kemik yogunlugu yiiksek olanlara gore daha az
sayida dise sahip olduklar ifade edilmistir. Ayrica, sistemik kemik yogunlugu
azaldikca, bireylerin daha fazla klinik atagsman kayb1 gosterdigi ve daha ileri diizeyde
periodontitise sahip olduklar1 saptanmistir. Sistemik kemik yogunlugunun diistik
olmasiin alveol kemigi kaybinin ilerlemesi agisindan bir risk faktorii olabilecegi ve
periodontal yikima daha yatkin bir ortam olusturabilecegi savunulmustur (Inagaki,

2001; Mogi, 1999; Mohammad, 2003; Yoshihara, 2004).

Menopoz doneminin baglamasiyla strojen diizeyinde azalma goriiliir. Bunun sonucu
olarak submandibuler ve sublingual tiikiiriik bezlerinden salgilanan tiikiiriigiin akis
hizinda azalma ve buna bagli olarak agizda c¢lirlik ve periodontitis olusumunda artis
olabilecegi ifade edilmistir. Ayrica bu durumun tat bozuklugu, senil atrofik
gingivitis, menopozal gingivostomatitise de yol agabilecegi One siiriilmiistiir

(Friedlander, 2002; Krejci, 2001).
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1.4. Ghrelin Hormonu

Ghrelin hormonu ilk kez 1999 yilinda Kojima ve arkadaglar tarafindan kesfedilen
peptid yapida bir hormondur (Kojima, 1999).

Bowers ve arkadaslar1 (1980), in vitro sartlarda met-enkefalin opiyati olan sentetik
bir peptid analogu bulmuslar ve bu maddeyi “Biiyiime hormonu salgilatict (Growth
hormone secretory), (GHS) olarak adlandirmiglardir. 1996 yilinda biiyiime hormonu
salgilatict reseptorii (GHS-R) tanimlanmis ve daha sonra bu reseptoriin endojen
ligandinin aranmaya baslanmasiyla ghrelin hormonu bulunmustur (Petersenn, 2002).
Ghrelin GHS-R’ ye baglanmis endojen bir ligand olarak tanimlanmistir (Kojima,
1999).

Ghrelinin hem insan hem de hayvan modellerinde, ¢ok giiclii bir biiyiime hormonu
“Growth Hormone (GH)” salgilatici etkisi oldugu i¢in, Hint-Avrupa dilleri
ailesindeki grow (biiyiime) sozciiglinliin kokii olan “ghre” ile “relin” (salgilama)

sozciiklerinden “ghrelin” adi tiiretilmistir (Kojima, 1999; Aydin, 2006).

Ghrelin, serin kalintilarindan birinin hidroksil grubunun, n-oktanoik asitle agile
edildigi ilk dogal hormondur. Bu agilasyon GHS-R yi baglamak yani ghrelinin
bliylime hormonu salgilatma kapasitesi ve aynit zamanda diger hormonal aktiviteleri

icin gereklidir (van der Lely, 2004).

Ghrelin temel olarak mide tarafindan iiretilir. Ayrica midenin yani sira hipotalamus,
incebagirsak, bobrekler, kalp, santral sinir sistemi, akciger, plasenta, gonadlar,
immiin sistem hiicreleri, pankreasin alfa-beta-epsilon hiicreleri, meme ve dislerde de
daha disiik miktarlarda sentezlenmektedir (Hattori, 2001; Horvath, 2001;Kojima,
1999).

Ghrelin ile ilgili yapilan ¢alismalarda bu hormonun lipopolisakkarit ile indiiklenmis

dolasimdaki ve dokudaki IL-1B, IL-6 ve TNF-o gibi proenflamatuar sitokinlerin
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seviyelerini dnemli dl¢lide azalttig1 ve gliglii antienflamatuar aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (Dixit, 2004; Vila, 2007). Yine yapilan calismalarda osteoblastlarin
farklilasmasin1 ve cogalmasini indiikleyerek kemik yapimini arttirdigi; alkalen
fosfataz, osteokalsin, kollajen tip 1 salimimi arttirdigi gosterilmistir (Deng, 2008;
Fukushima, 2005; Kim, 2005; Macarinelli, 2005).

Sistemik hastaliklarda kan ghrelin diizeyinin degerlendirildigi ¢aligmalarda ankilozan
spondilit, crohn hastaligi, enflamatuvar bagirsak hastaligi gibi kronik enflamatuvar
hastaliklarda dolagimdaki ghrelin diizeyinin arttig1; metabolik sendrom, tip 2 diyabet,
obezite gibi metabolik hastaliklarda ise dolasimdaki diizeyinin azaldigi rapor

edilmistir (Karmiris, 2008; Suematsu, 2005).

1.4.1. Ghrelinin Yapis1

Ghrelin, ilk olarak si¢an midesinden izole edilmis ve aminoasit dizilisi incelenmistir.
Sican ve insan ghrelin prekiirsorii 117 aminoasitten olusarak birbirlerinden sadece iki
aminoasit bakimidan farklilik gostrerir. Preproghrelin olarak sentezlenen ghrelin
prekiirsoriiniin N terminalindeki sinyal peptidi 23 aminoasitten olusurken, kuyruk
kisminda 94 aminoasitten olusan proghrelin bulunmaktadir  (Kojima, 2005;
Casanueva ve Dieguez, 2002; Pemberton, 2003). Proghrelin ise 28 aminoasit matiir
ghrelin ve 66 aminoasit kuyruk peptid icerir (Bednarek, 2000). Yani ghrelin etkin
yap1 olarak 28 aminoasitten olusan bir peptiddir (Kojima, 1999).

Ghrelin aminoasit uzunluguna gore ghrelin (1-28) ve ghrelin (1-27) olmak {izere 2
gruba ve Ser3’teki acilasyonun tipine gore dort gruba (acillenmemis, oktanoillenmis,

dekanoillenmis ve muhtemel dekenoillenmis) ayrilmistir.

Insan ghrelin geni kromozom 3p25-26 iizerinde, reseptdr geni ise 3. kromozomda
pozisyon q26-27’de lokalizedir (Smith, 1997).
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1.4.2. Agil ve Desacil Ghrelin

Ghrelin 298 aminoasitten olusup, N-terminal ucunda 3. Aminoasit olan serine bagli,
oktanil grubu adi verilen 8 karbonlu bir yag asidi icerir (Howard, 1996; Hosoda,
2002) (Sekil 1.2). Ghrelin, bu oktanil grubunun olup olmamasina gore biyoaktif ve
non-biyoaktif olmak tizere 2 sekilde bulunur (Sekil 1.3). Oktanil grubu igeren ghrelin
biyoaktif yani agillenmis ghrelindir. Oktanil grubu i¢ermeyen ghrelin ise desagil
ghrelindir. Desagil ghrelin dolagimdaki toplam ghrelinin %80-90” 11 olusturmaktadir
(Aydin, 2006). Ancak herhangi bir endokrin fonksiyonunun olmadigi gosterilmistir
(Bednarek, 2000; Date, 2000). Ghrelin bir yag asidi tarafindan aktivitesi degistirilen
tek peptid hormondur (Aydin, 2006).

Ghrelin
“ghre” = grow, GH- releasing peptide
Wr@@@ﬁ@@@@(ﬂ@ﬁ)g
geemma
oH (PIPTATKILIQLP TR

: Isolated from the stomach

i

’
¢

M

Consists of 28-amino acids

HCH
b

n-octanoylined (C8:0) n-octanylated at Ser 3, which is

essential for the biological
activities

(M. Kojima et al., Nature 442, 656-660,1999)

Sekil 1.2. Agil ghtelin olusumu
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OKTANIL GRUBU
$ =

AKTIF INAKTIF

GHRELIN GHRELIN

ACIL DESAGIL
GHRELIN GHRELIN

Sekil 1.3. Oktanil Grubuna Gére Ghrelin

Agil ve desacil ghrelin arasindaki iliski heniiz tam olarak anlagilamamistir. Her iki
formda plazmada ve midede bulunur. Her iki formun da aktif oldugu, benzer ve
karsit fonksiyonlar sergiledigi gosterilmistir. Bu konuda 2 teori giindeme gelmistir:
1) desagcil ghrelin agilasyonun tam anlamiyla gerceklesmemesi sonucu olusur ve her
iki formu da iki ayr regiilator yol araciligiyla salgilanir. 2) desagil ghrelin, ghrelin

nolekiiliiniin deagilasyonu sonucu olusur (Nishi, 2005).

Ghrelinin plazmadaki konsantrasyonu 200-600 nanogram/litredir. Bunun %80’
desacile ghrelindir (Ariyasu, 2001). Acil ghrelinin in vivo yar1 6mrii kisadir, total
ghrelinin ise yar1 6mrii yaklagik 27-31 dakika arasindadir. Desagil ghrelin dolagimda
serbest peptid seklinde bulunurken, acil ghrelinin biiyiik bir kismi lipoproteinler gibi
biiyiik molekiillere bagli olarak bulunur (De Vriese, 2007) .

Desacil ghrelin ghrelinin karaciger veya pankreastaki metabolik etkisini modiile
edebilir. Bu etkisini dogrudan ghrelin ve desagil ghrelinin paylastigi reseptor
iizerinden veya indirekt olarak desacgil ghreline spesifik reseptor araciligiyla
gerceklestirir. Desagil ghrelin, konsantrasyona bagli olarak ghrelin aktivitesini
giiclendirebilir. Veya GHS-R’ye antagonist etki gostererek ghrelin cevabini bloke
edebilir (Gauna, 2007) . Yapilan g¢alismalarda ghrelin uygulamasinin hiperglisemi,
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hipoinsiilinemi, dolagimdaki serbest yag asitlerinin artmas1 ve insiilin sensitivitesinin
kotiilesmesi gibi durumlara yol actigi, fakat desagil ghrelinle birlikte uygulanmasiyla
bu etkilerinin O6nlenebildigi veya geri dondiiriilebildigi bulunmustur. Bu etkilerin
ghrelinin metabolik aktivitesine spesifik oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii desagil
ghrelin GH, prolaktin veya adrenokortikotropin hormonunun acil ghreline cevabi
tizerine etki etmez. Ancak agil ghrelinin insiilin sekresyonu ve glikoz seviyesi

tizerine etkisini antagonize edebilir (Broglio, 2004).

1.4.3. Ghrelinin Dokulardaki Dagilim

Ghrelin hormonu ilk olarak mide fundusundan izole edilmistir (Kojima, 1999). Mide
endokrin hiicrelerinden immiinoglobulin A yoniinden zengin olanlarin %?20’si
ghrelin mRNA’s1 icermektedir. Ghrelin asil olarak midenin fundus kismindaki X/A
benzeri hiicrelerde sentezlenmektedir. Ayrica mide pilorik kisminda da az miktarda
sentezlendigi gosterilmistir (Kojima, 1999; Kojima, 2005; Korbonits, 2004).
Yaklagik %30’luk bir kismim ise ince bagirsaktan {retildigi disiiniilmektedir
(Ariyasu, 2001; Korbonits, 2004). Bagirsaklardaki ghrelin konsantrasyonu

duedonumdan kolona dogru kademeli olarak azalmaktadir (Date, 2000).

Midedeki ghrelin hiicreleri oval ya da yuvarlak sekillidir ve liimenden ziyade kapiller
alana yakin pozisyonlanmistir, bu da ghrelinin tim viicudu dolastifin1 gosterir
(Korbonits, 2004). Dolasimdaki ghrelin konsantrasyonunun midenin asit iireten
boliimiiniin cerrahi olarak uzaklastirilmas: sonucu %80 oraninda azaldigi tespit
edilmistir, bu da oksintrik mukozanin ghrelinin major kaynag: oldugunu gosterir
(Dornonville, 2004). Benzer bir sekilde insanlarda da total gastrektomiyi takiben

ghrelin seviyelerinde diisiis gézlenmistir (Leonetti, 2003).

Ghrelin, lateral hipotalamus, arkuat nukleus, ventromediyal nukleus, dorsomediyal
nukleus, paraventrikiiler nukleus ve 3. Ventrikiiliin ependimal tabakasindaki
cekirdekler arasi boslukta da tespit edilmistir (Cowley, 2003). Pankreas bir diger

ghrelin lireten organdir. Hem ghrelinin hem de desacil ghrelinin rat pankreaslarinda
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tiretildigi tespit edilmistir (Date, 2002). Yine hipofiz bezinde de ghrelin varligi
gosterilmistir  (Kojima, 2005). Bobrekte oOzellikle glomeriiler alanda ghrelin
mRNA’s1 tespit edilmistir (Gnanapavan, 2002). Ayrica kalp ventrikiillerinde de
ghrelin varlig1 gosterilmistir (Huang, 2009). Kondrositlerde de ghrelin sentezinin ve
sekresyonunun oldugu gosterilmistir (Caminos, 2002). Ghrelinin tiikriik bezindeki
varligt immunohistokimyasal yontemle tespit edilmistir (Aydin, 2005). Plasenta,
yumurtaliklar, testisler, akcigerler ve immun sistem hiicrelerinden de ghrelin

salgilandig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Hattori, 2009) (Sekil 1.4).

Sekil 1.4. Ghrelinin Dokulardaki Dagilimu
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1.4.4. Ghrelinin Fizyolojik Fonksiyonlar:

1.4.4.1. GH Salgilatic1 Aktivitesi

Ghrelin giiclii, doza bagli ve GHS-rla’ya bagimli GH salgilatic1 aktiviteye sahiptir
(Kojima, 1999). Ghrelin hem in vivo hem in vitro olarak GH salimini uyarir.
Ghrelinin intravendz enjeksiyonu hem insanlarda hem de ratlarda GH salimim
indiiklemistir. Anestezi altindaki ratlara GH enjeksiyonu sonrasinda 5-15 dakika
icerisinde pik yaptig, 1 saat igerisinde tekrar bazal seviyesine dondigi
gosterilmistir. Ghrelinin ayn1 zamanda tavuk, balik, kurbaga gibi memeli olmayan
omurgali hayvanlarda da GH salinimini indiikledigi gosterilmistir. Biitiin bu deneyler
sonrasinda ghrelinin potansiyel bir GH sekretorii oldugu onaylanmistir (Kojima,
2005).

1.4.4.2. ACTH Salgilatic1 Aktivitesi

GHS ve ghrelin primer olarak rat hipotalamusundaki arjinin-vazopresini direkt
uyararak ve kortikotropin stimiile edici hormonun salimini arttirarak hipofiz
hiicrelerinden ACTH salimin1 etkilemektedir (Penalva, 2001). Ghrelinin minimum
doz uygulamasiyla ACTH, prolaktin ve kortizol seviyelerinde artis oldugu
gortilmektedir (Takaya, 2000).

1.4.4.3. Beslenme Uzerine Etkisi

Beslenme yasamak icin gerekli olan temel bir davranistir. Aclik beyin tarafindan
kontrol edilir ve beslenme davranisi, 6zellikle hipotalamus olmak {izere, santral sinir
sisteminde kompleks mekanizmalar araciligiyla diizenlenir (Druce, 2003; Schwartz,
2000;Vettor, 2002). Yakin donem c¢alismalarinda, agligi diizenleyen hiimoral
faktorlerin tanimlanmasindan sonra, bu diizenleyici mekanizmalarin sadece santral

sinir sisteminde olmadigi, ayn1 zamanda periferal dokulardan salgilanan faktorler
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araciligiyla da diizenlendigi bulunmustur (Kojima, 2005; Neary, 2004; Ukkola, 2004;
Wynne, 2004).

Immiinohistokimyasal calismalarda ghrelin igeren hiicrelerin hipotalamusta, agligin
kontrol edildigi bolgede oldugu gosterilmistir (Kojima, 1999; Lu, 2002). Bu bulgu
ghrelinin yiyecek aliminin kontroliinde rol oynadigini diisiindiirmektedir (Kojima,
2005).

Ratlarin beyin ventrikiillerine ghrelin enjekte edildigi zaman besin alimlar1 uyarilir
(Nakazato, 2001; Wren, 2001). Sadece intracerebroventrikiiler enjeksiyon degil ayni
zamanda ghrelinin intravendz ve subkutandz enjeksiyonu da besin alimini arttirir
(Nakazato, 2001; Tschop, 2000). Ghrelin gastrointestinal sistem organlarindan agliga
cevap olarak {retilir ve kanda dolasarak beslenmeyi uyarmak ic¢in santral sinir

sistemine periferal sinyal génderir (Kojima, 2005).

1.4.4.4. Vagal Etkileri

Yapilan ¢aligmalarda vagal efferent ndronlarda ghrelin reseptorlerinin sentezlendigi
bulunmustur. Bu bulgu ghrelinin mideden beyine vagus siniri araciligiyla tagindigini
diistindiirmektedir (Date, 2002; Zhang, 2004). Vagotomi ile ghrelinin yiyecek alimini
ve GH salimmi arttirict etkisinin engellenebildigi bulunmustur (Date, 2002;
Andrews, 2002) . Fakat vagotomiden sonra ghrelin konsantrasyonunun bazal
seviyeleri etkilenmemektedir. Bu sonuclar ghrelinin vagus sistemini aktive

edebildigini kanitlar niteliktedir (Kojima, 2005).

1.4.4.5. Hiicre Farklilasmas1 Uzerine EtKisi

Yapilan c¢alismalar ghrelinin hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasi {iizerine etki
edebilecegine dikkat ¢ekmektedir. Hiicrenin tipine bagli olarak, ghrelin hiicre

bliyiimesini uyarabilecegi gibi inhibe de edebilir (Xu, 2008). Ghrelinin
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proosteoblastlar noronal prekiirsorler, preadipositler ve kardiyomiyositler iizerine
mitotik etkisinin oldugu gosterilmistir (Kim, 2005; Maccarinelli, 2005; Pettersson,
2002; Sato, 2006). Ghrelinin, osteoblastlar, adipositler ve miyositlerin, kok

hiicrelerinden farklilagsma asamasina etki ettigi diistiniilmektedir.

1.4.4.6. Kardiyovaskiiler Sistem Uzerine Etkileri

Ghrelini ve reseptoriinii kodlayan mRNA ekspresyonunun kalpte ve aortada
gbzlenmesi ghrelinin kardiyovaskiiler bir fonksiyonu olduguna kanit niteligindedir
(Li, 2006). Aterosklerotik damarlarda ghrelinin baglanma miktarmin arttigi
bulunmustur (Van der Lely, 2004). Ghrelin kardiyovaskiiler dokularda, dolasim

homeostazinin saglanmasinda 6nemli otokrin-parakrin fonksiyonlara sahiptir.

1.4.4.7. Otonom Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Ghrelin sempatik aktiviteyi 6nleyerek damarlarda vazodilatasyona ve kan basincinin
diismesine sebep olur (Kojima, 2005; Korbonits, 2004). Gastrointestinal sistemdeki
parasempatik aktivite lizerine ise uyarici etki gostermektedir (Date, 2002). Bu sekilde

gastrik asit sekresyonunu ve gastrik hareketliligi arttirir (Masuda, 2000).

1.4.4.8. Gastrointestinal Sistem Uzerine Etkileri

Ghrelin ilk kez mide dokusunda kesfedilmistir ve ghrelinin intravendz olarak
verilmesi doza baghh olarak gastrik asit sekresyonunu arttirdigt ve mide
hareketliligini stimiile edttigi gosterilmistir (Dornonville, 2004; Masuda, 2000).
Gastrektomi yapilan ratlarda dolasimdaki ghrelin konsantrasyonunun %80 oraninda

azaldig1 gosterilmistir (Dornonville, 2001; Date, 2000; Van der Lely, 2004).
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1.4.4.9. Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Endometriyumda ghrelin ekspresyonu oldugu gosterilmistir ve embriyonik
implantasyonda bu hormonun parakrin ve otokrin bir rolii oldugu diisiiniilmektedir

(Kojima, 2005).

Ghrelin plasentada sentezlenmektedir ve fotal biiylimede roli olabilecegi
diistiniilmektedir. Merkezi olarak ghrelin uygulamasi disi ratlarda liiteinlestirici
hormon (LH) salim diizenini degistirmektedir (Korbonits, 2004; Caminos, 2003).
Ghrelin insan ovaryumunda ve testislerin Leydig hiicrelerinde de eksprese
edilmektedir (Gaytan, 2003; Barkan, 2003)

1.4.4.10. iskelet ve Kas Sistemine Etkileri

Fundus hiicrelerinin kaybedilmesi beraberinde ghrelin ve kemik doku kaybimi da
getirmektedir (Aydin, 2006). Gastrektomi ile artmis kemik doku kaybi ghrelin
sentezleyen endokrin hiicrelerinin yoklugundan ileri gelebilir. Ratlarda ghrelin,

osteoblastlarin proliferasyon ve farklilagmasini uyarir (Fukushima, 2005).

1.4.4.11. Karbonhidrat Metabolizmas1 Uzerine Etkileri

Ghrelinin glikoz homeostazi {izerine etkisi ilk kez Broglio ve arkadaglari tarafindan
gosterilmistir. Bu ¢alismada agil ghrelin uygulamasinin saglikl kisilerde, glisemide
akut ve onemli bir artisa, dolasimdaki insiilin seviyesinde ise gegici bir diisiise neden
oldugu bulunmustur (Broglio, 2003). Ancak desagil ghrelinin ayni etkilere neden
olmadig tespit edilmistir (Gauna, 2007).
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1.4.4.12. Yag Dokusu Uzerine Etkileri

Ghrelin adipogenezis progesinde de dnemli rol oynayabilir. Hem agil hem de desagil
ghrelin rat kemik iligine enjekte edildiginde adipogenezisi kolaylastirir. Bunun yani
sira devamli acgil ghrelin enjeksiyonunun adipoz doku disinda da lipit
metabolizmasin etkiledigi bulunmustur (Barazzoni, 2005). Ayrica ghrelinin kemik
iligine enjekte edildiginde spesifik olarak yag hiicre ¢ogalmasini uyardigi tespit
edilmistir (Thompson, 2004). Adiponektin ekspresyonunun ghrelin tedavisiyle inhibe
edildigi gosterilmistir (Ott, 2002). Bu da ghrelinin adipogenez progesinde 6énemli rol
oynayabilecegini destekleyen bir bilgidir.

1.4.4.13. Diger Endokrin Hormonlar Uzerine Etkileri

Insanlarda ghrelin uygulamasi sonrasinda doza bagimli olarak GH diizeyinde énemli
bir atris olmaktadir. ACTH, kortizol ve prolaktin seviyelerinde minimum doz
uygulamasiyla bir artis olmakla beraber folikiil stimiile edici hormon (FSH),
liteinlestirici hormon (LH) ve tiroid stimiile edici hormon (TSH) diizeylerinde

herhangi bir degisiklik goriilmemistir (Takaya, 2000).

1.4.4.14. Uyku Uzerine Etkileri

Hem GHS hem de ghrelinin insanlarda uykuyu destekledigi gosterilmistir. Ghrelin
yavas dalga uykusunu arttirir (Copinschi, 1997; Frieboes, 1995; Obal, 2003; Weikwl,
2002).

1.4.4.15. Davramissal Etkileri

Ghrelinin ratlar iizerinde diisiik oranda uygulanmasinin anksiyeteyi arttirdigi ve

hafizayr gelistirdigi gosterilmistir (Carlini, 2002). Ghrelinin periferal enjeksiyonu



38

hipotalamusta kortikotropin salgilatict hormon (CRH) ekspresyonunu arttirmis ve
anksiyete artisina sebep olmustur (Asakawa, 2001). Bu bulgular ghrelinin strese karsi
davranigsal cevapta ve noroendokrin sistemde bir rol oynayabilecegini gosterir

(Korbonits, 2004).

1.4.5. Ghrelin Diizeyini Etkileyen Faktorler

1.4.5.1. Achk ve Besin Alinu

Endojen ghrelin seviyeleri akut ve kronik beslenme durumlarina gore degisir. Aclik
ghrelin seviyesinin artisina neden olurken, yemek alimindan hemen sonra ghrelin
diizeyinde diisiis gozlenir. Yemek alimi sonrast en diisiik seviyeye 60-120 dakika
arasinda ulasir (Ariyasu, 2001; Cummings, 2001; Cummings, 2002; Tschop, 2000).
Yemek sonrasi ghrelin baskilanmasinin alinan kaloriyle iliskili oldugu tespit
edilmigtir (Callahan, 2004; Aydin, 2006). Aglikla birlikte mide ghrelin ekspresyonu
artar fakat hipotalamus ve hipofiz ghrelin ekspresyonu degismez (Torsello, 2003). 3
giinliik uzun siiren aglik sonrasinda ghrelin seviyelerinin baslangica oranla énemli

derecede degismedigi gosterilmistir (Chan, 2004).

Aclik ghrelin seviyeleri obez bireylerde normal bireylere gore daha diisiiktiir. Viicut
kiitle indeksi (BMI) daha diisiik olan anoreksiya nevroza gibi hastaliklarda ghrelin
seviyeleri daha yiiksektir (Ariyasu, 2001; Shiiya, 2002; Tschop, 2001). Serebrospinal
stvidaki ghrelin seviyeleri BMI ile negatif korelasyon gdosterir (Tritos, 2003). Obez
bireyler kilo kaybettiklerinde ghrelin seviyelerinde artis gozlenirken, anoreksiya
nevrozali hastalar kilo aldiklarinda ghrelin seviyeleri diiser (Otto, 2001; Ravussin,

2001).
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1.4.5.2. Glikoz ve Diyet

Kandaki glikoz seviyesinin ghrelin diizeylerini etkiledigi diisiiniilmektedir. Oral ya
da intravendz olarak glikoz verilerek hiperglisemi olusturulan hastalarda plazma
ghrelin seviyelerinin baskilandigi bulunmustur (Nakagawa, 2002). Yiiksek yagh
beslenme ghrelin seviyeleri lizerine inhibitér etki gosterirken, diisiik proteinli
beslenme ghrelin diizeylerini arttirdig1 gdsterilmistir (Beck, 2002). insanlarda yiiksek
karbonhidratli beslenmenin, yiiksek yag oranli beslenmeye gore ghrelin seviyelerini

daha ¢ok distirdiigii gosterilmistir (Weigle, 2003).

1.4.5.3. Insiilin Hormonu

Insiilinin ghrelin diizeylerini inhibe ettigi gosterilmistir (Leonetti, 2004). Dereceli
olarak hiperinsiilinemi olusturulan bireylerde normal glisemi esnasinda ghrelin
seviyelerinde diisiis gozlenmistir (Anderwald, 2003). Normoglisemi halinde
olusturulan hiperinsiilineminin ghrelin seviyelerini diisiirmesi insiilinin ghrelin
seviyelerinin  diizenlenmesinde bir roliiniin olabilecegini  diislindiirmektedir
(McCowen, 2002). Insiilin, direkt olarak ghrelin sekrete eden hiicreleri etkileyerek
veya diger noral ve hiimoral mekanizmalar araciligiyla ghrelin salimini azaltir. Aglik
durumunda insiilin azalmasi sonucu ghrelin konsantrasyonu artar ve beslenmeyi
takiben insiilin salimi plazma ghrelin seviyesinin baskilanmasina neden olur (Saad,

2002).

1.4.5.4. Leptin ve Diger Hormonlar

Ghrelinin ac¢higr ve besin alimini arttirmasi ve adipositeyi indiiklemesi, leptine karsit
bir etkisinin oldugunu gosterir. Leptin uygulamasinin farelerde gastrik ghrelin
mRNA’ sim arttirdigi gosterilmistir (Ariyasu, 2002). Rat hipotalamusundaki leptin
transgen ekspresyonunun dolasimdaki ghrelin seviyelerini arttirdig: tespit edilmistir

(Torsello, 2003).
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Fizyolojik ve farmakolojik dozlarda leptin uygulanan 6 saglikli bireyde takip eden
giinlerde  ghrelinin  etkilenmedigi ~ gdzlemlenmigtir.  Leptinin  ghrelin
diizenlenmesindeki bu etkisizligi enerji homoestazisinde ghrelinin leptini uyarmadigi

anlamina gelebilir (Chan, 2004).

Somatostatin ve analoglart normal bireylerde ghrelin sekresyonunu inhibe etmektedir
(Schaller, 2003; Barkan, 2003; Broglio, 2002). Tiroid hormon eksikligi, gastrik
ghrelin mRNA’sinda ve dolasimdaki ghrelin seviyelerinde artisa sebep olmaktadir
(Caminos, 2002). Hipogonadizmli erkeklerde testosteron eksikliginin ghrelin

seviyelerini diistirdiigii gosterilmistir (Pagotto, 2003).

1.4.5.5. Cinsiyet

Cinsiyetin ghrelin diizeyini etkilemedigini bildiren ¢aligmalarin yani sira kadinlarda,
daha yiiksek oldugunu gosteren galismalar da mevcuttur (Purnell, 2003; Barkan,
2003). Menopozal durumun ghrelin seviyesine etkisine yonelik yapilan ¢alismalarin
bir kisminda menopozla ghrelin seviyesi arasinda bir iliski bulunamazken,
perimenopozal donemde, pre- veya postmenopozal doneme kiyasla ghrelin diizeyinin
daha yiiksek oldugunu belirten galismalarda vardir (Purnell, 2003; Sowers, 2008).
Sicanlarda yapilan bir caligmada, disi siganlarda daha yiiksek plazma ghrelin
seviyeleri ve midede yliksek ghrelin mRNA ekspresyonu oldugu bulunmustur
(Gualillo, 2001). Insanlarda yapilan bir calismada plazma ghrelin seviyeleri
kadinlarda yiiksek bulunmus ancak BMI arasindaki fakliliklar giderildiginde bu
bulgunun ortadan kalktig1 goriilmiistiir (Chan, 2004).

1.4.5.6. Yas

Yasla ghrelin diizeyleri arasinda herhangi bir iliskinin olmadigin1 gdsteren
caligmalarla birlikte, plazma ghrelin seviyesinin yasla pozitif yonde veya negatif

korelasyon gosterdigini bulan ¢alismalar da mevcuttur (Purnell, 2003; Shiiya, 2002).
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Yasin ghrelin iizerine bagimsiz bir faktor olup olmadigi agik degildir. Purnell (2003)
BM]I, insiilin duyarliligi, viicut kompozisyonu, HDL, cinsiyet, insiilin ve viicuttaki
yag dagilimu ile ilgili faktorlerle yaptig1 coklu regresyon analizlerinde yasin bagimsiz

bir faktor oldugunu bildirmistir.

1.4.5.7. Obezite

Obez bireyler zayif bireylere gore daha diisiik ghrelin seviyelerine sahiptir (Tschop,
2001). Kilo kaybiyla birlikte dolasimdaki ghrelin seviyeleri artar (Cummings, 2002;
Hansen, 2002). Bu bilgi ghrelinin viicut agirhigina baglh oldugunu fakat yag
agirligina ya da yag dagilimia bagli olmadigint destekler (Purnell, 2003). Obezite
diisik GH ve ghrelin seviyesi ile karakterizedir, ancak yapilan ¢alismalara gore bu
iki parametre arasinda nedensel bir iligski yoktur (Korbonits, 2004; Lindeman, 2002;
Murdolo, 2003). Yapilan bir ¢alismada obez bireylerde gida alimini takiben ghrelin
diizeylerinde belirgin bir azalma olmadigi, diizensiz bir ghrelin saliminin bulundugu
bildirilmistir (Ukoki, 2001). Ayrica obez bireylerde insiilin ve leptin diizeylerindeki
artisin, ghrelin diizeylerinde azalmaya yol agmasinin insiilin ve leptin ile ghrelin
arasinda negatif bir iliskinin varhigmin gostergesi olabilecegi One siiriilmustiir

(Bellone, 2002).

1.4.5.8. Gebelik

Gebeligin ilk trimestrinde ghrelin seviyesi yliksek iken, ikinci trimestrinde diisiik
bulunmustur (Aydin, 2006; Korbonits, 2004). Bebegin kordon kanindaki ghrelin
diizeyi anne kanindan daha yiiksek bulunmustur. Ayrica zamaninda dogan bebeklerin
erken dogan bebeklere gore daha yiiksek ghrelin diizeyine sahip oldugu goriilmiistiir

(Aydin, 2006; Bellone 2004).
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1.4.6. Ghrelin Hormonuyla iliskili Hastaliklar

1.4.6.1. Polikistik Over Sendromu (PKQOS)

PKOS’lu hastalarda ghrelin diizeyi ile ilgili yapilan ¢alismalarda celigkili sonuglar
bildirilmektedir. Bir g¢alismada PKOS’lu bireylerde kontrol grubuna goére daha
yiikksek ghrelin diizeyi tespit edilmisken (Wasko, 2004), baska bir ¢alismada fark
bulunamamistir (Orio, 2003). PKOS’lu hastalarda ghrelin diizeyinin saglikli zayif
veya obez bireylerden daha diisiik seviyede oldugu gosterilmistir (Schofl, 2002).

1.4.6.2. Diabetes Mellitus

Streptozosin ile olusturulmus diabetes mellituslu ratlarda yiiksek ghrelin seviyeleri
tespit edilmis ve daha sonra insiilin verilmesi ile ghrelinin normal diizeye indigi
gosterilmistir (Aydin, 2006). Tip 2 diabeti olan hastalarda ghrelin seviyeleri diisiik
bulunmustur. Yine diisiik ghrelin seviyeli bireylerde yiiksek aglik insiilini oldugu

tespit edilmistir (Poykko, 2003).

1.4.6.3. Hipertansiyon

Gebelerde ve normal popiilasyon taramalarinda viicut kiitle indeksinden bagimsiz
olarak yiiksek kan basinci ile diisiik ghrelin seviyeleri arasinda iliski bulunmustur
(Korbonits, 2004; Kojima, 2005). Benzer olarak insan c¢alismalarinda ghrelin
enjeksiyonunun damarlarda genislemeye neden olarak kan basincimi diisiirdigi

bildirilmistir (Nagaya, 2001; Aydin, 2006) .
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1.4.6.4. Akromegali

Akromegalili bireylerde ghrelin seviyeleri bazi1 ¢caligsmalarda diisiik, baz1 ¢aligmalarda
normal bulunmustur (Aydin, 2006). Akromegalili hastalarda somatostatin analoglari
ile tedavi sonrasinda ghrelin seviyeleri diismektedir. Akromegalililerde ghrelin
seviyelerinde izlenen bu diisiis yiikselmis GH ve insiilin benzeri biliylime faktorii-1

(IGF-1) diizeylerine bagli olabilir (Kojima, 2005).

1.4.6.5. Hipo-Hipertiroidizm

Ghrelin seviyeleri hipertroidizmde diisiik, tirotoksik hastalarda ise daha diisiik ve
antitiroid tedavi ile elde edilen Otroid durumunda ise normal diizeylerine
cekilebilmektedir (Riis, 2003). Burada ghrelin iizerinde direk olarak tiroid

hormonlarinin etkili oldugu diisiiniilmektedir.

1.4.6.6. Diger Hastaliklar

Ghrelin hormonu bazi ndroendokrin gastrointestinal tiimoérlerde tespit edilmistir.
Metastatik pankreas timorlii bir hastada ghrelin seviyesinin 50 kat arttigi tespit

edilmistir (Corbetta, 2003; Tsolakis, 2004).

Helicobacter pylori enfeksiyonlarinda ghrelin seviyelerinde diisiis bulunmustur
(Shiotani, 2005).

Ileri dénem siroz hastalarinda ghrelin diizeyleri yiiksek bulunmustur (Tacke, 2003).

Non-alkolik hepatosteazda ghrelin seviyeleri diisiik bulunmustur (Marchesini, 2003).

Colyak hastalarinda yiiksek bulunan ghrelin seviyeleri gliitensiz beslenme ile

diistiriilmistiir (Peracchi, 2003).
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Enflamatuvar bagirsak hastaligy, iilseratif kolit ve Crohn’s hastalig1 gibi immiinolojik
rahatsizliklarda serum ghrelin konsantrasyonunun arttigi rapor edilmistir (Karmiris,

2008).

Siddetli romatoid artrit (RA) hastalarinda TNF-a blokajinin dolasimdaki ghrelin

konsantrasyonunu arttirdigi bildirilmistir (Gonzalez-Gay, 2008).

Uyku apneli hastalarda yiiksek bulunan ghrelin seviyeleri tedaviyi takiben
distirilmiisttir (Harsch, 2003).

Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda serum ghrelin seviyeleri saglikli bireylere

gore daha yiiksek bulunmustur (Hansen, 2002).

HIV hastalarinda diisiik ghrelin seviyeleri tespit edilmistir (Korbonits, 2004).

Kronik alkol kullanan bireylerde serum ghrelin seviyeleri alkol kullanmayan

bireylere gore daha yiiksek bulunmustur (Kim, 2005).

1.4.7. Ghrelin ve immiin Sistem

Immun sistem hiicreleri metabolizmadaki degisimlere karsi ¢ok hassastir. immun
hiicreler cevrelerindeki degisimlere karsi hassas olabilir ve dolasimdaki immiin
cevabr ve sitokin ekspresyonunu etkileyen hormon seviyelerindeki artma ve
azalmalardan etkilenirler (O’Connor, 2008; Patel ve Taub, 2009; Steinman, 2004;
Taub, 2008). Enflamasyon boyunca ya da yara iyilesmesine cevap asamasinda
iiretilen proenflamatuar sitokinler ve immiin-kaynakli biiylime faktorleri de viicutta
hormon salimin etkileyen mesajlar iletirler. Yapilan ¢caligmalarda hem sistemik hem
doku iligkili ghrelinin, GHR-S proteini ve mRNA ekspresyonunun akut ve kronik
enflamasyonun evreleri boyunca diizenlendigi gosterilmistir. Bunun sonucunda
serum ve plazmadaki ghrelin salimindaki artis hastalik siddetiyle iliskili

bulunmustur. Ayrica ghrelin seviyeleri 06zellikle TNF-o, IL-18 ve IL-6 gibi
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enflamasyonun klasik belirtecleri olan proenflamatuar sitokinlerin salimiyla iligkili

bulunmustur (Hattor, 2009; Smith, 2005; Taub, 2010).

Serum ya da plazmadaki ghrelin seviye artis1 iilseratif kolit, Crohn hastalig1,
ankilozan spondilit, sepsis, pankreatit ve romatoid artrit gibi bir¢ok enflamatuar
hastalikla iligkilendirilmistir ( Hattori, 2009; Katergari, 2008; Kerem, 2007; Maruna,
2005; Otero, 2004; Taub, 2007; Taub, 2010; Toussirot, 2007). Intraabdominal
sepsiste hem ghrelin hem de leptin seviyelerinin, hem inflamatuar sitokinle hem de
C-reaktif proteinle pozitif korelasyon gostererek arttigi bulunmustur (Maruna, 2005).
Endotoksin ve TNF- a ghrelin seviyelerini arttirabilecegi gibi baskilayabildigi de
gosterilmistir. Yapilan bir calismada serum ghrelin seviyeleri romatoid artritli
bireylerde daha diisiik bulunmustur (Otero, 2004). Total ghrelin konsantrasyonunun
kronik obstriiktif akciger hastaligi olan bireylerde TNF-a ve C-reaktif protein ile
negatif korelasyon gosterdigi bulunmustur (Luo, 2005).

Genel olarak ghrelin seviyesinin enflamasyon durumunda arttig1 sdylenebilir. Ancak
ghrelin konsantrasyonundaki bu artis enflamasyonun nedeni mi yoksa sonucu mu

sorusu hentiz netlik kazanmamistir (Hattori, 2009).

Bakteriyel LPS gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda yer alir, monositler ve B
hiicreleri lizerine etki ederek akut faz cevabinin olusmasina ve agir1 miktarda IL-1p3,
IL-6 ve TNF-a iiretimine neden olur. Ghrelin LPS ile indiiklenmis endotoksemide,
dolasimdaki ve dokudaki bu proenflamatuvar, sitokinlerin seviyelerini azaltarak
giiclii antienflamatuvar etki gosterir (Dixit, 2004). Akut LPS enjeksiyonu ghrelinin
serum Konsantrasyonunun azalmasina neden olurken, LPS verilmesinden 24 saat
sonra veya devamli LPS verilmesi sonucu serum ghrelin konsantrasyonunda artig

oldugu gozlenmistir (Dixit, 2004; Granado, 2005).

Ghrelinle ilgili yapilan arastirmalarda GHS-R’nin ¢esitli immiin hiicre alt gruplarinda
bulunmasi, bu peptidin immiin hiicre alt gruplari {izerine immiinomodiilator etkisinin

de olabilecegi hipotezini ortaya ¢ikarmistir (Dixit, 2004; Dixit, 2005).
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InsanT lenfositlerinin preproghrelin salim1 yapabildigi, acil ve desacil ghrelin
tiretebildigi  bulunmustur (Dixit, 2004). Farelerde, ghrelinin doza bagl olarak dalak
T hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi gosterilmistir. Ghrelin reseptoriiniin dalak T
lenfositlerindeki varligi ve T hiicre sitokin {iretimini etkilemesi, bu hormonun
lenfosit tiretimi ve ¢ogalmasi iizerine fonksiyonel bir role sahip oldugunu kanitlar

niteliktedir (Xia, 2004).

Ghrelin, proenflamatuvar sitokinlerin yani sira dalak T lenfosit ¢ogalmasini da inhibe
eder. Ghrelinin giicli antienflamatuvar aktivitesine bagli olarak sistemik

enflamatuvar cevapta da onemli derecede azalma oldugu tespit edilmistir (Konturek,
2009).

1.4.8. Ghrelin ve Kemik Metabolizmasi

Ghrelinin kemik yogunlugunu koruma etki mekanizmalarindan biri GH ile kemik
arasindaki iliskiye dayanir. Ghrelin, GH salimini1 uyararak kemik metabolizmasini
etkileyebilir. Diger bir mekanizma ise ghrelinin viicut kiitlesini ve kompozisyonunu

etkileyerek kemigin korunmasina yardimci olmasidir (Weiss, 2006).

Bunun yani sira kemik hiicrelerinin ghrelin kaynagi olmasi, sitokinler, biiylime
faktorleri, prostoglandinler (PG) ve nitrik oksit gibi lokal faktorler araciliyla otokrin
veya parakrin yolla da kemik dokusu {izerine etkisinin olabilecegini

diistindiirmektedir (Maccarinelli, 2005).

1.4.9. Ghrelin ve Periodontal Hastahik

Son yillarda yapilan calismalar ghrelinin sadece endokrin fonksiyonlarinin
olmadigini, antienflamatuvar, antioksidan etki gibi farkli etkilerinin de oldugunu
gostermektedir (Li, 2004; Obay, 2008). Ghrelinin proenflamatuvar sitokin ve

kemokin iretimini inhibe ettigi ve enflamatuvar hiicre biiylimesini baskiladig1
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bilinmektedir (Koca, 2008). Ghrelinin LPS ile indiiklenmis enflamasyonu
baskiladigi, ayn1 zamanda doza ve zamana bagli olarak TNF-o, IL-1B gibi

sitokinlerin tiretimini inhibe ettigi gézlenmistir (Waseem, 2008).

Ghrelinin LPS ile indiiklenmis enflamasyonda IL-1B, IL-6 ve TNF-o gibi
proenflamatuvar sitokinler iizerine gii¢lii inhibitdr etki gdstermesi, antioksidan
etkinliginin olmasi, bu hormonun immiin cevabin ve konak defans mekanizmasinin
bir pargast oldugunu diisiindiirmektedir (Obay, 2008; Vila, 2007; Dixit, 2004; El
Eter, 2007). Ayrica osteoblastlar {izerine farmakolojik ve fizyolojik kosullarda
antiapoptotik etki etmesi ve osteoblastlarin farklilasmasini ve ¢ogalmasini stimiile
etmesi, osteoblastlarin yasam dongilisii lizerine modiile edici etkisinin oldugun
kanitlar niteliktedir (Kim, 2005). Bu baglamda, ghrelinin proenflamatuvar sitokin
artistyla ve kemik kaybiyla iliskili periodontal hastalik patogenezinde de rol
oynayabilecegi akla gelmektedir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, saglikli ve periodontitisli hastalar arasinda
ghrelin ile periodontal parametreler, serum sitokinleri ve kemik dongiisii belirtegleri
arasindaki iliski degerlendirilmis ve total ghrelin ile acile ghrelin seviyeleri

periodontitisli grupta saglikli gruba gore daha ytliksek bulunmustur (Yilmaz, 2014).

Planladigimiz bu c¢alismada amag¢ puberte Oncesindeki, pubertedeki, eriskin
donemdeki ve menopoz donemindeki ratlarda ligatiirle periodontitis olustuktan sonra
periodontitis Oncesi ve sonrasi dolasimdaki enflamatuar reaksiyon tiriinleri ve ghrelin
seviyelerini saglikli kontrol grubundakilerle karsilagtirmaktir. Boylelikle yasam
dongiilerinin farkli noktalarinda bulunan ve dolayisiyla dolasimdaki cinsiyet
hormonlarinin farkli seviyelerde bulundugu (prepuberte, puberte, eriskin, menopoz)
disi ve periodontitisli ratlarda enflamatuar cevap ve kemik metabolizmas: ile ghrelin

iligkisini ortaya koymak hedeflenmektedir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Deney Hayvanlan

Bu arastirma, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
02.04.2012 tarih ve 44-6866 sayili etik kurul onayr alindiktan sonra, hayvan
deneyleri Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezi (GUDAM)’ da, ELIZA testleri ise Ankara Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi biyoteknoloji laboratuarinda gerceklestirildi. Caligmaya, 10 adet
prebubertal, 10 adet pubertal, 10 adet erigkin, 10 adet postmenopozal donemde olan
toplam 40 adet disi Wistar rat ile baslanmistir. Prepuberte donemindeki ratlar 3
haftalik ve ortalama 90-100 gr agirliginda, puberte donemindeki ratlar 6 haftalik ve
ortalama 150-170 gr agirhi@inda, eriskin donemdeki ratlar 12-13 haftalik ve ortalama
200-220 gr agirliginda, postmenapozal donemdeki ratlar ise 18-19 aylik ve ortalama
210-230 gr agirliginda idi. Sicanlar ayni merkezde tek tek ve ayri ayri kafeslere

konularak standart sican yemi, sekerli biskiivi ve su ile beslendi.

Caligma gruplart,

Prepubertal Grup = 6 adet denek+ 4 adet kontrol
Pubertal Grup = 6 adet denek+ 4 adet kontrol
Eriskin Grup = 6 adet denek+ 4 adet kontrol

Postmenopozal Grup = 6 adet denek+ 4 adet kontrol olmak tizere 4’e ayrildi.

2.2. Deneysel Calisma Modeli

Periodontitis olusturmak i¢in ¢alismamizda kullanilan denek ratlara Rompun 10
mg/kg ve Xylazine 40 mg/kg ketamin anestezisi yapildi. Anestezi saglandiktan sonra
hem sol hem sag iist birinci ve ikinci molar dislerine 3/0 ipek siitur (Dogsan Tibbi

Malzeme Sanayi AS, Tirkiye) materyali ligatiir seklinde baglandi ve subgingival
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olarak yerlestirildi (Sekil 2.1). Siiturun baglanmasini takiben 21. giinde hem deney
hem de kontrol grubundaki ratlara ketamin (40mg/kg) ve rompun (10 mg/kg)
uygulanarak anestezi saglandi. Daha sonra siganlar tartildi ve ortalama agirliklar
prepubertal, pubertal, erigskin ve postmenopozal gruplar i¢in sirasiyla 160-180 gr,
220-230 gr ve 240-250 gr idi. Bu islemi takiben anestezi altindaki sicanlardan 10

ml’lik enjektorle ‘intrakardiyak’ olarak kan alindi. Siganlarin kani alindiktan sonra

yiiksek doz anestezi altinda “sakrifikasyon” islemi gergeklestirildi. Alinan kanlar
EDTA’L tiipler icerisine konulduktan sonra 10 dk. boyunca santrifiij edildi (3000
devir/dk). Ornekler serum ve plazma olarak ayrildiktan sonra serum kismi eppendorf

tiiplere alind1 ve analiz edilecegi giine kadar -80°C’de saklandi.

Sekil 2.1. Denek grubunda iist 1. ve 2. molar dislere ligatiir baglanmas1

Sakrifikasyon islemini takiben kontrol ve denek grubundaki siganlarin iist ¢eneleri
oral yumusak dokular1 da igerecek sekilde ¢ikariltildi ve tamponlu formalinde fiske
edildi (Sekil 2.2). Daha sonra periodontal yikim gergeklesip gergeklesmedigini
kontrol etmek i¢in hem denek hem de kontrol grubundaki si¢anlarin iist ¢ceneleri 60
kV, 7 mA dozda 0.02 saniye 1sinlanarak radyograflari alinip (Bolmont Phot-X II)
dijital ortama (Soredox Digora Optime) aktarildi (Sekil 2.3 ve Sekil 2.4).



Sekil 2.2. Denek grubundaki siganin iist ¢enesi

Sekil 2.4.

Kontrol grubundaki siganlardan alinan radyograf
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Prepubertal gruptaki ratlarin disleri siirme asamasinda oldugu igin ligatiiriin yerinde
durmadig1 ve periodontitis olusmadig1 gozlendi ve bu sebeple bu grup ¢alisma dist
birakilmistir. Diger denek grubundaki tiim sigcanlarda yikim olustugu icin hepsi
calismaya dahil edilmistir.

2.3. Biyokimyasal Analizler

Aragtirmamizin biyokimyasal analizleri Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’ nda gerceklestirildi. Serum orneklerindeki,
Osteokalsin®, Osteoprotegerin®, Alkalen Fosfataz*, TNF-o', IL-1p*, Acile Rat
Ghrelin®, Total Rat Ghrelin®, SRANKL' konsantrasyonlari ELISA Kkitleriyle
degerlendirildi (Sekil 2.5 ve Sekil 2.6).

Sekil 2.5. ELISA kitleri deney asamas1 Sekil 2.6. ELISA kitleri deney asamas1

* (Rat Osteocalcin Uscn Life Science Inc., Wuhan,Hubei, 430056, PRC)

* (Rat Osteoprotegerin ELISA Kit, CUSABIO®, Wuhan, Hubei Province 430223,P.R.China)

¥ (Rat Alkaline Phosphatase ELISA Kit, CUSABIO® Wuhan, Hubei Province 430223, P.R.China)

" (Rat TNF-alpha Platinum ELISA, eBioscience®, Bender MedSystems GmbH Campus Vienna
Biocenter 2 1030 Vienna, Austria)

* (Rat IL-1p Platinum ELISA, eBioscience®, Bender MedSystems GmbH Campus Vienna Biocenter
2 1030 Vienna, Austria)

¥ (Rat Acylated Ghrelin Enzyme Immunoassay Kit, SPI bio®-bertin pharma, Montigny Le
Bretonneux, France)

¥ (Rat GHRELIN Enzyme Immunoassay Kit, Phoenix Pharmaceuticals, INC., California, USA)

Y (Rat soluble receptor activator of nuclear factor-kB ligand ELISA Kit, CUSABIO®, Wuhan, Hubei
Province 430223, P.R.Chin
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2.4. istatistiksel Analiz

Konsantrasyon degerleri cihazin belirleme sinirindan (limit of detection=LOD)

diisiik oldugunda, oSlgiilen degerler “<LOD” ile ifade edilmistir. Bu veriler igin

LOD
konsantrasyon degerleri yerine +2  degeri konulmus ve analizler buna gore

yapilmistir (Methods of Dealing with Values Below the Limit of Detection using
SAS, Croghan W. C., Egeghy P. P.).

Caligmadaki Total Ghrelin gibi degiskenlerin, puberte, eriskin ve postmenopozal
sican gruplar1 ile denek ve kontrol gruplar igerisinde dagilimini belirtmek i¢in
degiskenler ortalama+standart sapma (ort+ss) ile ifade edilmistir. Bir konsantrasyon
degeri bakimindan bir grup i¢indeki tiim bireylerin 6l¢timleri belirleme sinirindan

diisiik ise belirtici istatistik degerleri hesaplanmamis ve N.A. ile belirtilmistir.

Her bir yas grubu iginde kontrol ve denek hayvanlarinin TNF-a, IL-1B gibi
degiskenlerin 6lgimleri bakimindan karsilastirilmasi igin bagimsiz 6rneklem t testi
kullanilmistir. Denek ve kontrol grubundaki puberte, eriskin ve postmenopozal
siganlarla  ilgili degiskenler bakimindan karsilagtirilmasinda ANOVA’dan
yararlanilmistir. Degiskenler arasindaki iligkilerin incelenmesinde Pearson iliski

katsayis1 hesaplanmaistir.

Bu caligmadaki istatistiksel analizler ve hesaplamalar i¢in IBM SPSS Statistics 21.0
(IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0.
Armonk, NY: IBM Corp.) programi kullamlmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi
p<0.05 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Calismamizda 10 pubertal siganin 4’ kontrol grubunda 6’s1 denek grubunda
bulunmaktadir. Denek grubunun ALP konsantrasyon ortalamasi 10.643+3.561, kontrol
grubunun ALP konsantrasyon ortalamasi 5.180+2.818 olarak bulunmustur. Denek grubunun
ortalama degerlerinin kontrol grubundan istatistiksel anlamlilik diizeyinde yiiksek oldugu
goriilmiistiir (t=2.563, p=0.033). ALP disindaki parametrelerde pubertal si¢canlarda denek ve
kontrol gruplar1 arasinda anlamli farklilik bulunamadi. Denek grubunda TNF-a degerleri

belirleme siirindan diisiik oldugu i¢in karsilagtirma yapilamadi.

Cizelge 3.1. Pubertal sicanlarda denek grubu ve kontrol grubunun karsilagtirilmasi

Pubertal (P) Denek Kontrol Test

orttss ortxss istatistigi p
Total Ghrelin (ng/ml) 0.130+0.114 0.560+0.543 -1.562 0.211
Acile Ghrelin (pg/ml) 5.233+8.844 4.102+5.432 0.226 0.827
g'ﬁ'fmnl)': osfataz 10.643+3.561 5.18042.818 2.563 0.033*
IL-1B (pg/ml) 257.498+328.489  200.436+307.477  0.276 0.790
TNF-a (pg/ml) N.A. 42.223429.151
Osteokalsin (pg/ml) 710.607+148.478 535.0194+289.384 1.280 0.237
Osteoprotegerin (pg/ml)  1170.815+£384.150  949.508+350.002 0.922 0.383
RANKL (pg/ml) 598.567+206.125  531.508+88.988 0.605 0.562

*p<0.05

Eriskin grupta tiim degiskenler bakimindan denek grubu ile kontrol gruplarinin
benzer olduklart tespit edilmistir (Cizelge 3.2, p>0.05). TNF-a ve total ghrelin
degerleri denek gruplarinda belirleme smirindan diisiik oldugu i¢in karsilastirma

yapilamadi.



Cizelge 3.2. Eriskin siganlarda denek grubu ile kontrol grubunun karsilagtiriimasi
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Eriskin(E) Denek Kontrol Test

ortss ortss istatistigi p
Total Ghrelin (ng/ml) N.A. 0.177+0.045
Acile Ghrelin (pg/ml) 2.649+1.385 4.6254+4.307 -0.887 0.433
Alkalen Fosfataz (mlU/ml)  5.751+3.068 8.325+7.694 -0.753 0.473
IL- 1B (pg/ml) 148.567+264.861  684.879+803.220  -1.554 0.159
TNF-a (pg/ml) N.A. 32.517+9.739
Osteokalsin (pg/ml) 585.883+65.547  581.935+115.589  0.070 0.946
Osteoprotegerin (pg/ml) 824.508+215.317 956.905+521.406 -0.567 0.586
RANKL (pg/ml) 399.960+£114.719  385.700+209.051  0.141 0.892

Postmenopozal denek grubunun osteoprotegerin  konsantrasyon ortalamasi

929.228+260.698, kontrol grubunun konsantrasyon ortalamasi ise 1460.850+240.241

olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.3). Osteoprotegerin konsantrasyon degerlerinin

denek grubunda kontrol grubuna gore yiiksek oldugu belirlenmistir (t=-3.252,

p=0.012). Diger degiskenler bakimindan kontrol grubu ile denek grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0.05). TNF-a denek ve

kontrol gruplarinda belirleme sinirindan diisiiktii.
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Cizelge 3.3. Postmenopozal siganlarda denek grubu ile kontrol grubunun karsilagtirilmasi

Postmenopozal (Y) Denek Kontrol Test

ortxss ortss istatistigi p
Total Ghrelin (ng/ml) 0.419+0.645 0.362+0.582 0.142 0.891
Acile Ghrelin (pg/ml) 35.269+21.910 55.2384+63.690 -0.604 0.583
Alkalen Fosfataz (mlU/ml)  9.278+3.373 11.740+8.068 -0.679 0.516
IL-1B (pg/ml) 90.822+133.559  46.275+21.085 0.649 0.535
TNF-a (pg/ml) N.A. N.A.
Osteokalsin (pg/ml) 613.916+119.110 478.838+105.023 1.835 0.104
Osteoprotegerin (pg/ml) 929.228+260.698  1460.850+240.241 -3.252 0.012*
RANKL (pg/ml) 519.040+£196.793  658.260+174.101 -1.144 0.286

*p<0.05

Pubertal, erigkin ve postmenopozal donemdeki siganlarin kontrol gruplar total
ghrelin, agile ghrelin vb degiskenler bakimindan karsilastirildiginda, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmemistir (Cizelge 3.4, p>0.05).



Cizelge 3.4. Pubertal, eriskin ve postmenopozal siganlarin kontrol gruplarinin karsilastirilmasi
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Kontrol Pubertal(P) Eriskin (E) Postmenopozal(Y) Test

ortss ortss ortss istatistigi p
Total Ghrelin 5 o0 10,543 0.17740.212 0.36240.582 0.650 0.545
(ng/ml)
Agile Ghrelin ) 1015 432 4.625+4.307 55.23863.690 2523 0.135
(pg/ml)
AlkalenFosfataz ;o 5 g1g 8.32547.694 11.74048.068 0.977 0.413
(mlU/ml)
IL-1B (pg/ml)  200.436+307.477  684.879+803.220  46.275+21.085 1.800 0.220
TNF-o (pg/ml)  42.223+29.151  32.517+9.736 NA. t=-0632 0551*
Osteokalsin
g/ 535.0194289.384  581.9354115.589  478.828+105.023  0.296 0.751
z)ztf;':))mtege”n 949.508+350.002  956.905+521.406  1460.850+240241  2.280 0.158
RANKL (pg/ml)  531.508+88.988  385.700:209.051  658.260£174.101  2.725 0.119

*Bagimsiz drneklem t testi sonucu

Pubertal, eriskin ve postmenopozal siganlarin denek gruplar1 karsilastirildiginda acile

ghrelin konsantrasyonu acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklihk gozlenmistir (X: = 10.565,

p = 0.001) (Cizelge 3.5). Gruplarm ikili

karsilastirilmasi sonucunda postmenopozal siganlarin agile ghrelin konsantrasyon

degerlerinin, eriskin sicanlarin acgile ghrelin konsantrasyon degerlerinden ytiksek

oldugu tespit edilmistir (p=0.043).



Cizelge 3.5. Pubertal, eriskin ve postmenopozal siganlarin denek gruplarinin karsilastirilmasi
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Denek Pubertal(P) Eriskin(E) (P$; tmenopozal Test

orttss orttss orttss istatistigi p
Total Ghrelin 0.13040.114 NA. 0.419+0.645 t=-1.081 0.305*
(ng/ml)
Acile Ghrelin 5.23348.844 2.650+1.385 35269421910 10565  0.001**
(pg/ml)
Alkalen Fosfataz o <133 560 5.75143.068 9.27843.374 3.426 0.059
(mlU/ml)
IL-1B (pg/ml) 257.498+328.489  148.567+264.861 90.822+133.559  0.658 0532
TNF-o (pg/ml) NA. NA. NA.
Osteokalsin(pg/ml) ~ 710.607+148.478  585.833+65.547  613.916£119.110 1.902 0.184
zztf:]':))mtege”” 1170.8154384.150 8245084215317 929.228+260.698  2.168 0.149
RANKL (pg/ml)  598.567£206.125  399.960+114.719  519.040+196.793  1.906 0.183

*Bagimsiz drneklem t testi sonucu

**p<0.01

Postmenopozal siganlar i¢in Total Ghrelin konsantrasyonu ile IL-1f konsantrasyonu

arasinda giiclii derecede pozitif yonlii iliski goriilmiistiir (r=0.708, p<0.05) (Cizelge

3.6). Total Ghrelin konsantrasyonu ile diger degiskenler arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir iligki tespit edilmemistir (p>0.05).
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Cizelge 3.6. Total Ghrelin konsantrasyonu ile diger degiskenlerin konsantrasyon degerleri arasindaki

iliskiler (Pearson iliski katsayilari)

Total Ghrelin
Konsantrasyonu
Pubertal Eriskin Postmenopozal
Acile Ghrelin (pg/ml) 0.227 -0.251 0.321
Alkalen Fosfataz -0.364 -0.359 0.063
(mIU/ml)
IL-1B (pg/ml) -0.345 -0.200 0.708*
TNF-a (pg/ml) N.A. N.A. N.A.
Osteokalsin (pg/ml) -0.254 0.421 0.398
Osteoprotegerin (pg/ml) -0.403 -0.377 -0.037
RANKL (pg/ml) -0.402 -0.610 -0.164
*p<0.05

Acgile Ghrelin konsantrasyonu ile diger degiskenlerin konsantrasyon degerleri

arasindaki iliskiler incelendiginde higbir grupta istatistiksel olarak anlamli bir iliski

goriilmemistir (p>0.05, Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7. Agile Ghrelin konsantrasyonu ile diger degiskenlerin konsantrasyon degerleri arasindaki
iliskiler (Pearson iliski katsayilar1)

Acile Ghrelin
Konsantrasyonu
Pubertal Eriskin Postmenopozal

Alkalen Fosfataz -0.154 0.417 -0.258
(mIU/ml)

IL-1B (pg/ml) -0.307 0.261 0.35

TNF-a (pg/ml) -0.163 -0.251 N.A.
Osteokalsin (pg/ml) 0.040 0.004 -0.290
Osteoprotegerin (pg/ml) 0.219 0.300 -0.092

RANKL (pg/ml) 0.040 0.467 -0.117
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4. TARTISMA

Insanda dolasimdaki kadin cinsiyet hormonlarinin degiskenliginin periodontal saglik
lizerine ¢ok belirgin etkileri vardir ve periodontal durumdaki bu etkilerin cinsiyet
hormonlarindaki varyasyonlarla iligkili oldugu arastirmalarda gosterilmistir
(Mascarenhas, 2003). “Puberteyle iligkili gingivitis”, “menstrual siklusla iligkili
gingivitis” ve “hamilelik gingivitisi” gibi periodontal hastalik tanimlar1 cinsiyet
hormonlar1 ve periodontal durum arasindaki iliskiye dayanarak yapilan siniflamanin
(Armitage, 1999) sonucudur. Hamilelik, dental plaga kars1 enflamatuar reaksiyonlari
biiyiik 6l¢iide degistirir, vaskiiler proliferasyonu arttirarak enflamasyonun artigina ve
hiperplastik diseti cevabina neden olur ve dolayisiyla periodontitis olusumu i¢in
zemin hazirlamis olur. Pubertenin buna benzer fakat daha diisiik Olgekli etkileri
vardir. Menstrual dongiiniin ve hormonal dogum kontrol ilaglarmin da diseti
sagligina ¢ok daha kii¢iik dlgiide etkileri bulunmaktadir. Kadin metabolizmasindaki
bu ritmik hormonal dalgalanmalar menopoz doneminde Ostradioliin saliminin
durmasiyla sona ermektedir fakat menopoz sonrasinda gelisen agiz kurulugu
neticesinde ileri periodontal hastaliklara zemin hazirlayabilen gingivostomatitler,
kuru, parlak ve kanayan disetleri sik goriiliir (Carranza, 2011c). Ostrojen eriskin
donemde kemik yapim-yikim metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir hormondur.
Bu hormonun menopoz donemindeki eksikligi sonucunda kemik yapim

metabolizmasinda bozulmalar olur (Harkonen, 1996).

Ghrelin, biiylime hormonu salgilatici aktivitesinin yanm1 sira bazi endokrin ve
metabolik fonksiyonlar1 olan peptit yapida bir hormondur (Kellokoski, 2005). Bazi
caligmalarda ghrelin salimimin cinsiyet ve gelisimsel donemlere gore farkliliklar
gosterdigi ve cinsiyet hormonlar tarafindan modiile edildigi belirtilmistir (Barkan,
2003; Liu, 2002; Sakata, 2002). Cinsiyetin ghrelin diizeyini etkilemedigini bildiren
caligmalarin yani sira kadinlarda, daha yiiksek oldugunu gosteren calismalar da

mevcuttur (Purnell, 2003; Barkan, 2003).
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Bu tez calismasina baslarken hedefimiz yasam siirelerince dolasimdaki cinsiyet
hormonlarinin farkli seviyelerde bulundugu donemlerdeki kadinlarin, periodontitis
olusumu sonrasi1 dolasimdaki enflamatuar reaksiyon iirlinleri ve ghrelin seviyelerini
saglikli kontrol grubuyla karsilagtirmali olarak gozlemlemekti. Boylelikle farkli
donemlerdeki (prepuberte, puberte, eriskin ve menopoz) enflamatuar cevap ve kemik
metabolizmasi ile ghrelin iligkisini ortaya koymak miimkiin olabilecekti. Materyali
insan olan ¢alismalarda karsilasilan kriterlere uyan hasta bulma ve takip zorlugu,
kisisel farkliliklar, beslenme farkliliklari, kisisel aliskanliklar, oral hijyen
aligkanliklarindaki farkliliklar gibi kisitlamalar sebebiyle ve denek-kontrol gruplarini
standardize edebilmek amaciyla hayvanlarda deneysel periodontitis modeli
olusturuldu. Ghrelin siganlarda da tanimlandigi (Karbonits, 2004) i¢in arastirma

materyali olarak farkli yasam dongiilerinde olan disi sicanlar secilmistir.

Calismamiza 10 adet puberte Oncesi, 10 adet puberte, 10 adet erigkin ve 10 adet
menopoz sonrast olmak iizere 40 adet disi sican dahil edilmistir. Bu gruplarin
insanda ¢ocukluk, ergenlik, eriskinlik ve dogurganligin sona erdigi menopoz sonrasi
donemleri temsil ettigi diisiiniilmiistiir. insanda, artan hamilelik sayis1 ile periodontal
durumun daha kotiiye gidebildigini g6z Onilinde bulundurarak siganlarda
olusturdugumuz bu simiilasyonda da sicanlar daha once hi¢ gebelik yasamamis
olanlar arasindan secilmistir. Yapilan calismalarda, genellikle, ilerleyen yas ve
hamilelik sayisinin artigiyla birlikte periodontal durumun kotiiye gittigi bildirilmistir
(Taani, 2003; Kiirklii, 2003). Taani ve ark. (2003) 200’ii hamile toplam 400 kadin
tizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada demografik faktorlerin periodontal durumla
iligkisini degerlendirmis ve iki ya da daha fazla hamilelik yasayan kadinlarin ilk
hamileligini  siirdiiren kadinlara gore gingival indeks ve cep derinligi
parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli artis oldugunu bildirmislerdir. Ayni
sekilde Kiirklii (2003), artan hamilelik sayisi ile periodontal durumun kétiiye gittigini

bildirmistir. Bu nedenle ¢alismaya hi¢ hamile kalmamis disi sicanlar dahil edilmistir.

Calisgmamizda denek grubundaki sicanlarda ligatiir yoluyla periodontitis olusturduk.
Islem yapilan sicanlarin hem sol hem sag iist birinci ve ikinci molar dislerine 3/0

ipek siitur materyali kullanilmistir. Literatiirde deneysel periodontitis olusturmak
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icin naylon ligatiir (Bezerra, 2000; Alencar, 2002), pamuk ligatiir (Holzhausen, 2002;
Almeida, 2007; Herrera, 2011) gibi materyaller de kullanilmasina ragmen plak
tutulumunun en fazla ipek ligatiirle saglanmasi sebebiyle bu materyali sectik.
Literatiirde tanimlanan bir bagka deneysel periodontitis olusturma metodu ise
lipopolisakkarit enjeksiyonudur (Kador, 2011). Fakat calismamizda kan 6rneklerinde
inceledigimiz parametrelerin sonuglarini etkilememesi i¢in bu yontem secilmemistir.
Bu islemden sonra siganlar1 strese girmemeleri ve birbirlerini etkilememeleri i¢in tek
tek ve ayr1 ayn kafeslere yerlestirdik. Ayni sartlar1 saglamak amaciyla kontrol
grubundaki sicanlar da tek tek ve ayr1 ayr1 kafeslere yerlestirildi. Daha sonra plak
birikimini arttirmak ve dolayisiyla periodontitis olusumunu kolaylastirmak i¢in tiim
denek grubundaki sicanlar standart sican yemi yani sira sekerli biskiivi ile beslendi.
Yine beslenmeyi standardize etmek ve ¢alismanin sonuglarina etkisini ekarte etmek

icin kontrol grubundaki siganlara da ayni beslenme uygulandi.

Konu ile ilgili literatiir incelendiginde, ligatiirle deneysel periodontitis olusturma
modelinde sakrifikasyon i¢in farkli zamanlar se¢ildigi goriilmektedir (Bezerra, 2000;
Alencar, 2002; Holzhausen, 2002; Achong, 2003; Almeida, 2007; Herrera, 2011;
Kador, 2011; Branco-de-Almeida, 2011). Daha 6nceki raporlarda ratlarda deneysel
periodontitis i¢in 7 glinden 28 giine uzayan bir periyot bildirilmistir (Bissada, 1966;
Carranza, 1971). Calismamizda 21. giiniin sonunda kemik yikimi olustugunu tespit
ettik ve 21. giinde tiim denek ve kontrol grubundaki siganlardan intrakardiyak kan
alarak sakrifiye ettik. Achong (2003) siganlarda deneysel periodontitis olusturdugu
calismasinda, ligatiir yerlestirilmesini takiben 21. giinde junctional epitelin apikale
migre oldugunu, kemik yikimi1 gozlendigini ve bag dokuda kayipla beraber kronik
enflamasyon periyodunun basladigin1 sdylemistir. Sicanlarda kuyruk veninden kan
alma, kulaktan kan alma, periorbital kan alma gibi yontemler de bulunmasina ragmen
en fazla kan miktar1 intrakardiyak kan alimi ile saglanacagi i¢in bu yontem se¢ildi.
Ayrica islem sonrasinda sicanlar sakrifiye edilecegi ve intrakardiyak kan aliminin
sakrifikasyon yontemlerinden biri olmast da bu ydntemi se¢memizin
nedenlerindendir. Prepubertal gruptaki ratlarin disleri siirme asamasinda oldugu i¢in
ligatiiriin yerinde durmadig1 ve kemik yikimi olusmadigi gézlendi ve bu sebeple bu

grup calisma dis1 birakildi.



63

Sakrifikasyon igleminden sonra tiim si¢anlarda periodontitis olusumunun kontrolii
alman radyograflarla yapilmis ve denek grubundaki maksillalarin tiimiinde ileri

alveoler kemik yikimlar1 gozlenmistir (Sekil 2.3 ve 2.4).

Calismamizda TNF-a, IL-1 B, alkalen fosfataz, osteokalsin, RANKL,
osteoprotegerin, acile ghrelin ve total ghrelin parametreleri, saglikli kontrol
gruplariyla periodontitisli siganlar arasinda karsilagtirildi ve birbirleriyle olan

iliskileri degerlendirildi.

Puberte donemindeki denek ve kontrol gruplart karsilastirildiginda alkalen fosfataz

(p=0.033) haricindeki parametrelerde anlamli fark bulunmadi (Cizelge 3.1).

ALP, polimorfoniiklear 16kositler, osteoblastlar ve fibroblastlar gibi periodontal
cevredeki bir¢ok hiicreden iiretilen (Abe, 1994; Sanchez de Medina, 2004) membran
bagli bir glikoproteindir (Fedde, 1990). ALP aktivitesinin kemik metabolizmasiyla
iligkili oldugu diistiniilmektedir (Daltaban, 2006; Kuru, 1999). Yapilan ¢aligmalarda
ALP Ol¢tiimlerinin kemigin metabolik aktivitesinin dnemli bir belirteci olabilecegi

sOylenmektedir (Perozini, 2010).

Gibert (2003) periodontitisli bireylerle saglikli bireyleri karsilastirmis ve periodontal
hastalikta atagsman kaybiyla serum ALP aktivitesi arasinda iliski oldugunu
gostermistir. Perozini (2010) calismasinda periodontitiste diseti oluk sivisindaki
artmis ALP aktivitesinin alveoler kemik yikimiyla iligkili olabilecegini sdylemistir.
Allam (2010), ratlarda deneysel periodontitis modeli olusturdugu ¢alismasinda deney
grubunda kontrol grubuna goére artmis ALP seviyelerini goOstermistir. Ishikawa
(1970), periodontitisli hastalarda artmis ALP seviyelerini gostermis ve bu durumun
cep derinligi ve kemik kaybiyla pozitif korelasyon gosterdigini soylemistir. Daltaban
(2006), periodontitisli hastalarin tedavi 6ncesi ve sonrasi karsilastirmalarini yaptigi
calismasinda baslangi¢ diseti olugu sivist ALP diizeylerini periodontitisli hastalarda
daha yiiksek bulmus ve periodontal tedaviyi takiben bu seviyenin azaldiginm
gostermistir. Yukarida belirtilen bu ¢alismalar serum, DOS gibi 6rneklerde incelenen

ALP diizeylerinin periodontal hastalik aktivitesindeki artisla orantili olarak arttigini
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bildiren c¢aligmalardir. Fakat bu caligmalarin yani sira, Von Wowern (2001)
periodontitisli geng erigkinlerde serum ALP diizeyinin kontrol grubuna gore anlaml
fark gostermedigini bildirmistir. Yine Unsal (2008), periodontitisli geng eriskin
hastalarin serum ALP diizeylerinin kontrol grubuyla benzer seviyelerde oldugunu

gostermistir.

Tobrume (1997), serum ALP diizeylerinin kadinlarda 7-8 yasinda artmaya
basladigini, 11-12 yasinda pik noktasina ulastigini ve yasin artmasiyla serum ALP
diizeylerinin azaldigini bildirmistir. Puberte boyunca artmis serum ALP seviyeleri
gostermistir. Benzer olarak Kantero (1975), alkalen fosfatazin 11,5 yasinda
maksimum aktiviteye ulastigini, Bennett (1976) kizlarda 12-14 yas araliginda alkalen
fosfataz aktivitesinin maksimum diizeye ulastigimi bildirmistir. Fleisher (1977),
pubertal ¢ocuklarda serum alkalen fosfataz aktivitesini degerlendirdigi ¢alismasinda,
kizlarda 11-12 yasinda erkeklerde ise 13-14 yasinda pik noktasina ulastigini
bildirmistir.

Bizim calismamizda ALP sadece puberte grubundaki denek sicanlarda kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiliksek bulundu (p=0.031, Cizelge 3.1). Kemigin
metabolik aktivitesinin belirteclerinden olan ALP’nin, puberte gibi yasamin onemli
bir gelisim doneminde diger donemlerde goriilmeyen sekilde yiiksek bulunmasi zaten
¢ok hizli biiyiiyen ve gelisen canlilar olan siganlarda periodontal hastaligin,

pubertedeki mevcut hizli aktiviteyi daha da arttirdigini diistindiirmektedir.

Eriskin donemdeki siganlarda denek ve kontrol gruplart arasindaki higbir

parametrede fark bulunamamistir (Cizelge 3.2).

Postmenopozal grupta osteoprotegerin agisindan kontrol ve denek gruplari arasinda
anlamli fark bulunmustur (p=0.012, Cizelge 3.3). OPG, kontrol grubunda deneklere
gore daha yiiksek bulunmustur.
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Osteoprotegerin, RANKL i¢in tuzak reseptor gorev yapan, RANK-RANKL
birlesimini negatif yonde etkileyen bir reseptordir (Fili, 2009). RANKL-RANK-
OPG ekseninin, periodontitiste kemik metabolizmasimin diizenlenmesinde yeri
oldugu agiktir. OPG seviyesindeki bir azalma ya da RANKL seviyesindeki bir artma,
kemik metabolizmasindaki dengeyi osteoklastogenezis ve periodontal hastalik

belirtisi olan alveoler kemik yikimi lehine doniistiirebilir (Cochran, 2008).

Periodontal hastalikta OPG’nin rolii {izerine yapilan bazi ¢alismalarda, periodontitisli
hastalarin saglikli kontrolleriyle karsilastirildiginda OPG ekspresyonunun azalmis

oldugu bildirilmistir. (Duarte, 2007; Buduneli, 2008; Buduneli, 2009; Tang, 2009).

Kemik iligi stromal hiicrelerinde OPG iiretiminin yasla azaldigi bildirilmesine
ragmen (Makhluf, 2000), kadin ve erkeklerde serum OPG f{iretiminin yagla arttig1
gosterilmis ve postmenopozal osteoporotik kadinlarin serum OPG seviyelerinin daha
yiiksek oldugu rapor edilmistir (Yano, 1999). Bu durumun postmenopozal kadinlari
daha hizli kemik kaybi olusmasina karsi koruyor olabilecegi soylenmistir. Bandari
(2012), DOS’ta OPG konsantrasyonlarini saglikli ve kontrol grubuyla karsilastirdigi
caligmasinda, bizim sonuglarimizla uyumlu olarak kontrol grubunda daha yiiksek
OPG seviyeleri bulmustur. Ayrica osteoprotektif rolii olan OPG’nin ekspresyonunun
biiylime faktorleri, hormonlar, ¢esitli sitokinler ile osteoblastlarda regiile edildigini

sOylemistir.

Jabbar (2011) yaptig1 ¢aligmasinda OPG seviyelerini postmenopozal periodontitisli
kadinlarda saglikli olanlara gore daha yiiksek seviyelerde bulmustur. Bu ¢aligmalarin
aksine Lu (2006), OPG seviyelerinin periodontitisli hastalarda degismedigini
bildirmistir.

Periodontitis hastalarinin diseti dokusu ve DOS’unda saglikli bireylerden daha
yiiksek RANKL diizeyleri tespit eden, fakat her iki grubun OPG diizeylerinin benzer
oldugunu bildiren ¢aligsmalar vardir (Kawai, 2006; Wara-aswapati, 2007; Lu, 2006).
Buna karsilik hastalikli dokularda saglikli kontrollere oranla daha yiiksek RANKL ve
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daha diisik OPG ekspresyonlarinin tespit edildigini bildiren c¢alismalar da vardir
(Crotti, 2003; Mogi, 2004; Bostanci, 2007).

Biz ¢alismamizda postmenopozal grupta saglikli ve periodontitisli siganlar arasinda
OPG seviyelerinin saglikli grupta anlamli derecede yiiksek oldugunu bulduk
(p=0.012, Cizelge 3.3). Bu sonug literatiirdeki bir¢ok ¢aligmayla uyumludur (Duarte,
2007; Buduneli, 2008; Buduneli, 2009; Tang, 2009; Crotti, 2003; Mogi, 2004;
Bostanci, 2007).

Cizelge 3.4’te yasamlarinin farkli dénemlerindeki (puberte, eriskin, postmenapozal)
islem yapilmamis kontrol gruplarindaki disi si¢anlarin  karsilagtirilmasi

goriilmektedir. Higbir parametrede istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamastir.

Cizelge 3.5’te pubertal, eriskin, postmenopozal donemdeki siganlarin denek gruplar
karsilastirildiginda acile ghrelin, postmenopozal grupta diger gruplardan istatistiksel

olarak anlamli derece daha yiiksek bulundu (p=0.001).

Yasin ghrelin seviyesi lizerine etkisi heniiz kesinlik kazanmamigtir. Yasla ghrelin
diizeyleri arasinda herhangi bir iligkinin olmadigin1 gosteren caligmalarla birlikte
(Shiiya, 2002), plazma ghrelin seviyesinin yasla pozitif veya negatif korelasyon
gosterdigini bulan ¢alismalar da mevcuttur (Purnell, 2003; Chan, 2004; Ingelsson,
2008).

Greeenman (2009) calismasinda, bizim sonuglarimiza benzer sekilde postmenopozal
kadinlarda ghrelin seviyelerini daha yiiksek bulmus ve ghrelin seviyeleriyle

testosteronun pozitif korelasyon igerisinde oldugunu gostermistir.

St. Pierre (2007) yaptigi c¢alismasinda kilolu ve postmenopozal dénemdeki
kadinlarda insiilin direnci ile agile ghrelinin artmis fizyolojik seviyeleri arasinda
iliski oldugunu bildirmistir. Biz de ¢alismamizda tiim hayvanlari plak birikimini

arttirtp periodontitis olusumunu kolaylastirmak i¢in sekerli biskiivi ile besledigimizi
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ve baglangic-bitis kilolar1 arasinda en fazla artisin postmenopozal grupta oldugunu
g6z onilinde bulundurdugumuzda, postmenopozal gruptaki siganlarda insiilin direnci
gelistirmis olabilece§imiz ve bu sebeple diger gruplara oranla acile ghrelin
seviyelerinde artis olabilecegi diisiincesi akla gelmektedir. Fakat kan glikoz

seviyeleri degerlendirilmedigi i¢in bu yorum yapilamamaktadir.

Cizelge 3.6’da total ghrelinin postmenopozal donemdeki sicanlarda IL-1p ile pozitif
yonlii giiclii bir iliskisi oldugu tespit edilmistir (p=0.708, p<0.05).

Literatiirde ¢alismamizda degerlendirdigimiz bir diger parametre olan IL-1B’nin
periodontal  hastalikta serum  seviyelerini  degerlendiren bircok calisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan bazilar1 bizim ¢aligmamizla uyumlu olarak
periodontal hastalikta artmis serum IL-1f diizeyi bildirmistir (Gorska, 2003;
Trombone, 2009).

Literatiirdeki bilgiler ghrelinin enflamasyonla birlikte genellikle arttig1 yoniindedir.
Ulseratif kolit, Crohn hastalig1, ankilozan spondilit, sepsis, romatoid artrit gibi birgok
enflamatuar hastalikta artmis serum ve plazma ghrelin seviyeleri rapor edilmistir
(Hattori, 2009; Katergari, 2008; Kerem, 2007; Maruna, 2005; Otero, 2004; Taub,
2007; Taub, 2010; Toussirot, 2007). Yapilan caligmalarda ghrelinin lipopolisakkarit
ile indiiklenmis dolagimdaki ve dokudaki IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi proenflamatuar
sitokinlerin seviyelerini azalttigit ve antienflamatuar aktivite gosterdigi tespit
edilmistir (Dixit, 2004; Vila, 2007). Bunlar goz oniine alindiginda ghrelinin
periodontal hastalik patogenezinde rol oynayabilecegi disiiniilebilir. Serum ve
plazma ghrelin salimindaki artisin hastalik siddetiyle paralel oldugu ve ghrelin
seviyesinin proenflamatuvar sitokinlerle, 6zellikle TNF-a, IL-6 ve IL-1f ile pozitif
yonde korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (Smith, 2005; Hattori, 2009; Baatar,
2011). Calismalarda enflamasyon ve sitokin ekspresyonunun dolasimdaki ghrelin
ekspresyonunu etkiledigi rapor edilmesine ragmen enflamasyonun derecesinin ve
hastaligin hangi sathada oldugunun bu sonuglar1 nasil etkiledigi agik degildir (Baatar,

2011).
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Gorska (2003), periodontitisli hastalarin enflame gingival dokularinda ve serum
orneklerinde klinik parametrelerle sitokin konsantrasyonlar1 arasindaki iliskiyi
degerlendirdigi caligmasinda IL-1B konsantrasyonunun periodontitisli bireylerin
serum Orneklerinde daha yiiksek oldugunu fakat klinik parametrelerle iligkili
olmadigint gostermistir. Delima (2001) deneysel periodontitis modeli olusturdugu
caligmasinda, periodontal hastalik ilerleyisinin TNF-a ve IL-1p gibi spesifik konak
mediyatorlerinin antagonistleri ile doku yikiminin onemli derecede azaldigini
gostermistir.  Trombone (2009), farelerde deneysel periodontitis olusturdugu
calismasinda serum IL-1f seviyelerini periodontitisli grupta daha yiiksek bulmustur.

Bu calismalarin sonuglari bizim ¢alismamizin sonuglariyla uyumludur.

Bu calismalarin aksine, IL-1 serum seviyelerini periodontal hastalikla
iligkilendiremeyen caligmalar da mevcuttur (Mengel, 2002; Orozco, 2006; Ma,
2011). Vardar-Sengiil (2006) ve Ma (2011) deneysel periodontitis modeli olusturarak
yaptiklar1 ¢alismalarinda serum IL-1f seviyelerini kontrol ve periodontitisli grup
arasinda benzer bulmustur. Chen (1997) calismasinda IL-1f serum seviyeleri

arasinda periodontitisli ve saglikli bireylerde fark bulamamustir.

Agile ghrelinin ise diger parametrelerle olan iliskisi arastirildiginda higbir grupta

hi¢bir parametreyle anlamli iliskisi saptanmamistir (Cizelge 3.7).

Calismalarin cogunda sadece dolasimdaki total ghrelin diizeyi degerlendirilmis, hasta
ve kontrol gruplar1 arasinda acil veya desagil ghrelin diizeylerine yonelik bir ayrim
yapilmamistir (Baatar, 2011). Agile ghrelin, ghrelinin n-oktanilasyonu ile olusur. Bu
modifikasyon hormonun aktivite gdstermesi ve bilylime faktorii salimini uyarmasi
acisindan onem tasir. Cilinkii agile ghrelin biyolojik olarak aktif ghrelindir (Li et al.,
2004). Yapilan calismalarda desagil ghrelinin degil acile ghrelinin IL-1o, IL-1f,
TNF-o ve IL-6 gibi proenflamatuar sitokinlerin mRNA ve protein ekspresyonu
tizerine potansiyel inhibitor etkileri oldugu gosterilmistir (Dixit, 2004; Taub, 2007).
Bu nedenle c¢alismamizda total ghrelinin yani sira agile ghrelin diizeyr de

degerlendirilmistir.
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Ghrelinin deacgilasyonu dolasimdayken gerceklesir bu nedenle kan Orneklerinin
EDTA igeren kan tiiplerine alinmasi, aprotinin gibi esteraz inhibitorlerinin ilave
edilmesi, santrifiij edildikten sonra HCI asit ile asidifiye edilmesi ve -70°C de
saklanmas1 agil ghrelinin stabilizasyonu agisindan gereklidir (Hosoda, 2004).
Yapilan calismalarda ghrelin seviyelerini belirlemek i¢in kan Ornekleri EDTA’I1
tiiplere alinip aprotinin ile santrifiij edilmis ve HCI asit eklenmistir (Akamizu, 2005;
Shinomiya, 2005; Muscaritoli, 2007). S. Zang ve arkadaslarinin (2013), tip 2 diyabet
gelisiminde ghrelin ve leptin ekspresyonunun insiilin rezistansiyla iligkisini
arastirdig1 calismada sicanlarin kan 6rnekleri EDTA ve aprotinin igeren test tiiplerine
alimmis ve islem yapilmistir. Kawashima (2009) ¢alismasinda plazma agile ghrelin
seviyelerini tespit etmek i¢in aldig1 kan drneklerini EDTA ve aprotinin igeren tiiplere
transfer ettikten sonra plazmay: santrifiijle ayirmis ve ayrilan plazma 6rneklerine
HCI asit eklemistir. Yilmaz (2014) total ve acile ghrelin seviyelerini 6lgmek igin
EDTA’l tiiplere aldig1 kanlara aprotinin eklemis plazmayi ayirdiktan sonra HCI asit
eklemistir. A. Tvarijonaviciute ve arkadaslar1 (2014) farkli saklama kosullar1 ve
farkli antikoagiilanlarin total ve agile ghrelin O6l¢iimiindeki etkilerini kopek deney
hayvanlarinda ¢alismistir. EDTA’l1 tiiplere ilaveten HCl kullanilmasinin (asidifiye
edilmesinin) agile ve total ghrelin stabilitesini arttirmadigini ve dahasi 6rneklerin
asidifiye edilmesinin ELISA ile galigmada total ghrelin stabilitesini azalttigim ve
acile ghrelinin 6l¢liimiinii zorlastirdigini bildirmistir. HCl asit genellikle insanda
yapilan c¢aligmalarda oOnerilmektedir (Hosoda, 2004). Fakat, literatiirde ghrelin
calisilan sigan deneylerinde HCI asidin kullanildig1 metodla ilgili ayrintili bir calisma
bulunamamistir. Biz kan 6rneklerini EDTA’l1 biyokimya tiiplerine aldiktan sonra
santrifiij edip sonrasinda higbir islem uygulamadan analiz giiniine kadar -80°C de
sakladik. Caliymamiza baslangicta dahil olan prepubertal gruplardan yeterli kan
alamayacagimiz ve c¢alismamizda degerlendirdigimiz 8 parametre igin ayr1 ayri
yeterli miktarda kan elde edemeyecegimiz icin tiim parametrelerde kullanmak iizere
ortak kan alimi yaptik. Aprotinin ve HCL asit kullanmadigimiz i¢in agile ghrelin

diizeylerini diisiik bulmus olabiliriz.

Dolasimdaki ghrelin seviyesi giin icerisinde aclik halinde yiikselmekte, tokluk
durumunda ise azalmaktadir. (Tschop, 2001; Chan, 2004). Ac¢lik ghrelin seviyesini
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artirmakta, gida alimi ise 60-120 dk igerisinde diisiirmektedir (Tschop, 2001). Yemek
sonras1 ghrelinin baskilanmasinin alinan kaloriyle iligkili oldugu tespit edilmistir
(Callahan, 2004). Ghrelin seviyeleri gida alimindan hemen 6nce ve gece boyunca en
yiiksek seviyeye ¢ikip, gida alimi sonrasi diismektedir (Aydin, 2006; Tschop, 2001).
Calismamizin limitasyonlarindan biri de sicanlarin beslenmesidir. Her ne kadar tiim
denek ve kontrol grubundaki siganlarin beslenme sekilleri standardize edilmis de olsa
beslenme zamanlar1 gerekli otomasyon diizeni calistigimiz laboratuarda mevcut
olmadig1 i¢in standardize edilememistir. Hangi gruptaki hayvanin hangi zamanda
beslendigi, sakrifikasyondan ne kadar zaman 6nce beslendigi takip edilememistir. Bu
durum c¢aligmamizin ghrelinle ilgili sonuglarini etkilemis olabilir. Daha ileriki
calismalarda beslenmenin en azindan her hayvan i¢in daha standart hale getirilmesi
icin tiim hayvanlarin sakrifikasyondan 1 saat Oncesinde beslenmelerinin

durdurulmasi ¢alismanin sonuglari agisindan daha yararl olacaktir.

Calismamizin bagka bir limitasyonu da tek zaman noktasinda Ol¢lim yapmakti.
Calismamiz1 planlarken baslangigta 4. grup olarak puberte Oncesi 3-4 haftalik
sicanlar da arastirmaya dahil edilmisti. Bu grupta da diger gruplar gibi ligatiirle
periodontitis olusturulacak ve kan alimi yapilacakti. Biz farkli zaman noktalarinda
kuyruktan kan alarak analiz yapmay1 planlarken, GUDAM’daki ve etik kuruldaki
veteriner hekimlerin Onerileri ve damismanhigi yardimiyla, o6zellikle bu grupta
kuyruktan yeterince kan elde edilemeyecegi igin ¢aligmamizi dogrudan kardiyak kan
alimiyla sakrifikasyon seklinde planladik. Bu nedenle farkli zaman noktalarinda
ELISA analizi yapilamamistir. Nitekim bir sonraki daha biiyiikk olan puberte
grubundaki siganlardan elde edebildigimiz kardiyak kan miktar1 bile 3-4 ml
olmustur. Dort grupta da ligatiir baglayp kan alimini gergeklestirdikten sonra
sakrifikasyon yapildi. Bu agsamada hayvanlarin iist ¢eneleri periodontitis olusup
olusmadigin1 kontrol i¢in ¢ikarildi. Ceneler ¢ikarildiginda prepubertal grup harig
diger 3 grupta da deneklerde ligatiirlerin yerinde durdugu ve alinan radyograflarda
kemik yikimi olustugu goézlendi. Prepubertal grupta disler siirme asamasinda oldugu
icin ligatiirlerin yerinde olmadig1 goriildii ve alinan radyograflarda bu gruptaki
deneklerde kemik yikimi olugsmadig goriildii. Bu nedenle bu grup calisma dist

birakildi. Ligatiirlerin yerinde durup durmadigini kontrol etmek i¢in sakrifikasyon
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zamani disinda baska bir olanagimiz yoktu. Ciinkii veteriner hekimler tarafindan,
bunu kontrol etmek icin hayvanlara anestezi verip uyutmamiz gerektigi fakat
Ozellikle puberte 6ncesi ve puberte grubundaki hayvanlarin biyolojik olarak 1’ den
fazla anesteziyi kaldiramayabilecegi sOylendi. Calisma planimiz1 prepubertal gruba
gore belirledigimiz ve bu grubu ancak bu asamada g¢aligma dis1 biraktigimiz igin
calismamiz tek zaman noktasi 6l¢imlii olmustur. Farkli zaman noktalarinda 6lgiim
yapilmamasi ghrelinin ve diger parametrelerin tiim salimlariyla ilgili tam bilgi

saglayamayabilir.

Ghrelin farkli doku ve organlarda farkli etki gosterir ve ghrelin aktivitesinin etki
ettigi hiicreye 0zgii oldugu diisiiniilmektedir (Zhao, 2006; Shimizu, 2003; Chow,
2009). Bu nedenle periodontitisli bireylerde, sadece sistemik ghrelin diizeylerinin
belirlenmesinin degil ayni zamanda disetinde de ghrelin bulunup bulunmadigi,
bulunuyorsa doku diizeyinin tespit edilmesi de, periodontal hastalik patogenezinde
ghrelinin roliinii degerlendirmek agisindan yararli olabilir. Bu tez calismasi sirasinda
sakrifiye edilen siganlardan elde edilen geneler bir baska projede kaynak saglanarak

degerlendirilecektir.



72

5. SONUCLAR

1- Postmenopozal gruptaki siganlarda IL-1p ile total ghrelin arasinda pozitif yonli

giiclii bir iliski bulundu.

2- Puberte grubundaki ALP seviyeleri deneklerde anlamli derecede daha yiiksek

bulundu.
3- Postmenopozal donemde OPG kontrollerde daha yiiksek bulundu.

4- Tiim denekler arasinda agile ghrelin seviyeleri postmenopozal grupta en yiiksekti.

Sonug olarak, bu c¢alismanin smirlar1 igerisinde ghrelin serum seviyelerinin,
periodontal hastalik patogenezinde rol oynayan enflamatuar sitokinler ve kemik
yapim-yikim metabolizmasinin belirtecleri ile iliskili oldugunu diisiinebiliriz. Fakat
bu hormonun periodontal patogenezdeki roliinii daha iyi degerlendirmek i¢in serum
seviyelerinin yani sira lokal olarak insanlarda diseti, kemik ve diseti oluk sivisi
seviyelerinin degerlendirilmesi, hayvan caligmalarinda ise sadece diseti ve kemik

seviyelerinin degerlendirilmesi daha faydali olabilir.
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OZET

Disi Ratlarin Yasam Dongiilerinin Farkli Donemlerinde Periodontitisteki Kemik Metabolizmasi

ile Ghrelin iliskisinin Arastirilmasi

Son yillarda yapilan calismalar ghrelinin sadece endokrin fonksiyonlarinin olmadigini,
antienflamatuvar, antioksidan etki gibi farkli etkilerinin de oldugunu gostermektedir. Bu baglamda,
ghrelinin proenflamatuvar sitokin artisiyla ve kemik kaybiyla iliskili periodontal hastalik

patogenezinde de rol oynayabilecegi akla gelmektedir.

Bu ¢aligmada amag periodontitisli disi ratlarin yasam siirelerince dolasimdaki cinsiyet hormonlarinin
farkli seviyelerde bulundugu donemlerdeki enflamatuar cevap ve kemik metabolizmasi ile ghrelin

iligkisini ortaya koymaktir.

Arastirma 10 adet pubertal, 10 adet erigkin, 10 adet postmenopozal donemde olan toplam 30 adet disi
Wistar iizerinde yapilmigtir. Caligma gruplari Pubertal Grup = 6 adet denek+ 4 adet kontrol, Eriskin
Grup = 6 adet denek+ 4 adet kontrol ve Postmenopozal Grup = 6 adet denek+ 4 adet kontrol olmak
lizere 3’e ayrildi. Periodontitis olusturmak icin ¢alismamizda kullanilan denek ratlara Rompun 10
mg/kg ve Xylazine 40 mg/kg ketamin anestezisi yapildi. Anestezi saglandiktan sonra hem sol hem sag
iist birinci ve ikinci molar dislerine 3/0 ipek siitur materyali ligatiir seklinde baglandi ve subgingival
olarak yerlestirildi. Siiturun baglanmasini takiben 21. giinde hem deney hem de kontrol grubundaki
ratlara ketamin (40mg/kg) ve rompun (10 mg/kg) uygulanarak anestezi saglandi ve 10 ml’lik
enjektorle ‘intrakardiyak’ olarak kalplerinden kan alindi. Ratlarin kani alindiktan sonra yiiksek doz
anestezi altinda “sakrifikasyon” islemi gergeklestirildi. Alinan kanlar EDTA’l1 tiipler igerisine
konulduktan sonra 10 dk. boyunca santrifiij edildi (3000 devir/dk) ve serum kismu ayrildi.
Arastirmamizin biyokimyasal analizleri igin serum o&rneklerindeki, osteokalsin, osteoprotegerin,
alkalen fosfataz, TNF-a, IL-1B, agile rat ghrelin, total rat ghrelin ,SRANKL konsantrasyonlar1 ELISA
kitleriyle degerlendirilerek yapildi. Sakrifikasyon iglemini takiben periodontal yikim gergeklesip
gerceklesmedigini kontrol etmek i¢in hem denek hem de kontrol grubundaki ratlarin iist genelerinden

radyograflari alindi.

Postmenopozal gruptaki ratlarda IL-1p ile total ghrelin arasinda pozitif yonli giiglii bir iliski
bulunmustur (p=0.708). Puberte grubundaki ALP seviyeleri deneklerde anlamli derecede daha yiiksek
bulundu (p=0.033). Postmenopozal dénemde OPG kontrollerde daha yiiksek bulundu (p=0.012). Tiim

denekler arasinda acile ghrelin seviyeleri postmenopozal grupta en yiiksekti (p=0.001).
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Sonug olarak, bu g¢alismanin sinirlart igerisinde ghrelin serum seviyelerinin, periodontal hastalik
patogenezinde rol oynayan enflamatuar sitokinler ve kemik yapim-yikim metabolizmasinin
belirtecleri ile iligkili oldugunu diisiinebiliriz. Fakat bu hormonun periodontal patogenezdeki roliinii
daha iyi degerlendirmek i¢in serum seviyelerinin yani sira lokal olarak diseti, kemik ve digeti oluk

stvisi seviyelerinin degerlendirilmesi daha faydali olabilir.

Anahtar sozciikler: Ghrelin, IL-1p, periodontitis, postmenopoz, puberte.
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SUMMARY

The Relatioship Between Ghrelin and Bone Metabolism in Periodontitis at Different Stages of

Life Cycles in Female Rats

Recent studies revealed that ghrelin has antiinflammatory and antioxidant effects as well as its known
endocrinal functions. In this respect ghrelin is thought to play role in the pathogenesis of periodontal

disease that is associated with increased proinflammatory cytokines and bone resorption.

The aim of this study was to correlate ghrelin and bone metabolism with inflammatory response in

various periods of their lifespan of female rats with periodontitis.

Study population consisted of 30 female Wistar rats of which 10 pubertal, 10 adult and 10
postmenaupousal. Study group designed as; pubertal group=6 trial+4 control, adult group=6 trial+4
control and postmenaupousal group=6 trial+4 control. After Rompun 10 mg/kg and Xylazine 40
mg/kg ketamin anesthesia first and second maxillary molars of rats in the trial groups were ligatured
using 3/0 silk suture material. On the 21st day intracardiac blood were collected from the trial and
control groups following Rompun 10 mg/kg and Xylazine 40 mg/kg ketamin anesthesia and
sacrification was performed. Blood samples were collected into tubes with EDTA, centrifuged at
3000rpm for 10 minutes and concentrations of osteocalsin, osteoprotegerin, alkalen fosfataz, TNF-a,
IL-1B, acylated rat ghrelin, total rat ghrelin and SRANKL were tested by using ELISA kits. In order to
assure the periodontal destruction has been realized the maxillary radiographies were taken following

sacrification.

In postmenaupousal group ghrelin was positively correlated with IL-18 (p=0.708). ALP levels were
significantly higher in trial group of pubertal rats (p=0.033). OPG was significantly higher in control
group of postmenaupousal rats (p=0.012). Among all the trial rats postmenaupousal group was
significantly highest for the acylated ghrelin levels (p=0.001).

We concluded that within the limitations of this study ghrelin serum levels were correlated with
inflammatory cytokines and markers of bone modelling process. Nevertheless in order to evaluate the
role of ghrelin in the periodontal pathogenesis there are needs to investigate its levels in gingival

crevicular fluid, gingiva and bone as well as serum.

Key Words: Ghrelin, IL-1B, periodontitis, postmenapause, puberty.
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