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OZET

Amag

Bu aragtirmada amacimiz deneysel olarak indiiklenen periodontitis varliginda
sistemik olarak uygulanan Eritropoetin (EPO)'nin periodontal dokulardaki inflamasyon
ve kemik kaybi lizerindeki etkilerini gozlemlemek ve terapotik etkisini aragtirmaktir.

Gere¢ ve Yontem

Calismada 250-300 gram agirliginda 50 adet 12-14 haftalik erkek Sprague Dawley
rat kullanilmistir. Ratlar bes esit gruba ayrildi: Kontrol grubu (K, n=10), Periodontitis
grubu (P, n=10), Kontrol+Darbepoetin alfa 0.25 pg/kg/giin grubu (K+EPO 0.25, n=10),
PeriodontitistDarbepoetin alfa 0.1 pg/kg/giin grubu (P+EPO 0.1, n=10) ve
PeriodontitistDarbepoetin alfa 0.25 pg/kg/giin grubu (P+EPO 0.1, n=10). Deneysel
periodontitis olusturmak i¢in ratlarin sag mandibular 1.molar1 dislerine 4/0 ipek ligatiirler
submarjinal olarak yerlestirildi. 11 giinlik EPO uygulamasindan sonra ratlar sakrifiye
edildi. Ratlardan diseti 6rnekleri ve mandibula total olarak alinmistir. Mikro-bilgisayarl
tomografi (Mikro-BT) analizi yaparak alveoler kemik kaybi miktart mandibular 1.molar
ve 2.molar arasinda interproksimal bolgede mine-sement siirindan alveoler kret arasi
mesafeler Olgiilerek hesaplanmistir. Gruplardan alinan diger kemik Orneklerinde
histolojik yontemlerle osteoklast hiicre sayimi yapilmistir ve immiinhistokimyasal
yontemlerle apoptoz orani hesaplanmistir. qRT-PCR yontemi ile EPO, EPO-R, TNF-a,
IL-1B ve IL-6 mRNA diizeyleri 6lgiilmiistiir.

Bulgular

Mikro-BT analizi sonuglarma goére, P+EPO 0.1 (0,7980+0,05978) ve P+EPO 0.25
(0,7720+0,03967) gruplarinda kemik kaybi miktar1 periodontitis (1,2720+0,07729)
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (p<0.05). Yapilan histolojik
analizlerin sonucuna gore, P+EPO 0.1 ve P+EPO 0.25 gruplarinda osteoklastik aktivite
periodontitis grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisilk bulunmustur
(p<0.05). Immiinhistokimyasal analizin sonuglarina goére TUNEL boyamasi
incelendiginde, P+EPO 0.1 (7,060+4,076) ve P+EPO 0.25 (10,19+9,746) gruplarinda
apoptotik hiicre indeksi periodontitis (44,93+16,86) grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0.05). gRt-PCR yontemi analizi sonucunda,
P+EPO 0.1 ve P+EPO 0.25 gruplarmda TNF-a, IL-1p ve IL-6 gen ekspresyon diizeyleri
kontrol grubuna yakm bulunmustur (p>0.05). EPO-R gen ekspresyon diizeyleri ise
P+EPO 0.1 ve P+EPO 0.25 gruplarinda periodontitis grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli olmasa da yiiksek ¢ikmistir (p>0.05).

Sonuc¢

Bu ¢alismanin sonucunda EPO’nin anti-inflamatuar, antiapoptotik ve sitoprotektif
etkileriyle periodontal hastalik esnasinda perioodontal dokulari koruyabilecegini
sOyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Ertiropoetin, inflamasyon, Periodontitis



ABSTRACT

Aim
In this study, our aim is to observe and investigate the therapeutic effect of

Erythropoietin (EPO) systemically applied in the presence of experimentally induced
periodontitis on inflammation and bone loss in periodontal tissues.

Material and Method

In this study, fifty 12-14 week old male Sprague Dawley rats weighing 250-300
grams were used. Rats were divided into five equal groups: Control group (K, n = 10),
Periodontitis group (P, n = 10), Control + Darbepoetin alpha 0.25 pg / kg / day group (K
+ EPO 0.25, n = 10), Periodontitis + Darbepoetin alpha 0.1 pg / kg / day group (P + EPO
0.1, n=10) and Periodontitis + Darbepoetin alpha 0.25 ng/ kg / day group (P + EPO 0.1,
n=10). To create experimental periodontitis, 4/0 silk ligatures were placed submarginally
in the right mandibular 1st molar teeth of the rats. After 11 days of EPO application, the
rats were sacrificed. Gingival samples and mandible were collected from rats. By micro-
computed tomography (Micro-CT) analysis, the amount of alveolar bone loss was
calculated by measuring the distances between the mandibular 1st molar and the 2nd
molar between the alveolar crest in the interproximal region. In other bone samples taken
from the groups, osteoclast cell counts were performed by histological methods and the
rate of apoptosis was calculated by immunohistochemical methods. EPO, EPO-R, TNF-
a, IL-1B and IL-6 mRNA levels were measured by gRT PCR method.

Results

According to micro-computed tomography (Micro-ct) analysis, bone loss amount
in group P+ EPO 0.1 (0.7980 = 0.05978) and group P+ EPO 0.25 (0.77720 + 0.03967)
was decreased significantly compared to the periodontitis group (1,2720 + 0,07729)
(p<0.05). According to the results of histological analysis, the osteoclastic activity is
significantly lower in the P+ EPO 0.1 and P+ EPO 0.25 groups compared to the
periodontitis group (p<0.05). According to the results of the immunohistochemical
analysis, apoptotic cell index was statistically significantly lower in the P+ EPO 0.1
(7,060 + 4,076) and P+ EPO 0.25 (10,19 + 9,746) groups compared to the periodontitis
group (44.93 = 16.86) (p <0.05). According to the results of gRt-PCR method analysis,
TNF-a, IL-1p and IL-6 gene expression levels were found close to the control group in
P+ EPO 0.1 and P+ EPO 0.25 groups (p>0.05). EPO-R gene expression levels were higher
in P+ EPO 0.1 and P+ EPO 0.25 groups, although not statistically significant compared
to the periodontitis group (p>0.05).

Conclusion

As a result of this study, we can say that EPO can protect the perioodontal tissues
during periodontal disease with its anti-inflammatory, antiapoptotic and cytoprotective
effects.

Key Words: Erythropoietin, inflammation, Periodontitis
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1. GIRIS

Periodontal hastalik, disi destekleyen yapilarin kaybiyla karakterize yaygin bir
kronik inflamatuar hastaliktir. Plak biyofilmi ve iligkili konak¢1 yanitlart periodontitis

patogenezinde anahtar elementlerdir.?

Periodontitis, dentogingival bdlgede biriken mikroorganizmalar tarafindan
baslatilan multifaktdriyel bir hastaliktir.® Periodontitis, gram negatif anaerobik veya
fakiiltatif bakterilere karsi inflamatuar hiicreler ve onlarn trettigi sitokinler vasitasiyla
gelisen ve konak cevabi sonucu olusan alveoler kemik rezorpsiyonu, bag dokusu yikimi

ve atagman kaybi ile karakterize bir hastaliktir.3

Sitokinler, periodontal hastaligin immiin cevabinin biitiin evrelerinde anahtar role
sahiptir.*® Sitokinler arasinda en ¢ok baglantili olan pro-inflamatuar sitokinler interlokin
1 beta (IL-1PB) ve tiimor nekroz edici faktorii alfa (TNF-a))'dir. Bu sitokinlerin ikisi de
periodonsiyumdaki dogal immiin cevaplarin baglangicinda, diizenlenmesinde ve daimi
hale gelmesinde anahtar rol oynayarak vaskiiler degisikliklere sebep olurlar ve
subgingival bakteriler varliginda normal immiin cevabin bir pargasi olarak notrofiller gibi

efektor hiicrelerin periodonsiyuma gogiinii saglarlar.®

Genel olarak, kemik kaybinin altinda yatan temel nedenlerin osteoblast ve
osteoklast aktiviteleri ve bakteri tiriinleri ve inflamatuar sitokinler arasindaki dengenin

bozulmasinm oldugu kabul edilmektedir.”

Periodontitis, periodontal hastaliklarin en yaygm gorilen formudur ve
periodonsiyumda meydana gelen atagman ve alveolar kemik kaybi epizodik karakterlidir.
Periodontitis, plak ve dis tas1 birikimi ile iliskilidir. Hastaligin ilerleme hizi normal

konak-bakteri iligkisini etkileyebilen lokal, sistemik veya c¢evresel faktorlerden

1



etkilenmektedir. Dislere bagli anatomik faktorler, dental restorasyonlar ve uygulamalar
gibi lokal faktorler plak birikimini, diabetes mellitus ve HIV enfeksiyonlar1 gibi sistemik
hastaliklar konak savunmasini ve sigara kullanimi, stres gibi ¢evresel faktorler de plak
birikimine kars1 gelisen konak cevabini etkileyebilir.® Periodontitiste kemikte meydana
gelen kayip, dis kaybmdan sorumludur. Kemik kaybinin 6nlenmesi periodontal hastaligin
tedavisinde anahtar klinik 6neme sahiptir. Kemik yikimi mikrobiyal problemlere karsi
konak immiin ve inflamatuar cevap ile iliskilendirilmektedir. Kemik yikimina, konak¢1
bagisiklik ve mikrobiyal miicadeleye inflamatuar yanit aracilik eder. TNF-a, IL-1pB, IL-6
ve prostoglandin E2 (PGE2), inflamatuar osteoliz durumlarinda osteoklast aktivitesini de

tesvik eder.’

Yikict inflamatuar periodontal hastaliklarin patojenik stiregleri, subgingival plak
mikroflorast ve spesifik patojenlerden tiiretilen lipopolisakkaritler gibi faktorler
tarafindan tetiklenir. Bunlar konakg1 inflamatuar ve bagisiklik hiicresi etkileri ile yayilir
ve T ve B hiicrelerinin aktivasyonu, Th1-Th2-Th17 diizenleyici ekseninin diizenlenmesi

yoluyla adaptif bagisiklik tepkisini baslatir.”

Periodontal tedavi ile mikrobiyal etyoloji ve periodontitisle ilgili risk faktorlerini
kontrol altma alarak, enfeksiyonun ilerleyisini durdurmak ve hasar gérmiis dokularm

saglikli durumlarma geri donmeleri amaglanmaktadir.®

Yeterli kan temini, kemik iyilesmesinde ve kas-iskelet sistemi dokusunda kemik
yenilenmesi icin kritik 5neme sahiptir.’® Yeni damarlanma, yiiksek derecede metabolik
olarak aktif kemige oksijen ve besinleri getirir ve inflamatuar hiicreler ve kikirdak ve
kemik 6ncii hiicrelerinin bolgeye ulagsmasi i¢in bir yol gorevi goriir. Anjiyogenez, kan

damar1 biiyiimesini indiiklemek i¢in inflamatuar hiicreler ve stromal hiicreler tarafindan



iiretilen gesitli biiylime faktorleri, 6zellikle vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF)

tarafindan diizenlenir.°

EPO, % 60 protein ve % 40 karbonhidrattan olusan, 165 aminoasit igeren 30 kDa
agirhgmda glikoprotein yapisinda, anti-inflamatuar, anti-apoptotik ve sitoprotektif
etkileri olan hematopoezden sorumlu hormondur.* Ayrica yapilan hayvan deneylerinde
EPO’nin kemik rejenerasyonu iizerinde pozitif etkisi oldugu gosterilmistir. Kemik
iyilesmesi ve rejenerasyon modellerinde EPO ile indiiklenen osteogenezis, in vitro olarak
gozlenen osteoblast proliferasyonunun ve farklilasmasinin dogrudan uyarilmasina

atfedilmistir.'?

Calismamizin amaci, ratlarda deneysel olarak olusturulan periodontitis iizerine

sistemik EPO uygulamasinin kemik kayb1 tizerindeki etkisini degerlendirmektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Periodontal Hastahk

Periodontal hastalik, oral hastaliklarin kiiresel yiikiine onemli Ol¢iide katkida
bulunur ve ¢esitli kronik hastaliklarla ortak risk faktorlerini paylagir. Son zamanlarda,
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) diinya c¢apmnda periodontal hastaliklarin kontroliiniin

giiclendirilmesinin nemini vurgulad1.™®

2.1.1. Periodontal Hastaliklarin Siniflamasi

En kaba anlamiyla 'periodontal hastalik' terimi hem gingivitis hem de periodontitis
anlamina gelir. Avrupa periodontoloji federasyonu (APF) ve Amerikan periodontoloji
akademisi (APA) yaptiklar1 ortak bir ¢alisma ile 1999 yilindaki periodontal hastalik
smiflamasin1 degistirmisler ve ‘Periodontal ve Periimplant Hastaliklar ve Durumlarin

Siniflamas1 2017 bashig1 ile yeni bir siniflama tanimlamislardir (Tablo 2.1).14

Tablo 2.1. Periodontal ve peri-implant hastaliklar ve durumlarin siniflamasi1 2017.

A. Periodontal Hastaliklar ve Durumlar
1. Periodontal Saghk, Gingival Hastahklar ve Durumlar
e Periodontal Saglik ve Gingival Saglik
e Gingivitis (Biyofilm tarafindan indiiklenen)
e Gingival Hastaliklar (Biyofilm tarafindan indiiklenmeyen)
2. Periodontitis
e Nekrotizan Periodontal Hastaliklar
e Periodontitis
o Sistemik Bir Hastaligm Bulgusu Olarak Periodontitis
3. Periodonsiyumu Etkileyen Diger Durumlar
Periodontal Destek Dokular1 Etkileyen Sistemik Hastaliklar ve Durumlar
Periodontal Abseler ve Endodontik-Periodontal Lezyonlar
Mukogingival Deformiteler ve Durumlar
Travmatik Okliizal Kuvvetler
Dis ve Protez iliskili Faktorler
B. Periimpalnt Hastaliklar ve Durumlar
e Periimplant Saglik
e Periimplant Mukozitis
e Periimplantitis
e Periimplant Yumusak ve Sert Doku Yetersizlikleri




Periodontal hastaliklar, insanlar1 yiizyillardir etkilemis en yaygin kronik
hastaliklar arasmdadir.® Diinya populasyonunun %60-90’ini etkileyen bu hastaliklar®

yetiskinlerde goriilen dis kaybinin en énemli sebeplerinden birisidir.!’

Periodontal hastaligin, subgingival ortamda biyofilmin gelismesinden, sosyal ve
aligkanlik faktorlerinden ve hepsinin konak¢imin altta yatan bagisiklik ve inflamatuar
tepkileri ile modiile edildigi ve kontrol edildigi heterojen etiyolojilere sahip oldugu

aciktir, 1820

2.1.2. Gingivitis

Gingivitis, disetinin inflamatuar bir durumudur ve disler yiizeyinde biriken
mikrobiyal dental plaga (MDP) kars1 dogrudan bagisiklik tepkisidir. Gingivitis, sigara
icme, bazi ilaglar, ergenlik ve hamilelikte meydana gelen hormonal degisiklikler gibi

cesitli faktorlerle modifiye olur.?

Gingivada ‘Dental plak biyofilm tarafindan indiiklenmeyen gingival hastaliklar’
ve ‘Dental plak tarafindan indiiklenen gingivitis’ olmak tlizere 2 genis kategoride gingival
hastalik goriiliir. Dental plak biyofilm tarafindan indiiklenmeyen gingival hastaliklar
bakteriyel plagin sebep olmadigi ve dolayisiyla plagin eliminasyonu ile ¢ogu kez
diizelmeyen bir dizi durumu kapsar. ‘Dental plagin indiikledigi gingivitis’ bozulmamis
periodonsiyum tizerinde gelisebilecegi gibi azalmis periodonsiyum (non-periodontitis

hastas1 ya da stabil periodontitis hastas) {izerinde de gelisebilir (Tablo 2.2,2.3,2.4).2?



Tablo 2.2. Bozulmamis periodonsiyumda klinik saglik ve gingivitis kosullari

Bozulmamis Periodonsiyum Saghkh Gingivitis

Atacman kaybi - -

Sondalama derinligi(Ps6docep hari¢) <3mm <3mm
Sondalamada kanama <%10 >%10
Radyolojik kemik kaybi - -

Tablo 2.3. Azalmis periodonsiyumda klinik saglik ve gingivitis kosullari

Azalms Periodonsiyum Saghkh Gingivitis

(Non periodontitis)

Atagman kaybi + +
Sondalama derinligi(Psodocep harig) <3mm <3mm
Sondalamada kanama <%10 >%10

Radyolojik kemik kaybi +/- +/-




Tablo 2.4. Stabil periodontitis durumunda klinik saglik ve gingivitis kosullari

Tedavi Edilmis (Stabil) Periodontitisli Saghkh Periodontitis Hikayesi
Hasta Olan Gingivitis Hastasi
Atacman kaybi + +

Sondalama derinligi (Psodocep hari¢) <4mm (4mm veya daha <3mm

derin  kanamali  cep

olmayacak )
Sondalamada kanama <%10 >%10
Radyolojik kemik kaybi + +

2.1.3. Periodontitis
Periodonsiyumun diseti disindaki diger bilesenlerinin de etkilendigi ileri

periodontal yikim durumudur. Kronik inflamatuar bir hastalik olup, basar1 ile kontrol

edilebilmektedir.?®

Kronik inflamasyon, enfeksiyona ve / veya diger tetikleyicilere yanit olarak ortaya

¢ikan ve doku hasarina yol agan karmasik bir biyolojik siirectir.?*

Periodontitis, hem oral mikrobiyota hem de dogal ve kazanilmis bagisikligin

disbiyozunu i¢eren pro-inflamatuar olaylarla karakterize bir periodontal hastaliktir.?®

Periodontitis stabil kalabildigi gibi (remisyon) alevlenme (exacerbation)
donemlerine de girebilir. Stabil bir periodontitis hastasit periodontitisin niiks etmesi

acisindan (rekiirrens) bir gingivitis veya saglikli bireyden daha yiiksek bir risk tasir.?



Evreleme kabaca hasarm boyutu ve gecmisi ile ilgili bir degerlendirmedir. Ilk
olarak klinik atagman kaybi (KAK) kullanilarak belirlenmelidir, mevcut degilse
radyolojik kemik kayb1 (RKK) kullanilmalidir. Oncelikle periodontitisle iliskili dis kayb1
hakkindaki bilgiler -e§er mevcutsa- evre tanimmi degistirebilir. Bu kompleks
faktorlerinin yoklugunda bile durum bdoyledir. Komplekslik faktorleri, evreyi daha
yiikksek bir evreye kaydirabilir, 6rnegin, furka tutulumu smif II veya III, KAK'dan
bagimsiz olarak Evre Il veya IV’e kaydirabilir. Evre III ve Evre IV arasindaki ayrim
oncelikle komplekslik faktorlerine dayanmaktadir. Ornegin, yiiksek diizeyde bir mobilite
ve/veya posterior dis kaybina bagl kapanisin ¢okmesi, Evre IV tanisini isaret eder.
Bununla birlikte, verilen herhangi bir durum igin, komplekslik faktorlerinin sadece bir
kismi olmayabilir, genel olarak, teshisin daha yiiksek bir evreye kaydirilmasi igin sadece
bir komplekslik faktorii alinir. Bu vaka tanimlarinin, en uygun klinik taniya ulagsmak igin
saglam klinik degerlendirme ile uygulanmasi gereken kurallar oldugu vurgulanmalidir.
Tedavi sonrasi hastalar igin KAK ve RKK hala primer evre belirleyicileridir. Eger bir
evre kompleksite faktorii (faktorleri) tedavi ile ortadan kaldirilirsa, asil evre komplekslik
faktorii, bakim fazi yonetiminde her zaman g6z 6niinde bulundurulmasi gerektiginden,

asama daha diisiik bir asamaya gerilememelidir (Tablo2.5).%



Tablo 2.5. Periodontitisin evreleri

Periodontitis Evreleri

Evre I:

Hafif
periodontitis

Evre II:

Orta
periodontitis

Evre I1I:

Siddetli
periodontitis (Ek
dis kaybi
potansiyeli olan)

Evre 1V:

Siddetli periodontitis
(dentisyon kaybi
potansiyeli olan)

En fazla
kaybin oldugu
diste 1-2 mm 3-4 mm > 5mm > 5mm
interdental
KAK
iddet Koronal iiglii Koronal Uglii g s
Sidde RKK ]Ic(oll<un yarisindan Kokiin yarisindan fazla
(<%15) (%15-%33) azla
Periodontitise bagli  Periodontitise bagh dis
Dis kaybi Periodontal kaynakl1 dis kaybi yok s kaybi kaybi
<4 dis >5 dis
Evre III’e ek olarak:
Kompleks
, _ rehabilitasyon ihtiyag
Evre IIye ek olarak: oqenleri:
Max.SD<dmm  Max.SD <Smm D= Omm Cigneme yetersizligi,
Vertikal kemik Sekonder okliizal
Kompleks Bolgesel kayb1 > 3 travma _(mOb'I'_te .
olusu ozellikler Genelde Genelde derecesi>2), Siddetli
hori . ; . Furka tutulumu Sinif Kkret harabiyet, Posterior
orizontal kemik horizontal kemik . <
K I veya Il dis kaybina bagl
aybi kaybi ka SKmesi
. panigin ¢okmesi,
Orta siddette kret dislerde yer degistirme,
kaybi On dislerde éne dogru
acilma, Karsilig1 olan
10 disten toplam 20
disten az dis varligi
Boyut ve ;Zlgal(ln; \z;g;lue Etkilenmis dis sayisina gore dislerin %30’ undan az1 etkilendiginde lokalize, daha
yayilim Y& fazlast genel veya kesici-molar tiplemesi olarak evreye ilave edilecek

ekle




Derecelendirme hastaligin ve tedavinin olasi seyri lizerinde bir degerlendirmedir.

Temel kriterler ya direkt ya da indirekt progresyon kanitlaridir. Uygun oldugunda, direkt

kanit kullanilir; yoklugunda indirekt tahmini, en ¢ok etkilenen dis veya olgu sunumunda

yasin bir fonksiyonu olarak kemik kayb1 kullanilarak yapilir (kok uzunlugunun yiizdesi

olarak ifade edilen radyografik kemik kaybi, hastanmn yasina boliniir, RKK/yas).

Klinisyenler baslangigta B dereceli hastaligi ele almalidir ve eger varsa, A veya C

derecesine dogru kaymast i¢in belirli kanitlar aramalidirlar. Derece, progresyon

kanitlarina dayanarak kuruldugunda, risk faktorlerinin varhigina bagl olarak modifiye

edilebilir (Tablo 2.6).%

Tablo 2.6. Periodontitisin dereceleri

Periodontitis Derecesi Derece A: Derece B: Derece C:
Yavas hizda Orta hizda Hizli ilerleme
ilerleme ilerleme
Longitudinal data 5 yildan fazla ~ <2mm >2mm 5 yildan fazla
. (RKK veya KAL)  kayip yok
Direkt progresyon 5 yildan fazla
. . kamti
Primer Kkriter
% Kemik <0.25 0.25-1 >1
kaybi/yas
Diisiik diizeyde Biyofilmle Plak birikimi ile
yikimi olan uyumlu yitkim  orantisiz fazla hasar.
fazla biyofilm Hizl1 progresyon
indirekt birikintileri ve/veya erken
progresyon kaniti . bﬁslanglq!l _hastahk
Fenotip doénemlerini
diisiindiiren spesifik
klinik modeller(orn.
Molar-kesici paterni,
standart tedaviye
beklenen yanitin
olmamasi)
Dereceyi Sigara - <lOsigara/glin ~ >10sigara/giin
degistirebilecek SR i T
PR isk faktorleri
Tulilictr Diyabet - HbALc<7 HbA1c>7
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Periodontitis, MDP’ta bulunan bakteriler nedeniyle disin destek dokularmnda

meydana gelen inflamatuar bir hastaliktr. Bu hastaligin sonucunda disetinde
inflamasyon, cep olusumu, klinik atagman ve alveolar kemik kayb1 meydana gelir.8 MDP,
periodontal hastaligin baslamasi ve ilerlemesindeki en onemli etiyolojik faktordiir.
MDP’ta bulunan patojenler tarafindan salgilanan proteolitik enzimler dokularda yikima
sebep olur.2® Ayni1 zamanda toksin ve lipopolisakkarit gibi patojen iiriinlerinin de konak
hiicre gruplarint uyarmasiyla yikict enzimler salgilatabilir ya da lenfosit ve
makrofajlardan sitokin salgilanmasiyla immiin cevabin tetiklenmesi sonucunda yikima

sebep olabilir (Sekil 2.1).%

Periodontitisin Patogenezi

Sitokinler

 —

Antikor
-—

PMNL

-—

Antijen _—
. MMPs

Sekil 2.1. Periodontitisin patogenezi

MDP, dise yapisan biyofilmin form kazanmasiyla olusan yumusak eklentilerdir.
Biyofilm, oncelikle dis-bakteri etkilesimiyle olusur. Biyofilm tabakasi bakteri ve
antimikrobiyal ajanlar arasinda bariyer gorevi goriir. Bu yiizden biyofilmin zor bir
terapétik hedef oldugu bilinir.?” MDP; organik ve inorganik olmak iizere iki tiir bilesen

icermektedir. Organik bilesenler: tiikiiriik, diseti olugu s1vis1 (DOS) ve bakteri iirlinlerini
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kapsar. Inorganik bilesenler ise: glikoproteinler, polisakkaritler (dekstran baskin),

proteinler (albumin vb.) ve lipitleri icerir.?®

Pelikil tizerine oOncelikle Actinomyces ve Streptococcus tiirleri tutunur.
Actinomyces viscosus fimbriya adi verilen adezinleri yardimiyla dental pelikilin

prolinden zengin proteinlerine tutunur.?®

Kronik inflamasyon, sitokin aglarindaki etkilesimlere atfedilen ¢esitli
mediyatorler tarafindan yonlendirilir. Sitokinler pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar
gruplara ayrilabilir ve nispi konsantrasyonlar1 arasindaki dengesizlikler periodontitiste
doku tahribatina yol agabilir.3% 3! IL-la, IL-1B, TNF-a, IL-6 ve I1L-17 dahil olmak iizere
pro-inflamatuar sitokinler akut ve kronik inflamasyon ve doku hasarmna katkida
bulunurken, IL-10 gibi sitokinler tarafindan antagonist etkileri olan ikinci bir grup

olusur.°

Lipid mediatorleri, bliylime faktorleri veya kemokinler gibi diger mediyatorler de
inflamasyonun devam etmesinde énemli bir role sahiptir.®? 3 Diyetten sitokinlere kadar
cesitli potansiyel tedaviler, inflamasyonu baskilayabilen daha ileri arastirmalar igin
gereklidir.3* Sitokin bazl1 tedavi stratejilerinin hem periodontitisi hem de sistemik saglig

iyilestirme potansiyeli vardir.*®
2.2. Sitokinler

Sitokinler, hedef hiicrelerdeki spesifik reseptorlere baglanan ve degistirilmis gen
regiilasyonu ile hiicrede fenotipik degisikliklere yol agan hiicre i¢i sinyallesme

kaskadlarmi baslatan ¢oziinebilir proteinlerdir.*

Sitokinler kendi ekspresyonlarini otokrin veya parakrin tarzinda indiikler ve ¢ok
sayida hiicre tipi lizerinde pleiotropik etkilere sahiptir. Periodontal hastalik da dahil olmak
{izere inflamasyonda temel rol oynarlar.®®
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Bir patojene maruz kaldiginda ortaya ¢ikan bagisiklik tepkisinin tiirii, hastaliga
kars1 direncin veya duyarliligin belirlenmesinde hayati 6neme sahiptir. Lokal olarak
indiiklenen sitokinlerin dnemi, yaki bdlgedeki hiicrelerin fonksiyonu tizerindeki farkl
etkileri nedeniyle ¢cok dnemlidir, bu da daha sonra yanitin seyrini ve dolayistyla belirli

patojene kars1 direnci veya duyarliligi belirler.®’

Sitokinler, giderek artan sayida hastaligin immiinopatolojisinde biiyiik 6neme
sahiptir ve "uygun" sitokinlerin {iretimi, koruyucu bagisikligin gelistirilmesi igin
gereklidir. “Uygunsuz” sitokinler ortaya ¢ikarsa, yikici veya ilerleyici hastalik ortaya

¢ikabilir.

Sitokinler, farkl efektor hiicrelerin iiretimi ve aktivasyonu iizerinde bliyiik etkisi
olan hiicre regiilatorleridir.®® Sitokinler, bagisiklik ve inflamasyonun baslangici ve
efektor agamalarinda yer alan diisiik molekiiler agirlikli proteinlerdir, burada yanitin
genligini ve siiresini diizenlerler. Genellikle gegici olarak iiretilirler ve son derece
giicliidiirler. Ayrica pikomolar konsantrasyonlarda etki ederler ve genellikle nispeten
disiik sayilarla eksprese edilen spesifik hiicre yiizeyi reseptorleri ile etkilesirler.
Sitokinler ilk asamada bir agda birbirlerini uyararak etkilesirler; ikinci asamadaysa hiicre
ylizey reseptorlerinin transmodiilasyonunu saglarlar ve {igiincli asamada hiicre

fonksiyonu iizerinde sinerjistik, aditif veya antagonistik etkilesimler gosterirler.>®

Dogustan gelen bagisiklik tepkisi, hem komensal hem de patojen olan tiim
kolonize mikroplar1 tanir ve bunlara yanit verir. Komensal bakterilerin konake1
bagisikligin1 hazirlamak ve doku biitlinliiglinii korumak icin periodonsiyumda gerekli
diistik seviyeli sitokin tepkisini uyardigmna dair giiglii kanitlar vardir ve bagisiklik tepkisi,

patojenik bakterilerin baskin oldugu plagin mikrobik bilesimindeki degisikliklere yanit
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olarak cogaltilir.*’ 1976'da IL-2'nin kesfinden bu yana, bagisiklik hiicrelerinin ¢ogalma

ve farklilasma fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan fazla sitokin kesfedilmistir.*

2.2.1. Interlokin 1

Adindan da anlasilacag gibi, tarif edilen ilk interlokin olan IL-1, bir¢cok biyolojik
aktiviteye sahiptir. 1980'lerin ortalarinda molekiiler tanimlanmasindan 6nce, IL-1,
yillarca cesitli biyolojik aktiviteleri tanimlayan farkli isimler altinda (l6kosit endojen
mediyatorii, hematopoietin-1, endojen pirojen, katabolin ve osteoklast aktive edici faktor
(OAF) gibi) incelenmistir. Daha sonra IL-1-a, -B ve reseptor antagonist olmak {izere ii¢
tip olarak belirlenmistir. Bunlarn dogustan gelen ve adaptif bagisiklik tepkilerindeki

onemli rolleri ortaya ¢ikmustir.*?

Seksen bes yilinda, OAF saflastirildi ve amino terminal sekansi, IL-1B'ninkiyle
ayni oldugu belirlendi ve IL-1B'min uyarilmis periferik kan mononiikleer hiicreleri
(PKMH'ler) tarafindan iiretilen OAF aktivitesine sahip ana protein oldugu sonucuna
varilmistir.*®* Daha sonra IL-la ve IL-1f'nin rekombinant formlarinm, kemik
rezorpsiyonu, ates ve prostaglandin sentezinin indiiksiyonu gibi gesitli biyolojik etkilere

sahip oldugu dogrulanmistir.*

Hedef hiicreler tlizerinde IL-1 sinyali, spesifik bir reseptor olan tip I IL-1
reseptoriine (IL-1RI) baglandiktan sonra gergeklesir.*® IL-IRI agirlikli olarak lenfositler,
fibroblastlar, keratinositler ve hepatositler iizerinde eksprese edilir.*® IL1 / IL-1RI
baglanmasindan sonra mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) veya niikleer
faktor-kappa B (NF-«xB) yollari, IL-1 reseptorii ile aktiflestirilen protein kinazin (IRAK)
fosforilasyonu yoluyla etkinlestirilir. IL-1pB, ayrica diger mediyatorlerin (TNF-a, IL-6,

MMP vs.) iiretilmesini indiiklemekle de gorevlidir.*’
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IL-1B'nin periodontal hastalik patogenezinde, genellikle tedaviden sonra
konsantrasyonlar1 azalmis, diseti biyopsi orneklerinde ve DOS'da diisiik seviyelerde

saptanmas1 nedeniyle énemli bir rol oynadig1 sonucuna varilmistir.*8

Yapilan deneysel periodontitisli hayvan c¢alismalarinda, IL-18 periodontal

dokularda artmasiyla inflamasyonun ve doku yikiminm arttig1 tespit edilmistir.*°

IL-1B, matriks metalopreteinaz (MMP)’larin uyarilmasi yoluyla gii¢lii bir kemik

rezorpsiyonu ve bag dokusu yikim indiikleyicisi olarak dogrulanmustir.>®

2.2.2. Interlokin 6

IL-6, iltihaplanma, bagisiklik yanit1 ve hematopoez tizerinde pleiotropik etkiye
sahip ¢Oziiniir bir mediyatordiir. Enfeksiyonlara ve akut faz yaralanmalarina yanit olarak
derhal ve gecici olarak ekprese edilir. Bu ekspresyon bir alarm sinyalini tetikler ve strese
kars1 konak savunma mekanizmalarini etkinlestirir. Ekspresyonun transkripsiyonel ve
posttranskripsiyonel mekanizmalar tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmesine ragmen,
IL-6'nin diizensiz stirekli sentezi kronik inflamasyon ve otoimmiinite {izerinde patolojik

bir etkiye sebep olur.>*

IL-6, iltihaplanmanin ilk asamasinda lokal bir lezyonda sentezlendikten sonra, kan
dolasimi yoluyla karacigere geger, ardindan C-reaktif protein (CRP), amiloid A (AA),
fibrinojen, haptoglobin ve al-antimimotripsin gibi ¢ok ¢esitli akut faz proteinlerinin hizli
indiiksiyonu gerceklesir.>? Ote yandan, IL-6 fibronektin, albiimin ve transferrin {iretimini

azaltr.>®

IL-6 kemik iligi stromal hiicrelerinde iiretildiginde, osteoklastlarin farklilagsmasi
ve aktivasyonu i¢in vazgecilmez olan RANKL'1 uyarir ve bu da kemik rezorpsiyonuna ve

osteoporoza yol agar.>
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IL-6, membrana bagli IL-6 reseptoriinii (IL-6R) baglar ve membrana bagli
glikoproteinin 130'un (GP130) homodimerizasyonu ile sitoplazmik sinyali aktive eder.>®
Bu olay GP130 iizerinde farkl hiicre i¢i tirozin kalintilarini fosforile eden Janus kinazlari
(JAK) aktive eder.>® Fosforile GP130, iki farkli sinyalleme kaskad1 igin bir yerlesme
bolgesidir: sinyal doniistiiriicti ve transkripsiyon aktivatorii (STAT)-3 ve MAPK'nin
aktivatorii (klasik IL-6 sinyal yolu).>” Ek olarak, GP130 eksprese eden hiicreler, IL-6R'nin
yoklugunda bile, bir IL-6 ve ¢dziinebilir IL-6 reseptorii (sIL-6R) ile uyarilabilir.>® IL-6'ya
baglandiginda, sIL-6R bir agonist olarak hareket edebilir ve lenfositler ve makrofajlar

gibi inflamatuar hiicrelerin hiicre yiizeyinden proteolitik boliinme ile salmir.>®

IL-1B, insan gingival fibroblast (IGF)'larinda belirgin bir sekilde IL-6 {iretimini
uyarir.>® IGF'ler inflamasyonla iliskili molekiiller ile stimiilasyondan sonra periodontitis
lezyonlarinda IL-6 iiretir. Son zamanlarda, periodontitiste tipik bir patojen olan canli

Porphyromonas Gingivalis (PG)’in IGF'larmnde IL-6 iiretimini arttirdig1 bildirilmistir.5

2.2.3. TNF-alfa
TNF-a, in vitro dogrudan sitotoksik / sitostatik etkilerine ve in vivo anti-timor
aktivitesinin sadece neoplastik hiicreler tizerinde degil, ayn1 zamanda normal hiicreler

iizerinde de pleiotropik etkilere sahip oldugu gésterilmistir.5?

TNF-a, esas olarak makrofajlar tarafindan salgilanir. TNFRSF1A / TNFR1 ve
TNFRSF1B / TNFBR reseptorlerine baglanabilir ve boylece islev goriir. Bu sitokin, hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi, apoptoz, lipit metabolizmasi ve pihtilagsma dahil olmak
iizere c¢ok cesitli biyolojik stireglerin diizenlenmesinde rol oynar. TNF-a, otoimmiin

hastaliklar, insiilin direnci ve kanser gibi cesitli hastaliklarda rol oynamaktadir.5?

Monositler ve makrofajlar, TNF-a iireten giiclii hiicre tipleridir. TNF-o'nin lokal

hiicresel etkileri, PMNL’lerin endotelyal hiicrelere yapigmasmni, PMNL'lerin
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degraniilasyonunu, fagositozun aktivasyonunu ve hiicreler arasi yapisma molekiilii-1
(ICAM-1) ekspresyonunu igerir. TNF-a'nin osteoklastlar1 IL-1 ile benzer sekilde aktive

ederek kemik ve kikirdak rezorpsiyonunu indiikledigi bilinmektedir.5

TNF-a’nin miktari, DOS ve hastalikli periodontal dokularda yliksek seviyelerde
gosterilmistir ve deneysel c¢aligmalar, TNF-a’nin alveoler kemik rezorpsiyonunu
indiikleyen ve PGE2 ve MMP sekresyonunu indiikleyerek periodontitisin patogenezinde

merkezi bir rol oynadig1 gosterilmistir.®*

2.2.4. Sitokinler ve Periodonsiyum
Kronik periodontal hastalikta, MDP i¢indeki biyolojik olarak aktif maddeler,

diseti yumusak dokularinda ve periodonsiyumda lokal inflamatuar tepkiyi indiikler.®®

Biyofilm olgunlagmasini takiben, periodontal ceplerde gelisen patojenik tiirler, bir
dizi viriilans faktoriinii, antijeni veya konak savunma mekanizmalarindan kagan ve tipik
olarak notrofiller, monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler, T hiicresi, immiinoglobulin
G (IgQ) tireten B (plazma) hiicrelerini iceren diizensiz inflamatuar etkilesimler yoluyla

hiicrelere ve dokulara zarar veren iriinler tarafindan salinir.%®

Periodonsiyumdaki istilaci patojenlere karsi fagositoz yetenegine sahip notrofiller,
monositler, makrofajlar, vb. gibi ¢esitli fagositlerin varligi genellikle kisa omiirliidiir.%’
Bu, direncli biyofilmin ve enfekte dokularin hiicrelerinin oldukca eksik temizlenmesine
sebep olur ve giiglii pro-inflamatuar mediyatérler ve sitokinlerin hiikiim siirdiigii kalict

bir kronik iltihapla sonuglanir.8

IL-1B, IL-6 ve TNF-a, periodonsiyumdaki bir¢ok hiicre tipi tarafindan iretilir;
l6kositler ve endotelyal hiicreler {izerinde yapigma molekiillerinin yukar regiilasyonunu
indiikler, kemokinlerin iiretimini ve iltihapli tepkileri giilendirir.®® Periodonsiyumdaki

pro-inflamatuar olaylar dizisi, burada LPS gibi bakteriyel iiriinlerin, IL1-p ve TNF-a
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ekspresyonunu indiikler, bu da iltihaplanmay1 artwran sitokinler, kemokinler ve
siklooksijenaz (COX) iiriinlerinin iiretimini uyarir.%® IL-1p, IL-6 ve TNF-a, periodontal
iltihapl1 dokularda MMP-1’i artirarak doku yikimma neden olur.”© MMP-1, iltihaph
periodontal dokuya ekstraselliiler olarak salinir ve kollajeni dogrudan pargalayarak veya
fibrinolitik proteaz kaskadini aktive ederek bag dokusunu tahrip edebilir. Aktiflestirilmis
MMP'ler ve endojen inhibitorler arasindaki dengesizlik, iltihapli periodontal dokularda
ekstraselliiler matrisin patolojik bozulmasina neden olur ve bu da dis kaybma neden

olur.”

Onemli bir sekilde, biyofilmi farkli asamalarda kolonize eden ve farkli patojenik
potansiyele sahip bakteriler benzer konak¢i yanit yollarmi etkiler. Bunun biyolojik
sonuglar1 heniiz tam olarak agiklanamamistir, ancak bireysel tiirlerin bir dizi pro-
inflamatuar sitokin (IL-1a, IL-1p, IL-6 ve IL-8) ve T hiicresi uyarici sitokinlerle (IL-12,
IL-23) iliskili sinyalleme yollar1 iizerinde karakteristik etkileri olduguna dair kanitlar
vardir. Bu bilgilerin bir periodontal patogenez modeline nasil entegre oldugu acik
degildir, ancak bakteriyel c¢esitliligi hiicre i¢i sinyal yollarmma ve sitokin salgilama

profillerine baglama potansiyeli oldugu agiktir.”?

2.3. Periodontitiste Kemik Kaybi

Kemik, mekanik, beslenme ve hormonal etkilere yanit olarak siirekli yenilenen,
dikkat cekici derecede dinamik ve aktif bir dokudur. Saglikli bir yetiskinde osteoklastlar
ile kemik rezorpsiyonu ve osteoblastlar tarafindan kemik olusumu siire¢leri arasinda bir

denge gereklidir.”

Kemik rezorpsiyonu iskelet ve serum kalsiyum seviyelerinin homeostazinda
onemli bir rol oynar ve uygun biiyiimenin, yeniden sekillenmenin ve iskeletin korunmasi

icin osteoblastlarm regiilasyonu énemlidir.”
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Alveoler kemik kaybi periodontitisin ilerlemesinin bir isaretidir ve Onlenmesi
periodontal hastalik tedavisinde onemli bir klinik sorundur. Kemik yikimina, konakgi

bagisiklik ve mikrobiyal miicadeleye inflamatuar yanit aracilik eder.’

Diseti dokusu ve kemik remodelling dengesini ve daha sonra periodontal kemik
kaybinm kontroliinii diizenleyen en az iki ana yol vardir. Birincisi, fizyolojik kemik
remodelingi sirasinda kemik olusumu ve rezorpsiyonu arasinda birlesen osteoblastlar ve
stroma ile etkilesimleri icerir. Otokrin ve parakrin diizenlemeleri araciliiyla, trombosit
kaynakli biiytime faktorii (PDGF), temel fibroblast biiylime faktorii (FGF) ve insiilin
benzeri bliytime faktorii gibi bir dizi biiyiime faktorii, yeni kemik olusumunu uyarmak
icin faaliyetlerini osteoblastlar lizerindeki reseptorleri aracilifiyla uygular. Paralel olarak,
tiroid hormonu, paratiroid hormonu, insiilin, progesteron, prolaktin, D3 vitamini,
Ostrojenler ve retinoidler gibi endokrin hormon reseptorleri, lokal ve sinerjistik

fonksiyonlara aracilik etmek igin osteoblast yiizeylerinde de eksprese edilir (Sekil 2.2).”

Pre- ALif

teoklast Ere-
osteo Tas osteoklast osteoblast
Mononiikleer Osteoblastlar
hiicreler i
‘ Osteositler
AT A

kemik = -
Sy Rezorpsiyon Tersine dénme Kemik formasyonu Mineralizasyon
4 3 hafta 4 ) 3 ay
PTH
(katabolik) (anabolik)

Sekil 2.2. Kemik rezorpsiyon/apozisyon dongiisii

Ikinci yol, lokal doku iltihab1 ve travmasi veya sistemik saldirilar sirasinda
iiretilen ve bu nedenle patolojik kosullar altinda kemik kaybindan (6rnegin stres,
iltihaplanma veya otoimmiinite) sorumlu olan inflamatuar ve/veya osteoklastojenik
sitokinler aracilarla ilgilidir. Bununla birlikte, bu homeostaz, artmig osteoklast sayis1 ve

aktivitesi sonucu geri doniisiimsiiz kemik kaybi, morbidite ile sonuglanan, kemik
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rezorpsiyonunun dengesizlestigi veya diizensizlestigi periodontal hastalik ve romatoid
artrit’ gibi inflamatuar kemik hastaliklarmda bozulur, bu da yasam kalitesinin ve hatta

yasami tehdit eden kosullara sebep olabilir.”

Kemik rezorpsiyonu ayrica, osteoklastik rezorpsiyonun bir sonucu olarak ortaya
cikan iyonize kalsiyum ile dogrudan lokal olarak diizenlenir ve yeni kanitlar endotelyal

hiicrelerin nitrik oksit ve endotelin dahil aracilarla da rol oynayabildigini gdstermistir.””

Pre-osteoblastlar, osteoblastlar, osteositler ve kemik astar hiicrelerinin timii,
kemik iligi stromundaki ilkel mezenkimal hiicrelerden ve bag dokusu kan damarlarma
bitisik  perisitlerden kaynaklanan osteojenik hiicre ¢izgisinden kaynaklanir.
Farklilagmalari, osteokalsin, kemik sialoprotein (KSP), osteopontin (OPN) ve kollajen
sentezini eksprese eden Osf2 / Cbfa geninin aktivasyonunu gerektirir ve bunu kemik
morfogenetik proteini-2 (BMP-2) ve transforme edici biiylime faktori-f (TGF-f)'dan
stimiilasyon takip eder.”® Kemik olusumundaki birincil rollerinin yani sira, osteoblastlar,
kemokinleri, prostaglandinleri ve biiyiime faktorlerini (6rn. BMP, TGF-, CSF-1, G-

CSF, ve temel FGF) otokrin ve / veya parakrin aktivitesi ile eksprese eder.”

Osteoblastik hiicreler, lokalizasyon, indiiksiyon, stimiilasyon ve rezorpsiyonun
inhibisyonu yoluyla osteoklastlarin c¢evresel duyarliligi lizerinde biiylik bir etkiye

sahiptir.&

Osteoklastlar, hematopoietik kok hiicrelerden tiiretilmis, son derece spesifik ve
hareketli kemik rezorbe edici hiicrelerdir.8* Osteoklastlar, minerallesmis kemigin
bozulmasindan sorumludurlar ve bu nedenle normal iskelet biiyiimesi ve geligimi, yasam
boyunca kemik biitiinliigiiniin korunmasi, yeniden modelleme yoluyla kalsiyum

metabolizmasi ve homeostaz ve onarim i¢in kritik dneme sahiptirler.®?
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Ortaya ¢ikan inflamatuar hiicrelerin akisi, birincil kemik rezorpsiyon hiicresi olan
osteoklastlar yoluyla rezorpsiyonu destekleyen bir dizi sitokin, 6rnegin PGE2, IL-1f ve
RANK-L iiretir. Bu nedenle, patolojik inflamatuar kosullarda, uyarici inflamatuar hiicre
uriinleri osteoklast aktivitesini baslatir ve koruyucu ve yikici siiregler arasindaki ince
dengeyi bozar.®® Buna periodontal hastaligin immiinopatogenezi denir ve son on yilda bu
alanda Oncili arastirmalar “osteoimmunoloji” olarak adlandirilan yeni bir alan ortaya

¢ikarmugtr.®*

Alveolar kemik kayb1 i¢in lokal osteoklast olusumu ve stimiilasyonu gereklidir.
IL-1B, IL-6, IL-11, IL-17, TNF-a, TNF-B, TGF-B, kininler ve trombin gibi ¢oklu
aracilarin kemik rezorpsiyonunu uyarabildigi gosterilmistir.®> Makrofaj koloni uyarici
faktor (M-CSF) / Koloni uyarucu faktor-1 (CSF-1), ODF/RANKL, IL, TNF gibi 6nemli
faktorlere yanit olarak ve osteokalsin igeren mineralize kemik parcaciklari ile temas
halinde, hematopoetik onciiler, periferik kanda dolasan monosit ve makrofaj tiirevi koloni
olusturan hiicrelere farklilasabilir ve son olarak olgun ¢ok cekirdekli osteoklastlara

doniisiirler.®

IL-1, TNF ve epidermal biiylime faktoriiniin (EGF) osteoblastlar1 deaktive ettigi
ve CSF-1 ve RANKL salmimini arttirdig1 gdsterilmistir.8” Osteoklast progenitorleri ve
osteoblastlar / stromal hiicreler arasindaki hiicre-hiicre etkilesimleri ve mineral faz;
ozellikle osteokalsin ile temas, terminal farklilagsmay1 ve mononiikleer hiicre flizyonuna

aracilik eder.®® Hem CSF-1 hem de IL-1, osteoklast dncesi flizyonu uyarir.®

Rezorpsiyon asamasinda, osteoklastlar kemik matrisinin hem mineral hem de
organik bilesenlerini gidermek igin uyum halinde ¢ahsirlar.”® Rezorbe yiizeyin ayrt edici
ozelligi, Howship’ler veya rezorpsiyon lakiinalari adi verilen tarakli erozyon

goriiniimiidiir.8
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Rezorpsiyon fazi osteoklastin omrii kadar yaklasik 8-10 giin siirer. Rezorpsiyon
lakiinalarinin tamamlanmasindan sonra, osteoklast kemik yiizeyi boyunca hareket

edebilir ve resorpsiyona yeniden baslayabilir veya apoptoz gegirebilir.”®

Makrofajlar ve T lenfositler tarafindan kaynaklanan kemik iltihabinda lokal
inflamatuar aracilarin rolleri kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Doku tizerindeki efektor
fonksiyonlari, osteoblast ile uyarilan RANKL-iiretim yolag: ile ilgili olarak yakin
zamanda bildirildigi gibi dogrudan veya dolayli olabilir. Periodontitiste alveolar kemik
rezorpsiyonu, dogrudan veya dolayli olarak hiicresel inflamatuar infiltrat tarafindan

indiiklenebilir.®8

DOS, sadece diseti sulkusunu sulamakla kalmayip ayn1 zamanda agiz bosluguna
salman karmasik bir dizi protein bileseni icerdigi gosterilmistir.®® Teshis ve prognostik
potansiyele sahip bu eksiida, periodontal kemik rezorpsiyonunun hiicre disi matris

kaynakl1 biyolojik belirteclerinin erisilebilir bir kaynagidir.%*

2.3.1. RANK, RANK-L ve Osteoprotegrin (OPG)

Osteoklastlarin aktivasyonu ve farklilasmasi, TNF ligand1 ve reseptor siiper
ailelesinin g tiyesi tarafindan modiile edilir: RANKL, RANK ve OPG. Bu ii¢ peptidin
tanimlanmasi, osteoklast farklilasmasi ve aktivitesinin molekiiler mekanizmalarini

anlamamiza biiyiik katki saglamistir.®3

RANKL (nF-ligB ligandinin reseptor aktivatorii), TNF siiper ailesinin bir tiyesidir
(osteoklast farklilasma faktorii olarak da bilinir: ODF, TRANCE ve TNFSF11).
Osteoblastlar veya stromal hiicreler tarafindan bir membrana bagli protein (mRANKL)
veya ¢oziiniir formda (SRANKL) eksprese edilir. RANKL, osteoklast ve preosteoklast
hiicre ylizeyleri iizerindeki reseptorii RANK'a baglandiginda, ¢ogalmay1 ve farklilagmay1

uyararak osteoklast olusumunu tesvik eder.%?
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Tuzak reseptorii olan OPG, mRANKL'"1 baglayarak RANKL / RANK etkilesimleri
ve osteoklast olusumunu inhibe eden ve boylece uyarici hiicre-hiicre etkilesimini 6nleyen
ve boylece osteoblastlar ve kemik iligi stromal hiicreleri dahil olmak tizere ¢esitli hiicre
tipleri tarafindan tretilen hareketli bir proteindir. Bu nedenle, bu {i¢ protein
osteoblastlarin yonlendirdigi osteoklast farklilasmasi i¢in gereklidir ve osteoblastlardaki

RANKL ve OPG arasindaki denge yeni osteoklast olusumunu yonlendirir.®®

Periodontal ligament ve diseti fibroblastlar1 dahil olmak iizere diger yerlesik
periodontal hiicreler de kemik remodelasyonu ve rezorpsiyonunun diizenlenmesine
katilirlar. Lokositler ve inflamatuar madiyatorler, osteoblastlar, periodontal ligament
fibroblastlar1 ve diseti fibroblastlari tarafindan RANKL ve OPG ekspresyonunu etkileyen
IL-1 ve PGE2 tiretir. RANKL ayrica aktiflestirilmis T hiicrelerinde eksprese edilir (Sekil

2.3).94.9

A B
RANKL RANKL
Ekspresyon

ﬂ - hiicresi — )
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Pre-
v Osteoklast
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Rezorpsiyon
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Sekil 2.3. RANK, RANKL VE OPG mekanizmasi.
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2.4. Deneysel Periodontitis

Ratlarda ve farelerde deneysel periodontitis modelleri, fizyolojik
komplikasyonlardaki g¢esitli biyolojik hipotezleri incelemek ve insan periodontitisinin
radyografik, klinik, molekiiler ve histolojik Ozelliklerini ¢ogaltmak i¢in yararli ve
onemlidir. Hayvan periodontitis modelleri, hiicrenin ve molekiiler mekanizmalarin yani
sira hastaligin olugsmasi ve ilerlemesi sirasinda yer alan biyolojik aracilarin incelenmesine
izin verir ve konak¢i-mikrobiyal etkilesimler ve inflamasyon hakkinda degerli bilgiler
saglar.® Bu noktada, ligatiirle indiiklenen periodontitis, toksinler, patojene bagh
molekiiler paternler (PBMP'ler) ve mikrobiyal metabolizmanin iirtinleri de dahil olmak
iizere farkl viriilans 6zelliklerine sahip hayvan tiirlerinde dogal olarak bulunan canli

mikroplarmn katilimi nedeniyle periodontal arastirmalarda siklikla kullanilmistir. %’

Hayvanlarda periodontitisi indiiklemek i¢in kullanilan ¢esitli yontemler arasinda
en yaygin kullanilan model ligatiir indiiksiyonudur.®® Mandibular veya maksillar molar
dislerin servikal bdlgesi boyunca bir ipek ligatiiriin yerlestirilmesi, bakteriyel
kolonizasyona yol agar, biyofilmin biiyilik birikimini uyarir, bu da apikal epitelyal go¢ ve
kemik kaybi1 gibi klinik bir durumda gézlemlenenlere benzer hastalik semptomlari ile

sonuglanir.®

Ligatiirlerin kullanildig1 daha 6nce yaymlanmis ¢aligmalara gore, bag dokusu ve
kemik kaybi1 tahminen ratlarda ve farelerde 7-15 giinliik bir siire zarfinda meydana gelir.
Bu 6zellik, ipek iplik ¢evresinde ve icinde bakteri tiirlerinin varligindan kaynaklanir, bu

da hastaligin erken evrelerinde artmis kemik tahribatma yol acar.%

Daha onceki bir rapor, ligatiirlerin steril siganlarda 6nemli bir kemik kaybina yol

acmadigini ve dis ¢evresinde bakteri birikiminin hastaligin ilerlemesinde 6nemli bir rol
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oynadigin1 gosterdi.!® Ancak, ligatiir modelinin patogenezi sirasinda travmatik hasar,

ozellikle rat modelleri kullanildiginda literatiirde tarif edilmistir. 1%t

2.5. Eritropoetin

EPO, %60 protein ve %40 karbonhidrattan olusan, 165 aminoasit igeren 30 kDa
agirhiginda glikoprotein yapisinda hematopoez den sorumlu hormondur. Cekirdegin
peptit terminalleri, reseptére baglanma yoluyla islevsellige aracilik ederken, dort

karbonhidrat yan zinciri EPO'i kandaki bozulmaya kars1 korur.!!

Dogumdan 6nce karaciger birincil iiretim yeridir ve yetiskin yasamindaki tiretimin

yaklasik %10'unu olusturur. Yetiskinlerde ise bobrek EPQO'in birincil iiretim bdlgesidir.!!

En iyi karakterize roliinde, renal tip | sitokin EPO, eritropoezin anahtar regiilatorii
olarak islev goriir. Boylece EPO, Fas Ligand (FasL)-Fas sinyallemesine miidahale ederek
eritroid progenitor hiicrelerin apoptozunu inhibe eder, bdylece terminal eritroid
farklilasmasmi saglar. Olgun eritroid hiicreler, temasa bagli negatif geri besleme
mekanizmalar1 ile olgunlagmamisg progenitorlerin iiretimini baskilamak igin FasL ve TNF
ile ilgili apoptoz-indiikleyici ligand (TRAIL) gibi apoptozu indiikleyen ligandlar1 yukari
dogru diizenler. Bunlar, eritroid gelisiminde temel transkripsiyon faktorii olan GATA1'in
kaspazlarla boliinmesiyle sonuglanir ve bu da olgunlasmamis eritroid onciillerinin
diizenlenmis apoptotik eliminasyonu ile sonuglanir.'%% 1% Hem FasL hem de Fas
ekspresyonunu asagi modiile ederek EPO, dolasimdaki kirmizi kan hiicrelerinin (RBC)

iiretimini ve oksijen tasima kapasitesini arttirir.1%4

Jak2-STAT-Bcl-2 yollar1 EPO’in koruyucu etkisinde rol alan temel sinyal iletim
yollaridir.!® Kemik iligindeki eritroid progenitor hiicreler, hiicre yiizeyindeki

homodimerik EPO-R eksprese eder. EPO'in baglanmast JAK2 ve akig asagi
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fosfatidilinositol 3-kinaz (PI13K) / protein kinaz B, MAP kinaz, protein kinaz C ve STAT

sinyal yollarmni aktive eder.!!

EPQO'de yiizyillarca siiren kapsamli bir arastirmadan sonra, yapisi, lretimi ve
hematopoetik etki sekli ayrintili olarak agiklanmis, fakat EPO'in temizlenmesi ve yikimi

heniiz tam olarak anlasilmamustir.*

2.5.1. Eritropoetin’in Uretimi ve Yikim

Hipoksi iizerine, renal peritubiiler fibroblastlar, oksijene duyarli prolil
hidroksilazlar (PH) yoluyla oksijen gerilimini azalttiginda uyarilir ve bu da transkripsiyon
proteini olan hipoksi ile indiiklenebilir transkripsiyon faktorii (HIF) yoluyla EPO gen
ekspresyonunu arttirr ve daha sonra EPO'i dolasim igine birakir. Diisiik oksijen
gerilimine yanit olarak EPO iretimini uyarabilen tek organ bobrek degildir. Goriiniise
gore, kronik hipoksi, HIF'ne bagli bir mekanizma ile epidermiste de algilanir. ig
organlardan cilde kan akismin nitrik oksit (NO) araciligiyla yeniden dagilimi bébrek EPO
iiretiminde ikincil bir artisla sonuglanir.’® Ayrica gastrointestinal sistem, akciger,
genitotliriner sistem, santral sinir sistemi gibi pek ¢ok dokuda da EPO yapimi ve
reseptorleri gosterilmistir. Gegtigimiz on yillarda, EPO'in bir¢ok dokuda da lokal olarak

eksprese edildigi ve parakrin tarzda davrandig1 iyi anlasilmustir.%’

HIF, EPO ekspresyonunun kontrolii i¢in gerekli olan heterodimerik bir
transkripsiyon faktoriidiir. HIF-1o miktar1 post-translasyonel olarak diizenlenirken, HIF-
1B yapisal olarak ekprese edilir fakat regiilasyonlarda katkis1 olmadig1 kabul edilir.%®
HIF-1 yolunun aktivasyonu yoluyla, gen transkripsiyon seviyesinde ve hem EPO hem de
EPO-R iiretiminde artis olur. Ttim HIF aile iiyeleri (HIF-1, HIF-2 ve HIF-3), EPO ve
EPO-R ekspresyonunu diizenlemede dnemli bir rol oynar. Iskemik hasari takiben ilk

cevap HIF-1a yapmmdir. HIF-1 a; VEGF, glikolitik yol enzimleri gibi molekiil ve
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enzimlerin ekspresyonunda artisa neden olur.}%® Iskemiye cevap olarak nétrofiller ve
monositler iskemik alana hiicum ederek TNF-a, IL-1f, IL-6, IL-8 gibi pro-inflamatuar
sitokinler salmmaya baglar. HIF-1lo’nin dogrudan TNF-a salinimini arttirdigina dair
yaymlar da mevcuttur. TNF- o’nin inflamatuvar olaylar1 baslatici etkisini takiben salinan
endotelin-1, PGE’ler, platelet aktive edici faktor (PAF) ile vaskiiler vazokonstriksiyona
neden olarak glomeriiler filtrasyon hizin1 (GFR) azaltmaktadir. Renal mezenkim

hiicrelerinden de TNF—a salinimi oldugu gosterilmistir. '

EPO’in bobregi koruyucu etkisine TNF-a ve IL-6 gibi sitokin yapimimin
katiliminin olup olmadigi heniiz bilinmemektedir. EPO’in iskemik hasardan koruyucu
etkisi bulundugunu gosteren ¢aligmalar artmaktadir. EPO’in farkli doku ve hiicrelerde
iskemi-reperflizyon (I/R) modellerinde uygulandiginda Onsartlanma benzeri etki
yaratarak I/R hasarindan koruyucu oldugu goriilmiistiir.''* EPO’in akut bobrek
yetmezliginde (ABY), sisplatin ile olusturulan akut tiibiiler toksisite modelinde *? ve
renal I/R hasarinda anti-inflamatuar, anti-apoptotik ve antioksidan etki gostererek

koruyucu oldugu goriilmiistiir.**®

EPQO'in kandan temizlenmesi tam olarak anlagilmamistir, ancak EPO-EPO-R
kompleksinin i¢sellestirilmesi ve bozulmasi yoluyla hem renal ve hepatik hem reseptor
aracili temizleme tarif edilmistir. Son mekanizma, EPO'in temizlenmesinde hayati bir rol
oynar. Dolayisiyla, EPO'in yar1 6mrii, EPO'in reseptoriine afinitesine ve reseptor
ekspresyonunun seviyesine baghdir. Karacigerdeki bozulma, EPO'in seker yan
zincirlerinin bilesimine baghdir. Bu karbonhidratlar, galaktoz reseptoriiniin hepatositler
iizerinde taninmasini onler ve bdylece hiicre i¢gi alim ve bozulmay1 bloke eder. Bununla
birlikte, yan zincirler kan akisinda glikozidazlar ve proteinazlar tarafindan yavasga

pargalanir ve daha sonra karacigerde EPO bozulur, 114
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Saglikta, kirmizi kan hiicrelerinin yaklasik % 1'i giinliik olarak yenilenir ve EPO'in
plazma seviyesi 4-30 IU / 1 arasinda degisir, ancak anemik hastalarda 20.000 1U/I'ye kadar

yiikselebilir. !

Klinik 6ncesi hayvan deneyleri i¢in ilgi ¢ekici olan, memeliler arasinda EPO'in
DNA homolojisi yiiksektir. Ornegin, insan EPO domuz EPO ile %80-82 oraninda
Ozdestir ve delillerin bir araya getirilmesi organi rekombinant insan eritropoetin

(rhEPO)'in memelilerde etkileri ortaya ¢ikarabildigini agiklar.!*

2.5.2. Eritropoetin Ile Indiiklenen Sinyal Sistemleri

RBC onciillerinde, EPO'e eritropoetik cevap, bu sitokinin pikomolar
konsantrasyonlarinin EPO-R homodimerlerine baglanmasi iizerine baslatilir. Bu, SRC
homolojisi (SH)-2 alanlar1 i¢eren proteinlerin baglanmasimi ve daha sonra JAK-2'nin ve
STAT-5’in aktivasyonunu saglar. Sonug¢ olarak, eritroid progenitorlerin apoptozu
engellenirken, hemoglobin (HB) sentezi ve hiicre dongiisii ilerlemesi tesvik edilir. STAT-
5 yolagina paralel olarak, EPO-R homodimerler MAPK ve NF-kB yolaklarin1 aktive

eder.116

Eritroid progenitorler disindaki hiicre tiplerinde EPO, EPO-R ve CD131'den
olusan bir reseptor, graniilosit-makrofaj koloni uyarma faktorii (GM-CSF), IL-3 ve IL-5
tarafindan paylasilan beta ortak reseptor kullanir. Hangi tip hiicrelerin fonksiyonel bir
reseptdor kompleksini eksprese ettigi hala tartismalidir, ancak ¢aligmalarm c¢ogu
parankimal, ndronal, bagisiklik ve neoplastik hiicrelerin EPO'e duyarli oldugunu
gostermektedir. EPORBCR heteroreseptor kompleksinin aktivasyonu yiiksek lokal EPO
konsantrasyonlar1 gerektirir, ancak STAT-5'in aktivasyonu dahil benzer sinyal
transdiiksiyon olaylarin1 kolaylastirir. Bununla birlikte, EPO'in ekstrakropoietik

etkilerinde bagka sinyal yollar1 da bulunmaktadir. Bunlar sirasiyla Jun Nterminal kinaz
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(INK) ve PI3K aktivasyonunu, MAPK yolunun aktivasyonunu ve NF-kB ailesi iiyelerinin

baglanma aktivitesinin diizenlenmesini igerir.**’

EPO, makrofajlar tarafindan indiiklenebilir NO sentaz (iNOS) yoluyla TNF-a, IL-
6, IL12 / IL-23 alt birimleri ve NO gibi pro-inflamatuar faktorlerin olusumunu engeller.
Mekanik olarak, bu etkiler transkripsiyonel diizeyde aracilik eder, boylece EPO, NF-kB
alt birimi p65'in 1kB kinaz- IkB-a sinyali yoluyla aktivasyonunu azaltir, boylece NF-

kB'nin sekanslarina baglanma aktivitesini azaltir, !

EPO-R homodimerler ligand kaynakli endositoz ve daha sonra JAK-2'ye bagh bir
mekanizma ile bozularak EPO-EPOR sinyallemesinin sonlandirilmasint ve boylece

dolasimdaki EPO seviyelerinin diizenlenmesini saglar.'°

2.5.3. Eritropoez Stimiile Edici Ajanlar (ESA'lar)
Seksen bes yilinda, EPO'in niikleotit sekansinin kesfi, klinik kullanim i¢in rhEPO

tiretilmesini miimkiin kilmistir.*?°

Endojen EPO ve rhEPO, glikozilasyondaki kii¢iik farkliliklar diginda aynidir.
RHuUEPO biyolojik olarak dogal hormonla ayni Ozelliklere sahiptir ve giinlimiizde,
Ozellikle kronik bobrek yetmezligi nedeniyle endojen EPO iiretimi eksikliginden

kaynaklaniyorsa anemiyi tedavi etmek i¢in kullanilir.*??

EPO uygulamasinin klinik uygulanabilirligi, daha uzun yar1 6miirlii olan ESA'lar
gelistirilerek arttirilmistir. Glikozilasyon alternatifleri hem biyoyararlanimi ve EPO-R'ye
afiniteyi hem de yar1 dmiirleri etkiler. Epoetin delta (Dynepo®) insan hiicre hatlarinda ve
epoetin omega (Epomax®) bebek hamster bobrek hiicrelerinde iiretilir. Epoetin zeta'nin
(Retacrit®, EPO biyobenzer) karbonhidrat bilesimi, endojen EPO'inkine benzerdir. Ikinci
kusak ESA, darbepoetin alfa (Aranesp®), hiperglikozilasyon nedeniyle ii¢ kat daha uzun

bir yar1 dmre sahiptir. Ugiincii nesil ESA'lar 130 saate kadar yar1 dmre sahiptir.'?2
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Seksen dokuz yilinda ABD Gida ve ilag idaresi, kronik bdbrek yetmezligi
nedeniyle yetersiz endojen EPO iiretiminin neden oldugu aneminin tedavisi i¢in rhEPO
kullanimin1 onayladi. Onay, o zamandan beri genis Yyelpazedeki endikasyonlara
genisletildi, 6rnegin; kemoterapi veya HIV ile indiiklenen anemi ve belirli ameliyat tipleri

icin planlanan hastalarda transfiizyon ihtiyacini azaltmak.'?3

EPO iizerindeki ¢calismalar, molekiiliin sialik asit igeren karbonhidrat icerigi ile
serum yar1 Omrii ve in vivo biyolojik aktivitesi arasinda dogrudan bir iliski oldugunu,
ancak reseptore baglanma afinitesi ile ters bir iligski oldugunu gdstermistir. Bu gozlemler,
karbonhidrat igeriginin, dogal olarak bulunmanin Otesinde artmasmin, biyolojik
aktivitesinin artmus bir molekiile yol agacagi hipotezine yol act1. Bu hipotezi test etmek
icin hiperglisillenmis rtHUEPO analoglar1 gelistirilmistir. Darbepoetin alfa (5 N baglantili
karbonhidrat zinciri (rHuEPO'dan iki tane daha fazla) icerecek sekilde tasarlanan yeni
eritropoezis uyarici protein, NESP, ARANESPTM, Amgen Inc, Bin Oaks, CA) preklinik
hayvan c¢alismalarinda degerlendirilmistir. Artan sialik asit iceren Kkarbonhidrat
iceriginden dolay1 Darbepoetin alfa, artmis bir molekiiler agirliga ve daha yiiksek negatif
yilke sahip olan, rHuEPO'dan biyokimyasal olarak farklid. RHuEPO ile
karsilagtirildiginda, yaklagik 3 kat daha uzun serum yar1 omriine sahiptir, in vivo
potansiyeli daha yiiksektir ve ayni biyolojik cevabi elde etmek icin daha az siklikta
uygulanabilir. Darbepoetin alfa su anda anemi tedavisi ve insidansindaki azalma igin
insan klinik denemelerinde degerlendirilmektedir. Klinik kullanim i¢in tHuEPO, giiclii in
vivo biyolojik aktiviteye sahip izoformlar, iyon degisim kromatografisi, ters faz

kromatografisi ve filtrasyon gibi hazirlayici yontemler ile segici olarak saflagtirilir.!?2

Darbepoetin alfa Cin hamsteri yumurtalik hiicrelerinde {retilirler ve

karbonhidratlar bakimindan endojen EPO'den farklidirlar. Yart Omiirleri yaklasik 8
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saattir. Birinci nesil rhEPQO'in nispeten kisa yar1 omrii nedeniyle; epoetin alfa ve beta,

anemik hastalar haftada birkag kez EPO enjeksiyonlarina ihtiya¢ duyarlar.12

2.5.4. Eritropoetin’in Hematopoetik Olmayan Fonksiyonlari

Gegtigimiz yirmi yilda EPO'in ¢gesitli dokularda pleiotropik etki gosterdigine dair
kanitlar ortaya ¢ikt1. Giinlimiizde EPO-R'niin endotel ve vaskiiler diiz kasta salindig1 ve
bunun anjiyogeneze, daha hizli yara iyilesmesine ve damar korumasina neden oldugu iyi
bilinmektedir.}?% 126 Ayrica, doku koruyucu ve anti-inflamatuar etkiler, gesitli dokularda
tarif edilmistir. Diger islevler arasinda EPO, vaskiiler salinimdan sonra néroproteksiyon,
miyokard enfarktiisii sonrasi kardiyoproteksiyon ve bobrek hasar1 sonrasi

renoproteksiyona neden olur (Sekil 2.4).%%

-Eritropoez
-Anjivogenez
Néroproteksiyon -Beyin gehsum Eriﬁopoez

AT
£ A4 ‘.j N
Renal proteksivon \ Kardn oproteksiyon

Retinal proteksiyon -Anjivogenez

Yara iyilegmesi -Vaskiiler proteksiyon

Sekil 2.4. EPO’in hematopoetik olmayan etkileri

Inflamasyonun EPO tarafindan inhibe edildigi 6ne siiriilmiistiir. Onerilen temel
mekanizma, EPO'in, TNF-o gibi pro-inflamatuar sitokinleri antagonize etmesidir.
Ornegin, TNF-a yaralanma merkezinde salmir ve apoptoz ve inflamasyonun ¢ogalmasina

neden olarak cevredeki saglikli dokuya yayilir.'?8
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Deneyler, homodimerik EPO-R'ne baglanamayan EPO ile iligkili molekiillerin,
doku korumas1 saglayabilecegini, ancak eritropoezi saglayamayacagini gostermistir. Bu
reseptorle ilgili detaylar daha sonra iki EPO-R'niin sistein baglantisi yoluyla kovalent bir

sekilde i¢ ice gegmis, antiparalel CD131'e baglandigini gosterdigi yaymlanmistir.12

Hematopoetik sistemden bilinen homodimerik EPO-R ile karsilastirildiginda, bu
reseptor, ligand EPO'1 i¢in diisiik bir afiniteye sahip oldugu gosterilmistir. Doku koruyucu
ve diger pleiotropik eylemler bu nedenle eritropoezis uyarici eylemleri ortaya ¢ikarmak

icin gerekli olandan daha yiiksek bir EPO dozu gerektirir.!?

EPO-R / CDI131 reseptdr hipotezi, ¢esitli dokularda test edildi. Caligsmalar,
homodimerik EPO-R'ne baglanamayan EPO tiirevli bilesenlerin pleiotropik etkilerini
belgelemektedir, ancak sadece EPO-R / CDI131 yoluyla etkilerine aracilik
edebilmektedir.’?® Hematopoetik olmayan hiicre igi sinyal yolaklar1, nitrik oksit {iretimini

ve JAK2, STAT3 / 5, PI3K / Akt ve MAPK yolaklar1 yoluyla sinyallesmeyi icerir.*?°

Iki bin dortte Brines ve ark., EPO'in pleiotropik etkilerine homodimerik EPOR

yerine heterodimerik bir EPOR / CD131 reseptorii aracilik ettigini 6ne siirmiislerdir.t*

Brines tarafindan bildirildigi gibi, bazi pleiotropik fonksiyonlar spesifik yolaklarla
gergceklesmis olsa da, bu hiicre i¢i sinyal yolaklarin ¢ogunun aktivasyonu ¢ogu zaman
tam pleiotropik etki icin gereklidir.}?® Bu yollarin rolii ve net-pleiotropik etkiye olan
katkilar1 daha fazla agikliga ihtiyag duymaktadir. Ozellikle ilgi ¢ekici olan JAK2, PI13K

ve mTOR sinyalidir.*?% 131

2.5.5. Eritropoetin’in Anti-inflamatuar Etkisi
EPO, eritroid, parankimal ve bagisiklik hiicreleri tizerinde eksprese edilen iki ayr1
reseptore baglanma iizerine eritropoietik ve bagisiklik modiilator etkileri olan ¢ok

fonksiyonlu bir sitokindir.32
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Aragtirmacilar, yararh etkilerin kan akigindaki veya apoptozdaki degisikliklere
degil, siiperoksit dismutaz aktivitesinin korunmasma bagli oldugunu ve EPO'in
pleiotropik etkilerinin antioksidan ve antiinflamatuar 6zelliklerine bagli oldugu sonucuna

varmiglardir. '3

Onceki raporlar, inflamasyonun EPO direncinin en biiyiik bagimsiz
belirleyicilerinden biri oldugunu ve EPO tedavisinin inflamatuar mediatorler tizerindeki

etkilerinin degerlendirmelerin yeterli olmadigini gdstermektedir.3

Pro-inflamatuar sitokinler, EPO direncine neden olabilir ve eritroid
progenitdrlerin in vitro biiyiimesini inhibe edebilir.?3> 13 Ayrica TNF-a ve IL-1, eritrosit

zarlarma zarar verebilir ve eritrosit fagositozunu uyarabilir, 13" 1%

EPO, kronik inflamatuar bozukluklar ve bulasict hastaliklarda giiclii bir
antiinflamatuar sitokindir.*3® 4% EPQO ozellikle kimyasal doku hasari, LPS stimiilasyonu
ve Salmonella enfeksiyonuna yanit olarak pro-inflamatuar immiin efektor hiicrelerini
asag1 regiile eder. Bununla birlikte, TGF-f, IL-10, IL-27, 1L-35 ve adiponektin gibi
antiinflamatuar aracilarin ekspresyonu, en azindan simdiye kadar arastirilan fare
modellerinde EPO tedavisi ile diizenlenememistir.}'® Ek olarak EPO, bagisiklik hiicresi
farklilasmasmi ve ¢ogalmasini etkileyebilir ve inflamatuar kosullar altinda ve in vivo
kanser modellerinde T hiicresi farklilagsmasi veya makrofaj polarizasyonu (M1'e kars1 M2

fenotipi) agisindan bu tiir bagisiklik diizenleyici etkilerin belirlenmesi dnemlidir. 4!

EPO'in birkag sinyal iletim kaskadimni etkiledigi bilinmesine ragmen, EPO'in
makrofajlara karsi anti-inflamatuar etkisi, NF-kB p65 alt birim aktivasyonunun
inhibisyonuna ve daha sonra hedef gen ekspresyonunun aktivasyonuna kadar takip
edilmistir.}*® NF-kB / Rel proteinleri, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12 ve IL-23 gibi birgok pro-

inflamatuar sitokinlerin ve monosit kemoatraktan proteini (Mcp)-1, makrofaj enflamatuar
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protein  (Mip)-la ve iNOS gibi kemokinler i¢in Onemli transkripsiyonel

aktivatorleridir, 142

2.5.6. Eritropoetin’in Kemik Uzerindeki EtKkisi

Kemik iyilesmesi primer / kortikal veya sekonder / endokondral olmak iizere iKi
ana siirecte ortaya ¢ikabilir.2*® Primer kortikal iyilesme kirigin stabilitesi tam oldugunda
gerceklesir. Tyilesme kortikal osteonal iyilesme ile karakterize ve kirik uglarinm kortikal
kemik ile dogrudan kaynagmasina yol acar. Sekonder iyilesme rijit olmayan fiksasyon
durumunda meydana gelir ve hizli bir sekilde trabekiiler kemige doniisen, kalsifiye olan
ve yeniden sekillenen bir kikirdak kallusu olusumu ile saglanir. Sekonder iyilesme
embriyolojik kemik gelisimini hatirlatir ve hem intramembran6z hem de endokondral
kemik olusum modellerini icerir. Hem primer hem de sekonder kemik iyilesmesinde

erken evreler, akut inflamatuar yanit1 ve anjiyogenez aktivasyonunu igerir.}44

Ilging bir sekilde, EPO’in kemik anabolik etkisinin hem birincil hem de ikincil
iyilesme modellerinde oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, EPO etkisinin kondrositlere
bagli olmadigin1 varsaymak olasidir. Bu varsayim, EPO'in osteokondral bir defekt

modelinde faydali bir etkisi olmadigm1 gdsteren bir rapor ile desteklenmektedir.'4°

Kemik iyilesmesi ve rejenerasyon modellerinde EPO ile indiiklenen osteogenezis,
in vitro olarak gozlenen osteoblast proliferasyonunun ve farklilasmasinin dogrudan
uyarilmasina atfedilmistir. Ek olarak, EPO'in diger hiicrelere etki ettigi ve dolayli

osteoblast stimiilasyonuna yol actig1 tespit edilmistir.*2

Farkli ¢aligmalar, bu tiir dolayl etkilere hematopoetik kok hiicreler (HSC) ve /
veya osteoklastlarin aracilik ettigini gostermistir. EPO'in HSC popiilasyonunu arttirdigi
146

ve bu hiicrelerde BMP-2 ekspresyonunu arttirdigi ve bunun da osteoblastlarin

osteojenik farklilasmasini uyardigi éne siiriilmiistiir.'*’ Bu calismalar, EPO'in osteojenik
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fonksiyonuna, en azindan kismen HSC'lerde salinan BMP-2'nin aracilik ettigini
gostermektedir. Komsu osteoklastlarin (ve / veya preosteoklastlarin), EPO'in osteojenik
uyarict etkisine aracilik ettigi goriinmektedir. Osteoklastik hiicreler, osteoblast dnciileri
iizerinde olan Efrin B4 reseptor (EphB4)'e baglanarak osteoblast farklilagmasini pozitif
olarak diizenleyen bir birlestirme faktorii olan EphrinB2'yi salar. EPO'nun osteoklastlarda
EphrinB2’yi ve hem kemik iligi stromal hiicrelerinde (osteoblast progenitorleri) hem de
ST2 osteoblastik hiicre hattinda EphB4 reseptoriiniin salinimini arttirdig1 gosterilmistir.
Bu siirecin islevsel ortaya ¢ikisi, yani osteoklastlarda EphrinB2'nin artan salmimiyla

osteoblast farklilasmasinin uyarildigin gostermektedir.'*®
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Calisma Tasarim

Arastrmanim deneysel kismi ESOGU Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 ve
Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir. Deney baslangicinda 250-300 gr. agirliginda,
12-14 haftalik elli erkek Sprague Dawley rat kullanilmistir (Sekil 3.1). Deney
prosediirii sirasinda hayvanlar, kontrol edilen bir sicaklik ortamma (21-22 © C) ters
cevrilmis agik-koyu dongiisiine (12 saat / 12 saat) sahip sessiz bir odada kafes bagina
iki tane bekletilmistir. Hayvanlar standart yiyecek ve suya serbest¢e erigebildi.
Deney protokolii, ESOGU HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

(HADYEK) tarafindan incelenmis ve onaylanmistir (Etik Kurul No: 715/2019).

Sekil 3.1. Erkek sprague dawley rat
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Ratlar bes esit gruba ayrildt:

-Saf kontrol grubu (10 rat) (K grubu),

-Periodontitis grubu (10 rat) (P grubu),

-Kontrol + Darbepoetin alfa 0.25 ug/kg/giin grubu (10 rat)(K+EPO 0.25

grubu),

-Periodontitis + Darbepoetin alfa 0,1 pg / kg / giin (10 rat) (P+ EPO 0.1
grubu),

-Periodontitis + Darbepoetin alfa 0,25 pg / kg / giin (10rat) (P+EPO 0.25
grubu).

flag dozlar1 Ozkurt ve ark.’nin ¢alismasindan referans alimmustir.*4°

3.2. Periodontitis indiiksiyonu

Gece boyunca ag¢ biraktiktan sonra denekler, Xylazine (Rompun, Bayer,
Almanya) 3mg/kg s.c. veya i.m. ve Ketamin Hidrokloriir (Ketasol, Eczacibasi) 90 mg/kg
i.m. ilaglar kullanilarak anestezi altina alinmistir. Deneysel periodontitisi indiiklemek igin
30 ratin mandibuler 1. molarmin ¢evresine steril 4/0 ipek ligatiirler submarginal olarak
yerlestirililmistir (Sekil 3.2). Bu ligatiirler oral mikroorganizmalar i¢in bir retansiyon
alan1 olusturmustur. Birinci molar digin ligatiir yerlestirilmesinden sonra 11 giinde 6nemli
miktarda kemik kayb1 oldugu bildirilmistir.®®® 1 giin sonra hayvanlar rastgele 3 gruba
ayrilmistir. Islem sonrasi analjezi saglamak amaci ile Rimadyl (Carprofen) 4 mg/kg/giin

kullanilmustir.
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Sekil 3.2. Birinci molarin ¢evresine steril 4/0 ipek ligatiir submarjinal olarak
yerlestirilmesi

3.3. Darbapoetin-alfa Uygulamasi

Darbepoetin-alfa (Aranesp 100 ugr AMGEN) (Sekil 3.3): 0.1 ve 0.25 pgr/kg/ml
olacak sekilde serum fizyolojik icerisinde sulandirilmistir. Ligatiir yerlestirildikten bir
giin sonra, ilag, deney periyodunun 11 giinii boyunca giinde bir kez intraperitoneal olarak
uygulanirken, kontrol ve periodontitis gruplarina sadece serum fizyolojik uygulanmistir

(Sekil 3.4).

Sekil 3.3. Darbepoetin alfa (Aranesp)
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Sekil 3.4. Intramuskiiler EPO uygulamasi

3.4. Hayvanlarin Sakrifiye Edilmesi ve Orneklerin Hazirlanmasi

Hayvanlar son EPO uygulamasindan 24 saat sonra pentatol sodyum 200mg/kg i.p.
uygulanarak sakrifiye edilmistir. Mandibulalar rezeke edilerek orta hattan ikiye
boliinmiistiir (Sekil 3.5). Mandibula diseti numuneleri biyokimyasal analiz igin
kullanilmustir (dis eti TNF-a, IL-1-B, IL-6, EPO, EPO-R mRNA seviyeleri). Mandibula
kemik numunelerine ise histolojik analiz (osteoklast sayimi), immiinhistokimyasal analiz

(tunnel analizi) ve mikro-BT analizi yapilmustir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.5. Rezeke edilmis mandibular ¢ene

50 Sprague Dawley Erkek Rat

Ligatiir baglama
.I_

Kontrol+ Periodontiti Periodontitis+
0.25 depo e“_°_;; s 0.1 depo
) (@=10) (a=10)

Periodontitis+

025 depo
(o=10)

J —

I 11 giin boyunca
Epo uygulamasi

12.Giiniin sonunda sakrifikasyon sonrasi toplanan érneklerde bakilan parametreler
Immiinhisto
-kimyasal
analiz

-Kemik hacmi -Osteoklast sayum -Apoptotik hiicre
-Kemik kayh sayimi

-Kemik yogunlugu

Sekil 3.6. Deney prosediirii

40



PDF Eraser Free
3.5. Mikro Bilgisayarh Tomografi Analizi

Toplanan numuneler, hayvanlar sakrifiye edildikten hemen sonra %10 formaldehit
icerisinde sabitlenmistir. Alveolar kemik kaybi, Ankara Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi’nde yerlesik bir yazilim kullanilarak 90 kV ve 112 pA'da bir mikro-BT sistemi
(SkyScan 1172, Micro CT, Bruker, Briiksel, Belgika) kullanilarak taranmis ve analiz
edilmistir (Sekil 3.7). DataViewer 1.5.4.0 yazilimi1 (Bruker-microCT, Briiksel, Belgika)
kullanilarak ilgilenilen bolge (ROI) belirlenmistir. Birinci ve ikinci az1 disler arasindaki
interproksimal kemik genisligi, derinligi ve yiiksekligi 6l¢iilmiistiir (Sekil 3.8). Olgiimler,

bir dental radiyoloji uzmani tarafindan maskeli bir sekilde yapilmustir.

Sekil 3.7. SkyScan 1172 yazilimiyla alinan 3B goriintii

Sekil 3.8. DataViewer 1.5.4.0 yazilimiyla kemik kaybi dl¢timii
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3.6. qRt-PCR yontemi ile diseti TNF-a, IL-18, IL-6, EPO ve EPO-R mRNA
diizeyleri tayini

gRt-PCR yontemi ile diseti TNF-a, IL-1p, IL-6, EPO ve EPO-R mRNA diizeyleri
tayini i¢in -80 °C'de saklanan doku oOrneklerinden total RNA izolasyonu yapilmistir
(GeneJET RNA Purification Kit- Thermo). RNA'nin miktar1 ve safligi (Nanodrop 1000-
Thermo Scientific) 260 nm dalga boyunda optik dansite 6lgiilerek hesaplanmistir. CDNA
sentezinde (cDNA Sentez Kiti-Thermo) kullanilarak total reaksiyon 20 pl'den olusacak
sekilde, icerisinde 500 ng total RNA, 1 pl random hexamer primer, 1 ul anchored-
oligo(dT) 18 primer, 4 ul buffer 5x, 1,1 ul reverse transkriptaz, 0,5 pl protektor RNAaz
inhibitori, 2 pl deoxiniikleotit mix, 1 pul DTT ve double distile su bulundurulmustur.
cDNA sentezi i¢in PCR kosullari, 25°C'de 10 dakika, 37°C'de 120 dakika ve 85°C'de 5
dakikadir. qRT-PCR firetici firmanin (Thermo) tavsiyelerine gore laboratuvarda
kullanilan metod dogrultusunda gergeklestirilmistir. Hedef genlerimiz olan TNF-a, IL-
1B, IL-6, EPO, EPO-R ve Beta-aktin (referans gen) mRNA diizeyleri, Dual Label (Sybeer
Green) kullanilarak Thermo Step One PCR cihazi ile 6l¢iilmiistiir. gRT-PCR ¢alismalar1
triplike olarak yapilmistir. Elde edilen data 2-AAct relative quantifikasyon ile analiz

edilmistir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Hedef gen primerlerinin 20 bazli sekans dizilimleri

Hedef gen 20 bazh sekans dizilimi

EPO F TGCCGGAACTGTAATCCACG
EPO R GATTGGAGCCCAAAGCTTGC
EPO-RF CCGGACCCCAAGTTTGAGAG
EPO-R R GTGCAGGCGACATGACTTTC
TNF-0 F CATCCGTTCTCTACCCAGCC
TNF-a R AATTCTGAGCCCGGAGTTGG
IL-1B F AGGCTGACAGACCCCAAAAG
IL-1B R CTCCACGGGCAAGACATAGG
IL-6 F TCTGGTCTTCTGGAGTTCCGT
IL-6 R GGAAGTTGGGGTAGGAAGGAC
Aktin-g F ACAACCTTCTTGCAGCTCCTC
Aktin reverse R CTGACCCATACCCACCATCAC

3.7. Histolojik Analiz
Histolojik olarak asagida belirtilen protokolleri takiben alveolar kemikte

osteoklast hiicre sayimi1 yapilmustir.

3.7.1. Orneklerin Parafine Gomme Islemine Hazirhk

Eksize edilen kemik dokular1 %10'luk nétral-tamponlu formalin soliisyonunda
fikse edilmistir. Bu amagla 3 kez 5'er dk. Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS; Posphate
Buffer Solution) ile 3 kez yikandiktan sonra PBS icerisinde %10' luk hazirlanan EDTA
(1.08418, Merck-Millipore) solusyonuna alindi. EDTA solusyonu iki giinde bir

degistirilerek dokular 6 hafta siire ile dakalsifiye edildi.
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3.7.2. Parafin Doku Takibi

Dekalsifiye edilen dokular EDTA'nin uzaklastirilmasi amaciyla 1 gece akar su
altinda yikandiktan sonra, dehidratasyon amaciyla 30’ar dk. % 60’dan % 100’e artan etil
alkol serilerinden gegirildi. Ardindan 15 dk. 1:1 oraninda ksilen-alkol karigimmna ve
seffaflastirma amaciyla 30’ar dk. iki degisim ksilene tabi tutuldu ve 60°C’lik etiiv
icerisinde 15 dk. 1:1 oraninda ksilen-parafin uygulanip 60’ar dk. iki degisim parafin ile

immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar icerisine gomiildii (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Parafin takip protokolii

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
TESPIT % 10 FORMALIN 48 SAAT
DEKALSIFIKASYON %10’luk EDTA 6 HAFTA
YIKAMA AKAR SU 1 GECE
DEHIDRATASYON % 60 ALKOL 30 dk.
% 70 ALKOL 30 dk.
% 80 ALKOL 30 dk.
% 100 ABSOLU ALKOL-I 30 dk.
% 100 ABSOLU ALKOL-II 30 dk.
SEFFAFLASTIRMA ALKOL: KSILEN (1:1) 30 dk.
KSILEN 1 saat
KSILEN 1 saat
INFILTRASYON (60°C ETUVDE) KSILEN-PARAFIN (1:1) 30 dk.
INFILTRASYON (60°C ETUVDE) PARAFIN 1 saat
INFILTRASYON (60°C ETUVDE) PARAFIN 1 saat
BLOKLAMA PARAFIN

Daha sonra kasetlerdeki drnekler Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) araciligi ile

5 um’lik parafin kesitler almmugtir.
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3.7.3. Boyamaya Hazirhik
Preparatarin boyanabilmesi i¢in deparafinizasyon iglemi i¢in 1 gece 60°C’lik

etlivde birakildi ve sadece dokunun kalmasi saglandi.

1. %96 ksilen’de 5 dk. bekletilerek
— kesitler deparafinize edildi.
2. %70 ksilen’de 5 dk. bekletilerek
3. %100 alkolde 1 dk. bekletilerek

— kesitler dehidrate edildi.

4. %80 alkolde 1 dk. bekletilerek ]
5. %70 alkolde 1 dk. bekletildi,
6. %50 alkolde 1 dk. bekletildi,

7. Akar suda 5 dk. yikandi.

3.7.4. Hematoksilen-Eozin Boyamasi
1. Kesitler hematoksilen boyasinda 3 dk. bekletildi,
2. Musluk suyunda 5 dk. yikandi,
3. %95 ethanol’de 15 sn bekletildsi,
4. Musluk suyunda yikandi,
5. Eozin boyasinda 1.5 dk. bekletildi,
6. %95 ethanol’de 15 sn bekletildi,
7. Ksilen’de 2 dk. bekletildi,
8. 1:1 Ksilen-alkole 3-4 defa daldir1lds,

9. Lamlara entellan damlatilarak lamel ile kapatildi.

Yukaridaki protokolii takiben elde edilen hematoksilen eozin boyali kesitlerde

ilgili alanlardaki osteklastik hiicreler 151k mikroskopu altinda 2 kor histolog tarafindan
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incelenmistir. Osteoklast degerlendirmesi 20X biiylitmede alveolar kemik yiizeyinde

bulunan osteoklastlarin sayimi yapilarak gerceklestirildi.

3.8. Immiinhistokimyasal Analiz

Immunhistokimyasal yontemlerle doku hasar1 ve apoptoz tayini yapilmistir.
Eksize edilen kemik dokular1t %10'luk nétral-tamponlu formalin soliisyonunda fikse
edilmistir. Hazirlanan parafin bloklardan polizinli lamlara 5 pm kalinliginda kesitler
aldu.

Apoptotik hiicre 6liimiiniin kantitesi, in situ hiicre 6liim belirleme kiti kullanilarak
degerlendirilmistir. Once seri kesitler ksilolde 3 kez deparafinize edilmistir. Azalan
dereceli alkollerden gegirilerek rehidre edilen kesitler, PBS (phosphate-buffered
saline)'de yikanmustir. Daha sonra, kesitlere oda 1sisinda 15 dk. proteinaz K (20 pg/ml)
sindirimi sagland1 ve 2 kez PBS'de yikanmustir. Daha sonra kesitler oda isisinda
ekilibrasyon tamponunda inkiibe edilmistir. Dokular nem g¢emberinde ve karanlikta
37°C'de, 60 dakika TUNEL reaksiyon karigiminda (%70 reaksiyon tamponu, %30 TdT
enzimi) inkiibe edilmistir. Kesitler oda 1sisinda, 10 dakika durdurma/yikama tamponunda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, Kesitler 3 kez PBS'de yikanmistir. Daha sonra
kesitlere anti-digoxigenin konjugati uygulandi ve oda 1sisinda 30 dk. nem ¢emberinde
inkiibe edilmistir. 4 kez daha PBS'de yikanan kesitlere, 10 dk. diaminobenzidin (DAB)
uygulanmistir. Daha sonra kesitler distile suda 3 kez yikanarak, kurumaya birakilmistir.

Kahverengi boyanmis olan niikleuslar TUNEL (+) olarak kabul edilmistir.

3.9. Istatistiksel Analiz
[statistiksel analizler igin SPSS 22.0 bilgisayar progranu kullanilmistir.
Gruplardan elde edilen degerler ortalama+standart sapma (Ort.£S.D.) olarak ifade edildi.

Caligsma verileri degerlendirilirken parametrelerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-
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Wilk testi ile degerlendirilmistir. Calisma verileri degerlendirilirken, mikro-bt, gRt-PCR
ve immiinhistokimyasal analizler normal dagilim gosterdiginden gruplar arasi
karsilastirmalarinda One-way Anova testi ve farkliliga neden olan grubun tespitinde post-
hoc Tukey testi kullanildi. Histolojik analiz normal dagilim gostermediginden gruplar
arast karsilastirmalarinda One-way Anova testi ve farkliliga neden olan grubun tespitinde

Kruskal-Wallis testi kullanildi. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikro-Bilgisayarh Tomografi Analiz Bulgular

Mikro-BT taramasi sonucunda periodontitis grubundaki kemik kayb1 ortalamasi
diger gruplara gore istatistiksel olarak yiiksek ¢ikmistir (p<0.05). P+ EPO 0.1 ve P+ EPO
0.25 gruplar1 ve kontrol ve K+ EPO 0.25 gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmamistir (p>0.05) (Sekil 4.1) (Tablo 4.1).

Kemik Kaybi (mm)

KONTROL K+ EPO0.25 PERIODONTITIS P+ EPOO0.1 P+ EPO0.25

= Kemik Kaybi (mm)

Sekil 4.1. Kemik kaybi ortalamalar1 (mm).*p<0.05 P, diger gruplardan fakli

Tablo 4.1. Kemik kaybir istatistiksel analiz sonuglari

Kemik kaybi istatistiksel analiz sonuclari
Ortalama+SD  Ortanca(Min-Max)

Kontrol 0,42+0,06 0.42 (0.35-0.55)
K+EPO 0.25 0,44+0,07 0.43 (0.32-0.53)
Periodontitis 1,27+0,077 1.32 (1.15-1.42)
P+EPO0.25 0,77+0,039 0.75 (0.72-0.83)

P+EPOO0.1 0,79+0,059 0.78 (0.72-0.90)
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4.2. Histolojik Analiz Bulgular

Kontrol grubuna gore periodontitis grubunda osteoklast sayisinda istastistiksel
olarak anlamli diizeyde artis bulunmustur (p<0.05). P+ EPO 0.1 ve P+ EPO 0.25
gruplarinda osteoklast sayist periodontitis grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde az bulunmustur (p<0.05). P+ EPO 0.1 ve P+ EPO 0.25 gruplar1 ile kontrol

gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Sekil 4.2) (Tablo 4.2) (p>0.05).

Sekil 4.2. Hematoksilen-Eozin boyamasi
A: Kontrol grubu, B: K+ EPO 0.25 grubu, C: Periodontitis grubu, D: P+ EPO 0.1, E: P+
EPO 0.25

Tablo 4.2. Osteoklast hiicre sayimu istatistiksel analiz sonuglari

Osteoklast hiicre sayimn istatistiksel analiz sonuclar:
Ortalama+SD  Ortanca(Min-Max)
Kontrol 6.50+1,26 7.00 (4.00-8.00)
K+EPO 0.25 5.10+1.52 5.00 (3.00-8.00)
Periodontitis 23.60+3.63 23.50 (19.00-29.00)
P+EPO 0.25 11.50+1.58 11.50 (9.00-14.00)
P+EPO 0.1 13.20+2.30 13.00 (10.00-17.00)
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4.3. gRT-PCR Analizi Bulgular

Sonuglarimiza gore; EPO, anti-inflamatuar sitokin olan IL-1p, IL-6 ve TNF-a ile
iliskili gen ekspresyonlar1 diizeylerini azaltmistir. Ayrica EPO-R ekspresyonu uygulanan
EPO’in etkisiyle artmistir. Endojen EPO ifadelenememistir.

IL-1B gen ekspresyon diizeyleri periodontitis grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artig gostermistir (p<0.05). P+ EPO 0.25 ve P+ EPO 0.1
gruplarinda IL-1B gen ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna yakin bulunmustur ve

aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamuistir (p>0.05) (Sekil 4.3) (Tablo 4.3).

IL1-beta

Sekil 4.3. IL-1PB ekspresyon diizeyleri.*p<0.05 P, diger gruplardan fakli

Tablo 4.3. IL-1B gen ekspresyon diizeyi istatistiksel analizi

IL-1B gen ekspresyon diizeyi
Ortalama+SD Ortanca(Min-Max)

Kontrol 1,25+1,04 0,79 (0,52-2,43)
K+EPO 0.25 3,45+2,34 2,11 (1,16-7,13)
Periodontitis 8,31+2,80 8,37 (5,39-13,30)
P+EPO 0.25 4,71+3,00 4,68 (1,73-7,73)

P+EPO 0.1 4,64+4,97 3,90 (0,07-9,94)
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IL-6 gen ekspresyon diizeyleri periodontitis grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artig gostermistir (p<0.05). P + EPO 0.25 ve P + EPO 0.1
gruplarinda IL-6 ekspresyon diizeyi kontrol grubuna yakin bulunmustur ve aralarinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05) (Sekil 4.4) (Tablo 4.4).
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Sekil 4.4. I1L-6 ekspresyon diizeyleri.**p<0.05 P, diger gruplardan fakl

Tablo 4.4. IL-6 gen ekspresyon diizeyi istatistiksel analizi

IL-6 gen ekspresyon diizeyi
Ortalama+SD Ortanca(Min-Max)

Kontrol 1,65+1,71 1,16 (0,24-3,55)
K+EPO 0.25 1,98+1,55 2,03 (0,41-4,84)
Periodontitis 21,49+10,07 20,61 (11,15-40,83)
P+EPO 0.25 13,90+7,45 9,34 (7,91-24,77)

P+EPO 0.1 12,15+9,39 11,28 (2,37-27,07)

TNF-a ekspresyon diizeyleri periodontitis grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artig gostermistir (p<0.05). TNF-a ekspresyon diizeyi, P +
EPO 0.1 grubunda anlamli azalma gostermemistir fakat kontrol grubu ile P + EPO 0.1
grubu arasinda anlamli fark bulunmamistir (p>0.05). P+ EPO 0.25 grubu, periodontitis
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir (p<0.05). Ayrica P +
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EPO 0.25 grubunda TNF-a ekspresyon diizeyi kontrol grubuna yakin bulunmustur ve
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05) (Sekil 4.5) (Tablo

4.5).

TNF-alfa
*

Sekil 4.5. TNF-a ekspresyon diizeyleri**p<0.05 P, diger gruplardan fakli

Tablo 4.5. TNF-a gen ekspresyon diizeyi istatistiksel analizi

TNF-a gen ekspresyon diizeyi
Ortalama+SD Ortanca(Min-Max)

Kontrol 1,04+0,35 0,89 (0,78-1,44)
K+EPO 0.25 0,37+0,25 0,33 (0,09-0,83)
Periodontitis 2,78+0,96 2,19 (1,97-4,12)
P+EPO 0.25 1,12+0,70 0,86 (0,49-2,36)

P+EPO 0.1 2,81+2,96 1,32 (0,24-6,48)

EPO-R ekspresyon diizeyleri P + EPO 0.25 ve P + EPO 0.1 gruplarinda,
periodontitis ve kontrol gurplaria gore artis gostermistir fakat istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmamustir (p>0.05) (Sekil 4.6) (Tablo 4.6).
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Sekil 4.6. EPO-R ekspresyon diizeyleri

Tablo 4.6. EPO-R gen ekspresyon diizeyi istatistiksel analizi

EPO-R gen ekspresyon diizeyi
Ortalama+SD Ortanca(Min-Max)

Kontrol 1,93+1,59 2,52 (0,13-3,12)
K+EPO 0.25 4,23+6,43 0,74 (0,28-11,65)
Periodontitis 6,09+8,09 4,94 (0,10-19,85)
P+EPO 0.25 14,42+15,66 7,96 (3,03-32,28)

P+EPO 0.1 8,92+15,84 1,29 (0,41-32,67)

4.4. immmiinhistokimyasal Analiz Bulgulan

Periodontitis grubunda apoptotik hiicre indeksi kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiikselirken P+ EPO 0.25 ve P+ EPO 0.1 gruplarinda EPO, apototik hiicre
indeksi degerini periodontitis grubuna gore anlamli derecede diisiirmiistiir ve kontrol

grubuna yakm degerde tutmustur (p<0.05) (Sekil 4.7,4.8) (Tablo 4.7).
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TUNEL Analizi
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Sekil 4.7. Kemik kesitlerinde yapilan TUNEL boyamasi sonucu elde
edilen apoptotik hiicre indeksi (%). *p<0.05 P, diger gruplardan fakl

Tablo 4.7. TUNEL apoptotik hiicre indeksi istatistiksel analizi

TUNEL
Ortalama+SD Ortanca(Min-Max)
Kontrol 9,35+6,29 8,01 (3,33-16,67)
K+EPO 0.25 4,66+3,06 4,74 (2,12-7,46)
Periodontitis 44,93+16,86 48,81 (17,86-72,00)
P+EPO 0.25 10,19+9,75 6,67 (2,70-21,21)
P+EPO 0.1 10,52+7,06 7,41 (5,56-18,60)
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Sekil 4.8. TUNEL boyamasi

A) Kontrol grubunda kemik dokusunda normal goriiniim. B) Periodontitis grubunda kemik
dokusunda apoptotik hiicreler (ok). C) P + EPO 0.1 grubunda kemik dokusunda apoptotik
hiicreler (ok). D) P + EPO 0.25 grubunda kemik dokusunda apoptotik hiicreler.
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5. TARTISMA

Yapilan yogun arastirmalara ragmen periodontitise bagl gelisen yaygin kemik ve
atagman kaybini 6nlemek periodontoloji alninin ¢6zmeye ¢alistigi dnemli problemlerden
biridir. Kliniklerde periodontitisin tedavisinde uygulanan protokoller doku koruyucu
etkisi acismndan ¢ok basarili degildir. DSO diinya ¢apinda periodontal hastaliklarmn
kontroliiniin gii¢lendirilmesinin énemini vurgulamustir.'® Biitiin diinyada dis kayiplarmim
en basta gelen nedenlerinden birisi periodontitisin tedavisinde bulunacak mekanizmalar

ve tedavi edici ilaglarin kesfi ve gelistirilmesi biiylik 6nem arzetmektedir.

Periodontitis, bakterilere kars1 inflamatuar hiicreler ve onlarn {irettigi sitokinlerin
varligiyla ortaya ¢ikan ve immiin yanit sonucu olusan alveoler kemik ve atagman kaybiyla
karakterize bir hastaliktir.'® Konak hiicreler, MDP tarafindan uyarildiginda pro-
inflamatuar sitokinler olan TNF-a, IL-1 ve IL-6, MMP ve PGE-2 salgilar ve nétrofil gibi
efektor hiicrelerin bolgeye goglinii saglar. Sitokinler pro-inflamatuar veya anti-
inflamatuar gruplara ayrilir ve nispi konsantrasyonlar1 arasindaki dengesizlikler
periodontitiste doku tahribatma yol acabilir.3® 3! Ozellikle TNF-a, IL-1B ve IL-6 ve

osteoblast ve osteoklastlar arasimdaki denge bozuklugu kemik yikimu siirecini baslatir.®

Kemik, osteoblastik ve osteoklastik aktivite arasindaki denge sayesinde siirekli
remodellinge ugrar. Ortaya ¢ikan inflamatuar hiicrelerin akisi, birincil kemik rezorpsiyon
hiicresi olan osteoklastlar yoluyla rezorpsiyonu destekleyen bir dizi sitokin, drnegin
PGE2, IL-1 ve RANK-L iiretir. Bu nedenle, patolojik inflamatuar kosullarda, uyarici
inflamatuar hiicre tiriinleri osteoklast aktivitesini baglatir ve koruyucu ve yikici siiregler

arasmdaki ince dengeyi bozar.” %
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Ratlarda periodontitisi indiikklemenin en yaygin kullanilan yontemi model ligatiir
indiiksiyonudur.?®! Ligatiir indiiksiyonunun bag dokusu ve kemik kayb: ratlarda ve
farelerde, ligatiir yerlestirilmesini takiben 3. giinde siddetlenir, 7-15 giinliik bir siire
zarfinda st seviyeye ulastig1 ortaya konmustur. Bu 6zellik, ipek iplik ¢evresinde ve
icinde bakteri tiirlerinin varligindan kaynaklanir, bu da hastaligin erken evrelerinde artmis
kemik tahribatina yol acar.?® *® Molar dislerin servikal blgesine ligatiiriin yerlestirilmesi,
bakteriyel kolonizasyona yol agar, bu da atagman ve kemik kaybi gibi semptomlar ile
sonuglanir.®® 12 Calismamizda kullandigimiz ligatiir alveoler kemik yikimmi arttirdi.
Fakat bu modelin bazi limitasyonlar1 vardir. Ligatiir yerlestirilmesinden sonra olusan
travma ve bakteri artigina bagli olarak pro-inflamatuar, anti-inflamatuar sitokin ve
antioksidan aktiviteleri arasindaki denge kronik seyrili olan periodontitisin farkli olarak

akut bir inflamasyon gosterir.*>®

EPO, glikoprotein yapisinda hematopoez den sorumlu hormondur.!* Dogumdan
once karaciger birincil liretim yeridir ve yetiskin yagamindaki tiretimin yaklasik % 10'unu
olusturur. Yetiskinlerde ise bobrek EPO'in birincil iiretim bdlgesidir.!* Hipoksi iizerine,
bobrekte oksijene duyarli PH'lar yoluyla oksijen gerilimini azalttiginda uyarilir ve bu da
transkripsiyon proteini olan HIF yoluyla EPO gen ekspresyonunu arttirir ve daha sonra
EPO'i dolasim icine birakir.'% EPO, kronik inflamatuar bozukluklar ve bulasic
hastaliklarda giilii bir antiinflamatuar sitokindir.'!8 139 EPO’in kemik anabolik etkisinin
hem birincil hem de ikincil iyilesme modellerinde oldugu bildirilmistir. Kemik iyilesmesi
ve rejenerasyon modellerinde EPO ile indiiklenen osteogenezis, in vitro olarak gézlenen
osteoblast proliferasyonunun ve farklilasmasmin dogrudan uyarilmasina atfedilmistir.*2
EPO’in doku koruyucu, anti-inflamatuar ve anti-apoptotik etkileri gesitli dokularda tarif

edilmistir.1>
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Bozlar ve ark. 2006 yilinda ratlarda tibia kirigi modeline sistemik EPO
uygulamisini takiben artmig baslangic kemik iyilesmesi ve anjiyogenezi tarif

etmislerdir.>®

Holstein ve ark. 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada EPO'in farelerde femur
kirigindan sonra erken endokondral ossifikasyon ve mekanik mukavemeti iyilestirdigini
gostermislerdir. Kiriktan once 2 giin ve kiriktan sonar 4 giin boyunca 5000 IU / kg EPO
intraperitoneal enjeksiyonlari, 2 hafta sonra burulma sertligi ve kallus yogunlugunu
arttirdig1 bildirilmistir. Ayrica kallus i¢inde terminal olarak farklilasan kondrositlerde
EPO-R ekspresyonunda artis ve histomorfometrik incelemede mineralize kemik ve
osteoid fraksiyonunda artis oldugu tespit edilmistir.®® Daha sonra, bu arastirmacilar
giinlik 500 IU / kg / giin sistemik enjeksiyonlarinin daha biiylik kemik hacmi ve
kirilmadan sonra klinik olarak anlamli birlesme oranma yol agtigmi bildirdi.*’
Calismanin gozlem ve tedavi stiresi 10 haftaydi. 2.haftada analizler, EPO ile tedavi edilen
hayvanlarda VEGF niin kontrollere kiyasla anlamli derecede daha yiiksek bir ekspresyon
gostermistir. Buna gore, EPO grubunda 2 haftada kan damarlariin sayis1 6nemli 6lgiide

artmistir. Bunun da potansiyel olarak dolayli bir osteojenik etkiye yol actigini

gostermislerdir.®’

Garcia ve ark. murin femur kirig1 modelinde, giinliik 500 IU / kg EPO uygulanan
biitiin hayvanlar kirik kaynasmasi elde ettigini bildirmislerdir. Ayrica, endosteal
vaskiilarizasyon, EPO ile tedavi edilen hayvanlarda kontrollere kiyasla dnemli 6lgiide
arttigin1 ve dolasimdaki endotelyal progenitor hiicrelerin sayismin, EPO ile tedavi edilen
hayvanlarda énemli dlciide daha fazla oldugunu gdstermislerdir. Onceki caligmalarin
aksine, Onceki ¢alismalarinin aksine, bu arastirmacilar EPO'in osteojenik etkisininin
hiicre ¢ogalmasina bagli olmasi hipotezini reddetmistir. Bununla birlikte, pro-inflamatuar

regiilator olan NF-kB'nin azalmis seviyeleri ile birlikte dolasimdaki endotelyal progenitor
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hiicrelerde yiiksek seviyeler gozlemleyerek EPO’in osteojenik aktivitesinin anti-

inflamatuar etkiye bagli oldugu hipotezini savunmuslardir.

Mihmanli ve ark. bir tavsan mandibular osteogenez distraksiyon modelinde, EPO
subkutandz olarak 150 IU / kg 48 saat araliklarla 4 enjeksiyon uygulamiglaridr.
Operasyondan 30 giin sonra deney grubunda osteoblast ve kan damarlarmin sayisi
anlamli olarak daha yiiksek iken deney grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak
daha diisiik bulunmustur. Deney grubunda yeni kemik olusumu alani kontrol grubundan
daha biiyiikk bulunmustur. Ayrica, birim alandaki fibroblast ve kollajen sayilarinin deney

grubunda daha yiiksek ¢iktig1 bildirilmistir. >

Sun ve ark. bir kraniyal defekt modeli kullanarak BMP-2'nin kemik rejeneratif
etkisine EPO'in ek katkisinin olup olmadigini arastirmiglardir. EPO’in 1000 1U / kg
giinliik tekrarlayan lokal uygulamasi, BMP-2 ile indiiklenen kemigin kalitesinin arttigini
ve sadece BMP-2 tedavisine kiyasla daha yiiksek kemik hacmi fraksiyonu goriildigiinii
bildirmislerdir. Ayrica EPO’in periferik kandaki RBC'leri arttirdigin1 ve kemik iligindeki
hematopoietik ve mezenkimal kok hiicre popiilasyonlarini arttirdigini géstermislerdir. Bu
calisgmada, kemik olusumunun yani sira artmis kalsifikasyon ve damar biylimesi
gdzlenmistir. Ilgingtir ki kraniyal kemik iyilesmesinin intramembrandz ossifikasyondan
ziyade endokondral ossifikasyon ile gergeklestigi bildirilmistir. Bu tedavi rejimi,
arastirmacilarin eritropoezis uyarici etkisini sinirlandirma g¢abasina ve EPO dozunu
onceki calismalarina gbre azaltarak potansiyel yan etkilere ragmen, eritropoezi anlaml

sekilde arttirmistir. 46

Nair ve ark.’nin 2013 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, ekzojen EPO ve stromal tiirevli
faktor-1 alfa (SDF-la)’nin MSC’ler iizerindeki etkisini arastirmuslardir. Sonuglar hem

EPO’in hem de SDF-10’nin MSC {izerinde indiikleyici etkisi oldugunu gostermistir.
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Fakat EPO’in MSC’leri osteoblastlara doniismek lizere BMP-2’yi indiikledigi

bildirilmistir. 1%

Calismamizin sonuglari, bahsedilen diger ¢alismalarin sonucuna benzer sekilde
bulgular gostermistir. Sistemik EPO uygulamasi, mikro-bt analiz sonuglarima gore
periodontitisin beklenen semptomlarindan olan alveolar kemik yikimini anti-inflamatuar

ve sitoprotektif etkisini gostererek istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaltmistir.

Ayn1 zamanda, bahsedilen diger c¢aligmalarin sonucuna benzer sekilde
calismamizda histolojik bulgulara gére EPO uygulamasi yapilan hayvanlarda
osteoklastik aktivite diizeyinde periodontitis grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde azalma gorilmiistiir.

Ozkurt ve ark.’nm 2018 yilinda yaptiklar1 calismada, ratlarda EPO uygulamasmin
hipertansiyona karsi olan etkisini arastirmiglardir. EPO’in, makrofaj birikimini
engelleyerek, TNF-a seviyelerini diisiirerek ve TNF-a reseptorlerini apoptotik reseptor
TNFR1'den prooperatif reseptor TNFR2'ye degistirerek TNF-a'nin apoptotik etkilerini
onleyerek bobrek dokusunu hipertansiyona karsi korudugu sonucuna varmiglardir. Ayni
calismada, EPO’in yiiksek hematopoetik etkisini optimize etmek i¢in bir doz ayarlamasi
caligmasi yapilmustir. Bu ¢alismaya gore 0.1 pg / kg ve 0.5 ng / kg dozlarda Darbepoetin-
alfa uygulamasi hafif hematopoietik etkiler gostermistir, ancak bu artis anlamli degildi;
bununla birlikte, 0.5 pg/kg'lik bir Darbepoetin-alfa dozu eritrosit, hematokrit ve
hemoglobin degerlerini 6nemli 6l¢lide arttirmustir. 0.25 pg/kg Darbepoetin alfa dozunun,

hematopoezi etkilemeyen en yiiksek doz oldugu bulunmustur.'4°

Caligmamizda uygulanan dozlar, Ozkurt ve ark.’min yapiklar1 calismanin

sonuglarina gore belirlenmistir.
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Pavese ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada, anemik kanserli 35 hastada rhEPO
uygulamasinin serum TNF-a ve IL-6 seviyeleri tizerindeki etkisini degerlendirmislerdir.
Bu ¢aligmanin sonuglarina gore baslangigtaki yiiksek TNF-a ve IL-6 serum seviyeleri,

rhEPO uygulamasiyla birlikte azaldig1 gosterilmistir. 6t

Zhou ve ark. 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, travmatik beyin yaralanmasi olan
farelerde EPO uygulamasmin etkilerini incelemislerdir. Bu incelemelerin sonucunda,
ELISA analizi, EPO tedavisinin, anti-inflamatuar sitokin olan IL-10 ekspresyonunu
arttirdigi, ancak yarali beyin dokusunda pro-inflamatuar sitokin olan IL-1p ve TNF-a

ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir. 62

Mateus ve ark. 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, farelerde Trinitrobenzen
silfonik asit (TNBS) ile indiikklenen kolit modelinde EPO’in etkisini
degerlendirmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglarma gore, TNBS'in neden oldugu kolitte
EPO’in etkisiyle TNF-o ve IL-1p’nm baskilandigi ve anti-inflamatuar sitokin olan IL-

10’nun artt1g1 gdsterilmistir. 63

Calismamizda, bahsedilen calismalara benzer bir sekilde diseti Orneklerinde
uygulanan gRt-PCR yontemi sonuglarina gore EPO, anti-inflamatuar etkisini gostererek
IL-1pB, IL-6 ve TNF-a gen ekspresyon diizeyleri periodontitis grubuna gore azalmis ve
kontrol grubu seviyesine yakin tutmustur. Bu sonuglarin da kemik yikimmin azalmasinda

etkisi olduguna inanmaktayiz.

French’in 2019 yilinda yaptigi ¢alismada, EPO’in pleiotropik etkileri
arastirilmistir. Bu sonuglara gore, EPO’in apoptoz inhibisyonu yoluyla yaralanma,
inflamasyon ve doku hipoksisine yanitin modiilasyonunda onemli bir rol oynadigi

gosterilmistir,*64
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Osikov ve ark. 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, ratlarda deneysel olarak
indiiklenen kronik bobrek yetmezligi tizerine thEPO uygulamisinin lenfosit apoptozu
iizerindeki etkisini incelemiglerdir. Bu ¢alismada, EPO uygulanan ratlarda apoptoz ve
nekroz belirtileri ile kan lenfositlerinin sayisinin azaldigini ve boylece saglam

lenfositlerin sayismni arttigmi gostermislerdir. %

Xu ve ark. 2017 yilinda vyaptiklart ¢aligmada, EPO'nun femur basi
osteonekrozunda kemik kaybinin 6nlenmesi tizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. Bu
calismanin sonucuna gore, EPO, Runx2 aracili osteogenezi, VEGF aracili anjiyogenezi

ve hiicre apoptozunun inhibisyonunu arttirarak farelerde kemik kaybini 6nlemistir. 6

Calismamizda, bahsedilen ¢alismalarin sonucuna benzer sekilde, alveolar kemik
dokusunda yapilan TUNEL analizi sonucunda EPO uygulanan ratlarda apoptotik hiicre
indeksi periodontitis grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. Bu da
EPO’in anti-apoptotik etkisinin kemik kaybi iizerindeki Onleyici etkisini arttirdigini

gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Bu uzmanlik tezi ¢aligmasinda, EPO’in alveolar kemik kaybi iizerindeki etkisi

degerlendirilmistir.

2. Calismamizin bulgulari, EPO’in hematopoetik yan etkileri olmayan dozlarda
uygulanmasi ile alveolar kemik kaybin1 anlamli diizeyde azalttigini, bunu da osteoklastik
aktiviteyi azaltarak, apoptoz oranini diigiirerek ve inflamasyonu baskilayarak sagladigini

gostermistir.

3. Sunulan ¢aligmanin sonuglari ve son yillarda yayinlanan ¢aligmalarin 1s181nda,
EPO’in hematopoetik etkileri yani sira anti-inflamatuar, anti-apoptotik ve sitoprotektif
Ozelliklere sahip olmasi hematoloji disinda bir¢ok alanda uygulanabilecegi fikrini ortaya
cikarmistir. Caligmamizda, periodontal hastaliklarin tedavisi ve periodontal doku

kayiplarinin 6nlenmesi hususunda basarili sonuglar géstermistir.

4. EPO, dis hekimligi alaninda ¢ok az ¢alismada degerlendirilmistir. Periodontoloji

alaninda farkli dozajlarla farkli etkilerinin degerlendirilmesi gerektigi kanaatindeyiz.
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