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OZET

Exenatide ve Metforminin Periapikal Lezyonlarin Iyilesmesine Etkisi: Hayvan
Deneyi Calismasi

Amag¢: Bu calisma, tip-2 diabetes mellitus tedavisinde kullanilan ve kemik
metabolizmasina pozitif etkileri oldugu bilinen metformin ve exenatide ilaglarinin
defekt bolgelerindeki kemik olusumuna etkisini, mikro bilgisayarli tomografi ve
histolojik analizler yardimiyla degerlendirmeyi amaglamaktadir.

Materyal ve Metot: Calismada 27 adet disi Albino Wistar rat kullanildi. Disiik devirli
doner alet ve trefan frez ile hayvanlarin parietal kemiklerinde tek tarafli, 3.0 mm
capinda ve 2 mm derinliginde dairesel kraniyotomi defekti olusturuldu. Hayvanlar
rastgele {i¢ gruba ayrildi (n=9). Metformin grubuna 100 mg/kg/giin dozunda metformin
intraoral yolla; exenatide grubuna 3 pg/kg/giin dozunda exenatide intraperitoneal yolla
sistemik olarak verildi. Kontrol grubuna higbir ilag uygulanmadi. Onuncu giiniin
sonunda tiim hayvanlar yiiksek doz anestezik kullanilarak sakrifiye edildi ve defekt
bolgesini iceren kemikler diseke edildi. Kemikler mikro bilgisayarli tomografi ile
tarandi; yogunluk ve hacim degerleri hesaplandi. Daha sonrasinda 6rnekler histolojik
analizlere tabi tutularak osteoblast ve osteoklast hiicre varligi, fibroz doku varligi ve
hasarli bolgenin saglam kemik dokusuna tam implantasyonu agisindan degerlendirildi.
Bulgular Kruskal-Wallis varyans analizi ve Conover testi ile analiz edildi. p<0.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular: Olusan kemik hacmi (p=0.317), kemik yogunlugu (p=0.496), fibr6z bag
doku varligr (p=0.072) ve hasarli bdlgenin asil kemik dokuya tam implantasyonu
(p=0.386) agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Metformin ve
exenatide gruplarinda kontrol gruplarina gore osteoblast (p=0.007) ve osteoklast
(p=0.007) hiicre varlig1 agisindan anlamli fark gériilmistiir.

Sonuclar: Exenatide ve metformin ilaglar1 kemik hacmi ve yogunlugu acisindan
kontrol grubuyla benzer etkiyi gostermistir. Bununla birlikte osteoblastik ve
osteoklastik hiicre olusumunu artirarak kemik iyilesmesini hizlandirmislardir.

Anahtar Kelimeler: Exenatide, Immunohistokimya, Metformin, Mikro Bilgisayarl

Tomografi, Periapikal Lezyonlar.



ABSTRACT

The Effect of Exenatide and Metformin on The Healing of Periapical Lesions:
Animal Experiment Study

Aim: The aim of this study is to evaluate the effects of metformin and exenatide drugs
used in the treatment of type-2 diabetes mellitus on bone formation in the defect areas
with the help of micro computed tomography and histological analysis.

Materials and Methods: In this study, 27 female Albino Wistar rats were used. One-
sided, 3 mm diameter and 2 mm deep circular craniotomy defect was created in the
parietal bones of the animals with low speed rotary instrument and trephan bur. Animals
were randomly divided into three groups (n=9). The metformin group received 100
mg/kg/day metformin intraoral route; exenatide was administered intraperitoneally to
the exenatide group at a dose of 3 pg/kg/day. No medication was administered to the
control group. At the end of the tenth day, all animals were sacrificed using high dose
anesthetic and the bones containing the defect site were separated. Bones were screened
by microcomputed tomography; density and volume values were calculated. The
samples were then subjected to histological analysis. The presence of osteoblast and
osteoclast cells was evaluated for the presence of fibrous tissue and complete
implantation of the damaged area into intact bone tissue. Results were analyzed by
Kruskal-Wallis analysis of variance and Conover test. p<0.05 was considered
statistically significant.

Results: There was no significant difference between the groups in terms of the
resulting bone volume (p=0.317), bone density (p=0.496), presence of fibrous
connective tissue (p=0.072), and complete implantation of the damaged area into the
original bone tissue (p=0.386). There was a significant difference in metformin and
exenatide groups in terms of osteoblast (p=0.007) and osteoclast (p=0.007) cells
compared to control groups.

Conclusion: Exenatide and metformin drugs showed similar effect with respect to bone
volume and density in the control group. However, they accelerated bone healing by
increasing osteoblastic and osteoclastic cell formation.

Keywords: Exenatide, Immunohistochemistry, Metformin, Micro Computed

Tomography, Periapical Lesions.
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1. GIRIS

Periapikal enflamasyon; enfeksiyon, fiziksel ve iatrojenik travma ve endodontik
tedaviyi takiben taskin k6k kanal dolgu malzemelerinin zarar verici etkileri dahil olmak
lizere pulpa ve periapikal dokularin gesitli irritanlarla uyarilmasi1 sonucu ortaya cikar.
Periapikal enflamatuvar yanitlar en sik, etkilenen dislerin koklerini ¢evreleyen kemigin
rezorpsiyonu ile birlikte, reaktif graniilom ve kistler seklinde goriiliir. Bu patolojik
tepkiler, bazilar1 esas olarak pulpa ve periapikal bolgeyi korumak igin etki edebilen,
bazilar1 ise periapikal doku yikimina, 6zellikle de kemik rezorpsiyonuna aracilik eden
genis bir immiinolojik mekanizma dizisinin ¢alismasim1  igerir. Periapikal
enflamasyonun diizenlenmesi olduk¢a karmasiktir. Antikor ve kompleman gibi immiin
bilesenler, sitokinler, aragidonik asit metabolitleri ve néropeptitler gibi konak¢1 kaynakli
faktorler, periapikal enflamasyonun patogenezinde rol oynar. Ekzojen antienflamatuvar
ajanlar ve degisken biyolojik yanitlar, periapikal yanitlarin kapsamimi ve siddetini
etkileyebilir (1).

Gegmiste yapilan aragtirmalar periapikal lezyonun iyilesmesi i¢in kok kanal
enfeksiyonlarin elimine edilmesi gerektigini gostermistir. Bununla birlikte, standart
tedavinin, biyofilm, smear tabakasi ve kok kanal sisteminin karmasikliklar1 i¢inde
mevcut olan mikroorganizmalari tamamen yok etmedigi kabul edilmektedir (2). Ayrica
gecmis arastirmalar, el egeleri ve doner ege sistemleri kullanilarak yapilan kok kanal
tedavilerinde, kok kanal sisteminin tamamen temizlenemedigini ve kullanilan egelerin,
kok kanal sisteminin %57'sine temas edemeyebilecegini gostermistir (3).

Metformin, nispeten ucuz ve iyi tolere edilen antihiperglisemik biguanid yapili bir
ilagtir ve milyonlarca diyabetik hasta tarafindan Tip 2 diyabet icin birinci basamak
tedavi olarak yaygin sekilde recete edilmektedir. Cesitli ¢alismalar, metforminin

mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) ve preosteoblastlarin farklilagsmasini tesvik ederek
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potansiyel bir osteojenik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica metformin
glikasyon son iirlinlerinin bu hiicreler {iizerindeki zararli etkilerini de tersine
cevirebilmektedir (4).

Kanazawa ve ark. (5), metforminin; adenozin 5'-monofosfat-aktive protein kinaz
(AMPK) sinyal yolunu aktive ettigini ve bu yolla preosteoblastlarin osteoblastik
hiicrelere  farklilasmasint  ve osteoblastlarin  mineralizasyonunu uyarabildigini
gostermistir.

Exendin-4, dogal bir glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) reseptorii agonistidir,
exenatide ise 39 aminoasitten olusan sentetik bir GLP-1 agonistidir (6). Bazi
calismalarda, bu ilaglarin kemik metabolizmasi tizerindeki olumlu etkileri gosterilmistir
(7-9).

Metformin ve exenatide siklikla kullanilan antidiyabetik ila¢lardir ve daha onceki
calismalarda osteoblastik  aktiviteyi artirarak kemik yapimini  hizlandirdig:
gbozlemlenmistir. Fakat bu iki materyalin periapikal lezyonlar iizerindeki etkinligi
lizerinde yapilan genis literatiir taramasi sonrasi bu iki ilacin etkisinin degerlendirildigi
bir ¢alisma goriilmemistir. Calismamizda metformin ve exenatide ilaglarinin sistemik
yolla alinmasinin bu tarz lezyonlara etkilerinin incelenmesi hedeflenmektedir.

Yaptigimiz genis literatlir taramas: sonrasinda ve planladigimiz ¢alisma
dogrultusunda metformin ve exenatidin sistemik yolla alinmasinin periapikal

lezyonlarin iyilesmesini hizlandiracagi hipotezi kurulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Periapikal Lezyonlar

Saglikli dental pulpa, mine ve dentin tarafindan oral mikroorganizmalardan
korunur. Dental pulpanin bakteri ve yan {iriinlerine antijen olarak etki etmesi, spesifik
olmayan enflamatuvar tepkilerin yani sira periradikiiler dokulardaki spesifik
immiinolojik reaksiyonlara neden olabilir (1, 10). Olusan periradikiiler lezyonlar,
bakteriyel miicadeleye karsi lokal savunma reaksiyonlarinin sonucudur. Periradikiiler
graniilomlar, kronik lokal enflamasyonu takip eden onarici bir islemi temsil ederken,
periradikiiler kistlerin graniilomatdz doku iginde veya bitisigindeki epitelyal artiklardan
kaynaklandigi disiiniilmektedir (11). Hem kistlerin hem de graniilomlarin dokulari,
lokal immiinolojik cevaplarda rol alan spesifik ve spesifik olmayan hiicreler tarafindan
stiziiliir. Periradikiiler dokularda gergeklesen lokal antijen sunumu, immiin hiicrelerin
aktivasyonuna yol agar (12).

Immiinoaktif hiicreler, antikorlar ve sitokinler de dahil olmak iizere
enflamatuvar tepkiler i¢in mediatorler tiretir. Lokal antikor sentezi kapasitesi, antijene
0zgii immiiniteye katkida bulunur ve hastaligin ilerleyisinin kontrol altina alinmasinda
rol oynayabilir (13). Dahast hiicre dagilimi1 ve lezyonlarin karakteri muhtemelen bu
hiicrelerin haberci molekiilleri olan sitokinler tarafindan diizenlenir, bu sekilde bir¢ok

hiicrenin birbirleriyle olan iligkileri diizenlenir (14).

2.2. Apikal Periodontitis

Apikal periodontitis, endodontik kokenli etiyolojik ajanlarin sebep oldugu ve
periradikiiler dokularda goriilen enflamasyon ve yikim olarak tanimlanabilir (15).
Apikal periodontitis etiyolojisinde ekzojen ve endojen faktorler bulunmaktadir. Ekzojen

faktorler; mikroorganizmalarin toksinleri, zehirli metabolik {iriinleri, kimyasal ajanlar,



mekanik irritasyon, yabanci cisimler ve travmadan olusmaktadir. Endojen faktorler ise
konak metabolik {riinlerini ve osteoklastlarin aktivasyonunu saglayan sitokinler ile
diger enflamatuvar mediyatorleri kapsamaktadir (16).

Apikal periodontitis genellikle intraradikiiler bir enfeksiyon tarafindan tiretilir.
Tedavi, enfeksiyoz ajanlarin kok kanal tedavisi ile yok edilmesini ve bdylece lezyonun
iyilesmesini saglar (17). Bununla birlikte, enfeksiyon tamamen ortadan kalkmadiginda,
periapikal lezyon tedavi basarisizlig1 olarak kabul edilir. Apikal periodontitis, kok kanal
sistemi dogru bir sekilde temizlenip dolduruldugunda bile iyilesmeden kalabilir. Bunun
nedeni, geleneksel tekniklerle erisilemeyen, temizlenemeyen veya doldurulamayan
aksesuar kanallara, isthmuslara ve anastomozlara sahip karmasik kok kanal sistemidir.
Ayrica, periapikal aktinomikoz, tagkin kok kanal dolgusu ve diger yabanci maddeler ile
goriilen yabanci cisim reaksiyonu, endojen Kkolesterol kristalleri gibi ekstraradikiiler
faktorler, apikal periodontitisin iyilesmesini engelleyebilir (18). Kok kanal tedavisinden
sonra devam eden periapikal bir lezyonla karsilagildiginda, asemptomatik olsa bile kok
kanal tedavisinin yenilenmesi, endodontik cerrahi ile lezyonun elimine edilmesi veya
etkilenen disin gekilmesi diistiniilmelidir (19).

Apikal periodontitis, kok kanal sistemi enfekte olmadan gelisebilir. Travmatik
okluzyonile gelisen travmatik okluzyon, erken bir okliizal temas sonucu periodontal
ligamentte siirekli ve sabit irritasyona bagli gériilen enflamasyona bir drnektir (20, 21).
Agir okliizal kuvvetler, intratubiiler ve intrapulpal sivinin hareketini keser (22). Pulpa,
norojenik enflamasyon ile okluzal travmaya cevap verir. Noropeptid ekspresyonu, pulpa
ve periodontal ligamentte artar (23). P maddesi, savunma mekanizmasi olarak
mineralize doku olusumu i¢in gerekli olan anjiyogenezde 6nemli bir rol oynar (24).

Yoshinaga ve ark. (25) endotel hiicrelerinde, enflamatuvar hiicrelerde ve

periodontal ligament hiicrelerinde niikleer faktor kappa P ligandi reseptor aktivatorii



(RANKL) ekspresyonunun enflamatuvar kemik rezorpsiyonunda rol oynadigini ve
travmatik okluzyonun RANKL ekspresyonunu arttirdigini géstermistir. Bu sonuglar, bu
hiicrelerdeki RANKL ekspresyonunun, okliizal travma tarafindan indiiklenen
osteoklastlarin artisina yakindan dahil oldugunu gostermektedir.

Travma, iyilesmeyen bir kemik rezorpsiyonuna neden olan uzun siireli bir
irritasyondur (26). Liiksasyon ve avulsiyon yaralanmalar1 gibi diger travma bi¢imleri de
apikal periodontitise neden olabilir (27, 28). Bu durumlarda, periodontal ligament
dogrudan hasar goriir ve tamamen kopmasi muhtemeldir. Akut enflamasyon,
yaralanmaya verilen ilk tepkidir ve daha sonra disin yeniden konumlandirilmasi ve
stabilizasyonu sonrasi akut enflamasyonu genellikle tamir takip eder. Tedavi yeterli
degilse kronik enflamasyon ortaya ¢ikabilir (28).

Apikal periodontitiste goriilen patolojik olaylardan biri de kemigin ve dis sert
dokularinin ytkimidir (15). Kemigin tekrar sekillenmesi iki tip hiicrenin koordineli
aktivasyonuyla olur. Bu hiicrelerden biri kemik yikimindan sorumlu osteoklastlar iken
digeri de canli kemik olusumunu saglayan osteoblastlardir. Osteoblast ve osteoklast
aktivitesi arasindaki dengenin bozulmasi osteoporoz gibi hastaliklara yol agar (29).

Osteoklastlar makrofaj/monosit orjinli, kemik yapisin1 bozan ve iskelet seklini
degistiren hiicrelerdir (30). Periapikal lezyonlarda kemik yikimindan osteoklastlar

sorumludur ve osteoklast aktivitesi kemik kiitlesindeki kaybin artisini belirler (31).

2.3. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus; insiilin sekresyonu, insiilin etkisi veya her ikisindeki
kusurlarin neden oldugu hiperglisemi ile karakterize bir metabolik hastalik grubudur
(32). Diabetes mellitus; kardiyovaskiiler hastaliklar, noropati, nefropati, retinopati,
osteoporoz, Alzheimer hastalig1 ve kanser dahil olmak {izere bir dizi komplikasyon ile

iligkili bulunmustur. Diinyada 2017 yili itibariyle 451 milyon vakayla ciddi bir kiiresel



halk saghigi yiki olusturur ve bu saymin 2045 yilinda 693 milyona ¢ikmasi
beklenmektedir (33). iki ana tipi bulunmakta olup, tip 1 diabetes mellitus, insiilin
dretiminden sorumlu pankreas B hiicrelerinin otoimmiin yikiminin yetersiz insiilin
sekresyonuna yol agmasindan kaynaklanir. Tip 2 diabetes mellitus; heterojen bir
hastalik olup, patogenezinde insiilin direnci, B-hiicresi islev bozuklugu ve karaciger
glukoz iiretiminin artmasi gibi ti¢ metabolik bozukluk sorumludur (34). Tip 2 diabetes
mellitus, kan dolasimindaki glikoz metabolizmasi bozuklugundan kaynaklanan
hiperglisemi ve hiperinsiilinemi gelisimi ile de iliskilidir (35). Yiiksek glukoz seviyeleri,
makrofaj fonksiyonunu (kemotaksis, fagositoz ve bakteriyel 6liim) inhibe edebilir ve bu
durum hiicresel proliferasyonu ve yara iyilesmesini engelleyen enflamatuvar bir
reaksiyonla sonuglanabilir (36). Tiim diinyada yetiskinlerde teshis edilen tiim diyabet
vakalarinin yaklasik %690-95'ine tip 2 diabetes mellitus teshisi konmustur (32).

Diabetes mellitus agiz dokularinda biiyiik degisikliklere neden olarak agiz
kurulugu, tat duyusunun kaybi ve sialoz gibi genis cesitlilikte sonuglar sunar. Ayrica
clirlik, periodontitis ve yumusak doku lezyonlari gibi hastaliklarin ilerlemesini de
etkileyebilir. Hastalar bakteri ve mantar enfeksiyonlaria egilimlidir. Diabetes mellitus,
ozellikle hastalik kontrol altina alinamadiginda, periapikal lezyonlara sahip endodontik
enfeksiyonlarin iyilesmesini engelleyen bir faktor olarak belirtilmistir (37-42). Son
bulgular diabetes mellitus ile kronik periodontal hastaliklar (43), endodontik tedavinin
basarisizligi (44), apikal periodontitis prevalansinin artmasi (45) ve endodontik tedaviye
sahip dislerin kaybindaki artis arasinda bir baglanti oldugunu gostermektedir (46).
Periodontal  hastaliklar son yirmi yilda, diabetes mellitusun  “klasik”
komplikasyonlarindan biri olarak kabul edilmistir (47).

Diabetes mellitusun pulpa biitiinliigiine dogrudan etkisi vardir ve zayif glisemik

kontrol bu iligkiyi olumsuz yonde etkileyebilir. Hiperglisemi, pulpa yapilarinda



cogunlukla bozulmus kollateral dolasim nedeniyle farkli degisikliklere neden olabilir,
bu da dis agrisina ek olarak nekroz riskinin artmasina ve iskemiden kaynaklanan pulpa
nekrozuna karsi egilimin artmasina neden olur. Bunun yaninda hastalik; kollajen
konsantrasyonunda azalma, kan damarlarinin bazal membranimin kalinliginin artmasi,
anjiyopati, yiikksek kalsifikasyon siklig1 gibi pulpa dokusunda yapisal degisikliklere
neden olabilir (40, 48).

Diyabetik olmayan hastalarda mikroorganizmalar ve nekrotik pulpanin
metabolik triinleri, periapikal dokular1 etkiler, sert doku rezorpsiyonu ve periodontal
ligament yikimu ile kronik periapikal lezyona yol agar (49, 50). Periapikal doku-yanit
siddeti, mikrobiyal hiicrelerin sayis1 ve viriilansi ile dogrudan iliskilidir (49). Pulpa
mikroorganizmalar1 periapikal dokuya go¢ ettiklerinde, enfeksiydz siirecin gelisimine
kars1 immiinenflamatuvar bir cevap olarak polimorfoniikleer nétrofiller veya epitelyal
tikaglarla gevrilidirler. Periapikal enflamatuvar eksiida, mikroorganizmalar1 yok etmeyi
amaclayan ¢ok sayida immiin yanit hiicresi i¢ermektedir (51, 52). Bu eksiida,
enflamatuvar yanitta 6nemli rol oynayan, birkac periapikal sitokin icerir. Bu sitokinler
ozellikle kemigin yeniden sekillenmesi siirecine etki eden osteoklast hiicrelerine etki
eder (51). Timor nekroz faktorii (TNF)-a, interferon (IFN)-y, interlokin (IL)-2 (IL) ve
tip 1 T helper hiicreleri (Thl) tarafindan iiretilen IL-12 gibi sitokinler kemik
rezorpsiyonunu aktive ederken, Tip 2 T helper hiicreler (Th2) olarak kabul edilen 1L-4,
IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13, kemik rezorpsiyonunu inhibe eder (50, 52). Enflamatuvar
yanittaki yliksek glikoz seviyeleri, IL-4 ve osteoprotegerin (OPG) ‘deki bir azalma (53)
ve IL-4b, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a ve RANKL artis1 ile iliskilendirilebilir (54-56). Bu
antagonist etkilesim hipergliseminin kemigin yeniden sekillenmesi {izerine etkisini

aciklayabilir (57).



Kemik rezorpsiyon siireci iki asamadan olusur: osteoklastogenez ve osteoklast
etkinligi. Ilk asamada, osteoklast onciisii monosit / makrofaj, RANKL aktivitesi ile ok
cekirdekli bir osteoklasta doniisiir. RANKL osteoblastlar, kemik iligi stromal hiicreleri
ve T lenfositler tarafindan tiretilir (58-60), ve ekspresyonu lezyon genislemesiyle
dogrudan orantihidir (61). Kemik rezorpsiyon siireci, kemige baglanan ve olgun
osteoklastlara farklilasmis c¢ok cekirdekli hiicreleri toplayan hematopoetik biiyiime
faktorii (CSF-1) ve RANKL sitokin etkisi ile baslar. Bu hiicreler, katepsin K ve
tartrateresistant asit fosfataz olarak kemik ve osteoklast bazal yiizeyi arasinda protonlar
ve litik enzimler salgilarlar (62). Aksi takdirde, bir osteoblast tarafindan iiretilen protein
olan ve RANK'a baglanan OPG, RANK-RANKL baglanmasini inhibe eder ve
osteoklast maturasyonunu azaltabilir. Buna gére, RANKL ve OPG osteoklast
aktivitesini diizenler (59); osteoporoz, osteopetroz, romatoid artrit, periodontal hastalik
ve dis eriipsiyonunda kararsiz seviyeler gosterir (50).

Diabetes mellitus ayrica spesifik kemik matriks salgilanmasini etkileyen
osteoblast olusumunda azalmalar tesvik eder (63, 64). Calismalar, kemik rezorpsiyonu
ve birikim dengesinin, aktif hiicrelerin kapasitelerinden ziyade, sayisiyla daha fazla
iligkili olabilecegini gostermektedir. Kemik rezorpsiyon islemi i¢in ihtiya¢ duyulan
enerji ile ilgili olarak, bunun osteoklast veya yag asidi oksidasyonu ile elde edildigi ileri
siriilmistiir. Bununla birlikte, glikoz metabolizmasinda yer alan osteoklastlarla ilgili
baska bir ¢aligmada, laktat dehidrojenaz ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz gibi bir¢ok
enzim bulunmustur (65). Ek olarak, osteoklast kiiltiirleriyle glukoz tasinimi, kemikte,
kemik harici kiiltiirlere kiyasla yaklasik iki kat daha yiiksektir. Bu veriler hiperglisemik
kosullarda kemik rezorpsiyon seviyelerinin arttig1 hipotezini gii¢lendirir (65). Hastaligin

seyrini incelerken, diyabetik olmayan hastalara kiyasla kemik mineral yogunlugunda



%10'dan daha fazla bir azalma oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte, artmis kemik
yogunlugu tip 2 diabetes mellitus hastalarinda siklikla goriiliir (63).

Daha once yapilan bir g¢alisma, osteoklast farklilasmasi sirasinda glukoz
metabolizmasinin hizlanabilecegini ve diyabetik kemikte azalmis osteoblastlar
bulunabilecegini gostermistir (66). Osteoblastlarda goriilen bu azalmaya, 0zmotik strese
kars1 duyarliliklari sebep olabilir (67). Kontrolsiiz diyabeti olan hastalarda hiperkalsiiiri
ve kemik kaybi vardir. Bu hastalarda, kemik olusumunun azalmasi ve kemik
rezorpsiyonunun artmasi sonucu osteopeni goriilebilir (68).

Diabetes mellitus hastalarinda periapikal lezyonlarda kemik rezorpsiyonuna
yonelik molekiiler siireci daha iyi anlamak i¢in, osteoklast ve osteoblast hiicreleri
kullanilarak birka¢ in vitro ¢alisma yapilmistir (36, 48, 63-65, 69, 70). Yiiksek glukoz
konsantrasyon ortaminda yeni dogan sican kalvaria kemiginin primer osteoblast
proliferasyonunda, diisikk glukoz konsantrasyonu ortaminda bulunanlara kiyasla bir
diistis gozlenmistir (70). Ayrica, farklilasmis osteoklast hiicrelerini igeren caligmalar,
osteoklast aktivitesinin hiperglisemik kosullarda arttigini géstermistir. Bu, glukozun
osteoklastogenez siirecini inhibe edebilecegini ancak olgun osteoklast aktivitesini inhibe
edemedigini gosterir (64).

Diabetes mellitus hastalarinda periapikal patoloji konusunda, insan modellerinde
tartismal1 sonucglar gézlenmistir. Periapikal dokudaki patojenlere karsi immiin yanitin
azalmasi riskinin yani sira, kok kanali tedavisinden sonra rezidiiel lezyonlara karsi
duyarliligin arttigina dair kanitlar vardir (71-73). Ek olarak, diger klinik ve radyografik
calismalar diyabetik hastalarda periapikal lezyon prevalansinin diyabetik olmayan
hastalara gore daha yiiksek oldugunu bildirmistir (36, 71, 74). Kontrolsiiz diabetes
mellitus hastalarinda kok kanal tedavisi sonrasi periapikal lezyon iyilesmeyip daha da

ilerleyebilir (36, 75). Bu raporlar, diisiik glikoz degerlerine sahip (70-89 mg/dL)



hastalarda %74'lik radyoliisensi azalmasina kiyasla, yiiksek (90-110 mg/dL) plazma
glukoz konsantrasyonundaki hastalarda periapikal radyoliisenside sadece %48’lik
azalma gosteren klinik ¢alismalarla desteklenmistir (75). Diger ¢alismalarda da nekrotik
pulpaya sahip kontrolsiiz diabetes mellitus hastalarinda kok kanal tedavisi sonrasi

artmis periapikal radyoliisensi gézlenmistir (40).

2.4. Metformin

Metformin, tip 2 diabetes mellitusta kullanilan en yaygin oral hipoglisemik
ilaglardan biri olan bir biguanittir (76, 77). Metformin hem bazal hem de postprandiyal
plazma glukozunu diisiiriir ve karacigerdeki hepatik hiicreler tarafindan glukoz
iiretimini inhibe ederek calisir; bagirsak hiicreleri tarafindan glukoz emilimi azalir ve
glukoz alimi ve kullanimi gelistirilir (76-78). Plazma glukoz seviyesini diisiirmenin
yani sira metformin; agirlikta azalma, diisiik plazma lipit seviyeleri ve bazi vaskiiler
komplikasyonlarin 6nlenmesi gibi ek yararlara sahip olabilir (77).

Onceki ¢alismalar, metforminin, AMPK aktivasyonu ile glukoz metabolizmasini
gelistirebilecegini gostermistir (79, 80). AMPK'nin, kemik dahil her zaman ve her yerde
eksprese edildigi ve kemik metabolizmasini etkileyebilecegi bilinmektedir (81, 82).

Cesitli caligmalar metforminin, MKH ve preosteoblastlarin farklilasmasini tegvik
ederek potansiyel bir osteojenik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica
metformin glikasyon son {irlinlerinin bu hiicreler lizerindeki zararh etkilerini tersine
cevirebilir (83-86). Kanazawa ve ark. (5), metforminin, AMPK sinyal yolunun
aktivasyonu ile preosteoblastlarin osteoblastik hiicrelere farklilagmasini  ve
minerallesmesini indiikleyebildigini géstermistir.

Metforminin sistemik uygulamasinin alveoler kemik rezorpsiyonu iizerindeki
etkisi ve deneysel periapikal lezyonlara maruz kalan siganlarda RANKL / OPG'nin

orani, azalmig sayida RANKL-pozitif hiicre ve OPG-pozitif hiicrelerde bir artis
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gostermistir ve metformin ile tedavi edilen gruptaki periapikal kemik kayb1 alan1 6nemli
Olgiide azalmistir. Metformin, RANKL / OPG oranmi diisiirmenin bir sonucu olarak

osteoklast sayisini ve kemik rezorpsiyon alanlarini azaltarak periapikal lezyonlar1 inhibe

eder (87).

2.5. Exenatide (GLP-1 ve GLP-1 Reseptor Agonisti)

Incretin hormonlari, 6ncelikle glukoz metabolizmasi dahil olmak iizere birgok
fizyolojik siliregte dnemli bir rol oynayan ve gastrointestinal sistemden salgilanan bir
grup hormondur. GLP-1 ve gastrik inhibitor polipeptit (GIP) bu grubun ana tiyeleridir.
GLP-1, glukagon sekresyonunu bastirirken glikoza bagimli insiilin sekresyonunu
stimiile eden gii¢lii bir antihiperglisemik hormondur (88).

Kemik dongiisii yemeklerden elde edilen enerjinin harcanmasi ile karakterize
dinamik bir olaydir. Ozellikle geceleri ve besinlerin alinmamasina bagli olarak kalsiyum
sirkiilasyonunun saglanmasi sebebiyle kemik rezorpsiyonu goriilmektedir. Besinler
alindiktan sonra kemik rezorpsiyonu inhibe edilir ve 6nemsiz seviyelere geriler. Tiim bu
olaylar besin alimindan sonra gastro intestinal sistemde GLP-1 ve GIP gibi hormonlarmn
artmasina bagli olarak gériilmektedir (89).

Klinik oncesi arastirmalar, incretin hormonlarinin  kemigin yeniden
sekillendirilmesinde, kemik yapist ve kuvveti lizerinde derin etkileri olabilecegini
gostermektedir(9, 90). Hayvanlarda yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar, esas olarak
GIP'nin  kemik rezorpsiyonunu inhibe ettigini, GLP-1'in kemik olusumunu
destekledigini, kemik rezorpsiyonunu onledigini 6ne siirmektedir(91-93). Mevcut
seyrek verilere dayanarak, GIP, ancak GLP-1'in insanda kemik yeniden
sekillendirmesinde degisiklikler sagladigi goriilmistiir (94). Yapilan calismalarda, oral
antidiyabetik olarak kullanilan GLP-1 reseptor agonistlerinin kemik dongiisii {izerine

olumlu etkilerinin oldugu bildirilmistir. Bu amagcla gelistirilen 2 adet GLP-1 reseptor
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agonisti bulunmaktadir. Exendin-4 dogal GLP-1 reseptor agonisti iken, exenatide ise
sentetik GLP-1 agonistidir. Cesitli ¢alismalarda bu ilaglarin kemik metabolizmasi

tizerine olumlu etkilerinin bulundugu gosterilmistir (7-9).

2.6. U¢ Boyutlu Gériintiileme ve Rekonstriiksiyon

X 1smlart 1895°te Roentgen tarafindan tanimlanmistir. Bu zamandan itibaren
diagnostik  tipta  gelisme saglamis ve viicudun goriilmeyen  kisimlarinin
goriintiilenmesine imkan vermistir. Bilgisayar destekli tomografi goriintiileme sistemleri
ilk olarak 1970’lerin basinda kullanilmaya baglanmistir ve ¢ok sayida diizlemden
toplanan gortntiiler, farkli dokularin ii¢ boyutlu goriintilerini olusturmak amaciyla
kullanilmaktadir (95). Goriintiileme yontemleri dis hekimliginde hastalarin klinik
muayenesi icin ¢ok degerli bir tamamlayicidir. Iki boyutlu goriintiileme yéntemlerinde,
istenmeyen geometrik bozulmalar gériilebilmektedir. Ug boyutlu tarama cihazlar
voksel ile bozulmalara bagli sorunlart minimuma indirgemistir ve dl¢iilebilir hassaslikta
goriintiiler olusmasina olanak saglamistir (96). Yapilan ¢alismalarda endodontik tedavi
oncesi teshis ve tedavi planlamasinda {i¢ boyutlu goriintiileme sistemlerinin

avantajlarindan bahsedilmistir (97, 98).

2.6.1. Konik Isinh Bilgisayarh Tomografi

Konik 1s1nl1 bilgisayarli tomografi ilk defa 1982 yilinda kardiyolojik
degerlendirme amaci ile kullanilmistir (99).

Konik 11l bilgisayarli tomografi, dis hekimliginde dis ve kemik gibi yiiksek
kontrastli olusumlarin goriintiilenmesi ic¢in kullanmaktadir. Konik 1smli goriintii
ozellikle temporomandibular eklem, implant, ¢cenelerin kemiksel ve dissel hastaliklari,

kok kanal sistemindeki anatomik varyasyonlar ve mevcut kok kanal tedavisinin
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kalitesinin degerlendirilmesi gibi alanlarda fark yaratmaktadir. Bununla birlikte; kistler,
tiimorler, enfeksiyonlar, gelisimsel anomaliler, ortodontik problemlerin tespit ve
takibinde, travmatik yaralanmalarin incelenmesinde de yliksek ¢oziintirliik 6zelliginden
yararlanilmaktadir. Konik 1sinli bilgisayarli tomografi ile birlikte ¢esitli yazilim
programlarinin kullanimi 6nemli katkilar saglar (100).

Periapikal lezyonlarin teshisi, lokalizasyonu ve boyutlarinin degerlendirilmesi
endodontik tedavinin basarisi agisindan son derece Onemlidir (101). Konik 1smnli
bilgisayarli tomografinin, numunenin sabit olup cihazin numune etrafinda donerek
goriintli aldig1 bir sistem olmasindan dolayr deneysel endodontide konik 1s1nl
bilgisayarli tomografi ile mikro diizeyde goriintii alinamamaktadir. Tarama esnasinda
olusan titresimler ¢oziiniirliigii azaltmaktadir. Bundan dolayr kok kanal sistemi gibi
daha karmasik ve kiigiikk Olcekteki yapilari degerlendirmek oldukc¢a zorlagmaktadir.
Bunun yerine mikro bilgisayarli tomografi gibi x-1gin1 tarayicisinin ve dedektoriin sabit
oldugu ancak taranacak objenin kendi ekseni etrafinda dondiiriildiigii sistemlerde olusan

titresimler azalir ve daha yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiiler ortaya ¢ikar (102).

2.6.2. Mikro Bilgisayarh Tomografi Goriintiileme Teknigi

Geleneksel bilgisayarli tomografinin diisiik ¢oziiniirligi dis ve kok kanal sistemi
gibi kiiclik orneklerin rekonstriikksiyonu i¢in yeterli degildir. Mikro bilgisayarl
tomografinin gelistirilmesi ile vertikal ¢oziiniirliikk kapasitesi 100-200 pm’ye ¢ikmustir.
Son yillarda ¢ozilniirliik sirastyla; 81,36-68 ve 25-15 um’ye kadar ¢ikarilmistir. Simdi
ise 10 um ¢oziiniirliiglin altina inilmistir (103).

Mikro bilgisayarli tomografide tarayicinin obje etrafinda hareketi ile ¢cok sayida
gorintii olusturulabilir. Bu goriintiiler ‘X ray charge coupled device’ kamera ve bunun

bilgisayara aktarilmasi ile elde edilir. Programlar yardimiyla ¢ok sayida kesit elde edilir
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ve birlestirilir. Boylece ii¢ boyutlu goriintii olusturulur. Mikro bilgisayarli tomografi ve
bilgisayarli X 1sinli tomografide temel prensipler aynidir (104).

Mikro bilgisayarli tomografi kullanilarak yapilan {i¢ boyutlu analizler yapilirken
ornekler zarar gérmez ve buna bagli olarak veri kaybi olusmaz. Mikro bilgisayarli
tomografi ile ilgili ¢alismalarda genelde sert dokularin rekonstriiksiyonu
degerlendirilmistir. Yumusak dokularin degerlendirilmesinde polimerlere ihtiyag
duyulur (105). Bu sistemdeki gelismeler sayesinde yeni nesil cihazlarla canli deney

hayvanlarinda in vivo goériintiileme yapilabilir (104, 106).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez calismasi; Inonii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Merkezi, Inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi ve Siileyman
Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’na ait
laboratuvarlarda gerceklestirilmistir. Calisma igin Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu‘nun 11/10/2018 tarih ve 2018/A-36 protokol numarali

karari ile etik kurul izni alinmastir.

3.1. Deney Hayvanlar

Yapilan power analizinde a = 0.05, 1-B (gii¢) = 0.80 alindiginda; ¢alismamizda
kemik yapiminin olugsmasinda metformin ilacinin uygulandigi grubun kontrol grubuna
gore ortalama farkliliginin 0.11, exenatide ilacinin uygulandigi grubun kontrol grubuna
gore ortalama farkliligmin 0.08 olmasi i¢in her bir gruptan en az 9’ar hayvanin
caligmaya alinmasi gerektigi hesaplandi.

Deneklerin kag giin sonra sakrifiye edileceginin belirlenmesi icin yapilan pilot
caligmada her grupta 2 hayvan olmak iizere 6 hayvan kullanildi. On besinci giiniin
sonunda higbir ilag verilmeyen kontrol grubunda olusturulan defektlerin tamamen
tyilestigi goriildii ve yapacagimiz histolojik degerlendirilmelerin kontrol grubuyla
kiyaslanabilmesi i¢in deneyin 10. Giinde sonlandirilmasina karar verildi.

Calismamizda 27 adet 190-210 gr agirhiginda yetiskin disi Wistar Albino Rat,
[noénii Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma Merkezinden temin
edilmistir. Deney hayvanlarinin tiimii 21-23°C sabit ortam sicakliinda, %55-60 nem
saglanan, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde, yem ve su kisitlamasinin

olmadig kafesler icerisinde deney siiresince barindirildi.
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Deney hayvanlarina anestezi igin intraperitoneal olarak enjekte edilen %210
Ketamin (Alfamine %10, Alfasan International BV, Woerden, Hollanda) / %2 Xylazin
(Xylazin Bio %2, Bioveta, Cek Cumhuriyeti) uyguland: ve kontrol edildi. Calisma

alaninda kullanilacak aletler daha dnceden otoklavda steril edildi.

3.2. Deney Gruplari ve Kemik Reossifikasyon Modelinin Olusturulmasi

Serum fizyolojik sogutmali diisiik devirli doner alete (35.000 devir/dk) silindirik
diisiik hizli trefan frez (Otto Leibinger, Almanya) (Sekil 3.1) ile hayvanlarin parietal
kemiklerinde tek tarafli, 3.0 mm ¢apinda ve 2.0 mm derinliginde dairesel kraniyotomi
defekti olusturuldu (Sekil 3.2) (107). Daha sonra defekt bolgesi ipek siitur kullanilarak

primer olarak kapatildi.

Sekil 3.1. Silindirik diisiik hizli trefan frez (Otto Leibinger, Almanya)
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Sekil 3.2. Parietal kemiklerinde olusturulan tek tarafli dairesel defekt

Hayvanlar rastgele ii¢ gruba ayrildi.

Grup 1: Kontrol grubu (n=9)

Grup 2: Metformin grubu (n=9)

Grup 3: Exenatide grubu (n=9)

Metformin grubundaki hayvanlara her giin, giinde bir defa {izere olmak iizere
100 mg/kg/giin dozunda metformin (Glifor 1000 mg tablet, Bilim Ila¢ Sanayi ve Ticaret

A.S., Istanbul, Tiirkiye) (Sekil 3.3) intraoral yolla sistemik olarak verildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3. Glifor 1000 mg tablet (Bilim ila¢ Sanayi, istanbul, Tiirkiye)

Sekil 3.4. Metforminin deneklere intraoral gavaj yoluyla verilmesi
Exenatide grubundaki hayvanlara her giin, giinde bir defa olmak {izere 3
ug/kg/giin dozunda exenatide (Byetta 10 mg/40 ml, AstraZeneca, Cambridge, Britanya)

(Sekil 3.5) intraperitoneal yolla sistemik olarak verildi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Exenatide ilacinin intraperitoneal yolla uygulanmasi

Kontrol grubundaki hayvanlara ise higbir ilag uygulanmadi.

Calismanm 10. gilinlinlin sonunda tiim hayvanlar yiliksek doz anestezik
kullanilarak sakrifiye edildi ve defekt bolgesini iceren parietal kemikler ¢ikarildi (Sekil

3.7).
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Sekil 3.7. Defekt bolgesini igeren kemigin c¢ikarilmasi (kirmizi ok defekt

bolgesini gostermektedir).
3.3. Mikro Bilgisayarh Tomografi Degerlendirmesi

Ornekler tarama igin SkyScan 1172 Micro-CT (Kontich, Belgika) cihazinin
numune tutucusuna yerlestirildi. Daha sonra cihazin kapagi kapatildi ve cihazin i¢inde
bulunan kamera yardimi ile 6rnegin konumu kontrol edildi.

Tablo 3.1. Mikro bilgisayarli tomografi cihazinin tarama parametreleri

Kv: 80

Amper: 124

Coziiniirlik (um): 13.68

Donme adim : 0,600

Isinlama zamam (dk.) : 24:52

Frame averaging : 1

Filtre : 0.5 mm Aluminyum

Elde edilen goriintiiler TIFF (Tagged Image File Formati) formatiyla kaydedildi.
Bu goriintiiler NRecon rekonstriiksiyon yazilimi (v.1.6.10.5. Skyscan, Kontich, Belgika)
kullanilarak 250-300 kesit olusturulacak sekilde rekonstriikte edildi. NRecon
programinda ilgi alan1 (ROI) daire se¢ildi ve 6rnegin tamamu ilgi alan1 igerisinde kaldi.

Secilen goriintiiler TIFF formatindan BMP formatina gevrildi.
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3B goriintiileme ve analiz i¢in kemik defektini i¢ine alacak yaklasik 4-5 mm’lik
kistm DataViewer programi (v.1.5.2.7.;Skyscan, Kontich, Belgika) yardimi ile segildi.

(Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Defekt bolgesini iceren kismin DataViewer programi yardimiyla
secilmesi.

Daha sonra kaydedilen bu goriintiiler CT analyser (CTAn;v.1.16.4.1.;Skyscan,
Kontich, Belgika) programinda agildi. CTAn programinda acgilan ham goriintii
sayfasinda kesitler lizerinde hesaplama icin ornek iizerinde ilgili bolim se¢ildi (Sekil

3.9). Bu programda kemik defektinin bulundugu kisim ROI igerisine alind1 (Sekil 3.10).
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Sekil 3.9. Ham goriintiiniin CTan programi ile agilmasi.
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Sekil 3.10. Kemik defektini iceren boliimiin ROI i¢ine alinmasi.

Daha sonra CTAn programinda goriintiilerin 3B analizi yapilmasi i¢in gerekli
boliimler agildi. Olgiim yapilabilmesi icin degerlendirilecek yapmin dogru tresholding
degerleri girildi. Bu degerlere gore l¢ctim yapildi.

Yogunluk hesaplamasinda 0.25 ve 0.75 yogunluk degerlerine sahip 2 farkli

fantom ¢ubugu Mikro-BT cihazinin i¢inde drnekler ile ayn1 parametrelerde su dolu bir
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numune tutucu igerisinde tarandi. Her bir fantom c¢ubugu ayri1 ayr ilgi alami igine
alinarak yogunluk degerleri kaydedildi. Cikan bu degerler 0.25 ve 0.75 kalibrasyon
degerleri olarak girildi ve kaydedildi. Daha sonra taranan 6rnekler CTAN programinda

tekrar agild1 ve yogunluk ve hacim degerleri hesaplandi.

3.4. Histokimyasal ve immunohistokimyasal numune hazirhklar: ve

degerlendirme

3.4.1. Doku Orneklerinde Histokimyasal Calismalar

3.4.1.1. Doku Takip Calismalari, Kesitlerin Elde Edilmesi

En az 48 saat %10 noétral formalin soliisyonu igerisinde fiksasyonu saglanan
doku ornekleri, dekalsifikasyon igin %10’luk formik asit ¢ozeltisi igerisine alindi. 6-7
haftalik dekalsifikasyon islemi siiresince sollisyonlar 10 giinde bir yenilendi.
Dekalsifikasyonu takiben, bir gece akan suda yikama islemine tabi tutulduktan sonra
sirastyla asagidaki islemlerden gecirildi.

a) Suyun dokulardan uzaklastirilmasi (Dehidratasyon)

Dokular dereceli alkollerde sirasiyla belirtilen siirelerde bekletildi.

Alkol derecesi Siire

%50 1 saat bekletildi.
%70 1 saat bekletildi.
%80 1 saat bekletildi.
%90 1 saat bekletildi.
%96 1 saat bekletildi.
%100 1 saat bekletildi.
%100 1 saat bekletildi.
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%100 1 saat bekletildi.

b) Seffaflandirma

Ksilolde 3-10 dk (Her 3 dk da bir kontrol edilerek islem sonlandirildi).
c) Parafin Emdirme

S1v1 parafin (60°C etiivde) 30 dk bekletildi.

Kat1 parafin (oda sicakliginda) 1 gece bekletildi.

d) Gomme

Sert parafin, igerisine gdmiilen dokularla bloklar halinde hazirlandi.

e) Kesitalma

Hazirlanan parafin bloklardan kizakli mikrotom kullanilarak 4 mikron

kalinliginda kesitler alindi.

3.4.1.2. Kesitlerin Hematoksilen-Eozin ile Boyanmasi (H-E)

Histokimyasal degerlendirme i¢in preparatlara Hematoksilen- Eozin ile rutin

boyama yapildi. Uygulanan boyama protokolii sirasiyla asagida belirtilmistir.

Yapilan islem Siire

1.Deparafinizasyon

A) 60 °Cetiiv 45 dk bekletildi.

B) Ksilol I 20 dk bekletildi.
C) Ksilol 11 20 dk bekletildi.

2. Alkol serisi
A) %96 10 dk bekletildi.
B) %90 10 dk bekletildi.
C) %80 10 dk bekletildi.
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D) %70 10 dk bekletildi.
3. Distile Su 5 dk bekletildi.

4. Hematoksilen 2 dk bekletildi.

5. Cesme suyu 5 dk bekletildi, sonra 2-3 tur akan suda yikandi.
6. Asit alkol 3-4sn

7. Cesme suyu 5 dk bekletildi, sonra 2-3 tur akan suda yikandi.
8. Eozin 2 dk bekiletildi.

9. Cesme suyu 5 dk sonra 2-3 tur akan suda yikandi.

10. %70- %80- %90 alkol serisinden sirastyla batir ¢ikar yaparak gecirildi.
11. Ksilol 1 gece bekletildi.

12. Kapatma (Entellan)

3.4.2. Doku Orneklerinde immunohistokimyasal Calismalar

3.4.2.1. Doku Takip Calismalari, Kesitlerin Elde Edilmesi

Fiksasyonu saglanan dokulara yukarida sayilan doku takip islemleri sirasiyla
uygulanarak dokular parafine goémiildi. Kizakli mikrotom ile lizinli lama 4 pum

kalinliginda seri kesitler alindu.

3.4.2.2. immiinohistokimyasal Boyama

3.4.2.2.1. Immiinohistokimyasal Boyamada Kullamlan Kimyasallarin

Hazirlamis1
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Primer (Cogul Klonlu-Poliklonal) Antikor:

-Anti-RUNX2 (Anti-mouse monoklonal anti-RUNX2 antibody, Abcam),
antikor dillisyon soliisyonu ile 1:50 oraninda sulandirildi, osteoblastlari isaretler.

-Anti-Cathepsin K (Anti-rabbit poliklonal Anti-Cathepsin antibody, Abcam),
antikor dillisyon soliisyonu ile 1:50 oraninda sulandirildi, osteoklastlar isaretler.

Sekonder antikor:

SensiTek Anti-Polyvalent Biotinylated Antibody, hazir soliisyon seklinde
kullanildi.

Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS; Phosphate Buffer Solution 25X):

Seyreltme ¢ozeltisi olarak kullanildi. 1500 ml distile suya 500 ml PBS
karistirilarak hazirlandi. Her boyama i¢in taze soliisyon hazirlandi.

Sodyum Sitrat Soliisyonu (Citrate Buffer 10X):

450 ml distile suya 50 ml Citrate Buffer soliisyonu karistirilarak hazirlandi. Her
boyama i¢in taze soliisyon hazirlandi.

Hidrojen Peroksit Soliisyonu (%3):

Hazir soliisyon seklinde kullanildi.

DAB (3, 3 diaminobenzidin) Kromojen:

Bu madde ikincil antikor olarak kullanilan Horseradish-peroksidaz enziminin
substratr olarak kullanildi. Uretici firmanin (Scytek, Utah, Amerika Birlesik Devletleri)
Onerisine gore 125 ml substrat i¢in 7,5 ml kromojen igerecek sekilde karistirildi. Her
karigim kullanimindan yaklasik 20 dk 6nce taze olarak hazirlandi.

71t Boyama:

Zit boyamada amac¢ dokudaki antijenik olmayan hiicre ve hiicre yapilarin

boyamaktir. Zit boyama i¢in Hematoksilen kullanildi.
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Immiinohistokimyasal Boyama Prosediirii

Sirasiyla asagidaki islemler uygulandi.

1.

10.

11.

2-3 um kalinliginda elde edilen parafin kesitler etiivde 60 °C’de 1 saat
bekletildi.

Deparafinizasyon islemi i¢in Ksilol-1’de 10 dk, Ksilol-2’de 10 dk bekletildi.
Dehidratasyon islemi i¢in sirasiyla,

%100’k alkolde 5 dk bekletildi.

o

b. %96’lik alkolde 5 dk bekletildi.

€. %90’lik alkolde 5 dk bekletildi.

d. %80’lik alkolde 5 dk bekletildi.

e. %70’lik alkolde 5 dk bekletildi.

Iki ayr1 PBS soliisyonunda 5’er dk bekletildi.

Antijen retrievel uygulamasi icin sitrat buffer tamponu i¢inde mikrodalga
firinda 600W’da 2 dk 1s1tild1 ve 20 dk +4°C’de sogumaya birakildi.

Ucg ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

PAP Pen kalem ile polilizinli lamlarin {izerindeki doku kesitlerinin etrafi
¢izildi. Bu islem ileriki safthalarda da gerektikce tekrarlandi.

Dokularin iizerini kaplayacak sekilde ve diger dokularla karigmamasina
dikkat edilerek nemli ortamda %3 liik H,O, soliisyonu damlatildi. 10 dk oda
sicakliginda bekletildi.

Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

Dokunun iizerini kapatacak sekilde Super Block damlatilarak 5 dk bekletildi.
Lamlardaki 1. kesitlere anti-RUNX2 primer ab, 2. kesitlere anti-Cathepsin K
primer ab, 3. kesitlere kontrol amaciyla sekonder antikor damlatildi. Lamlar

nemli kabin igerisinde +4°C’de bir gece bekletildi.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Ertesi giin kesitler {i¢ ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

Sekonder antikor (SensiTek Anti-Polyvalent Biotinylated Antibody),
dokularin iizerini kaplayacak sekilde damlatilarak 20 dk bekletildi.

Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

Dokunun iizerini tamamen kaplayacak sekilde Streptavidin Horseradish
Peroksidaz (SensiTek HRP) damlatildi ve 20 dk bekletildi.

Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

DAB Kromojen soliisyonu, dokularin iizerine damlatildi ve reaksiyon

vermesi icin 10 dk bekletildi.

Ug ayr1 PBS soliisyonunda 3’er dk bekletildi.

Hematoksilen dokularin tizerini kaplayacak sekilde damlatilarak 30 sn
bekletildi.

Cesme suyunda 5 dk yikandi.

Sirasiyla %70, %80, %90 ve %100’lik alkol serilerinden batir ¢ikar
yapilarak gecirildi.

Kesitler seffaflasana kadar ksilolde bekletildi.

Entellan kullanilarak kapama yapildi.

Boyanan oOrnekler binokiiler mikroskopta incelenip degerlendirildi ve

goriintiileme donanimi ile fotograflar elde edildi.

3.5. istatistiksel Analiz

Calisma verilerinin istatistiksel degerlendirmesi IBM SPSS 22.0 (SPSS Inc.,

Chicago, Illinois, ABD) ile yapildu.

Mikro bilgisayarli tomografi ile yapilan yogunluk ve hacim Ol¢limiine ait

degiskenlere iligkin tanimlayici istatistiksel Ol¢iit olarak aritmetik ortalama (Ort) =+

standart sapma (SS) ve median (M), minimum (Min), maksimum (Maks) kullanildi.
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Degiskenlere iliskin verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro
Wilk testi ile test edildi. Testin sonucuna gore; Kruskal-Wallis Varyans Analizi
kullanildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Histokimyasal ve immunohistokimyasal analizlerin sonucu elde edilen verilerin
tanimlanmasi ise median (min-max) ile yapildi.

Osteoblast varligi, fibroz bag doku varligi, hasarli bolgenin asil kemik dokuya
tam implantasyonu ve osteoklastlarin varligi yoniinden gruplarin karsilastirilmasi
Kruskal-Wallis Varyans Analizi ile yapildi. Gruplardaki ikili karsilastirmada ise

Conover testi kullanildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mikro Bilgisayarh Tomografi Bulgular:

Kontrol grubu ile deney gruplari arasindaki kiyaslama, olusan yeni kemigin hacim

ve yogunlugu dikkate alinarak yapilmistir.
Olusturulan defekt bolgesinde yeniden olusan kemigin hacim degerleri
kargilagtirmali olarak incelendi. Her ii¢ grup da hacim degerleri acisindan
karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.317) (Tablo

4.1)), (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3).

Sekil 4.1. Kontrol grubuna ait bir ham goriintii 6rnegi
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Sekil 4.3. Exenatide grubuna ait bir ham goriintli 6rnegi
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Tablo 4.1. Yeni olusan kemiklerin mm?® cinsinden hacim degerlerinin gruplara gore

karsilastirilmasi
Grup Ort. +SS M Min Maks p
Kontrol 0.52 +0.49 0.47 0.05 1.69
Metformin  1.37 +1.56 0.58 0.17 4.48
Exenatide  0.76 +0.38 0.70 0.19 1.40
0.317

Olusturulan defekt bolgesinde yeniden olusan kemigin yogunluk degerleri

karsilagtirmali olarak incelendi. Her ii¢ grup da yogunluk degerleri acisindan

karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.496) (Tablo

4.2.).

Tablo 4.2. Yeni olusan kemiklerin gr/em® cinsinden yogunluk degerlerinin gruplara

gore karsilastirilmasi

Grup Ort. +SS M Min Maks p
Kontrol 26.5 +7.5 26.99 16.54 42.30
Metformin  42.04 +28.61 28.23 19.95 92.21
Exenatide 26.44 +7.8 24.82 17.9 36.34
0.496
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4.2. Histokimyasal Bulgular

Kontrol grubu ile deney gruplari arasindaki kiyaslama; yeni kemik yapim alanlari
(osteoblastik aktivite), hasarli bolgenin komsu durumdaki saglam kemik doku ile
arasindaki bilesim Ve osteoklastik aktivite dikkate alinarak yapilmuistir.

Her ii¢ grubun doku orneklerinden kesit alindiginda kesitlerde hasarli kisim;
genellikle i¢i bos ve saglam kemige tam olarak kaynamadigindan doku biitlinliigii tam
saglanmamis seklindeydi. Gruplarda hasarin oldugu kemik doku bdlgesinin smnir
kisminda; lamelsiz spikiiler tarzda primer kemik doku olusumlar1 (olgunlasmamis),
osteoblastlar, yer yer osteoklastlar, yogun fibr6z bag dokusu ve yag hiicreleri
gbzlemlenmistir.

Gruplar karsilastirildiginda tiim gruplarda fibréz bag dokusu olusumuyla beraber
hasarli kisim saglam kemik dokusuna tam kaynamadigindan kapanmanin olmadig
gbzlemlenmistir. Bu durum doku 6rneklerinden kesit alininca tam bir doku biitlinliigii
saglanamadigindan, hasarli kismin genelde i¢i bos sekilde gelmesiyle gozlemlenmistir.
Yeni kemik olusumlarinin hasarlt bélgenin ¢evresinde kompakt kemige dogru baslamis
oldugu gozlenmistir.

Deneysel parametrelerin histolojik (yapisal) degerlendirmesi asagidaki gibi
skorlanmustir:

- (negatif skor): Higbir yapisal degisikligin olmamasi,

+ (1 pozitif skor): Hafif derecede,

++ (2 pozitif skor): Orta derecede,

+++ (3 pozitif skor): Ciddi derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir.

Olusturulan defekt bolgesinde goriilen osteoblast, fibroz bag doku, osteoklast
varligi ve hasarli bolgenin saglam kemik dokuya tam implantasyonu karsilastirmali

olarak incelendi. Gruplar arasinda fibroz bag doku varligi (p=0.072) ve hasarli bolgenin
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saglam kemik dokuya tam implantasyonu (p=0.386) agisindan anlamli fark
bulunmamustir (Tablo 4.3.).

Osteoblast (p=0.007) ve osteoklast (p=0.007) hiicrelerinin varlig1 agisindan
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur. Her iki degiskende
metformin ve exenatide gruplarinin, kontrol grubuna gore farklilik olusturdugu
(p<0.05), metformin ve exenatide gruplar1 arasinda farkliligin olmadig (p>0.05)
saptanmustir (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Yeni olusan kemiklerde osteoblast, fibroz bag doku, osteoklast

varligi ve hasarli bélgenin saglam kemik dokuya tam implantasyonunun gruplara gore

Karsilastirilmasi
Kontrol Metformin Exenatide
median median median
(min-max) (min-max) (min-max)
p
Osteoblast 1(0-3) 3(2-3) 2 (1-3) 0.007
Fibr6z Bag 1 (0-3) 3(1-3) 2 (1-3) 0.072
Doku
Osteoklast 1 (0-3) 3 (2-3) 2 (1-3) 0.007
Hasarl
Bdlgenin
Saglam Kemik
Dokuya Tam

Kemik yapimi bakimindan gruplar karsilastirildiginda en az kemik yapiminin
ilag uygulanmayan kontrol grubunda oldugu goriilmiistiir (p=0.007) (Sekil 4.4, Sekil

4.5). Gruplar arasinda kemik olusumunun ve iyilesmenin en iyi metformin verilen
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grupta oldugu gozlemlenirken (Sekil 4.6, Sekil 4.7), exenatide verilen grupta da kismen

de olsa kontrol grubuna kiyasla fazla oranda kemik olusumu ve iyilesme

gozlemlenmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9).

Sekil 4.4. Kontrol grubuna ait hematoksilen — eozin ile boyanmis doku &rnegi.
Kirmiz1 oklar; komsu-saglam kemik bolgesine ait sinir bolgesi, mavi yildiz; fibroz bag

dokusu (10x biiyiitme).
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Sekil 4.5. Kontrol grubuna ait hematoksilen — eozin ile boyanmis doku 6rnegi.
Kirmiz1 oklar; komsu-saglam kemik bolgesine ait sinir bolgesi, mavi yildiz; fibroz bag

dokusu (20x biiyiitme).

Sekil 4.6. Metformin verilen grubuna ait hematoksilen — eozin ile boyanmis
doku ornekleri. Kirmizi oklar; komsu-saglam kemik bolgesine ait sinir bolgesi, mavi

yildiz; fibr6z bag dokusu, siyah oklar; yeni kemik alanlar1 (10x biiyiitme).
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Sekil 4.7. Metformin verilen grubuna ait hematoksilen — eozin ile boyanmig
doku drnekleri. Kirmizi oklar; komsu-saglam kemik bolgesine ait sinir bolgesi, mavi ok;

yag hiicreleri, siyah oklar; yeni kemik alanlar1 (20x biiyiitme).

Sekil 4.8. Exenatide verilen grubuna ait hematoksilen — eozin ile boyanmis doku
ornekleri. Kirmiz1 oklar; komsu-saglam kemik bolgesine ait sinir bolgesi, mavi yildiz;

fibroz bag dokusu, siyah oklar; yeni kemik alanlar1 (10x biiylitme).
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Sekil 4.9. Exenatide verilen grubuna ait hematoksilen — eozin ile boyanmis doku
ornekleri. Kirmizi oklar; komsu-saglam kemik bolgesine ait sinir bolgesi, mavi yildiz;

fibroz bag dokusu (20x biiyiitme).

4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

RUN X: Osteoblastlari isaretler, ¢ekirdek boyamasi gozlenir.

Catepsin K: Osteoklastlar1 igaretler, sitoplazmik boyanma gozlenir.

Yeni kemik olusumunda yikim oranina esit ya da daha fazla yapim oldugu igin,
RUN X ile boyanmalara yakin oranda Catepsin K ile boyanmalar gézlemlenmistir.

Gruplar kiyaslandiginda en az RUN X pozitif (+) boyamanin ilag uygulanmayan
kontrol grubunda oldugu goriilmistir (p=0.007) (Sekil 4.10, Sekil 4.11). Gruplar
arasinda RUN X pozitif (+) boyamanin metformin verilen grupta (Sekil 4.12, Sekil
4.13) ve exenatide verilen grupta (Sekil 4.14, Sekil 4.15), kontrol grubuna kiyasla fazla

oldugu gézlemlenmistir (p=0.007).
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Sekil 4.10. Kontrol grubuna ait RUNX ile boyanmis doku 6rnekleri. Kahverengi

kisimlar pozitif (+) boyanmalari gosterir (10x biiyiitme).

Sekil 4.11. Kontrol grubuna ait RUNX ile boyanmis doku ornekleri. Kahverengi

kisimlar pozitif (+) boyanmalari gosterir (20x bilyiitme).
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Sekil 4.12. Metformin grubuna ait RUNX ile boyanmis doku ornekleri.

Kahverengi kisimlar pozitif (+) boyanmalari gosterir (10x biiyiitme).

Sekil 4.13. Metformin grubuna ait RUNX ile boyanmis doku ornekleri.

Kahverengi kisimlar pozitif (+) boyanmalari gosterir (20x biiyiitme).
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Sekil 4.14. Exenatide grubuna ait RUNX ile boyanmis doku o&rnekleri.

Kahverengi kisimlar pozitif (+) boyanmalar1 gosterir (10x biiylitme).

Sekil 4.15. Exenatide grubuna ait RUNX ile boyanmis doku Ornekleri.

Kahverengi kisimlar pozitif (+) boyanmalari gosterir (20x biiyiitme).

Gruplar kiyaslandiginda en az Catepsin K pozitif (+) boyamanin ilag
uygulanmayan kontrol grubunda oldugu goériilmistiir (p=0.007) (Sekil 4.16, Sekil 4.17).
Gruplar arasinda Catepsin K pozitif (+) boyamanin metformin verilen grupta (Sekil
4.18, Sekil 4.19) ve exenatide verilen grupta (Sekil 4.20, Sekil 4.21), kontrol grubuna

kiyasla fazla oldugu gozlemlenmistir (p=0.007).
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Sekil 4.16. Kontrol grubuna ait Catepsin K ile boyanmis doku oOrnekleri.

Kahverengi kisimlar pozitif (+) boyanmalari gosterir (10x biiylitme).

Sekil 4.17. Kontrol grubuna ait Catepsin K ile boyanmis doku o&rnekleri.

Kahverengi kisimlar pozitif (+) boyanmalar1 gosterir (20x biiylitme).
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Sekil 4.18. Metformin grubuna ait Catepsin K ile boyanmis doku ornekleri.

Kahverengi kisimlar pozitif (+) boyanmalari gosterir (10x biiyiitme).

Sekil 4.19. Metformin grubuna ait Catepsin K ile boyanmis doku ornekleri.

Kahverengi kisimlar pozitif (+) boyanmalar1 gosterir (20x biiylitme).
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Sekil 4.20. Exenatide grubuna ait Catepsin K ile boyanmis doku ornekleri.

Kahverengi kisimlar pozitif (+) boyanmalari gésterir (10x biiyiitme).

Sekil 4.21. Exenatide grubuna ait Catepsin K ile boyanmis doku ornekleri.

Kahverengi kisimlar pozitif (+) boyanmalari gosterir (20x biiyiitme).
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5. TARTISMA

Yapilan literatiir taramasinda metformin ve exenatide ilaclarinin bir kemik
defekti iizerindeki etkilerini degerlendiren bir klinik ¢alisma bulunmadigi ve daha fazla
preklinik caligmaya ihtiya¢ duyuldugu goriilmiistiir. Calismamizda hem uygun doku,
boyut ve anatomiye sahip olmasi nedeniyle hem de filogenetik skaladaki siralamasinin
diisiik olmasi nedeniyle rat tiirii kullanilmasi tercih edilmistir. Bununla birlikte rat
tiiriiniin kemik metabolizmasi ¢ok hizlidir ve bu da ¢alismamizin sinirlamalarindan
birini olusturmaktadir.

Ulkemizde metformin ilac1 sadece tablet formunda bulunurken, exenatide ilaci
sadece enjeksiyon formunda bulunmaktadir. Bu iki ilacin etkilerinin daha saglikli
karsilastirilabilmesi i¢in metformin ilaci intraoral gavaj yoluyla, exenatide ilaci ise
intraperitoneal yolla verilmistir. Fakat exenatide ilacinin normal kullanimi subkiitan
seklindedir. Exenatide ilacinin etkisi bu kullanim yolu farklili§i nedeniyle olmasi
gerekenden daha diisiik ¢ikmis olabilir. Bununla birlikte intaperitonal yolla verilen ilag
direk olarak sirkiilasyona dahil olurken, intraoral yolla verilen ila¢ sirkiilasyona
katilmadan 6nce mideden absorbe olmaktadir. Buna baglh olarak da intraperitoneal yolla
verilen ilacin biyoyararlanimi daha yiiksektir. Bu da metformin ilacinin etkilerinin
exenatide ilacinin etkilerine kiyaslanmasinda géz 6niinde bulundurulmalidir.

Apikal periodontitis, endodontik kokenli etiyolojik ajanlarin neden oldugu
periradikiiler bir doku bozuklugudur. Bu durum periradikiiler sert dokularin
rezorpsiyonu ile birlikte periodontal ligamentin yikimi ve kronik lezyon olusumu ile
sonuglanabilir (50). Buna genel olarak apikal kdk kanalinda bulunan veya periapikal
dokularda bulunan mikroorganizmalar neden olur. Fakat travma gibi fiziksel ya da diger
kimyasal irritasyonlar sonucunda da enflamasyon goriilebilir. Bu siirece spontan agrilar,
diste yiikselme hissi ve perkiisyona duyarlilik eslik edebilir ve bu ilk semptomatik

lezyonlar akut apikal periodontitis olarak goriiliir. Sonug olarak aseptik ve enfeksiyoz
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enflamasyonlar arasinda net bir ayrim olmadigi belirtilmelidir. Doku tepkisi genellikle
hiperemi, damar tikanikligi, periodontal ligamentte o6dem ve nétrofillerin
ekstravazasyonu ile sonuglanan enflamasyonun tipik ndrovaskiiler tepkisi ile baslar
(15). Calismamizda olusturdugumuz defektler steril olarak hazirlanmis ve yara bolgesi
primer olarak kapatilmistir. Buna bagli olarak heniiz enfekte olmayan bir apikal
periodontitis modeli taklit edilmistir.

Diabetes mellitus, apikal periodontitis ile olasi bir iliskisi olan sistemik bir
hastaliktir (108, 109). Diabetes mellitus, pankreas B-hiicrelerinin islev bozukluguna
bagli olarak, insiilin sekresyonunda ve/veya periferal insiilin direnci gdsteren ve ana
ozellik olarak hiperglisemiye neden olan metabolik bir hastaliktir (110, 111). Diabetes
mellitus varliginda l6kositlerin fonksiyonu; proinflamatuar sitokinlerin saliniminin
artmasi ve makrofaj biiylime faktorlerinin salgilanmasinin azalmasi, kronik enflamatuar
stireclerin gelismesini kolaylastirmak ve doku onarim yetenegini azaltmak ile degistirilir
(112). Son zamanlarda yapilan bir meta-analiz diyabet ile diyabetik hastalarda gecikmis
periapikal onarimi goésteren ¢alismalarla uyumlu olarak, apikal periodontitisin
radyolojik bulgular ile kok dolgulu dislerin siklig1 arasinda anlamli bir iligki oldugunu
gostermistir (113).

Genel olarak, diyabet hastalar1 diyabetik olmayanlara kiyasla daha diisiik kemik
kalitesine sahiptir ve diyabetin kemik dokusunu (osteopeni ve osteoporoz)
etkileyebilecegi bildirilmistir. Diyabet; glukoz metabolizmasi bozuklugu, kemik
mikrovaskiiler fonksiyonunun bozulmasi, glukoz oksidatif tiirevleri ve kas endokrin
fonksiyonuyla kemikleri etkiler (114). Jeyabalan (115) ve arkadaslar1 saglikli ratlarla
yaptigi ¢alismada metforminin trabekiiler kemik hacminin artisinda anlamli bir fark
olusturmadig1 mikro bilgisayarli tomografi kullanarak yaptigi Ol¢timlerle bulmustur.

Zhao ve ark. (116) glukokortikosteroid ile osteoporoz olusturduklari bir hayvan
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deneyinde, metforminin trabekiiler kemik hacminde artisa neden oldugunu fakat
kortikal kemikte herhangi bir etki gostermedigini bulmustur. Lai ve ark. (117) ratlarin
mandibular kemiklerinde olusturdugu periapikal lezyonlarin iyilesmesi i¢in lokal
metformin uygulamis ve 4 haftanin sonunda metforminin lezyon hacmini kii¢tilttiigiini
bildirmistir. Kortikal kemigin yeniden sekillenme zamani trabekiiler kemige gore daha
uzundur (118). Calismamiz olusturulan defekt bolgelerindeki kemik hacmi ve
yogunlugunun mikro bilgisayarli tomografi ile incelendigi ilk ¢alismadir. Bulgularimiz
metforminin kemik hacmi (p=0.317) ve kemik yogunlugu (p=0.496) ag¢isindan anlamli
bir fark olusturmadigini gostermektedir. Bunun nedeni ¢alismamizin siiresinin gorece
kisa olmasi (10 giin) ve defektlerin kortikal kemikte olusturulmasi olabilir.

Meng ve ark. (119) halihazirda kemik kaybi goriilen farelerde, exendin-4’{in
orneklerin femur ve vertebralarinda kemik hacmi ve yogunlugunu arttirdigini mikro
bilgisayarli tomografi kullanarak yaptiklari 6lgiimlerle bulmuslardir. Ma ve ark. (120)
da ovariektomize ratlarin femur ve vertebralar1 ile yaptiklar1 ¢alismada exendin-4’iin
kemik hacmi ve yogunlugunu arttirdigini mikro bilgisayarli tomografi kullanarak
yaptiklar1 Olgtimlerle bulmuslardir. Pereira ve ark. (90, 121) farelerin tibialarinda
yaptiklart farkli ¢aligmalarda exendin-4’iin ve exenatidin trabekiiler kemik hacmini
arttirdigin1 fakat kortikal kemik hacmi iizerine bir etkisi olmadigini bildirmislerdir.
Nuche-Berenguer ve ark. (122) ise exendin-4’iin kemik hacmi ve yogunluguna herhangi
bir etkisi olmadigini bildirmistir. Calismamizda exenatidin kemik hacmi/yogunlugu
acisindan anlamli bir fark olusturmadigi bulunmustur. Calismamizda olusturdugumuz
defektler kortikal kemikte olusturulmustur. Bulgularimiz exenatidin kortikal kemikte
hacim (p=0.317) ve yogunluk (p=0.496) {iizerine etkisi olmadigini belirten diger
caligmalarla uyumludur (90, 121, 122). Bunun nedeni de ¢alismamizin siiresinin gorece

kisa olmas1 (10 giin) ve defektlerin kortikal kemikte olusturulmasi olabilir.
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Diyabetik hastalarda glikasyon son iiriin seviyeleri yiikselmekte, doku oksidatif
stresini ve inflamatuar tepkileri arttirmaktadir (123). Bazi in vitro c¢alismalarda,
glikasyon son iiriinlerinin osteoblastik proliferasyon (124) ve osteoklastik rezorbsiyon
(125) tizerinde uyaric etkilere sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir. Cortizo ve ark. (85) hiicre
kiiltiiriinde yaptig1 bir ¢alismada metforminin osteoblast hiicrelerinin proliferasyonunu,
farklilasmasini ve mineralizasyonunu arttirdigini bulmuslardir. Molinuevo ve ark. (86)
diyabetik olmayan ratlarin parieatal kemiklerinde benzer defekt olusturarak yaptiklari
calismada metforminin kemik reossifikasyonunda artisa sebep oldugunu bildirmislerdir.
Her iki calisgmada da metforminin kemik hiicreleri iizerinde dogrudan etkiler
uygulayarak osteoprogenitor hiicrelerin osteoblastik fenotip ve kemik olusumuna
bagliligini tetikleyebilecegini gosterilmektedir (85, 86). Calismamizin bulgulart da
metforminin osteoblast sayisini kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde arttigini
gostermektedir (p=0.007). Kanazawa ve ark. (5) hiicre kiiltiiriinde yaptigi ¢alismada
metforminin osteoblastik hiicrelerin AMPK aktivasyonu yoluyla farklilagsmasini ve
minerallesmesini arttirdigin1 bulurken, Kasai ve ark. (126) ise hiicre kiiltiiriinde yaptigt
calisgmada metforminin AMPK sinyalizasyonunu inhibe ederek osteoblastik aktiviteyi
olumsuz etkiledigi belirtmistir. Bu durum kullanilan metformin dozunun ve
degerlendirmede kullanilan yontemlerin farkliligs ile agiklanabilir.

Pereira ve ark. (121) diyabetik fareler lizerinde yaptiklar1 ¢alismada exenatidin
osteoblast sayilar1 {izerine diisiik glikoz ortaminda etkisinin olmadigini fakat yiiksek
glikoz igeren ortamda osteoblast sayisini arttirdigini bulmuslardir. Ma ve ark. (120)
ovariektomize ratlarda yaptigr calismada GLP-1 reseptor agonisti exendin-4’{in
osteoblastik aktiviteyi arttirdigini bulmustur. Meng ve ark. (119) yaptiklar1 ¢alismada
exendin-4’iin osteoblastik aktiviteyi arttirdigini bulmustur. Mansur ve ark. (127) yiiksek

yagli beslenen diyabetik ratlarda yaptigi calismada exenatidin osteoblast sayisini
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arttirdigini bildirmistir. Calismamizda sentetik exendin-4 olan exenatide kullanilmistir.
Bilgilerimiz dahilinde, calismamiz exenatidin osteoblastik etkisinin bir defekt
olusturularak incelendigi ilk ¢alismadir. Bununla birlikte exenatidin osteoblast sayisini
kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde arttirdigi bulunmustur (p=0.007) ve
bulgularimiz diger ¢alismalarla uyumludur (119, 120).

Metforminin osteoklastlar tizerine etkisini arastiran gesitli calismalar yapilmistir.
Bak ve ark. (128) yaptig1 bir ¢alismada metforminin, osteoklast olusumu tizerinde higbir
etkisi olmadigini bildirmistir. Bununla birlikte Gao ve ark. (129) metforminin, RANKL
ile indiiklenen osteoklastlarin in vitro differasyonunu onledigini gostermistir. Ayrica,
Mai ve ark. (130) ovaricktomize siganlarda oral metformin tedavisinin kemik tizerindeki
etkilerini arastirmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, metforminin osteopretogerin sentezini
uyarip, osteoblastlarda RANKL ekspresyonunu azaltarak OPG/RANKL oraninin
artmasina ve in vivo ve in vitro osteoklast differasyonunun azalmasina neden oldugunu
belirtmistir. Bu c¢alismalarin hicbirinde kemiklerde bir defekt olusturulmamistir.
Molinuevo ve ark. (86) ise diabetik olmayan ratlarin parieatal kemiklerinde defekt
olusturarak yaptigi ¢alismada, metforminin diyabetik olmayan hayvanlarda toplam
osteoklastik aktiviteyi arttirdigini  bulmustur. Bizim ¢alisgmamizin bulgular1 da
metforminin osteoklast sayisini kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttirdigini
gostermistir (p=0.007) ve bu g¢alismanin bulgular ile uyumludur (86). Osteoklastik
kemik rezorpsiyonunun normal remodelizasyon dongiisiinde osteoblastik kemik
olusumundan 6nce geldigi genel olarak kabul edilir (131). Kemigin hasar gérmesinden
sonra, hasarli bolgenin yakininda bulunan osteositler oliir. Osteositlerin 6liimii,
etkilenen bolgedeki osteosite bagimli kemik matrisinin tahrip olmasina neden olur. Olii
kemik dokusu osteoklastlar tarafindan parcalanir, boylece osteoblastlarin yeni canli

kemigi olusturmasi i¢in yer yaratir (132). Osteoklastlar ise belirli bir bolgeye
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alinmakta, kemige yapismakta ve tekrar emilmektedir. Osteoblastlar, rezorbe edilmis
bolgeleri, bilinmeyen bir mekanizma ile tanir, bu bolgelere go¢ eder ve defekti osteoidin
(kemik hiicre dis1 matrisi) salgilanmasiyla onarir. Boylece osteoklastik rezorpsiyon ve
osteoblastik formasyon birlestirilir (131). Kemik rezorpsiyonu ve kemik olusumunun
yakin koordinasyonu birlesme olarak bilinir ve ayni zamanda temel g¢ok hiicreli bir
birim olarak adlandirilir. Birlesme fizyolojik bir olaydan daha fazlasidir. Osteoblastik
soydaki hiicrelerin osteoklast farklilagsmasini diizenledigi, diizenleyici bir etkilesim
olusur (131). Bu etkilesimi gOstermek igin osteoblastlar veya stromal hiicreler
bicimindeki osteoblast Onciileri, osteoklast Onciileri kaynagi olarak kemik iligi veya
dalak hiicreleri ile kiiltiirlenmis ve sonucunda fonksiyonel osteoklastlarin olusumu
goriilmistiir (133, 134). Metforminin osteoklast sayisin1 kontrol grubuna gore anlamli
bir sekilde arttirdigini gosteren bulgularimiz (p=0.007) muhtemelen osteoklastlarin
osteoblastlarla lokal olarak birlestirilmesini igeren silirecte lezyon bolgesinde kemik
olusumunda ve yeniden yapilanmada bir artis1 yansitmaktadir (131, 132). Kemik
iyilesme modelimizde, metforminin defekt bolgesindeki yeniden kemiklesme ve
osteoklastik aktiviteyi eszamanli olarak arttirdigi, kemik olusumunda ve yeniden
yapilanmada uyumlu bir artis oldugunu ortaya koymustur.

Yamada ve ark. (7) GLP-1’in, Mansur ve ark. (127) ve Pereira ve ark. (121) ise
exenatidin osteoklast sayisi lizerine bir etkisi olmadigint bildirmistir. Bununla birlikte
Ma ve ark. (120) exendin-4’tin ovariektomizasyon sonrasi osteoklastik aktiviteyi
azalttigin1 bildirmistir. Calismamizda exenatide, kontrol grubuna gore osteoklast
sayisint anlamli  bir sekilde arttirmistir (p=0.007). Bu bulgular da metformin
bulgularimiz gibi osteoklastlarin osteoblastlarla lokal olarak eslesmesini igeren birlesme
fenomeni ile agiklanabilir. Bulgularimiz yine defekt bolgesinde kemik olusumunda ve

yeniden yapilanmada bir artis1 yansitir (131, 132).
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Kontrol altinda olmayan seker hastalar1 16kosit fonksiyonunda ve yara
iyilesmesinde daha fazla immiinolojik degisikliklere sahiptir (112, 135, 136). Jeyabalan
ve ark. (115) ratlarin femurlarinda kirik olusturarak yaptigi ¢alismada 4 haftanin
sonunda metforminin ratlarin kemiklerinde tam iyilesmeye bir katkisi olmadigim
bildirmistir. Calismamizda metforminin hasarli bolgenin saglam kemige tam
implantasyonuna anlamli bir etkisi olmadigi bulunmus olup (p=0.386), bulgularimiz
Jeyabalan ve ark. (115) yaptigi calismayla uyumludur. Calismamizda kullanilan
defektin iyilesmesi nispeten kisa bir siirede (10 giin) meydana gelir ve reossifikasyon
islemi intramembrandzdiir. Yani iyilesmesi endokondral kemik onariminda oldugu gibi
yumusak kallus olusumunu icermez. Ancak, lezyonun sert bir primer kemik callusu ile
dogrudan bir koprii olusturmasini igerir. Bu koprii daha sonra osteoklast ve
osteoblastlarin kombine etkisi ile olgun kemige yeniden doniisiir (86).

Calismamizda exenatidin hasarli bolgenin saglam kemige tam implantasyonuna
anlamli bir etkisi olmadigi bulunmus olup (p=0.386), bu durum da exenatidin kortikal
kemik iizerine etkisinin olmamasi ve olusturdugumuz defektlerin iyilesmesi igin

bekledigimiz siirenin (10 giin) az olmasiyla aciklanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Iki farkli anti-diyabetik ilacin periapikal lezyon benzeri defektlerin iyilesmesine
etkisinin degerlendirildigi bu hayvan deneyi c¢aligmasinin sinirlart dahilinde su
sonuclara varilmistir:

e Exenatide ve metformin ilaglarinin sistemik yollarla verilmesi kemik
iyilesmesinde hacim ve yogunluk olarak kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir fark olusturmamustir. Bununla birlikte metforminin, hacim
ve yogunlugu sayisal deger olarak daha fazla arttirdig1 goriilmiistiir.

e Exenatide ve metformin ilaglari, olusturulan defektlerde osteoblastik ve
osteoklastik aktiviteyi arttirmistir. Buna gore periapikal lezyonlara sahip
diyabet hastalarinda bu ilaglarin diizenli kullanimi periapikal lezyonlarin
iyilesmesine katki saglayacaktir.

e Bu calisma ilaglarin uygulanma sekli, uygulanma siiresi gibi parametreleri

degerlendirecek daha ileri calismalara rehber olacaktir.
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