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OZET

Savtekin, G. Sicanlarda Deneysel Olarak Gelistirilmis Temporomandibular
Eklem Artrit Modelinde Melatonin ve 5-Metoksitriptofol’un Koruyucu
Etkilerinin incelenmesi. Yakin Dogu Unicersitesi Saglhik Bilimleri Enstitiisii Ag1z,

Dis ve Cene Cerrahisi Programi, Doktora Tezi, Lefkosa, 2016.

Bu galismada , temporomandibular ekleme (TME) zymosan uygulamas: ile
olusturulmus Temporomandibular eklem artrit (TMEA) modelinde nétrofillerin,
sitokinlerin ve metaloproteinazlarin rolii arastirilmis, pineal hormon olan Melatonin
(MEL) ve 5-metoksitriptofol’un (5-MTX), bu parametreler tizerindeki etkilerinin
incelenmesi amacglanmigstir. Calismamizda artirit modellemesi i¢in 200-250 gr arasi
her iki cinsten Wistar albino siganlar kullanilmigtir. Artrit modeli, 2 mg Zymosan’in
40 pl saline iginde ¢oOzilip siganlarin sol Temporomandibular eklemlerine
intraartikuler (i.a.) olarak uygulanmasiyla olusturulmus kontrol grubu ise sadece 40 pl
salinin (i.a) olarak uygulanmasi ile olusturulmustur. MEL ve 5-MTX uygulamasi
zymosan injeksiyonundan once intraperitanoeal olarak yapilmistir. Zymosan ya da
saline uygulamasindan 6 saat sonra hayvanlardan sinoviyal sivi toplanmis, histolojik
olarak degerlendirmek i¢in sinoviyal membran alinmistir. Zymosan uygulamali
Temporomandibular eklem artrit (TMEA) modelinde sinoviyal sividaki IL-1p ve
TNF-o’nin salinmasini ve metaloproteinaz-2 (MMP-2) ve metaloproteinaz (MMM-9)
aktivitesini artmigtir, MEL ve 5-MTX uygulamas: ile bu degerler sham grubuna
yaklasmigtir. Temporomandibular eklem artrit (TMEA) yapilan grupta ekleme ait
COX-2 diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Buna
karsilik melatonin (MEL), 5-metoksitriptofol (5-MTX) ile MEL+5-MTX uygulanan
grupta ise TMEA grubundaki artis anlamli olarak diismiis kontrol grubu degerlerine
yaklagsmistir. Temporomandibular eklem artrit (TMEA) yapilan grupta ekleme ait Raf-
1 ve STAT-3 diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Buna
karsilik melatonin (MEL), 5-metoksitriptofol (5-MTX) ile MEL+5-MTX uygulanan
grupta ise TMEA grubundaki artis anlamli olarak diigmiistiir. Sadece MEL ve sadece
5-MTX uygulanan grupta Raf-1 ve STAT3 diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek

kalmistir. Kombine uygulama ile tek basina yapilan uygulamalar arasinda ise Raf-1



Vi

diizeylerinde sadece MEL uygulanan gruba gore anlamli olarak azalma goriilmiis diger
parametrede ise farklilik bulunmamistir. Histolojik olarak degerlendirmede ise
inflamasyonda ortaya ¢ikan sinoviosit yogunlugundaki artisin tedavi gruplarinda
oldukca gerileme gosterdigi saptanmistir. Tiim tedavi gruplarinda histolojik olarak
artikiiler kartilaj dejenerasyonu azalmis olup 6zellikle MEL ve 5-MTX’in birlikte
kullaniminda bu durum daha fazladir.Sonu¢ olarak, MEL ve 5-MTX’in artritte
inflamasyonu azaltmasi bu ajanlarin klinik agidan yeni bir tedavi prensibi

olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Zymosan, sinoviyal membran, melatonin, 5-

methoksitriptophol



vii

ABSTRACT

Savtekin, G. Investigation of Melatonin and 5-Methoxytryptophol Protective
Effects in the Experimental Temporomandibular Joint Atrhritis Model in Rats.
Near East University Institute of Health Sciences Department of Oral and

Maxillofacial Surgery, Phd Thesis, Nicosia, 2016.

The aim of this study is the investigation of synoviocytes, cytokines and
metalloproteinases in the synovial inflammation model which is created by zymosan
application to temporomandibular joint (TMJ) and effects of pineal hormons melatonin
(MEL) and 5-methoxytryptophol (5-MTX) on these parameters. 200-250 gr Wistar
albino rats of both sexes were used for modeling arthritis in this study. Arthritis model
was created by intraarticularly (i.a.) injecting 2 mg zymosan in 40 ul saline into the
left temporamandibular joint of the rats while the sham group was created by only
injecting 40 pl saline solution (intraarticulary). MEL and 5-MTX administration was
made intraperitoneal before zymosan injection. 6 hours after zymosan or saline
administration of MEL and 5-MTX the synovial fluid was collected from the animals
and the synovial membrane was collected for histological assessment. The
administration of zymosan TMJ arthritis group increased the release of IL-1p and
TNF-a and the activity of metalloproteinases (MMM-9) and metalloproteinases-2
(MMP-2) and with this administration values got closer to the sham group. COX-2
levels in TMJ of TMJ arthritis group were significantly higher than the control
group.in contrast, increase in COX-2 levels of TMJ arthritis group that MEL, 5-MTX
and MEL + 5-MTX administred groups have significantly dropped and come closer to
control group values. Raf-1 and STAT-3 levels in TMJ of TMJ arthritis group were
found significantly higher compared to control group. In contrast, increase in MEL, 5-
MTX and MEL + 5-MTX administred TMJ arthritis groups have significantly
dropped. Raf-1 and STAT3 of single MEL and single 5-MTX application groups were
higher than the control group. Between the combined application and single
applications only MEL administred group showed significant reduction in their Raf-1

levels and other parameters showed any variance. The histological evaluation showed
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significant increase in the intensity of synoviocytes that arose in the inflammation were
found to subside. Histologically articular cartilage degeneration has decreased in all
treatment groups in this case is particularly more in the MEL and 5-MTX use together.
In conclusion, MEL and 5-MTX reducing inflammation in arthritis suggests these

agents might constitute a new therapeutic principle clinically.

Key Words: Zymosan, synovial membrane, melatonin, 5-methoxytryptophol
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1. GIRIS

Cigneme, konusma ve yutkunma gibi Onemli fonksiyonlara Kkatilan
temporomandibular eklemin (TME) hastaliklar1 toplumun her kesimini etkilemektedir
(Tiziim ve Harorli, 1987; Okeson, 2008, Wang ve digerleri, 2015).
Temporomandibular kaynakli semptomlar nedeniyle hastalar genelikle bir dis
hekimine bagvururlar ve bazi sorunlar1 onlar tarafindan ¢oziilmeye calisilir. Bunlarin
disinda TME sorunu olan hastalarin bir¢ogu diger spesiyalistlere bagvurur veya
yonlendirilirler. Fakat bu anlamda disiplinler arasinda terminoloji, etyoloji ve tedavi

yontemleri arasinda farkliliklar olabilmektedir (Field ve digerleri, 2008).

Temporomandibular eklemden kaynaklanan semptomlar analiz edildigi zaman
bu semptomlarin baslica iki kaynagi oldugu goriiliir. Bunlardan birincisi kaslardan,
eklem yapilarindan ve anormal fiziksel aktivite sonucu meydana gelir. ikinci kaynak
eklemin kendisinden olan patolojik durumlardir ki buna en iyi 6rnek romatoid artrittir
(Field ve digerleri, 2008).

Cene ekleminin hastaliklari iginde iltihapsal olanlar biiyiikk 6neme haizdir.
Bunlar sinovit, kapsiilit, retrodiskit ve artrit olmak tizere baslica 4 gruba ayrilir. Artrit,
eklemin artikiiler  yiizeylerinin iltihaplanmasi  anlamina gelmektedir.
Temporomandibular eklemi etkileyen ¢esitli tiplerde artrit vardir. Bunlardan en fazla
goriilen osteoartrit, osteoartroz ve poliartrittir. Bunlarin her birini ifade etmek igin
“TME Inflamasyonu” terimi kullanilabilir. Bu terim ancak TME palpasyonunda
hassasiyet varsa kullanilabilir. Poliartrit sistemik bir durum olup biitin eklemleri
etkiler. Bu arada TME’de inflamasyon ve diger eklemlerde hassasiyet, agr ile

karakterize romatoid artrit seklinde kendini gosterir.

Romatoid artrit (RA) viicutta pek ¢ok eklemi tutan sistemik bir bozukluktur.
Sinoviyal membranlarin iltihaplanmasi ile karakterizedir. Bu iltihaplanma cevredeki
bag dokusu ve artikiiler ylizeyleri de tutmakta ve boylece bu ylizeylerin kalinlasmasina
ve hassas hale gelmesine neden olmaktadir. Temporomandibular eklem (TME)

tutulumunda genellikle bilateral agri, hassasiyet ve sisme, ¢cene hareketlerinde kisitlilik
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goriiliir. Hastaligin ge¢ doneminde ise ankiloz goriilme olasiligi oldukg¢a fazladir
(Rivanor ve digerleri, 2014). Temporomandibular eklem dahil diger eklemlerdeki

sistemik rahatsizliklar 6rnegin romatoid artrit medikal ve dental tedaviyi gerektirir.

Giliniimiizde romatoid artrit tedavisinde, okluzal splint, fizik tedavi, non-steroid
anti-inflamatuar ilaglar (NSAID), artrosentez, artroskopi veya agik cerrahi teknikler

uygulanmaktadir.

Bunlarin diginda pineal indol hormonlardan melatoninin (N-acetyl-5-
methoxytryptamine, MEL) RA iizerindeki etkileri arastirilmaktadir. Romatoid artritli
hastalarda yapilan ¢aligmalarda sinoviyal sivi igerisindeki proinflamatuar hiicreler
tizerine MEL’in antiinflamatuar ve antioksidan 6zelligi ile koruyucu etkisi oldugu

saptanmistir (Cutolo ve Maestroni, 2005).

Melatonine benzer diger bir pineal indol hormon olan 5-metoksitriptofol un (5-
MTX) eklem ve sinovial doku iizerinde benzer etkilerinin olabilecegi diisiincesiyle
calismamizda, siganlarda zymosan ile olusturulan Temporomandibular Eklem Artrit
(TMEA) modelinde, MEL ve 5-MTX’in eklem ve sinoviyal dokular tizerindeki
etkilerini arasgtirmak ve birlikte kullanimlarinin sinerjistik etkilerinin olup olmadigini
incelemek, ileride klinige yonelik kullanilip kullanilmayacagini  saptamak

amagclanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Temporomandibular Eklem (TME) Anatomisi

2.1.1. Mandibular Kondil

Bas boyun bolgesindeki tek hareketli eklem olan bu eklem, mandibular
kondilin kaput mandibulasi ile temporal kemigin glenoid fossasi ve artikiiler eminensi
arasinda yer alan diartrodial bir eklemdir (Sekil 2.1).

Artikiiler eminens, kuvvetlere dayaniklilig artiran fibrokartilajendz lamina ile

desteklenir. Eklemin mandibular kondiler ¢ikintisi elips seklinde olup uzun ekseni

frontal diizlemle 30 derecelik a¢1 yapacak sekilde mediale ve posteriora yonlenir.

Temporomandibular
joint (TMJ)

Disc

.

] Temporal bone

N Mandible

Sekil 2.1: Temporomandibular Eklem (Okeson, 1993)



2.1.2. Artikiiler Disk

Eklem yiizeyleri arasinda fibrokartilojen6z yapida bir disk bulunur. Artikiiler
disk, eklem yiizeylerini ikiye ayirarak eklemin kompleks hareketler yapmasini saglar
(Sekil 2.2). Alt disk boslugu (infradiskal boliim) rotasyon hareketlerine izin verir bu
nedenle ginglimoid ismini alir, list eklem boslugu (supradiskal boliim) ise kayma
hareketine izin verir bu nedenle arthrodial ismini alir. Eklemin tiimiine

“ginglimoarthrodial eklem” ismi verilir.

Artikiiler disk, kan damarlart ve sinirlerden yoksundur. Artikiiler disk,
mandibular fossa ve kondilin artikiiler ylizeyleri yogun fibréz bag dokusu ile
désenmistir. Fibroz bag dokusu bulunmasinin ¢esitli avantajlar1 vardir. Yasa bagh
olarak eklem yipranmaz ve ayrica kikirdaga gore tamir olabilme yetenegi ¢ok fazladir.
Bu iki faktéor TME fonksiyon ve disfonksiyonunda 6nem kazanir. Artikiiler disk,
fonksiyon sirasinda geri dontisiimlii olarak esneme Ozelligine sahiptir. Bdoylece,
artikiiler ylizeylerin birbirleri tizerinde kayabilmeleri i¢in tampon gorevi goriir. Bu
disk, eklem i¢i yapisal degisimler ve patolojik kuvvetler s6z konusu olmadikga
morfolojisini korur. Bunlar oldugunda ise disk morfolojisinde geri doniistimii olmayan

degisiklikler olusur ve patolojik durumlar ortaya ¢ikar (Okeson, 2008).

Temporomandibular joint  Articular disc

Ligament

Bone

Sekil 2.2: Temporomandibular eklem diski (Nucleus, 2016).



2.1.3. Sinoviyal Dokular

Temporomandibular eklemi olusturan kemiklerin ekleme bakan kismi ile
kapsiiliin i¢ yiizii sinoviyal membran ile Ortiiliidir (Okeson, 2008) (Sekil 2.3).
Histolojik olarak, sinoviyal membran bir ile dort katman derinliginde tunica intima
tabakasi ve tunica subintima tabakasindan olusur. Sinoviyal siviy1 olusturan hiicreler
birbirleriyle baglantili degildir ve bu iki tip hiicre RNA igerikleriyle de birbirlerinden
farklhidirlar.

Isik mikroskobunun altinda fibroblastlar gibi gdriinen (Sinoviyosit) birinci
hiicre tipinin, subintimal kollajen, proteoglikanlar ve sinoviyal sivinin
glikoproteinlerini salgiladig: diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda bu hiicrelere B tipi ya

da S tipi hiicreler de denilmektedir (Herb ve digerleri, 2006).

Mandibular SYNOVIAL CAVITY

fossa of | Superior compartment
temporal bone

External —ﬁ AN 7 Articular
RS [ S\~ tubercle
4‘ N\ /

auditory
meatus g;;eemporal

Condylar
process of
mandible /

Styloid process . \ )
of temporal \ ‘ Mandible

bone J \

(c) Sagittal section

Sekil 2.3: Sinoviyal kavite (Miller, 2016)

Biiylik miktarda lizozomlar, serbest ribozomlar ve iyi gelismis golgi
kompleksinden olusan makrofajlar ise ikinci hiicre tipini olusturmaktadirlar. A tipi ya

da M tipi olarak da adlandirilan bu hiicreler fagositoz mekanizmasinda gorevli olan



hiicrelerdir. Bu sinoviyal hiicrelerin iki tipi de eklem yiizeylerini fibr6z adezyonlardan
korumak i¢in kollejenaz ve elastaz gibi proteazlarin salgilanmasindan sorumludurlar

(Dijkgraaf ve digerleri, 1996).

Sinoviyal sivi, eklemin artikiiler yiizeyleri vaskiiler olmadigindan dolay1 bu
dokularin beslenmesinde gorev yapmaktadir. Artikiiler dokular ile sinoviyal sivi ve
kapsiiliin damarlar1 arasinda hizli ve serbest degisimler olmaktadir. Ayrica sinoviyal
sivi, fonksiyon siliresince artikiiler ylizeyler arasinda kayganlastirici olarak gorev
yapmaktadir. Diskin, kondilin ve fossanin artikiiler ylizeyleri oldukc¢a diizglindiir. Bu
durum artikiiler yiizeylerin hareket siiresince siirtiinmesini azaltir. Sinoviyal sivi da
kayganlastirict Ozelligiyle siirtiinmeyi azaltmakta katkida bulunur (Bumann ve
Lotzmann, 2002).

2.1.4. Ligamentler

Temporomandibular eklem ligamentleri fonksiyonel ve aksesuar ligamentler

olarak iki ana gruba ayrilir.

Fonksiyonel ligamentler, kollateral ligament, kapsiiler ligament ve

temporomandibular ligament olmak iizere ii¢ adettir.

Kollateral (diskal) ligament, medial ve lateral olmak {izere ikiye ayrilir.
Gorevleri, diskin kondilden bagimsiz hareket etmesini engellemektir. Diskin kondille
birlikte pasif olarak, one ya da geriye hareketini saglarlar, ayrica eklemin rotasyon

hareketini sinirlarlar.

Kapsiiler ligament, eklem kapsiilii olarak da adlandirilmaktadir. Eklem
kapsiiliiniin Gist kism1 genis olup 6nde artikiiler tiiberkiile (eminense) yapisir, arkada
ise petrotimpanik fissiirii disarida birakacak sekilde, mandibular fossayi cevreler
(Sekil 2.4). Kapsiiliin dar olan alt kismi ise mandibular kondil boynuna yapisir.
Kapsiiliin arka kismi daha uzundur ve diger boliimlerine oranla daha fazla elastik lif

igerir. Bu nedenle ¢enenin agilmasi esnasinda uzayarak mandibular kaputun 6ne dogru



hareketine ve ¢enenin kapanmasi esnasinda mandibular kaputun tekrar eski konumuna

gelmesine yardimet olur (Okeson, 2008).

Kapsiiler ligament, on tarafta tendindz lifler araciligiyla superior lateral
pterigoid kas ile birlesir. Eklemin etrafini tamamen sararak sinoviyal siviy1 korur ve
siirli miktarda sinoviyal siviyr depolayabilir. Fonksiyonel basing altinda, statik ve
dinamik ytiklere karsi eklem i¢inde minimal siirtiinmeyi saglamak amaciyla bu
sinoviyal siv1 tekrar serbestlestirilebilir. Kapsiiliin asil gérevi, eklem dislokasyonuna
sebep olabilecek medial, lateral veya inferior yonden gelen kuvvetlere karsi koymaktir.
Iyi inerve olmustur ve eklem pozisyonlar igin proprioseptif uyarim saglar. Eklemde 4
adet proprioseptif reseptor bulunur; Tip I reseptorler, postural bilgi saglar ve
antagonist kaslar lizerinde refleksif inhibitor etkileri vardir. Tip II reseptorler,
hareketler hakkinda bilgi saglar ve degisikliklere hizli uyum saglarlar. Tip 111
reseptorler, yavas adapte olurlar. Tip IV reseptorler, duyusal agri algisi i¢in hazirda

beklerler ve normal durumlarda fonksiyonlar1 yoktur (Bumann ve Lotzmann, 2002).
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Sekil 2.4: Temporomandibular eklem kapsiilii (Okeson, 2008)

Tempromandibular ligament, eklemin en Onemli ligamentidir. Kapsiiler
ligamenti lateralden kavrar. Lateral ligament (dis oblik kisim) ve medial ligament (i¢
oblik kisim) olmak iizere iki bolimden meydana gelir. Lateral ligament, artikiiler

tiiberkiiliin dis yiiziinden ve zigomatik prosesden baslayip kondilin boyun kismina



tutunur. Bu kisim agzin ¢ok fazla agilmasini smirlar. Medial ligament ise, artikiiler
tiiberkiil ve zigomatik prosesden baslayip arkaya dogru horizontal olarak kondilin
lateraline uzanir. Bu kisim, kondil ve diskin posteriora dogru olan hareketlerini sinirlar

boylece kondilin geriye dogru giderek retrodiskal dokulara zarar vermesini engeller.

Aksesuar ligamentler ise sfenomandibular ligament ve stylomandibular
ligament olmak tizere iki adettir. Sfenomandibular ligament, sfenoid kemikten baslar,
asagiya dogru uzanarak mandibulanin i¢ yiizeyindeki lingula mandibulaya tutunur.
Eklem hareketlerinde belirli bir sinirlayici etkisi yoktur. Stylomandibular ligament ise,
stiloid prosesden asagi ve one uzanarak angulus mandibulaya tutunur. Mandibulanin
protriizyonunda gerginlesir. Bu nedenle mandibulanin asir1 6ne gitmesini engeller

(Okeson, 2008) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Temporomandibular eklem ligamentleri (Traveler, 2012).

2.1.5. Temporomandibular Eklemi inerve Eden Sinir ve Damarlar

Temporomandibular eklem; nervus mandibularisin dali olan nervus
massetericus ve nervus auriculotemporalis tarafindan inerve edilir, arteria temporalis
superficialisin  ramii articularisi ile arteria maxillarisin arteria auricularis

profundasindan gelen dallar ile beslenir. Venleri de arterleri ile ayni ad1 tasir.



2.2. Temporomandibular Eklem Rahatsizliklarimin Siniflamasi

Temporomandibular rahatsizliklar, American Academy of Orofacial Pain ve
International Headache Society taradindan asagidaki sekilde siniflandirilmistir
(Schiffman ve digerleri, 2014; Okeson, 2008; De Leeuw, 2008).

> Cigneme Kaslar ile Ilgili Bozukluklar
e Koruyucu kas kasilmasi
e Lokal kas agris1
e Miyofasial agrn
e Miyospazm
e Santral Kaynakh Miyalji

e Fibromiyalji

> Temporomandibular Eklemin Internal Diizensizlikleri
o Kondil-disk kompleksi diizensizlikleri
» Rediiksiyonlu Disk Deplasmani (RDD)
»  Rediiksiyonsuz Disk Deplasmani (RDD)

e Eklem yiizeylerinin yapisal uyumsuzlugu

= Sekil degisiklikleri

> Diskte
> Kondilde
> Fossada

=  Adezyonlar
»  Disk-kondil arasinda
»  Disk-fossa arasinda

= Subluksasyon (hipermobilite)

= Spontan dislokasyon



> Temporomandibular Eklemin Inflamatuar Hastalhklar

e Sinovit/kapsiilit
e Retrodiskit
e Artritler

Osteoartrit/Osteoartroz
Poliartrit

Romatoid Artrit
Infeksiyoz Artrit
Travmatik Artrit
Psoriatik Artrit
Metabolik Artritler

e Tlgili yapilarin inflamatuar hastaliklar

Temporalis tendiniti

Stylomandibular ligamentin inflamasyonu

> Kronik mandibular hipomobilite
e Ankiloz

Fibroz

Kemiksel

o Kas kontraktiirleri

Miyostatik
Miyofibrotik

¢ Koronoid engelleme

> Gelisim bozukluklar:

¢ Konjenital ve gelisimsel kemik rahatsizhiklari

Agenezi
Hipoplazi
Hiperplazi
Neoplazi

10
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¢ Konjenital ve gelisimsel kas rahatsizhiklar

= Hipotrofi
= Hipertrofi
* Neoplazi

2.2.1. Artritler

2.2.1.1. Osteoartrit/Osteoartroz

Temporomandibular eklemin en yaygin artrit tipi osteoartrittir (dejeneratif
artrit). Genel populasyonun %16’sinda Klinik semptom goriiliirken populasyonun
%44’ tinde asemptomatiktir ve radyografik olarak teshis edilir. Temporomandibular
eklem agirlik tasiyabilen bir eklem degildir, ancak parafonksiyonel aktiviteler
sirasindaki stres TME’de osteoartrite benzer sekilde dejenerasyonlarin olmasina neden
olabilmektedir. Primer osteoartrit genellikle yasli hastalarda goriliir. Hafif bir
rahatsizlik hissi olup, nadir olarak sikayet yaratir. Sekonder osteoartrit ise 20 ile 40
yaslar arasinda olabilmektedir ve siddetli derecede agrilidir. En sik nedeni akut veya

kronik travma ve internal diizensizliklerdir (Poswillo, 1970).

Osteoartrit, kartilajin dejenerasyonu sonucu ortaya ¢ikar. Buna bagli olarak
Kartilajin yikim tirtinleri ve inflamatuar mediatorler nedeniyle sinoviyal inflamasyon
(sinovit) meydana gelir. Fonksiyonlar ile artan TME agrisi, eklemde gerginlik, agiz
aciliminda kisitlilik, siklikla klik veya poping isitilir. Daha ileri evrelerde krepitasyon
duyulur (Laskin, 2001). Radyografik olarak subkondral kemikte artritik degisiklikler,
eklem araliginda daralma goriilir. Manyetik rezonans goriintiilemede deplase ve
deforme disk saptanir. Osteoartroz ise osteartrit gibi dejeneratif bir durumdur ancak

tedaviye gerek duyulmayabilir (Okeson, 2008).

Osteoartritin tedavisinde Oncelikle eklemde asir1 yiiklenmeye sebep olan
okluzal diizensizliklerin giderilmesi saglanmalidir. Bununla birlikte kas egzersizleri ve
psikolojik destek tedavisi bazi hastalarda gerekebilir. Bruksizm gibi psikolojik

problemlerin eslik ettigi eklemde asir1 yliklenmeye sebep olan durumlarda, gece plagi
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kullanim1, ekleme gelen yiikii ve kas kontraksiyonunu azaltir. Bu konservatif
yontemlerin sonugsuz kaldigi durumlarda veya tedaviye cevabin ge¢ oldugu ve
subkondral kemik tabakasinda radyolojik bulgularin gézlendigi ilerlemis osteoartrit
olgularinda eklem i¢i adrenokortikal steroidler uygulanabilir. Temporomandibular
eklemin agrili iltihabi durumlarinda kortikosteroidlerin {ist eklem bosluguna dikkatli
bir sekilde enjeksiyonu, bir¢ok hasta i¢in semptomlarda azalma ihtimali yiiksek,
komplikasyon orani ise diisiik olan mantikli ve giivenilir bir tedavi yontemidir (Wang

ve digerleri, 2015).

2.2.1.2. Poliartrit

Birden fazla eklemi etkileyen bir durumdur. Teshis edildigi zaman tedavisi

artrit tedavisiyle aynidir (Atsu ve Ayhan-Ardic, 2006).

2.2.1.3. Romatoid Artrit

Romatoid artrit degisken ancak kimi zaman belirgin derecede ekstraartikiiler
tutulumun eslik ettigi, eroziv, simetrik eklem hastaliginin odak olusturdugu kronik,

sistemik, otoimmun ve inflamatuar bir hastaliktir.

Temporomandibular eklemde goriilen romatoid artritte genellikle bilateral agr1,
hassasiyet ve sisme, ¢ene hareketlerinde kisitlilik belirgin 6zelliklerdir. Erken evrede
radyolojik bulgu olmayabilir fakat ilerleyen déonemlerde, kondilin artikiiler yiizeyinin
dejenere oldugu ve eklem boslugunun daraldigi goriiliir. Anterior agik kapanig
goriilebilir. Cocuk hastalarda bahsedilen dejenerasyon mandibulada gelisim geriligine
ve fasiyal deformiteye yol agabilir. Yetiskinlerde, eklem sertlesmesinden okluzal
fasiyal deformitelere kadar ¢esitlilik gosterir. Tiim hastalarda ankiloz olabilme ihtimali

yiiksektir (Celiker ve digerleri, 1995) .
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e Epidemiyoloji ve Etyoloji

Diinya ¢apinda genel olarak RA’nin prevalansi % 1 olarak bildirilmistir.
Kadinlarda erkeklerden 2-3 kat daha fazla goriiliir. Her yasta goriilebilse de hastaligin
baslangici en sik 40-60 yaslar1 arasindadir (Akkog ve Akar, 2006) .

Romatoid artrit etyolojisi tam olarak bilinememektedir. Tek basina veya
multifaktoryel olarak bir ¢ok etken bu hastaligin olugsmasina neden olabilmektedir.
Otoimmun nedenler, sigara, genetik, mikrobiyal kaynakli enfeksiyonlar gibi faktorler
RA insidansini artirabilmektedir (Kinikli, 1995).

e Histopatoloji ve Biyokimya

Romatoid artritten etkilenen eklemlerde dejeneratif degisiklikler goriiliir.
Romatoid artritte, sinoviyal sivida inflamatuar hiicreler mevcuttur. Romatoid artritte
sinoviyal dokulara makrofaj, granulosit ve plazma hiicreleri infiltre olur (Seymour et
al, 1985). Bu durumda sinoviyum kalinlasgir ve “pannus” olarak adlandirilir. Pannus,
inflamatuar sinoviyal doku kitlesinin kikirdaga, kemige ve tendonlara invazyonu
sonucu olusan hasardir. Pannus eklem bosluguna dogru biiyiir ve ¢ikintili katlantilar
olusturur. Bu durum eklem fonksiyonlarin1 bozarak ve yumusak dokularin gerilmesine
neden olarak agr1 olusturur (Strand ve Kavanaugh, 2004). Sinoviyumda granulosit ve
makrofajlardan salinan lizozomal enzimler kondil bas1 ve temporal kemikte yikim ve
erozyona neden olurlar. Bu dejeneratif degisikliklerle eklem fonksiyonlarinin
bozulmasi, fibr6z ve kemik ankilozlari, okluzal-fasiyal deformiteler ve okluzal

uyumsuzluklar ortaya ¢ikabilir (Dayer, 2004).

Inflamatuar hiicrelerden asir1 miktarda agiga ¢ikan inflamatuar mediyatérler
eklemin yikimina neden olur. TNF-a ve IL-1 gibi mediyatorler artrit patogenezi ile
iligkili olup sinoviyumun stromal hiicrelerinde matriks metallopreoteinaz-2 (MMP-2)
ve matriks metallopreoteinaz-9 (MMP-9) gibi proteolitik enzimlerin sekresyonunda
artisa neden olmaktadir (Ed, 1990; Nielsen et al, 2008). Bu enzimler, ekstraseliiler

matriks proteinlerinin spesifik peptid baglarini1 degrade ederek inflamatuar hiicrelerin
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ekspresyonunu saglamaktadir.

Romatoid artritin patogenezinde intraseliiler iletide rol alan stres kinaz
(Mitogen Activated Protein Kinase, MAPK) yolagi ile birlikte Signal Transcuder and
Activator of Transcription 3 (STAT3) yolagi da katkida bulunmaktadir. Bu yolaklar
sonucu olusan ara iiriinler oksidasyonda, apoptozda ve farklilasmada rol oynamaktadir
(Sekil 2.6)
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Sekil 2.6: Romatoid artritte rol oynayan “Mitogen Activated Protein Kinases
ve Signal Transcuder and Activator of Transcription 3” yolaklar1 (Tchaparian ve
digerleri, 2010). Janus Kinase (JAK)/Signal Transducer and Activator of
Transcription (STAT), Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK), AMP-Activated
Protein Kinase (AMPK), Neuropeptide Y (NPY), transcription factor A
(Tfam),Peroxisome-Proliferator-Activated Receptor y Coactivator-la (PGC-1a),
Cystic Fibrosis Gene (CREB), MAPK kinase kinase (MAPKKK), Src homology 2
domain containing transforming protein 1 (SHC), extracellular signal-regulated
kinases (ERK), Rapidly Accelerated Fibrosarcoma-1 (Raf-1).

Siklooksijenaz (COX), arasidonik asitin prostoglandine doniisiimiinii katalize
eden ¢ok islevli bir enzimdir. Siklooksijenaz, enziminin iki izoformu tanimlanmustir.

Siklooksijenaz-1 (COX-1), bir¢ok hiicrede yapisal olarak agiga ¢ikmaktadir. Sinoviyal


https://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases
https://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases
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dokularda, ozellikle sinoviyal smir katmaninda, COX-1 bulunmakta ve doku
inflamasyonu gergeklesse bile seviyesinde herhangi bir farklilik gdriilmemektedir.
Diger taraftan, normal kosullar altinda COX-2 salinim1 son derece azdir ancak
inflamasyon sirasinda salinimi yiikselir. ~ Yapilan hem klinik hem deneysel
caligmalarda RA’da, COX-2 artis1 oldugu gosterilmistir (Siegle ve digerleri, 1998,
Hanafy ve digerleri, 2012; Malda ve digerleri, 2016) (Sekil 2.7).

Romatoid artritte, eklem bolgesinde damar endotel hiicrelerinin lokalizasyonu,
mononiikleer inflamatuar hiicreler ve fibroblast benzeri hiicrelerin (Sinoviositler)

infiltrasyonu gozlenmistir (Sano ve digerleri, 1992).

mbrane

synowal me

Fibrillation of cartilage

Sekil 2.7: Romatoid artrite yol agan proinflamatuar mediatorler (Mobasheri ve
digerleri, 2012). Matrix Metalloproteinazlar (MMPs), Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS),
Timor Nekrozis Faktor-a (TNF-a), Interlokin-1p (IL-1p).
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e Genel Klinik Bulgular

Romatoid artritin TME tutulumu oldugu gibi diger eklemlerde de tutulumu
gozlemlenir. El eklemleri, dirsekler, el bilegi, ayak bilegi, ayak, kalca, diz ve TME’nin
simetrik olarak tutulumu RA igin karakteristiktir (Hochberg ve digerleri, 1992).
Romatoid artrit sinsi bir hastalik olup baslangicta kolay teshis edilemeyebilmektedir.
Eklem bolgelerinde erken sathada radyolojik goriintii vermeyip klinik bulgular
sayesinde erken teshis konulunabilmektedir. Erken klinik bulgulari; kilo kaybi,
yorgunluk hissi ve atestir. Artikiiler semptomlari; eklem agrisi, sabah goriilen 30
dakikadan fazla siiren eklem sertligi, eklemlerde sisme ve fonksiyon kaybi, tendon
riiptiirii ve kas agrilaridir. Eklemlerdeki ilerleyen dejeneratif degisiklikler nedeniyle,
parmaklarda kugu boynu deformitesi gibi karakteristik eklem deformitelerine neden

olur. Servikal omur da etkilenebilir (Macovei ve Rezus, 2016).

Romatoid artritin eklemler disindaki sistemik bulgulari; subkutan nodiiller,
osteoporoz, plevral eflizyon (siv1 birikimi), asemptomatik perikardit, anemi, Reynaud
fenomeni, periferal nérolojik semptomlardir. Romatoid artrit hastalarinin birgogunda
romatoid nodiiller bulunabilmektedir. Bu nodiiller en ¢ok dirsek, parmak eklemleri,
oksipital deri bolgesi gibi basing altinda olan yerlerde goriilebilir. Romatoid
granulomlar miyokard, parankim ve sklerada bulunabilir. Romatoid artrit hastalarinin
% 80’1 uzun periotta remisyona girer. Romatoid artrit, % 5 oranda Sjogren Sendromu

ile birlikte goriilebilir.

e Romatoid Artritin Klinik Bulgular:

1874’de Garrod tarafindan ilk defa romatoid artrittin TME tutulumu
bildirilmigtir. Temporomandibular eklemin tek tarafli tutulumu olabilecegi gibi
simetrik tutulumu da olabilmektedir (Kent ve digerleri, 1986). En sik goriilen klinik
belirti fonksiyon sirasinda derin preaurikular agridir. Eklemler palpasyona hassastir ve
sabah saatlerinde eklem sertligi de mevcuttur. Klik, krepitasyon ve 1sirma kuvvetinde
azalma vardir (Atsii ve Ayhan-ardig, 2006) . Moen ve digerleri (2005) RA hastalarinin

% 77’sinde TME’de agr1 ve disfonksiyon oldugunu rapor etmislerdir. En sik goriilen
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deformite anterior agik kapamigtir. Lin ve digerleri (2007) ise 56 RA hastasi ile
yaptiklar1 ¢alismalarinda hastalarin 3’linde anterior agik kapanisla birlikte fibroz ve

kemik ankilozunun da eslik ettigini belirtmislerdir.

e Romatoid Artrit Tedavisi

Artrit tedavisinde hedef, hastaligi kontrol altina almak ve TME’deki RA
ilerleyisini 6nlemektir. Hastaligin kontrol altina alinmasi ve ilerlemesini 6nlemek igin
farmakolojik girisimler (lokal veya sistemik), fizik tedavi, oral apareyler, kombine

tedaviler uygulanip cerrahi girisimler yapilmaktadir (Hamuryudan, 2007).

» Farmakolojik Tedavi

Romatoid artritte tedavinin temel amaci, agriy1 dindirmek, eklem harabiyetini
ve diger komplikasyonlari Onleyerek hastalarin giinliik aktivitelerini diizenli bir
sekilde siirdirmelerini saglamaktir. Bu amaclara ulasmada ilag tedavisi ile birlikte
hasta egitimi ve bir ¢ok tip dali arasinda isbirligi sarttir. Bu kosullarin zor saglandig

az gelismis iilkelerde ise sonug, hastalar agisindan genellikle hayal kirict olmaktadir.

Romatoid artrit tedavisinde kullanilan ilaglarin hig biri - yeni gelistirilenler de
dahil olmak {izere - hastaligi tamamen ortadan kaldiramamaktadirlar. Yine de son
yillarda romatoid artritin tedavisinde ¢ok olumlu degisiklikler olmustur. Bunlar,
hastaligin erken tani ve tedavisinin uzun vadedeki prognoza olumlu katkisi, 6zellikle
erken hastalikta ilaglarin kombine kullanilmasinin tek tek kullanilmasindan daha etkili

olduklarinin gdsterilmesi ve biyolojik etkili ilaglarin kullanima girmesidir.

Romatoid artrit tedavisinde kullanilan ilaglari, nonsteroid anti-inflamatuar
ilaglar, kortizon ve hastaligin seyrini degistiren ilaglar (DMARD’lar) olarak 6zetlemek

miumkindiir.
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< Nonsteroidal Anti-inflamatuar ilaclar (NSAID)

Nonsteroidal ~ Anti-Inflamatuar Ilaglar (Aspirin, Naproksen Sodyum,
Ibuprofen,.. vb) eklem agris1 ve sabah sertligini gidermede oldukgca etkilidirler ancak
hastaligin ilerlemesinin 6nlenmesi ve eklem dejenerasyonu iizerinde etkileri yoktur.
Etki bakimindan aralarinda biiyilk bir fark olmayan bu ilaglarin segimlerinde
yarilanma siireleri, gastrointestinal sistem basta olmak lizere gesitli yan etkiler ile

birlikte hasta uyuncu ve ilaglarin maliyeti nemli rol oynamaktadir.

% Kortikosteroidler (Glukokortikoidler)

Romatoid artritin eklem bulgulari diisiik doz kortikosteroide iyi yanit verirse
de ilacin dozu ve kullanildig: siireye bagli olarak gelisen yan etkiler kortikoseroid
kullanimini kisitlar. Yine de diisiik doz prednizolon, bobrek — gastrointestinal sistem,
kalp gibi eslik eden hastaligi olanlarda, yaslilarda ve gebelerde cogu zaman tercih
edilen ilag olmaktadir. Diisiik doz prednizolon erozyon gelismesini geciktirmektedir.
Organ tutulumlarinda tutulumun 6nemine ve siddetine bagli olarak daha yiiksek
dozlarda kortikosteroid gerekebilmektedir. Hastaligin akut donemlerinde kisa siireli
intravendz ve tek tek eklemlere yonelik lokal Kkortikosteroid uygulamalari da
yapilmaktadir. Lokal uygulamalarin amaci agrinin azaltilmasi, eklem hareketliliginin
artirilmast ve inflamasyonun azaltilmasidir. Lokal uygulamalarda inflamasyonu
azaltmak icin 0.5-mL veya 1-mL triamcinolone acetonide (40 mg/mL) ve
triamcinolone  hexacetonide (5-20 mg/mL) intraartikiiler ~ uygulamalarda
kullanilmaktadir. Enjekte edilecek kortikosteroidin hacmi enjeksiyonda karsilasilan
direng miktarma gore hekimin karar1 ya da hastanim agirligi ile belirlenir. intraartikiiler
enjeksiyon sayisi 1 ile 6 arasinda degisebilmektedir. Kortikosteroid enjeksiyonlarinin
dezavantajlari; gegici postoperatif agri, enjeksiyon yerinde subkutan atrofi, lipoatrofi,
postoperatif 1. giinden 2 haftaya kadar siiren yiizde sislik ve ates, enjeksiyon yerinde

cilt hipopigmentasyonu ve skar formasyonu olusmasidir (Veldhuis ve digerleri, 2014).
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< Hastahgn Seyrini Degistiren Ilaclar (DMARD’lar)

Hastaligin seyrini degistirerek erozyon gelisimini durdurdugu veya geciktirdigi
kabul edilen sitotoksik ilaglardir. Biitiin romatoid artritli hastalarda tan1 konduktan
sonra gecikmeden baglanilmalidirlar. Metotreksat, sulfasalazin, leflunomid ve

hidroksiklorokin bu grupta en ¢ok kullanilan ilaglardir (Kwoh ve digerleri, 2002).

v' Metotreksat
Giliniimiizde romatoid artrit tedavisinde en yaygin kullanilan ve genellikle ilk
baslanan ilagtir. Bir folik asit antagonistidir. Erozyon gelismesini yavaglatir ancak tam
iyilesme saglamasi nadirdir. Metotreksat, haftada tek giin ve tercihen tek doz olarak

kullanilir.

Metotreksat ile birlikte folik asit (giinde 1 — 3 mg) kullanildiginda yan
etkilerde azalma goriilmektedir. Metotreksatin yan etkilerini folat eksikligine ait
olanlar (bulanti, kusma, oral {ilserler ve kemik iligi baskilanmasi), allerjik olanlar

(akciger toksisitesi) olarak 6zetlemek miimkiindiir.

v' Sulfasalazin
Erozyon gelisimini yavaglatir. Glinliik ortalama dozu 2 gr’dir. Etkisinin
baslamasi ortalama 2 aydir. Kombinasyon tedavilerinde siklikla yer almaktadir ancak

metotreksat ile birlikte kullanimi tek kullanimindan daha etkili degildir.

v" Hidroksiklorokin
Iyi tolere edilen fakat tek basma kullanildiginda etkisi az olan bir ilagtir.
Erozyon gelisimi lizerine etkisi gosterilmemistir. En ¢ok metotreksat ile kombine
kullanilmaktadir. En korkulan komplikasyonu olan makula toksisitesi, kilogram
basima 6.5 mg iistiine ¢ikilmadikca nadirdir. ilacin bu yan etkisi nedeni ile hastalar
yilda bir kez gérme alanini da igeren oftalmolojik bir muayeneden gegirilmelidirler.
Yaslh hastalar ile onceden bir gdz problemi bulunanlar disinda tedavi dncesi goz

muayenesi gereksizdir.
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v" Leflunomid
Klinik ¢aligmalarda metotreksat ve sulfasalazin esit etkili bulunmustur ayrica
metotreksat ile kombine kullaniminin da etkili oldugunu bildiren ¢alismalar vardir.
Hepatotoksisite en dnemli yan etkisidir ve kullanimi siiresince diizenli transaminaz
kontrolii yapilmalidir. Bunun yaninda diyare, karmn agrisi, dokiintii, zayiflama,

tansiyon yiikselmesi goriilebilir.

v' Siklosporin A
Diger ilaglara yanit vermeyen hastalarda veya metotreksat ile kombine olarak
kullanilir. Renal toksisite en onemli yan etkisidir, diizenli kreatinin ve tansiyon
kontrolleri gerektirir. Nonsteroidler basta olmak {izere birgok ilacla etkilestigi

unutulmamalidir.

v' Biyolojik Ajanlar
Romatoid artrit tedavisinde bu ilaglarin kullanima girmesi ile yeni bir donem
baglamistir. Gliniimiizde TNF-a’ya kars1 etanercept, infliksimab ve adalimumab, IL-
1’e kars1 gelistirilmis anakinra, anti CD20 pozitif B hiicrelerini baskilayan rituximab
ve Kko-stimiilator molekiilleri inhibe ederek T hiicre aktivasyonunu baskilayan

abatecept lisans alarak kullanima girmistir.

TNF-a Inhibitorleri, romatoid artritin belirti ve bulgularini geriletmekte,
erozyon gelisimini durdurarak yapisal hasarin ilerlemesini onlemekte ve fiziksel
fonksiyonu iyilestirmede etkilidirler. Bu ilaglarin metotreksat ile kombinasyonlari tek

baslarina kullanimlarindan daha tistiindiir.

Etanerceprt, soliibl TNF reseptor fiizyon proteinidir. Kontrollii bir ¢alismada
metotreksat ile birlikte kullanildiginda tek basina metotreksat alanlara gore oldukca

anlamli oranda etkili oldugu belirtilmistir.

Infliksimab ve Adalimumab, anti TNF antikorudur. Intravendz infiizyon
seklinde uygulanir. Ilaca karsi antikor gelisimini engellemek amaci ile romatoid

artritte metotreksat ile birlikte kullanilmaktadir.
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Bu ilaglarin giderek daha yaygin kullanilir olmalart ile cesitli yan etkiler de
dikkati ¢ekmeye baslamistir. Bunlarin basinda infeksiyonlar, lenfoma gelisimi, allerjik
reaksiyonlar, multipl skleroz benzeri demiyelinizan hastalik, vaskiilit gelisimi ve lupus

benzeri otoimmiin hastalik gelisimi gelmektedir.

v Tedavi Siiresi
Hastaligin seyrini degistiren bir ilag 3 ay i¢inde maksimum doza ragmen
hastalik kontrol altina alinamiyor ise yeni bir ilaca gecilmeli veya kombinasyon
yapilmalidir. Eger ilacin etkili oldugu diisiiniiliiyorsa uygun dozda tedavi stirdiiriilmeli
ve olasi yan etkiler agisindan kontrollere devam edilmelidir. Bu ilaglarin etkili

olmadig1 durumlarda lokal tedavilere gecilmesi gerekmektedir.

> Non-invaziv Teknikler

% Fizik Tedavi

Fizik tedavi oral apareyler, cerrahi tedavi ya da bunlarin bir kombinasyonu
seklindedir. Deksametazon iyontoforez (IP) noninvazif fizyoterapi yontemidir Ki her
uygulamada her ekleme 6 mg deksametazonun transdermal olarak uygulanmasini
saglar. Diislik dereceli elektrik akimlari, hidrofilik ilaglarin iyonlarina ayrilmasini
saglamaktadir boylece ilaglar daha derin dokulara penetre olabilmektedir.
Deksametazon yan etkileri; gegici agrili olmayan bolgesel eritem, deksametazon
uygulama sirasinda metalik tat ve kiigiik bir deri kabarcigi seklindedir. 3 ila 6 seans IP

uygulamasi tavsiye edilir (Veldhuis ve digerleri, 2014).

% Okluzal Splint

Okluzal splint tedavisinin TME osteoartritli hastalar iizerinde olumlu bir etkisi
oldugu soOylenir. Romatoid artritin aktif doneminde splint kullanim1 ekleme gelen
kuvvetsel yiikiin azaltilmasini ve fonksiyonun gelistirilmesinde yardime1 olmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada, RA hastalarinda uzun siireli ortodontik tedavi ile kombin



22

kullaniminda tedaviye yardimci oldugu saptanmistir (Kuroda ve digerleri, 2012).

> Invaziv Teknikler

% Artrosentez ve Artroskopi

Artrosentez, terapotik madde ile ortak kullanildiginda inflamasyon siirecini
kisaltir, inflamatuar eksiida drenajini1 saglar, adezyonlar1 ayirir, diski serbestlestirir,
agriy1 dindirir ve eklem hareketliligini saglar. Artrosentez, agiz sonuna kadar agik ve
mandibular kondil ¢ikintis1 belli iken yapilmalidir (De Riu ve digerleri, 2013). Normal
maksimum agiz agiklig1 ve isleyisini geri getirebilmek i¢in iki igne eklem alanim
delerek kullanilir. Bu teknik, prosediirii gelistirmedeki zorluklar nedeniyle yerini tek
igne artrosentez teknigi almistir (Singh ve Varghese, 2013). Yapilan ¢aligmalarda, tek
igne teknigiyle artrosentez uygulamalarinda agrinin azaldig1 ve fonksiyonel kaybin

geri geldigi saptanmistir (Vos ve digerleri, 2014).

Artroskopi, irigasyon yapmak, tan1 koymak, eklem dokularinin goriintiisiinii
elde etmek, biyopsi almak ve yapigikliklari kaldirmak igin 1.7 ve 2.7 mm arasinda gapa
sahip kat1 optik fiber ile gerceklestirilir. Ancak literatiirde artroskopi ile tedavi ¢ok
olmasa bile yapilan ¢aligmalarda inflamatuar mediatodrleri ortamdan uzaklagtirmasiyla
kisa donemde agriy1 azalttig1 ancak komplikasyon varliginda hastaya 1zdirap verdigi
ve uzun donemde eklemde daha yikici bir sonug verdigi saptanmistir (Gynther ve

Holmlund, 1998).

% Acik Cerrahi Teknikler

Diskin tamiri olamayacak sekilde hasara ugramasi sonucu diskektomi
uygulanmaktadir. Kondil bag1 rezeksiyonu ise mobilizasyonun geri kazanilmasini ve
agrimin  dindirilmesini  saglamaktadir. Ancak dokuya yapilan bu rezeksiyon
rezorpsiyonu artirarak kondil yiiksekligini negatif yonde etkileyebilmektedir
(Sidebottom ve Salha, 2013).
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R/

* Total Eklem Protez Uygulamalar:

Mandibular kondil yogun hasar gérdiigiinde, dejenere oldugunda veya kemik
kaybinda, otojen greft veya alloplastik implant kullanim1 fonksiyonel ve semptomatik
iyilesme saglamak i¢in kabul edilebilir bir yaklagimdir. Total eklem tedavisinden 6nce
yapilan tiim tedavilere ragmen tedavi edilemiyorsa, tim dejenerasyon, ankiloz ve
yikilmis eklemler i¢in son tedavi total eklem protez uygulamalaridir. Eklemdeki bu
yikim dengesiz bir okluzyona neden olmakta ve fonksiyon kaybi, agiz acikliginda

kisitlilik ve agriya neden olmaktadir.

Total eklem protezleri, 19. yiizyilda gelistirilmis ve 60'l1 yillarda Christensen
tarafindan iretilen mevcut protezlerle modifiye edilmistir. Christensen protezi olan
metal-metal kobalt-krom alagimi yerine (1999 yilina kadar kullanilan) kobalt-krom
tizerine akrilik protezler {iretilmis fakat % 10 civarinda olasi materyal alerjisi

nedeniyle yabanci cisim reaksiyonu meydana gelmistir (Saeed ve digerleri, 2001).

TMJ Concepts kisiye 6zel protezler Computer-Aided Design and Manufacture
(CAD-CAM) cihazlar1 kullanilarak ti¢ boyutlu bilgisayarli tomografi ile taranarak
yapilmaktadir. 17 yildir %90 oraninda basar1 elde edilmistir (Mercuri ve digerleri,
2007). Kisiye 6zel eklem protezleri, yiiksek molekiil agirlikli polietilen ve kobalt-krom
alasimindan yapilir ve hastalar i¢in hastanede yatis siiresi 2 giin olup total diz eklem
rekonstriiksiyonu ile benzerlik gosterir. Bu protezler, kafatasinin altina ve ramus
mandibulaya fikse edilmek suretiyle uygulanir. Total eklem proteziyle okluzyon
hemen diizelir, agiz agiklig1 1 ay igerisinde gelisir ve 1 yil icerisinde ise hastanin

beslenmesi diizelir (Sidebottom ve Salha, 2013).

Total eklem rekonstriiksiyonu eklem tedavisinde son asamadir. Bu tedavi ¢cok
agresif olup RA gibi eroziv ve dejeneratif eklem hastaliginda mecburi bir tedavi

secenegidir (Mercuri, 2016).
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2.2.1.4. infeksiyoz artrit

Infeksiy®dz artrit goriilme olasilig1 antibiyotiklerin gelisimiyle ¢ok diismiistiir.
Eklem i¢ine eksojen olarak giren patojenik bakteri nedeniyle infeksiyoz artrit meydana
gelebilmektedir. Genellikle enfeksiyonlardan sorumlu stafilokok ve steptokok
mikroorganizmalardir. Patojenlerin dokuya penetrasyonu; enfekte dis, periostitis,
infratemporal fossa ya da parotis enfeksiyonlari, mandibulanin osteomyelitinden
kaynakli olabilmektedir. Sifiliz, tiiberkiiloz, pnomoni, kizil gibi hastaliklarin seyri

sirasinda ortaya ¢ikabilir.

Baslangicta radyolojik bulgu vermeyebilir, fakat ilerleyen donemde asir1 kemik
destriiksiyonu goriilebilir. Hastada hareketle artan agr1 vardir. Eklemde sislik ve 1s1

artist goriliir.

Infeksiydz artrit tamisinda ge¢ kalinmamalidir. Antibiyotikler, antiinflamatuar
ajanlar ve eklem iizerine gelen yiikiin azaltilmasi i¢in istirahat Onerilmektedir.
Siipiiratif enfeksiyonlarda drenaj yapilmaktadir. fleri durumlarda kemik
sekestrasyonlarinin ¢ikarilmasi i¢in cerrahi miidahale gerekebilmektedir (Okeson,
2008)

2.2.1.5. Travmatik artrit

Cenenin dislokasyonu, kirilmasi gibi sonuglar doguran travmalar iltihaplanma
icin yeterli olabilirler. Travma sonucunda intraartikiiler yumusak dokularda sikigma
olur, eklemin damar bakimindan zengin olan posterior yiizii ve diskin periferi bu
sikigmaya kanama ile cevap verir ve sonucta ani bir iltihabi reaksiyon ortaya cikar.
Gegirgenligin artmas1 sonucu ddem meydana gelir. Odem, kanama ve yumusak

dokunun kalinliginin artmasi disk ve kondilin yer degistirmesine neden olur.

Hastada hareket ile artan agr1 vardir. Agr1 sebebiyle agiz agmakta zorlanma
olur. Sislik varsa akut malokluzyon ortaya ¢ikar. Hareket kisitliligi, deviasyon ve agri

gibi karakteristik bulgular birkag¢ giinde geger. Bu sebeple kalic1 ve geriye doniisii
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olmayan restorasyon ve tedavilerden kaginarak bir siire beklemekte yarar vardir

(Okeson, 2008).

2.2.1.6. Psoriatik artrit

Cok uzun zaman kutandz psoarise sahip olan bireylerde ¢ok ender TME
tutulumu vardir. Cogunlukla sadece TME tutulumu olur. Temporomandibular
eklemde agri, hareketlerde kisitlanma, krepitus ve az da olsa RA benzeri bulgular
mevcuttur. Radyografik bulgusu yoktur ancak intraartikiiler 6dem veya kanama
oldugunda ya/ya da interkapsiiler kirtk meydana geldiginde radyografik bulgu verir
(Okeson, 2008)

2.2.1.7. Metabolik Artritler

Hiperiiremi (gut-gout), en fazla ayak bagparmaginda goriilmekle birlikte
TME’de goriilebilir. Daha ¢ok yash kisilerde goriiliir. Kan testleri veya eklemden

aspire edilen materyalde tirik asit kristalleri gosterilerek tan1 dogrulanir.

Psodohiperiiremi (psodogut-pseudogout), hiperiiremi bulgulari ile benzerlik
gosterir. Mandibular kondilde dejeneratif ve eroziv degisiklikler gozlenebilmektedir.
Yash (primer form) ve genclerde (sekonder form) goriilebilir. Intraartikiiler

kalsifikasyon ve diskte diffiiz kalsifikasyon goriilebilir (Tiirker ve Yiicetas, 1997).

2.3. Melatonin (MEL)

Ik olarak 1958’de, 250.000 sigir pineal bezinden birkag mg indolamin
cikarilmistir ve ¢ikarilan bu molekiile melatonin (N-acetyl-5-methoksitriptamin) ismi
verilmistir (Lerner ve digerleri, 1958). Melatonin, serotoninin bir metoksi tiirevi
olmast ve amfibialarda, epidermal melanositlerden melanin dagilimi {izerinde
diizenleyici etkisinden dolay1 adi melatonin olmustur. Baglangigta, mevsimsel iireyen
memelilerde tireme sistemi tizerindeki etkisi arastirilmistir. Ancak son 20 yilda,

melatoninin diger fizyolojik olaylardaki etkileri saptanmustir.
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Bu indolaminin, gece-giindiiz dongiisii ile senkronize bir sirkadiyen paterne
(glin i¢i ritme) sahiptir. Plazmada, gece 20.00-23.00 arasi yiikselen melatonin diizeyi
01.00-05.00 aras1 en iist seviyeye ulasir ve giin dogumundan itibaren diiser. Saglikli
kisilerde plazma melatonin diizeyi giindiiz 0-20 pg/ml, gece 20-200 pg/ml (ortalama
60-70 pg/ml) dir. Melatoninin giinliik yaklasik tiretim miktar1 %80 i gece olmak {izere
30 mg’dir (Sener, 2010). Ozellikle gece salgis1 artan melatonin, kan-beyin bariyeri
(Menendez-Pelaez ve digerleri, 1993), plasenta (Okatani ve digerleri, 1998) gibi tiim
morfofizyolojik bariyerlerden kolaylikla gecerek organizmadaki her hiicreye girme

yetenegine sahiptir (Reiter ve digerleri, 2000).

Yapilan aragtirmalarda, Amerika’da yaklasik 45 milyon kisi gece uykusuzlugu
(insomnia) ¢ekmektedir. Bu durum birgok hastalik nedeni olabilmektedir. Ayrica
yasam kalitesinin diismesi ile birlikte maddi ve manevi anlamda olumsuzluklara sebep
olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada bu durumun en 6nemli nedenlerinden birinin de
endojen melatonin sekresyonunun baskilanmasi oldugu belirtilmistir (Ferguson,

2010).

Melatonin sentezi ile ilgili hemen hemen her sey memeli epifiz bezi
incelenerek tespit edilmistir (Reiter, 1991). Melatonin, amino asit triptofanin
trtiniidiir. Amino asit triptofan hiicrelerin i¢ine alimindan sonra 6nce hidroksillenir
sonra dekarboksillenerek 5-hidroksitriptamin (serotonin) olusur. Seratonin, melatonin
tireten organlarda (pineal bez, gastrointestinal sistem, deri, goz,... vb) asetillenir ve N-
asetilserotonin  olusur. Melatonin olusumundaki son enzim hidroksiindol-O-
metiltransferaz  (HIOMT), O-metilasyon ile N-asetilserotoninden N-asetil-5-

metoksitriptamin (Melatonin)’i olusturur (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: Melatonin sentez basamaklar1 (Reiter, 2000). Hidroksiindol-O-
MetilTransferaz (HIOMT).

Bu ajanin, daha 6nce yapilan ¢alismalarda antioksidan ve antiinflamatuvar
etkileri gosterilmistir (Sehirli ve digerleri, 2013;. Borges Lda ve digerleri, 2015).
Antiinflamatuvar etkisini Niikleer Faktor-Kappa B (NF-«xB) ile stimiile edilen adezyon
molekiillerinin olusumunu inhibe ederek, 16kosit endotel adezyonunu ve 16kositlerin
endotel hiicrelerinden migrasyonunu azaltarak ve bdylece polimorfoniikleer
lokositlerin  (PMN) inflamatuar alanda toplanmasini Onleyerek gergeklestirdigi
gosterilmistir. Melatoninin inflamatuar olaylar sirasinda gerek direkt gerekse indirekt
olarak serbest radikallerin neden oldugu sitokin ve proteolitik enzimlerin olusumunu

onleyerek doku hasarini engelledigi belirtilmistir (Cuzzocrea ve Reiter, 2002).

Pro-inflamatuar faktorlerin (IL-1B, TNF-q,...), inflamatuar yanitta cesitli
hiicrelerin (6rnegin; kondrositler, osteositler,...) yaslanmasini ve apoptozisini

indiikledigi bilinmektedir. Bu faktorler nedeniyle olusan eklemin dejeneratif
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hastaliklarinda, IL-1B’nin anabolik etkisi ile uyarilan hiicre 6liimiiniin iistesinden
gelebilmek icin bircok antioksidan molekiil gelistirilmistir. Bu molekiiller arasinda
melatonin, antioksidan ve anti-inflamatuar etki gosterdigi kanitlanmistir (Liu ve
digerleri, 2013).

Melatoninin serbest radikal olusumunu 6nleyici etkisi noral ve kardiyovaskiiler
fonksiyonlarin fizyolojik diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Melatoninin serbest
radikaller lizerindeki siipiiriicii etkisi onun ayn1 zamanda gii¢lii bir antiinflamatuar ajan
oldugunu da agiklamaktadir. Inflamasyonun uyarilmasiyla doku hasarma giden yolak
tizerinde ¢esitli kademelerde melatonin ile blokaj bu ajana antiiflamatuar ve doku

koruyucu etki saglamaktadir (Sehirli ve digerleri, 2013)

Sekil 2.9 da inflamasyonun indiikledigi adhezyon molekiil ekspresyonu, NF-
kB, iNOS, PG, siiperoksid ve peroksi nitrit radikallerinin doku hasarindaki rolii ve
melatoninin bu etkenlerin olusumlarinin baskilanmasi ile antiiflamatuar etkisi
Ozetlenmistir (Cuzzocrea ve Reiter, 2001). Cesitli inflamasyon modellerinde (yanik
hasari, sepsis, iskemi/reperfiizyon gibi) notrofil aktivasyonunun dokularda neden
oldugu oksidan hasarlar1 melatonin anlamli olarak geri ¢cevirmistir (Sener ve digerleri,,

2002a; Sener ve digerleri, 2002b; Sener ve digerleri, 2003).
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Sekil 2.9: Melatonin antiinflamatuar mekanizmasi1 (Cuzzocrea ve Reiter,
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2.4 5-Metoksitriptofol (5-MTX)

5-metoksitriptofol (5-MTX), pineal bezden sentezlenen bir hormondur.
Seratoninden sentezlenen bu indolaminin amfibiler, siiriingenler, baliklar, kuslar ve
memelilerde biyolojik olarak aktif oldugu gosterilmis olup fizyolojik olarak giines gibi
isisal uyaricilarla diizenlenmektedir. Bazi arastirmacilar 5-metoksitriptofol’un,
melatonin ile benzer endokrin etkileri oldugunu ve kan i¢inde 24 saaatlik sirkadiyen
paterni oldugunu bildirmektedirler. Bu indolamin, melatoninin aksine fotoperiyota
bagimli olarak giindiiz salinim gostermekte olup kandaki seviyeleri melatonin diizeyi

ile ters orantilidir (Ouzir ve digerleri, 2013).

Cesitli omurgal1 tiirlinde ve gastropodlarda yapilan galismalarda 5-MTX'in
sirkadiyen ve “mevsimsel” ritimleri saptanmistir. Ornegin; insanlarda yapilan bir
calismada, 5-MTX’in seviyesi kisa fotoperiyot olan Ocak ile Mart aylar1 arasinda
arastirllmig, giin siliresince yiiksek konsantrasyonlarda gece siiresince diisiik
konsantrasyonlarda oldugu saptanmistir. Nitekim 5-MTX’in, yaz aylarinda
fotoperiyota bagli olarak tiretiminin fazla olmasindan &tiirii kis aylarina gore geceleyin
plazmada daha yiiksek konsantrasyonlarda oldugu bulunmustur. Bu veriler sonucunda,
pineal bezin 5-MTX sentezinde fotoperiyottan etkilendigi saptanmigtir (Hofman ve
digerleri, 1995).

5-MTX sentezinin 2 yolu vardir.

1.si serotoninin oksidatif monoamin oksidaz (MAO) tarafindan deaminasyonu
ile baglar. Serotonin, MAOQ tarafindan oksidasyon mekanizmasiyla 5-hidroksiindol
asetaldehite deamine edilir. Ardindan aldehit rediiktaz (AR) enziminin katalitik
aktivasyonu ile 5-hidroksiindol asetaldehit 5-hidroksitriptophol’a indirgenir. 5-
hidroksitriptophol’un 5-hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT) enzimi tarafindan
metilasyonu gerceklestirilerek 5-MTX olusur (Balemans ve digerleri, 1980) (Sekil
2.10)
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Sekil 2.10: (Ouzir ve digerleri, 2013). Monoamin Oksidaz (MAO), Aldehit
Rediiktaz (AR), 5-Hidroksiindol-O-Metiltransferaz (HIOMT).

Bununla birlikte 2.ci olarak, retina (Grace ve digerleri, 1991), bobrek ve
karacigerde (Rogawski ve digerleri, 1979) diger bir metabolik mekanizma ile 5-MTX,
MEL’den olusmaktadir. Melatonin deasitilasyon ile 5-metoksitriptamine doner.
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Ardindan 5-metoksitriptamin, deaminasyon ile 5-metoksiindolasetik asidi ve 5-MTX’i
olusturur. (Sekil 2.11)

N CH,

0 N 0 NH,
7
HJC I \n/ HJC/ |
O  AA.NAT
N <
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) Melatonin deacetylase tryptamine
Melatonin Other aryl acylamidases?
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S-Methoxyindole-3-acetic acid transferase
Esterases
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Sekil 2.11: 5-metoksitriptofolun melatoninden olusan sentez yolagi (Wu ve
digerleri, 2014). Aralkilamin N-acetyltransferaz (AA-NAT), monoamin oksidaz
(MAO A), aldehit dehidrogenaz (AldDH), alkol dehidrogenaz (ADH).

Melatonin gibi 5-MTX’in de yapilan ¢alismalarda, bircok organ hiicresine
girebilme yetenegine sahip oldugu saptanmistir. Ozellikle kan-beyin bariyerinde
bulunan reseptorlerle beyine gegebilmektedir (Alebouyeh ve digerleri, 2003). Bununla
birlikte, tiroid, adrenal bezler, yumurtaliklar ve rahim hiicrelerinde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunabilmektedir ve idrarda metabolize olabilmektedir (Ouzir ve
digerleri, 2013).


https://en.wikipedia.org/wiki/Aralkylamine_N-acetyltransferase
https://tr.wikipedia.org/wiki/Monoamin_oksidaz
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Lissoni ve digerleri 1996’da yaptiklar bir ¢calismada, 5-MTX’in serumdaki
immiin sistemi stimiile edici sitokin olan IL-6 seviyelerini azalttigin1 ve immiinsiipresif
olan IL-2’nin melatonin sentezine kadar artis gosterdigini saptamiglardir. 5-MTX’in
melatonine gore zit sirkadiyen ritmi saptandigina gore; Lissoni ve arkadaslari, giiniin
farkli saatlerinde etki gosteren bu iki indolaminin immiinostimulan etkilerinden

yararlanmak i¢in birlikte kullanilmalarini 6nermektedirler (Lissoni ve digerleri, 1996).

5-metoksitriptofol, fizyolojik ve néroendokrin fonksiyonlarda yer almaktadir.
Ancak salinimindaki hiicresel ve molekiiler mekanizmalar hala daha bilinmemektedir.
Bununla birlikte serbest radikallerin uzaklastirilmast ve antioksidan etkinligi
nedeniyle melatonine benzerlik gostermektedir. Ayrica yapilan g¢alismalarda, 5-
MTX’in nikotinik ve muskarinik reseptorlerde giiclii ve rekabetgi olmayan inhibitor
olarak gorev yaptigi saptanmistir (Fernando ve digerleri, 1983). Melatoninin eklem
artriti tizerindeki anti-inflamatuar ve antioksidan etkinligi daha 6nceki g¢alismalarda
gosterilmistir (Jimenez-Caliani ve digerleri, 2005). Ancak yeni yapilan in Vitro
calismada, 5-MTX’in kemik hiicreleri lizerinde osteoklastik aktiviteyi inhibe ettigi ve
osteoblastik aktiviteyi arttirdigi saptanmistir. Bu ¢alismaya gore, 5-MTX’in osteoblast
diferansiasyonunu MEL’e gore daha fazla stimiile ettigi saptanmis olup, osteokalsin
sekresyonunu artirdigi net bir sekilde gortilmiistiir (Satué ve digerleri, 2015). Ancak
5-MTX’in artrit tizerine etkisi arastirilmamis olup bizim ¢alismamizla bu bir ilk

olmustur.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alisma Medipol Universitesi Hayvan Etik Kurulu’nun onay1 (Karar No:
38328770-46) alarak yapilmistir. Calismamizda 200-250 gr. agirliginda her iki
cinsten Wistar albino siganlar kullanildi. Hayvanlar, deney oncesi iki haftalik siirede

laboratuvar kosullarina (20 °C + 2, 12 saat aydinlik/12 saat karanlik) aligtirildi.

3.1. Gruplar ve Deney Protokolii

Calismamizda her biri 8 sigcandan olusan 5 grup olusturuldu.

1. KONTROL GRUBU: Bu gruptaki sicanlara ketamin (100 mg/kg)
anestezisi altinda 40 pl serum fizyolojik temporomandibular ekleme intraartikiiler

olarak uygulandu.

2. TEMPORAMANDIBULAR EKLEM ARTRIT (TMEA) GRUBU:

2 mg Zymosan (Sekil 3.1) 40 pl serum fizyolojik iginde ¢oziiliip
Temporomandibular ekleme 30 gauge 1 ml insiilin enjektorii ile intraartikiiler (i.a.)
(Sekil 3.2) olarak uygulandi (Chaves ve digerleri, 2011). (i.a. enjeksiyon: Siganlarin
TME {izerindeki derisi tiraglandi. Zigomatik arkin posteroinferior hatti palpe edilerek
enjeksiyon noktasi belirlendi. Enjektor kondile temas edene kadar medial ve anterior
yonde ilerletildi. Mandibula hareket ettirilerek kapsiil i¢ine girildi ve enjeksiyon
gerceklestirildi). Yapilan bu islemden 15 dakika 6nce si¢anlara i.p. olarak 0.1 ml/100gr
SF uygulamasi yapildi.

Sekil 3.1: Zymosan (Z4250 Zymosan Sigma-Aldrich)
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Sekil 3.2: Sicana intraartikiiler zymosan uygulamasi.

3. TMEA - 5-METOKSITRIPTOFOL (5-MTX) GRUBU: Zymosan
(i.a.) enjekte edilmeden 30 dakika 6nce 5 mg/kg 5-MTX (Sekil 3.3) intraperitoneal
(i.p.) (Sekil 3.4) olarak uygulandi. (i.p. enjeksiyon: Sicanlarin abdominal bolgesine
insiilin enjektoriiyle 45 derece girilir, negatif aspirasyon mevcut ise enjeksiyon

yapilir.)

S_\'nixi n

SL-178, 5-Methoig e
MF: c"HmDsmi
MW: 194.24

Lot No: SI-031-03!

Sekil 3.3: 5-Methoxytryptophol (Syninnova).
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Sekil 3.4: 5-Metoksitriptofol’un intraperitoneal uygulamasi

4. TMEA - MELATONIN (MEL) GRUBU Zymosan uygulanmasindan
15 dakika once 10 mg/kg MEL (Sekil 3.5) intraperitoneal (i.p.) (Sekil 3.6) olarak
uygulandi.

Sekil 3.5: Melatonin (Sigma-Aldrich)
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Sekil 3.6: Melatonin intraperitoneal uygulamasi

5. TMEA - MEL + 5-MTX GRUBU: Zymosan uygulanmasindan 30
dakika 6nce, 5 mg/kg S-metoksitriptofol intraperitoneal (i.p.) ve 15 dakika 6nce 10
mg/kg MEL intraperitoneal (i.p.) olarak uygulandi.

Zymosan uygulamasindan 6 saat sonra ketamin anestezisi altinda (100mg/kg)
siganlarin superfisiyal dokular1 diseke edildi ve TME kavitesi pompalama ve
aspirasyon teknigiyle 0.05 ml etilen diamin tetra asetikasit (EDTA) ¢6zeltisi ile iki kez
yikanarak sinoviyal sivi toplandi ve siganlar dekapite edildi. Sinoviyal sivida Timor
Nekrozis Faktor-alfa ( TNF-o) , Interlokin 1-beta (IL-1B) diizeyleri ile matriks
metalloproteinaz (MMP-2 ve MMP-9) aktiviteleri 6l¢iildii.

Artikiiler dokuda ise inflamatuar yolaklar1 degerlendirmek i¢in COX-1, COX-
2 enzim aktiviteleriyle, Raf-1 ve STAT3 diizeyleri ise Real Time-Polimerase Chain
Reaction (RT-PCR) teknigiyle ile incelendi. Sinoviyal ve artikiiler dokulardaki yapisal
hasar histolojik olarak degerlendirildi (Holwegner ve digerleri, 2015) (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7: Sinoviyal s1v1 toplanmasi ve rezeke edilen sigan mandibulasi

3.2. Sinoviyal Sivida Tiimor Nekrozis Faktor-o (TNF-a) tayini

Sinoviyal sivida TNF-o tayini ELISA yontemi ile (BioSource Europe S.A.
Catalog No.KRC 3014, Nivelles, Belgium) rat kiti kullanilarak 6lgiildii.

Deneyin Yapihis

1. Bos ELISA kuyularina 50 pl inkubasyon buffer kondu.

2. Standart ve kontrollerin hepsi sulandirildi.

3. 6 tane tiipe ya da ependorfa standart hazirlayarak degisik konsantrasyonlarda
diliie edildi.

Standardi diliie etmek igin;

1. tiipe 400 pl standart diluent buffer + 100 ul hazirlanan standarttan kondu.
2.tiipe: 1. tiipten 250 pl + 250 pl standart diluent buffer

3. tiipe: 2. tiipten 250 pl + 250 pl standart diluent buffer

4. tiipe: 3. tiipten 250 pl + 250 pl standart diluent buffer

5. tiipe: 4. tiipten 250 pl + 250 pl standart diluent buffer

6. tiipe: 5. tiipten 250 pl + 250 ul standart diluent buffer
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7. tiip: Sadece 250 pl standart diluent buffer
8. tiip: 100 pl high control
9. tiip: 100 pul low control

10. tiipten itibaren ornekler hazirlandi. Bunun i¢in 100 pl sinoviyal sivi +100

ul standart diluent buffer kondu.

4. ELISA kuyularindaki 50 pl’lik inkubasyon buffer’in lizerine yukaridaki gibi
hazirlanan tiiplerden 100’er pl ilave edildi. Toplam ELISA kuyularindaki ¢ozelti
miktart 150 pl oldu.

5. Uzerine 50 pl Biotin conjugate eklendi.
6. 1.5 saat oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

7. Yikama soliisyonu (300 pl) ile 4 kez yikama yapilir ve dokiildii. (Yikama
solusyonu 25X’tir. Yani 4 ml wash buffer’dan alimir 100 ml’ye distile su ile

tamamlandi.)

8. Uzerine 100 pl Streptavidin HRP solusyonu eklendi. (Streptavidin HRP
solusyonu, 100X her 8’lik strip i¢in 10 pl streptavidin HRP’den alinip {izerine 1 ml
streptavidin HRP diluent eklendi)

9. 45 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

10. Yikama solusyonu ile 4 kez yikama yapild1 ve dokiildii.
11. 100 pl stabilised chromogen eklendi.

12. 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.

13. 100 pl stop solutionu eklendi.
14. 450 nm’de ELISA’da okundu.
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3.3. Sinoviyal Sivida Interlokin- 1§ (IL-1p) tayini

Sinoviyal sivida IL-1B (ELISA, BioSource Catalog No.KRCO0011, Nivelles,

Belgium) tayini i¢in uygun kitler kullanilarak talimatlara uygun olarak Ol¢timler

yapildi.
Deneyin Yapihisi
1. Standart ve kontrollerin hepsi sulandirilda.
2. 6 tane tipe ya da ependorfa standart hazirlayarak degisik

konsantrasyonlarda diliie edildi.
Standard: diliie etmek i¢in; 1. tiipe 480 pl standart diluent buffer + 120 pl

hazirlanan standarttan kondu.

2.tiipe: 1. tiipten 300 pl + 300 pl standart diluent buffer
3. tiipe: 2. tiipten 300 pl + 300 pl standart diluent buffer
4. tiipe: 3. tiipten 300 pul + 300 pl standart diluent buffer
5. tiipe: 4. tiipten 300 pl + 300 pul standart diluent buffer
6. tlipe: 5. tiipten 300 pl + 300 pl standart diluent buffer
7. tiip: Sadece 300 pl standart diluent buffer

8. tiip: 100 pl high control

9. tlip: 100 pul low control

10. tiipten itibaren ornekler hazirlanir. Bunun i¢in 100 pl sinoviyal sivi +100

ul standart diluent buffer kondu.

3. ELISA kuyularina yukaridaki gibi hazirlanan tiiplerden 100’er pl ilave
edildi. Toplam ELISA kuyularindaki ¢ozelti miktart 100 pl oldu.

4. 3 saat oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.
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5. Yikama soliisyonu (300 pl) ile 4 kez yikama yapildi ve dokiildi. (Yikama
solusyonu 25X’tir. Yani 4 ml wash buffer’dan alimir 100 ml’ye distile su ile

tamamlandi.)
6. Uzerine 100 pl Biotin conjugate eklendi.
7. 1.saat oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

8. Yikama soliisyonu (300 pl) ile 4 kez yikama yapildi ve dokiildi. (Yikama
solusyonu 25x’tir. Yani 4 ml wash buffer’dan alinir 100 ml’ye distile su ile

tamamlandi.)

9. Uzerine 100 pl Streptavidin HRP solusyonu eklendi. (Streptavidin HRP
solusyonu, 100X her 8’lik strip i¢in 10 pl streptavidin HRP’den alinip {izerine 1 ml
streptavidin HRP diluent eklendi)

10. 30 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

11. Yikama solusyonu ile 4 kez yikama yapild1 ve dokiildii.
12. 100 pl stabilised chromogen eklendi.

13. 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.

14. 100 pl stop solutionu eklendi.
15. 450 nm’de ELISA’da okundu.

3.4. Sinoviyal Sivida Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2) Tayini

Sinoviyal stvida MMP-2 tayini igin uygun kitler (ELISA, Abnova Catalog No.
KAO393, Taoyuan, Taiwan) kullanilarak talimatlara uygun olarak dlgimler yapildi.

Deneyin Yapihist

1. Rat MMP-2, High control, low control ve standartlarin hepsi sulandirilda.

2. 6 tane tlipe ya da ependorfa standart hazirlayarak degisik
konsantrasyonlarda diliie edildi.

Standard: diliie etmek i¢in; 1. tiipe 1000 pl standart diluent buffer + 1000 pl

hazirlanan standarttan kondu.
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2.tiipe: 1. tiipten 300 pl + 300 pl standart diluent buffer
3. tiipe: 2. tiipten 300 pl + 300 pl standart diluent buffer
4. tiipe: 3. tiipten 300 pl + 300 pl standart diluent buffer
5. tiipe: 4. tiipten 300 ul + 300 pl standart diluent buffer
6. tiipe: 5. tiipten 300 pl + 300 pl standart diluent buffer
7. tiip: Sadece 300 pl standart diluent buffer

8. tiip: 100 pl high control

9. tiip: 100 pul low control

10. tiipten itibaren 6rnekler hazirlandi. Bunun i¢in 100 pl sinoviyal sivi +100

ul standart diluent buffer kondu.

3. Elisa kuyularina yukaridaki gibi hazirlanan tiiplerden 100’er pl ilave edildi.
Toplam elisa kuyularindaki ¢ozelti miktar1 100 pl oldu.

4. 37 °C’de karanlikta 90 dakika inkiibe edildi.

5. 100 pl biotinylated anti-rat MMP-2 antibody ¢alisma solusyonu ilave edildi.
37 °C’de karanlikta 60 dakika inkiibe edildi.

6. Yikama solusyonu (300 pl) ile 3 kez her tiipte 1 dakika kalacak sekilde
yikama yapild1 ve dokiildii. (Yikama solusyonu 0.1 M Tris Buffers (TBS) ile 0.1 M
fosfat buffer solusyonu (PBS.)

7. Uzerine 100 pl Avitin-Biotin Peroxidase Complex (ABC) ¢alisma solusyonu
eklendi ve 37 °C’de karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

8. Yikama solusyonu (300 pl) ile 5 kez her tiipte 1 dakika kalacak sekilde
yikama yapild1 ve dokiildii.

9. Uzerine 90 ul 3,355 -Tetramethylbenzidine (TMB) renk solusyonu

eklendi.
10. 37 °C’de karanlikta 25-30 dakika inkiibe edildi.

11. Uzerine 100 ul TMB stop solusyonu eklendi ve renk sariya dondii.
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12. 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.

13. 450 nm’de ELISA’da okundu.

3.5. Sinoviyal Sivida Matrix Metalloproteinaz-9 (MMP-9) Tayinleri

Sinoviyal sivida MMP-9 (ELISA, Abnova Catalog No. KAO398, Taoyuan,
Taiwan) tayinleri i¢in uygun kitler kullanilarak talimatlara uygun olarak olgiimler
yapildi.

1.  Rat MMP-9, High control, low control ve standartlarin hepsi sulandirilda.

2. 6 tane tipe ya da ependorfa standart hazirlayarak degisik
konsantrasyonlarda diliie edildi.

Standard: diliie etmek i¢in; 1. tiipe 1000 pl standart diluent buffer + 1000 pl

hazirlanan standarttan kondu.

2.tiipe: 1. tiipten 300 pl + 300 pl standart diluent buffer
3. tiipe: 2. tiipten 300 ul + 300 pl standart diluent buffer
4. tiipe: 3. tiipten 300 pl + 300 pl standart diluent buffer
5. tiipe: 4. tiipten 300 pul + 300 pl standart diluent buffer
6. tlipe: 5. tiipten 300 pl + 300 pl standart diluent buffer
7. tiip: Sadece 300 pl standart diluent buffer

8. tiip: 100 pl high control

9. tiip: 100 pul low control

10. tiipten itibaren ornekler hazirlandi. Bunun i¢in 100 pl serum +100 pl

standart diluent buffer kondu.

3. ELISA kuyularina yukaridaki gibi hazirlanan tiiplerden 100’er pl ilave
edildi. Toplam ELISA kuyularindaki ¢ozelti miktar: 100 pl oldu.

4. 37 °C’de karanlikta 90 dakika inkiibe edildi.
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5. 100 pl biotinylated anti-rat MMP-9 antibody c¢alisma solusyonu ilave edildi.
37 °C’de karanlikta 60 dakika inkiibe edildi.

6. Yikama solusyonu (300 pl) ile 3 kez her tiipte 1 dakika kalacak sekilde
yikama yapild1 ve dokiildii. (Yikama solusyonu 0.1 M Tris Buffers (TBS) ile 0.1 M
fosfat buffer solusyonu (PBS.)

7. Uzerine 100 pl Avitin-Biotin Peroxidase Complex (ABC) ¢alisma solusyonu
eklenir 37 °C’de karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

8. Yikama solusyonu (300 pl) ile 5 kez her tiipte 1 dakika kalacak sekilde
yikama yapild1 ve dokiildii.

9. Uzerine 90 ul 3,355 -Tetramethylbenzidine (TMB) renk solusyonu

eklendi.
10. 37 °C’de karanlikta 25-30 dakika inkiibe edildi.
11. Uzerine 100 ul TMB stop solusyonu eklendi ve renk sartya déndii.
12. 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.

13. 450 nm’de ELISA’da okundu.

3.6. Siklooksijenaz 1 ve 2 (COX-1, COX-2), Rapidly Accelerated
Fibrosarcoma-1 (Raf-1) ve Signal Transducer and Activator of Transcription 3
(STAT3)

Mandibular eklem ve periaurikuler dokular ¢oziilme soliisyonu iginde

homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra hemen homojenatlar kullanilda.

3.6.1. Ribo Niikleik asit (RNA) izolasyonu ve complementary-Deoksiriboz
Niikleik Asit (cCDNA) Preperasyonu

Total RNA, Roche High Pure RNA Tissue Kit kullanilarak iireticinin talimatlar
dogrultusunda izole edildi. cDNA, Roche Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis
Kit ile talimatlar dogrultusunda transkript edildi. izole edilen 10 ul’lik RNA 2 pl
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primer hexamerin igine eklendi. Toplam 12 pl, 65°C’de 10 dakika boyunca inkube
edildi. 4 ul Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction Koruyucu, 0.5
ul Protector RNase Inhibitorii, 2 pl Deoxynucleotide Karigimi, 1 ul DTT, 1.1 ul
Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase eklendi, iyice karistirildi ve 10
dakika 29°C, 60 dakika 48°C ve 5 dakika 85°C’de karanlikta inkube edildi. Sonra buz

icine yerlestirildi. Bu asamadan sonra elde edilen cDNA o6rnekleri 80 °C’de saklandi.

3.6.2. Real Time-Polimerase Chain Reaction (RT-PCR) Reaksiyonlari

Real Time-PCR, ayarlart QIAGEN QuantiTect SYBR Green PCR Kit ile
onceden gelistirilmis ve dogrulanmis olup talimatlara gore kullanildi. COX-1, COX-
2, Raf-1 ve STAT3 genleri QIAGEN QuantiTect Primer Tabhlili ile analiz edildi. Her
bir gen i¢in primer prob karigimi QIAGEN firmasindan satin alinmis olup iireticinin
talimatlart ile QuantiTect Probe RT-PCR Kit ile islendi. ¢cDNA (4 ul) 16 ul’lik
reaksiyon hacmi ig¢inde kullanilmistir. 10 ul probe master, 2 pl primer prob ve 4 ul
SdH20 her bir kaba konuldu. Hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase
(HPRT) homekeeper geni olarak kullanilmistir ve pozitif kontroller, her gen igin
problara eklendi. RT-PCR reaksiyonlar1 su sekilde belirtildi: 95 °C'de 15 dakika ilk
denaturasyon yapildiktan sonra 94°C 15 saniye, 55°C 30 saniye ve 72°C 30 saniye

sirastyla santrifiij edildi.

Analiz ve kantifikasyon LightCycler 480 yazilimi kullanilarak yapildi.

3.7. Histolojik Incelemeler

Isik mikroskobu: Dokular % 10’luk formol solusyonuna alindiktan sonra en
az 3 saat veya 1 gece kaldiktan sonra ¢esme suyunda yikandi ve artan alkol
konsantrasyonlari ile dehidratasyon (% 70’lik alkol ile 15 dakika, % 90’lik alkol ile 15
dakika, % 96°lik alkol ile 30 dakika, %100’lik alkol ile iki kere 30 dakika, % 100°lik
toluen ile 2 kere 30 dakika) yapildi, ardindan 1 gece parafinde 60 °C’de bekletildi,
ertesi giin doku parafin bloklara gomiildii.
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Bloklama isleminden sonra dokulardan 5-6 mm kalinliginda kesitler alinarak
lama yerlestirildi ve parafinden kurtarma islemi i¢in 2 saat toluende birakildi, ardindan
alkoliin azalan konsantrasyonlari ile suya indirgenme (% 100°’liik alkol ile 2 dakika, %
90’11k alkol ile 2dakika, % 70’lik alkol ile 2 dakika muamele edildi.) yapildi ve distile
suya birakildi, 15 dakika hematoksilen ile muamele edildikten sonra ¢esme suyunda
10 dakika hematoksilen islemi i¢in birakildi. Eosin ile 5 dakika ilave olarak distile su
uygulandiktan sonra tekrar alkoliin artan konsantrasyonlar ile dehidratasyon (% 70’lik
alkol ile 2 dakika, %90’lik alkol ile 2 dakika, % 96’ lik alkol ile 2 dakika, % 100’Lik
alkol ile 10 dakika) yapildi ardindan toluen ile 2 kere yikand1 (1. Banyo 5 dakika, 2.
Banyo 10 dakika) ve entellan ile dokunun iizeri kapatildi, doku 151k mikroskobu

diizeyinde incelendi.

3.8. istatistik Yontemi

Calismamizda sinoviyal sivida, TNF-a, IL-13, MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri
ve temporomandibular eklem dokusunda 6lgiilen COX-1, COX-2, Raf-1 ve STAT3
proteinlerinin diizeylerinin gruplar arasi karsilastirilmas: tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile incelenmis olup ikili karsilastirmalar da ileri analiz olarak Tukey’s testi

kullanilmistir.

P degerinin 0.05’ten kiigiik oldugu durumlar anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda sinoviyal sivida, TNF-a, IL-13, MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri
ile temporomandibular eklem dokusunda 6l¢iilen COX-1, COX-2, Raf-1 ve STAT3
proteinlerinin diizeylerinin gruplar arasi karsilagtirilmasi tek yonlii varyans analizi

(ANOVA) ile incelenmis ve ikili karsilastirmalarda Tukey’s testi kullanilmistir.

P degerinin 0.05’ten kiigiik oldugu durumlar anlaml1 olarak kabul edildi.

4.1. Sinoviyal Siviya Ait Bulgular:

Temporomandibular eklem artrit (TMEA) yapilan grupta sinoviyal siviya ait
TNF-a, IL-1p (Tablo 4.1, Sekil 4.1), MMP-2 ve MMP-9 (Tablo 4.2, Sekil 4.2)
diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Buna karsilik
MEL, 5-MTX ile MEL+5-MTX uygulanan grupta iss TMEA grubundaki artis anlamli
olarak diismiistiir. Sadece MEL ve sadece 5-MTX uygulanan grupta MMP-2 ve MMP-
9 diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek kalmis TNF-a, IL-1p diizeylerinde ise kontrol
degerlerine yaklagsmistir. Kombine uygulama ile tek basina yapilan uygulamalar
arasinda ise MMP-2 diizeylerinde sadece MEL uygulanan gruba gore anlamli olarak

azalma goriilmiis diger parametrelerde ise farklilik bulunmamustir.

4.2. Dokuya Ait Bulgular:

4.2.1. Siklooksijenaz-1 ve Siklooksijenaz-2 (COX-1 ve COX-2) Bulgulan

Temporomandibular eklem artrit (TMEA) yapilan grupta ekleme ait COX-2
diizeyleri kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Buna karsilik
MEL, 5-MTX ile MEL+5-MTX uygulanan grupta ise TMEA grubundaki artis anlaml
olarak diismiis kontrol grubu degerlerine yaklagmistir. COX-1 diizeyleri
incelendiginde ise gruplar arasinda anlamli farklilik gdzlenmemistir (Tablo 4.3, Sekil
4.3).
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4.2.2. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma-1 (Raf-1) ve Signal Transducer
and Activator of Transcription 3 (STAT3) Bulgulari

Temporomandibular eklem artrit (TMEA) yapilan grupta ekleme ait Raf-1 ve
STAT-3 diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Buna
karsilik MEL, 5-MTX ile MEL+5-MT X uygulanan grupta ise TMEA grubundaki artis
anlamli olarak diismiistiir. Sadece MEL ve sadece 5-MTX uygulanan grupta Raf-1 ve
STAT-3 diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek kalmistir. Kombine uygulama ile tek
basina yapilan uygulamalar arasinda ise Raf-1 diizeylerinde sadece MEL uygulanan
gruba gore anlamli olarak azalma goriilmiis diger parametrede ise farklilik

bulunmamustir (Tablo 4.4, Sekil 4.4).

4.3. Histolojik Bulgular

Kontrol grubu, sinovial doku sinoviyositler ile diizgiin bir goriiniim sergilerken
(Sekil 4.5a) TMEA grubu sinoviosit yogunlugunda artis ve kapiler konjesyon ile
belirgin hasar gostermistir (Sekil 4.5b). TMEA ve 5-MTX grubunda konjesyon
gerilemekle birlikte hiicre yogunlugu azalarak devamlilik gostermistir (Sekil 4.5c).
TMEA ve MEL grubunda konjesyonun geriledigi ve hiicre yogunlugunda da belirgin
azalma izlendi (Sekil 4.5d). TMEA-MEL + MTX grubunda sinoviosit yogunlugunda

bariz azalma gozlendi (Sekil 4.5e).

Kontrol grubu, mandibular kondilde diizgiin morfoloji gozlenirken (Sekil 4.6a)
TMEA grubunda artikiiler dejenerasyon ve diskte konjesyon saptanmistir (Sekil 4.6b).
TMEA ve 5-MTX grubunda artikiiler dejenerasyonda azalma tespit edilmistir (Sekil
4.6¢). TMEA ve MEL grubunda ise 5-MTX uygulamasi gibi dejenerasyonda azalma
tespit edilmistir (Sekil 4.6d). TMEA-MEL + 5-MTX grubunda ise bariz sekilde

dejenerasyonun azaldigi gorilmistiir (Sekil 4.6e).
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Tablo 4.1: Sicanlarda yapilan temporomandibular eklem artrit (TMEA) modelinde

tim gruplarin sinoviyal siviya ait Timor Nekrozis Faktor-o (TNF-a), Interlokin-1f3

(IL-1P) degerleri. MEL: Melatonin, 5-MTX: 5-Metoksitriptofol.

Kontrol TMEA TMEA-5- TMEA-MEL TMEA-MEL+5-
MTX MTX
TNF-o (pg/ml) 152+11 254 £ 17 *** 171 £ 11+ 179 £ 15+ 15011+
IL-1p (pg/ml) 51.8+99 136.8 £ 14.8%** | 703 11.5+ 68.2+9.1 556£9.6
a)
300
i"lg
Eeee
'—g 2004 m ++ +
B | o B =L e
3 e
L e
£ 1004 p
e
Eecee
B
0
Kontrol SF 5MTX  MEL 5-MTX+MEL
TMEA
b)
200~
150- fﬁ
E " |
\g feeiielel
< 100 e
e e ++
S| EE S
50 ﬁ
g
0
Kontrol SF 5MTX MEL 5-MTX+MEL

TMEA

Sekil 4.1: Siganlarda yapilan temporomandibular eklem artrit (TMEA)

modelinde tiim gruplarin sinoviyal siviya ait Tiimor Nekrozis Faktor-o (TNF-a),

Interlokin-1p (IL-1P) degerleri. MEL: Melatonin, 5-MTX: 5-metoksitriptofol.

*#% p<0.001 Kontrol grubuna gore karsilastirmalar,

*p<0.05, 7 p<0.01, " p<0.001 TMEA grubuna gore karsilastirmalar.
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Tablo 4.2: Sicanlarda yapilan temporomandibular eklem artrit (TMEA) modelinde

tim gruplarin sinoviyal siviya ait Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2) ve MMP-9
degerleri. MEL: Melatonin, 5-MTX: 5-Metoksitriptofol.

Kontrol TMEA TMEA-5-MTX TMEA-MEL TMEA-MEL+5-
MTX
MMP-2 (pg/ml) 424 £32 1584 £ 92 *¥* | 757 £70 % + | 886 70 *** —+ 549 + 74+ 2
MMP-9 (pg/ml) 486 £ 39 1656 £99 *** | 942+ 107 *,* | 981 £ 100 **, ++ 671 £ 113~

(pg/mi)

MMP-9

]

Kontrol

Kontrol

Sekil 4.2: Siganlarda yapilan temporomandibular eklem artrit (TMEA)

modelinde tiim gruplarin sinoviyal siviya ait Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2) ve
MMP-9 degerleri. MEL: Melatonin, 5-MTX: 5-Metoksitriptofol.

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 Kontrol grubuna gore karsilagtirmalar,

" p<0.001 TMEA grubuna gore karsilastirmalar.

% p<0.05 MEL grubuna gore yapilan karsilastirmalar.
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Tablo 4.3: Siganlarda yapilan temporomandibular eklem artrit modelinde (TMEA),

tim gruplara ait doku siklooksijenaz-1 (COX-1) ve COX-2 aktiviteleri. MEL:
Melatonin, 5-MTX: 5-Metoksitriptofol.

(expression

fold change)

Kontrol TMEA TMEA-5-MTX TMEA-MEL TMEA-MEL+5-
MTX
COX-1 0.85+0.09 1.05+£0.12 0.86+£0.13 0.97 £0.17 0.93+£0.14
(expression
fold change)
COX-2 095£024 | 6.52£045%%| 1.80+0.21+ 201027 1.59+£0.28

a)

COX-1
(expression fold change)

Kontrol

b)

COX-2
(expression fold change)
N

o ’;I;‘ :

SF 5-MTX

5-MTX+MEL

Kontrol

Sekil 4.3:

SF 5-MTX

MEL

Sicanlarda yapilan temporomandibular eklem artrit (TMEA)

modelinde tiim gruplara ait doku siklooksijenaz-1 (COX-1) ve COX-2 aktiviteleri.
MEL.: Melatonin, 5-MTX: 5-Metoksitriptofol.

*** p<0.001 Kontrol grubuna gore karsilastirmalar,

+++

p<0.001 TMEA grubuna gore karsilastirmalar.
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Tablo 4.4: Siganlarda yapilan temporomandibular eklem artrit (TMEA) modelinde
tim gruplara ait doku Rapidly Accelerated Fibrosarcoma-1 (Raf-1) ve Signal
Transducer and Activator of Transcription3 (STAT3) diizeyleri. MEL: Melatonin, 5-
MTX: 5-Metoksitriptofol.

Kontrol TMEA TMEA-5-MTX | TMEA-MEL TMEA-MEL+5-
MTX

Raf-1 0.65+0.14 | 5.23+£0.45%¥% | 241 £0.39 ** ~+ 311 +0.38%%* | | 66+0.32 92
(expression fold
change)
STAT-3 0.54+£0.11 |4.20£0.55%%% | 250 £0.37 **% + | 274+ 027 *¥¥* + | 196+0.32
(expression fold
change)

Raf-1
(expression fold change)

Kontrol SF 5-MTX MEL  5-MTX+MEL

b)

STAT3
(expression fold change)

Kontrol SF 5MTX MEL 5-MTX+MEL

TMEA

Sekil 4.4: Siganlarda yapilan temporomandibular eklem artrit (TMEA)
modelinde tim gruplara ait doku Rapidly Accelerated Fibrosarcoma-1 (Raf-1) ve
Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) diizeyleri. MEL:
Melatonin, 5-MTX: 5-Metoksitriptofol.

** p<0.01, *** p<0.001 Kontrol grubuna gore karsilastirmalar,
" p<0.05, ™ p<0.01, *** p<0.001 TMEA grubuna gore karsilastirmalar.
® p<0.05 MEL grubuna gore yapilan karsilastirmalar



Sekil 4.5: Sinoviyal dokudaki histolojik inceleme.

a) Kontrol grubu: Sinoviyal membranda dagilmis morfolojiyle gézlenen

sinoviositler (okbaslar1), sinoviyal doku (*),

b) Temporomandibular eklem artrit (TMEA) grubu: Yogun kapiler

konjesyon (oklar) ve sinoviositler (okbaslari), yogun sinoviyal doku (*),

c) TMEA + 5-Metoksitriptofol (5-MTX) grubu: Kapiler konjesyonda ve
sinoviosit yogunlugunda (okbaglari) 1liml1 gerileme,

d) TMEA + Melatonin (MEL) grubu: Kapiler konjesyonda gerileme
yanisira sinoviosit yogunlugunda oldukg¢a belirgin gerileme (okbaslari) sinoviyal

dokuda hiicre yogunlugu (*),

e) TMEA + MEL + 5-MTX grubu: Sinoviyanin (*) belirgin bi¢imde
azalan sinoviosit yogunlugu (okbaslart).

53
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Sekil 4.6 : Kartilaj dokusundaki histolojik inceleme.

a) Kontrol grubu: Normal artikiiler kartilaj (ok) ve disk(*), perikondrium
(okbast),

b) Temporomandibular eklem artrit (TMEA) grubu: Kartilajda yikim (ok),

perikondrial dejenerasyon mevcut (ok bast),

c) TMEA + 5-Metoksitriptofol (5-MTX) grubu: Kartilaj (ok), artikiiler disk
yiizeyi (okbasi) ve bag dokusu (*) dejenerasyonunda azalma, hipertrofik kondrosit

mevcut,

d) TMEA + Melatonin (MEL) grubu: Kartilaj (ok), artikiiler disk yiizeyi

(okbasi) ve bag dokusu (*) dejenerasyonunda azalma, hipertrofik kondrosit mevcut,

e) TMEA + MEL + 5-MTX grubu Kartilaj (ok), artikiiler disk yiizeyi (okbas1)
ve bag dokusu (*) dejenerasyonunda azalma, azalmig hipertrofik kondrosit mevcut

(krvrik ok).
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5. TARTISMA

Artrit nedeniyle olusan inflamasyon toplumun her kesiminde insanlari
etkileyen ciddi bir saglik problemidir. Ozellikle temporomandibular ekleme bagl
ortaya ¢ikan inflamasyonun tedavisinde bircok uygulama ve pek c¢ok calisma

yapilmasina ragmen bu konuda halen basariya ulasildig1 sdylenemez.

Agr, cene hareketlerinde kisithilik, klik, krepitasyon ve hassasiyet ile
karakterize temporomandibular eklem rahatsizliklarinin olusmasi1 bir¢ok faktore
baglidir. Hasarin olusmasinda, nétrofiller, monosit/makrofajlar, trombositler,
kompleman ve koagiilasyon sistemi, sitokinler, proteolitik enzimler, arasidonik asit
yolagi, mitojen aktive protein kinaz (MAPK) kaskadi gibi bir¢ok mediyatoriin rolii
oldugu disiiniilmektedir (Kanbe ve digerleri, 2016). Bu mediyatorler ¢ogunlukla

sinoviyal alan dahil olmak {izere tiim dokuda yapisal tahribata neden olmaktadir.

Calismamizda TMEA olusturmak i¢in kullandigimiz maya hiicre duvarmdan
sentezlenen bir polisakkarit olan zymosanin vaskiiler permeabilitede ve hiicre
migrasyonunda artisa neden oldugu bdylece mononiikleer hiicre infiltrasyonuyla
birlikte sinovitin meydana geldigi ve kondilin artikiiler yiizeyinde dejenerasyon
baslattigi ve boylece RA olusturdugu bir ¢ok calismada gosterilmistir (Keystone ve
digerleri, 1977; Gegout ve digerleri, 1994; Rocha ve digerleri, 1999). Bu ¢aligmalarda
zymosanin inflamasyon modellerinde 0.25, 0.5, 1 ya da 2 mg’lik dozlar1 denenip
degisik zaman dilimlerindeki etkisi degerlendirilmistir. Calismamizda zymosanin 2
mg’lik enjeksiyonundan 6 saat sonra yogun inflamasyona neden oldugu goriilmiistiir.

Bu bulgu literatiire uygunluk saglamaktadir.

Belenska-Todorova ve digerleri (2015), zymosan ile olusturulmus deneysel
inflamasyon modelinde sinoviyal s1vida nétrofil infiltrasyonu ile birlikte TNF-o ve IL-
1B diizeylerinin arttigin1 belirtmislerdir. Suzuki ve digerleri (2002) de 31 artritli hasta
tizerinde yapmis olduklar1 klinik caligmada sinoviyal sividaki TNF-o ve IL-1 gibi

sitokinlerin, fibroblastlardaki tip 1 kollajenin sentezini artirdigini, metalloproteazlarin


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Belenska-Todorova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26202173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Belenska-Todorova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26202173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Belenska-Todorova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26202173
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aktivasyonuna neden oldugunu ve bdylece inflamasyondaki etkinliklerini

gostermislerdir.

Benzer sekilde bizim g¢alismamizda da zymosan ile olusan inflamasyon
sonucunda sinoviyal sivida TNF-a ve IL-1f gibi sitokinlerde artig goriilmistiir.
Bilindigi gibi proinflamatuar sitokinlerin artig1 organizmada bir inflamatuar yanitin
olustuguna isaret etmektedir ki inflamasyon da dokularda hasara yol agan énemli bir
baslangictir (Kanbe ve digerleri, 2016). Calismamizda kullandigimiz tedavi
ajanlarinin doku parametreleri tizerindeki olumlu etkileri g6z oniine alindiginda bu
ajanlarin sinoviyal sivida sitokin diizeylerini de anlamli olarak baskilamis olmalari
temporomandibular eklemde goriilen inflamasyonda bu sitokinlerin énemli roliinii
desteklemektedir. Dolayisiyla TMEA tedavisinde kullanilan ajanlarin = sitokin

ekspresyonlari tizerinde inhibitor 6zelliklerinin olmasi tedavinin basarisini artiracaktir.

Liu ve digerleri (2013) MEL’in mezensimal kok hiicrelerinde IL-1f’nin neden
oldugu inflamasyonu oOnleyerek kemik rejenerasyonuna katkida bulundugunu

gostermislerdir.

Melatoninin antioksidan ve antiinflamatuar etkilerinin ¢alisildigi baska bir
artrit modelinde ise bu ajanin TNF-a ve IL-1B diizeylerini azalttig1 gosterilmistir

(Forrest ve digerleri, 2007).

Diger bir pineal indol olan 5-MTX’in de antioksidan etkileri incelenmistir
(Satué ve digerleri, 2015). Ancak inflamasyon ile ilgili caligmalar yeterli olmamasina
ragmen immunomodiilatér etkisiyle antiinflamatuar sitokin olan IL-2 diizeyini
serumda artirdig1 proinflamatuar sitokin olan IL-6’y1 ise azalttigini Lissoni ve digerleri

(2012) tarafindan gosterilmistir.

Tiim bu ¢alismalar dikkate alindiginda bizim bulgularimizin bu arastirmalarla
uygunluk sagladigi, MEL ve 5-MTX’in proinflamatuar sitokinler tizerindeki inhibitor

etkilerinin doku koruyucu etkilere aracilik ettigi ¢alismamizda gosterilmistir. Ancak
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5-MTX’in TNF-a ve IL-1P gibi sitokinler iizerine etkisine ait ¢alisma literatiirde

rastlanmamustir.

Matriks metalloproteinazlar (MMP'ler), bir ¢inko bagimli
metalloendopeptidazlar ailesi olup, epitelyal, mezenkimal ve hematopeotik hiicrelerde
eksprese olmakta ve kollejenaz, stromelizin, jelatinaz, membran-tip ve digerleri olmak
tizere 5 alt gruptan olusmaktadir (Xue ve digerleri, 2007). Yapilan deneysel ve klinik
calismalar inflamasyon ve bag dokusu hastaliklarinda, jelatinaz alt familyasindan
olusan MMP-2 (jelatinaz A) ve MMP-9 (jelatinaz B)’un &nemli rol oynadigini
gostermektedir (Clegg ve digerleri, 1997; Pakozdi ve digerleri, 1997).

Pakozdi ve digerleri (2006), MMP-2’nin inflamasyonda etkinligini arastirmak
icin gerek zymosan gerekse makrofaj migrasyon inhibitor faktor ile yaptigi deneysel
inflamasyon modellerinde bu proteolitik enzimin aktivasyonunun arttigini

gostermiglerdir.

Kolaczkowska ve digerleri (2009), zymosan ile olusturdugu deneysel peritonit
modelinde mast hiicrelerinde, makrofaj ve nétrofillerde MMP-9 ekspresyonunun
arttigini belirtmislerdir. Dolayisiyla bu MMP’ler cesitli hiicre ve dokularda spesifik
peptid baglarini parcalayarak ekstraseliiler matriks proteinini yikmak suretiyle etkinlik
gosterip romatoid artrit, tiimoriin invazyonu, apoptoz ve anjiogenez gibi patolojik

durumlarda rol oynamaktadir (Cunnane ve digerleri, 2001).

Calismamizda buldugumuz sonuglar yukaridaki c¢alismalar ile paralellik
gostermektedir. Zymosan uygulamasi neticesinde sinoviyal sivida MMP-2 ve MMP-9
aktivasyonu kontrol grubuna goére anlamli olarak artmig, MEL ve 5-MTX

uygulamalariyla anlamli olarak normale yaklagmistir.

Melatoninin MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonu tizerine etkileri spinal kord hasar1
(Esposito ve digerleri, 2008a), kolit (Esposito ve digerleri, 2008b), serebral iskemi
(Kim ve digerleri, 2014) gibi bircok inflamasyon modellerinde calisilmistir. Bu
modellerde MEL’in antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri ile MMP-2 ve MMP-9
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ekspresyonunu azaltarak koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir. Ancak higbir artrit

modelinde MEL’in MMP-2 ve MMP-9 aktivasyonu iizerine etkisi ¢alisilmamistir.

Tedavide kullandigimiz diger ajan 5-MTX’in ise bugiine kadar yapilan
caligmalarda reaktif oksijen diizeylerini azaltarak doku proliferasyonunu sagladigi

belirtilmistir (Millan-Plano ve digerleri, 2010).

Gomez-Florit ve digerleri (2013) periodontal hastaliklarda 5-MTX’in alveolar
kemik kaybini antioksidan 6zellikleri ile dnledigini gostermislerdir. Ancak bugiine
kadar 5-MTX’in proteolitik enzimler {iizerine etkisi arastirtlmamis olup bizim

calismamizla ilk olmaktadir.

Siklooksijenaz (COX) enzimleri, hiicre igerisinde inflamasyonda rol oynayan
maddelerin olusumunda gorevli enzimlerdir. lyi bilinen iki tip izoformu mevcuttur.
Konstitiitif siklooksijenaz (COX -1) ve indiiklenebilir siklooksijenaz (COX-2). COX-
1 cogu hiicrede normal kosullarda yiiksek seviyede olup salgilattigi mediyatorler
araciligr ile trombosit aktivasyonunda, vazokonstrilkksiyonda, diiz kas hiicre
proliferasyonunda rol oynarken COX-2 enzimleri ise fizyolojik sartlarda diisiik olup
TNF-a ve IL-1B gibi sitokinlerle, proteazlarla, endotoksinlerle birlikte seviyesi
artmakta, vazodilatasyonda, inflamasyonda, agrida ve ateste rol oynamaktadir (Hanafy
ve digerleri, 2012).

Deneysel artrit ¢aligmalarinda, COX-1 yolaginin degil COX-2 yolaginin aktive
oldugu gosterilmistir. Ozellikle Seki ve digerleri (2004), temporomandibular eklemde
osteoartrit ve internal diizensizlik goriilen 10 hasta ve 3 saglikli kisi ile yaptig1 klinik
calismada COX-1 diizeylerinin sinoviyum da gerek saglikli gerekse hasta gruplarinda
degismedigi ancak COX-2 aktivasyonunun hasta olan gruplarda anlamli olarak
arttigin1 belirtmisler ve boylece artritte, kondrositlerin biiyiimesinde, osteoklastik

kemik rezorpsiyonunun artmasinda COX-2 aktivasyonunun énemini vurgulamiglardir.
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Bizim c¢alismamizda da buldugumuz sonuglar bu calismalarla ile uyum
gostermektedir. Zymosan uygulayip TMEA olusturdugumuz grupta COX-1
aktivasyonu kontrol grubuna gére degismemis, COX-2 diizeyleri ise kontrol grubuna
gore anlamli olarak artmistir. Tedavi uyguladigimiz gruplarda ise bu degisiklik anlaml

olarak diizelmistir.

Klinik ve deneysel ¢alismalarda pineal indol hormon olan MEL’in multiple
skleroz, tlseratif kolit, sistemik lupus eritematozus, tip 1 diabetes mellitus gibi
inflamasyona neden olan hastaliklarda, COX-2 aktivasyonunu Onleyerek
antiinflamatuar etki gosterdigi belirtilmistir (Lin ve digerleri, 2013).

Cutando ve digerleri (2007) yaptiklar1 ¢alismada, melatoninin hem COX-1
hem de COX-2 enzimlerine giiglii afinite gosterse de alveolar sokete lokal olarak
uygulandiginda dis c¢ekim esnasinda goriilen inflamasyonu sadece COX-2
aktivasyonunu Onleyerek gerceklestirdigini belirtmislerdir. Bu durum bizim
sonuclarimizla Ortisgmekte ve MEL’in dis hekimliginde onemli fizyolojik rolii
olmadig1 iddia edilse de bakteriyel ve viral kokenli oral kavite hastaliklarinda, ameliyat
sonrast yara iyilesmelerinde, oral ameliyatlarda kemik dokusunun olusumunda,
Sjogren sendromu gibi otoimmun rahatsizliklarda, periodontal hastaliklarda, aftoz
ilserasyonda, liken planusda ve oral kanserlerde koruyucu amagla kullanilmasi

onerilmektedir (Cengiz ve digerleri, 2012).

5-metoksitriptofol’un COX aktivitesini direkt etkilemesi {izerine yapilmis
calisma literatiirde rastlanilmamistir. Ancak melatoninin yikimlanma iiriinii olmasi
sebebiyle dolayli olarak antiinflamatuar etkisi belirtilmis yine de COX iizerine etkisi
saptanmamustir. Dolayisiyla c¢alismamiz aydinlik ve karanlik dongiisiine gore
saliverilmesi degiskenlik gosteren bu iki pineal indoliin (MEL ve 5-MTX) eksojen
uygulamasinin TMEA ile ilgili arastirmalarda ilk olmasi ve etki mekanizmalari

dogrultusunda yeni bir tedavi prensibi olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda Real Time-PCR ile degerlendirdigimiz Rapidly Accelerated
Fibrosarcoma-1 (Raf-1), serin/treonin spesifik protein kinaz ailesinden olup mitojen
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aktive protein kinaz (MAPK) yolaginin aktivasyonuna yol a¢makta, mitojenle
etkilesen protein kinaz (MEK) ve ekstraseliiler regiile edici kinaz (ERK) diizeylerini
artirarak proliferasyona, farklilasmaya, antiapoptotik etkisiyle tiimor olusumuna,
anjiyogenezise ve inflamasyona neden olmaktadir. Ozellikle Raf-1’in neden oldugu
inflamasyonda MAPK yolagi kadar niiklear faktor-kB (NF- kB) yolagi da 6nemli rol
oynamaktadir. Zira NF- kB’nin aktivasyonuyla TNF-a ve IL-1f gibi sitokinlerin
diizeyleri yiikselmektedir (Cinel, 2003).

Yeung ve digerleri (2001) yaptiklari ¢alismada Raf-1 inhibitdr proteinin

MAPK ve NF- kB yolaklarinin aktivasyonunu engelledigini gostermislerdir.

Lin ve digerleri (2013) Raf-1 inhibitori GW 5074 maddesinin akciger epitel
hiicrelerinde inflamasyonu Onledigini belirtmiglerdir. Yapilan tiim bu ¢alismalar Raf-

I’in inflamasyonda ki 6nemini gostermektedir.

Temporomandibular eklem artritinde ise Raf-1’in rolii ile ilgili ¢alisma
rastlanmamistir. Ancak romatoid artrit {izerine yapilan g¢alismalar bu hastaligin
patogenezinde Raf-1’in etkinligini géstermektedir. Calismamizda ise TMEA’da eklem
dokusunda Raf-1 aktivasyonu yiikselmis ve sinoviyal sividaki TNF-a ve IL-1pB
diizeylerinin artisiyla paralellik gostermistir. MEL ve 5- MTX tedavisi sonucunda ise
Raf-1 aktivasyonundaki artis normale donmistiir. Gerek MEL’in gerekse 5-MTX’in
Raf-1’in aktivasyonu ile ilgili yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak yapilan
MEL’le ilgili sadece iki ¢alisma bulunmakta ve bunlarda melatoninin Raf-1’in
antiapoptotik Ozelligini aktive ederek hepatik ve serebral iskemi modellerinde

koruyucu etkisi oldugu iddia edilmistir (Gim ve Koh, 2015; Koh, 2008).

Bu sonuglar bizim sonuglarimizla celisse de baska parametrelerle bu
calismalarin desteklenmemis olmasi melatoninin antiinflamatuar mekanizmasini tam
olarak a¢iklayamamaktadir. Dolayistyla ¢alismamiz bu acidan da degerlendirildiginde
TMEA’nn patogenezini aciklamakta bir 151k olacak ve degisik tedavi yontemlerinin

arayisina sebep olacaktir.
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“Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT)” proteinleri
interferon (IFN) aracili gen transkripsiyonunun diizenlenmesi ile birlikte tanimlanmig
olup, STATI1, STAT2, STAT3, STAT4, STATS5a, STATSb ve STAT6 olmak iizere
yedi alt birimden olusmakta, proliferasyona, migrasyona ve inflamasyona neden
olmaktadirlar. (Dogan ve Giig, 2004). Ozellikle inflamasyonda STAT3 proteinleri
onemli rol oynamaktadir (Abroun ve digerleri, 2015).

Yapilan bir ¢alismada inflamasyon esnasinda IL-10, IL-4 IL-5, IL-6, IL-11 gibi
sitokinlerin, makrofaj koloni sitmiile edici faktoriin trombosit kaynakli biiylime
faktoriiniin, interseliiler adhezyon molekiilii-1’in (ICAM-1), vaskiiler hiicre adhezyon
molekiili-1’in (VCAM-1) ve kemik morfogenetik-2’nin (BMP-2) ekspresyonundaki
artisin STAT3 yolagini aktive ettigi gosterilmistir (Lee ve digerleri, 2016).

STAT3 protein diizeyindeki yiikselisin gerek MAPK yolagini1 aktive ederek
gerekse TNF-a, IL-6 gibi sitokinlerin diizeyleri ile MMP-2 ile MMP-9 proteolitik
enzimlerinin aktivasyonunu artirarak serbest oksijen radikalleri ile birlikte

inflamasyonu hizlandirdig1 belirtilmistir (Tchaparian ve digerleri, 2010).

Temporomandibular eklem artritinde STAT3 proteinlerinin  sitokin
aktivasyonuyla iligkisi arasinda 1999 yilinda yapilan tek bir caligmada sigir
temporomandibular eklem disk hiicre kiiltiriinde STAT3 proteini ile sitokinler
arasinda bir korelasyon saptanmamis olmasina ragmen daha sonra yapilan romatoid
artrit caligmalarinda bu hipotez c¢iirtitiilmiistiir. Nitekim Yang ve digerleri (2016),
romatoid artritli 28 hasta {lizerinde yaptiklar1 calismada, fibroblast benzeri hiicre
kiltiriinde IL-34/STAT3/microRNA 21 (miR-21) yolaginin inflamasyonun

patogenezinde dnemli rol oynadigini gostermislerdir.

Lee ve digerleri, (2016) kollajen aracilt artrit modelinde eklem dokusunda ki
STAT3 proteini artisinin  osteoklastik aktiviteyi arttirdigini ifade etmislerdir.
Calismamizda ise TMEA yapilan grupta eklem dokusunda STAT3 protein
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ekspresyonunda artis olmus ve bu durum ile birlikte sinoviyal sivida hem sitokin hem
de proteolitik enzimlerin diizeyinde yiikselme gozlenmistir. Dolayisiyla bu sonuglar
literatiire uygunluk gostermis MEL ve 5-MTX ile yapilan tedavide bu parametrelerde

ki degisiklik anlaml1 olarak diizelmistir.

Melatoninin koruyucu etki mekanizmasin1 aydinlatmak iizere yapilan
calismalarda gerek karaciger dokusunda gerekse kalp dokusunda STATS3 proteininin
antiapoptotik etkisi ile rejenerasyonu sagladig iddia edilmis ancak Min ve digerleri
(2012) de mikroglia hiicrelerinde lipopolisakkarit uygulayarak yaptiklari inflamasyon
modelinde bu hiicrelerde STAT3 ekspresyonunun sitokinlerle birlikte arttigini ve
boylece doku hasarina neden oldugunu, melatonin uygulamasi ile bu hasarin

diizeldigini belirtmis ve farkli bir sonuca varmistir.

Bizim ¢alismamiz Min ve digerlerinin (2012) yaptiklari ¢alisma ile uyumludur.
Calismamizda kullandigimiz 5-MTX’in STAT3 protein iizerinde literatiirde herhangi
bir ¢alisma bulunmamaktadir ancak bizim sonuglarimizda eklem dokusunda STAT3
proteini diizeylerinin baskilanmas1 aydinlikta saliverilen bu pineal indoliin

antiinflamatuar etki mekanizmasini agiklamakta yardimci olmaktadir.

Histolojik olarak bulgularimizi degerlendirdigimizde TMEA grubunda
sinoviyal membranda sinoviosit yogunlugunda artis ve kapiler konjesyon ile belirgin
hasar gortliirken kondil dokusunda artikiiler dejenerasyon ve diskte konsjesyon
saptanmistir. Yapilan ¢alismada bu TMEA’da yapisal hasrarin olusmasinda COX-2
diizeylerinin artigi ile birlikte diger proinflaintuar sitokinlerin ve proteolitik enzimlerin
de ylikselmesinin eslik ettigi belirtilmistir (Crofford, 1999). Bizim bulgularimiz da bu
arastirmayla paralellik gostermektedir. Tedavi amaciyla kullandigimiz, MEL ve 5-
MTX gruplarinda ise sinoviyal membranda konjesyon gerilemekle birlikte hiicre
yogunlugu azalmasi olurken kondil dokusunda ise artikiiler dejenerasyonda azalma
gozlenmistir. Bu sonuclar c¢alismamizda degerlendirdigimiz diger biyokimyasal

parametrelerle birlikte literatiire uygunluk gostermektedir.
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Calismamizin tiim bulgulart esliginde, uyguladigimiz deneysel model ile
temporomandibular eklem artritinin inflamatuar bir hastalik oldugu, sinoviyal sivida
proinflamatuar sitokinler ile proteolitik ezimlerin arttifi COX, MAPK ve STAT3
yolaklar1 ile doku hasar1 gelistigi gézlenmistir. Bu olumsuz yondeki degisikliklere
sinoviyal membran ve kondil dokusunda yapilan histolojik incelemelerle de yapisal

hasarin eslik ettigi goriilmustiir.

Literatiirde de takip ettigimiz gibi bu kadar faktoriin rol oynadigi bir durumda
alternatif tedavi prensiplerine arayislar halen siirmektedir. Dogal olarak Oncelikle
temeldeki nedenlere yonelik uygulamalar ilk siralarda yer almalidir. Ancak bu
inflamatuar hastaligin komplikasyonlarinin 6nlenmesi de amaclardan bir digeri
olduguna gore tedaviye yan etki potansiyeli az olan daha dnce temporomandibular
eklem artritinde hic denenmemis ve bu yonde ilk calisma olan karanligin hormonu
MEL ile aydinlikta saliverilen 5-MTX’in eksojen uygulanmasi sonuglarin daha
basarili olmasini saglayacaktir. Ayrica 5-MTX ve MEL’in antikolinerjik etkiye sahip
olmas1 salgi azaltmak i¢in kullanilan atropinin de yerini alabilecegini
diisiindiirmektedir. Yine de bu ajanlarin klinikte kullanilabilmesi i¢in daha genis
karsilastirmali deneysel ve klinik ¢alismalara ihtiyag olup daha sonraki ¢aligmalara

151k tutacagi inancindayiz.
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6. SONUCLAR VE ONERILER
Arastirmada asagidaki sonuglara ulagilmistir:

1. Temporomandibular eklem artrit yapilan grupta sinoviyal siviya ait TNF-a,, IL-
1B, MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri yiikselmistir buna karsilik MEL, 5-MTX ve MEL+5-
MTX uygulanan TMEA gruplarinda ise SF uygulanan TMEA grubundaki artis

dismuistiir.

2. Temporomandibular eklem artrit yapilan grupta ekleme ait COX-2 diizeyleri
yikselmistir. Buna karsilk MEL, 5-MTX ile MEL+5-MTX uygulanan TMEA
gruplarinda ise SF uygulanan TMEA grubundaki artis diismiistiir.

3. Temporomandibular eklem artrit yapilan grupta ekleme ait Raf-1 ve STAT-3
diizeyleri yiiksek bulunmustur. Buna karsihk MEL, 5-MTX ile MEL+5-MTX
uygulanan TMEA gruplarinda ise SF uygulanan TMEA grubundaki artis diismiistir.

4. Sinoviyal dokuda yapilan histolojik incelemelerde TMEA grubu sinoviosit
yogunlugunda artis ve kapiler konjesyon ile belirgin hasar gostermistir. MEL, 5-MTX
ile MEL+5-MTX uygulanan TMEA gruplarinda ise konjesyon gerilemekle birlikte

hiicre yogunlugu azalarak devamlilik gostermistir.

5. Mandibular kondilde yapilan histolojik incelemelerde TMEA grubunda
artikiiler dejenerasyon ve diskte konjesyon saptanmigtir. MEL, 5-MTX ile MEL+5-
MTX uygulanan TMEA gruplarinda ise artikiiler dejenerasyonda azalma tespit

edilmistir.

Aldigimiz bu sonuglar 15181nda sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde rol oynayan
antioksidan ve antiinflamatuar etkili MEL ve 5-MTX’in RA tedavisinde yapilan rutin
uygulamalara istinaden alternatif bir tedavi olabilecegini diisiinmekteyiz ancak bu iki
ajanin Klinikte kullanilabilmeleri i¢in genis kapsamli deneysel ve klinik ¢aligmalarin

yapilmasi Onerilir.
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Abstract: The aim of this study is the investigation of synoviocytes, cytokines and metalloproteinases in the
synovial inflammation model which is created by zymosan application to temporomandibular joint (TMJ) and
effects of pineal hormones melatonin (MEL) and 5-methoxytryptophol (5-MTX) on these parameters. 200-250
g Wistar albino rats of both sexes were used for modeling arthritis in this study. Arthritis model was created
by intraarticularly (i.a.) injecting 2 mg zymosan in 40 ml saline into the left temporamandibular joint of the
rats while the sham group was created by only injecting 40 ml saline solution (intraarticulary). MEL and 5-MTX
administration was made intraperitoneal before zymosan injection. 6 hours after zymosan or saline
administration of MEL and 5-MTX the synovial fluid was collected from the animals and the synovial
membrane was collected for histological assessment. The administration of zymosan increased the release
of IL-1B and TNFa and the activity of metalloproteinases (MMM-9) and metalloproteinases-2 (MMP-2) and
with this administration values got closer to the sham group. The histological evaluation showed significant
increase in the intensity of synoviocytes that arose in the inflammation was found to subside. In conclusion,
MEL and 5-MTX reducing inflammation in arthritis suggests these agents might constitute a new therapeutic
principle clinically.

Keywords: Zymosan, synovial membrane, melatonin, 5-methoxytriptol
inflammatory cell infiltration of the synovial
membrane [4]. Excessive release of

Introduction mflgmmatory mediators that. are prodgcgd

. o ) ] by inflammatory cells, contributes to joint
Temporomandibular joint (TMJ) disorder is a destruction. Mediators such as tumor
condition that results in a high degree of pain necrosis factor-alpha (TNF-ot) and
in speech, eating and other daily a_ctivities interlokinl-beta (IL-1pB) are associated with
[1]. The most common of these disorders the pa- thogenesis of arthritis and causes an
which is rheumatoid arthritis (RA) is increase in the secretion of proteolytic
musculo-skeletal discomfort which affects a enzymes such as matrix  synovial
large portion of the population and can be metalopreoteinase-2 (MMP-2) and
seen atany age [2, 3]. metalopreoteinase-9 (MMP-9) in stromal

cells [5, 6]. These enzymes degrade specific
peptide bonds of the extracellular matrix
proteins and help expression of

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic
inflammatory autoimmune disease and the
condition is characterized by particularly



inflammatory cells. Zymosan which we used
in our study to create the arthritis is a
polysaccharide that is capable of severe and
erosive synovitis that can be produced from
yeast cell walls. The intraarticular injection of
this agent has been shown to cause
inflammation by enhancing the activation of
cytokines such as TNF-a and IL-1f and
proteolytic enzymes [7].

Melatonin  (N-acetyl-5-methoxytryptamine)
(M- EL), the disintegration product of
serotonin, mainly released from the pineal
gland especially in the dark, plays a role in
many physiological processes such as
circadian rhythm, immune function and
sexual behavior [8]. In earlier studies
antioxidant and anti-inflammatory effects of
these agents has been shown [9, 10]. It
creates anti-inflammatory effect by inhibiting
the adhesion molecules stimulated by NF-
kKB, reducing the migration of leukocytes
from endothelial cells and thus preventing
the PMN leukocytes from aggregating in the
inflamed area [11, 12]. Consequently, it is
stated that MEL is reported to inhibit tissue
damage by inhibiting the generation of
proteolytic enzymes and cytokines that are
caused by the release of both direct and
indirect free radicals during inflammatory
events [13].

5-Methoxytryptophol (5-MTX), another pineal
indole created by the decomposition of
serotonin, plays a role in the regulation of
many biological activities such as pro or anti-
gonadotropic effects of biological rhythms
and their reproductive behavior [14].
Features demonstrate an adverse effect on
the light dark cycle with MEL. Since the
secretion of MEL is high in the dark, while 5
MTX is secreted in light [15]. Despite a lack
of studies with 5-MTX, antioxidant and
immunomodulatory effects were ob- served
[16, 17]. Studies in recent years focused on
the evaluation of superiority or differences of
the effects of MEL and 5-MTX [18, 19]. The
recent study, assess the effects of these two
pineal indoles on bone marrow formation re-
vealed 5-MTX has more protective effects
with its antioxidant and anti-inflammatory
effects compared with MEL [20].

In this study we aimed to compare the
effects of MEL and 5-MTX and to examine
whether there is a synergistic effect of the

combined used of MEL and 5-MTX on
synovial inflammation model that created
with zymosan appli- cation.

Materials and methods

200-250 g Wistar albino rats of both sexes
were used. Animals were acclimated in the
laboratory conditions two weeks prior to the
experiment (20°C + 2, 12 h light/12 hours
dark). [This study has been done with the
approval of Medipol University Animal Ethics
Committee (Ref No. 38328770-46)].

Groups and experimental
protocol
Our study comprised of 5 groups with 8 rats
per group. The synovial inflammation rat
model was set up as previously described
[1].

Sham group: The rats in this group were
administered saline intraarticularly (i.a.) to
the TMJ under ketamine anesthesia (100
mg/kg, 40 ml).

Synovial inflammation (SI) group: 2 mg
zymosan 40 ml was dissolved in saline and
administered intraarticularly (i.a.) into the
TMJ.

SI + melatonin  group: 10 mg/kg
intraperitoneally MEL injection 15 minutes
before zymosan administration.

Sl + 5-methoxytryptophol group: 30 minutes
before injection of zymosan (i.a.), 5 mg/kg 5-
methoxytryptophol intraperitoneally (i.p.)
was injected.

SI + 5-methoxytryptophol + melatonin group:
5 mg/kg 5-MTX intraperitoneally 30 minutes
before zymosan and 10 mg/kg melatonin
intraperitoneally (i.p.) 15 minutes before
zymosan were injected.

Synovial ~ Fluid  Collection, done on
anesthetized rats by zymosan injection (i.a).
0.05 ml of EDTA in neutral buffered PBS
used to wash TMJ cavity. Washing done
twice with pumping and aspirating technique
and then synovial fluid was collected and the
rats were decapitated under anesthesia
after 6 hours [1]. In synovial fluid, tumor
necrosis factor-alpha (TNF-&), interleukin 1-
beta (IL-1B) levels and matrix



metalloproteinase (MMP-2 and MMP-9)
activities were measured [21].

Histological studies

Light microscopy: Synovial membrane was
ex- cised after sacrificing animals. Then
specimens were fixed in 10% neutral
buffered formalin for 24 h, followed by
demineralization in 10% ED- TA, embedded
in paraffin, and 5-6 ym section- ed along the
synovial membrane. Synovial me- mbrane
sections were evaluated under light
microscopy at 400x. For the specimens
processed for routine hematoxylin-eosin
(H&E)  staining, histological analysis
considered to the synoviocytes influx in the
synovial membrane

[11.
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Figure 2. Sham group: The synoviocytes
(arrowheads) observed with the spread
morphology in the synovial membrane, synovia
(*). Image magnification X400.

Examinations of Synovial

Fluid

TNF-a, IL-1B8, MMP-2, MMP-9 analyses: In
synovial fluid the analysis and
measurements of TNF-a (ELISA, BioSource
Europe S.A. Catalog No. KRC 3014 Nivelles,
Belgium) IL-13 (ELISA BioSource Catalog No.
KRCO011, Nivelles, Belgium) MMP-2 (ELISA,
Catalog No. Abnova KAO0393, Taoyuan,
Taiwan), MMP-9 (ELISA, Ca- talog No. Abnova
KAO398, Taoyuan, Taiwan) were done
considering appropriate criteria according to
the instructions.

Statistical methods

One-way analysis of variance (ANOVA) based
on statistical evaluation and as advanced
analysis Tukey’s test was performed. Where
P values were less than 0.05, were
considered signifi- cant.

Table 1. Tumor necrosis factor-o (TNF-&), interleukin-1p (IL-1B) values of all groups of synovial fluid in
synovial inflammation (SI) model on rats created by zymosan

SHAM sl SI-MEL SI-5-MTX SI-MEL + 5-MTX
TNF-a (pg/ml) 152 + 11 254 + 17 179 + 15+ 171 + 11+ 150 + 11+
IL-1B (pg/ml) 51.8+9.9 136.8 + 14.8" 682+9.1+  70.3%11.5" 55.6 + 9.6+

**P<0.001 comparisons according to the control group, +P<0.05, ++P<0.01, ++P<0.001 comparisons according to Sl group.

Figure 1. Activities of matrix metalopreoteinases
(MMP-2, MMP-9) belonging to the synovial fluids
of all groups in the (SI) model which was created
by synovial inflammation with zymosan
administration on rats. MEL: Melatonin, 5-MTX: 5-
methoxytryptophol. *P<0.01, ***P<0.001
according to the control group; *P<0.05,
+P<0.01, *+*P<0.001 comparisons according to

Results

In Sl group, TNF-a, IL-1p levels belonging to
the synovial fluid were significantly higher
than the control group (Table 1). In contrast
to Sl group increase in TNF-a, IL-13 levels in



melatonin (MEL), 5-methoxytryptophol (5-
MTX) and MEL+ 5-MTX administrated groups
was significantly lower. In only MEL and only
5-MTX administered groups, TNF-ac and IL-13
levels remained higher than the control
group.

Upon the assessment of the synovial fluid’s
MMP-2 and MMP-Q9  activities, Sl
administered group was found to be
significantly higher compared to the control
group. In contrast, melatonin (MEL), 5-
methoxytryptophol (5-MTX) administered
groups has significantly dropped and was
closer to control group values. Between the
combined application and single
applications, only MEL administered group
showed significant reduction in their MMP-2
levels and other parameters did not show
any variance (Figure 1).

The histological examination of the tissue
made synovial tissue synoviocytes in sham

group,

Figure 3. Saline administered synovial
inflammation (SI) group: Intense congestion of the
capillaries (arrows) and synoviocytes
(arrowheads), intense synovia (*). Image
maghnification X400.

Figure 4. SI + 5-methoxytryptophol (5-MTX) group:
Capillary congestion and synoviocytes intensity
(arrowheads) moderate regression. Image
maghnification X400.

exhibits a smooth appearance (Figure 2)
while S| group synoviocytes showed damage
characterized by an increase in synoviocytes
density and capillary congestion (Figure 3). SI
+ B5-MTX group showed the congestion
decreased while cell density remain
decreased (Figure 4). In SI + MEL group
decreased congestion and a sig- nificant
decrease in cell density was observed
(Figure 5). SI + MEL + MTX group showed
appar- ent reduction in density of
synoviocytes (Figure 6).

Discussion

Inflammation associated with arthritis is a
serious health problem that affects many
people

Figure 5. SI + melatonin (MEL) group: Capillary
congestion and fairly significant regression in



synoviocytes intensity (arrowheads), synovial cell
density (*). Image magnification X400.

Figure 6. SI + 5-MTX + MEL: Synovium (*)
significantly reduced synoviocytes intensity
(arrowheads). Image magnification X400.

worldwide. In particular, it does not have a
perfect cure despite many studies done on
the subject and many applications
administered in the treatment of synovial
inflammation due to temporomandibular
joint diseases [22].

Different mechanisms are suggested to
explain temporomandibular joint disorders
characterized by pain, tenderness and
limitation of the jaw movement. Many
mediators such as proteolytic enzymes,
synoviocytes, monocytes/ma- crophages,
platelets, complement and coagulation
systems, cytokines are thought to be
involved in the formation of injury [23].
These mediators are collected mainly in the
synovial area and cause structural damage
on the membrane.

In  our study, zymosan which is a
polysaccharide synthesized from yeast cell
walls has been shown to promote the
formation of the synovitis by causing an
increase in cell migration in the vascular
permeability  with mononuclear  cell
infiltration [24-26]. Especially in zymosan
inflammation models 0.25, 0.5, 1 or 2 mg
doses tried and the effects in different times
were evaluated [1]. Both literature findings
and our preliminary study shows the 2 mg
intervals zymosan injection causes intense
inflammation after 6 hours.

Cytokines, secreted by immune cells, play a
major role in hematopoiesis, cell division and
differentiation control, tissue repair, and
inflammation. Synovial inflammation leads
to release of the pro-inflammatory mediators
such as TNF-q, IL-13 from synovial cells and
an increase of the biosynthesis of adhesion
molecules  that  mediate leukocyte-
endothelial cell adhesion [27]. In a recent
study, it is stated that synoviocytes
infiltration in the synovial fluid TNF-a and IL-
1B levels are increased [28]. A clinic study of
31 arthritis patients suggests increased
cytokines, TNF-a  and IL-1B  over
inflammation by activating the collagen
synthesis in fibroblast type 1 by activating
metalloproteases [29]. In accordance with
these literatures our study showed in
zymosan caused inflammation also there
was an increase in cytokines, TNF-a and IL-
1B in synovial fluid. As is known, increase in
pro-inflammatory cytokines indicate an
inflammatory response by the organism in
which inflammation is important starting
causing tissue damage [30]. The positive
effects of therapeutic agents on tissue
parameters of our study given the levels of
cytokines in synovial fluid of these agents in
the synovial inflammation is significantly
suppressed by supporting the important role
of these cytokines. There- fore, the agents
used in synovial inflammation treatment
having inhibitory properties on cytokines
expression will increase the success of
treatment. The present study showed that
MEL prevents the inflammation caused by IL-
18 on mesenchymal stem cells and
contributes to bone regeneration [23]. In the
arthritis model in which the antioxidant and
anti-inflammat- ory effect of MEL is studied
has shown that these agents decrease levels
of TNF-a and IL- 13 [12].

The study has shown that antioxidant effects
of 5-MTX which is another pineal indole, IL-6
is reduced which is a pro-inflammatory
cytokines and increased IL-2 levels in the
serum which is an inflammatory cytokines
with an immunemodulator effect despite the
studies about inflammations show a lack
[31]. However, there aren’t enough studies
in the literature on the effects of 5-MTX on
TNF-oc and IL-1B. When all these studies are
considered our findings conform to the
literature, showing that MEL and 5-MTX's



inhibitory  effects on  pro-inflammatory
cytokines helps the tissue protective effects.

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a
family of zinc-dependent
metalloendopeptidases, co- nsists of 5
subgroups  namely; collagenase,  st-
romelysin, gelatinase, membrane-type, and
ot- hers and be expressed in epithelial,
mesenchymal, and haematopoietic cells
[32]. In experimental and clinical studies,
inflammation and gelatinase subfamily
consists of connective ti- ssue diseases in
MMP-2  (gelatinase A) and MMP-9
(gelatinase B) shows the important role
played [33]. The present study showed the
increased activation of this proteolytic
enzyme in experimental inflammation both
created with zymosan and macrophage
migration inhibitory factor to investigate the
activity of MMP-2 [34]. On the other hand,
the study suggest that the expression of
MMP-9 increased in synoviocytes,
macrophages and master cells in the
experimental peritonitis model created with
zymosan [35]. Therefore, these MMPs show
activity by destroying the extracellular matrix
proteins by breaking down specific peptide
bonds in various cell and tissues and play a
role in pathological conditions such as
rheumatoid arthritis, tumor invasion,
apoptosis and angiogenesis [36]. Our results
from the study are consistent with the
literature. Zymosan application resulted in
synovial fluid MMP-2 and MMP-9 activation
increasing significantly compared with the
control group and with MEL and 5-MTX
administration improved significantly. MEL's
effects on expressions of MMP-2 and MMP-
9 has been studied in, several models of
inflammation such as spinal cord injury [37],
colitis [38], cerebral ischemia [39].
Antioxidant and anti-inflammatory properties
of MEL in these models was shown that the
protective effect is created by reducing the
expression of MMP-9 and MMP-2. However,
effects of both MEL and 5-MTX’s on MMP-2
and MMP-9 activation has not been studied
in any arthritis model. But so far effects of 5-
MTX on proteolytic enzymes has not been
studied before, it is a first with our research.

In conclusion: In our experimental study,
proinflammatory cytokines and proteolytic
enzy- mes increased and also that change
observed in  biochemical parameters

accompanied by increase in synoviocytes
and so the advert of tissue damage was
observed. Pineal hormones melatonin and 5-
methoxytryptophol, which we used for
treatment has shown to significantly reduce
this damage. To our knowledge this is the
first  study investigating the anti-
inflammation effects of two pineal hormones
in synovial inflammation and these two
pineal hormones are normally responsible
for the regulation of the circadian rhythm,
effects are considered; 5-MTX that is
released in brightness and MEL that is
released in darkness. On the other hand this
study being the first to research the effects
of 5-MTX on cytokines levels and proteolytic
enzymes is of importance in terms of
contributing to the literature. Despite the
fact more extensive and comparative clinical
and experimental studies are needed for
these agents to be used in the clinics our
results suggest that MEL and 5-MTX’s plays
an important role on synovial inflammation
repair thus we believe that further studies
will shed light on later.
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