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OZET

Amag: Bu ¢alismanin amaci, mangiferinin tip-11 diyabet modelinde implant
uygulamasi sonrasi osteointegrasyon siirecine olan etkilerini molekiiler ve morfolojik
acidan aragtirmaktir.

Gereg¢ ve Yontem: Calisma igin 3 aylik, 24 adet Sprague Dawley erkek rat
temin edilmistir. Hayvanlar kontrol, diyabet ve diyabet+mangiferin halinde 3 gruba
ayrilmigtir. Tiim hayvanlarin femur kemiklerine dental implant uygulanmistir. Ug
aylik deney siiresi sonunda hayvanlarin kan 6rnekleri alinmis ve implant bolgesi izole
edilmistir. Kan Orneklerinde rutin biyokimyasal parametreler Olclilmiis; Femur
orneklerinde ise Micro-CT, rt-qPCR, histolojik ve immiinohistokimyasal
degerlendirmeler yapilmistir.

Bulgular: Mangiferin diyabete bagl artan glukoz, trigliserit ve VLDL
diizeyleri ile karaciger enzim diizeylerini anlamli olarak azaltmistir. Diyabetik
sicanlara mangiferin verilmesiyle osteointegrasyon yiizdesi ve kemik hacmi artmais,
porozite azalmistir. Mangiferin diyabetle azalan DKKI1, BMP-2 mRNA
ekspresyonlarini ile OPN, OCN ve OSN mRNA ve protein diizeylerini artirmistir.
Ayrica mangiferin ile osteblast ve osteoid yiizey alanlari artarken, osteoklast ve
asinmis ylzey alanlart azalmistir.

Sonug¢: Calisma bulgular1 mangiferinin, tip-II diyabetle bozulan yara iyilegsme
siireci ve osteointegrasyon {izerinde yararli olacagini gostermektedir. Gelecek
caligmalarda mangiferinin etki mekanizmasinin tamamen aydinlatilmas1 ve
giivenilirliginin kanitlanmas: ile diyabet hastalarinda implant siirecinde mangiferin
kullanimt yararli olabilir.

Anahtar Kelimeler: Dental implant, Diyabet, Mangiferin, Osteointegrasyon,
Yara iyilesmesi, Wnt yolagi



INVESTIGATION OF OSSEOINTEGRATION AFTER IMPLANT
APPLICATION IN DIABETIC RATS WHICH GIVEN MANGIFERIN

Biinyamin ONGAN

Afyonkarahisar Health Sciences University, Faculty of Dentistry, Department of
Oral and Maxillofacial Surgery Dentistry Specialization Thesis
June 2023
Supervisor: Doc. Dr. Omer EKICI

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate the effects of mangiferin on the
osseointegration process after implant application in type-1l diabetes model from
molecular and morphological perspectives.

Materials and Methods: Twenty-four Sprague Dawley male rats, 3 months old,
were obtained for the study. Animals were divided into 3 groups as control, diabetes and
diabetes + mangiferin. All animals were dental implanted in the femoral bones. At the end
of the 3-month experiment period, the blood samples of the animals were taken and the
implant site was isolated. Routine biochemical parameters were measured in blood
samples; Micro-CT, rt-gPCR, histological and immunohistochemical evaluations were
performed on femur samples.

Results: Mangiferin significantly decreased diabetes-related glucose, triglyceride
and VLDL levels and liver enzyme levels. Administration of mangiferin to diabetic rats
increased the percentage of osseointegration and bone volume, and decreased porosity.
Mangiferin increased Dkk1, Bmp-2 mRNA expressions, which decreased with diabetes,
and increased OPN, OCN and OSN both mRNA and protein levels. In addition, osteoblast
and osteoid surface areas increased with mangiferin, while osteoblast and eroded surface
areas decreased.

Conclusion: The findings of the study suggest that mangiferin will be beneficial
on the wound healing process and osseointegration impaired by type-11 diabetes. In future
studies, the use of mangiferin in the implant process in diabetic patients may be beneficial,
with the full elucidation of the mechanism of action of mangiferin and proving its safety.

Keywords: Dental implant, Diabetes, Mangiferin, Osseointegration, Wound
healing, Wnt pathway

Vi



ICINDEKILER

Sayfa

BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK SAYFASI ...coevuiiiiiiiiiiniiesiensesissesessesienens ii
KABUL VE ONAY .ottt bbb ii
TESEKKUR .....coitiiiiiiiteisiiisisssetes sttt sttt bttt Y%
OZET oottt %
ABSTRACT L.ttt ne et Vi
ICINDEKILER ....cooviiecieieieeeeceete ettt en sttt en st en e, vii
KISALTMALAR VE SIMGELER DIZINI ......ccccociiiiiiniiiiiisecssseeeos ix
TABLOLAR DIZINI ...cooiiiiiiiiiicccsr s Xii
SEKILLER DIZINI.....cooieiiitieiceeiee ettt en s n s en e, Xiii
RESIMLER DIZINI......ooiiiiiiniiiiiiniisiisiesiess s XV
LI 128 A N 1N PR 1
2. GENEL BILGILER ......cooosiiiiiiiiiiiiiieicisesei st 3
2.1. Dental Implantlar ve OSteoiNterasyOn ..........c.veeveververieereseeeresrsessseeseseseesnan, 3
2.1.1. Dental iImplantlar ...........cccooiiiiiiiii e 4
2.1.2. OStEOINTEGrASYON .....eveeveeiiectie it ete ettt ste e ste ettt sre e te e reeae e 5
2.1.3. Osteointegrasyonu ve Implant Stabilitesini Degerlendirmede Kullanilan

Y ONEEIMNIET L.ttt et e 6
2.1.3.1. Histoloji ve HiStomOorfometri..........ccoovieiiiiniiiiieie e 6

2.1.3.2. Implant Stabilite OIGHMIETT...........cooeveriririiireieicreiee e 7

2.2. Diabetes MEllitUS. .......cccoviiiiciiiicee e 8
2.2.1. Diyabetin EpidemiyolojiSi..........cccoiiiiiiiniiiiiiieeeee e, 9
2.2.2. Diabetes Mellitus Tant Kriterleri........cccooovriiiiiiiicniieeeecc 10
2.2.3. Ag1z ve Dis Saglig1 A¢isindan Diyabete Bagli Komplikasyonlar-.......... 11
2.2.4. Diyabetin Yara Iyilesme Siireci UzerindeKi EtKileri............ccc.ccoevrvnnnee. 12
2.2.5. Diyabetin Kemik Gelisimi ve Implant Osteointegrasyonu Uzerindeki
BRI o 14
2.2.6. Deneysel Diyabet Olusturma Yontemleri.......ccoccvvvvieeiiieniiiie i 15

2.3. Yara lyilesmesinde Kullanilan Bitkisel Ajanlar ve Mangiferin..................... 16
2.3.1. MaNGITEIIN ..o s 18
2.3.2. Mangiferinin Oksidatif Stres ve Inflamasyon Uzerindeki Etkileri......... 19

vii



2.3.3. Mangiferinin Apoptoz Uzerine BtKileri...........ccoocvueverereriiererrerersnenan. 20

2.3.4. Mangiferinin Yara lyilesmesi Uzerine EtKileri .........c..ccooovveverirerrinnen. 21

3. GEREC VE YONTEM ......cooiiiiiiiiieiisicieiieie ettt 23
3.1. Arastirmaniun EtiK ONay1 ......ccocooiiiiiiiiiiiiiiiiieies e 23
3.2. Deney Hayvanlar1 Beslenmesi ve Bakimi..........ccocoovviiiiiiiiiicicn 23
3.3. Deney GIUPIATT ....ccviiiiiiiiiiiie e 24
3.4. Dental implantlarin UygUlanmas .............ceeveveverevineeenieseiessesssesesssssssssssssenns 25
3.5. Serumda Biyokimyasal Parametrelerin Olgimii .........ccocovvvevevevevirirerieereeennnn, 29
3.6. Femurda Real Time-PCR Yontemiyle mRNA Miktar Tayini ..........ccccveeeeee. 29
3.6.1. Toplam RNA Izolasyonu ve cDNA SentezZi...........ccoocvvrvevevrerererereninnenns 29
3.6.2. Kuantitatif Ger¢ek Zamanli PCR (Real time-PCR) Analizi................... 29
3.7. Kemik Doku ve Implantin Osteointegrasyonunun Micro-CT Yontemiyle
Degerlendirilmes .........oivieiriiieiieeie e 31
3.8. Histolojik ve immiinohistokimyasal Degerlendirme ...............cccccoueverernnnnee, 32
3.8.1. Histolojik Degerlendirme ..........ccoceeiieiiiiiieiiiese e 32
3.8.2. Iimmunohistokimyasal Degerlendirme.............cccoveveuevererreeerererereeeenenans 32
3.9. IstatiStKSEl ANALZ .......coeveeevreceiiicreieeceeseee st 33
4, BULGULAR ...ttt bbbt 34
4.1. Siganlarin AGIrlIKIArt......coooviiiiiiiic 34
4.2. Serumda Biyokimyasal Bulgular.............c.ccccoovveiiiiiiieiecc e 34
4.3. Kemik Dokuda mRNA DUzZeyIert .......cccccoviiiiiiiiiiiiii e 35
4.4. Implantin Osteointegrasyonunda Micro-CT Bulgulart ............ccccovevvverennne.. 46

4.5. Implantin Osteointegrasyonunda Histolojik ve Immunohistokimyasal Bulgular

............................................................................................................................... 54
4.5.1. Histolojik BUIQUIAT ..........coveiiiiiceceece e 54
4.5.2. Immunohistokimyasal Bulgular................ccceeveriireieverersnieccee e, 59

5. TARTISMA e e e e e e s e r e e e e e e s e anebaaeeees 66
6. SONUC VE ONERILER .......cciuitiictetetcteetete ettt 71
T KAYNAKLAR Lottt sttt ne s 72
e S PSP 84

viii



ROS
DM

STZ
RANK
RANK L
BMP
TGFp
RUNX2
NfkB
OPG
OPN
OSN/SPARC
DKK1
LRP5
IBSP
pm

PTV
Micro-CT
Ncm
RFA
OGTT
Poliiiri
Polidipsi
DSO
UDF
mmol
mg

dl
TNF-a
INOS
OCN
SHR

KISALTMALAR VE SIMGELER DIiZiNi

Reaktif Oksijen Tiirleri

Diyabetes Mellitus

Streptozotosin

Niikleer Faktor-Kappa B'nin Reseptor Aktivatorii
Niikleer Faktor-Kappa B'nin Reseptor Aktivator Ligandi
Kemik Morfogenetik Protein
Transforme Edici Biiyiime Faktor Beta
Runt iligkili Transkripsiyon F 2
Niikleer Faktor-kB Reseptor Aktivator
Osteoprotegerin

Osteopontin

Osteonektin

Dickkopf Wnt Sinyal Yolu Inhibitérii 1
Lipoprotein Reseptor Iliskili Protein 5
Integrin Baglayici Sialoprotein
Mikrometre

Periotest Degeri

Bilgisayarli Mikro Tomografi

Newton Santimetre

Rezonans Frekans Analizi

Oral Glukoz Tolerans Testi

Fazla Idrar Cikisi

Asirt Susuzluk

Diinya Saglik Orgiitii

Uluslararasi Diyabet Federasyonu
Milimol

Miligram

Desilitre

Tlimor Nekrotizan Faktor Alfa
Uyarilabilir Nitrik Oksit Sentaz
Osteokalsin

Obez Kendiliginden Hipersensitif Fare

iX



EMC Ensefalo Myokardit Viriisii

OSP Diger Yiizey Proteinleri

LDL Diisiik Yogunluku Lipoprotein

NO Nitrik Oksit

H20: Hidrojen Peroksit

MMP Matriks Metalopeptidaz

VEGF Vaskiiler Endotelial Biiylime Faktori
PI3K Fosfatidilinositol-3-Kinaz

nm Nanometre

mm Milimetre

kg Kilogram

ug Mikrogram

ul Mikrolitre

pA Mikroamper

ms Milisaniye

DEPC Dietil Pirokarbonat

i.p Intraperitoneal

HCI Hidroklorik Asit

NaCl Sodyum Kloriir

IM Intramuskiiler

cc Santimetre Kiip

Rpm Dakikadaki Devir Sayisi

Na Sodyum

VLDL Cok Diisiik Yogunluklu Lipoprotein
ALT Alanin Aminotransferaz

AST Aspartat Aminotransferaz

ALP Alkalen Fosfataz

dk Dakika

rt-PCR Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RNA Ribo Niikleik Asit

MRNA Mesajc1 Ribo Niikleik Asit

DNA Deoksiribo Niikleik Asit

cDNA Komplementer Deoksiribo Niikleik Asit
DKK1 Dickkopf-1



IBSP
Lrp-5
GAPDH
kv
HE
Ob.S/BS
Oc.S/BS
ES/BS
OS/BS
PBS
DCN

Kemik Sialoprotein

Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Reseptorii Protein 5
Gliseraldehit 3-Fosfat Dehidrojenaz

Kilovolt

Hematoksilen-Eozin

Osteoblast Yiizeyi

Osteoklast Yiizeyi

Asinmis Yizey

Osteoid Yiizey

Phosphate-Buffered Saline

Decorin

Xi



Tablo 3.1.

Tablo 4.1.
Tablo 4.2.

TABLOLAR DIiZIiNi

Sayfa

gRT-PCR yontemiyle mRNA ekspresyonu belirlemesi i¢in kullanilan
PHMEN QIZHTT ..o 30
Sicanlarin baslangic ve final agirliklart........cccccoceeiviiiii i 34
Siganlarin serum glukoz, trigliserit, VLDL, ALT, AST, ALP, kreatinin,

tire, iirik asit, fosfor ve sodyum diizeyleri..........cccoovvviiieiiiiiiiciicen 35

xii



Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

SEKILLER DiZINI

Sayfa
Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur 6rneklerinde BMP-2 mRNA
ekspresyonlarinin kargilagtirtlmast. ..........cccooveiieiiiiiieiicc, 36
Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur 6rneklerinde DKK1 mRNA
ekspresyonlariin karsilastirtlmasi. ......cccooocveviiieiiiin e 37
Real Time-PCR yo6ntemi ile siganlarin femur 6rneklerinde IBSP mRNA
ekspresyonlarinin kargilagtirtlmast. ..........cccoocvevieiiiiiiinicn, 38
Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur 6rneklerinde LRPS mRNA
ekspresyonlarinin kargilagtirilmast. ......ccceviieiiniienin e 39
Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur drneklerinde OCN mRNA
ekspresyonlarinin kargilagtirtlmast. ........c.occovveiieiiiiiicncecenn 40
Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur 6rneklerinde OPN mRNA
ekspresyonlarinin kargilagtirilmast. ......cccceviveiiiiiciiiee 41
Real Time-PCR yontemi ile si¢anlarin femur 6rneklerinde OSN mRNA
ekspresyonlarinin kargilagtirtlmast. ........ccoccovveiieiiiiiiieicsecn 42
Real Time-PCR yontemi ile sicanlarin femur 6rneklerinde OSP mRNA
ekspresyonlarinin kargilagtirtlmast. ........ccccooveiiiiiiiiiiin, 43
Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur orneklerinde RANKL
mRNA ekspresyonlarinin karsilagtirilmast. ... 44
Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur Orneklerinde RUNX2
mRNA ekspresyonlarinin karsilastirilmast. .......ccoovveiiiiiiniiiciiiee, 45
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda kemik-implant
kompleksi konnektivite yogunluklarinin karsilastirilmast. .................... 49
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda kemik-implant
kompleksi konnektivite degerlerinin karsilagtirtlmast. ..........c.cccoveenee. 50
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda kemik-implant
kompleksi kemik hacmi diizeylerinin karsilastirilmast. ...........c.c.ccoeeen ol
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda kemik-implant
kompleksi osteointegrasyon yiizdelerinin karsilagtirilmast.................... 52
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda kemik-implant

kompleksi porozite yiizdelerinin karsilastirilmast..........cccccevveverieennenn, 53

Xiii



Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.

Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda kemik-implant
kompleksi toplam por hacminin karsilagtirtlmast. ...........ccocevviiiiiinenns, 54
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant
bolgesi osteoblast yilizeyi (Ob.S / BS, birim = %)......ccccoovriveiieiiiennnnn 56
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant
bolgesi osteoklast yilizeyi (Oc.S / BS, birim = %). .....ccevveiiiieiiriiieninns 57
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant
bolgesi asinmis yiizey (ES / BS, birim = %0). c.ooccveiiiiiiiiiiicc e 58
Kontrol, diyabet ve diyabet +mangiferin gruplarinda femur-implant
bolgesi osteoid yiizeyi (OS / BS, birim = %). ...ccoovvviiieiiiiiienienieenin 59
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant
bolgesi OPN HScore degerleri. ......oovvviiiiiiiiiiiiiiiiiicc 61
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant
bolgesi RANKL HScore degerleri. .......oooveiiiiiiieniiiiiicsecceec 62
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant
bolgesi OCN HScore degerleri. ... 63
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant
bolgesi OSN HScore degerleri. ......oovriiiieiiiiiiieicesecsie e 64
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant
bolgesi DCN HScore degerleri........covviiiiiiiiiiciiiiiicccee 65

Xiv



Resim 3.1.

Resim 3.2.
Resim 3.3.

Resim 3.4.

Resim 3.5.
Resim 3.6.
Resim 3.7.
Resim 3.8.

Resim 3.9.
Resim 4.1.
Resim 4.2.

Resim 4.3.

Resim 4.4.

Resim 4.5.

RESIMLER DIiZiNi

Sayfa
Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen Sprague Dawley erkek ratlar...................... 23
Mangiferin (M2886-5G, Cymit Quimica, S.L. ADB).........cccccevvvenenne. 24

RBM yiizey yapisina sahip 2.5 mm ¢apinda, 4 mm uzunlugunda altigen
formdaki IMpPIantIar. ..........oooiiii 25
Cerrahi islem Oncesi hazirliklar: A) Xylazine B) Ketamin HCI C)

Traslanan femurun steril Ortii ile Ortilmesi...........coccoveeiviiee e, 26
Cerrahi implant uygulama Seti ..........ccccveveiieie e 27
Implant yuvasinin hazirlanmasi .............ccoceeveeeevereevesreneeieeseee e 27
Hazirlanan yuvaya implantin yerlestirilmesi.........cocovvveniiiciicniciene. 28

Yumusak dokularin 4-0 eriyebilen siitiir (poliglaktin) ile siiture edilmesi

................................................................................................................ 28
Skyscan-1275 Mikrobilgisayarli tomografi taray1Cist..........ccoovvvevennnne. 31
Kontrol grubunda kemik-implant kompleksine iliskin goriintiiler......... 46

Diyabet grubunda kemik-implant kompleksine iligkin goriintiiler ........ 47
Diyabet+mangiferin grubunda kemik-implant kompleksine iligkin
GOTUNTULET ... 48
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda (Hematoksilen-
eozin; x40 ve x200 biyiitme) gerceklestirilen histomorfometrik
analizlerle femurda implant bolgesinin temsili mikrografik resimleri. .. 55
Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplari femur-implant
bolgesinde immiinohistokimyasal yontemle gerceklestirilen
(Hematoksilen-eozin; x200 biiyiitme) OPN, RANKL, OCN, OSN ve

DCN protein ekspresyonlarimin temsili resimleri..........cccoveeciieninnnne. 60

XV



1. GIRIS VE AMAC

Sedanter yasam ve islenmis gida ile beslenme genel sagligin yaninda agiz ve
dis saghigin1 da tehdit etmektedir. Hareketsizlik ve diyete bagl degiskenler birgok
endokrin sistem hastaliklarini beraberinde getirmektedir (1). Bu hastaliklar basta
elektrolit dengesi olmak iizere bir¢ok fizyolojik sistemi ve hiicre i¢i sinyal yolaklarini
islevsiz hale getirmektedir. Ozellikle kalsiyum homeostazindaki bozukluklarin kemik
gelisimini direkt olarak etkiledigi, bununla birlikte kan glukoz diizeyindeki artisin yara
iyilesmesini yavaslattigi bilinmektedir (2). Boylelikle bahsi gegen bu etmenler orta
vadede dolayli olarak agiz ve dis sagligina da zarar vermektedir. Tedaviye yonelik
girigimlerle bu risk faktorlerine karsi tedbir alinmadigi takdirde hastalarin total veya
parsiyel dissizlik gibi durumlarla kars1 karsiya kalmasi muhtemeldir. Dis kayiplarinda
hastalarin sabit veya hareketli protezler ile yasam kalitesinin artiritlmasi saglanir (3).
Yakin zaman diliminde protez yaklasimina karsi alternatif bir uygulama olan dental
implantlar da yaygin olarak kullanilmaktadir. Implant tedavisinin amaci, hastaya
kaybettigi fonksiyon, fonetik, estetik ve psiko-sosyal biitiinliigli yeniden
kazandirmaktir (4).

Dental implantlar giiniimiizde dis kayiplarinda yaygin olarak kullanilan etkili
bir tedavi yontemi olsa da, implantlarin basarisi biiylik 6l¢iide 1yilesme donemindeki
osteointegrasyonun basarisina baglidir. Dental implantlar ile kemik arasinda yumusak
doku olmaksizin dogrudan baglanti olusumunu ifade eden osteointegrasyon ise birgok
farkli patoloji tarafindan olumsuz etkilenmektedir (5). Osteointegrasyon tizerindeki
olumsuz etkileri bilinen endokrin hastaliklardan bir tanesi de hiperglisemi ile
karakterize bir hastalik olan diyabettir. Bu hastaligin patogenezinde yer alan elektrolit
dengesinin bozulmasi ve agi1z kurulugu gibi faktorler dis eti hastaliklar1 ve dis ¢tirtikleri
gibi komplikasyonlara sebebiyet verebilir. Tiim bu nedenlerle diyabetik hastalarda
birden fazla dis eksikligi sik goriilmektedir (6). Dis eksiklikleri bulunan hastalarda
cigneme fonksiyonlarini, psikolojik sagliklarin1 ve kozmetik kaygilarini iyilestirmek
icin eksik dislerin yerine konmasi en yaygin dis prosediirlerinden biridir. Bu durum,
diyabetik hastalarda olas1 komplikasyonlara bagli olarak klasik protez yaklasiminda
soru isaretlerine neden olmaktadir. Bdylelikle diyabet hastalar1 dental implant
yerlestirmek icin ideal adaylar olarak degerlendirilmektedir. Bununla birlikte
diyabetin neden oldugu metabolik bozukluklar yara iyilesme siirecini ve

osteointegrasyonu etkileyebilir (7).



Yara iyilesmesi hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve maturasyon gibi
cesitli evreleri igeren diizenli bir siirectir ve diyabet, enfeksiyon, vendz yetmezlik vb.
durumlarda bozulabilir. Diyabette yara iyilesme evreleri hiperglisemi nedeniyle
normal siirecini tamamlayamayabilir (8). Hiperglisemi, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) ve proinflamatuar sitokinlerin olusumuna neden olan, ayrica yara iyilesmesi
icin gerekli biiyiime faktorlerinin sentezini baskilayan bir siirectir. Bu nedenle yara
iyilesmesinin inflamatuar fazi uzar ve graniilasyon dokular1 gelismez ve sonunda
kronik yara olusur (9). Bu siirecin Oniine gegebilmek igin cerrahi dncesi ve sonrasinda
Iyi bir glisemik kontrol idamesi saglanmalidir. Mevcut siirecte yara iyilesme siirecini
hizlandirmak i¢in sodyum karboksimetilseliiloz, kalsiyum aljinat, ginseng ve karnitin
iceren preperatlar da destekleyici tedavi olarak kullanilmaktadir. Bu kapsamda farkli
dogal ekstratlar ya da ilaglarin kullanimi arastirma ve gelistirme stirecindedir (10).

Mangiferin,  C-glukozit  ksantonun  (2-C-b-D-glukopiranozil-1,3,6,7-
tetrahidroksiksanton) dogal bir polifenoliidiir. Mangiferin, aralarinda mango agacinin
(Mangifera indica) birincil kaynak oldugu, gen¢ yapraklarinda ve gévde kabugunda
yaygin olarak bulundugu bilinmektedir (11). Yakin donemde birgok arastirmaci
grubunun ¢aligmalarinda yogunlastigi bir hedef molekiil olan mangiferinin
inflamasyonu baskiladigi, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu azaltti1 ve anti-
apoptotik etkinlik gosterdigi ifade edilmektedir. Ayrica bu o6zelliklerinin topikal
uygulamayla yara iyilesmesini hizlandirmasina aracilik ettigi de gosterilmistir.
Bozulmus aktiviteleri ve yiiksek kan sekerinin neden oldugu asir1 apoptoz, alveolar
kemik yapimini bozabilir (12,13). Bu nedenlerle mangiferin diyabetik hastalarda
dental implant tedavisinde basar1 saglanmasi i¢in potansiyel bir ajan olarak
goriilmektedir. Mangiferinin diyabet iizerindeki etkisi ile ilgili literatiirde yapilmis
hayvan caligmalar1 olmasima ragmen, mangiferinin diyabet modelinde implant
osteointegrasyonu lizerine etkisi ile ilgili literatiirde ¢alisma bulunmamaktadir (14).

Bu calismanin amaci streptozotosin (STZ) ile diyabet modeli olusturulan
ratlarda, mangiferinin implant osteointegrasyonu iizerindeki etkileri arastirmaktir. Bu
aragtirmada mangiferinin diyabetik ratlarda dental implant osteointegrasyonu iizerine
etkisi biyokimyasal, histolojik, immiinohistokimyasal, gen ekspresyonu ve mikro-CT

ile degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Son yillarda yaslanma ile birlikte hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler
hastaliklarda, diyabet gibi endokrin sitem hastaliklarinda hizl artiglar gériinmektedir.
Ozellikle basta gelismis iilkeler olmak {izere diinya genelinde diyet icinde sekerli gida
tilketimi oraninin artmasi ve hareketsiz yasam tarzi insiiliin direnci, hiperglisemi,
dislipidemi, abdominal obesite, karaciger yaglanmasi ile karakterize metabolik
sendroma ve tip 2 diyabete neden olmaktadir (15). Kiiresel popiilasyonun yaklasik
%40’1t ve %Il10’unda sirasiyla obesite ve diyabetes mellitus (DM) hastaligi
bulunmaktadir ve DM prevalansinda 2050 yilina kadar %20 ile %30 oraninda bir artis
olacagi tahmin edilmektedir( 16). Bu hastaliklarin birgok sonucu arasinda zayif yara
iyilesmesi oral ve maksillofasiyal cerrahlar i¢in birincil endise kaynagidir. Bu hastalar
artmis alveoler kemik kaybi riski (17) ve periodontal hastalik riski tasirlar (18).

Agiz sagligi, iyi bir genel sagligin korunmasi i¢in kritik 6neme sahiptir. Agiz
ve dis sagliginin korunmasi, temel gilinliik gorevleri yerine getirmenin anahtaridir (19).
Konuyla ilgili ¢alismalar kotii agiz sagliginin yasa bagl fizyolojik yiikler, fiziksel
kirtllganlik (20), sarkopeni (21), bilissel bozukluk (22) ve biriken multimorbidite (23)
ile iligkili oldugunu gostermektedir. Gerekli tedbirlerin alinmadig, ciiriiklere bagh
tedavi uygulamalarinin yapilmadigi kotii agiz sagligi senaryolar1 genellikle dig kaybi
ile sonu¢lanmaktadir. Bu durumda hastalarin yasam kalitesini artirmak ve temel
giinlik gorevlerini yerine getirebilmesi icin tedaviye yonelik girisimlerde
bulunulmalidir. Sabit protez, hareketli protez ve dental implantlar bu kapsamda

uygulanabilecek alternatiflerdir (24).
2.1. Dental implantlar ve Osteointegrasyon

Doku miihendisligi, biyolojik ve miihendislik bilimleri ile birlikte malzeme
bilimini kapsayan disiplinler arasi bir alandir. Son yillarda, yasam Kkalitesini
tyilestirmeye yonelik terapotik stratejilere olan talebin artmasi, doku ve organlarin
yenilenmesini amaclayan akilli biyomalzemelerin tasarlanmasi i¢in yenilik¢i
yaklagimlart gerekli kilmistir (25).Dis biyomateryalleri, hasarli dislerin tedavisinden
eksik dislerin yerine konmasma kadar birgok alanin bilimsel ilgi alanim
kapsamaktadir. Dental implantlar, etki 6mrii bityiik 6l¢lide materyal yapisina ve tiretim

tekniklerine bagl olan biyomateryallerden biridir (26).



2.1.1. Dental implantlar

Dis implantlar1 2000 yil1 askin bir siiredir var olmustur; ancak modern dis
implantinin kullanimi 2. Diinya Savasi sirasinda baglamistir. Dis hekimligindeki en
onemli basarilardan biri Branemark sistemi ile 1957'de gerceklesmistir: Isvecli bir
ortopedi cerrahi olan Per-Ingvar Brdnemark, dis eti altt implantlar i¢in kullanilan temel
islemlerden biri olan "osteointegrasyon" adini verdigi bir fenomen olan titanyum
implant yakinlhiginda yeni kemik olusumu olasiligini kesfetmistir (27). Cesitli
nedenlerle gelisen dis kayiplarina kars1 dis implantlar ile desteklenen kismi sabit dig
protezleri, uzun vadeli giivenilir bir tedavi se¢enegi haline gelmistir (28).

Bir dental implantin basarisi ve hayatta kalma orani1 Oncelikle biyolojik ve
mekanik 6zelliklerine baglidir. Biyolojik bakis acis1, uygun osteointegrasyon, dogru
yerlestirme ve kemik hacmi artis1 icerir. Mekanik bakis acis1, implant giiciinii, kirilma
olasiligimi ve gevseme olasiligini igerir (29). Bu kapsamda uygulama sekline gore ii¢
ana dis implant1 tiirii vardir: endosteal veya endossedz, subperiosteal ve transosteal.
Endosse6z dental implantlar mandibula veya maksilla i¢ine yerlestirilir ve dis kokii
gorevi goriir. Titanyum tipik olarak bu tiir implantlar i¢cin temel malzeme olarak
kullanilir. Subperiosteal implantlar ¢ene kemigi ile dis eti arasina yerlestirilir. Iimplant,
osteointegrasyon yoluyla ¢ene kemigine baglanir. Endosse6z ve subperiosteal
implantlar, mandibuladan yeterli kemik destegi gerektirir. Hastanin yetersiz implant
desteginden kaynaklanan basarisizlik sonucu ciddi rezorpsiyon ve ¢ene hasari varsa,
bir transosteal implant kullanilabilir (26).

Dental implantlar, eksik dislerin yerine konmas1 i¢in en etkili tedaviler
olmustur. Basarili implantasyon, uygun malzeme segimine baglidir. Implantin islevi
ve giivenilirligi; bir malzemenin yiizey 6zelligi, mikro yapisi, bilesenleri ve iiretim
teknigi ile degisebilir. Materyal biyo-uyumlu olmali, implant sekli ve dizayni miimkiin
oldugunca dogal disi ya da ve viicut dokularini taklit etmelidir (30). Modern dental
implantlarin 40 yili askin bir siire once piyasaya siiriilmesinden bu yana, ideal
implantin gelistirilmesi bu alanda 6nemli bir arastirma konusu olmus ve bdylece
implant dis hekimligi uygulamalarim1 degistirmistir. Arastirmalar sayesinde, dental
implant teknolojisi son yillarda siirekli olarak gelismekte ve hastalara benzersiz
diizeylerde etkinlik, rahatlik ve satin alinabilirlik saglamaktadir. Biyomalzemeler,
biyomekanik davranig, implantin tasarim, hastanin tibbi durumu ve kemik kalitesi gibi

implantasyon gereklilikleri tanimlanmis ve ilgili otoritelerce kabul edilmistir (27).



2.1.2. Osteointegrasyon

Oral implant sistemlerinin basarili olmast i¢in en Onemli faktor
osteointegrasyondur. Osteoentegre implantlarin 50 yildan fazla islev gordiigii vaka
calismalarinda gosterilmistir (31). Osteointegrasyon sadece ostetomi sonrasi basit bir
kemik onarmm siireci degildir. Implant, viicudun bagisiklik sistemi tarafindan
kendinden olmayan bir materyal olarak taninir (32). Organizmada kemige entegre
edilen biyomateryale kars1 inflamatuvar bir yanit olusur. Bu nedenle, implantlar sert
dokulara yerlestirildiginde ortaya ¢ikan metabolik yanit, orijinal osteointegrasyon
teriminden ziyade gercek doku reaksiyonlarini daha iyi tanimlayan bir terim olan
osteoimmiin reaksiyonudur (33). Dolayisiyla osteointegrasyonu, implanti dokulardan
korumak i¢in bir savunma reaksiyonu olarak ara yiizey kemiginin olustugu bir yabanci
cisim reaksiyonu olarak tanimlayabiliriz (34). Vakalarin biiyiik ¢ogunlugunda,
konak¢1 tarafindan olusturulan immiinolojik/inflamatuvar yanit, implantin
reddedilmesinden ziyade entegrasyonuna yol agmaktadir. Immiinolojik ve mekanik
olarak wuyarilan kemik koruma reaksiyonu ve oral implantlarda olusturulan
osteoimmiin/immiinolojik denge nedeniyle, klinisyenler daha sonra uzun yillar
fonksiyonlarmi siirdiirecek olan implantlart yiikleyebilirler.

Geleneksel olarak, kemik dokusunda {i¢ tip kemik hiicresi tanimlanmistir:
osteoblastlar, osteoklastlar ve osteositler. Osteoblastlar kemik biiyiimesinden
sorumluyken, osteoklastlar kemik rezorpsiyonunu saglarlar. Her ikisinin de
aktiviteleri, sinyal yolaklarinda yer alan sitokinlere ve hiicre-hiicre etkilesimlerine
baghdir. Ozellikle dne ¢ikan; niikleer faktor-kappa B'nin reseptdr aktivatorii (RANK)
ve RANK ligand (RANKL) etkilesimidir. Mekanik uyaranlara yanit olarak hareket
eden osteositler, hem kemik biiyiimesini (Parathormon ve osteokalsin regiilasyonu ile)
hem de kemik rezorpsiyonu yoluyla osteoklastik/osteoblastik aktiviteyi biiylik dl¢iide
kontrol eder. Kemik morfogenetik proteinleri (BMP'ler), kemik yapisinin olusumu ve
gelisiminde yer alir ve doniistiiriicii biiytime faktorii (TGFp) st ailesine aittir (35).
Deneysel caligmalar, BMP genlerindeki mutasyonlarin kas-iskelet sisteminde ve
ayrica infantil kemik olusumunda kritik roller oynadigini gostermistir (36,37). Mevcut
stirecte, Ozellikle iki spesifik BMP tipinin (BMP-2 ve BMP-7) klinikte tibial agik
kiriklar ve uzun kemik iyilesmesinde kullanildigi bilinmektedir (38). Bu tedavilerin

temel amaci osteoblastik aktiviteyi arttirmaktir.



Osteoblastlar mezenkimal stromal hiicrelerden tiiretilir ve kemik olusturan
hiicreler olarak adlandirilir. Osteoblastlarin olusumu, mezenkimal stromal hiicrelerin
baslangicta aktif Runt iliskili transkripsiyon faktorii 2 (RUNX2) osteoprogenitor
hiicrelere doniistiiriilmesiyle baslar. Bu orta formdaki hiicreler, BMP'lerin etkisi
altinda osteoblastlara doniigiir. Daha sonra islevlerini yerine getiren olgun
osteoblastlar, osteoblastlarin osteoklastlara farklilasmasini modiile eden RANK,
RANKL ve osteoprotegerini (OPG) tiretir (39). Ayrica bu siiregte, osteopontin (OPN)
(40), osteonektin (OSN veya SPARC) (41), Dickkopf Wnt sinyal yolu inhibitorii 1
(DKKY1) (42), diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor iliskili protein 5 (LRP5) (43) ve
integrin baglayici sialoprotein (IBSP) (44) kemik mineralizasyonunu saglayarak

osteoblastlarin ve osteositlerin gelisimine katki saglayan proteinlerdir.

2.1.3. Osteointegrasyonu ve Implant Stabilitesini Degerlendirmede

Kullanilan Yontemler
2.1.3.1. Histoloji ve Histomorfometri

Dental implantlar yerlestirildikten sonra osteointegrasyonu incelemek igin
kullanilan tekniklerden en nesnel ve invaziv tekniklerden biri histomorfometrik ve
histolojik degerlendirme yapilmasidir (45). Histolojik teknikler, implantin dogrudan
temasta oldugu kemigin kesitlerdeki kemik temas ylizeyini ve ylizdesini incelemek
icin sik tercih edilen tekniklerden biridir. Donath ve arkadaslari, 1s1k mikroskobu
seviyesinde kemik/implant arayiiziiniin kabul edilebilir 10 mikrometre(um)
kalinligindaki mineralize boliimiiniin tiretilmesine imkan veren bir agindirma metodu
aciklamislardir. Bu metod, implantin kemik ile olan temas ylizeyini degerlendirmek
i¢in yaygin olarak tercih edilmektedir. Ayn1 ¢calismada, implant yerlestirildikten 5 giin
sonra impant ile temasta olan kemik yiizeyinde ¢ok sayida ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler
izlenmistir. Kemik implant temas1 arttikca, cok ¢ekirdekli dev hiicre sayisinda azalma
gozlenmistir (46). Sennerby ve arkadaslarinin inceledikleri bir galismada transmisyon
elektron mikroskobu ile dekalsifiye 6rnekleri incelemis ve implant yiizeyine yakin

bolgelerde diizenli kollajen iiretiminin meydana geldigini gézlemlemislerdir (47).



2.1.3.2. implant Stabilite Ol¢iimleri

Perkiisyon Testi

Implant osteointegrasyon basarisim1 dlgmek igin kullanilabilecek en yalin
tekniklerden biridir. Bu teknik i¢in kiint metal bir alet ile implant bolgesindeki
iyilesme basligina veya abutmente, vertikal ve horizontal vurarak c¢ikan ses
degerlendirilir. Cikan ses ¢inlayan ‘kristal’ yapisindaysa osteointegrasyonun basarili
oldugunu ¢ikan ses ‘donuk’ oldugunda basarisiz bir osteointegrasyonun gostergesi
olarak degerlendirilebilir (48).

Periotest®

Periotest, implant-periodonsiyum baglantisinin  kuvveti absorbe etme
ozelliklerini degerlendirerek implant hareketliliginin objektif 6l¢iimiinii saglamak icin
tasarlanmis dinamik bir cihazdir; implantin {izerine rijit bir 6l¢lim aparatinin
sabitlenmesini gerektirmez. Implant hareketlilik miktar1 periotest degeri (PTV) adi
verilen -8 ile +50 arasinda degisen ve disin 4°'si ile iligkilendirilebilen bir degerle
gosterilir (49).

Cikarma Tork Testi

Implant osteointegrasyonu degerlendirmek icin bu ydntemde implant ara
pargasi lizerinden tork anahtar1 kullanilarak saatin tersi yoniinde implanta 10 newton
santimetre(Ncm) ile 20 Ncm arasinda ¢ikarma torku uygulanmaktadir. Bu sayede
implant-kemik arasindaki baglanmanin kesme kuvvetine olan direnci ve implantin
etrafindaki yapilara baglanma derecesi Ol¢iilmektedir. Fakat iyilesme siireci ortaya
c¢iktiktan sonra bu yontemin yikici etkisi olabilecegi diisiiniilerek kendini daha modern
tekniklere birakmustir (50).

Rezonans Frekans Analizi

Osteointegrasyonu degerlendirmenin dogrudan yontemlerinden biri, implant
stabilitesine iliskin degerli klinik objektif veriler saglayan rezonans frekans analizidir
(RFA). Rezonans frekans analizi (RFA) teknigi invazif ve tahribatsizdir, esas olarak
dental implantin stabilitesinin bir testidir. Sabit yanal kuvvetlerin implanta uygulanma
yonii ve tiirii ile implant yer degistirmesinin 6l¢timii birbiri ile esdegerdir. Bu yontem,
tedavinin herhangi bir asamasinda implant ve kemik arasindaki arayiiziin durumu

hakkinda potansiyel klinik bilgiler saglayabilir (51).



2.2. Diabetes Mellitus

DM tarihsel gecmisine gére M.O. 1500 yilindan kalma Ebers Papiriislerinde
bile rastlanan bir hastaliktir (52). Kisaca insiilin diizeyinin azalmasina ya da instiline
kars1 tolerans gelismesine bagli olarak ortaya ¢ikan kronik hiperglisemi durumudur
(53). Kan glukoz diizeyinin uzun siireli yiiksek seyretmesi; karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmas1 bozukluklarina ve bununla birlikte ¢esitli doku ve organlarda
islevsel bozukluklara neden olabilir. Diyabet genel olarak radikal bir tedavisi
bulunmayan, palyatif amagli girisimlerin yiiksek maliyetli oldugu; semptomlarin
baskilanmamas1 durumunda kardiyovaskiiler hastaliklara zemin hazirlayan bir
patolojidir. Bu nedenle diyabet, 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin erken baslamasi igin bir risk faktoridiir (54). Genellikle
kalitsal olarak degerlendirilen Tip I tliriniin aksine; sonradan edinilmis Tip II diyabet
icin gida, fiziksel aktivite ve hava kirliligi en biiyiik etkiye sahip yasam tarzi
faktorleridir (53). Bu kapsamda, Akdeniz diyetinde oldugu gibi, ilave rafineri seker ve
islenmis yag tiiketiminin azaltilmasi, bununla birlikte antioksidan bakimindan zengin
sebze ve meyvelerin tiikketilmesi hastaligin seyrinde olumlu sonuglar doguracagi
bilinmektedir (55).

Tip | ve tip Il diyabet, klinik baslangi¢ sekilleri ve ilerleme siiregleri ile
heterojen hastaliklardir. Geleneksel olarak tip 1 diyabetin, ¢ocuk ve genglerde akut
hiperglisemi veya diyabetik ketoasidoz ile bagladigi, buna karsilik Tip II diyabetin
eriskinlerde hafif ve nispeten yavas seyirli olarak basladigi kabul edilse de, tani
sirasinda bazi olgular bu ayirima uymaz ve bu ylizden kesin tiplemenin yapilmasi
baglangicta zordur (53). Bu belirsizligi tartigan uzmanlara gore, hem tip I hem de tip
IT diyabet olgularinda cesitli genetik ve c¢evresel faktorlerin B-hiicre miktar1 ve
fonksiyonunu azalttig1 kabul edilmistir (56). Buna karsin tip I diyabetin patofizolojisi
tip Il diyabete gore daha iyi arastirilmistir. Tip [ diyabetlilerin birinci derece
akrabalarinin prospektif olarak izlendigi calismalarda iki veya daha fazla adacik
otoantikorunun stirekli pozitif ¢ikmasinin, klinik hiperglisemi ve diyabet gelisimini
ongordigi bilinmektedir (57). Klinik diyabette ilerleme hizi, otoantikorlarin sayisi,
antikorun kanda ilk saptandigi yas, antikorun 6zgiilliigi ve titresine baglidir (58).

Tip I ve tip II diyabetin haricinde fetiis i¢in ciddi oranda risk teskil eden
gestasyonel diyabet formu da bulunmaktadir. Gestasyonel diyabet, yani gebelikte
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ortaya ¢ikan diyabetin hem anne hem fetlis hem de gebeligin seyri iizerine olumsuz
etkileri bulunmaktadir. Gestasyonel diyabet arastirilmasi amaciyla gebeligin 24-28.
haftalar arasinda tarama ve tani testi yapilmaktadir. Geleneksel olarak iki agamali tan1
yaklasimi kullanilmaktadir. Gebelikte tan1 amacl oral glukoz tolerans testi (OGTT)
yapilmasi gestasyonel diyabetin erken tanisi i¢in mutlaka gereklidir. Boylece annede
olusan plazma glukoz yiiksekligi zamaninda tespit edilir ve hipergliseminin fetus

tizerindeki zararl etkilerini engellemek i¢in 6nlem alinabilir (59).
2.2.1. Diyabetin Epidemiyolojisi

Diyabet, pankreasin yeterli insiilin iiretmemesi veya viicudun trettigi insiilini
etkili bir sekilde kullanamamas1 durumunda ortaya ¢ikan kronik bir hastaliktir. insiilin,
kan sekerini diizenleyen bir hormondur. Yiiksek kan sekeri olarak da adlandirilan
hiperglisemi, kontrolsiiz diyabetin yaygin bir etkisidir ve zamanla basta
kardiyovaskiiler sistem ve noronlar olmak iizere viicudun bir¢ok sisteminde ciddi
hasara yol acar. Kiiresel popiilasyonda 2014 yilinda 18 yas ve tizerindeki yetiskinlerin
%S8,5'inde diyabet rapor edilmistir. 2019'da diyabet 1,5 milyon 6liimiin dogrudan
nedeni olarak gosterilmis ve diyabete baglh tiim oliimlerin %48't 70 yasindan 6nce
meydana gelmistir. Diger 460.000 bobrek hastaligina bagli 6liimlere diyabet neden
olmustur ve artmis kan sekeri kardiyovaskiiler 6liimlerin yaklasik %20'sinden sorumlu
tutulmustur (60). 2000 ile 2019 yillart arasinda, diyabete bagl yasa gore standardize
edilmis Oliim oranlarinda %3'liik bir artis olmustur. Diisiik-orta gelirli iilkelerde
diyabete bagli 6liim oran1 %13 artmustir.

Tip II diyabet, viicudun insiilini etkisiz kullanmasindan kaynaklanir. Diyabetli
kisilerin %95'inden fazlasinda tip 2 diyabet vardir. Bu tip diyabet, biiyiik 6l¢iide asir
viicut agirhgmin ve fiziksel hareketsizligin sonucudur. Semptomlar Tip I diyabete
benzer olabilir ancak genellikle daha az belirgindir. Sonug¢ olarak hastalik,
komplikasyonlar ortaya ¢iktiktan birkac yil sonra teshis edilebilir. Yakin zamana kadar
sadece yetigkinlerde goriilen bu diyabet tiirii, giinimiizde giderek artan bir sekilde
cocuklarda da goriilmektedir.

Onceden sadece insiilin bagimli, geng veya cocukluk dénem baslangigh olarak
bilinen Tip I diyabet, yetersiz insiilin iiretimi ile karakterizedir ve giinliik insiilin
verilmesini gerektirir. Diinya genelinde 2017'de Tip I diyabetli 9 milyon insan rapor

edilmistir ve ¢cogunlugu yiiksek gelirli iilkelerde yasamaktadir. Semptomlar1 arasinda



asirt idrar ¢ikist (poliiiri), susuzluk (polidipsi), stirekli aclik, kilo kaybi, gorme
degisiklikleri ve yorgunluk yer alir. Bu belirtiler aniden ortaya ¢ikabilir (61).

Gestasyonel diyabet, kan sekeri degerlerinin normalin {izerinde, ancak diyabet
i¢in teshis edilen degerlerin altinda oldugu hiperglisemidir. Gebelik diyabeti hamilelik
sirasinda ortaya ¢ikar. Gestasyonel diyabetli kadinlar, hamilelik sirasinda ve dogum
sirasinda artan komplikasyon riski altindadir. Bu kadinlar ve muhtemelen ¢ocuklar1 da
gelecekte tip 2 diyabet riski altindadir. Gestasyonel diyabet, bildirilen semptomlardan
ziyade dogum Oncesi tarama ile teshis edilir (59).

Geng ve orta yaslt popiilasyonlarda erkekler, kadinlara gore daha yiiksek Tip
II diyabet prevalansi gostermektedir (62). Bununla birlikte, postprandiyal
hiperglisemi, kadinlarda yaslandik¢a daha fazla artarak, 60 yasindan sonra kadinlarda
teshis edilmemis diyabet prevalansinin ve 70 yasindan sonra toplam diyabet
prevalansinin artmasina katkida bulunur (63).

Diyabet prevalansi artis1 ve beraberinde getirdigi yiikler 6nemli olmaya devam
etse de, son zamanlarda her iki cinsiyet i¢in de Tip II diyabetli hastalarda yasam
beklentisinde bir iyilesme bildirilmistir (64). Tip II diyabetin yasam boyu riski
genellikle erkeklerde daha yiiksektir, ancak kaybedilen yasam yillar1 bolgeler ve
cinsiyetler arasinda biiylik farkliliklar gostermektedir. Biyoloji ve ¢evre arasinda
rahimde baslayan, yasam boyu devam eden bir etkilesim vardir (65). Tip Il diyabetin
klinik sonuclarindaki biyolojik cinsiyet farkliliklari, patofizyoloji, klinik goriiniim,
tan1 ve tedaviye yanit lizerindeki genetik ve hormonal etkilerden kaynaklanir (65,66).
Yasamlar1 boyunca cinsiyet hormonlarindaki degisiklikler, kadinlarin Tip II diyabet
de dahil olmak tizere kardiyometabolik hastalik riskinde daha biiyiik farkliliklar
yasadiklar1 anlamina gelir. Ayrica farkli davraniglar, yasam tarzlari, Onleme ve
tedaviye yonelik tutumlar gibi psiko-sosyo-Kkiiltiirel siireclerden kaynaklanan 'cinsiyet

farkliliklar1' da Tip II diyabetin duyarliligini ve ilerlemesini etkiler (65-67).
2.2.2. Diabetes Mellitus Tan1 Kriterleri

1965'ten beri Diinya Saghik Orgiiti (DSO), diyabetin teshisi ve

simiflandirilmas: i¢in kilavuzlar yayinlamistir. Bunlar en son 1998'de godzden

gecirilmis ve Diabetes Mellitus ve Komplikasyonlarinin Tanimi, Teshisi ve

Siiflandirilmasi i¢in kilavuz olarak yayinlanmistir. O zamandan beri diyabet teshisi

ile ilgili daha fazla bilgi elde edilebilir hale gelmis ve Kasim 2005'te ortak bir DSO ve

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (UDF) Teknik Danisma Grubu, mevcut DSO
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kilavuzlarin1 gézden gecirmek ve giincellemek icin Cenevre'de bir araya gelerek
mevcut kilavuzu giincellemistir. Diyabet icin mevcut DSO tan1 kriterleri; aglik plazma
glukozu > 7,0 mmol/l (126 mg/dl) veya 2 saatlik plazma glukozu > 11,1 mmol/l (200
mg/dl) olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte, HbA 1c, diyabet i¢in uygun bir teshis
testi olarak kabul edilmemistir (68). Ote yandan, 2011 yilinda DSO' niin yayimladig
Konsiiltasyon Raporu’nda, kabul edilebilir bir yontemin uygulanmasi ve uluslararasi
referans Ol¢iilerine uygun diizenli olarak yenilenmesi kosulu ile HbAlc’nin tan1 testi
olarak uygulanmasi dnerilmistir (69). Ulkemizde ise en son Tiirkiye Endokrinoloji ve
Metabolizma Dernegi tarafindan 2022 yilinda “Diabetes Mellitus ve
Komplikasyonlarmin Tam, Tedavi ve Izlem Kilavuzu” yaymlanmistir. Sonug
raporuna gore ise hipergliseminin belirgin klinik semptomlarinin olmadig1 durumlarda
(hiperglisemik kriz, klasik hiperglisemi semptomlar ile birlikte eslik eden rastgele
plazma glukoz 200 mg/dl ve iizerinde olmasi gibi) tani i¢in tarama testi sonuglarinin
iki kez anormal olarak sonu¢lanmis olmasi gerektigi ifade edilmistir. Diger bir deyisle
cok agir diyabet semptomlarinin bulundugu durumlar disinda, taninin daha sonraki bir
giin, ayn1 (veya farkli bir) yontemle dogrulanmasi gerekmektedir. Rastgele yapilan
Olctimlerde 200 mg/dl ve lizerindeki degerlere, diyabet semptomlari da eslik etmesi
diyabet tanisi i¢in yeterli kabul edilmistir. Asikar diyabet olarak ayrilmig tani i¢in, en
az 8 saat siiren aglik sonrasi vendz plazma glukoz diizeyinin 126 mg/dl iizeri; oral
glukoz tolerans testi 2. saat sonrast vendz plazma glukoz diizeyinin 200 mg/dl tizeri,
rastgele vendz plazma glukoz diizeyinin 200 mg/dl tizeri ve HbAlc degerinin %6.5

(48 mmol/mol) ve lizeri olmasi gerektigi rapor edilmistir (70).
2.2.3. Ag1z ve Dis Saghg1 Acisindan Diyabete Bagh Komplikasyonlar

Diabetes mellitus, etiyolojik olarak Tip I, Tip II, gestasyonel ve diger spesifik
tiirler olmak tizere 4 farkl kategoride degerlendirilen ve hiperglisemi ile senkronize
metabolik bir hastaliktir. Bunlar arasinda diinya capinda en yaygin goriilen Tip 1I
diyabettir ve tim diyabetli hastalarin %9011 olusturur (62). Tip Il diyabet
vakalarindaki hizli artis yaslanma, sagliksiz beslenme, obezite ve hareketsiz yasam
tarzlar1 nedeniyle diisik ve orta gelirli lilkelerde daha sik goriilmektedir (71,72).
Kronik hiperglisemi basta gozler, bobrekler, sinirler, kalp ve kan damarlar1 olmak
lizere cesitli organlarda komplikasyonlara yol agar (61).

Diyabet hastalar1 arasindaki agiz sagligi sorunlar1 yaygin bir halk saglig
sorunudur. Hiperglisemi basta periodontal (dis eti) hastaliklar olmak {izere ¢esitli agiz
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saglig1 sorunlarina yol agar (73). Periodontal hastaliklar gingivitis ve periodontitis'i
icerir. Dig eti iltihab1, ag1z hijyeninin iyilestirilmesiyle geri dondiiriilebilen bir durum
olan periodontal hastaligin en hafif seklidir. Ote yandan, periodontitis bag dokusu
kaybina, alveoler kemiklerin rezorpsiyonuna ve periodontal ceplerin olusumuna neden
olur. Periodontal cepler bakterilerle doldugunda, durum genellikle geri dondiiriilemez
hale gelir ve dis kaybina yol agar. Periodontitis, diyabetin altinci en yaygin
komplikasyonu olarak kabul edilmektedir (74). Buna gore 2017'deki kiiresel hastalik
yiikii calismasinda, 796 milyon insan periodontal hastaliga yakalandigi ve 1990'dan bu
yana %50,2 oraninda 6nemli bir artig gosterdigi rapor edilmistir (75). Kanatlar, tip 11
diyabet ve periodontitis arasinda ¢ift yonlii bir iligkinin varligina ve tip II diyabet
vakalarinda periodontitis riskinin daha yiiksek olduguna isaret etmektedir. Bu durum
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyon riskini artirir (74). Ayrica, Tip II
diyabetli kisilerde cerrahi olmayan periodontal tedavi glisemik kontrol i¢in faydali
olabilir (76).

Dental implant restorasyonlari olan hastalarda diyabet ve hipergliseminin
osteointegrasyon tlizerinde olumsuz etkileri bilinmektedir. Uzun siireli hiperglisemi
sonunda mikrovaskiiler hastalik, gecikmis yara iyilesmesi ve enfeksiyona yatkinlik
dahil olmak tiizere diyabet ile iliskili ikincil komplikasyonlara yol agabilir ve bu da
osteoentegre dis implantlarinin sonuglarini etkileyebilir (77). Implant uygulanmus,
HbA Ic diizeyinin %10 alt1 ve iistii seklinde ayrilan toplam 634 hiperglisemik vakada,
HbAlc diizeyi %10'un iistiinde olan hastalarda implant sag kalim oraninin anlamh
olarak azaldigi gosterilmistir (78). Bununla birlikte, ¢ok sayida arastirma, glukoz
diizeyleri 1iyi kontrol edilen bireylerin dental implantlar i¢in hiperglisemisi
bulunmayan bireylerle benzer basari oranlarina sahip oldugundan bahsetmistir
(79,80). Konuyla ilgili ¢aligmalar yeterli metabolik regiilasyona sahip diyabet
hastalarinda kétii prognoz olasiliginin genel popiilasyona gore daha yiiksek oldugunu
bildirmis olsa da (81,82), uzun siire hiperglisemik maruziyetin, dental implantlarda

basarisizlik oranini artirip artirmadigi halen tartismalidir.
2.2.4. Diyabetin Yara Iyilesme Siireci Uzerindeki Etkileri

Diyabetik hastalarda gelisen uzun siireli hiperglisemi yara olusmasina,
lyilesme siirecinin uzamasina ve ateroskleroz yoluyla diyabetik ayak iilseri
geligsmesine, ¢esitli cilt hastaliklarina ve periferik néropatiye neden olabilir. Bu durum,
hiperglisemi ile gelisen aterosklerozun yara iyilesme siireci i¢in gerekli bilesenlerin
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yaraya ulagsmasimi engellemesiyle agiklanmaktadir (83). Bununla birlikte
hipergliseminin neden oldugu endotel disfonksiyonun da diyabetik ayak {ilserlerinin
patogenezinde yer aldig1 bilinmektedir (84). Endoteliyal disfonksiyon, epitelizasyon
i¢cin gerekli olan protein sentezi ile keratinositlerin ve fibroblastlarin migrasyonunun
ve proliferasyonunun bozulmasina yol acar (85,86). Ote yandan, uzun siiren
hiperglisemi glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzim
siipresyonu ile serbest oksijen radikali hiperaktivitesine neden olabilir. Hiperglisemi
ayrica poliol, hekzosamin ve protein kinaz C aracilig1 ile reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimine yol acabilir (87). Yara iyilesmesinin erken evrelerinde serbest oksijen
radikallerinin de rol aldig1 bilinse de, bu yapilarin iiretimindeki dengesizligin yara
iyilesmesinin sonraki asamalarinda zararli oldugu gosterilmistir (88).

Diyabet ve diyabete bagli gelisen uzun siireli hipergliseminin kemik doku
travmalarina bagli hasarlarin iyilesme silirecini de geciktirdigi ya da bozdugu
bilinmektedir. Wistar siganlarinda streptozosin ile olusturulmus hipergliseminin
osteosit lakiiner yogunlugunu arttirarak ve vaskiiler kanal hacmini azaltarak sican
kortikal kemigine zarar verdigi gosterilmistir (89). Benzer bir ¢alismada,
streptozotosin ile Tip I diyabet modeli olusturulmus, sicanlarin maksillar ikinci azi
disinden deneysel periodontit gelistirilmistir. Calisma sonuglar1 diyabetin gingival
timor nekrotizan faktor alfa(TNF-a) ve uyarilabilir nitrik oksit sentaz(iNOS)
indiiksiyonuna neden oldugu; inflamasyonun periodontit ile alevlendigi ve bu
durumun alveolar kemik rezorpsiyonunu artirdigr gosterilmistir (90). Ekici ve ark.,
yiiksek misir surubu igceren diyetle olusturduklart hipergliseminin si¢anlarda
kraniomandibular kemik doku hasarma neden oldugunu ve kemik gelisimini
baskiladigini rapor etmislerdir.(91). Diger taraftan ayn1i modellemede, hipergliseminin
masseter ve gingival doku inflamasyonuna neden oldugu gosterilmis, bu durumun yara
iyilesme siirecinin uzamasina neden olabilecegi ifade edilmistir (92). Streptozosin ile
diyabet olusturulmus Spraque dawley siganlara kalvaryal defekt uygulanmis ve
diyabetin kemik dokuda iyilesme siirecini uzattigi gosterilmistir (93). Sonug olarak;
diizensiz ya da yiiksek diizeyde seyreden kan glukoz seviyelerinin neden oldugu
degisiklikler, yumusak ve kemik dokuda yara iyilesmesini bozar ve dokular

enfeksiyona kars1 daha duyarl hale getirir.
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2.2.5. Diyabetin Kemik Gelisimi ve Implant Osteointegrasyonu
Uzerindeki Etkileri

Optimal glisemik kontrol, dental implantin uzun vadeli fonksiyonel ve estetik
basarist i¢in ¢ok dnemlidir. HbAlc degerlerinin %7 ve altinda olmasi iyi bir glisemik
kontroliin gostergesi olarak kullanilsa da bu seviye tiim diyabetik hastalarda elde
edilemeyebilir. Ote yandan mevcut literatiir, tek basina HbAlc dlgiimiinden glisemik
kontrolii tahmin etmenin yaniltict oldugunu gdstermektedir. Ayrica, yiiksek
preoperatif HbAlc, major cerrahi prosediirlerden sonra artan mortalite ve morbidite
ile iliskili degildir. Diyabetik hastalarda implantlarin hayatta kalmas1 veya basarisina
iligkin faktorler, klinik veri toplama ve sonuglarin standart bir sekilde raporlanmamasi
nedeniyle tutarsizdir. Bir dizi ¢alisma diyabeti iyi kontrol edilen hastalarda implant
tedavisinin saglikli bireylere benzer bir basar1 oranina sahip oldugunu bildirirken,
diger ¢alismalar diyabetik hastalarda glisemik kontroliin implant basarisizlik orani
veya marjinal kemik kayb1 iizerinde bir fark yaratmadigini1 6ne siirmektedir (94). Bu
tutarsizlik, hiperglisemi disindaki risk faktorlerinin diyabetik hastalarda implantlarin
hayatta kalmasina katkida bulunabilecegini gosterebilir. Hindistanda yapilan 14 farkli
calismada, HbAlc diizeyi %8.1-10 araliginda bulunan tip II diyabet hastalarinda
implant basar1 oraninin %94.2 oldugu rapor edilmistir (95).

Geleneksel olarak DM gibi metabolik rahatsizliklar1 olan hastalar, artan
enfeksiyon riski, bozulmus kemik iyilesmesi veya vaskiiler komplikasyon potansiyeli
nedeniyle dental implant tedavisi i¢in uygun adaylar olarak kabul edilmezler. Peri-
implant hastaliginin daha ilerleyici formu olan periimplantit, kemik kaybi ile
senkronize gelisir ve uzun vadede tiim implant vakalarinin yaklasik yarisinda meydana
geldigi tahmin edilmektedir. Preklinik ve hayvan modellerinde hipergliseminin dis
implantlarmin basarist ile ilgili kapsamli arastirmalara ragmen, glisemik profil
spektrumuna sahip hastalarda periimplantit i¢in rapor edilen sonu¢ gostergelerindeki
tutarsizliklar klinik uygulamaya gecis c¢abasini engellemektedir (96). Alloksanla
diyabet olusturulmus sicanlarda yapilan implant uygulamasi sonrast kemik dokuda
elektron mikroskopisi goriintiilemeleri, birka¢ bos alan ve az sayida proteoglikana
isaret etmektedir. Ayrica, sicanlara insiilin tedavisi uygulanmasi ile bu durumun
kismen normalize edildigi bildirilmistir (97). Streptozosin ile indiiklenen diyabette,
sicanlarin femur Micro-CT sonuglar1 ¢ok diisiik diizeyde osteogenez ve az sayida

trabekiiler mikro yap1 iyilesmesi oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, kemik doku
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hacminin, toplam trabekiiler saymnin ve osteointegrasyon ylizdesinin azaldig
saptanmustir (98). Diger bir ¢alismada, siganlara yiiksek yagl ve yiiksek fruktoz igeren
diyet uygulanarak deneysel hiperglisemi olusturulmustur. Calisma sonuglarina gore
hiperglisemik sicanlarda kemik implant kontakt yilizdesinin, kemik hacminin,
trabekiiler saymin ve mineral apozisyon oraninin azaldigi, trabekiiler ayrimin ise
arttig1 saptanmustir (99).

Diyabet ve hipergliseminin kemik doku {iizerindeki etkilerinin molekiiler
diizeyde incelendigi calismalar ise, RUNX ve osteokalsin(OCN) diizeylerinin
azaldigina isaret etmektedir (91,100). Kemik dokuda diyabete bagli gelisen bu
farkliliklarin, Gzellikle Wnt yolagr {izerindeki baskilayict etkileri ile
iliskilendirilmektedir (101). Mevcut literatiir 1s18inda, diyabet hastalarinda implant
uygulamasinin basar1 oranini artirmak i¢in cerrahi islem Oncesi ve osteointegrasyon
stirecinde insiilin veya oral hipoglisemik ilaglarla optimal glisemik kontroliin ve yara
iyilesme stirecine katki saglayan ajanlarin kullaniminin biiyiilk 6nem tasidig

sOylenebilir.
2.2.6. Deneysel Diyabet Olusturma Yontemleri

Diabetes mellitus bircok saglik komplikasyonu ile iligkilidir ve potansiyel
olarak morbid bir durumdur. Yayginlik diinya capinda endise verici bir oranda
artarken, farkli mekanizmalara sahip yeni antidiyabetik bilesiklerin arastirilmasi en
biiyiilk Onceliktir. Bu nedenle, diyabetin preklinik deneysel indiiksiyonu, bilgiyi
ilerletmek, patogenezi anlamak ve yeni ilaclar gelistirmek i¢in zorunludur. Bildirilen
tiim modeller arasinda, streptozotosin ile kimyasal olarak indiiklenen diyabetin en ¢ok
tercih edilen model oldugu bilinmektedir (102).

Deneysel diyabet modellerinin her biri kendi o6zelliklerine ve hastaligin
gelisimine gore farklilik gosterir. Deneysel modeller, metabolik bozuklugun altinda
yatan farmakoloji ve mekanizmalarin incelenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Insan diyabetinin patogenezini ve retinopati, nefropati, kardiyomiyopati ve ndropati
gibi komplikasyonlarini agiklamak i¢in, bu hastaligin prevalansi ve komplikasyonu
diinya capinda arttig1 i¢in diyabetik modeller 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu
hayvanlarin yeni ve makul ilaglar1 arastirmak ve gelistirmek icin sundugu tiim
avantajlara ragmen, yeni ilaglarin tasarimini ve terapotik miidahaleleri de sinirlayacak

bireysel sinirlamalar1 vardir. Bu nedenle model se¢imi, diyabetik komplikasyonlara ve
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secilen hayvana bagl olarak degisen miikkemmel bir model olmasi i¢in gerekli tiim
ozelliklere sahip olmasi agisindan 6nemlidir.

Tip 1 diyabeti incelemek icin genellikle bir otoimmiinite modeli tercih edilir.
Bununla birlikte obez, obez olmayan, hiperglisemik, insiilin direnci ve B-hiicre direnci
olan tip 2 diyabet hayvanlart i¢in de otoimmiinite modeli tercih edilir. Deneysel
hayvan modelleri fizyolojik agidan farklilik gosterdiginden ve insan diyabetik
hastalarin ¢esitli komplikasyonlarii temsil etmek i¢in kullanildigindan, her ¢alisma
icin uygun modellerin seg¢ilmesinde ¢ok dikkat ve c¢alisma gereklidir (103). Bu
kapsamda streptozotosin ve alloksan, parenteral olarak uygulandiginda diyabete neden
olan ve yaygin olarak kullanilan kimyasal maddelerdir (104). Hayvan tiiriine ve verilis
yoluna bagli olarak, iki ilacin dozaj1 degisebilir. Bununla birlikte AKITA fareleri, GK
fareleri, Zucker diyabetik yagli fareleri, obez kendiliginden hipersensitif faresi (SHR),
ESS fareleri ve diyabet faresi (db/db) genetik olarak indiiklenen diyabet modelleri
kategorisine girer (105). Bazi diyabetik komplikasyonlarin incelenmesi amaciyla viriis
kaynakli modeller de tercih edilebilir. Viriisler, pankreastaki 3 hiicrelerinin bozulmasi
ve enfeksiyonu yoluyla diabetes mellitusa neden olur. Diyabeti harekete gegirmek igin
kullanilan ¢ok sayida insan enfeksiyonu, RNA picornoviriisleri, coxsackie B viriisii,

kilham si¢an viriisii ve ensefalomyokardit viriisiit (EMC) igerir (103).
2.3. Yara lyilesmesinde Kullanilan Bitkisel Ajanlar ve Mangiferin

Yara iyilesmesi, bir dizi karmagsik adimi i¢eren oldukc¢a kontrollii bir siirectir.
Bu 1yilesme yolu hemostaz, inflamasyon, proliferatif ve yeniden sekillenme
asamalarindan olusur (106). Son kanitlar, fitomedisinlerin, kronik yaralar da dahil
olmak tizere farkl: tiirden yikict hiicresel hasarlar1 6nleyebildigini veya onarabildigini
gostermektedir. Polifenoller, alkaloidler, flavonoidler, terpenoidler ve glikozitler gibi
cesitli fitokimyasallar yara iyilesmesinde ana adim olan fibroblast proliferasyonunun
uyarilmas: da dahil olmak {izere pleiotropik etkilere sahiptir. Ayrica mekanizma,
kollajen sentezinin, gdciiniin ve yeniden epitelizasyonun indiiklenmesini ve bunlarin
antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuar ve immiinomodiilator etkilerini igerir
(107). Benzer sekilde, fitokimyasallarin tek basina veya standart tedavi ile bir adjuvan
olarak kullanilmasi, diyabetik yaraya bagli komplikasyonlarin yonetiminde umut
verici sonuglar gdstermistir. Ornegin, Carica papaya ekstresinin, enzimatik aktivite

ile birlikte yara iyilestirme 6zelligine katkida bulunan antioksidan, antimikrobiyal ve
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antiinflamatuar ve immiinomodiilatér etkileri gosterilmistir (108). Genel olarak
fitoterapinin sentetik terapotik ajanlara gore hi¢ veya ¢ok az toksisiteye sahip olduguna
inanilir. Bu da diyabete bagh yara tedavisinde kullanimin1 destekler.

Fitoterapi amaciyla kullanilan ekstratlar, terapotik ve iyilestirici 6zelliklere
sahip bitkisel bir ilaglardir. Fitofarmasotik formiilasyon, yalnizca biitiin bir bitkiden
veya parcalarindan ekstrakte edilen ve farmasdtik bir preparasyonun ham veya
saflastirilmis bir formu olarak iiretilen bilesiklerdir. Bu maddeler, kimyasal ve sentetik
ilaglardan farkli olduklar1 i¢in benzersizdirler (109). Kimyasal ve sentetik ilaglar
genellikle tek bir etken madde veya en fazla birkag¢ etken maddeden olusur. Bu, iki
kimyasal ilacin ayni biyoaktif bilesige sahip olmasi ve benzer bir konsantrasyonda
karsilastirilabilir dozaj formlarina sahip olmasi durumunda birbirlerinin yerine
gecebilecegini diisiindiiriir. Ote yandan fitofarmasétiklerde bu durum farklhidir. Bir
fitofarmasdtikteki bitkisel ekstrakt birka¢ ayri bilesik igerir ve olumlu etkiler bu
bilesiklerin birlestirilmesinden kaynaklanir (110). Bu durum, 6ziitlin bir biitiin olarak
fitofarmasdtiklerin  aktif bileseni oldugu anlamina gelir. Fitoterapétikler sifali
bitkilerden elde edilir ve bunlarin biyoaktif bilesenleri klinik belirtileri hafifletebilir,
dejeneratif bozukluklar1 Onleyebilir ve hatta hastaliklari iyilestirebilir (111).
Hiperglisemi, protein glikozilasyonunu arttirmada ¢ok dnemli bir role sahiptir. Bu
sirada glikozun oksidasyonu, diisiik yogunluklu lipoproteinin oksidasyonuna ve ayrica
membran fosfolipidlerinin lipid peroksidasyonuna neden olan serbest radikaller
olusturarak hiicre zar1 hasarlarina neden olur (112).

Iyilesme siireci uzamis kronik yaralar genellikle proinflamatuar ve
antiinflamatuar mediyatorler arasindaki dengesizlikten gelisir (113). Bu degiskenlere
kars1 bitki ilaglari, basta Asya ve Afrika iilkeleri olmak iizere eski ¢aglardan beri
giivenilir bir tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir. Son kanitlar, fitokimyasallarin,
Ozellikle kronik yaralar olmak iizere hiicre hasarlarini 6nleme ve onarma dahil olmak
tizere ¢esitli terapotik etkilere sahip oldugunu gostermektedir (114). Cogu zaman,
bitkisel ilaclar geleneksel olarak yaniklarin, enfekte iilserlerin, cilt tahrislerinin ve
iltihaplarin tedavisi i¢in topikal preparasyonlar halinde uygulanir. Klinik ve klinik
oncesi c¢aligmalar fitokimyasallarin yara iyilestirme yeteneklerini etkili bir sekilde
gostermistir (115). Ananas gibi bitki kaynaklarindan elde edilen bromelain gibi dogal
proteolitik enzimler bu amagla kullanilabilir (116). Benzer bir sekilde, papayadan elde

edilen papain, yaralarin enzimatik debridmanini ve prolinin hidroksiproline
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doniistiiriilmesine yardimer olan C vitamini zenginligini saglar ve bdylece yara
iyilesme siirecine katkida bulunur (117).

Diyabetik hastalarda cerrahi operasyon sonrasi yara iyilesme siirecinin
uzamasi, hasta ve klinisyenin tedaviye yoOnelik uygulamalara karsi ¢ekingen
davranmasina yol acarak hastanin yasam kalitesine etki etmekte ve magduriyete neden
olmaktadir. Bu kapsamda tedaviye yonelik bir¢ok alternatif iirlinler arastirma
kapsamindadir. Baz1 ¢alismalarda mango ekstratinin yara iyilesme siirecine katki
sagladigimin gosterilmesiyle (118,119), mango ekstratinda yer alan biyoaktif bir

bilesik olan mangiferin popiiler bir aragtirma konusu haline gelmistir.
2.3.1. Mangiferin

Mangiferin (1,3,6,7-tetrahidroksi-2-[3,4,5-trihidroksi-6-(hidroksimetil) oksan-
2-il] ksanten-9-on), mango agacindan tiiretilen biyoaktif bir bilesendir. Xanthone
ailesine ait olan yapisi, ¢esitli farmakolojik hedeflerle etkilesime girmesine izin verir.
Ksantonlarin simetrik bagli ¢ekirdegi, heterojen bir biyogenetik gecmise sahiptir.
Karbon atomlari, A halkasinin (C1-C4) asetat kokenli ve B halkasinin (C5-C8) sikimat
kokenli olarak adlandirilmasinin nedenini ortaya koyan biyokimyasal bir sirada
belirtilir (120). Mangiferin dietil eter, aseton, n-heksan i¢inde ¢éziinmez; metanol, su
ve etanolde az ¢oziiniir (121). C-glukozitleri, O-glukozitlerine gore asit, alkali ve
enzim hidrolizine karsi daha az duyarlidir (122). Bu durum mangiferinin diisiik
biyoyararlanimina sahip bir bilesik oldugunun gostergesidir. Mangiferinin kiral bir
yapist yoktur, ancak izomangiferin olarak izomeri vardir. Ayrica, aglikonun farkl
siibstitiient gruplar1 nedeniyle dogada homomangiferin ve neomangiferin olmak tizere
iki benzer yap1 halinde bulunur (120).

Mangiferin, Mangifera indica L., Anemarrhena asphodeloides Bunge, Swertia
tiirleri ve Coffea (C.) tiirleri dahil olmak iizere cesitli bitkilerde bulunur (123). igerigi
gelisme asamalarina ve bitkinin farkli bolgelerinde nerede bulunduguna, ayrica
yetistirme ortamina ve depolama kosullarina ve farkli hasat sonrasi isleme
yontemlerine baglidir. Mangiferin agisindan zengin bitki 06zleri ¢esitli gida
takviyelerinde icerik olarak ve ayrica nutrasotikler olarak kullanilir (124).

Mangiferin; glikoliz, trikarboksilik asit dongiisii, lipid ve amino asit
metabolizmasi ve enerji biyosentezi gibi 6nemli fizyolojik aktivitelere sahiptir. Bu
nedenle mangiferin, hiperlipidemi ve hiperglisemi gibi ¢esitli metabolik bozukluklari
diizenleme ve iyilestirme potansiyeline sahiptir (125). Bununla birlikte, diisiik
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coziinlirlik ve zayif transmembran gecirgenligine sahip mangiferinin
biyoyararlanimini siirlamaktadir. Siganlarda yapilan bir ¢alismada, mangiferinin
biyoyararlanimi1 %1.2 olarak saptanmistir (126). Bu kisitlayic1 6zelliklerine ragmen
mangiferinin ¢esitli mekanizmalar araciligl ile diyabete bagli komplikasyonlari
azalttig1 ve hiperglisemiyi baskiladig1 ifade edilmektedir (127). Insan karaciger hep2
hiicrelerinde mangiferinin PI3K/AKT yolagini indiikleyerek insiilin direncini
hafifletici etkileri gosterilmistir (128). Benzer bir ¢alismada ise mangiferinin diisiik
yogunluklu lipoprotein(LDL) oksidasyonunu azalttigi ve nitrik oksit(NO) tiretimini
artirarak diyabete bagli kardiyovaskiiler komplikasyonlarin Oniine gectigi
gosterilmistir (129). Bununla birlikte yakin donemde yapilan ¢alismalar, mangiferinin

antiinflamatuvar, antioksidan ve antiapoptotik dzelliklerine isaret etmektedir (130).
2.3.2. Mangiferinin Oksidatif Stres ve Inflamasyon Uzerindeki Etkileri

Mangiferin hidroksil gruplar1 ve katekol kisminin redoks-aktif aromatik yapisi
nedeniyle yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir (131). ROS iizerinde agiklanan
siiptiriicii etkinligine ek olarak, antioksidan etkinligi ile bilinen Nrf2 yolaginin
indiikklenmesi ile inflamasyonu baskiladigi gosterilmistir (132). Bu ozelligi ile
mitokondriyal membranlart lipid peroksidasyonuna karst korudugu ve fenton tipi
reaksiyonlar1 inhibe ederek hidroksil radikal olusumunu 6nledigi saptanmistir (133).
Mangiferin, ROS iretimini azaltarak ve inositol gerektiren enzim 1 fosforilasyonunu
azaltarak endoplazmik retikulum ile iliskili oksidatif stresi gii¢lii bir sekilde inhibe
eder (134). Mangiferinin NF-«B sinyal yolunun bir inhibitorii oldugu da bilinmektedir
(131).

Diyabete bagli komplikasyonlarin basinda endotel disfonksiyonuna bagh
vaskiiler deformasyon ve ateroskleroz gelmektedir. Mangiferin endotel hiicrelerini
hidrojen peroksit(H202) veya glise edilmis protein-demir selat: tarafindan indiiklenen
oksidatif hasardan koruyarak oksidatif strese bagli patolojilere kars1 koruyucu etkinlik
gosterdigi ifade edilmistir (135). Yiiksek glukoz/hipoksi ile indiiklenen deneysel
anjiyojenez modelinde, mangiferinin hipoksi ile indiiklenebilir faktor-la, vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii ve matriks metalopeptidaz (MMP)-2 ve MMP-9'u
azaltarak anjiyogenezi inhibe ettigi gosterilmistir (136). Mangiferinin diyabet
modellerinde son glikasyon iiriinleri olusumunun inhibisyonu ile vaskiiler hasari

onledigi bilinmektedir.

19



Sicanlarda gelistirilen streptozosin ile indiiklenen diyabet modelinde,
mangiferinin glikasyon tiriinlerini baskiladigi, NF-kB inhibisyonu ile proinflamatuvar
sitokinlerin diizeyini azalttigi gosterilmistir (137). Bununla birlikte yiiksek yagl
diyetle gelisen aort duvari1 kalinlasmasiin ve dislipideminin mangiferin tedavisiyle
azaldigi tespit edilmistir (138). Kemirgenler {izerinde yakin donemde gergeklestirilen
ve 19 calismayi iceren bir meta-analizde, 422 mg/kg'a kadar mangiferin aliminin, doza
bagimli bir sekilde kan glukoz seviyelerini distirdiigii bildirilmistir (139). Yine
siganlarda streptozotosin ile indiiklenen diyabete karsi mangiferin uygulanmasi ile
plazma malondialdehit, IL-6, TNF-a ve IL-1B seviyelerinin diistiigii saptanmistir
(140). Mevcut literatiire gore, mangiferinin diyabet ve diyabete bagh

komplikasyonlara kars1 etkili oldugu sdylenebilir.
2.3.3. Mangiferinin Apoptoz Uzerine Etkileri

Kanser gelisimi ve ilerlemesinin inflamasyon ile iliskili oldugu bilinmektedir
(141). Kronik inflamasyon, hiicre proliferasyonunu, apoptozu ve anjiyogenezi inhibe
ederek karsinogenezi indiikler (142). Inflamatuvar sitokinler ve hiicreler gelisim,
ilerleme, habis transformasyon, invazyon ve metastaz dahil olmak iizere tiimorlerin
patolojik gelisiminde rol oynar. Ayrica NF-kB, c¢esitli inflamatuvar sitokinlerin
salgilanmasini tesvik ederek kanser olusumuna aracilik eder.

Kansere bagli inflamasyon, kanserin olusumunda ve ilerlemesinde ¢ok énemli
bir rol oynar ve son yillarda arastirmalarin odak noktasi haline gelmistir. Kronik
inflamasyon biiyiime faktorleri, kemokinler ve sitokinler dahil olmak tizere biyolojik
olarak aktif molekiiller iiretimine neden olarak tiimér dokusunun homeostazini
degistirir (143). Bu nedenle, inflamasyonun inhibisyonu, anti-kanser ilag gelistirme
icin etkili bir stratejidir. Mangiferin, NF-xB'yi indiikleyen kinaz fosforilasyonunu
inhibe ederek NF-«B yolu araciligiyla metastazi ve tiimor bilylimesini baskilayabilir
(144).

Inflamatuvar yant siirecinde yer alan hiicreler makrofajlar, lenfositler, plazma
hiicreleri, graniilositler ve monositler seklinde siralanabilir. Makrofajlar, iltihaplanma
ve kanser arasinda hayati bir kopriidiir ve tlimorler tizerinde “iki ucu keskin kili¢”
etkisine sahiptir. Kanserin ilerlemesini hizlandirmak i¢in tiimorle iliskili faktorler
makrofajlar, makrofaj migrasyon inhibe edici faktor, sitokinler (IL-6, IL-17, 1L-12, IL-
23, IL-10 ve TNF-0) ve timor biiyime faktorii-p hayati onem tasir (145).
Mangiferinin, insan gastrik adenokarsinom hiicrelerinde COX-2, iNOS, IL-18, IL-8
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ve TNF-a inhibisyonuyla apoptozisi inhibe ettigi gosterilmistir (146). Diger bir
calismada mangiferinin MMP-1, MMP-2 ve paratiroid hormon reseptori 1'i
ekspresyonunu azaltarak insan metastatik osteosarkom hiicre biiylimesini baskiladigi
gosterilmistir (147). Tert-butil hidroperoksit ile indiiklenen apoptozisin mangiferin
tedavisiyle yavasladigi saptanmistir. Caligma sonuglari, mangiferinin apoptotik
faktorlerden Bax ve caspase-3 ekspresyonlarini baskiladigi, antiapoptotik faktorlerden
Bcl-2 diizeylerini ise artirdigina isaret etmektedir (148).

Benzer bir sekilde mangiferinin, oksidatif stres aracili sinyalleri, inflamatuvar
kaskadlari, apoptotik yollar1 ve steroidogenezi modiile ederek farelerde di-(2-
etilheksil) ftalat kaynakli testis hasarini iyilestirdigi gosterilmistir (149). Ayrica
mangiferin kaynakli Nrf2 indiiksiyonunun, vaskiiler endotel hiicrelerine doksorubisin
uygulamasi ile gelisen apoptotik siireci baskiladig: tespit edilmistir (150). Bir baska
calismada ise, farelerde glukoz ve oksijen kisitlamasiyla olusturulmus miyokard
infarktiisiiyle gelisen apoptotik siirecin ve kalp yetmezliginin, mangiferin tedavisiyle
tyilestirildigi ~ gosterilmistir.  Calismada  mangiferinin  koruyucu  etkisinin
SIRT1/FoxO3a yolagini aktive etmesiyle iliskili oldugu ifade edilmistir (151). Mevcut
veriler apoptozis ve kanser tizerindeki etki mekanizmalarini tamamen kanitlamasa da,

mangiferinin birden fazla yolak iizerinden apoptozisi baskiladigina isaret etmektedir.
2.3.4. Mangiferinin Yara lyilesmesi Uzerine Etkileri

Yara iyilesme siireci diyabet, enfeksiyon, vendz yetmezlik gibi patofizyolojik
durumlarda uzar ya da tamamlanamaz (106). Ozellikle diyabette hiperglisemi
nedeniyle yara iyilesme fazlar1 boyunca rejenere olmaz ve normal siire i¢inde iyilesme
belirtisi gostermez (152). Hiperglisemi reaktif oksijen tiirlerini ve proinflamatuar
sitokinlerin olusumunu artirarak, hiicre dis1 matrisin bilesenlerini ve yaranin iyilesmesi
icin gerekli biiylime faktorlerini bozan inflamatuar hiicrelerin toplanmasini indiikler
(87). Bu nedenle, diyabetik hastalarin cerrahi islem dncesinde kan glukoz diizeylerinin
regiile edilmesi biiylik 6nem arz eder.

Yara iyilesme siirecinin saglikli bir sekilde tamamlanmasi i¢in bir¢ok farkli
terapotik ajandan faydalanilmaktadir. Yakin donemde yapilan ¢alismalar, giiglii
antiinflamatuvar etkinlige sahip bir bilesik olan mangiferinin yara iyilesme siirecine
katkida bulunmasi yoniinde bir alternatif olabilecegine isaret etmektedir. Bu kapsamda
her ne kadar kisith literatiir kaynagi s6z konusu olsa da, mangiferinin yara iyilesmesi
tizerine etkilerini inceleyen ¢aligmalar da vardir. Streptozosin ile indiiklenen tip II
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diyabet modelinde, sicanlara i.p. nikotinamid uygulamasiyla yara olusturulmus;
yaralara topikal olarak mangiferin verilmistir. Caligma sonuglarina gore, hasarl ciltte
epidermal biiylime faktorii, fibroblast biiyiime faktorii, TGF-B, VEGF, PI3K, MMP ve
Nrf2 ekspresyonunda artis ve TNFa ve NF-kB ekspresyonunda ve dagiliminda azalma
oldugu gosterilmistir (153).

Mango kabugu ekstresinin kesik ile olusturulan yaralar {izerinde iyilesmeye
katkida bulundugu ifade edilmistir (118). Sicanlara deri {izerine tetradekanoilforbol
asetat uygulanmasiyla gelisen deformasyon ve inflamasyonun, topikal mangiferin
nanoemiilsiyonu uygulamasiyla iyilestirildigi gosterilmistir (154). Mevcut kisith
calismalar, mangiferinin yara iyilesme siirecini iyilestirerek diyabetik hastalarda
cerrahi islemlerin yapilabilmesine olanak saglayabilecek alternatif bir bilesik
olabilecegine isaret etmektedir. Boylelikle, bu tez ¢alismasinda streptozosin ile diyabet
olusturulmus siganlarda, implant uygulanmasi sonrast mangiferinin yara iyilesme

stirecine etkileri aragtirilmstir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmaniun Etik Onay1

Arastirma projesi Afyon Kocatepe Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunca (AKU HADYEK) arastirmanin AKU HADYEK yo6netmeligine ve evrensel
etik ilkelere uyumlu olduguna dair karar verildi ve onaylandi (22/10/2021 tarih ve
49533702/142 numarali karar). Bu aragtirma; Afyonkarahisar Saglik Bilimleri
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 22.DUS.001 kodlu proje

ile desteklendi.
3.2. Deney Hayvanlarinin Beslenmesi ve Bakimi

Caligma igin 24 adet 3 aylik 300-330 gram agirliginda Sprague Dawley erkek
rat, AKU HADYEK ’ten temin edilmistir (Resim 3.1). Hayvanlar, 12/12 saat aydinlik
karanlik periyoduna ayarlanmig, sicaklik (22°C) ve nem kontrollii odalarda yem ve
suya serbestce ulasabilecek sekilde yerlestirilmislerdir. Tiim deney siiresi boyunca
sicanlara kuru madde: %88, protein: %23, seliiloz: %7, ham kiil: 8§, HCl’de
¢oziilmeyen kiil: %2, kalsiyum: %1.5, fosfor: 9%0.9, sodyum: 0.7, tuz (NaCl): %],

metiyonin: 0.3, ve lizin:1 igeren standart rodent yem verilmistir.

Resim 3.1. Afyon Kocatepe Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edilen Sprague Dawley erkek ratlar.
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3.3. Deney Gruplar

Bir haftalik akomodasyon periyodunun ardindan hayvanlar rastgele li¢ gruba
ayrildi:

1.Kontrol grubu: Kontrol grubunda yer alan siganlara 90 giin boyunca igme
suyu ve standart rodent yem verilmistir.

2. Diyabet grubu: Diyabet grubu siganlara, deneyin 0. giiniinde sterilize edilmis
normal salin i¢inde taze hazirlanmis streptozotosin (CAS: 18883-66-4; Sigma
Chemical Co. St. Louis, ABD ) 50 mg/kg/i.p. uygulanmis; 90 giin boyunca igme suyu
ve standart rodent yem verilmistir.

3. Diyabet+mangiferin grubu: Diyabet+mangiferin grubu si¢anlara deneyin 0.
giiniinde sterilize edilmis normal salin iginde taze hazirlanmis streptozotosin (50
mg/kg/i.p.) uygulanmisg; 90 giin boyunca igme suyu ve standart rodent yeme ilaveten
gavaj yoluyla misir yaginda ¢6ziilmiis mangiferin (M2886-5G, Cymit Quimica, S.L.
ADB) 40 mg/kg olarak verilmistir (Resim 3.2).

Diyabet ve diyabet+mangiferin gruplarma 0. giinde uygulanan streptozotosin
enjeksiyonundan sonra 3 giin boyunca ve her giin ayni1 saatte, sicanlarin kan 6rnekleri
kuyruk venlerinden alinarak seker 6l¢tim cihazi ile glukoz diizeyleri 6l¢iilmiis, bu siire
boyunca glukoz diizeyleri 200 mg/dl iistiinde olan hayvanlar deney gruplarina dahil

edilmistir.

Resim 3.2. Mangiferin (M2886-5G, Cymit Quimica, S.L. ADB).
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3.4. Dental implantlarin Uygulanmasi

Dental implantasyon islemi i¢in genel anestezi altinda tiim hayvanlar ameliyata
alinmustir. implant materyali olarak eksternal altigen platforma sahip dental implantlar
kullanilmistir (Implance Implant Sistemleri, AGS Medikal, istanbul, Tiirkiye). Dental
implantlar ratlarin sag ve sol femur bdlgelerine birer adet olarak yerlestirilmistir.
Dental implantlarin rat femurunda kullanimina uyun olmasi i¢in 6zel tiretim 2.5 mm

capinda, 4 mm uzunlugunda implantlar tercih edilmistir. Kullanilan implantlar

Resorbable Blast Media (RBM) yiizey yapisina sahiptirler(Resim 3.3).

Resim 3.3. RBM yiizey yapisina sahip 2.5 mm ¢apinda, 4 mm uzunlugunda altigen formdaki
implantlar.

Hayvanlar genel anestezi ile islem oncesi a¢ birakilmis ve i.m. enjeksiyon ile
10-20 mg/kg xylazine (Rompun 2%, Bayer, Istanbul, Tiirkiye) ve 50 mg/kg Ketamin
HCIl (Ketalar, Eczacibasi-Warner Lambert, Istanbul, Tiirkiye) uygulanmistir. Cift
tarafli femur kemigi proksimal bélgesi tiraglandiktan sonra kas igi profilaktik
antibiyotik (50 mg/kg Seftriakson, Cephaxon, Toprak ilag A.S, Sakarya, Tiirkiye) ve
analjezik ilag¢ (4 mg/kg Carprofen, Rimadyl, Pfizer,Almanya) enjekte edildikten sonra
antiseptik soliisyon uygulanmustir. Siganlarin femur kemikleri steril cerrahi ortii ile

kaplanarak cerrahi isleme hazir hale getirilmistir(Resim3.4).
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Resim 3.4. Cerrahi islem oncesi hazirliklar: A) Xylazine B) Ketamin HCI C) Traslanan
femurun steril ortii ile ortlilmesi

Cerrahi uygulama seti ¢ap1 1,8 mm olan baslangic frezi, implant yuvasini
genisletmek i¢in ¢ap1 2.2 mm olan ara frez ve ¢ap1 2.5 mm olan final frezinden ve
implantlar1 agilan implant soketine yerlestirmek i¢in bir tasima parcasindan
olusmaktdir (Resim 3.5). Implantlarin cerrahi yerlestirilmesi asamasinda on bes no’lu
bistiirii ile hayvanlarin femur kemiklerinin iizerinden kesi yapilarak mukoperiostal flap
kaldirilmis ve kemiginin matafiziyal kismina ulasilmistir. Implant yuvalari
fizyodispenser cihazi (X-CUBE, SAESHIN PRECISION CO.,LTD, Daegu, Korea) ile
devir hiz1 500-600 rpm’de 6nce c¢apt 1,8 mm olan baslangi¢ frezi ardindan 2.2 mm
olan ara frez ve ¢ap1 2.5mm olan final frezi ile monokortikal implant yuvalar1 ratlarin
sag ve sol femur kemiklerine birer adet olacak sekilde hazirlandi (Resim 3.6).
Implantlar, yuvalara 6zel tasima parcalar ile yerlestirilerek implantasyon islemi
bitirildi (Resim 3.7). Implantlar yerlestirildikten sonra yumusak dokular 4-0 eriyebilen

stitiir (poliglaktin) ile siiture edilmistir(Resim 3.8).
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Postoperatif olarak deney hayvanlarina 3 giin siire ile 50 mg/kg Seftriakson
(Cephaxon, Toprak ila¢ A.S, Sakarya, Tiirkiye) IM ve 4 mg/kg Carprofen (Rimadyl,
Pfizer,Almanya ) 20 cc flakon subkiitandz olarak verilmistir. Hayvanlarin islemi
esnasinda ve postop takibinde herhangi bir hayvan kayb1 yaganmamuistir.

Deney siiresi (90 giin) sonunda, hayvanlar ketamin (100mg/kg) ve ksilazin (10
mg/kg) kombinasyonu ile dekapite edilmislerdir. Hayvanlardan kemik-implant
kompleksi ve implant bolgesinden femur kemik ornekleri izole edilerek rt-PCR

calismalari i¢in -850C’de; Micro-CT ve histolojik analizler i¢in ise %10’luk formalin

sollisyonu i¢erisinde saklanmustir.

Resim 3.5. Cerrahi implant uygulama seti

Resim 3.6. Implant yuvasinin hazirlanmasi
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Resim 3.7. Hazirlanan yuvaya implantin yerlestirilmesi

Resim 3.8. Yumusak dokularin 4-0 eriyebilen siitiir (poliglaktin) ile siiture edilmesi
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3.5. Serumda Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iimii

Deney siiresi sonunda kan glukoz diizeyi kuyruktan alinan kan 6rnekleri glukoz
Olgim cihaz1 (Accu-Check, Roche Diagnostics International Ltd. Rotkreuz,
Switzerland) kullanilarak 8l¢iilmiistiir. Intrakardiyak olarak alinman -4 cc kan drnegi
2200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek sivi kisim ayristririlmistir. Ayrilan serum
pastor pipeti ile alinarak eppendorf tiiplerine koyulmus ve -85°C* de dondurularak
saklanmistir. Serum Orneklerinde trigliserit, VLDL, kreatinin, tre, Urik asit, ALT,
AST, ALP, fosfor ve sodyum (Na) diizeyleri, uygun enzimatik analiz kitleri
kullanilarak belirlenmistir. Tiim 6l¢iimler Roche Cobas C501 otoanalizoriinde ¢alisildi

(Roche Diagnostics International Ltd. Rotkreuz, Switzerland).
3.6. Femurda Real Time-PCR Yontemiyle mRNA Miktar Tayini
3.6.1. Toplam RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Femur kemik dokularina ait toplam RNA'lar, RNA saflastirma kiti kullanilarak
(Fermentas GeneJet ) freticinin kilavuzuna gore izole edildi. Toplam RNA
izolasyonundan sonra, RNA’larin biitiinliikleri agaroz jel elektroforezi, RNA
konsantrasyonu ve protein kontaminasyonu ise MultiscanGO spektrofotometre ile 260
ve 280 nm de spektrofotometrik 6l¢timler ile kontrol edildi. cDNA sentezi yontemine
gore 1 ug toplam RNA’ya 1 ul oligo (dT) 15 primer (100mM) eklendi. Sonra, hacim
DEPC-distile su ile 12 pl’ye tamamlandi. Daha sonra, drnek soliisyonu yavasca
karigtirthip 70°C’de 5 dakika inkiibe edildi ve buz tizerinde sogutuldu. Sonra 4 pl 5xM-
MuLV reaksiyon tamponu ve 1 pl RiboLockTM (20 u/ pl) (MBI Fermentas, USA),
eklendi. 2 ul 10mM dNTP karisimi eklendikten sonra tiipler 37°C’de 5 dakika inkiibe
edildi. Son olarak, 1 ul M-MuLV Revers Transkriptaz (200 u/pl) eklendi ve cDNA
sentez reaksiyonu 1 saat siire ile 42°C’de gerceklestirildi. Ters transkriptaz
denatiirasyonu igin 70°C’de 5 dakika bekletilen cDNA ornekleri buz iizerinde
sogutulduktan sonra qPCR reaksiyon ¢alismalarina kadar -85°C’de saklandi.

3.6.2. Kuantitatif Gercek Zamanh PCR (Real time-PCR) Analizi

Femur kemik dokularinda Bmp-2, Dkk-1, Ibsp, Lrp-5, Ocn, Opn, Osn, Osp,
Rankl ve Runx2 genlerine ait mRNA miktarlar1 SYBR Green I reaksiyon kimyasi ve
gercek zamanli PCR (Roche LightCycler480 II) ile Tablo 3.1'de belirtilen primer
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ciftleri kullanilarak gergeklestirildi. cDNA igerisindeki istenilen mRNA karsiliginin
yiikseltgenebilmesi i¢in 5 pl SYBR Green Mastermix (Roche FastStart Universal
SYBR Green Master Mix with Rox) 2 ul ileri, 2 pl geri primerler (her birinden 2 uM)
ile karigtirildiktan sonra karisim {izerine 1 pul ¢cDNA (1:10 oraninda seyreltilmis)
eklendi. 95°C’de 10 dakika baslangi¢ denatiirasyonunun ardindan, 94°C’de 15 saniye
denatiirasyon, 58°C’de 30 saniye baglanma ve 72°C’de 30 saniye uzatma asamasi 45
kez tekrarlanirken her dongliniin baglanma asamasindan sonra floresan 1s1ma cihaz
yardimu ile belirlendi. Her bir yiikseltme egrisi i¢in esik dongii sayis1 (Ct) degerleri
hesaplanarak kullanilan standartlar ile kalibrasyon egrileri olusturuldu ve drneklerdeki
mRNA ifadelenmesi belirlendi. Normalizasyon i¢in internal standart olarak Gapdh
primerleri (Tablo 3.1) kullanildi. Standart egri yontemine gore dokular igerisinde
aranan gen ekspresyon diizeyleri Gapdh genine oranlanarak birbirleri ile karsilastirildi.
Ayni zamanda PCR iirlinlerinin ve kontaminasyonun kontrol edilmesi i¢in iiriinler
tizerine melt analizi gerg¢eklestirildi ve {irlinlerin safliklar1 kontrol edildi. Herhangi bir
cDNA ya da DNA icermeyen kor reaksiyon tiipleri kullanilarak genomik DNA

kontaminasyonu olup olmadig: kontrol edildi.

Tablo 3.1. gRT-PCR yontemiyle mRNA ekspresyonu belirlemesi igin kullanilan primer

dizileri

Gen Ileri Primer Dizi (5' — 3') Ters Primer Dizi (3’ — 5') Uriin Uzunlugu
Bmp-2 | CACGAGAATGGACGTGCCC GCTTCAGGCCAAACATGCTG 249
DKkk-1 | CTCAGTGTGGCACTTACCTG TCTGCACCCTAGAGACAAAAG 200
Ibsp | AGGCAACGAGTACAACACTG CATAGCCATGCCCCTTGTAG 116
Lrp-5 | GAGATTGACTGCATCCCTGG GAGACAGACAGCATCGCAG 159
ocn | CGCTACCTCAACAATGGACT AACACATGCCCTAAACGGTG 166
Opn | CGATCGATAGTGCCGAGAAG TGAAACTCGTGGCTCTGATG 112
Osn | GGAAGCTGCAGAAGAGATGG GGTCTTGTTGTCATTGCTGC 286
Osp | CTAGACAAGCAGGGGTAGGT AACGTTGGGGGCAATATCAA 222
RANKL | CCCATCGGGTTCCCATAAAG CAGGTTATGCGAACTTGG GA 241
RUNX2 | cGCCTCACAAACAACCACAG TCACTGCACTGAAGAGGCTG 225
GAPDH | TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT 249
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3.7. Kemik Doku ve Implantin Osteointegrasyonunun Micro-CT

Yontemiyle Degerlendirilmesi

Radyolojik analiz, Ankara Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi Radyoloji
Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Femur-implant 6rnekleri, piksel boyutu 10 pum
olan bir mikrobilgisayarli tomografi (Micro-CT) tarayicisinda (Skyscan 1275,
Skyscan, Kontich, Belgika) tarandi (Resim 3.9). X-1sin1 tiipii voltaji 100 kV ve akim
seviyesi 100 pA idi. Maruz kalma siiresi 49 ms idi. X-151n1 projeksiyonlari, 360°'lik bir
tarama acgisal doniisii ile 0.20°'lik araliklarla elde edildi. Elde edilen ham verilerin
tarama asamasindan sonra rekonstriiksiyonlari, NRecon siirim 1.7.4.6 (NRecon,
Skyscan, Kontich, Belgika) yazilim programi kullanilarak elde edildi. Daha sonra,
NRecon kullanilarak yeniden olusturulan 8 bitlik gri gorlintiiler CTan yazilim
programina (stiriim 1.19.11.1, Skyscan, Kontich, Bel¢ika) aktarildi. Kemik hacmi,
kemik-implant konnektivite yogunlugu, konnektivite, o0Steointegrasyon yiizdesi,
porozite ve toplam por hacmi gibi temel degerler segilen ilgili bolgelerden (ROI) elde
edildi.

............

SKYSCAN
XRAY MICROTOMOGRAPH

Resim 3.9. Skyscan-1275 Mikrobilgisayarli tomografi tarayicisi
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3.8. Histolojik ve Immiinohistokimyasal Degerlendirme
3.8.1. Histolojik Degerlendirme

Femur kemik dokular1 %10 ndétral formalinle fikse edildi. Ardindan
demineralize edilip ¢esme suyu altinda yikand1 ve rutin histolojik takibe tabi tutuldu.
Takip sonrasi elde edilen parafin bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler klasik lamlar
tizerine alind1 ve Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyandi.

Kesitler parafinin giderilmesi i¢in bir gece etiivde, ardindan 1 saat ksilende
bekletildi. Inen etil alkol serilerinden (%100 - 70) gecirilip, distile suya alind.
Hematoksilen igerisinde 5 dakika bekletildi. Cesme suyunda 10 dakika yikandiktan
sonra Eozinde 2 dakika boyandi. Ardindan distile suya alindi. Yiikselen alkol
serilerinden (%100 - 70) gegirildi. Ksilenden gegirilerek entellan ile kapatildi ve daimi
preparat hazirlandi. Isik mikroskobu (Eclipse E-600 Nikon, Japonya) altinda tiim
kesitlerin histomorfometrik degerlendirmesi yapildi ve goriintii analiz sistemi (NIS
Elements Nikon, Japonya) ile analizi yapilarak fotograflandi. Histomorfometrik
analizde osteoblast ylizeyi (Ob.S / BS, birim = %), osteoklast ytizeyi (Oc.S / BS, birim
= %), asinmus ylizey (ES / BS, birim = %) ve osteoid yiizey (OS / BS, birim = %)
Olcildii.

3.8.2. Immunohistokimyasal Degerlendirme

Immiinohistokimyasal analiz igin isaretlenmis poliklonal ve monoklonal
antikorlar kullanarak hiicre ve doku antijenlerini bulunduklar1 yerde gdstermek
amaciyla Streptavidin-Biotin-Peroksidaz yontemi ile immunhistokimyasal boyama
uygulandi. Bu kapsamda; parafin bloklardan pozitif sarjli lamlar tizerine 5 pm’lik
kesitler alindi. Kesitlerin, 45 dakika ksilende parafini giderildi ve inen etil alkol
serilerinden (%100 - 70) gecirilip distile suya alindi. Antijenin agiga ¢ikarilmasi
amaciyla mikrodalga firinda, orta ayarda 20 dakika antijen iyilestirilmesi (sitrat buffer,
pH = 6) uygulamas1 yapildi. Kesitler oda 1sisina gelinceye kadar sogutuldu. 3 kez 2
dakika (3x2) PBS ile yikand1. %3 H202-metanolde 13 dakika muamele edildi (Endojen
peroksidazin maskelenmesi i¢in). 3 kez 2 dakika (3x2) PBS ile yikandi. 2 damla
(100ul) veya dokuyu kaplayacak kadar blocking soliisyonu damlatilarak 10 dakika
bekletildi (istenilmeyen antikor baglanmasinin maskelenmesi i¢in). Primer antikorlar

OPN (sc-21742, 1/100), RANKL (sc-52950, 1/100), OCN (sc-365797, 1/100), OSN
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(sc-73472,1/100) ve DCN (sc-73896, 1/100) ile bir gece buzdolabinda +4 °C‘de nemli
ortamda muamele edildi (iki damla: 100 pl). Primer antikorlarin hepsi Santa Cruz
Biotechnology’den temin edildi. Ertesi giin kesitler PBS ile 3 kez 2 dakika (3x2)
yikand1 ve sekonder antikor ile muamele edildi (UltraVision Detection System Anti-
Polyvalent HRP Sekonder Kit, Thermo- TP-125-HL, Thermo Fisher Scientific). Biotin
ile isaretli sekonder antikor (Biyotinylated Goat Anti-Polivalent) ile 15 dakika
muamele edildi. PBS ile 3 kez 2 dakika (3x2) yikandi Streptavidin-Peroksidaz ile 15
dakika muamele edildi. PBS ile 3 kez 2 dakika (3x2) yikandi. Substrat-kromojen (AEC
= 3, aminoetil 9, karbozol) soliisyonu ile 10 dakika renk reaksiyonu (kirmizi)
gozlenene kadar inkiibe edildi. Distile suya alindi. Kesitlere Mayer’s hematoksilen ile
bir dakika zit boyama yapildi. Cesme suyunda calkalandi. Kapama maddesi (Aquose
mounting-Lab Vision) damlatilarak lamel ile kapatildi. immunohistokimyasal
boyanmanin degerlendirmesi yapilirken x200 biiyiitme altinda rastgele secilen
alanlarda en az 100 hiicre isaretlendi. Her kesitte boyanan hiicrelerin yiizdesi ve
boyanma derecesinin  kriter olarak alindigi semikantitatif bir yoOntemle
immiinohistokimyasal boyama skorlamasi yapildi. Degerlendirmeler, 0 (boyanma
yok), +1 (zayif boyanma), +2 (belirgin), +3 (yogun) olarak belirtilen dort yogunluk
kategorisinin her birinde tiim tiplerdeki pozitif boyanan hiicrelerin yiizdeleri olarak
kaydedildi. H-Skoru ad1 verilen bir puanlama formiilii kullanildiktan sonra istatistiksel

olarak analizi yapildi.

HSCORE =S (1+1) x (PC)

(S: Toplam, I: Boyanmanin derecesi, PC: Her derecede boyanan hiicrelerin yiizdesi).

3.9. istatistiksel Analiz

Sonuglar, ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. Real
Time-PCR sonuglari kontrol grubuna gore % degisim olarak verildi. Verilerin analizi
icin Prism 5.02 GraphPad programi kullanilmistir. Biitiin deneylerde istatistik analiz,
One-way ANOVA (nonparametrik) ile es olmayan gruplar arasindaki farkin
anlamlilig1, Tukey testi kullanilarak Sl¢iilmiistiir. p degeri 0.05’den kiigiik ise, bulgu

anlamli olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlarin Agirhklari

Calismada kullanilan sicanlarin baslangic ve final agirliklart tartilarak
hesaplanmig, Tablo 4.1°de sunulmustur. Sonuglara gore tiim gruplarda hayvanlarin
baslangic ve final agirliklar1 arasinda anlamli artislar saptanmistir. Baslangic
agirliklar agisindan degerlendirildiginde, gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmemistir. Diger taraftan, diyabet grubunun Kontrol grubuna gore final
agirliklarinin anlamh bir sekilde arttigl; bu artisin mangiferin uygulamasiyla biiyiik

oranda normalize edildigi saptanmustir.

Tablo 4.1. Siganlarin baglangi¢ ve final agirliklar

(9) Kontrol Diyabet Diyabet +Mangiferin
Baslangi¢ Agirhiklari 331+6 32245 328+4
Final Agirhiklar 400+7 447410 * 41049 #

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05 kontrole goére
istatistik olarak anlamh farklihigi gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak
anlamli farklilig1 gostermektedir.

4.2. Serumda Biyokimyasal Bulgular

Hayvanlar dekapitasyon sirasinda izole edilen arteriyel kan Orneklerinden
serumlar1 ayrigtirilarak; glukoz, trigliserit, VLDL, ALT, AST, ALP, kreatinin, iire,
irik asit, fosfor ve sodyum (Na) diizeyleri 6l¢iilmiis ve Tablo 4.2°de sunulmustur.
Sonuglara gore Diyabet grubu glukoz, trigliserit, VLDL, ALT, AST, ALP, kreatinin,
uire, Uirik asit ve fosfor diizeylerinin Kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig: tespit
edilmistir. Diyabet grubunda saptanan bu artislarin mangiferin takviyesi ile
(diyabet+mangiferin grubu) anlamli olarak azaldig: goriilmiistiir. Ote yandan, serum
Na diizeylerinin diyabet grubunda kontrol grubuna gore diisiis egiliminde oldugu
saptanmig, fakat anlamlilikla iligskilendirilememistir. Diyabet+magniferin grubunda

ise diyabet grubunda yasanan bu kismi diisiisiin normalize oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.2. Siganlarin serum glukoz, trigliserit, VLDL, ALT, AST, ALP, kreatinin, tire, tirik

asit, fosfor ve sodyum diizeyleri

Parametreler / Gruplar

131.94+6.8 156.1+13.2 * 133.8+6.4 #
67.4£10.6 236.4£2.5 * 119.6£3.8 #
13.5+2.1 47.34£5 * 23.8+0.8 #
45+6.2 64.1+4.5 * 45.1£1.9#
106.3+15 137.5+18 * 116.6+7.5 #
3.54+0.2 10+1.3 * 6.3+0.2 #
0.34+0.02 0.38+0.02 * 0.32+0.01 #
41.6+1 50.5€2.1 * 37.8+£1.5#
0.61+0.06 1.33+0.05 * 0.78+0.09 #
3,240.2 4.5+03 * 3.3+0.05 #
141.4+0.5 137+1.3 141.1+0.6

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05 kontrole gore
istatistik olarak anlamli farklilig1 gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak
anlamli farklilig1 gostermektedir.

4.3. Kemik Dokuda mRNA Diizeyleri

Implantin uygulandigi bolgeden femur 6rnekleri izole edilerek, Real Time-
PCR yontemiyle BMP-2 (Sekil 4.1), DKK-1 (Sekil 4.2), IBSP (Sekil 4.3), LRP-5
(Sekil 4.4), OCN (Sekil 4.5), OPN (Sekil 4.6), OSN (Sekil 4.7), OSP (Sekil 4.8),
RANKL (Sekil 4.9) ve RUNX2 (Sekil 4.10) mRNA ekspresyonlari ol¢tilmiistiir.

Diyabet grubunda BMP-2 mRNA ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore

belirgin sekilde azaldig1 saptanmistir. Diyabetik siganlara mangiferin verilmesi
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(Diyabet+Mangiferin) ile diyabetle azalan BMP-2 diizeylerinin anlamli olarak arttigi

tespit edilmistir. Gruplarin toplu karsilagtirmasi Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur orneklerinde BMP-2 mRNA
ekspresyonlariin karsilagtirilmasi.

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05 kontrole gére
istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak
anlamli farklilig1 gostermektedir.

Diyabet grubunda DKK1 mRNA ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore
belirgin sekilde azaldigi saptanmustir. Diyabetik sicanlara mangiferin verilmesi
(Diyabet+Mangiferin) ile diyabetle azalan DKK1 diizeylerinin anlamli olarak arttig1
tespit edilmistir. Gruplarin toplu karsilastirmasi Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur 6rneklerinde DKK1 mRNA
ekspresyonlariin karsilagtirilmast.

Sonuglar GAPDH’e oranlanarak yiizde (%) halinde sunulmustur. Degerler ortalama + standart hata
ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlamli farklilig
gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir.

Femur IBSP mRNA ekspresyonlar1 degerlendirildiginde, gruplar arasinda
anlamli bir farklilik saptanmamistir. Gruplarin toplu karsilastirmasi Sekil 4.3°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur orneklerinde IBSP mRNA
ekspresyonlariin karsilagtirilmasi.

Sonuclar GAPDH’e oranlanarak yiizde (%) halinde sunulmustur. Degerler ortalama + standart hata
ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8

Diyabet grubunda LRP5 mRNA ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore
belirgin sekilde azaldigi saptanmustir. Diyabetik sicanlara mangiferin verilmesi
(Diyabet+Mangiferin) ile diyabetle azalan LRPS diizeylerinin anlamli olarak arttig1
tespit edilmistir. Gruplarin toplu karsilastirmasi Sekil 4.4°de gosterilmistir.

38



1.51

#
I
o 1.0-
o.
<
(V)
N
a
 0.5-
-l
0.0 .
AN
&*o
&

Sekil 4.4. Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur oOrneklerinde LRP5 mRNA
ekspresyonlarinin karsilagtirilmasi.

Sonuglar GAPDH’e oranlanarak yiizde (%) halinde sunulmustur. Degerler ortalama + standart hata
ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05 kontrole gdre istatistik olarak anlamli farklilig1
gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak anlamli farklilig1 géstermektedir.

Femur OCN mRNA ekspresyonlari degerlendirildiginde, gruplar arasinda

anlaml bir farklilik saptanmamistir. Gruplarin toplu karsilastirmasi Sekil 4.5°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur orneklerinde OCN mRNA
ekspresyonlariin karsilagtirilmasi.

Sonuglar GAPDH’e oranlanarak yiizde (%) halinde sunulmustur. Degerler ortalama + standart hata
ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8.

Diyabet grubunda OPN mRNA ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore
belirgin sekilde azaldigi saptanmustir. Diyabetik siganlara mangiferin verilmesi
(Diyabet+Mangiferin) ile diyabetle azalan OPN diizeylerinin kismen arttig1, fakat bu
durumun anlamlilik teskil etmedigi tespit edilmistir. Gruplarin toplu karsilastirmasi

Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur Orneklerinde OPN mRNA
ekspresyonlarmin karsilagtirilmasi.

Sonuglar GAPDH’e oranlanarak yiizde (%) halinde sunulmustur. Degerler ortalama + standart hata
ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05 kontrole gdre istatistik olarak anlamli farklilig1
gostermektedir.

Diyabet grubunda OSN mRNA ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore
belirgin sekilde azaldigi saptanmustir. Diyabetik siganlara mangiferin verilmesi
(Diyabet+Mangiferin) ile diyabetle azalan OSN diizeylerinin anlamli olarak arttig
tespit edilmistir. Gruplarin toplu karsilastirmasi Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur Orneklerinde OSN mRNA
ekspresyonlariin karsilagtirilmasi.

Sonuglar GAPDH’e oranlanarak yiizde (%) halinde sunulmustur. Degerler ortalama + standart hata
ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05 kontrole gdre istatistik olarak anlamli farklilig1
gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

Diyabet grubunda OSP mRNA ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore
belirgin sekilde azaldigi saptanmustir. Diyabetik siganlara mangiferin verilmesi
(Diyabet+Mangiferin) ile diyabetle azalan OSP diizeylerinin kismen artt1g1, fakat bu
durumun anlamlilik teskil etmedigi tespit edilmistir. Gruplarin toplu karsilastirmasi

Sekil 4.8°de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur Orneklerinde OSP mRNA
ekspresyonlariin karsilagtirilmasi.

Sonuglar GAPDH’e oranlanarak yiizde (%) halinde sunulmustur. Degerler ortalama + standart hata
ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05 kontrole gdre istatistik olarak anlamli farklilig1
gostermektedir.

Diyabet grubunda RANKL mRNA ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore
belirgin sekilde arttig1 saptanmistir. Diyabetik sicanlara mangiferin verilmesi
(Diyabet+Mangiferin) ile diyabetle artan RANKL diizeylerinin kismen azaldigi, fakat
bu durumun anlamlilik teskil etmedigi tespit edilmistir. Gruplarin toplu karsilagtirmast

Sekil 4.9°da gdsterilmistir.
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Sekil 4.9. Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur Grneklerinde RANKL mRNA
ekspresyonlariin karsilagtirilmasi.

Sonuclar GAPDH’e oranlanarak yiizde (%) halinde sunulmustur. Degerler ortalama + standart hata
ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05 kontrole gore istatistik olarak anlamli farklilig1
gostermektedir.

Diyabet grubunda RUNX2 mRNA ekspresyonlarinin kontrol grubuna gore
belirgin sekilde azaldigi saptanmustir. Diyabetik siganlara mangiferin verilmesi
(Diyabet+Mangiferin) ile diyabetle azalan RUNX2 diizeylerinin anlamli olarak arttig1
tespit edilmistir. Gruplarin toplu karsilastirmas: Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Real Time-PCR yontemi ile siganlarin femur orneklerinde RUNX2 mRNA
ekspresyonlarin karsilagtirilmasi.

Sonuglar GAPDH’e oranlanarak yiizde (%) halinde sunulmustur. Degerler ortalama + standart hata
ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05 kontrole gdre istatistik olarak anlamli farklilig1
gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.
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4.4. Implantin Osteointegrasyonunda Micro-CT Bulgular1

Dataviewer programini kullanarak implant-kortikal kemik ve implant-
trabekiiler kemik temasinin transvers, coronal ve sagittal eksendeki kontrol grubuna
iliskin gortintiiler Resim 4.1°de, diyabet grubuna iliskin goriintiiler Resim 4.2°de ve
diyabet+mangiferin grubuna iligskin goriintiiler Resim 4.3’de sunulmustur. Gorlintiiler
incelendiginde transvers kesitlerde diyabet grubunda diger gruplara gére implantlarin

boyun kisimlarinda belirgin kemik kayb1 goriintiilenmektedir.

Scanned at: 100 kV, 100 uA, Cu 1mm, 12.
SkyScan1275

Resim 4.1. Kontrol grubunda kemik-implant kompleksine iliskin goriintiiler
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Scanned at: 100 KV, 100 uA, Cu Tm
SkyScani275

Resim 4.2. Diyabet grubunda kemik-implant kompleksine iligkin goriintiiler
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M__rec
Scanned at: 100 kV, 100 vA, Cu 1mm, 12.0um.
SkyScan1275

Resim 4.3. Diyabet+mangiferin grubunda kemik-implant kompleksine iliskin gortntiiler

Ayrica konnektivite yogunlugu (Sekil 4.11), konnektivite (Sekil 4.12), kemik
hacmi (Sekil 4.13), osteointegrasyon ylizdesi (Sekil 4.14), porozite (Sekil 4.15) ve

toplam por hacimlerine (Sekil 4.16) ait bulgular sunulmustur.

Kemik-implant kompleksine iliskin konnektivite yogunluk olgiimlerine gore
gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmamugstir. Fakat, Diyabet grubunda Kontrol
grubuna gore konnektivite yogunlugunun azalma egiliminde oldugu, mangiferin
takviyesi alan hayvanlarda ise (diyabet+magniferin) diyabet ile gelisen kismi diisiisiin

kompanse edildigi tespit edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda kemik-implant kompleksi
konnektivite yogunluklarimin karsilagtirilmast.

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8.

Kemik-implant kompleksine iliskin konnektivite Olgiimlerine gore gruplar
arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir. Fakat, diyabet grubunda kontrol grubuna
gore konnektivitenin azalma egiliminde oldugu, mangiferin takviyesi alan hayvanlarda
(diyabet+mangiferin) ise diyabet ile gelisen kismi diisiisiin kompanse edildigi tespit
edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda kemik-implant kompleksi
konnektivite degerlerinin karsilagtirilmasi.

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8.

Kemik-implant kompleksine iliskin kemik hacimlerinin diyabetik sicanlarda
kontrol grubuna gore azalma egiliminde oldugu fakat anlamli bir farkliligin
olusmadigr tespit edilmistir. Diyabetik sicanlara mangiferin takviyesi ile
(diyabet+mangiferin) diyabet ile gelisen kismi diislisiin anlamli olarak diizeldigi tespit

edilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda kemik-implant kompleksi
kemik hacmi diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Degerler ortalama =+ standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8. # p<0.05 Diyabet
grubuna gore istatistik olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

Kemik-implant kompleksine iligskin osteointegrasyon yiizdelerinin Diyabetik
sicanlarda kontrol grubuna goére anlamli olarak azaldigi saptanmugtir. Diyabetik
sicanlara  mangiferin  takviyesinin  (diyabet+mangiferin)  diyabetle azalan

osteointegrasyon yiizdelerinin anlamli olarak artirdigi tespit edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda kemik-implant kompleksi
osteointegrasyon yiizdelerinin karsilagtirilmasi.

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05 kontrole gore
istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak

anlamli farklilig1 gostermektedir.
Kemik-implant kompleksine iliskin porozite yiizdelerinin diyabetik sicanlarda
Kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi saptanmistir. Diyabetik siganlara

mangiferin takviyesinin (diyabet+mangiferin) diyabete bagli artan poroziteyi anlamli
olarak azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda kemik-implant kompleksi
porozite yiizdelerinin karsilastirilmasi.

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8, * p<0.05 kontrole gore
istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak
anlamli farklilig1 gostermektedir.

Kemik-implant kompleksine iliskin toplam por hacimleri degerlendirildiginde,

gruplar arasinda herhangi bir anlamli farklilik tespit edilmemistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda kemik-implant kompleksi
toplam por hacminin karsilastirilmasi.

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=8.

4.5. implantin Osteointegrasyonunda Histolojik ve Immunohistokimyasal

Bulgular
4.5.1. Histolojik Bulgular

Femur implant bolgesinden alinan kesitlerin histolojik degerlendirmesinde,
diyabet grubunda kemiklesmenin geciktigi, osteoklastik aktivitenin artti§i aymi
zamanda da kemik iligi icerisinde yogun yag hiicrelerinin varlig: tespit edilmistir.
Diyabet+ mangiferin grubunda ise diyabet grubuna gore osteoklastik aktivite ve yag
hiicrelerinin azaldig1, osteoblastik aktivitenin arttig1 gdzlenmistir. Diyabet+mangiferin

grubu ile kontrol grubunun benzer 6zellikler gosterdigi izlenmistir (Resim 4.4).
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Diyabet

Diyabet+
Mangiferin

Resim 4.4. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda (Hematoksilen-eozin; x40
ve x200 bilyilitme) gerceklestirilen histomorfometrik analizlerle femurda implant
bolgesinin temsili mikrografik resimleri.

Femur-implant bolgesi osteoblast yiizeyi diyabetik siganlarda kontrol grubuna
gore anlamli olarak azaldigi saptanmistir. Diyabetik sicanlara mangiferin takviyesinin
(diyabet+mangiferin) diyabete bagli azalan osteoblast yiizeyini anlamli olarak
arttirdig1 tespit edilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant bolgesi
osteoblast yiizeyi (Ob.S / BS, birim = %).

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=6. * p<0.05 kontrole gore
istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak
anlamli farklilig1 gostermektedir.

Femur-implant bolgesi osteoklast yiizeyi diyabetik siganlarda kontrol grubuna
gore anlamli olarak arttigi saptanmistir. Diyabetik si¢anlara mangiferin takviyesinin
(diyabet+mangiferin) diyabete bagli artan osteoklast yiizeyini anlamli olarak azalttigi
tespit edilmistir (Sekil 4.18).

56



*
8+
@ 6
~
v
§ of ==
2-
0 .
N
60
e

Sekil 4.18. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant bdlgesi
osteoklast yiizeyi (Oc.S / BS, birim = %).

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=6. * p<0.05 kontrole gore
istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak
anlamli farklilig1 gostermektedir.

Femur-implant bolgesi asinmis yiizeyi diyabetik sicanlarda kontrol grubuna
gore anlaml olarak arttig1 saptanmigstir. Diyabetik siganlara mangiferin takviyesinin
(diyabet+mangiferin) diyabete bagli artan aginmis yilizeyini anlamli olarak azalttigi
tespit edilmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant bolgesi
asmmis ylizey (ES / BS, birim = %).

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=6. * p<0.05 kontrole gore
istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak
anlamli farklilig1 gostermektedir.

Femur-implant bolgesi osteoid yiizeyi diyabetik siganlarda kontrol grubuna
gore anlamli olarak azaldigi saptanmistir. Diyabetik sicanlara mangiferin takviyesinin
(diyabet+mangiferin) diyabete bagl azalan osteoid yiizeyini anlamli olarak arttirdigi
tespit edilmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Kontrol, diyabet ve diyabet +mangiferin gruplarinda femur-implant bolgesi osteoid
yiizeyi (OS / BS, birim = %).

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=6. * p<0.05 kontrole gore
istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak
anlamli farklilig1 gostermektedir.

4.5.2. Immunohistokimyasal Bulgular

Femur dokularindan alinan kesitler immunohistokimyasal olarak OPN, OCN,
OSN, DCN ve RANKL primer antikorlariyla boyanarak mikroskop altinda
degerlendirildi ve her bir kesit i¢in Hscore elde edildi ve istatistiksel olarak
degerlendirildi. Kesitlerden alinan immunohistokimyasal boyama goriintiiler Resim

4.5’ de gosterilmistir.
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Resim 4.5. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplari femur-implant boélgesinde
immiinohistokimyasal yontemle gerceklestirilen (Hematoksilen-eozin; %200
biiytitme) OPN, RANKL, OCN, OSN ve DCN protein ekspresyonlarinin temsili
resimleri.

Femur-implant bolgesi OPN Hscore degeri diyabetik siganlarda kontrol
grubuna gore anlamli olarak azaldigi saptanmustir. Diyabetik siganlara mangiferin
takviyesinin (diyabet+mangiferin) diyabete bagli azalan OPN Hscore degerini anlaml
olarak arttirdig tespit edilmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant bolgesi OPN
HScore degerleri.

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=6. * p<0.05 kontrole gore
istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak

anlamli farklilig1 gostermektedir.

Femur-implant bolgesi RANKL Hscore degeri diyabetik sicanlarda kontrol
grubuna gore anlamli olarak arttigi saptanmistir. Diyabetik siganlara mangiferin

takviyesinin (diyabet+mangiferin) diyabete bagli artan RANKL Hscore degerini
anlamli olarak arttirdig1 tespit edilmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant bélgesi
RANKL HScore degerleri.

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=6. * p<0.05 kontrole gore
istatistik olarak anlamli farkliligi gdstermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak
anlamli farklilig1 gostermektedir.

Femur-implant bolgesi OCN Hscore degeri diyabetik sicanlarda kontrol
grubuna gore anlamli olarak azaldigi saptanmistir. Diyabetik siganlara mangiferin
takviyesinin (diyabet+mangiferin) diyabete bagli azalan OCN Hscore degerini anlaml

olarak arttirdig1 tespit edilmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant bolgesi OCN
HScore degerleri.

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=6. * p<0.05 kontrole gore
istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak
anlamli farklilig1 gostermektedir.

Femur-implant bolgesi OSN Hscore degeri diyabetik siganlarda kontrol
grubuna gore anlamli olarak azaldigi saptanmistir. Diyabetik siganlara mangiferin
takviyesinin (diyabet+mangiferin) diyabete bagli azalan OSN Hscore degerini anlaml

olarak arttirdig tespit edilmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant bolgesi OSN
HScore degerleri.

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=6. * p<0.05 kontrole gore
istatistik olarak anlamli farkliligi gostermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak

anlamli farklilig1 gostermektedir.

Femur-implant bolgesi DCN Hscore degeri diyabetik siganlarda kontrol
grubuna gore anlamli olarak azaldigi saptanmistir. Diyabetik siganlara mangiferin

takviyesinin (diyabet+mangiferin) diyabete bagli azalan DCN Hscore degerini anlamli

olarak arttirdig tespit edilmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Kontrol, diyabet ve diyabet + mangiferin gruplarinda femur-implant bolgesi DCN
HScore degerleri.

Degerler ortalama + standart hata ortalamasi olarak ifade edilmistir. n=6. * p<0.05 kontrole goére
istatistik olarak anlamli farkliligi gdstermektedir. # p<0.05 Diyabet grubuna gore istatistik olarak
anlamli farklilig1 gostermektedir.

65



5. TARTISMA

Diabetes mellitus genetik faktorler, organ yetmezligi, beslenme, fiziksel
aktivite, ilag kullanim1 ve kalitsal yatkinlik gibi sebeplerle gelisen bir hastaliktir (59).
Diinya c¢apinda yaklasik 422 milyon insan diyabet hastast olup, cogunlugu diisiik ve
orta gelirli iilkelerde yasamakta ve her yil 1.5 milyon 6liim dogrudan diyabete
baglanmaktadir (155). Bununla birlikte gerek hastaligin patogenezinde yer alan
faktorler, gerekse neden oldugu komplikasyonlar, basta kardiyovaskiiler hastaliklar
olmak {izere bircok patolojiye de kapi aralamaktadir. Bu nedenle hastaligin
semptomatik tedavisinin saglanmasi ve basta hiperglisemi olmak iizere hastalikla
iligkili faktorlerin kontrol altina alinmasi biiylik 6nem arz etmektedir. Disregiile kan
glukozu bir taraftan ileri glikasyon iiriinlerinin olugsmasina neden olarak oksidatif stres
yaratirken, bir taraftan da glikojenez indiiksiyonu ile ilerleyen siirecte lipit
metabolizmasini da etkilemektedir. Bu durum kisa vadede poliiiri, polidipsi, polifaji
veya istahsizlik, halsizlik, ¢cabuk yorulma, agiz kurulugu, noktiiri ve yara iyilesme
stirecinin bozulmasi gibi semptomlara neden olurken; uzun vadede hipertansiyon gibi
kardiyovaskiiler hastaliklar ve dislipidemi gibi endokrin bozukluklara neden olabilir.
Ozellikle hiperglisemik vakalarin cerrahi post-operatif siiregte doku rejenerasyon
stirecinin uzamasi, klinisyenleri tedirgin hale getirmekte ve tedavi bagar1 oranini
azaltmaktadir.

Dental implant uygulamalar1 hem hasta hem de klinisyen i¢in uzun ve zahmetli
bir stliregtir. Diyabetik hastalarda hipergliseminin yara iyilesme siirecine ve kemik
doku rejenerasyonu iizerine muhtemel etkileri, tedavinin basarili olmasi igin siireg
boyunca 6zellikle kan glukozu regiilasyonunu daha da 6nemli hale getirmektedir. Oral
hipoglisemik ilaglarin yani sira yan etki riski daha diisiik oldugu bilinen bitkisel
kokenli ekstratlar ya da biyoaktif bilesikler de optimal tedavi amaciyla kullanilmakta
ya da arastirma konusu halindedir. Bu amagla ¢alismamizda implant uygulanmis
diyabetik sicanlara antiinflamatuar etkileri bilinen mangiferin verilmis ve gerek yara
iyilesme gerekse osteointegrasyon siireci, biyokimyasal, Micro-CT, rt-qPCR,
histopatolojik ve immiinohistokimyasal yonden degerlendirilerek sonuglar
sunulmustur.

Diyabet tani kriterleri agisindan sorgulandiginda kuskusuz ilk olarak kan
glukoz diizeyinin artmasi beklenirken, HbAlc ve diger semptomlar aranir.

Kemirgenlerde streptozosin ile olusturulan diyabet modelleri icin genellikle tip-I
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diyabet modeli i¢in 50 mg/kg i.p. uygulanirken (156), tip-1I diyabet i¢in 35 mg/kg i.p.
tercih edilmektedir (157). Calismamizda siganlara 35 mg/kg i.p. dozu uygulanmis ve
implant oncesi vendz kan glukozu metotta belirtilen kriterler 1s18inda 156.1£13.2
mg/dl olarak saptanmistir. Bu kapsamda tip-II diyabet modelinin basariyla
olusturuldugu soylenilebilir. Bununla birlikte c¢aligmamizda mangiferin verilen
sicanlarin kan glukoz diizeyinin normalize oldugu saptanmistir. Fareler lizerinde
yapilan benzer bir c¢alismada yiliksek yaglh diyetle artan kan glukoz diizeyinin
mangiferin ile azaldig1 gosterilmistir (158). Bu kapsamda deneysel uygulamalarimizin
standardize ve literatlirle uyumlu oldugu goriilmektedir. Diyabetin neden oldugu
bilinen ve bir¢ok calismada gosterilen diger biyokimyasal degiskenleri yiiksek serum
trigliserit, VLDL, ALT, AST, ALP, kreatinin, iire, lirik asit ve fosfor diizeyleri olarak
siralayabiliriz (103). Calismamizda siganlarin dekapitasyonu ile alinan intrakardiyak
kan 6rneklerinde serum trigliserit, VLDL, ALT, AST, ALP, kreatinin, iire, iirik asit ve
fosfor diizeylerinin de anlamli olarak arttig1 saptanmistir. Bu durum deney siirecinde
kan glukoz diizeyinin yiiksek seyrettigine ve yine modelin basariyla olusturulduguna
isaret etmektedir. Ote yandan diyabet ile serum sodyum diizeylerinin azalmasi, buna
karsilik politiri ger¢eklesmesi beklenirken (103), ¢alisma sonuglarimiza gore serum
sodyum diizeylerinin diisme egiliminde oldugu fakat bu degisikligin istatistiksel olarak
anlamlilik teskil etmedigi tespit edilmistir. Literatiire gére sodyum diizeylerindeki bu
kismi farkliligin  diyetle birlikte tiiketilen i¢me suyundaki farkliliklardan
kaynaklanabilir. Calismamizda mangiferin verilen diyabetik sicanlardaki serum
trigliserit, VLDL, ALT, AST, ALP, kreatinin, iire, iirik asit ve fosfor diizeylerinin
anlamli olarak diistiigli saptanmistir. Hatta diyabetle kismen diisen sodyum
diizeylerinin de normalize oldugu goriilmektedir. Literatiire gore mangiferinin
takviyesiyle diyabete bagl gergeklesen bu degiskenlerin iyilestigi bilinmektedir (127).
Bu kapsamda g¢alismamizda uyguladigimiz mangiferin takviyesinin de literatiirle
uyumlu olarak hiperglisemik tandansi baskiladig1 goriilmektedir.

Dental implant uygulamalarinda optimal tedavinin saglanabilmesi, implant ile
kemik dokunun biitiinlesmesini ifade eden osseintegrasyona ve kemik dokuda olusan
yara veya hasara karsilik kemik iyilesme siirecinin bilinen fizyolojik basamaklar
saglayarak gerceklesmesine baglidir. Bu kapsamda kemik rejenerasyonunda roli
bulunan bilesenler wnt yolagi komponentleri, siirecin ne denli saglikli gerceklestigine
yonelik ipuglar1 vermektedir. Yiiksek fruktoz igeren misir surubu diyetiyle beslenen

geng sicanlarin kraniomandibular kemik Orneklerinde, hipergliseminin 1bsp, Lrp5,

67



Ocn Opn, Osn, Osp ve Runx2 mMRNA ekspresyonlarini azalttigi, Rankl diizeylerini ise
artirdigi, Bmp-2, Bmp-7 ve DKkl diizeylerini ise degistirmedigi gosterilmistir (91).
Benzer bir ¢alismada, implant uygulamasi sonrasi yiiksek yagl ve fruktoz igeren
diyetle beslenen sigcanlarda tip-II diyabet modeli olusturularak osseintegrasyon stireci
degerlendirilmistir. Calisma sonuglarina gore relatif kemik hacmi, trabekiiler kalinlik,
trabekiiler ayrim ve trabekiiler saymnin anlamli olarak azaldigi, bdylelikle kemik-
implant kontaktimin dustiigii gosterilmistir (99). Streptozosin ile tip-11 diyabet
olusturulmus siganlarda implant uygulamasinin osteointegrasyonun degerlendirildigi
diger bir ¢alismada, kemik hacminin, ortalama trabekiiler sayinin ve osteointegrasyon
yiizdesinin diyabetle anlamli olarak azaldig1 saptanmustir.

Calismamizda rt-qPCR yontemiyle Bmp-2, Dkk-1, Ibsp, Lrp-5, Ocn, Opn,
Osn, Osp, Rankl ve Runx2 mRNA ekspresyonlari ile Micro-CT yontemiyle implant
bolgesinde osteointegrasyon yiizdesi, kemik hacmi, toplam por hacmi, porozite, relatif
konnektivite ve konnektivite yogunlugu oOl¢lilmiistiir. Calisma sonuglarimiza gore
diyabet ile implant bolgesinden izole edilen femur 6rneklerinde Dkk1, Bmp2, Opn,
Osn, Runx2, Lrp5 ve Osp mRNA ekspresyonlarinin anlamli bir sekilde azaldigi; Rankl
diizeylerini arttig1; 1bsp ve Ocn diizeylerinin ise kismen azaldig1 goriilmektedir. Ayrica
Micro-CT sonuglarimiz diyabetle osteointegrasyon yiizdesinin anlamli olarak
azaldigina; kemik hacmi, relatif konnektivite ve konnektivite yogunlugunun kismen
azaldigina; toplam por hacminin degismedigine; porozitenin ise anlamli olarak
artigina isaret etmektedir. Bu kapsamda rt-qPCR sonuglarimizla Micro-CT
verilerimizin paralellik gosterdigini; kemik rejenerasyonun molekiiler diizeyde agikca
baskilandigini; osteointegrasyon yiizdesinin ve kemik hacminin azalmasiyla, ayrica
porozitenin de artmasiyla bu durumun morfolojik acidan goriintiilemelerle
kanitlandigini sdyleyebiliriz.

Gen Olctimlerimizi desteklemesi acisindan gerceklestirilen
immiinohistokimyasal sonuclara gore arastirmamizda OPN, OSN, OCN H skorlarinin
diyabete bagli olarak azaldig1; kemik rezorpsiyonundan sorumlu osteoklast aktivatorii
olan RANKL skorlarinin ise anlamli olarak arttig1 goriilmektedir. Ayrica timor,
anjiyojenez ve biiylime faktorlerini baskilayici 6zellikleriyle bilinen DCN skorlarimin
da diyabetle azalmas1 kemik doku gelisimi ve yara iyilesme siirecinde fonksiyonel
bozukluklara isaret etmektedir.

Calismamizda molekiiler diizeydeki bu degisikliklerin morfolojik olarak ne

Olclide yansidigi histolojik degerlendirmelerle arastirilmistir. Bu kapsamda histolojik
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goriintliler, streptozosin ile diyabet olusturulan si¢anlarin femur Orneklerinde
osteoblast osteoid yiizeylerinin azaldigina; osteoklast ve aginmis yiizey alanlarinin ise
arttigina isaret etmektedir. Boylelikle olusturdugumuz diyabet modeli ve implant
uygulamasinin ardindan gegen {i¢ aylik siirede, uzun siireli hipergliseminin literatiirle
uyumlu bir sekilde osteointegrasyon siirecini olumsuz olarak etkiledigi goriilmektedir.

Mangiferinin hiperglisemi ile gelisen diyabete karst olumlu etkileri
bilinmektedir. Bazi c¢alismalarda bu etkilerinin PI3K/Akt yolagimi aktive ederek
gerceklestirdigi gosterilmistir (129,136). Bununla birlikte anjiyojenezi inhibe ederek
hasarli dokuda tiimor benzeri yapilarin olusmasini engelleyerek dokularda yapisal
deformasyonlarin 6niine gegebilecegi ifade edilmektedir (136). Mangiferinin bu etkisi,
bazi ¢alismalarda metalloproteinazlarin inhibisyonu ile (147) bazi ¢alismalarda ise
AMPK/NRLP3 (158) ve SIRT1/Foxo3a (151) yolagmi regiile etmesiyle
iligkilendirilmektedir. Genel olarak mangiferinin antioksidan ve inflamasyonu
baskilayicr etkileri ile diyabet ve benzeri doku hasarina neden olabilecek patolojiler
icin faydali olabilecegi kanaati hakimdir (139). Bu yaygin goriisii destekleyecek
sekilde mangiferinin NfkB ve TNFa siipresyonuna neden oldugu bir¢ok calismada
gosterilmistir (137,144,154). Bu ozellikleri mangiferinin zellikle yara iyilesme
stirecine olumlu etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu kapsamda yapilan
caligmalar, mangiferinin yara iyilesme siirecine karsi faydali olduguna isaret
etmektedir (139,154). Topikal olarak uygulanan mangiferinin de diyabete bagli
tilserde faydali oldugu gosterilmistir (153). Mangiferinin diyabete ve yara iyilesmesine
yonelik bu olumlu etkileri bilinmesine karsin, hiperglisemik ortamda implant
uygulamasina bagli kemik doku hasarmi ve yara iyilesmesi tizerine etkilerini inceleyen
bir calisma bulunmamaktadir.

Calisma sonuglarimiz, mangiferinin diyabetle azalan osteointegrasyon
yiizdesini ve kemik hacmini artirdigini; artmis poroziteyi ise normalize ettigini
gostermektedir. Diger taraftan kemik dokuda diyabetle azalan Dkk1l, Bmp2, Osn,
Runx2 ve LrpS mRNA ekspresyonlarinin mangiferin uygulamas: ile anlamli bir
sekilde arttigr; Rankl diizeylerinin ise azaldig saptanmistir. Immiinohistokimyasal
degerlendirmeler ise gen sonuglariyla benzer bir sekilde diyabetle azalan OPN, OCN,
OSN ve DCN skorlarinin mangiferin ile arttigin1 gostermektedir. Ayrica diyabetle
azalan osteoblast ve osteoid yiizeylerinin mangiferin uygulamasiyla arttigi; artmis

osteoklast ve porozif alanlarin ise azaldig1 histolojik sonuglarla ortaya ¢ikmustir.
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Mevcut veriler mangiferinin olas1 etkilerinin Wnt sinyal yolagi regiilasyonu
tizerinden gercgeklestirebilecegine isaret etmektedir. Bununla birlikte olusturdugumuz
tip-II diyabet modelinde, mangiferinin glukoz ve lipit diizeylerini biiyiikk oranda
normalize ederek, diyabetin kemik dokudaki olumsuz etkilerini 6nlemesiyle de bu
sonuglara ulagmis olabiliriz. Konuyla ilgili olarak her ne kadar kisitli literatiir kaynagi
olsa da, mangiferinin karacigerde Wnt sinyal yolagini regiile ettigini gdsteren

calismalar mevcuttur (159,160)
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6. SONUC VE ONERILER

Sigcanlarda tip-1l diyabet modeli olusturularak femur kemiklerine implant
uygulandi; siganlara {i¢ ay siire ile gavajla mangiferin verilerek implant-kemik
osteointegrasyonu  Micro-CT, rt-gPCR, histolojik ve immunohistokimyasal
yontemlerle incelenmesi amaglandi.

Buna gére mangiferinin:

1. Diyabetle artan glukoz, trigliserit ve VLDL diizeylerini diisiirdigiini,
2. Diyabetle bozulan Wnt yolagini ve buna bagli kemik rezorpsiyonunda
rolii bulunan endojen faktdrleri diizenledigini,

3. Kemik-implant osteointegrasyonuna fayda sagladigin1 gézlemledik.

Diyabet gerek fizyolojik gerekse morfolojik bircok komplikasyona neden
olmaktadir. Bunlardan bir tanesi de diyabetin yara iyilesme mekanizmasi iizerindeki
olumsuz etkileridir. Bu durum diyabetli hastalarda cerrahi islemleri kisitlamaktadir.
Kan glukozunun regiilasyonu diyabete bagli yara iyilesme siirecinin bozulmasi {izerine
tek basina yeterli olmayabilir. Bu nedenle alternatif birgok terapdtik ajan
kullanilmaktadir ya da arastirma konusu halindedir. Calisma sonuglarimiz, diyabete
bagli bozulan osteointegrasyon siirecinin oral mangiferin  verilmesiyle
tyilestirilebilecegi diislincesini olusturmustur. Mangiferinin bu etkilerinin Wnt yolagi
tizerinden kemik gelisimi siirecindeki faktorlerinin regiilasyonu ile iligkili oldugunu
sOyleyebiliriz.

Giliniimilizde osteointegrasyonun saglikli bir sekilde saglanmasi amaciyla
kullanilan kimyasal ilaglarin yan etkileri goz 6nilinde bulundurulmalidir. Bu agamada,
hastalar1 yan etkileri daha az olarak bilinen ya da daha Once farkli amaglarla
kullanilmis ve giivenilir olarak kabul edilmis dogal terapotik ajanlara yonlendirmek,
olas1 yeni komplikasyonlarin oniine gecebilir. Calismamizda gerceklestirdigimiz
Micro-CT, rt-qPCR, histolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler sonucunda elde
edilen bulgular bu amaca 151k tutmaktadir. Her ne kadar mangiferinin osteointegrasyon
siireci lizerine olumlu etkileri agikca goriilse de, 6zellikle etki mekanizmasinin hiicre
kiiltiirli caligmalar ile daha detayl olarak agiklanmasi, mangiferinin klinik agidan bir
alternatif olarak degerlendirilmesi hususunda daha cesur davranilmasina olanak

saglayacaktir.
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