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BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK

BEYAN

Bu tez c¢alismasinin kendi calismam oldugunu, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar i¢cinde elde ettigimi, bu tez c¢alismayla elde
edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da
kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve

telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.

“Melatoninin Deneysel Olarak Olusturulan Periapikal Lezyon Uzerine
Etkisi” adl1 Doktora tezi, Siileyman Demirel Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

Lisansiistii Tez Onerisi ve Tez Yazma Y6nergesi’ne uygun olarak hazirlanmustir.

Tezi Hazirlayan

Erdal SARITEKIN
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ONSOZ

Bu c¢alismada deney hayvanlari iizerinde melatonin hormonunun periapikal
lezyonlardaki ~ kemik  yikimma  etkileri  farkli  teknikler  kullanilarak
degerlendirilmistir. Melatonin ile ilgili dis hekimliginde az sayida ¢alisma
bulunurken, endodonti alaninda ise periapikal lezyonlardaki etkilerini arastiran

¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizda periapikal lezyonlardaki kemik yikimi histomorfometrik ve
radyografik yontemlerle degerlendirilirken, kemik yikiminda rolii olan IL-1p,
RANK, RANKL, OPG immiinohistokimyasal yontemler ile degerlendirilmistir.
Ayrica osteoklast sayilar1 TRAP analizi, bakterilerin kok kanali ve periapikal

lezyonlara penetrasyon derecesi de Brown-Brenn boyama ile degerlendirilmistir.

Bu ¢alismada hedeflenen sistemik melatonin uygulamasimin periapikal kemik
yikimi tizerindeki olas1 etkilerini degerlendirmek ve endodontide kullanim alanlarini

belirlemektir.

Bu calisma 4076-D1-14 proje numarasi ile Siileyman Demirel Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.

Isparta, 2016
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: Reseptor aktivator niikleer kappa B
: Osteoprotegerin

. Lipopolisakkarit

: Lipoteikoik asit

: Patojen iliskili molekiiler patern
: Patern tanimlama reseptorleri

: Toll like reseptor

: Kalsitonin gen iliskili peptid

: P maddesi

: Immiinglobulin

. Prostoglandin

: Polimorfontikleer 16kosit

. Ekstraselliiler notrofil tuzaklari
: Temel doku uygunlugu bileseni
. T hiicresi antijen reseptorii

. B hiicresi antijen reseptorii

. T helper hiicresi

: Diizenleyici T hiicreleri

: Baskilayic1 T hiicreleri

: Sitotoksik T hiicreleri

: Rekombinasyon aktive edici gen

Xiil



SCID

IFN

VIP

NPY

NGF

CBCT

WHO

NK

ICAM

VCAM

PECAM

LT

PAF

MMP

PDGF

FGF

TGF

IL-1Ra

APC

GM-CSF

ERM

EGF

KGF

VEGF

SEM

> Siddetli kombine immiin yetmezlik

: Interferon

: vazoaktif intestinal peptid

: Noropeptid Y

> Sinir biiyiime faktori

: Konik 1s1nl1 bilgasayarl tomografi

: Diinya Saglik Orgiitii

: Dogal katil (hiicreler)

. Hiicreler aras1 adezyon molekiilii

: Vaskiiler hiicre adezyon molekiilleri
: Platelet endotel hiicresi adezyon molekiil
: Lokotrien

: Platelet aktive edici faktor

: Matriks metalloproteinaz

: Platelet kaynakli biiytime faktorii

: Fibroblast biiylime faktorii

: Doniistiiriicii biiylime faktorii

- IL-1 reseptdr antagonisti

. Antijen sunan hiicre

. Graniilosit/makrofaj koloni stimiile edici faktor
: Malessez epitel artiklari

: Epidermal biiyiime faktorii

: Keratinosit biiylime faktorii

: Vaskiiler endotelyal biliylime faktorii

: Taramal1 elektron mikroskobu

Xiv



TEM
MMP
SCN
SHTP
NAT
HIOMT
NAS

Pg

nm

mg

LH

FDI
IUPHAR
ROS
RNS
REM
MTNR1A
CRP
BIC

gr

mi

IP

kg

ISO

mm

- Gegirimli elektron mikroskobu
: Matriks metalloproteinaz

: Suprakiazmatik ¢ekirdege

: 5-hidroksitriptofan

. N-asetiltransferaz

: Hidroksiindol-o-metiltransferaz
: N-asetilserotonin

: Pikogram

: Nanometre

: Miligram

: Luteinize edici hormon

: Amerikan Gida ve Ilag Dairesi

: Uluslararas1 Temel ve Klinik Farmakoloji Birligi
. Reaktif oksijen tiirleri

. Reaktif azot tiirleri

: Hizli-goz-hareketi

: Melatonin reseptor tip 1A

. C-reaktif protein

: Kemik-implant baglantisi

: Gram

. Mililitre

: Periton i¢i, intraperitoneal

. Kilogram

: Uluslararasi standardizasyon kurumu

: Milimetre

XV



mm
pm

HE
PDL
TRAP
PBS
DAP
ANOVA
rank
BB
RLX
PCR
ELISA
MCP
CCR
INOS
PHOX
NF-xB
ODF
OPGL
TRANCE
OCIF

ODN

. Milimetrekare

: Mikrometre, mikron

: Hematoksilen-eozin

: Periodontal ligament

- Tartarat direncli asit fosfataz

: Fosfat tamponlu tuzlu suda

: 3,3'- diaminobenzidine

: Tekrarlanan 6l¢iimlii varyans analizi
: Sira say1 ortalamast

: Brown-Brenn boyama

: Raloksifen

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Immunosorbent deney

: Monosit kemotaktik protein

: Kemokin reseptor

: Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

: Fagosit oksidaz

: Niikleer faktor kappa B

- Osteoklast farklilasma faktori

: Osteoprotegerin ligand

. TNF iligkili aktivasyon indiikleyici sitokin
. Osteoklastogenez inhibe edici faktor

: Odanacatib

XVi



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Ratlarin deney siiresince dlgiilen agirliklar ve agirliklara gore

hesaplanan anestezi, etanol ve melatonin dozlart. ..........c.ccoooieiiiiiiiiiiiciecee 46
Tablo 2. Deney gruplari ve deney protoKOIL ......ecveiveerieieeieerie e s e se e 49
TaDI0 3. DENEY SUTECI. ...vveuviiriiiiieiesiie st ettt sbeaneesneenreas 52
Tablo 4. Enflamasyon SKOTIATL. .......c.cccveiiiieiieie e 64

Tablo 5. Radyomikrografik incelemeler ile elde edilen pozitif kontrol ve
melatonin grubuna ait periapikal lezyon alani ortalama degerleri (mmz) +
SEANAAIT NALA. ...c.veeeiecee e 69

Tablo 6. Periapikal bolgeden elde edilen ortalama piksel degerleri = standart hata. 73

Tablo 7. Gruplarin histopatoloji ve Brown-Brenn boyama skorlarinin ortalama =+
standart hata ve sira say1 ortalama (rank) degerleri. ........ccccvviviiiiiniiiin i, 74

Tablo 8. Histomorfometrik analiz ile elde edilen gruplara ait periapikal lezyon
alan1 ortalama (mmz) + standart hata ve sira say1 ortalama (rank) degerleri. ............ 78

Tablo 9. IL-1p (+), RANK (+), RANKL (+) ve OPG (+) hiicrelerin
immunohistokimyasal boyanma yogunlugu skorlarinin ortalama + standart hata
ve stra say1 ortalama (rank) degerleri. ..o 84

Tablo 10. Gruplara ait immunohistokimyasal TRAP (+) (osteoklast) hiicre
sayilart £ standart ata. ..........ccoieiiiiiiie e 100

XVii



RESIMLER DiZiNi

Resim 1. Osteoklast farklilagsmasi ve aktivasyonu .........cccccecveerveriesieenessiesieeseeneennns 25
Resim 2. Kemik yikimimda RANK, RANKL ve OPG ........cccoeiiiiiiiiniiiecieees 27
Resim 3. Periton i¢i (IP) anestezi uygulamasi. ........ccccevverueieeireriesieese e see e 47
Resim 4. Parmak sikistirma testi ile anestezi KOntrolii. .........ccoovevvvvieneniienieenceiene 48
Resim 5. Periapikal lezyon olusumunun indiiklenmesi amaci ile alt birinci biiyiikazi
disinin pulpasinin ekspoze edilmesi.........coccvvrieiiiiiiiiiiii e 50
ReSIM 6. MEIatONIN.......cccviiiiiiiic s 54
Resim 7. Melatoninin hassas terazide tartilmast...........cccevereeiieresiienesnie e 55
Resim 8. Mikropipet ile etanol ve distile su GIGUMTL ....ceevevveeireieiieie e 56
Resim 9. Vorteks cihazi ile melatoninin etanol icerisinde ¢ozdiiriilmesi................... o7
Resim 10. IP melatonin veya etanol uygulamast............cccueiveerreriesieeseerieseese e 58
Resim 11. Yumusak dokular temizlenmis rat sag ve sol alt ¢ceneleri. .........ccccveneee. 60
Resim 12. Formaldehit i¢eren numaralandirilmis kaplara yerlestirilen alt ¢ene

o) 4114 1<) o T PO PP PR OPRPR 60
Resim 13. Standart radyografi alinabilmesi i¢in hazirlanan diizenek........................ 61
Resim 14. Periapikal lezyon boyutu ve piksel degerlerinin hesaplanmasi................. 62
Resim 15. Otomatik doku takip CiRazZ1 ........cccccveviveviiiiisiec e 63
Resim 16. Fotoatagmanli 151k mikroskobu ve goriintii analiz programi.................... 64

Resim 17. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin
radyomikrografik goriiniimii. Periapikal lezyon yok. ........cccccoiiiiiiininiinicniiee 70

Resim 18. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin
radyomikrografik goriiniimii. Sinirlar1 belirlenmis periapikal lezyon alani............... 71

Resim 19. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin
radyomikrografik goriiniimii. Sinirlar1 belirlenmis periapikal lezyon alani............... 72

Resim 20. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin
histopatolojik goriiniimii. Saglikli periodontal ligament, HE, Bar=200um................ 75

Resim 21. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin
histopatolojik goriiniimii. Yangisal hiicre infiltrasyonlar1 ile karakterize periapikal
lezyon (oklar), PL (periodontal ligament), D (dentin), P (pulpa), HE, Bar=500um.. 76

Resim 22. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bdlgenin histopatolojik
goriinlimii. Yangisal hiicre infiltrasyonlar ile karakterize periapikal lezyon
(oklar), PL (periodontal ligament), D (dentin), P (pulpa), HE, Bar=500um. ........... 77

Resim 23. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait sinirlar1 belirlenmis periapikal
lezyon alani (1,1 mm?). HE, Bar=500[m. ........ccccoveererenreeneessinseissessssssesseessnsenees 79

XVili



Resim 24. Melatonin grubundaki bir rata ait sinirlar1 belirlenmis periapikal
lezyon alani1 (0,8 mm?). HE, Bar=500m. .......ccooiiiiiiiiee e 80

Resim 25. (A) Negatif kontrol grubundaki bir rata ait kron ve kok bolgesinden
alinan bir kesit, bakteri boyanmasi yok, (B) Negatif kontrol grubundaki bir rata

ait periapikal bolgeden alinan bir kesit, bakteri boyanmasi yok, Brown-Brenn
Boyama (BB), Bar=200Lm. ..........cccooiiiiiiiiiiiiii e 82

Resim 26. (A) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait kron ve kok bolgesinden

alinan bir kesit, yogun bakteri boyanmasi (oklar), (B) Pozitif kontrol grubundaki

bir rata ait periapikal bélgeden alinan bir kesit, bakteri kiimeleri (oklar), BB,
Barlar=TO0m. ..ccvviiiiiiiieiie s 82

Resim 27. (A) Melatonin grubundaki bir rata ait kokiin orta tigliisiinden alinan bir
kesit, bakteri boyanmasi (oklar), (B) Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal
bolgeden alinan bir kesit, notrofiller igerisinde fagosite edilmis az sayida bakteri
(oklar), BB, Barlar=T00Mm. ........c.cooiiiiiiiieiiieiee e 83

Resim 28. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede IL-1f ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon
(oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um. ..........cccceevveeriiieennnnn. 85

Resim 29. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede IL-1f ile
immunohistokimyasal boyama, ¢cok sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon
(oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200pum. ............ccccecueererrnnne 86

Resim 30. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bolgede IL-1p ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon
(oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um. .........c.ccceeuvrvrrrrennenn. 87

Resim 31. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede RANK ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon
(oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200pum. ..........cccccevvviirnennnne 89

Resim 32. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede RANK ile
immunohistokimyasal boyama, ¢ok sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon
(oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200pum. ..........cccceevveerieeennnnn. 90

Resim 33. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bolgede RANK ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon
(oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200pm. ............ccccoovvivrnennne. 91

Resim 34. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede RANKL ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon
(oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um. ..........ccccevvverrieeennnnn. 93

Resim 35. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede RANKL ile
immunohistokimyasal boyama, ¢ok sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon
(oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um. ...........cccceecueererrnnne 94

Resim 36. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bolgede RANKL ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon
(oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200pum. ..........cccceevverrivieennnnn. 95

Xix



Resim 37. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede OPG ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon

(oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um. ............ccceecueervrrnrnne 97

Resim 38. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede OPG ile
immunohistokimyasal boyama, ¢ok sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon

(oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um. ...........cccceecueerirrnnnne 98

Resim 39. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bolgede OPG ile
immunohistokimyasal boyama, ¢ok sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon

(oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um. ..........ccccevvveeriineennnnn. 99

Resim 40. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede TRAP ile
immunohistokimyasal boyama, pozitif immiinreaksiyon gosteren hiicre

(osteoklast) yok, Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=50pm. .................. 101

Resim 41. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede TRAP ile
immunohistokimyasal boyama, ¢ok sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon

(osteoklastlar=0oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=50um............ 102

Resim 42. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bolgede TRAP ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon

(osteoklastlar=oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=50um............ 103

XX



1. GIRIS

Apikal periodontitis endodontik kaynakli etiyolojik ajanlarin sebep oldugu

periradikiiler dokularin enflamasyonu ve yikimidir (1).

Periapikal  dokulardaki  patolojik  degisiklikler =~ mikroorganizmanin
kendisinden, toksinlerinden, zararli metabolik artiklarindan ve kok kanal sistemi

igerisinde kalan pulpa dokusundan kaynaklanmaktadir (2,3).

Pulpada enflamasyon yayildik¢a, enflamatuar medyatorler, periapikal
dokularin fizyolojisini degistirmeye baslamaktadir. Kemik rezorbsiyonuna bagh
periodontal ligament araliginda genisleme veya periapikal lezyon olusumu

radyografik olarak gozlenebilmektedir.

Kemik yikimi esas olarak osteoklastlarin aktivasyonu ile ger¢eklesmektedir.
Interlokin (IL)-1, IL-11, IL-17 ve tiimdr nekrotizan faktér (TNF)-o gibi birgok
sitokinin osteoklast farklilagsmasi1 ve aktivasyonu {izerinde -etkilerinin oldugu
bilinmektedir (4). Reseptor aktivator niikleer kappa B ligand (RANKL) (5,6),
reseptor aktivator niikleer kappa B (RANK) (7) ve osteoprotegerin (OPG)’nin (8,9)
kesfedilmesi osteoklastlarin farklilasmasi ve islevlerinin nasil diizenlendigini ortaya
cikarmistir. Apikal periodontitis lezyonlarina yogun enflamatuar infiltrasyon ve

sayica artmis osteoklastlar hakimdir (1).

Enflamatuar medyatorler ile osteoklast farklilagmasini ve aktivasyonunu
baskilayabilecek bir ajanin kullanilmasinin periapikal dokularda meydana

gelebilecek yikimi azaltabilecegi diisiiniilmektedir.

Melatonin epifiz bezinden ve diger organlardan sentez edilir ve salgilanir.
Melatoninin ~ giiclii ~ antioksidan  etkileri (10-12),  bagisiklik  sisteminin
diizenlenmesinde rolleri (13,14), kansere kars1 koruyucu etkileri (15,16), yaslanmay1
geciktirici Ozellikleri (17) bulunmaktadir. Mikromolar konsantrasyonlarda, insan
osteoblastlarindan tip 1 kollagen sentezini uyarmakta, osteoblast farklilagsmasini ve
kemik yapimini tesvik etmektedir (18,19). Enflamasyon sirasinda, serbest oksijen
radikalleri kemik rezorbsiyonunda 6nemli rol oynamaktadir. Uyarilmis monositler,
makrofajlar ve noétrofiller serbest oksijen radikallerini {iretirler. Osteoklastlarin

uyarilmasindan veya direkt olarak matriksin ¢dziinmesinden, ortamdaki serbest



radikaller sorumlu olabilir. Melatonin dolayli antioksidan etkisi ve direkt serbest
radikal temizleme etkisi yoluyla osteoklastlarin etkinligini geciktirmektedir ve

boylece kemik yikimini azaltmaktadir (20,21).

Dis hekimliginde az sayida ¢alismada melatoninin, fizyolojik dis gelisiminde,
clrik olusumunda, oral kanserlerde, prekanser6z lezyonlarda, periodontal
hastaliklardaki kemik yikiminda, dis ¢ekimi nedeniyle olusan ve cerrahi sonrasi
yaralarda kemik iyilesmesinde, kemik i¢i dental implantlarin g¢evresinde kemik
yapiminda, pulpada meydana gelen hasarin ve nekrozun azaltilmasinda roli oldugu
gosterilmistir. Literatiirde endodontik periapikal lezyonlarda melatoninin etkisini

arastiran herhangi bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Bu calismanin amaci; melatoninin ratlarda sistemik uygulamasinin deneysel

periapikal lezyon olusumu iizerine olasi etkilerinin arastirilmasidir. Bu amagla;

e periapikal bolgedeki kemik yikimi boyutu histomorfometrik ve

radyografik olarak,
¢ enflamasyon siddeti histopatolajik olarak,

e mikroorganizmalarin kdk kanali boyunca penetrasyonu Brown-Brenn

boyama ile,

e kemik yikimi esnasinda salman IL-1B diizeyleri immunohistokimyasal

analiz ile,

e osteoklast farklilagmasi, aktivasyonu ve yasami igin anahtar
diizenleyiciler RANK, RANKL, OPG yogunlugu immunohistokimyasal

analiz ile,

e periapikal alandaki osteoklast sayisi immiinohistokimyasal TRAP boyama

yontemleri ile degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Apikal Periodontitis

Apikal periodontitis endodontik kaynakli etiyolojik ajanlarin sebep oldugu
periradikiiler dokularmn enflamasyonu ve yikimidir. Genellikle endodontik
enfeksiyonun sekeli olarak goriilmektedir (1). Bakteri ve yan iriinlerinin pulpa
dokusuna invazyonu enflamatuar bir reaksiyon baslatmaktadir. Bu reaksiyon kontrol

altina alinamazsa periapikal dokularda kronik enfeksiyona yol agmaktadir (22).

Apikal periodontitis enfekte kok kanalindaki bakteriyel enfeksiyondan
kaynaklanan en sik goriilen dental enflamatuar kemik yikimi hastaligidir (23). Apikal
periodontitis ile ilgili yapilmis epidemiyolojik ¢alismalarda yaslar1 20 ile 30 arasinda
degisen hastalarda, goriilme siklig1 %33, yaslar1 30 ile 40 arasinda degisen hastalarda
%40, yaglar1 40-50 arasinda degisen hastalarda %48, yaslar1 50-60 arasinda degisen
hastalarda %57 ve 60 yas tizerindeki hastalarda %62 olarak belirlenmistir (24).

Periradiikiiler dokularin ¢esitli yaralanmalara karsi verdigi yanit, viicudun
herhangi bir yerindeki bag dokusu cevabina benzemektedir. Bu yanit,
immiinoinflamatuar reaksiyon seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Apikal periodontitisin
ana etkeni kok kanal pulpasmin mikrobiyal enfeksiyonu olsa da (2,3) periapikal
dokulardaki patolojik degisimlere bakterilerden ziyade kendi toksinleri, zehirli
metabolik tiriinler ve pulpa dokusunun par¢alanmast yol agmaktadir. Bu irritanlar,
dogal ve kazanmilmis bagisiklik  yanitinin  uyarilmasindan  sorumludur.
Immiinoenflamatuar yanitta baslica endotel hiicreleri, mast hiicreleri, trombositler,
fibroblastlar, notrofiller, makrofajlar, dentritik hiicreler, immunglobulinler,
enflamatuar medyatdrler, proenflamatuar sitokinler, kemokinler ve ndropeptidler rol

almaktadir.

Kok kanal sistemine yerlesmis bakteri ve bakteri Uriinleri etkin bir sekilde
uzaklastirilldiginda ve kok kanal sistemi ortograt ve retrograt olarak sizdirmaz bir
sekilde dolduruldugunda, periradikiiler dokular tamir ve rejenerasyon ile orijinal
haline donebilmektedir. Fakat inat¢i mikrobiyal filmler sebebiyle tedaviden sonra

iyilesmeyen apikal periodontitis vakalar1 da goriilebilmektedir (25).



2.1.1. Etiyoloji

Apikal periodontitis, eksojen ve endojen kaynakli olabilir. Bakteriler ve
toksinleri, toksik metabolik iiriinler, kimyasal ajanlar, mekanik irritasyon, yabanci
cisim ve travma eksojen faktorlerdendir. Endojen faktorler arasinda ise iirat,
kolesterol kristalleri, sitokinler veya osteoklastlar1 aktive eden enflamatuar
medyatdrler gibi konagin metabolik iiriinleri bulunmaktadir. Bu irritanlar, antijenik
veya antijenik olmayan yollar1 aktive ederek dogal ve kazanilmis

immiinoenflamatuar yanitlari baglatabilirmektedir (26).

Apikal periodontitisin ana etkeni, kok kanal sistemindeki pulpa dokusunun
clirtik ya da diger yollar ile olusan enfeksiyonudur (2,3,27). Nekrotik pulpada ¢esitli
tiplerde bakteri varlig1 ilk olarak 1890 yilinda Miller tarafindan gosterilmistir (28).
Kakehashi ve ark, germ-free ratlarda agiz ortamina agik birakilan az1 dislerde pulpa
nekrozu ve periradikiiler enflamasyon gelismedigini rapor etmislerdir. Bu ¢alismada
kontrol grubundaki klasik oral mikrofloraya sahip ratlarda ise pulpa nekrozu ve
periardikiiler enflamasyon meydana gelmistir (2). Insanlarda da benzer cevap
goriilmektedir. Kiiltiir yontemleri kullanilarak yapilan c¢aligsmalarda barteriyel
kontaminasyon olmayan, kronu saglam ve nekrotik pulpali travma gecirmis dislerde
periapikal kemik yikiminin olmadig: radyografik olarak gosterilmistir. Buna karsin
bakterilerin izole edildigi, kronu saglam ve nekrotik pulpali dislerde radyografik
olarak periradikiiler kemik yikimi gézlenmektedir (27). Bu 6nemli bulgu maymun
deneylerinde de gosterilmistir. Saglam vital dislerin pulpalar1 aseptik kosullarda
devitalize edilip kok kanallar1 6 aydan 1 yila kadar bakteri gecirmeyecek sekilde
restore edildiginde periradikiiler enflamasyon goriilmedigi rapor edilmistir (3,29). Bu
bulgular birlikte ele alindiginda apikal periodontitisin gelisiminde esas etyolojik

faktoriin bakteriler oldugu kanitlanmaktadir.

Bakteriyel toksinler 6rnegin lipopolisakkarit (LPS), lipoteikoik asit (LTA) ve
kok kanal sisteminden periapikal dokulara salinan zararli metabolik {riinler
periapikal immuno enflamatuar reaksiyonu baslatabilmektedir. Ornegin LPS duysal
sinir fibrillerinden vazodilatasyona yol ag¢an ve vazkiiler gecirgenligi arttiran
kalsitonin gen iligkili peptid (CGRP) ve P maddesi (SP) salinimim
uyarabilmektedir (30,31).



Apikal periodontitis bakteriyel toksinlerin, enzimlerin ve zehirli metabolik
tirlinlerin veya direkt olarak kok kanalindaki bakterilerin periapikal dokulara girisi ile
olusabilmektedir. Apikal enfeksiyon ile apikal enflamasyon arasindaki ayrimin dogru
yapilmasi onemlidir. Apikal enflamasyon, vazodilatasyon, damar gecirgenligindeki
artis ve eksuda olusumuna yol agan kok kanalindan gelen irritanlara kars1 periapikal
dokularin  gosterdigi  reaksiyondur.  Apikal enfeksiyon ise, patojenik
mikroorganizmalarin fiziksel varligina bagli olarak periapikal dokularda hasar
olusturmasidir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarda enflamasyon olmadan
enfeksiyon gelisebilmektedir. Cesitli enfarktiislerde, fiziksel veya kimyasal
yaralanma durumlarinda ise enfeksiyon olmadan enflamasyon olusabilmektedir (32).
Apikal periodontitis esas olarak enfeksiydz bir hastalik olmasina ragmen apse
olusumu (33-35), fistiil (24,36,37) veya ekstraradikiiler endodontik enfeksiyon
(38,39) disindaki vakalarda bakteriler periapikal dokularda(40-42) bulunmamaktadir.

Periapikal enfeksiyon bu bolgedeki mikroorganizmalarin viriilansi, sayisi ve
kombinasyonu ile iliskilidir (43). Kok kanal sistemindeki enfeksiyon odagi mekanik
enstriimantasyon, antiseptik irrigasyon ve kanal i¢i medikasyon ile ortadan
kaldirildiktan sonra bakteriler konak savunma mekanizmalar tarafindan yok ediline
kadar enflame periradikiiler dokular igerisinde gegici olarak bulunabilmektedir. Bu
nedenle apse olusumu goriilen ya da fistiil yolu olusan apikal periodontitis
lezyonlarinin ¢ogunda sistemik antimikrobiyal tedaviye ihtiya¢ duyulmadan cerrahi

olmayan kok kanal tedavisi sonrasinda yeterli derecede iyilesme goriilmektedir (24).

Tedavi edilmemis kok kanallarindaki primer enfeksiyon anaeroplarin baskin
oldugu esit miktarlarda gram pozitif ve gram negatif tiirlerden olusmaktadir (43,44).
Tedavi edilmis apikal periodontitisli dislerde fakiiltatif ve anaerobik tiirlerin esit
dagildig1 gram pozitif mikroorganizmalarin diger mikroorganizmalar1 baskiladigi
goriilmektedir (45,46). Inat¢1 apikal periodontitis ile iliskili kok kanal tedavisi
yapilmis dislerde E. faecalis tiirii yiiksek oranda goriilmektedir (45-50).

Yaralanmanin ciddiyetine ve kimyasallarin sitotoksisiesine bagli olarak
periapikal dokulardaki fiziksel (taskin calisma, tagkin dolum), kimyasal (irriganlar,
kanal i¢i medikasyon ve kok kanal dolgu maddeleri) (51) ve travmatik

yaralanmalar (52) da apikal periodontitise yol agabilmektedir. Kok kanal dolgu



materyali gibi yabanci cisimlerin inat¢1 periapikal enflamasyona yol ac¢tig
gosterilmistir (53,54). Genel olarak kok kanal dolgu materyalleri biyouyumludur ve
periapikal dokular tarafindan iyi sekilde tolere edilir fakat yabanci cisimler bakteriler

icin tagtyici gorevi yapabilmektedir (53).

2.1.2. Enfeksiyon: Mikroorganizma ve Konak Doku Arasindaki Denge

Enfeksiyon; mikroorganizmalarin ¢ogalma, yayilma ve hastaliga sebep olma
ozellikleri ile konagin kontrol yetenegi, mikroorganizmalar1 ve olusan enfeksiyonu
yok edebilme yetenegi arasindaki yaristir (55). Konak doku pulpa enfeksiyonu ve
periapikal enfeksiyondan korunmak i¢in mine, dentin ve yiizey epiteli gibi fiziksel
bariyerler ile dogal ve kazanilmis bagisiklik sistemine sahiptir. Bunun yaninda
mikroorganizmalar da fagosit inhibisyonu, lizozomal fonksiyon inhibisyonu,
kompleman sistemi ve immiinglobulinlerin (IG) inaktivasyonu ve 6zel mekanizmalar

ile konagin fiziksel bariyerlerinden ge¢melerini saglayan silahlara sahiptir (55).

2.1.3. Patogenez

Pulpa enflamasyonu veya enfeksiyonlarinda; dogal ve kazanilmis bagisiklik
hiicreleri, sitokin, kemokin ve noropeptid gibi yiiksek miktarlarda enflamatuar
medyatorler salgilamaktadir. Pulpa enflamasyonu ilerledik¢e, enflamatuar
medyatdrler, periapikal dokularin fizyolojisinde degisikliklere sebep olmaktadir.
Radyografik olarak, kemik rezorbsiyonuna bagli periodontal ligament araliginda
genisleme veya apikal osteolitik lezyonun gelisimi gozlenebilir degisimlerdendir.
Kemik kayb1 esas olarak, osteoklastlarin aktivasyonu ile gerceklesmektedir.
Interlokin (IL)-1, I1L-11, IL-17 ve tiimdr nekrotizan faktér (TNF)-a gibi bir¢ok
sitokinin osteoklast farklilagmas1 ve aktivasyonu iizerinde etkilerinin oldugu
bilinmektedir (4). Periapikal dokulardaki enflamasyona bagli kemik rezorbsiyonu
kok kanalindaki mikrobiyal invazyonun yayilmasini engelleyen bir savunma hatti
olusturan bagisiklik sistemi hiicrelerinin toplanmasina yol agmaktadir (23). Apikal
periodontitisin patogenezi dogal ve kazamilmis bagisiklik yanitlarin  yaninda

periapikal dokulardaki duysal sinir cevabini da icermektedir.



2.1.3.1. Dogal Bagisikhik Yamti

2.1.3.1.1. Ozgiin Dogal Bagisiklik Yanit1

Konak dokunun enfeksiyonlarla miicadelesinde dogal bagisiklik, kazanilmis
bagisiklik ile kiyaslandiginda patojenleri taniyan reseptdrler acgisindan ¢ok daha
kisithdir. Dogal bagisiklik sistemi patojenlerde ortak olan bir dizi molekiiler yapiy1
tantyabilmekte ve bdylece konaga ait olup olmadigini1 belirleyerek savunmayi
baslatabilmektedir. Patojenler iizerindeki bu yapilara mikroorganizmaya ozgiil
molekiiller “patojen iligkili molekiiler patern (PAMP)” denilmektedir. Dogal
bagisiklik sistem hiicreleri iizerinde mikrobiyal patojenler veya hiicresel stresle ilgili
molekiilleri taniyan proteinlere “patern tanimlama reseptorleri (PRR)” denir. Bu
reseptorler, hiicre ici, salgilanan ve sinyal ileten olmak iizere 3 gruba ayrilmaktadir.
Sinyal ileten reseptor grubunu “toll like reseptér (TLR)” ailesi olusturmaktadir.

TLR’ler mikrobiyal ajanlar tarafindan iiretilen PAMP’leri tanimaktadir (56).

TLR’lerin aktivasyonu, opsonizasyon ve kompleman aktivasyonu, fagositoz,
proenflamatuar sinyal yollariin aktivasyonu ve apopitozun indiiklenmesi gibi bircok
konak yanitini tetiklemektedir (57). Ornegin, TLR4/CD14 gram (-) bakterilerin
LPS’leri i¢in bir reseptordiir. TLR4 eksikligi olan farelerin dis pulpalar acik
birakildiginda ve dort anaerobik patojen karisimi  (prevotella intermedia,
fusobacterium nucleatum, streptococcus intermedius ve peptostreptoccoccus micros)
ile enfekte edildiginde, IL-1 ve |IL-12 ekspresyonu ve kemik yikimi
azalmaktadir (58). Ayrica LPS, nosiseptif duyu noronlarinin iizerinde agiga ¢ikarilan
TLR4/CD14’tin direkt aktivasyonu yoluyla agri olusturabilmektedir (59). Bu
nedenle, TLR4 PRR reseptorleri odontojenik enfeksiyonlarda onemli bir role

sahiptir.

Gram (+) hiicre duvarinin LTA gibi bilesenleri LPS’ye benzer yollarla dogal
bagisikligi uyarabilmektedir. TLR2, gram pozitif bakterilerin belirlenmesinde 6nemli
rol oynamaktadir ve LTA, lipoproteinler ve peptidoglikanlar gibi ¢esitli mikrobiyal
yapilarin taninmasinda yer almaktadir. Konak savunmasinda TLR2’nin 6nemi
staphyloccoccus aereus veya streptoccoccus pneumoniae tiirlerine duyarli bulunan
TLR2 eksikligi olan fareler kullanilarak gosterilmistir (60,61). LTA, Ilokositleri



stimiile ederek ve enflamatuar yanitin c¢esitli fazlarinda ©nemli rol oynayan
prostoglandin (PG) E2, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 gibi enflamatuar medyatorlerin
salinmasin1 uyarmaktadir. Tiim bu enflamatuar medyatorler, periapikal dokularda
tanimlanmistir ve g¢esitli konak yanitlarin1 aktive ederek doku hasarina yol

agmaktadir.

2.1.3.1.2. Ozgiin Olmayan Dogal Bagisiklik Yaniti

Apikal periodontitis  enfeksiyonlarinda dogal bagisiklik  savunma
mekanizmas: polimorfoniikleer 16kositler (PMN) ve makrofajlar gibi 6zellesmis
fagositler tarafindan yapilan bakteri fagositozisidir. Doku enflamasyonu, PMN’lerin
damar dismma c¢ikarak dokuda toplanmasina sebep olmaktadir. Aktive olmus
PMN’lerde solunum patlamasi olarak bilinen, yakinindaki mikroorganizmalar ve
konak hiicrelerine hasar veren kisa Omiirlii oksijen radikallerinin salinimi ile
sonuglanan, oksijen tiikketiminde ani bir artig goriilmektedir. (62). Fagosite edilmis
bakteriler veya yabanci cisimler, 6zel ve aziirofil graniilleri ile oksijen tlirevi serbest
radikallerin oldugu toksik bir ortama maruz birakilmaktadir ve sonunda
pargalanmaktadir (63). Ayrica PMN’ler ekstraselliiler nétrofil tuzaklari (NET)
araciligiyla hiicre dis1 bir 6ldiirme mekanizmasina da sahiptir. NET ler notrofilik
graniillerdeki 6zel proteinlerle birlikte kromatin ipliklerden olusan ekstraselliiler
yapilardir. Aktivasyondan sonra nétrofiller apopitozis adi verilen kendi dliimlerine
ve antimikrobiyal aktiviteleri olan NET’lerin olugsmasina yol agan hiicresel bir
programi baslatmaktadir (64,65). Dogal bagisikliktaki rollerinin yaninda, fagositler
ve makrofajlar, T-helper lenfositlerin antijen-spesifik kolonileri ile etkilesen temel
doku uygunlugu bileseni (MHC) sinif II molekiillerini aciga ¢ikararak antijen sunan
hiicre gorevi yapmaktadir. Dolagimdaki monositler, hem doku makrofajlarinin hem

de ¢ogu dendritik hiicre alt gruplarinin onciilleridir (66,67).

2.1.3.2. Kazamlms Ozgiin Bagisiklik Yaniti

Kazanilmis bagisiklik B ve T lenfositlerde, viicut antijenleri veya yabanci
antijenleri tanimlayan ve baglayan molekiillerin {iretilmesi ile sonuglanan genetik

seviyede diizenlenen karmasik bir islemdir. Bu mlekiiller; T hiicresi antijen reseptorii



(TCR) ve B hiicresi antijen reseptorii (BCR, immunoglobulin olarak da
tanimlanmaktadir) olarak tanimlanan 6zel reseptorlerdir. BCR’ler antijenlerle direkt
olarak etkilesirken, TCR’ler diger yardimci molekiiller ile birlikte MHC molekiilleri
tarafindan sunulan antijenler ile etkilesime girmektedir. BCR’ler dolasim i¢ine ya da

doku i¢ine antikor olarak salgilanabilmektedir.

TCR ile antijen, peptid/MHC kompleksi ve yardimeci uyaranlar arasindaki
etkilesim T hiicrelerini aktive ederek; T hiicresi biiylime faktori, IL-2 ve T
hiicrelerinin klonal genislemesini/proliferasyonunu saglayan reseptorlerin sentezine
yol agmaktadir. T hiicrelerinin bazilar1 farklilasarak, efektor T veya hafiza
hiicrelerine doniismektedir. T hiicreleri fonksiyonlarina gore farkli alt siniflara
ayrilmaktadir; yardimci T hiicreleri (T helper: Tw), diizenleyici T hiicreleri (T
regulator hiicreler: Trq), baskilayict T hiicreleri (T siipresdr hiicreler: Ts) ve
sitotoksik T hiicreleri (T cytotoxic (sitolitik): T¢) (66,68,69).

Lenfosit eksikligi olan kemirgenlerin kullanildig1 c¢alismalarda, apikal
periodontitis lezyonlarinda erken déonemde (2 hafta) kemik kaybinin hizlandig, fakat
lezyon gelisiminin  tim  safhalarinin  etkilenmedigi  gosterilmistir (70,71).
Rekombinasyon aktive edici gen (RAG)-2 siddetli kombine immiin yetmezlik
(SCID) fareleri (T ve B hiicre eksikligi olan) kullanildiginda, RAG-2 farelerinin
yaklagik ticte birinde endodontik apse olusumu gozlenirken, bagisiklik sistemi
normal olan kontrol grubunda apse olusumu goézlenmemistir (72). RAG-2 eksikligi
olan fareler ile yapilan baska bir ¢alismada, B hiicrelerinin endodontik enfeksiyonun
yayilmasmin oOnlenmesinde O6nemli rol oynadigi, T hiicrelerinin ise Oonemli rolii
olmadig1 gosterilmistir (73). Sonu¢ olarak, hem T hem de B hiicreleri apikal

periodontitis lezyonlarinda gozlenen bagisiklik cevaplarina aracilik etmektedir (23).

2.1.3.3. Norojenik Enflamasyon

Baz1 primer afferent sinir lifleri cesitli irritanlar sebebiyle damarlarin
genislemesi, damar disina protein ¢ikisi ile makrofaj, notrofil, mast hiicreleri ve
lenfositler gibi bagisiklik sistemi hiicrelerinin toplanmasi/diizenlenmesi gibi olaylara
yol acan noropeptidler salgilamaktadir. Bu olay norojenik enflamasyon olarak

isimlendirilmektedir. Norojenik enflamasyondaki onciil noropeptidlerden CGRP



vazodilatasyondan, SP ise damar disina protein ¢ikisindan sorumludur. Noropeptidler
ve reseptorleri viicut genelinde dagilmistir. Enflamasyon siiresince, afferent liflerde
flizlenme (74) ve norojenik enflamasyona yol agan noéropeptid salgilanmasini
tetikleyen enflamatuar medyatorlerde yerel artis goriilmektedir (75,76). Kronik
apikal  periodontitis lezyonlarinin  gelisiminde  noropeptidler  bagisikligin
diizenlenmesi, kemik rezorbsiyonu ve yara iyilesmesinde gorev almaktadir. Yeterli
yogunluklardaki SP makrofajlardan IL-1, TNF-a ve IL-6 salgilanmasini
arttirmaktadir, T lenfosit proliferasyonunu uyarmaktadir ve T hiicreleri yoluyla
antijen uyarimli interferon (IFN)-y {retimini arttirmaktadir (77). SP gibi
noropeptidler enflamatuar ve bagisiklik cevabini yiikseltirken, vazoaktif intestinal
peptid (VIP) ve noropeptid Y (NPY) gibi noropeptidler enflamatuar cevaplari
baskilamaktadir (78).

Kronik apikal periodontitis lezyonlarinda makrofaj ve lenfosit gibi
hiicrelerden SP ve CGRP i¢in 6zel reseptorler agiga ¢ikmaktadir. Hem CGRP hem de
VIP osteoklast fonksiyonlarinmi baskilayarak kemik rezorbsiyonun azaltilmasinda rol
oynamaktadir. Apikal periodontitis lezyonlarinda VIP seviyesi lezyonun biiyiikligii
ile ters orantilidir. VIP nin makrofajlar tizerine etki gostererek TNF-a, IL-6 ve IL-12
tiretimini engellemesi, apikal periodontitis lezyonlarinin gelismesinin kontroliinde rol

oynayabilecegini diisiindiirmektedir (75).
2.1.4. Apikal Periodontitis Tanis1

2.1.4.1. Klinik ve Histolojik Bulgular Arasindaki Iliski

Enflamatuar periapikal hastaliklarin  tanist  klinik isaretler ve/veya
semptomlar, hastaligin siireci, pulpa testleri, perkiisyon, palpasyon ve radyografik
bulgular ile konmaktadir. Histolojik tani ise hastalikli dokularin hiicrelerinin ve
ekstraselliiler matriksinin biyolojik ve morfolojik olarak tanimlanmasidir. Klinik
tam, isaretlere, belirtilere ve test sonucglarina bakilarak on tani1 sunarken, doku

hastaliklarinin kesin tanis1 histolojik tanidir.

Apikal periodontitis, pulpa enflamasyonu ve enfeksiyonu gibi (51) her

zaman semptomatik veya agrili olmamaktadir. Nosiseptif duyu sinir liflerinin
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uyarilmasinda ve duyarli hale gelmesinde noropeptidler (SP, CGRP) gibi bir¢ok
enflamatuar medyator (histamin, bradikinin, PG) ve proenflamatuar sitokin (IL-1, IL-
6, TNF-q, sinir bliyiime faktorii: NGF) sorumludur (74,79). Endojen opioidler ve
somastatin ise enflamasyon sirasinda enflamatuar hiicrelerden salinarak duyu sinir
liflerini inhibe etme yetenegine sahiptir (80). Nosiseptif duyu sinir liflerinin
uyarilmasi enflamatuar medyatorlerin konsantrasyonlari ile iligkilendirilebilir. Bu
bulgularin karmasikligi, apikal periodontitisin klinik semptomlar: ile histopatolojik

bulgulari arasinda giiglii bir korelasyon bulunamadigini desteklemektedir (81-83).

2.1.4.2. Radyografik ve Histolojik Bulgular Arasindaki Korelasyon

Radyografi, hiicresel seviyede olmayan patolojik doku degisikliklerini tespit
edebilmek i¢in tasarlanmugtir. Ultrason, konik 15l bilgasayarli tomografi (CBCT)
ve diger teknolojiler gibi hassas goriintilleme sistemleriyle bile periapikal
dokulardaki  enflamatuar  hiicrelerin  varligi  veya diger  degisiklikler
belirlenememektedir. Geleneksel radyografik ve histolojik yontemler kullanilarak
kadavralar iizerinde yapilan ¢aligmalarda radyografik olarak saglikli bulunan
endodontik tedavi gormiis dislerde enflamasyon bulgusu gozlendigi rapor
edilmektedir (84-86). Bu bulgu, lezyonun siingerimsi kemikte sinirli kaldigi
durumlarda radyografik olarak goriintii vermemesi, sadece kortikal kemige
ulastiginda goriilebilir olmasi ile desteklenmektedir (87-89). Radyografik bulgular,
kist ve graniilomlarin ayirt edilmesine olanak saglamamaktadir (90,91). Bu nedenle
vaka serisi ¢aligmalar1 temel alindiginda apikal periodontitisin radyografik bulgular

ile histolojik 6zellikleri arasinda zayif bir korelasyon bulundugu sdylenebilir (26).

Endodontik olarak klinik belirtilerin yoklugu ve/veya negatif periapikal
radyografik bulgular apikal periodontitis olmadigi anlamina gelmemektedir. Bununla
birlikte; cerrahi olmayan endodontik tedavi uygulanan dislerde isaret ve belirtilerin
yoklugu ve negatif radyografik bulgular, peripikal lezyonlarda histolojik iyilesmenin
tamamlandigim1  da  gostermemektedir. Giliniimiizde endodontide kullanilan
perkiisyon, palpasyon ve vitalite testleri enflamatuar periapikal hastaliklarin
histolojik tanisinda yeteri kadar hassas degildir. Aslinda tiim endodontik testler
nosiseptif duyu liflerinin fonksiyonlarini incelemek i¢in kullanilmaktadir fakat pulpa

ve/veya periapikal dokularin patolojik degisiklikleri hakkinda bilgi vermemektedir.
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2.1.5. Histopatoloji

Giiniimiizde histopatoloji, hastaliklt doku ve organlarin hiicresel ve molekiiler
biyolojisine odaklanmistir. Hiicre yaranlamasinda, 151k ve elektron mikroskobu
diizeyinde gozlemlenebilen morfolojik degisikliklerinden 6nce hiicre iginde

biyokimyasal bozukluklar meydana gelmektedir.

Etiyoloji, klinik isaretler, belirtiler ve hastaligin siiresi esas alinarak, Diinya
Saglik Orgiiti (WHO) periapikal doku hastaliklarim1  farkli  kategorilerde
siiflandirmaktadir (92). Klinik belirtiler ve histolojik goriintiilere bagli olarak
Amerikan Endodontistler Heyeti ne gore ve ¢esitli endodontik ders
kitaplarinda (24,93,94) enflamatuar periradikiiler hastaliklarin birgok siniflandirmasi
bulunmaktadir. Ayrica Amerikan Endodontistler Birligi 2008 sonbaharinda tani
terimleri {izerine bir uzlasma konferanst diizenlemistir. Kanit degeri yiiksek
caligmalarin yetersizligi sebebiyle, endodontik camiada pulpal ve periapikal

hastaliklarin terminolojisi lizerine geleneksel olarak fikir birligi bulunmamaktadir.

Apikal periodontitisin histopatolojik siniflandirilmas: periapikal dokulardaki
immiinoenflamatuar cevaplarda rol oynayan hiicre tipleri esas alinarak yapilmaktadir.
Genelde, enflamasyon zarar géren dokudaki hiicrelerin tiplerine bagli olarak akut ve

kronik cevaplar diye ikiye ayrilmaktadir (32,95,96).

Akut  immiinoenflamatuar  cevap  ndtrofil  ldkositlerin,  kronik
immiinoenflamatuar cevap ise makrofaj ve lenfositlerin  varligi ile
nitelendirilmektedir. Bununla birlikte, doku hasarinin siddeti, etiyoloji, konak direnci
ve Ozel dokularin varligi gibi bir¢ok degisken akut ve kronik immiinoenflamatuar
cevaptaki hiicre biyolojisini etkiledigi gibi hastalik seyrini ve morfolojik farkliliklar

da etkileyebilmektedir (32,95).

2.1.6. Semptomatik Apikal Periodontitis

Apikal periodontitisin total pulpa nekrozunu takip ettigi genel bir kanidir. Bu
diistince pulpanin diigiimlenmesi-bogumlanmasi teorisine dayandirilir. Bu teoriye
gore enflamasyon sirasinda pulpal doku i¢i basinct artar ve bu durum

toplardamarlarin daralmasina ve kan akisinin kesilmesine sebep olmaktadir (74). Bu
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diisiincenin dayandirildig diger bir teori ise hayvan ve insan c¢alismalarinda bilingli
olarak devital hale getirilen ya da kontamine olmadan travmatik nedenlerle nekrotik
hale gelen pulpada periapikal enflamasyonun olmamasidir (3,27,29). Bununla
birlikte, vital pulpa ¢iirik veya diger yollarla enfekte oldugunda, periapikal
enflamasyon gelisebilir ancak kok kanalinin apikal parcasinda hala vital doku
bulunabilir. Su ana kadar elde edilen apikal periodontitis histopatolojisi ile ilgili
bilgilerin ¢ogunlugu hayvanlarda yapay kok kanal enfeksiyonu ile olusturulan apikal
periodontitis ¢alismalarindan veya insanlarda ciiriige bagli uzun siiren, kronik
lezyonlardan elde edilmistir. Bu sartlarda, pulpitisten apikal periodontitise gegcis
yakalanamamaktadir. Kovacevic ve ark, (2008) kopeklerde pulpa nekrozundan
apikal periodontitise gegisi arastirdiklart calismada pulpitis ve akut apikal
periodontitisin birlikte seyrettigini gdzlemlemislerdir (97). Benzer olarak, Kimberly
ve Byers hayvanlarda periapikal degisikliklerin pulpa ekspozundan 3-5 hafta
sonrasinda gergeklestigini gostermistir (98). Yamasaki ve ark, (99) ile Stashenko ve
ark, (100) total pulpal nekrozundan once kokiin apikal kisminda hala vital dokular
bulunurken osteoklast sayisinda artis, kemik yikimi ve periapikal enflamatuar
infiltrasyon varhigimi gostermislerdir. Bu aragtirmalarin biyolojik temeli, total pulpa
nekrozundan once periapikal alana bir¢ok enflamatuar medyatoriin, proenflamatuar
sitokinin, kemokinin ve bakteriyel sitokinin gegisine yol agan pulpa

enflamasyonu/enfeksiyonunun apikale dogru gelismesine dayanmaktadir (101).

Akut apikal periodontitis dogal bagisiklik sisteminin, kok kanalindan gelen
irritanlara kars1 aktif savunmasinin ilk hattidir. Akut apikal periodontitis, 6zglinliik
ve hafiza gerektirmeyen, irritanlara kars1 gosterilen acil bir savunma reaksiyonudur.
Akut apikal periodontitisin karakteristik 6zellikleri tipik akut enflamatuar reaksiyona
benzer ve damarlarda genisleme, damar i¢i basincin artisi, I6kositlerin kan
damarlarindan doku bosluklarina gecisi gibi olaylar goriilmektedir. Akut
enflamasyonda; l6kositlerin fagositoz ile mikrobiyal ajanlar1 yok etmek i¢in hasarl
dokuya infiltrasyonu, hasarli dokularda immiinglobulinler, kompleman faktorler ve
plazma proteinleri gibi humoral faktorlerin uyarilmasi ve birikimi ile daha ¢ok
notrofil ve makrofaj toplanmasi, bakteriyel toksinler ile zararlt metobolik iirtinlerinin

parcalanmasi ve etkisizlestirilmesi gibi yararl etkileri de mevcuttur (32,95).

13



2.1.6.1. Hiicre Biyolojisi

Notrofil, monosit/makrofaj, trombosit, mast hiicreleri, T lenfositler, B
lenfositler, dogal katil (NK) hiicreler, dendritik hiicreler, endotelyal hiicreler,
fibroblastlar, eozinofiller ve bazofiller gibi hiicrelerin herbirinin ayr1 fonksiyonlar
bulunmaktadir ve gesitli biyokimyasal mesajlarla uyarilmaktadir (32,66,95). Hiicre
aktivasyonu, hiicrelerin yeni fonksiyonlar gelistirebilmesi veya normal
fonksiyonlarmin yiikseltilmesi seklinde tanimlanmaktadir. Bu islem i¢in yeni gen

proteinlerinin sentezi ve yeni genlerin transkripsiyonu gerekmektedir (66).

2.1.6.1.1. Mast Hiicreleri

Mast hiicrelerinin sitoplazmik graniillerinde depolanan histamin, akut
enflamasyonda vazodilatasyonu ve damarsal gegirgenligi baslatmak i¢in gerekli olan
ilk medyatordiir. Mast hiicreleri akut eflamasyonu tetiklemektedir. Perivaskiiler doku
araliklarina genis Olc¢lide yayilmislardir ve kemik iliginde bulunan onciil hiicrelerden
koken almaktadir. Olgunlasmis mast hiicreleri vazoaktif medyatoérlerin kaynagi olan
bir¢ok sayida sitoplazmik graniil icermektedir. Soguk, sicak ve mekanik travma gibi
fiziksel uyaranlar disinda mast hiicreleri Ig-E spesifik antijen, kompleman bilesikleri
(C3a ve Cbha), noropeptid (SP) ve sitokinler (IL-1, IL-8) ile de
uyarilmaktadir (32,66,95). Ayrica uyarilmis mast hiicreleri enflamatuar savunma
mekanizmasini gelistirmek i¢in sitokin (TNF-a, IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13),
prostaglandin ve 16kotrien salgilamaktadir (66,102,103).

2.1.6.1.2. Endotel Hiicreleri

Endotel hiicreleri olmadan konak, doku hasarinin oldugu bolgeye hiicresel ve
humoral savunma bilesenlerini gonderememektedir. Enflamatuar medyatorler,
kompleman bilesikleri, proenflamatuar sitokinler, nitrik oksit, néropeptidler ve
bakteriyel toksinler endotelyal hiicreleri etkileyerek, vazodilatasyon ve damar
gecirgenliginin artmasina yol a¢gmaktadir (32,66,95). Aktif makrofajlardan ve NK
hiicrelerden salinan IL-1 ve TNF endotel hiicrelerini uyararak hiicreler aras1 adezyon
molekiillerinin (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3), vaskiiler hiicre adezyon molekiillerinin
(VCAM) ve platelet endotel hiicresi adezyon molekiillerinin (PECAM) agiga
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citkmasma sebep olmaktadir. Bu molekiiller l6kositlerin endotel hiicrelerine
adezyonunu ve damar digina gegisini saglamaktadir (32,66,95,104). IL-1, TNF ve
LPS endotel hiicrelerini uyararak nétrofiller i¢in kemotaktik bir medyatér olan

kemokin (IL-8) sentezini saglamaktadir (66).

2.1.6.1.3. PMN

Akut apikal periodontitiste esas etkin hiicredir (105-107). Kemik iligi kok
hiicrelerinden koken almaktadir, cekirdekleri lobludur, sitoplazmalarinda primer
veya azurofil (elastaz ve miyeloperoksidaz) ve sekonder veya spesifik (lizozim ve
diger proteaz) graniiller i¢ermektedir (32,95,103). Notrofiller sadece dolasim
sisteminde bulunmaktadirlar. Bu hiicreler, kan damarlar1 boyunca perivaskiiler doku
araliklarina ilk go¢ eden 16kositlerdir, daha sonra hasarli dokuya ve irritanlara dogru

yonelmektedirler ve sayilar1 24-48 saatte en yiiksek seviyeye ulasmaktadir.

Damarlarda genisleme ve gegirgenligin artisin1  takip eden 16kosit
marjinasyonu, yuvarlanma, yakalama ve aktivasyon sonrasinda damar disina gegis
olaylar1 16kositler (L-selektin, integrinler) ve endotel hiicrelerinden agiga ¢ikarilan
hiicre adezyon molekiillerinin (P ve E selektin, ICAM, VCAM, PECAM-1) karmasik
etkilesimleri ile diizenlenmektedir. Notrofillerin yuvarlanmasi1 16kosit selektin
liganlar1 ve endotel hiicreleri {izerindeki P-selektinler arasindaki etkilesimlerle
ayarlanmaktadir. Lokosit yapigmasi, 16kosit integrinleri ve endotelyal hiicreleri
tizerindeki ICAM ve VCAM arasindaki etkilesimlerle ayarlanmaktadir. Lokosit
gecisi ise hem 10kosit hem de endotel hiicreleri iizerinde bulunan PECAM-1
arasindaki etkilesimlerle diizenlenmektedir (32). Endotel hiicreleri ve bazal membran
arasindaki birlesim yerinden doku aralig1 igerisine gecisten hemen sonra notrofilik
l16kositler bakteriyel iiriinler (fLMP), C3a, C5a, lokotrien B4 (LTB4), platelet aktive
edici faktor (PAF), fibrinopeptidler, 6li hiicreler ve kemokinler (IL-8) gibi
kemotaktik faktorler veya kemotaksinler tarafindan olusturulan uyaranlara dogru

yonelmektedir (32,66,95,96).

Notrofilik 16kositler, kisa 0miirlii (saatler ile birkaggiin arasinda) ve belirli bir
siireligine farklilagmis hiicrelerdir. Akut enflamatuar reaksiyonlarda, bu hiicreler

cogunlugu apopitoz veya programli hiicre oliimii ile yok olmaktadir. Apopitotik
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notrofiller makrofajlar tarafindan fagosite edilmektedir (32,95,108). Bununla birlikte,
baz1 noétrofilik l6kositler, siddetli mikrobiyal enfeksiyona karsi savasta oldiikten
sonra doku igine, hiicre i¢i proteolitik lizozomal enzimler, oksijen tiirevli aktif
metabolitler, nitrik oksit, proenflamatuar sitokinler, eikonoidler ve matriks
metalloproteinazlar (MMP) aciga c¢ikartarak doku hasarin1 ve enflamasyonu
siddetlendirmektedir (32,95). Apikal periodontitisin akut fazinda doku ¢oziilmesinin
esas nedeni yogun nétrofil birikimi ve olimidiir (1). Notrofilik 16kositlerin esas
fonksiyonlar1 fagositoz, bakterilerin Oldiiriilmesi ve enfeksiyonun yayilmasin
onlemek icin alanda daha c¢ok I10kositlerin birikmesini saglamak amaciyla
enflamatuar medyatdrlerin (proenflamatuar sitokinleri de igeren)

salgilanmasidir (26).

2.1.6.1.4. Makrofajlar

Makrofajlar, akut apikal periodontitisin 48-96 saatlik ikinci dalgasinda
kendilerini gostermektedir. Monositler kan damarlarindan dokulara gegerek
makrofajlara doniismektedir. Olgun makrofajlar diizensiz sekilli ¢ekirdeklere sahiptir
ve ¢ok sayida lizozom ve fagositik vezikiil (fagozom) icermektedir. Monositler,
notrofillerin endotelyal hiicrelere baglandigi mekanizmalara benzer sekilde adezyon
molekiilleri (makrofajlar i¢in ICAM ve lenfositler icin VCAM) agiga ¢ikaran endotel
hiicrelerine baglanmaktadir. Sonrasinda ise damar disina ¢ikarak kemotaktik

faktorlerin yonlendirmesi ile yaralanan dokuya dogru yonelmektedir (32).

Makrofajlar bakteriler, PAMP ve IFN-y tarafindan uyarilarak lizozomal
enzimler, koagiilasyon faktorleri, biyoaktif lipidler, reaktif oksijen tiirleri,
kemokinler, sitokinler/bliylime faktorleri ve anjioyogenezis faktorleri gibi bir¢ok
iriin  sentezlemektedir (32,95,96). Makrofajlar, en dinamik ve en becerikli
l16kositlerdir. Bakteri ve yabanci cisimlerin fagositozu, enflamatuar medyatorlerin
liretimi, immiin cevabin baslatilmasi, nekrotik hiicre ve dokularin temizlenmesi,
sistemik etkiler (ates, akut faz reaksiyonu, kaseksi), hiicreleri etkileyen molekiillerin
ve sitokinlerin sentezlenmesi, antibakteriyel ve antiviral mekanizmalarda oldugu gibi
yara  lyilesmesinde = damarlanmanin  saglanmasi  gibi  birgok = gdrevi

bulunmaktadir (32).
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Uyarilmis noétrofilik 16kositler ve makrofajlar, fagositoz ve patojenleri
Oldiirme konusunda olduk¢a yeteneklidir. Bu hiicreler, mikroorganizmalari
yiizeylerinde bulunan C3b kompleman bdliimlerinin yanm sira TLR’leri ve IgG’nin
Fc Dboliminiin  reseptorleri ile tanimlamaktadir. C3b opsonizasyonu ve
mikroorganizmalarin antikor ile kaplanmasi, noétrofilik lokositler ve makrofajlar
tarafindan taninmay1 ve fagositozu arttirmaktadir (32,66,95). Notrofilik 16kositler,
fagositoz ve ekstraselliiler mikroplarin yok edilmesinde etkilidir fakat TH1 ve NK
hiicrelerin iirettigi IF-y tarafindan aktive edilen makrofajlar fagositoz ve hiicre disi

mikroplarin 6ldiiriillmesinde daha etkilidir (66).

Fagositize edilen mikroplar hiicre i¢cinde membran bagli fagozomlar ile
cevrelenerek daha sonra lizozomlar ile birlesirler. Mikroorganizmalar, yabanci
protein antijenleri ve Olii hiicreler gibi irritanlar, lizozomlarin i¢inde depolanan
proteolitik enzimler ile par¢alanmaktadir (66). Notrofiller ve makrofajlar tarafindan
salgilanan lizozomal enzimler, reaktif oksijen ara iiriinleri ve nitrik oksit bakterilerin
yaninda gelisi giizel olarak doku hiicrelerine de zarar vermektedir. Periapikal
dokudaki hasarin c¢ogunlugu akut enflamasyon esnasinda goriilmektedir. Akut
enflamasyon, bakteri ve toksinlerinden ziyade ndtrofilik lokositlerden ve
makrofajlardan  salgilanan  proteolitik  lizozomal enzimler ve  matriks

metalloproteinazlar ile iliskilendirilmektedir (1,32,66).

2.1.6.1.5. Trombositler

Normalde dolasim igerisinde bulunan, megakaryositten koken alan ve
enflamasyonda onemli rol oynayan kiigiik sitoplazmik bodliimlerdir (103).
Trombositler, pihtilasma, hemostaz ve fibrinoliz i¢in gerekmektedir. Ayrica,
enflamasyon sirasinda vazoaktif aminler (PAF, seratonin), kemokinler ve biiyiime
faktorleri (Platelet kaynakli biiylime faktorii:PDGF, fibroblast biiyiime faktorii:FGF,

dontistiiriicii biiylime faktorii: TGF) tiretmektedir.

2.1.6.1.6. NK Hiicreler

NK hiicreler, kemik iligi kok hiicrelerinden kdken alan lenfositlerin alt

grubudur ve akut apikal periodontitiste gorev almaktadir, ancak antijen tanimlamasi
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icin gerekli olan Ozgiin T hiicre reseptorlerinden yoksundur (66). NK hiicreler
mikrobiyal yapilar ve {irtinleri i¢in TLR’lere sahiptir. NK hiicrelerin fonksiyonlari
siif I MHC molekiillerinin ekspresyonu olmadan viriis ile enfekte hiicreleri yok
etmek ve makrofajlart uyarmak icin IFN-y salgilamaktir. Antikor kaplanmuis hiicreler,
viriisle enfekte hiicreler, bazi1 hiicre i¢i bakteriler ve aktive olmus makrofajlarin
salgiladig1 IL-2, NK hiicreleri uyarmaktadir. Apikal periodontitis lezyonlarindan
viriisler izole edilmistir (109,110). NK hiicreler antikordan bagimsiz hiicre aracili
sitotoksite ile hedef hiicreleri yok etmektedir ¢iinkii NK hiicreler IgG’nin Fc bolimii
igin reseptor aciga ¢ikarmaktadir (66). NK hiicreler dogustan gelen ve kazanilmis

bagisiklik sistemleri arasinda bir baglant1 kurmaktadir.

2.1.6.2. Enflamatuar Medyatorler

Enflamatuar medyatorler genellikle plazma ve hiicrelerden kdken almaktadir.
Temel biyolojik etkileri damarlarda genisleme, damar gecirgenliginde artis ve
notrofilik lokosit ve makrofaj gibi enflamatuar hiicreleri hasarli doku bolgesine

toplamaktir. Baz1 medyatorler, doku hasarina da yol agmaktadir.

Bradikinin, kinin sistemi aktivasyonunun; fibrinopeptidler, pihtilagma sistemi
aktivasyonunun, fibrin parcalanma {iriinleri ise fibrinolotik sistem aktivasyonunun
tirlinleridir. Kinin, fibrinolitik ve pihtilagsma sistemi aktive olmus Hageman faktorii
ile  baglatilmaktadir.  Prostoglandinler =~ ve  I0kotrienler arasidonik  asit
metabolizmasinin iirtinleridir. Uyarilmis fosfolipaz A2 hiicre membrani fosfolipid
molekiillerini arasidonik asit ve platelet aktive edici faktor olarak ikiye boler.
Arasidonik asit molekiillerinden siklooksijenaz yolu ile prostoglandinler ve

tromboksan, lipoksijenaz yolu ile 16kotrienler tiretilmektedir (32,95).

C3a, C3h, C5a, C5b ve C5-C9 gibi kompleman bilesenleri iki yolla aktive
edilen kompleman sistemi iirlinleridir. Klasik yol 6zel antijen ile birlesmis IgG veya
I[gM’in CI’1 aktive etmesi, diger yol ise mikrobiyal hiicre komponentleri
(lipopolisakkarit, teiokoik asit) ve plasmin ile baslatilmaktadir. C3a ve C5a, mast
hiicrelerini ve bazofilleri uyararak histamin salinimini saglayan anaflatoksinlerdir.
Fagositlerin lizozomal enzimlerini bosaltmalarina da sebep olurlar. C3b bir

opsonindir ve bakterileri kaplayarak fagositler tarafindan fagositozunu arttirmaktadir.
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C5a nétrofiller i¢in giiclii bir kemotaksindir. C5b-C9 membran saldir1 kompleksidir,
bakteri ve konak hiicresi membrani iizerinde aktive olursa hiicrelerin parcalanmasina

yol agmaktadir (32,95).

Immiinoenflamatuar yanit, enflamatuar medyatdrlerin yam sira, gesitli sitokin
ve kemokinlerin salgilanma miktarina ve zamanlamasina bagimhdir. IL-1, TNF, IL-
6, IL-12 ve IFN-y akut enflamatuar yanitta yer almaktadir (32,66,111). IL-6 aktif
mononiikleer fagositler, endotelyal hiicreler ve fibroblastlar tarafindan mikrobiyal
enfeksiyona ve IL-1 ile TNF gibi diger sitokinlere yanit olarak iretilmektedir. 1L-6
hepatositlerden akut faz proteinlerinin sentezini uyarmaktadir (66). IL-12 ‘nin ana
kaynag1 aktif mononiikleer fagositler ve dendritik hiicrelerdir. IL-12 dogal ve
kazanilmis bagisiklik yanitlari arasinda bir baglanti saglamaktadir (66). IFN-y aktif
NK hiicreler, TH1 hiicreleri ve TC hiicreleri tarafindan iiretilmektedir. Makrofajlari
aktive edebilirler ve 6ldiirme yeteneklerini arttirabilirler. IL-1p ve TNF kronik apikal

periodontitiste apikal kemik rezorbsiyonu ile iligskilendirilmektedir (112).

Kemokinler I6kositlerin kan damarlarindan doku araligma gecisini
diizenleyen ve lokosit hareketliligini uyaran sitokinler ile ayni ailedendir (66).
Kemokinler, 16kositler, endotelyal hiicreler ve fibroblastlar tarafindan tiretilmektedir.
Kemokinlerin ~ salinimi mikrobiyal  enfeksiyon, TNF ve IL-1 ile
baglatilmaktadir (66,111,113). Farkli 16kositler farkli kemokin reseptorleri agiga
¢ikarmaktadir (66).

Noropeptidler, ¢esitli uyaranlara karsi afferent duyu noronlarinin akson
refleksleri  yoluyla salimmaktadir. Histamin, kininler, prostoglandinler ve
proenflamatuar sitokinler, ndropeptid salinimi i¢in duyu sinirlerin hassaslagtirilmasi

ve aktivasyonunu saglayabilmektedir (74,79,114-116).

2.16.2.1. 1L-1

IL-1, genis biyolojik etkileri olan proenflamatuar bir sitokindir. IL-1’in
sistemik etkileri toksik sokta gozlenen olaylar ile aynidir. Lokal olarak ise endotel
duvarina 16kosit adezyonunun arttirilmasi, lenfositlerin etkinlestirilmesi, notrofillerin
etkisinin arttirllmasi, prostoglandinlerin ve proteolitik enzimlerin {iretiminin

baslatilmasi, kemik yikiminin artmasi ve kemik yapiminin azaltilmasi gibi etkileri
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bulunmaktadir. IL-1a, IL-1B ve IL-1 reseptor antagonisti (IL-1Ra) olarak ii¢ farkl
IL-1 bulunmaktadir. IL-1o, ratlarin periapikal lezyonlarinda baskin olarak yer
almaktadir (117,118).

Insanlarda periapikal lezyonlarda en sik IL-1B formu bulunmaktadir (119-
122). IL-1B, IL-1a ile karsilastirildiginda daha kuvvetli proenflamatuar 6zelliklere
sahiptir ve 10-50 kat daha fazla seviyede tiretildigi bulunmustur (123). Kemik
rezorbsiyon kapasitesi ise IL-1la ‘dan 13, TNF-a veya TNF-f’dan 1000 kat daha
yiiksektir (124). IL-1pB daha ¢ok monosit/makrofaj ve PMN tarafindan tiretilmektedir.
Ayrica epitel hiicreleri, keratinositler, fibroblastlar, B lenfositler ve osteositler
tarafindan da ftretilmektedir (125). Mikroorganizmalar ve iriinleri, antijenler ve
enflamatuar ajanlar bu sitokinlerin salinimina yol agmaktadir. IL-1B, T lenfositlerin
uyarilmasinda ve lenfosit {lretiminde, B lenfositlerin ¢ogalmasi ve antikor
tiretiminde, fibroblastlarin ¢ogalmasinda, monosit ve fibroblastlardan PGE2
dretiminin  uyarilmasinda rol  oynamaktadir.  Nétrofillerin ~ kemotaksisi,
etkinlestirilmesi ve endotel hiicrelerinin islevlerine etki etmektedir. Bunun yaninda
osteoklast olusumu ve kemik rezorpsiyonuna katki saglamaktadir. Deneysel
periapikal lezyon caligsmalart IL-1B, IL-la ve TNF-o gibi sitokinlerin varliginin
periapikal lezyonlarin  genisleme siirecinde hizli  bir sekilde arttigim

gostermektedir (126).

2.1.6.3. Klinik Ozellikler

Akut apikal periodontitis vakalarinda disler genellikle semptomatiktir, 1sirma
ve perkiisyona karsi hassastir. Agri, enflamatuar medyatorler, proenflamatuar
sitokinler, sinir bilylime faktorleri ve basing araciligiyla nosiseptif duyu sinir
liflerinin hassaslagsmasi ve uyarilmasi ile baslatilmaktadir (127). Enflame periapikal
dokularda duyu sinir liflerinin filizlenmesi apikal periodontitisli dislerde duyarli alam
arttirabilmektedir (128). Kemik, sement ve dentin biitiinliigii bozulmadigindan bu

asamada periapikal degisimler radyografik olarak tespit edilememektedir.
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2.1.7. Asemptomatik Apikal Periodontitis: Apikal Graniilom, Kronik
Apikal Periodontitis

Kok kanalindaki patojenler yok edilmez ise semptomatik apikal periodontitis,
asemptomatik apikal periodontitise doniismektedir. Asemptomatik apikal
periodontitis, enflamatuar uyaranlarin devamliligi, konak cevabinin uyarana
adaptasyonu, kazanilmis bagisiklik yanitinin varligl ve tamir olaylarinin baslamasi
ile karakterize edilmektedir (32,95,96,129). Kronik enflamasyon, konak
savunmasinin mikroorganizma ve toksinlere karsi koyabilme yetenegini devam
ettirmesi agisindan iyi bir durumken, konak cevabinin bu faktorleri elimine etmekte

yetersiz kalmasi ise kotii bir durumdur (95).

Geleneksel olarak, “asemptomatik kronik apikal periodontitis” ve “periapikal
granulom” terimleri biribirinin yerine kullanilmaktadir. Granulom, kronik
enflamatuar reaksiyon icin kullanilan histolojik bir terimdir ve graniilomatoz
enflamasyon alanidir (32,95,130). Graniilomatéz enflamasyon, tiiberkiiloz, ciizzam,
sifiliz, kriptokokkozis, sarkoidozis, romatizmal ates ve yabanci cisim granulomu gibi
hastaliklarda, modifiye epiteloid hiicrelerle birlikte aktif makrofajlarin bulunmasi ile
karakterizedir (32,33,95,131). Graniillom, go6receli olarak damarsizken, apikal
periodontitis olduk¢a damarli bir yapiya sahiptir. Histolojik olarak, bazi kronik
apikal periodontitis vakalarinda graniilomatéz enflamasyonun bazi1 6zellikleri
goriilebilmektedir fakat bu durum her vakada yoktur. Bu nedenle apikal granulom ve
asemptomatik kronik apikal periodontitis terimlerinin birbirinin yerine kullanilmasi
yanlistir. Graniilom, yabanci cisim graniilom veya immiin graniilom gibi kronik
enflamasyonun 6zel formlarmi tanimlamak igin histolojik bir terim olarak kabul

edilmektedir (32,95).

Yabanci cisim reaksiyonu, kok kanal dolgu maddeleri, kagit konlar, pamuk
lifler ve cerrahi siiturlar gibi yabanci cisimlerin tetikledigi kronik enflamasyonun
Ozel bir alt tipidir (32,54,95,129). Aktif makrofajlar, sindirilemeyen yabanci
cisimlerin yiizeyinde birlesip dev hiicrelere doniiserek, lizozomal enzimler,
enflamatuar medyatorler ve proenflamatuar sitokinler salgilamaktadir. Ayrica
yabanci cisimler de bakteriyel biyofilm kaynagi olarak (132) veya enfeksiyonu

baslatmak icin bakteri enfeksiy6z dozunu diisiirerek katki saglamaktadir. Yabanci
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cisimler enfeksiyonu tedaviye karsi direngli hale getirebilmektedir c¢linkii
biyofilmdeki bakteriler, kendilerini konak savunma mekanizmalarina ve
antimikrobiyal ajanlara karsi direngli ince bir tabaka biyopolimer ile
kaplamaktadir (32).

2.1.7.1. Hiicre Biyolojisi

2.1.7.1.1. Makrofaj

Makrofajlar gegmiste retikiilo-endotelyal sistem olarak bilinen mononiikleer
fagositik sistemin farklilagmis temel hiicrelerini temsil etmektedir. Makrofajlar,
mikroorganizmalar, mikroorganizmalarin trtinleri (LPS), kimyasal mediyatorler

veya yabanci pargaciklar tarafindan etkinlestirilmektedir.

Asemptomatik apikal periodontitiste rol oynayan esas hiicreler makrofaj ve
lenfositlerdir. Makrofajlar dogustan gelen bagisiklik cevabinda mikroorganizmalari,
Olmiis hiicreleri ve yabanci cisimleri fagositize etmektedir ve uyaranlara kars1 konak
savunmasini gelistirmek icin enflamatuar medyatorleri ve proenflamatuar sitokinleri
tiretmektedir. Makrofajlarin salgiladigi medyatorlerden IL-1, TNF-a, IFN ve biiyiime
faktorleri apikal periodontitiste dnemlidir. Enflamasyonda 6nemli olan prostaglandin
ve lokotiren gibi serum bilesenleri ve metabolitlerine katkida bulunmaktadirlar.
Kazanilmis bagisiklikta ise antijen sunan hiicre (APC) olarak gérev yapmaktadirlar.
Bu hiicreler fagositoz yapmaktadir ve MHC ile iliskili islenmis yabanci antijenleri T

hiicrelerine sunmaktadir.

2.1.7.1.2. Lenfositler

Lenfositler, kan kokenli ve bag dokuda yer alan hiicrelerdir (32). Lenfositler
farkl antijenik belirtecleri 6zgiin olarak ayirt etme ve taniyabilme kapasitesine sahip
viicuttaki tek hiicre ¢esididir. Kazanilmis bagisiklik yanitinin 6zgiinlik ve hafiza

olarak tanimlanan iki karakteristik 6zelliginden sorumludurlar.

T-lenfosit ve B-lenfositler apikal periodontitiste 6nemli lenfositlerdir.

Bunhiicreler geleneksel boyama veya mikroskobik inceleme ayirt edilemezler ancak
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monoklonal antikorlarin  kullanim1 ile yiizey reseptorlerine gore ayrimlari

yapilabilmektedir.

T-Lenfositler: Timusten koken alan T lenfositler, etkilerine veya gorevlerine
gore gruplandirilmaktadir. B hiicreleri ile birlikte ¢alisan T hiicreleri T-helper, diger
hiicreler lizerine toksik ve baskilayict oOzellikleri olan T hiicreler ise T-
sitotoksik/baskilayici hiicreler olarak adlandirilmaktadir. T-helper hiicreler CD4+ ve
sitotoksik T hiicreleri ise CD8+ dir. CD4+ hiicreler Th1 ve Th2 olmak {izere ikiye
ayrilmaktadir. Thl, IL-2 ve interferon-y (IFN- y) tiretmektedirler ve immiin cevabin
hiicresel boliimiinde gorev almaktadirlar. Th2 hiicreler ise IL-4, 5, 6 ve 10

salgilamaktadirlar ve plazma hiicrelerinden salinan antikorlar1 diizenlemektedirler.

B-Lenfositler: B lenfositler, dogrudan antikor iiretiminden sorumlu
hiicrelerdir. Antijenlerden ve Th2 hiicrelerden alinan sinyallerle bazi B hiicreleri

plazma hiicrelerine doniiserek antikor liretimini ve salintmini saglamaktadir.

2.1.7.1.3. Dentritik Hiicreler

Dendritik hiicreler, kemik iliginden koken alan yardimei immiin hiicrelerdir
ve mononiikleer fagosit hatti ile iliskilidir (66). Bu hiicreler, T lenfositler i¢in antijen
sunan hiicreler olarak gorev yaparlar ve kazanilmig bagisiklik yanitin baglatilmasinda
rol alirlar (66). Aktif dentritik hiicreler, IL-12 iiretmektedir. Dendritik hiicrelerin
asemptomatik apikal periodontitis lezyonlarinda 6nemli gorevleri oldugu hayvan

deneylerinde gosterilmistir (107,133).

2.1.7.1.4. Osteoklastlar ve Apikal Periodontitiste Kemik Yikimi

Periapikal kemik yikimi asemptomatik apikal periodontitisin ayirt edici
ozelligidir. Kemik rezorbsiyonu osteoklastlar tarafindan olusturulmaktadir. Apikal
periodontitisin kronik sathasinda, hem osteoklast hem de osteoblast aktivitesi
azalmaktadir (134) bu nedenle periapikal osteolitik lezyon aynmi seviyede
kalmaktadir. Hayvan caligmalarinda, deneysel olarak pulpalar1 agiz ortamina agilmis
dislerde 7. giinde periapikal kemik hasar1 gézlenmistir. Kemik yikimi 10. ve 20.
giinler arasinda hizli seyrederken daha sonra yavaslamaktadir (134). Kemik

yikiminin ~ duragan  donemi  asemptomatik  apikal = periodontitis  ile
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iliskilendirilmistir (134). Proenflamatuar sitokinler, 1L-1, TNF ve IL-6 osteoklast
progenitor hiicrelerinin osteoklastlara farklilasmasina aracilik etmektedir ve bu

sitokinlerin ortamda yiiksek miktarlarda bulunmasi aktif kemik yikim periyodu ile

iliskilendirilmektedir (135).

Osteoklast olusumu, kemik iligindeki monosit-makrofaj hiicre ailesinden
osteoklast Onciillerinin farklilasmasini igermektedir. Graniilosit/makrofa; koloni
stimiile edici faktor (GM-CSF), RANKL, OPG, IL-1, IL-6, TNF, prostoglandinler,
bradikinin, kallidin ve trombin gibi bir¢ok sitokin ve biiylime faktoriiniin osteoklast
farklilasmasinda  etkili oldugu gosterilmistir (136-140). Paratiroid hormon
osteoblastlarin GM-CSF ve RANKL yapimini uyarmaktadir. Kemik ve T hiicreleri
de RANKL iiretebilmektedir. Tek ¢ekirdekli osteoklast oncii hiicrelerin farklilagmasi,
cok cekirdekli osteoklast hiicrelerinin birleserek kemigi rezorbe edebilen

osteoklastlara doniismesi ile son bulmaktadir (resim 1).
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Cizim: Erdal Saritekin

Resim 1. Osteoklast farklilagmasi ve aktivasyonu




RANKL (5,6), RANK (7) ve OPG (8,9)’nin kesfedilmesi osteoklastlarin
farklilagsmas1 ve iglevlerinin nasil diizenlendigini ortaya ¢ikarmistir. RANK, RANKL
ve OPG, TNF ligand ve reseptor ailesinin iyeleridir. RANK, bir transmembran
proteinidir ve osteoklast Onciillerine RANKL’in baglanmasin1 saglayan tek
reseptordiir. Osteoklastojenez ve kalsiyum metabolizmasini kontrol etmektedir.
Makrofaj, T ve B lenfositler, fibroblastlar, dendritik hiicreler ile 6nciil ve olgun
osteoklastlarin yiizeyinde bulunmaktadir (7,141). RANKL, kemik, kemik iligi ve
lenfoid organlardan, osteoblastlar, fibroblastlar, aktif T ve B hiicrelerinden salinan
bir peptittir. Hiicresel ve ¢oziinebilir olmak iizere iki formu bulunmaktadir. Temel
islevi osteoklast onciil hiicreleri tizerindeki RANK yollarini aktiflestirerek osteoklast
farklilagsmasi ile aktivitesini uyarmak (5-7) ve apopitozunu engellemektir. OPG,
osteoblastlar, kardiyovazkiiler sistem, bdobrek, karaciger, dalak, beyin, akciger ve
kemik 1iligi gibi bir¢ok doku ile hematopoetik ve bagisiklik sistemi hiicreleri
tarafindan sentezlenmektedir. OPG, RANKL’a baglanarak bir tuzak reseptor gibi
fonksiyon gormektedir ve RANKL’in RANK’a baglanmasini engellemektedir. Bu
sayede osteoklast farklilagsmasi ve aktivasyonu gerceklesmemektedir ve kemik
yikimi  Onlenmektedir (8,9). RANKL-RANK uyarimi fizyolojik osteoklast

gelisiminde ve patolojik kemik yikiminda 6nemli rol oynamaktadir (142).

Olgun osteoklastlar, osteoblastlarin salgiladiklart kemotaktik faktorlerin etkisi
ile mineralize kemik ylizeyine tutunurlar. Osteoklastlar, integrin siiper ailesi liyesi
“vitronektin reseptdr” ile kemige tutunurlar. “vitronektin” acik mineralize kemik
ylizeyindeki osteopontin, kemik siyaloprotein ve fibronektin gibi ekstraseliiler
matriks proteinleri i¢in baglayici alanlar igerir. Osteoklastlar ekstraseliiler matrikse
baglandiginda bu alani asitlestirir. Daha sonra osteoklastlar proteolitik lizozomal
enzimleri ve karbonik anhidraz salgilayarak kemikteki mineralize ve mineralize

olmayan komponentleri ¢6zmektedir (137,143-145)(resim 2).

26



o RANKL

RANK

() £
. \ n L Integrin
“ — 4

A (‘ Vitronektin
i ‘ A ,% Lizozomal Enzimler (katepsin K, TRAP, MMP-9)
A Py o J
44 a 1
& 4 A
b
g 4
LS
A g ?
4 A b p 4

Cizim: Erdal Sanitekin

Resim 2. Kemik yikiminda RANK, RANKL ve OPG

Dental sert doku yikimindan sorumlu hiicreler odontoklastlar olarak
adlandirilmaktadir (146). Ultrastriiktiir ve gen c¢alismalarinda odontoklastlarin ve
osteoklastlarin benzer oldugu gosterilmistir (147). Bu nedenle, kemik, sement ve
dentin rezorbsiyon mekanizmalarinin benzer olduguna inanilmaktadir (147). Yine de
odontoklast oOnciilleri nasil goriindligli ve dentin ve sement yikimi yapan
odontoklastlarin farklilagma ve aktivasyonuna neyin yol ac¢tig1 hakkinda ¢ok az sey

bilinmektedir.

2.1.7.1.5. Malessez Epitel Artiklari

Apikal periodontitis lezyonlarinin %30-52’si prolifere olmus malessez epitel
artiklari (ERM) icermektedir (148). Periapikal enflamasyon sirasinda epitel hiicre
artiklariin sitokinler ve biiyiime faktorleri tarafindan uyarildigina inanilmaktadir.
Bolinme ve c¢ogalma ile olusan bu olay, enflamatuar hiperplazi olarak
tanimlanmaktadir. Bu hiicreler, epitel kaynagi gibi hizmet ederek radikiiler kist

patogenezine katilmaktadir.

Immiinoenflamatuar yanit siiresince biiyiime faktdriileri ve sitokin iiretiminin
uyarilmasi bu hiperplaziye yol agmaktadir. Hiperplazi kendiliginden sinirlanan bir
sliregtir ve uyaran ortadan kaldirildiginda geriye donmektedir (32,95,96). Periapikal

enflamasyon sirasinda, dogustan gelen ve kazanilmis bagisiklik sistemi hiicreleri ve
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stromal hiicreler (aktive olmus makrofajlar, notrofilik 16kositler, NK hiicreler, T
hiicreleri, fibroblastlar), bircok enflamatuar medyatdr (prostoglaindin, histamin),
proenflamatuar sitokin (IL-1, IL-6, TNF) ve biiyiime faktorii (PDGF, epidermal
bliylime faktorii: EGF, keratinosit bliylime faktorii: KGF, FGF) iiretmektedir. Bu
enflamatuar medyatorler, proenflamatuar sitokinler ve biiylime faktorleri epitelyal

artiklarin proliferasyonunu uyarma kapasitesine sahiptir.

2.1.7.1.6. Fibroblastlar

Kronik enflamasyonda ve yara iyilesmesinde Onemli hiicrelerdir.
Farklilagmamis mezensimal hiicrelerden koken alirlar ve tim bag dokuda yer
almaktadirlar. Bu hiicreler, proteoglikan, glikoprotein ve cesitli tipteki kollajen ile
elastin  Oncliil molekiillerini  sentezleyip  salgilamaktadirlar (103).  Kronik
enflamasyonda aktif trombositler, makrofajlar, endotel hiicreleri ve enflamatuar
hiicreler tarafindan iiretilen bir¢ok biiytime faktorii (TGF-p, PDGF, EGF, FGF), IL-1
ve TGF-a gibi fibrojenik sitokinler, fibroblast migrasyonunu ve proliferasyonunu
tetiklemektedir (32,95). Yeri geldiginde, aktif fibroblastlar IL-1, IL-6 ve GM-CSF
gibi lokosit gelisimini etkileyen bir dizi sitokin iiretmektedir. Ayrica ekstraselliiler

matriks proteinlerini ¢6zen matriks metallaproteinazlari da tiretmektedirler (32,130).

2.1.7.2. Histopatoloji

Asemptomatik apikal periodontitis lezyonlarinda makrofajlar ve lenfositler
baskin hiicrelerdir. Nadiren, biitiinliigi bozulan hiicre zarmin iriinleri (kolesterol
kristal birikintileri) ile iligkili kopiliksii makrofajlar ve dev hiicreler de
goriilebilmektedir. Tiim apikal periodontitis lezyonlarmin yaklasik %18-44’{inde
kolesterol kristalleri bulunmaktadir (149,150). Cok hiicreleri osteoklastlar, bazen
rezorptif Howship’s lakiinlerinde bulunabilmektedir. Asemptomatik apikal
periodontitis lezyonlarinda siklikla epitel hiicre artiklariin proliferasyonu
goriilmektedir. ERM’ nin ii¢ boyutlu proliferasyonu ile diizensiz epitel kenarlar1 ve
adaciklar olugmaktadir. Asemptomatik apikal periodontitisin temel ozelligi

fibrovaskiiler =~ graniillasyon ~ dokusunun  proliferasyonudur. Bu  doku,
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enfeksiyon/enflamasyonun yayilmasini engelleyerek yaralanmis periapikal dokulari

tamir etmektedir.

Apikal periodontitiste, sement dokusundaki degisikliklerle ilgili bilgiler
sinirlidir. Simon ve ark, taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanarak, kok kanal
enfeksiyonlarinda, sement dokusunda gelisi gilizel olarak dagilmis ¢okiintiiler,
yiikseltiler ve sement lifleri bulundugunu gézlemlemistir (151). Mineralize ¢ikintilar,
sement lakiinlerinde ve yiizey rezorbsiyonlarinda artis ve liflerde azalma s6z
konusudur. Tim bu degisiklikler, ekstraradikiiler enfeksiyonlarda apikal kok
ylzeyine bakteriyel biyofilmin tutunabilmesi i¢in olduk¢a uygun kosullar
saglamaktadir. Asemptomatik apikal periodontitis lezyonlarinda genellikle sement ve
dentinde eksternal kok rezorbsiyonu goriilmektedir (151,152). Enflamatuar olaylarda

sement ve dentin, kemige gore daha az rezorbe olmaktadir.

Isik mikroskobu, gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ve mikrobiyolojik
kiltir calismalarinda, bir¢ok asemptomatik apikal periodontitis lezyonunda
bakterilerin bulundugu gosterilmistir (39,41,153,154). Nair, TEM arastirmasinda,
birgok asemptomatik apikal periodontitis lezyonunda bakteri gozlenmedigini
bildirmistir (41). Enflame periapikal dokularda bakteri varligi s6z konusuysa,
genellikle fagositler igerisinde bakterilere rastlanmaktadir (101).

2.1.7.3. Klinik Ozellikler

Hastaligin kronik fazi siiresince kemik yikiminin olmamasi veya azaltilmasi
ve kollajenli bag dokusunun tamir edilmesi yikim siirecinin azaldigim
gostermektedir. Bu nedenle kronik lezyonlar uzun siire biiyiik radyografik degisimler

olmadan, belirti vermeden ve hareketsiz kalabilmektedir.

Kronik apikal apse ve fistiil olusumu genellikle asemptomatiktir. Bazen, fistiil
yolu kok yilizeyi boyunca ilerleyerek diseti oluguna agildiktan sonra apikal apse
buradan drene olmaktadir. Bu durum, dar ve derin yalanci cep olusumuna yol
acabilmektedir ve siklikla vertikal kok kirigt veya periodontal cebi taklit
edebilmektedir.

29



2.1.8. Asemptomatik Apikal Periodontitis: Radikiiler Kist, Kronik
Apikal Periodontitis

Radikiiler kistler, enflame periodontal ligament i¢inde epitel hiicre artiklarinin
proliferasyonuyla olusmaktadir (155-157). Radikiiler kist, apikal periodontitis
lezyonlarinda goriilen, kalinlig1 degiskenlik gdsteren, keratinize olmayan ¢ok kath
skuaméz epitelle doseli, ti¢ boyutlu patolojik bir kavitedir. Apikal periodontitis
lezyonlar1 arasinda kistlerin goriilme oraninin %6-55 oraninda degisiklik gosterdigi
bildirilse de 06zenli yapilmis seri kesitler ve kati histopatolojik esaslara bagl
kalinarak yapilan arastirmalar (148,158) kistlerin ger¢ek goriilme oranmin %20’nin
altinda olabilecegini gostermektedir. Radikiiler kistler; epitelle c¢evrelenmis kist
boslugu kapali (gercek kistler), epitelle cevrelenmis kist boslugu kok kanalina agilan
(bay Kistler, periapikal cep kistleri), olmak tizere iki sinifa ayrilmaktadir (148,158).
Kistik lezyonlarin yaridan fazlasi gercek apikal kistlerdir. Geriye kalanlar ise apikal
cep kistleridir (148,158). Her iki kist tipinin yapisal 6zellikleri olusumlarina yol agan

patolojik yollarin farkli olmasina baglanabilmektedir.

Radikiiler kist, WHO Cene Kistleri, Odontojenik Tiimoérler ve Benzer
Lezyonlarin  Histolojik  Simiflamasi” na gore enflamatuar olarak kabul

edilmektedir (159).

2.1.8.1. Hiicre Biyolojisi

Radikiiler kist vakalarinda tiim kronik enflamatuar hiicre tipleri goriiliirken,
en baskin olani epitel hiicreleridir. ERM, unipotent veya sinirli potansiyele sahip kok
hiicreler olarak kabul edilmektedir. Bu hiicreler, simetrik ve simetrik olmayan
sekillerde bazal hiicrelerine ve suprabazal skuamoz hiicrelere

boliinebilmektedir (157).

Gergek  kistlerin  olusumunun  {i¢  sathada  gercgeklestigi  kabul
edilmektedir (160). Ilk safhada etkin olmayan epitel hiicre artiklarinin lezyonun
cevresindeki cesitli hiicrelerden salinan biiyiime faktorlerinin etkisi altinda prolifere
olduklarina inanilmaktadir (161-163). Ikinci safhada epitelle doseli kist boslugu
meydana gelmektedir. Kist boslugunun olusmasi ile ilgili ¢esitli hipotezler

mevcuttur. Beslenme eksikligi teorisi; merkezdeki hiicrelerin epitel kenarlarinin
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besin kaynaklarindan uzaklasarak nekroza ve likefaksiyon dejenerasyonuna
ugramasin1 temel almaktadir. Olusan Triinler, nekrotik alana notrofilleri ve
graniilositleri cekmektedir. Dejenere epitel hiicreleri, infiltre olan 16kositler ve doku
eksudalarindan olusan mikrokaviteler biitliinleserek c¢ok katli skuamdéz epitel ile
doseli kist boslugunu olusturmaktadir (155). Apse teorisi; doku nekrozu ve yikimi ile
olusan apsenin epitel ile ¢evrelenmesini esas almaktadir. Clinkli acik bag dokusu
ylizeyini gevreleme Ozelligi epitel hiicrelerinin dogasinda bulunmaktadir. Epitelyal
ipliklerin baglanma teorisi; ii¢ boyutlu kiiresel yapidaki fibrovaskiiler bag dokusunu
olusturmak i¢in epitelyal ipliklerin her yonde proliferasyonu oldugunu 6nermektedir.
Fibrovaskiiler bag dokuda ¢esitli derecelerde enflamatuar hiicreler bulunmaktadir
ancak kan desteginden yoksun olmast nedeniyle hiicreler genellikle
pargalanmaktadir. Boylelikle kist kavitesi olusmaktadir (157). Ugiincii fazda kist

bliylimektedir, ancak bu mekanizma tam olarak agiklanamamaktadir.

Kist olusumunda molekiiler esaslar lehindeki ge¢mis dencyimler (164-167)
ozmotik basinca bagl teorilerin (168-170) gozden diismesini sebep olmustur. Ayrica
enfekte kok kanalina agilan apikal cep kistlerinin de biiyiiyebilmesi, radikiiler kist
gelisimindeki potansiyel faktér olarak diisiiniilen ozmotik basing teorisini
clirtitmektedir (41,148). Heniiz direkt bir kanit olmamasina ragmen doku dinamikleri
ve hiicresel bilesenler, kistin genislemesi i¢in olast molekiiler yollardir. Uyarilmis
notrofiller,  fibroblastlar ~ ve  makrofajlar  tarafindan  dretilen  matriks
metalloproteinazlarin  fibréz bag dokusu kapsiiliinii parcalamasi1 ve kemikte
rezorpsiyon sonucu radikiiler kistler genislemektedir. Kist limenindeki notrofillerin
canliligimi yitirmesi ile prostoglandinler i¢in siirekli bir kaynak saglanmaktadir (171).
Prostoglandinler, poroz epitel duvarint gegerek cevre dokulara yayilmaktadir. Epitel
disindaki alanda bulunan hiicreler ¢ok sayida T lenfosit (172) ve 6zellikle IL-1 gibi
sitokinler {ireten makrofajlardan olusmaktadir. Prostoglandinler ve enflamator
sitokinler osteoklastlar1 uyararak kemik yikimma yol agmaktadir. insan periapikal

kistlerinde efektor molekiillerin (MMP-1 ve 2) varligi rapor edilmistir (167).

31



2.1.8.2. Enflamatuar Medyatorler

Medyatorler, kronik apikal periodontitiste bulunan medyatorlerle benzerdir.

2.1.8.3. Histopatoloji

Apikal kistler, fibrovaskiiler bag doku kapsiiliinden bazal membran ile ayrilan
cesitli kalinliklardaki hiperplastik, keratinize olmayan cok katli skuamoz epitelle
cevrilidir. Kok kanallarindaki veya periapikal dokulardaki kemotaktik irritanlar
sebebiyle ortama gelen enflamatuar hiicreler epitel ve bag doku kapsiiliine
yerlesmislerdir. Prolifere olmayan epitelde daha az enflamatuar hiicre infiltrasyonu
goriilmektedir. Ortiicii epitel hiicreleri neoplastik degisikliklerin karakteristik
ozelliklerini gostermemektedir. Odontojenik keratokistler ve kalsifiye odontojenik
kistlerin aksine, epitelle Ortiilii radiikiiler kistlerin bazal hiicreleri periapikal
enflamasyon sirasinda dogustan gelen ve kazanilmis bagisiklik yanit hiicreleri
tarafindan salinan biliylime faktorleri ve sitokinlerin uyarimi olmadan prolifere
olamamaktadir. Kist liimeni enflamatuar eksuda, kolesterol kristalleri, berrak sivi

veya bakteri kolonileri icermektedir (148,173).

2.1.8.4. Klinik Ozellikler

Etkilenmis dis genellikle asemptomatiktir. Endodontik olarak etkilenmis
dislerde periapikal lezyonlar genellikle radyoopak sinirli, sinirlart diizglin bir

radyolusensi gostermektedir.

2.2. Melatonin

Kimyasal ad1 “N-asetil-5-metoksi triptamin” olan melatonin karanlik ortamda
epifiz bezden salgilanan bir hormondur. Uyku diizeni, sirkadyen ritim, bagisiklik
sistemi ve lireme fonksiyonu gibi bir¢ok biyolojik olayin diizenlenmesinde etkilidir.
Melatonin en ¢ok metabolizmada giinliik degisimlere ve 1s18a duyarli canlilarda
tireme yetkinligine aracilik etmesiyle (174), tim organizmalarda ve hiicrelerde
bulunan giinliik stireci etkileme kabiliyeti ile ve uykuyu tesvik etme etkisi (175) ile

bilinmektedir. ilk olarak 1917 yilinda McCord ve Allen, epifiz bezi oziitiiniin
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kurbaga derisinin renginde agilmaya sebep oldugunu ve melanin graniillerinin
agregasyona ugradigini belirtmislerdir (176). Melatonin Lerner ve arkadaslari
tarafindan 1958 yilinda si1g1r epifiz bezi dziitleri ile yapilan calismada izole edilmis,
tanimlanmis ve adlandirilmistir. Bulunan bu molekiiliin ismi, yani melatonin, deri
rengi tlzerindeki etkisine dayanmaktadir (“mela” melaninden ve “tonin” ise

serotoninden gelmektedir) (177).

Son 60 yildaki ¢aligmalar, melatoninin sadece 151ga bagimli mevsimsel lireme
dongiisii olan memelilerde iiremeyle ilgili néroendokrin diizenleyici etkisinden ¢ok
daha farkli islevlerinin oldugunu gostermektedir (178). Ayrica melatoninin epifiz
bezi ile tamamen Ozdeslestirilmesinin savunulamayacagi gosterilmistir (179).
Filogenetik olarak melatonini epifiz bezine baglayan hi¢bir sey yoktur. Ayrica
melatonin omurgasizlar ve bitkiler gibi epifiz bezi olmayan, hatta tek hiicreliler gibi
higbir organa sahip olmayan canlilarda bile tiretilmektedir (180-182). Bu canlilar

omurgalilar gibi antioksidan olarak melatonine ihtiya¢ duymaktadir (182).

Melatonin kan-beyin, kan-testis bariyeri gibi bilinen morfofizyolojik bir
bariyer ile engellenememektedir ve degismemis sekilde kolaylikla plasentay1 gecerek

cenini etkileyebilmektedir (183).

2.2.1. Melatoninin Fizyolojisi ve Farmakolojisi

Epifiz bezi insanlarda beyinin merkezinde, ti¢lincii ventrikiilin arkasinda,
mezensefalonun superior kollikuluslar1 arasindaki alanda yer almaktadir. Bu bez iki
cesit hiicreden olugmaktadir. Bunlar pinealositler (epifiz bezi hiicresi) ve noroglial
hiicrelerdir. Baskin olan pinealositler, daha ¢ok melatonin gibi indolaminleri (bir
norotransmiter ailesi), arjinin (bir tiir a-aminoasit) ve vazotosin (oksitosin ve
vazopresinin homologu) gibi peptidleri iiretirler. Epifiz kan akimi ag¢isindan

bobrekten sonra en fazla kanlanan ikinci organdir (184,185).

Memelilerde epifiz bezi noroendokrin doniistliriicii olarak gorev yapar.
Melatonin tretimi karanlik ile artarken, 1s1k ile azalmaktadir. Giindiiz saatlerinde
norepinefrin salinimini azaltan retina fotoreseptor hiicreleri hiperpolarizedir (186) ve
melatonin iiretimi azdir. Memeli retinalar1 1518a duyarli retina ganglion hiicrelerinin

Ozellesmis alt tiplerine sahiptir. Bu hiicrelerde 1s18a yanit veren foto pigment, yani
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melanopsin, kullanilmaktadir (187,188). Karanligin baslamasi ile bu hiicreler
norepinefrin salarak sistemi etkinlestirmektedir Aydinlik ile ilgili mesaj daha sonra
optik sinir i¢cindeki retinohipotalamik demet ile hipotalamustaki merkezi biyolojik
saate, yani suprakiazmatik ¢ekirdege (SCN) aktarilir. SCN epifiz bezine sinirsel
sinyal tasiyan onemeli bir role merkezidir (189). SCN’ den gelen bu sinirsel mesaj
merkezi ve periferik sempatik sinir sistemi yoluyla epifiz bezi i¢indeki pinealositlere
ulagsmaktadir ve epifiz bezi i¢inde ay- ve Pi1- adrenerjik reseptdrler artmaktadir. Bu
durum epifiz bezini klasik endokrin organlardan ayiran birkag Ozellikten bir
tanesidir. Bezin salgi iretimi sinirsel giris ile yonetilmektedir, zarar gdérmesi
durumunda bez tamamen etkisiz hale gelmektedir (190). Cevresel kaynakli hormon
sinyallerinin diizeltici etkisi melatonin salgilama miktar1 ve ritminin ayarlanmasinda

g6z oniinde bulundurulmayacak kadar azdir (191).

Melatonin iiretiminde triptofan, triptofan hidroksilaz enzimi tarafindan 5-
hidroksitriptofana (SHTP) doniistiiriilir ve dekarboksilasyon ile serotonin olusur.
Serotoninden  melatonin  olusturulmasinda  biiyiik Olgiide epifiz  bezinde
siirlandirilms iki adet enzim gorev almaktadir (192,193). Bunlar N-asetiltransferaz
(NAT) ve hidroksiindol-o-metiltransferaz (HIOMT) enzimleridir. Serotonin NAT ile
N-asetilserotonine (NAS) doniistir. NAS’ da HIOMT ile melatonine doniismektedir.

Omurgalilarda epifiz bezi melatonini giinliik diizende salgilar, en fazla tiretim
icin gece karanligr gerekmektedir (194). Bu sebeple melatoninden karanlikta
salgilanan kimyasal olarak bahsedilmektedir (195). Melatonin iretimi gecenin
ortasinda en yiiksek diizeye ulasmakta (saat 02:00-04:00 arasinda) ve gecenin ikinci
yarisinda yavasca diismektedir. Melatonin iiretimi arttigi zaman pasif difiizyon ile
kana gegmektedir. Serum melatonin seviyesi yasa gore onemli dl¢lide degiskenlik
gostermektedir. Yeni doganlarda ii¢ aydan oOnce ¢ok az seviyede melatonin
salgilanmaktadir. Daha sonraki aylarda melatonin artarak giinliik diizene girmektedir.
Bir ve li¢ yaslar1 arasinda gece degerleri mililitrede 325 pikogram (pg) ile en yiiksek
seviyeye ulagsmaktadir ve daha sonra yavas yavas diismektedir. Normal geng
eriskinlerde en yliksek giindiiz ve gece saliniim degeri mililitrede 10 ve 60 pg’dir.
Serum melatonin seviyesinin giinliilk diizeni gece-giindiiz dongiisii ile paralel
seyretmektedir (196,197). Siirekli karanlikta tutulan deneklerde 24 saat siiresince

salgilanma miktar1 sabit kalmaktadir (198).
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Sican hepatosit mitokondrilerindeki melatonin seviyesi, kan melatonin
seviyesinden yliksek oldugu ve epifiz bezinin c¢ikarilmasindan sonra kandaki
melatonin seviyesi diiserken mitokondrilerdeki melatonin seviyesi azalmadigi
bulunmustur (199). Bu sebele kandaki melatonin seviyesinin tiim viicuttaki
melatonin seviyesini temsil ettiginin diisiniilmesi, yanlis bir kanidir (178).
Melatoninin dagilimi farkli oldugu i¢in, kan melatonin seviyesi diger viicut sivilari
veya hiicre icerisindeki melatonin seviyeleri olarak degerlendirilmemelidir (200).
Omurgalilarda melatonin iiretimi yapan epifiz bezi disinda bircok organ
tanimlanmistir. Fakat bu organlarin birgogu (retina hari¢) melatonini giinliik diizende
iretmemekte ve kana vermemektedir. Bu organlar melatonini hiicre i¢i olaylari

diizenlemek i¢in kullanmaktadirlar (178).

Glnliik ritimde tretilen melatonin iizerinde 1s1k etkisi kisitli bir bant
genigligindeki goriiniir 1s1kta, yani 460-480 nanometre (nm) araliginda bir dalga
boyundaki mavi 1sikta gerceklestirilmektedir. epifiz bezinden salgilanan melatoninin

azalmasindan bu dalga boylar1 sorumludur (178).

2.2.1.1. Melatoninin Viicuttan Uzaklastirilmasi

Melatonin hidroksilasyon (6-hidroksilmelatonin) ile karacigerde hizli bir
sekilde yikilir ve daha sonra siilfiirik asit veya glukuronik asit ile birlestirilerek idrar
ile atilir. Idrar ile atilan 6-sulfatoksimelatonin miktar1 (melatoninin esas ara iiriinii)

serum melatonin seviyesi ile paralellik gostermektedir (197).

2.2.1.2. Melatonin Kullanim Sekli, Dozu ve Zamam

Melatonininin etkimliginin belirlenmesinde tedavi dozu ve zamanlamasi
onemlidir. Tipik olarak insan ve hayvan c¢aligmalarinda zar reseptor aracili giinlik
ritmin diizenlenmesinde kullanilan dozlar genellikle zar reseptdr bagimli olmayan
serbest radikallerin temizlenmesinde kullanilan dozlardan daha disiiktiir. Ayrica
insanlarda uyku gibi giinliik siire¢ {izerindeki etki i¢in kullanildiginda, melatonin
aksamlar1 uykudan 6nce verilmelidir. Tersine serbest radikaller i¢in kullanildiginda,
melatonin gilinlin hangi saati olursa olsun serbest radikal olustugu anda verildiginde

en etkili olmaktadir (178).
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Melatoninin serbest radikal temizleyici 0Ozelliginin sadece farmakolojik
miktarlarda verildiginde gerceklestigi belirtilmistir (198). Reiter ve ark, (2014) bu
goriisiin yanlis oldugunu ifade etmektedir (178). Tek molekiil bile olsa herhangi bir
radikal temizleyici bir radikalin etkisini yok etme kabiliyetine sahiptir. Fakat siddetli
oksidatif stres altinda olusan fazla sayidaki serbest radikaller ile miicadelede
herhangi bir antioksidanin, iiretilen bu zararli maddeleri etkisiz hale getirebilecek
miktarlarda verilmesi gerekmektedir. Serbest radikaller farmakolojik seviyelerde

tiretildigi igcin melatoninin de farmakolojik dozlarda verilmesi gerekmektedir (178).

Damar i¢ine uygulanan melatonin hizli bir sekilde dagilir (serum yarilanma
omrii 0,5-5,6 dakika) ve ortadan kaldirilir (201). Agizdan alinan melatoninin biyo-
yararlilig1 biiyiik oranda degiskenlik gostermektedir. Normal deneklere 80 miligram
(mg) jelatin kapsiil verildiginde, serum melatonin seviyesini geceleri goriilen en
yuksek degerden 350-10000 kat daha yiiksek seviyeye c¢ikartmaktadir ve bu degerler
90 dakika boyunca sabit kalmaktadir (202). Eczanelerde ve saglik {irtinleri
magazalarinda daha diisiik oral dozlar (1-5 mg) yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Bu
dozlar bir saat i¢cinde serum melatonin seviyesini geceleri goriilen en yiiksek
degerden 10-100 kat daha fazla arttirmaktadir ve bu deger 8 saat iginde taban
sinirinin altina diismektedir. Cok diistik oral dozlar (0,1-0,3 mg) en yiiksek giindiiz

melatonin seviyesini geceleri goriilen en yiiksek degere kadar ¢ikarmaktadir (203).

Melatonin alinmasina bagli higbir ciddi yan etki veya risk rapor edilmemistir.
Hormonun doza bagh fizyolojik etkileri (viicut sicakligimnin diismesi, uykulu halde
art1g, dikkat kaybi, muhtemel iireme fonksiyonu etkileri), uzun stireli yiiksek dozlar
alan insanlarda heniliz tam olarak degerlendirilmemistir. Genel olarak belirgin
endokrin etkileri olmamasma ragmen, normal deneklerde farmakolojik doz
uygulamasinin serum luteinize edici hormon (LH) seviyesini azalttifi ve serum

prolaktin hormon seviyesini arttirdigi rapor edilmistir (204,205).

Bir¢cok sentetik melatonin preparatt eczanelerde ve saghk firiinleri satan
magazalarda bulunmaktadir. Bu iriinlerin saflik durumlar1 hakkinda sorunlar
mevcuttur. Tiiketicilerin safligindan emin olduklar1 ve Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi

(FDI) tarafindan onaylanan preperatlari satin almalar1 6nerilmektedir (198).
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2.2.2. Melatoninin Biyolojik Etkileri

2.2.2.1. Melatonin Reseptorleri

Melatoninin kesfedilmesinden bugline tiim etkinligini, belirli hiicrelerin
zarlarima bagl olan reseptorler araciligi ile gerceklestirdigi kabul edilmistir (206).
Melatoninin {i¢ alt grupta adlandirilmis 6zel zar ve g¢ekirdek reseptorleri
bulunmaktadir. Bunlar ilk olarak Mel-1la, Mel-1b ve Mel-1c olarak
adlandirilmigtir (207). Mel-1a reseptorleri hipofiz bezinin tiiberal kismindan ve
suprakiyazmatik ¢ekirdekten (melatoninin sirastyla iireme ve giinliik ritim etkilerinin
muhtemel alanlar1) agiga ¢ikartilmaktadir. Mel-1b reseptorleri temel olarak retina ve
daha az miktarlarda da beyinde bulunmaktadir. Mel-1c memelilerde
bulunmamaktadir. Mel-1la ve Mel-1b Uluslararasi Temel ve Klinik Farmakoloji
Birligi (International Union of Basic and Clinical Pharmacology: IUPHAR)
tarafindan MT1 ve MT2 olarak adlandirilmistir (208). Son zamanlarda kesfedilen

MT3 reseptorii ise az sayida hiicrenin sitozoliinde bulunmaktadir (209).

Melatonin aynt zamanda hiicre i¢i alanlarda da etkilidir. Sitozolik
kalmoduline baglanma sayesinde, yapisal proteinler gibi adenilat siklaz ve
fosfodiesteraz gibi hedef enzimler ile etkilesime girerek kalsiyum sinyalizasyonunu

direkt etkileyebilmektedir (210).

Calismalarda insan beyninin ¢esitli bolgelerinde (211), bagirsak (212),
yumurtalik (213) ve kan damarlarinda (214) melatonin reseptorlerinin varligini
gostermektedir. Sinirsel reseptorler (hipotalamusun suprakiyazmatik c¢ekirdeginde
bulunan) giinliik ritimleri, sinirsel olmayan reseptorler (hipofiz bezinin tiiberal
kismindaki) tireme fonksiyonlarini, ¢evre dokulardaki reseptorler ise kalp damar

fonksiyonlar1 ve viicut sicakligini diizenlemektedir (198).

2.2.2.2. Serbest Radikal Temizleme

In-vivo ve in-vitro ¢alismalarda melatoninin zararli hidroksil radikalleri ve
oksijen merkezli radikallere karst etkili bir radikal temizleyici oldugu
gosterilmistir (10,11). Bir c¢alismada melatonin bilinen diger antioksidanlar ile

karsilastirildiginda oksidatif yikima karsi korumada daha etkili bulunmustur (12). Bu
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sebeple melatonin dejeneratif ve proliferatif degisikliklere yol acan hastaliklara kars1

koruma saglayabilir.

Melatonin reseptdr araciligt olmadan direkt olarak reaktif oksijen tiirleri
(Reactive oxygen species: ROS) ve reaktif azot tiirlerini (reactive nitrogen species:
RNS) etkisizlestirebilmektedir (215). Diger klasik radikal temizleyiciler gibi tek
elektron aktarimi ve hidrojen aktarimi ile radikalleri yakalayarak etki etmektedir.

Fakat heniiz tanimlanmamus siireclerin varlig1 s6z konusu olabilir (216).

C vitamini gibi bazi radikal temizleyicilerin tersine, evrim boyunca higbir
organizma melatonin sentezleme yetenegini kaybetmemistir, bu da antioksidan
olarak melatoninin 6nemini gostermektedir. Ayrica i¢ kokenli iiretiminin yaninda
bitkilerde {iretilen melatonin hayvanlarin bu bitkileri yemesiyle viicuda
alimmaktadir (217). Bu ikili kullanim diger radikal temizleyicilerin aksine

melatoninin her zaman kullanilabilir olmasini saglamaktadir.

2.2.2.3. Bagisiklik Sistemi Etkileri

Melatonin seviyesinde azalmanin meydana geldigi bazi durumlarda bagigiklik
sisteminde zayiflama rapor edilmistir (13). Baz1 ilaclarin sebep oldugu bagisiklik
sistemini  baskilayan etkilerin melatonin ile giderildigi Dbildirilmistir (218).
Melatoninin IL-2 iretimini arttirdigi, IL-2 ve melatoninin bagisiklik sistemini
diizenleyici etkisi arasinda bir iligki varligi gosterilmistir (219). Melatoninin IL-2 ve
IF-y iiretimini arttirarak CD4" lenfositleri de aktiflestirmektedir (14). Bu durum
melatoninin, CD4" hiicrelerinin ve monositlerin etkinlestirilmelerinin diizenlenmesi
yolu ile bagisiklik sistemi fonksiyonlarina katildigini diisiindiirmektedir (220,221).
Melatoninin dogal katil hiicrelerinin etkinligini arttiran IL-2 {iretimini yiikselttigi g6z
ontinde  bulunduruldugunda, kanser ile miicadelede yararli olabilecegi

belirtilmektedir (222,223).

2.2.2.4. Uyku ve Giinliik Ritim Uzerine Etkileri

Insanlarda epifiz bezinden salgilanan melatoninin giinliik ritmi alisilmis uyku
saatleri ile es zamanlhdir. Zaman kaymasina sebep olan degisimler (uzun ugak

yolculuklar1 veya alisilmadik c¢alisma saatleri) veya korlik durumlart uyku
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diizensizlikleri ile bagdasmaktadir. ilk olarak melanin pigment hiicrelerinde renk
acilmasina sebep olan etken olarak tanimlanan melatoninin insanlarda yatistirici
etkisi oldugu belirlenmistir (224). Uykusuzluk sorunu olan yash bireylerde serum
melatonin seviyeleri aynmi yastaki uykusuzluk sorunu olmayan kontrol bireylerine

gore anlaml derecede diisiik bulunmustur (225).

Ag1z yolu ile alinan melatonin uyku siiresi ve kalitesi kadar uyku istegine
(uykuya dalma hizin1) de etki etmektedir, ayn1 zamanda melatonin kullaniminin
hipnotik etkileri vardir (226). Farkli dozlar ile yapilan bir¢ok ¢alismada agiz yoluyla
aliman melatoninin uyku istegini arttirdigi, hizli-géz-hareketi (REM) uykusu siiresini
uzattig1 (226), uyku bozuklugu olan hastalarda uyku kalitesi ve siiresini uzattigi

gosterilmistir (227).

Melatonin salgilanmasindaki faz atlamasi zaman dilimi degisikligi olan ucak
yolcularinda, gece vardiyasinda ¢alisan is¢ilerde ve gecikmis uyku evresi sendromu
(ge¢ uyuma ve gec¢ uyanma) olan hastalarda meydana gelmektedir. Sabit aydinlatma
altinda tutulan denekler ve bazi1 kor denekler 25 saatlik melatonin dongiisiine

sahiptir (228).

Parlak 151k ve melatonin kullanimi, melatoninin normal giinliik ritmini
degistirmektedir, fakat bu etkiler ile ilgili bilgiler tutarsizdir, bu durum muhtemelen
parlak 1518a maruz kalma zamanlamasi ve melatonin kullaniminin gece giindiiz
dongiisii ile iliskisinden kaynaklanmaktadir. Denekler sabahlar1 parlak 1s18a maruz
birakildiginda, gece melatonin salgilanmasi erken baslarken denekler aksamlari

parlak 1s1ga maruz birakildiginda gece melatonin salgilanmasi gecikmektedir (229).

2.2.2.5. Cinsel Olgunluk ve Ureme Uzerine Etkileri

Epifiz bezinin melatonin salgilamasi ile birgok tiiriin {ireme performansini
etkiledigine dair ¢ok sayida kanmit vardir. Disaridan alinan melatoninin 6zellikle
tireme fonksiyonlarini diizenleme etkisinde tiirler arasinda belirgin farkliliklar vardir.
Bu farkliliklar yas ve aydmlik-karanlik dongiisii veya Ostrus dongiisii ile iliskili
melatonin kullanim zamanlamasina bagli olarak goriilmektedir. Bazi tiirlerde
melatoninin antigonadotropik etkileri vardir. Giin i¢inde karanlik saat sayisi ve buna

bagli melatonin salgilanma saatlerindeki degisim iireme faaliyeti ve ireme donemleri
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arasindaki baglantiya aracilik etmektedir. Ornegin farelerde uzun karanlik dénemi
tireme fonksiyonunu onlemektedir, fazla melatonin salgilandiginda erkeklerde testis

ile ilgili gerilemeye ve disilerde anostrusa yol agmaktadir (230).

2.2.2.6. Yaslanma Uzerine Etkileri

Yaslanma ile birlikte meydana gelen gece serum melatonin seviyelerindeki
azalma ve buna bagli bir¢ok biyolojik etki, arastirmacilarin yaslanma ve yaslanmaya
bagli hastaliklarda melatoninin rolii oldugunu oOne siirmelerine sebep
olmustur (231,232). Rat ve fare ¢alismalari (233,234) melatonin salgilanmasindaki
azalmanin yaslanma siirecindeki hizlanma ile iliskili olabilecegini diistindiirmektedir.
Asin serbest radikal tiretimi yikicidir ve hiicre 6liimii veya nekroza sebep olan biiyiik
oksidatif hasar, ikincil hiicreleri oldiirmektedir. Programlanmis hiicre oliimii
sebebiyle hiicrelerin kaybedilmesi bir¢ok hastalikla birlikte yasa bagli yipranmalara
sebep olmaktadir ve/veya katkida bulunmaktadir. Yaslanma hiicresel siireglerin
fonksiyon kaybina sebep olan oksidatif atiklarin birikimi ile iliskilidir ve bu sebeple
daha fazla serbest radikal olusumu tetiklenmektedir. Boylece yaslanma bir kisir
dongii haline gelmektedir. Molekiiler siire¢ zayifladiginda ilave fizyolojik ¢okiise yol
acan oksidatif hasar birikmektedir. Serbest radikalleri etkisiz hale getirebilme
Ozelliginden dolayr melatonin cesitli organlarda yaslanma ile ortaya c¢ikan islev
bozukluklarin1 geciktirmektedir (17). Melatonin, serbest radikallerin yol actig1 hiicre
hasarinin etkilerinin azaltarak veya bagisiklik sistemini giiglendirerek yaslanmaya
karst koruma saglamaktadir. Artan yas melatonin iretiminin kademeli olarak
azalmasina sebep olmaktadir, yashlarda geceleri dolagimdaki melatonin artig1 biiyiik
oranda azalmaktadir veya ortadan kalkmaktadir. Bu azalmanin sonuglar1 saglik
acisindan son derece Onemlidir (235). Ayrica yaslanma ile melatonindeki azalma
norodejeneratif — hastaliklar (236),  kardiyovazkiiler  hastaliklar (237),  cildin
bozulmasi (238) ve metabolik hastalik tablosu (239) gibi serbest radikale sebep olan
hastaliklarin ilerlemesine katkida bulunmaktadir. Deneysel c¢alismalarda yash
hayvanlarda melatonin bu degisimlerin bazilarini1 geciktirmistir (17). Fakat yasa bagh
melatonin salgilanmasindaki azalma yaslanma sebebinden ziyade yaslanma siirecinin

bir pargasi olabilir (198).
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2.2.2.7. Kanser Uzerine Etkileri

Melatonin akciger, bobrek, prostat, mide ve bagirsak gibi belirli kanserlerin
tedavisinde kullanilan anti-neoplastik bir ajan olarak bilinmektedir (240,241).
Deneysel hayvan c¢alismalarinda melatoninin tiimdrler {izerinde etkili oldugu
gosterilmistir.  Epifiz bezinin c¢ikartilmasi tiimor gelisimini arttirmaktadir ve
melatonin ~ uygulamast  bu  etkiyi tersine ¢evirerek  timoér  gelisimini
durdurmaktadir (15). Ostrojen-reseptor-pozitif meme kanseri olan kadimlarda ve
prostat kanserli erkeklerde serum melatonin seviyeleri ve idrar melatonin ara tirtinii
seviyeleri diisiiktiir (242,243). Melatonin tiimor metastazlarint sinirladigi (16) gibi
birgok kanser hiicresinin ¢ogalmasini da durdurmaktadir (244). Melatoninin kanser
hiicrelerinin boliinmesi ve metastaz1 ile iligkili molekiiler siirecleri engelleme
kabiliyeti klasik zar reseptorleri ile olmaktadir. Kanser hiicrelerinin apopitozunu
tesvik etme yetenegi ise reseptorlerden bagimsiz olan antioksidatif islevleri ile
aciklanmaktadir. Melatoninin kanser hiicrelerinde apopitoz baslatmasi ile normal

hiicrelerdeki apopitozu 6nlemesi tam olarak agiklanamamaktadir (245).

2.2.2.8. Melatonin ve Kemik

Melatonin kemik olusumunu ve osteoblast farklilagsmasini arttirmaktadir (19).
Melatoninin in vitro sartlarda insan osteoblastlarinda tip I kollajen sentezini uyardigi
gosterilmistir (18).  Ayrica melatonin  kemik siyaloprotein  yapimini  ve
preosteoblastlarda osteokalsin, osteopontin, alkalin fosfataz gibi kemige ait diger
protein belirteglerini arttirmakta, osteoblast farklilasma siiresini 21 giinden (normal
olan) 12 giline disirmektedir (246). Kemik rezorbsiyonunda gorevli olan
osteoklastlar, melatonin i¢in diger muhtemel hedef hiicrelerdir. Enflamatuar sartlarda
meydana gelen kemik yikiminda oksijen tiirevi serbest radikaller Onemli rol
oynamaktadir. Kronik enflamatuar hastaliklarda serbest radikaller osteoklastlarin
uyarilmasi hatta direkt olarak matriks yikiminin artmasindan sorumlu olabilir.
Melatonin dolayli antioksidan etkisi ve direkt serbest radikal temizleme etkisi

yoluyla osteoklastlarin etkinligini geciktirerek kemik yikimini azaltmaktadir (20,21).

Melatonin kemik rezorbsiyonunu baskilayarak kemik kiitlesinin artmasini

saglamaktadir. Doza baglh olarak kemik iligi hiicrelerinden tiireyen osteoklastlarin
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olusturdugu rezorpsiyon alanlarini ve sayisini azaltmaktadir. Melatoninin farelerde
RANKL aracili osteoklast olusumu ve aktivasyonu ile kemik rezorpsiyonunu
engelledigi ve kemik Kkiitlesini arttirdigi bildirilmistir (142,247). Bir calismada
melatoninin doza bagli olarak osteoklast sayisi, osteoklast yiizeyi/kemik yiizeyi

oranini belirgin bir sekilde azalttig1 gosterilmistir (21).

2.2.3. Dis Hekimliginde Melatonin

Dis hekimliginde melatonin ve biyolojik etkilerinin degerlendirildigi sinirh
sayida caligma bulunmaktadir. Melatonin dis germlerindeki odontojenik hiicrelerin
diizenlenmesi yolu ile fizyolojik dis gelisiminde rol oynadigi bildirilmistir (248).
Hamsterlarda melatonin salgilanmasindaki sezonluk degisim, ciiriik olusumu ile

iligkili bulunmustur (249).

Melatoninin kanser hiicrelerinin hareketliligini molekiiler mekanizmalar ile
azalttig1 in vitro olarak gosterilmistir (250). Melatonin reseptor tip 1A (MTNRI1A)
gen polimorfizminin yiiksek oral kanser riski ile iliskili oldugu bulunmustur (251).
MTNRIA eksikliginin tedavisi oral squamoz hiicreli karsinom hiicrelerinin
biiylimesini engellemektedir (252). Melatoninin ROS’ lar1 azaltarak 16koplaki ve

liken planus gibi prekanserdz lezyonlara karsi etkili olabilecegi bildirilmistir (252).

Melatoninin saglikli veya diabetik ratlarda oksidatif stresi, osteoklastik
aktiviteyi ve alveoler kemik kaybii azalttigi bildirilmistir (253-255). Periodontitisli
ve Tip 1 veya Tip 2 diabetli bireylerde, topikal melatonin uygulamasinin serum C-
reaktif protein (CRP), IL-6 degerleri ile cep derinligi ve gingival indeksi
azalttigi (256), salya RANKL, asit fosfataz, alkalin fosfataz, osteokalsin ve
osteopontin seviyelerini disiirdiigli ve salya OPG seviyelerini ise yikselttigi
bildirilmistir (257,258). Ratlarda deneysel periodontitis modelinde sistemik olarak
uygulanan melatoninin reaktif oksijen tiirlerini azalttigi, SOD ve GSH-PX gibi
antioksidan enzimlerin serumdaki seviyelerini arttirdigi bildirilmistir (259). Tip 2
diabetli ve periodontitisli hastalarda serum melatonin seviyeleri saglikli hastalara
gore disiik bulunmustur (260). Kronik veya agresif periodontitisli bireylerde diseti
olugu sivist ve salya melatonin seviyeleri saglikli bireylere gore daha diisiik

bulunmustur (261). Periodontitisli bireylerde plazma ve salya melatonin seviyeleri

42



saglikli bireylere gore diisik bulunmustur (262). Melatoninin, osteoblastlar
klorheksidin hasarina karsi koruyarak periodontitis ve peri-implantitis tedavisinde
timit vaad eden bir ilag oldugu bildirilmistir (263). Kemik iligi ve periodontal
ligament mezensim hiicrelerinde zoledronik asite (bifosfonat) karst koruyucu etkisi
in-vitro olarak gosterilmistir (264). immediate dental implantlarda biomimetik ajan
olarak lokal melatonin uygulamasinin minimal kemik yikimina yol a¢tig1 ve implant
stabilitesini  arttirdigir  bildirilmistir (265). Cekim soketine lokal melatonin
uygulanmasinin radyografik olarak kemik densitesine anlamli bir etki yapmadigi
bildirilmistir (266). Melatoninin lokal uygulamasinin dis ¢ekimine bagli oksidatif
stres artisini geri ¢evirdigi bildirilmistir (267).

Tavsanlarda, melatonin ile kaplanmig titanyum ve zirkon implantlarin 1 hafta
sonunda kemik-implant baglanti (BIC) degerlerini arttirdigi (268), kemik
defektlerine uygulanan melatonin greftlerinin yeni kemik yapimi ve anjiyogenezi
arttirdigr (269,270), implant alanmna lokal olarak uygulanan melatoninin
osteointegrasyonu arttirdigi (271) bildirilmistir. Kopeklerde, implant yuvalarina lokal
olarak uygulanan melatoninin implant ¢evresinedeki kemik yogunlugunu, yivler arasi
kemik miktarini arttirdigi ve melatonin uygulamasinin kemik i¢i dental implantlarda

biyomimetik etki gosterdigi bildirilmistir (272,273).

Melatoninin in-vitro olarak rat dental papilla hiicrelerinin farklilagmasini
uyardig1 ve ¢ogalmasini baskiladigi ayrica in-vivo olarak dentin olusumunu azalttigi
bildirilmistir (274). Literatiirde endodonti alaninda melatonin ile ilgili bir adet
calisma bulunmustur. Li ve ark, (2015) sistemik olarak verilen melatoninin histolojik
olarak pulpada meydana gelen hasar1 diizelttigini ve nekrozu azalttigim

bildirilmislerdir (275).
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3. GEREC ve YONTEM

“Melatoninin deneysel periapikal lezyon {izerine etkisi” baslikli tez
calismasint gerceklestirmek i¢in gerekli olan “Deney Hayvanlart Uygulama
Sertifikas1” programina katilim sonrasi bu alanda uygulama yeterlilik belgesi temin
edildi (SDU HADYEK No:2012-2/010)

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi, Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuvari, Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda
gergeklestirilmistir. Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 05 Haziran 2014 tarih ve 01 sayili karar1 ile uygun goriilen ¢alisma,
Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimi

tarafindan 4076-D1-14 proje numarasi ile desteklenmistir.
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3.1. Deney Hayvanlar

Bu ¢alismada 30 adet 282-399 gr agirliginda eriskin Sprague-Dawley cinsi
erkek rat kullanildi. Ratlar Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden temin edildi. Deney hayvanlariin timi 21-
23° C sabit ortam sicakliginda, %55-60 nem saglanan, 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik olacak sekilde, yem ve su kisitlamasinin olmadigi, her kafeste 5 hayvan
olacak sekilde, Euro type-IV kafesler igerisinde deney siiresince Siileyman Demirel
Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvari'nda
barindirildi. Deney hayvanlar1 %21 protein i¢eren hazir standart pelet yem ile bazal

miktarda beslendi (ad libitum) ve igme suyu olarak sehir sebeke suyu verildi.

30 adet yetiskin erkek ratin alt ¢cene sag ve sol toplam 60 adet 1. biiyiik az1
disi secildi, hayvanlarin canli agirliklart Olcililerek  kuyruk kisimlarindan

numaralandirildi ve anestezi dozlar1 hesaplandi (Tablo 1).

Deney hayvanlarina anestezi i¢in periton icine (intraperitoneal:IP) enjekte
edilen %10 Ketamin (Brema %10, Bremer Pharma GmbH, Almanya) / %2 Xylazin
(Xylazin Bio 2%, Bioveta, Cek Cumhuriyeti) uygulandi (resim 3) ve anestezi
derinligi parmak sikistirma testi ile kontrol edildi (resim 4). Anesteziyi takiben
ratlarin agiz icleri ile alt az1 disleri iyodin soliisyonu ile dezenfekte edildi. Calisma

alaninda kullanilacak aletler daha dnceden otoklavda steril edildi.

45



Tablo 1. Ratlarin deney siiresince Olgiilen agirliklar1 ve agirliklara gére hesaplanan

anestezi, etanol ve melatonin dozlar1.

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol Melatonin
Ratlar 0. 1-10 | 1120 | 2L 0. 1-10 | 11-20 | 21 0 1-10 | 1120 | 21
Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin
Agirlik (gr) 333 333 349 355 333 333 334 337 310 310 300 300
Ketamin/ 333 ) ) 355 | 333 ) ) 33,7 31 ) ) 30
1 Xylazine (mg) 3,33 3,55 3,3 3,37 3.1 3
Etanol (ml) 0,33 | 0,33 | 0,35 - 0,33 | 0,33 | 0,33 - 0,31 | 0,31 0,3 -
Melatonin (mg) - - - - - - - - 31 31 3 -
Agirlik (gr) 345 345 350 351 328 328 313 310 351 351 352 350
Ketamin/ ) ) ) 32,8 ) ) 31 35,1 ) ) 35
2 Xylazine (mg) 3,28 31 3,51 35
Etanol (ml) 0,35 | 0,35 | 0,35 - 0,33 | 0,33 | 0,31 - 0,35 | 0,35 | 0,35 -
Melatonin (mg) - - - - - - - - 351 | 351 | 3,52 -
Agirhik (gr) 296 296 309 312 344 344 322 318 349 349 346 348
Ketamin/ 29,6 ) ) 31,2 | 344 ) ) 31,8 | 349 ) ) 34,8
3 Xylazine (mg) 2,96 312 | 3,44 3,18 | 3,49 3,48
Etanol (ml) 0,3 0,3 0,31 - 0,34 | 0,34 | 0,32 - 0,35 | 0,35 | 0,35 -
Melatonin (mg) - - - - - - - - 3,49 | 3,49 | 3,46 -
Agirhik (gr) 335 335 330 328 328 328 305 307 399 399 393 396
Ketamin/ 335 ) _ 32,8 | 32,8 ) ) 30,7 | 39,9 ) ) 39,6
4 Xylazine (mg) 3,35 3,28 | 3,28 3,07 | 3,99 3,96
Etanol (ml) 0,34 | 0,34 | 0,33 - 0,33 | 0,33 | 0,31 - 0,4 0,4 0,39 -
Melatonin (mg) - - - - - - - - 3,99 | 399 | 3,93 -
Agirlik (gr) 325 325 325 324 341 341 329 320 337 337 330 332
Ketamin/ 325 ) ) 324 | 341 ) ) 32 33,7 ) ) 33,2
5 Xylazine (mg) 3,25 324 | 341 3,2 3,37 3,32
Etanol (ml) 0,33 | 0,33 | 0,33 - 0,34 | 0,34 | 0,33 - 0,35 | 0,34 | 0,33 -
Melatonin (mg) - = - = - - - - 3,37 | 3,37 3,3 -
Agirhik (gr) 282 282 272 270 322 322 312 309 279 279 304 311
Ketamin/ 28,2 ) ) 27 ) ) 30,9 | 27,9 ) ) 31,1
6 Xylazine (mg) 2,82 2,7 309 | 2,79 3,11
Etanol (ml) 0,28 | 0,28 | 0,27 - 0,32 | 0,32 | 0,31 - 0,28 | 0,28 0,3 -
Melatonin (mg) - - - - - - - - 2,79 | 2,79 | 3,04 -
Agirlik (gr) 306 306 279 268 374 374 343 339 385 385 381 382
Ketamin/ 306 ) ) 268 374 ) ) 339 385 ) ) 382
7 Xylazine (mg) 306 268 374 339 385 382
Etanol (ml) 0,31 | 0,31 | 0,28 - 0,37 | 0,37 | 0,34 - 0,39 | 0,39 | 0,39 -
Melatonin (mg) - - - - - - - - 385 | 385 | 3,81 -
Agirhik (gr) 311 311 301 295 304 304 290 289 278 278 230 210
Ketamin/ 311 ) ) 295 | 304 ) ) 289 | 278 ) ) 21
8 Xylazine (mg) 3,11 2,95 | 3,04 289 | 2,78 2,1
Etanol (ml) 0,31 | 0,31 0,3 - 0,3 0,3 0,29 - 0,28 | 0,28 | 0,23 -
Melatonin (mg) - - - - - - - - 2,78 2,78 2,3 -
Agirhik (gr) 311 311 287 280 333 333 313 300 352 352 357 355
Ketamin/ 31,1 ) ) 28 333 ) ) 30 35,2 ) ) 355
9 Xylazine (mg) 3,11 2,8 3,33 3,0 3,52 3,55
Etanol (ml) 0,31 | 0,31 | 0,29 - 0,33 | 0,33 | 0,31 - 0,35 | 0,35 | 0,36 -
Melatonin (mg) - - - - - - - - 352 | 352 | 3,57 -
Agirlik (gr) 316 316 290 284 308 308 303 299 301 301 296 293
Ketamin/ 31,6 ) ) 28,4 | 308 ) ) 29,9 | 301 ) ) 29,3
10 Xylazine (mg) 3,16 2,84 | 3,08 2,99 | 3,01 2,93
Etanol (ml) 0,32 | 0,32 | 0,29 - 0,31 | 0,31 0,3 - 0,3 0,3 0,3 -
Melatonin (mg) - - - - - - - - 3,01 | 3,01 | 2,96 -
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Resim 3. Periton i¢i (IP) anestezi uygulamasi.
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Resim 4. Parmak sikistirma testi ile anestezi kontrolii.

3.2. Deney Gruplar

Ratlarin  agiz acikliklarinin, dis boyutlarinin, c¢alisma pozisyonunun,
manipulasyon yeterliliginin laboratuvar sartlarinda test edilebilmesi ve periapikal
lezyon olusumunun radyografik olarak degerlendirilebilmesi amaciyla Siileyman
Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul’un 05.06.2014 tarih ve 01
say1li karar1 ile bir 6n ¢alisma yapildi. On ¢alismada 2 adet ratin alt 1. az1 dislerinin
pulpalari ekspoze edildi. Ratlar 21. giinde sakrifiye edilerek radyografik olarak
degerlendirildi. Bu 6n ¢aligma sonucunda ratlarin az1 dislerinde pulpa ekspozlarinin
uygulanabilirligi, konumu, derinligi ve 21. giiniin periapikal lezyon olusumu
acisindan yeterliligi ve buna bagl olarak ratlarin sakrifiye edilme zamanlar

belirlendi.

Deney hayvanlart (N=30) her grupta 10 adet olmak iizere rastgele 3 gruba
ayrildi (tablo 2).
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Negatif kontrol grubu (n=10): Rat dislerine herhangi bir islem uygulanmada,
deney siiresince her giin bir doz IP etanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD)
uygulandi.

Pozitif kontrol grubu (n=10): Rat alt sag ve sol 1. azi dislerinde pulpa
ekspozu olusturularak periapikal lezyon olusumu indiiklendi ve deney siiresince her

giin bir doz IP etanol uygulandi.

Melatonin grubu (n=10): Rat alt sag ve sol 1. az1 dislerinde pulpa ekspozu
olusturularak periapikal lezyon olusumu indiiklendi ve deney siiresince her giin bir

doz IP melatonin (M5250-1G: Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) uygulandi.

Tablo 2. Deney gruplari ve deney protokolii.

Periapikal lezyon

G?sngrl olusumunun Uygil.:zllanan Doz Siire
P indiiklenmesi §
Negatif kontrol
Yok Etanol 1 ml/kg (%10’luk) 21giin
n=10
Pozitif kontrol
Var Etanol 1 ml/kg (%10’luk) 21giin
n=10
Melatonin Melatonin/ 10 mg/kg
Var 21 giin
n=10 Etanol 1 ml/kg (%10°1uk)

3.3. Deneysel Periapikal Lezyon Olusturulmasi

Pozitif kontrol ve melatonin gruplarindaki 20 adet ratin alt sag ve sol 1.
bliyiik az1 dislerinin pulpalari, serum fizyolojik sogutmali diisiik devirli doner alete
(35.000 devir/dk) takilan ISO 010 ve 006 (NTI, Kahla, Almanya ) ¢elik rond frezler
ile okluzal yiizeylerde sinif I kaviteler hazirlanarak ekspoze edildi. Kok kanallarinin
acikligr 10 numarali K egesi (Thomas, Bourges, Fransa) ile kontrol edildi. Periapikal
lezyon olusumu i¢in okluzal kaviteler 21 giin boyunca agiz bosluguna agik birakildi

(resim 5).
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Resim 5. Periapikal lezyon olusumunun indiiklenmesi amaci ile alt birinci biiyiikazi
disinin pulpasinin ekspoze edilmesi.
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3.4. Melatonin ve Etanol Soliisyonlarinin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi

Melatonin, 3,5 ml %10’luk etanol icerisinde 35 mg olacak sekilde hazirland.
Hazirlanan bu soliisyon melatonin grubundaki ratlarin agirliklarina gore (10mg/kg)
21 giin boyunca her giin 6gle saatlerinde (13.30-14.00) tek doz IP olarak verildi
(tablo 3). Uygulama soliisyonu giinliik olarak hazirlandi ve bekletilmeden uygulandi.
IP uygulamalar 0.45 x 13 mm igneye sahip insiilin enjektorleri (Hayat Tibbi Aletler,
Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak yapild.

Negatif ve pozitif kontrol gruplarindaki ratlara ise 21 giin siireyle deney
grubundaki hayvanlara verilen melatonin, etanol, distile su ¢ozeltisindeki etanol ile

esdeger hacimde % 10’luk IP etanol uygulandi.
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Tablo 3. Deney siireci.

Negatif Kontrol

Agirlik 6lgtimii ve IP %10’ luk
etanol (1ml/kg)

IP %10’luk etanol (1ml/kg)

IP %10’luk etanol (1ml/kg)

Agirhik dlgiimii ve IP %10’luk
etanol (1ml/kg)

IP %10’luk etanol (1ml/kg)

Agirhik dlgtimil

Hayvanlarin 6tenazisi ve ¢cene
orneklerinin alinmast

Pozitif Kontrol

0. GUN

Agirhik dl¢iimi, periapikal
lezyon indiiksiyonu ve IP
%10’luk etanol (1ml/kg)

P

1. GUN

IP %10’luk etanol (1ml/kg)

g

2-10. GUNLER

IP %10’luk etanol (1ml/kg)

P

11. GUN

Agirlik dletimii ve IP %10’ luk
etanol (1ml/kg)

-

12-20. GUNLER

IP %10’luk etanol (1ml/kg)

g

21. GUN

Agirlik dlgtimi

Hayvanlarin 6tenazisi ve ¢ene
orneklerinin alimmast

Deney

Agirlik 6l¢timii, periapikal
lezyon indiiksiyonu ve IP
melatonin (10mg/kg)

IP melatonin (10mg/kg)

IP melatonin (10mg/kg)

Agirlik dl¢timii ve IP melatonin
(10mg/kg)

IP melatonin (10mg/kg)

Agirhik dlgtimil

Hayvanlarin 6tenazisi ve ¢cene
orneklerinin alinmast
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3.4.1. Melatonin Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Doz Ayarlamasi

- Toz halindeki saf melatoninden (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
ABD) hassas terazide (GR-200, A&D Company, Tokyo, Japonya) 35 mg
tartildi (resim 6,7)

- Melatonin deney tiipiine aktarildi.

- Tipiin icerisine mikro pipet (ISOLAB Laborgerite GmbH, Wertheim,
Almanya) ile ol¢iilen 0.35 ml saf etanol (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, ABD) eklendi (resim 8).

- Vorteks cihazinda (Zx® Velp Scientifica, Usmate (MI), italya) melatonin

etanol igerisinde ¢6ziinene kadar karistirildi (resim 9).
- Tiipln i¢ine 3,15 ml distile su ilave edildi.
- Tiip tekrar vorteks cihazina alinarak karigtirildu.
- 1 ml hacimde 10 mg melatonin iceren 3,5 ml soliisyon elde edildi.
- Tipiin agz1 hava gegirmemesi i¢in parafin film ile sikica kapatildi.

- Her deney hayvani tek tek tartilarak uygulanmasi gereken soliisyon miktari
hesaplandi. Ornegin; 345 gr agirliga sahip bir hayvana melatonin
¢ozeltisinden 0,345 ml uygulandi. Boylece her hayvana tam olarak 10

mg/kg melatonin verilmis oldu.

- Hazirlanan soliisyon 15 dakika i¢inde deney hayvanlarina uygulandi

(resim 10).
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Resim 6. Melatonin.
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Resim 7. Melatoninin hassas terazide tartilmasi.
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Resim 8. Mikropipet ile etanol ve distile su 6lgiimii.
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Resim 9. Vorteks cihazi ile melatoninin etanol igerisinde ¢ozdiiriilmesi.




Resim 10. IP melatonin veya etanol uygulamasi.




3.4.2. Etanol Soliisyonunun Hazirlanmasi ve Doz Ayarlamasi

- Beher kabi iginde saf etanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD)
1/10 oraninda distile su ile karistirilarak %10’luk etanol soliisyonu elde
edildi.

- Kabin agzi parafin film ile sikica kapatildi.

- Her deney hayvani tek tek tartilarak uygulanmasi gereken soliisyon miktar1
hesaplandi.  Ornegin; 313 gr agirhga sahip bir hayvana etanol
cozeltisinden 0,313 ml uygulandu.

3.5. Hayvanlarin Otenazisi

Yirmi bir giin sonunda hayvanlar %10’luk Ketamin ve %2’lik Xylazin
anestezisini takiben sakrifiye edildi. Otanazi yéntemi olarak cerrahi kanatma
(egzanguinasyon) teknigi kullanildi. Sag ve sol 1. biiyiikaz1 disleri ile beraber sag ve
sol alt c¢ene kemikleri kafatasindan ayrildi ve ¢evre yumusak doku artiklari
temizlendi (resim 11). Ornekler daha 6nceden hazirlanan numaralandirilmis, %
10’luk formaldehid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) igeren steril kaplara
yerlestirildi (resim 12).
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Resim 11. Yumusak dokular temizlenmis rat sag ve sol alt ¢eneleri.

Resim 12. Formaldehit i¢ceren numaralandirilmis kaplara yerlestirilen alt gene
ornekleri.
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3.6. Radyografik inceleme

Sag ve sol alt 1. bliyiik az1 dislerin periapikal bolgelerinin radyografik olarak
degerlendirilmesi amaciyla, aktif alan1 1050x690 piksel olan dijital sensor
(ProSensor, Planmeca QOY, Helsinki, Finlandiya) ve 70 Kvp, 7 mA, 0.12 saniye
ekspoz sliresine ayarli rontgen cihazi (INTRA, Planmeca OY, Helsinki, Finlandiya)
kullanilarak periapikal dijital radyografiler alindi. Tiim 6rneklerden ayni ag1 ve ayni
uzakliktan standart radyografiler alinabilmesi igin sabit bir diizenek hazirland1 (resim

13).

Dijital goriintiiler Image J (version 1.48, National Institute of Health, ABD)
gorilintli analiz programina aktarildi. Program, uzunlugu (mm) ve piksel degeri
bilinen bir skala yardimi ile kalibre edildi. Meziyal kok ile iliskili periapikal lezyon
siirlar1 programdaki serbest ¢izim araci ile belirlendi, program tarafindan otomatik
olarak hesaplanan lezyon alan1 (mm2) ve piksel degerleri kaydedildi (resim 14).
Negatif kontrol grubuna ait tim Oneklerde, meziyal kokiin periapikal bolgesinde

0,216 mm?2 ¢apinda standart bir alan secilerek piksel degerleri kaydedildi.

Resim 13. Standart radyografi alinabilmesi i¢in hazirlanan diizenek.
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Resim 14. Periapikal lezyon boyutu ve piksel degerlerinin hesaplanmasi.

3.7. Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal Degerlendirme icin

Orneklerin Hazirlanmasi

Formaldehid (%10) iceren steril kaplara yerlestirilmis 6rnekler Mehmet Akif
Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalina laboratuvari’na
gotiiriildii. Ornekler ilk olarak % 14 EDTA (Sigma, St. Louis, MO, ABD) icerisinde
3 hafta boyunca dekalsifiye edildi ve her bir rata ait sag ve sol alt ¢ene pargalart doku
takip kasetleri igerisine konuldu. Dekalsifikasyon sonrast EDTA artiklarim
uzaklagtirmak icin 1 saat boyunca akan su altinda yikanan ornekler otomatik doku
takip cihazina (Leica, Nussloch, Almanya) yerlestirildi (resim 15). Orneklerin bir
gece boyunca doku takip cihazinda diisiik dereceli alkollerden yiiksek dereceli
alkollere (%70’den %100’¢) gecirilerek sularmin alinmasi, iki adet ksilolden
gecirilerek yaginin alinmasi ve sicak parafinden gegirilerek doku bosluklarina parafin
dolmas1 saglandi. Dokular ertesi sabah parafine gomiilerek bloklar olusturuldu. Dort-
bes saat sogutmanin ardindan bloklardan rotary mikrotomda 5 mikron (pum)
kalinliginda seri kesitler alind1 (Leica 2155 rotary microtome; Leica Microsystems
AG, Wetzlar, Almanya). Her bir dokudan diste agilan defekt ve periapikal dokular1

kapsayan 28 adet kesit alind1 ve toplamda her bir rattan 56 adet kesit alinmis oldu.
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Resim 15. Otomatik doku takip cihazi

3.8. Histopatolojik Degerlendirme

Her 6rnekten alinan 28 kesitin 4’1 histopatolojik inceleme i¢cin Hematoksilen-
Eozin (HE) ile boyandi. Histopatolojik degerlendirmeler fotoatagmanli 151k
mikroskobu (CX41, Olympus Corporation, Tokyo, Japonya) ve goriintii analiz
programi ile (Database Manual Cell Sens Life Science Imaging Software System,

Olympus Corporation, Tokyo, Japonya) yapildi (resim 16).

63



Resim 16. Fotoatagmanli 151k mikroskobu ve goriintii analiz programi

Periapikal dokudaki histopatolojik degisiklikler incelendi ve enflamasyonun
derecesi 4 asamada skorlandi (276)(tablo 4).

Tablo 4. Enflamasyon skorlart.

Skor 0 Skor 1
Enflamatuar <10 makrofaj ve
yanit yok, plazma hiicresi
>30 10-30 fibroblast

Fibroblastlar,

Kollajen igeren Az kollajen iceren

olgun fibroz olgunlagmamig
doku, fibréz doku,
Saglikl Genislemis PDL,
periodontal saglikli sement ve

ligament (PDL),  kemik dokusu
sement ve kemik
dokusu

Skor 2

10-25 makrofaj ve
plazma hiicresi,

5-9 fibroblast

Graniilasyon
dokusu

PDL yikimi, sement
ve kemik
dokusunda
rezorbsiyon

Skor 3

>25 makrofaj ve
plazma hiicresi

1-4 fibroblast,

Nekroz alani,

PDL yikimi, sement
ve kemik
dokusunda apse
olusumu
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3.9. Histomorfometrik Degerlendirme

HE ile boyanmis, her o&rnekten elde edilen 4 kesit 4X biiylitmede
fotoatagmanli 151k mikroskobu ve goriintii analiz programi ile incelendi. Meziyal
kok ile iligkili periapikal lezyon simirlari programdaki serbest ¢izim araci ile

belirlendi, lezyon alam1 (mm?) goriintii analiz programi tarafindan hesaplandi.

3.10. Brown-Brenn Analizi

Kok kanallarindaki bakteri varligi ve lokalizasyonunun (kron, kokiin koronal,
orta ve apikal bolgesi, periapikal lezyon ici) belirlenmesi i¢in her bir 6rnekten 4 ayri
seri kesit polilizinli lamlara gekilerek Brown-Brenn teknigine (277) gore boyandi. Bu
teknige gore; kesitler deparafinize ardindan distile su ile hidrate edildi. Boyama
rafina yerlestirilen kesitler lizerine 1ml (veya 20 damla) kristal viyole (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) ve 5 damla sodyum bikarbonat (Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, ABD) damlatilip 1 dakika beklendi ve akan suda yikandi.
Kesitler iizerine Gram’s 1odin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) soliisyonu
damlatild;, 1 dakika beklendi ve tekrar yikandiktan sonra kurutma kagidi ile
tamamen kurutuldu. Daha sonra boya fazlaligimin alinmasi igin etil eter (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) - aseton (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
ABD) soliisyonundan damlatildi (doku kesitlerinin rengi tamamen agilmadan mor
renkte kalmasi saglandi). Bir dakika siire ile bazik fuksin (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, ABD) uygulamasindan sonra ornekler tekrar yikandi ve tam olarak
kurumalarma izin verilmeden hafifce kurutuldu. Ornekler aseton igerisine
daldirildiktan hemen sonra kesitler sarims1 pembe renge donene kadar pikrik asit
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) — aseton soliisyonunda bekletildi. Hizli
bir sekilde aseton daha sonra aseton - ksilen (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
ABD) soliiyonunda hafifce c¢alkalandi ve son olarak ksilen igerisinde

temizlendi (278).

Brown-Brenn boyama sonuglarinin degerlendirilmesinde De Rossi ve ark,
(2008) (279) uyguladiklar1 yontem modifiye edilerek kullanildi ve skorlamada;
bakteri yok [0], dis kronunda bakteri [1], koronal boélgede bakteri [2], orta bdlgede
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bakteri [3], apikal bolgede bakteri [4], periapikal lezyon igerisinde bakteri [5] olarak
degerlendirildi.

3.11. immiinohistokimyasal Analiz

Immiinohistokimyasal inceleme ile IL-1B [Anti-IL-1B antibody (ab9722),
Abcam, Cambridge, UK, 1/100 dilisyon]; RANK [Anti-RANK antibody (ab13918),
Abcam, Cambridge, UK, 1/100 diliisyon]; RANKL [Anti-RANKL antibody
(ab9957), Abcam, Cambridge, UK, 1/100 diliisyon]; OPG [Anti-OPG antibody
(ab183910), Abcam, Cambridge, UK, 1/100 diliisyon] ve TRAP [Anti-TRAP
antibody (ab26135), Abcam, Cambridge, UK, 1/100 diliisyon] reaksiyonunun
saptanmasi i¢in her bir 6rnekten 20 ayr seri kesit (degerlendirilmek istenilen her bir
parametre icin her disten 4 kesit) polilizinli lamlara g¢ekilerek streptavidin biotin
kompleks peroksidaz metoduna gore boyandi. Degerlendirilmek istenilen her bir
parametre i¢in her disten elde edilen bu kesitler ksilol ve dereceli alkollerden
gecirilerek dehidre ve deparafinize edildi. Dokular 10 dakika siireyle akan suda
yikand1 ve endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak amaciyla %3’lik
metanoldeki hidrojen peroksit ile 20 dakika muamele edildi. Dokular 2 defa 10’ar
dakika siireyle fosfat tamponlu tuzlu suda (PBS) yikandi. Gereken antikorlar i¢in
mikrodalga firinda sitrat buffer soliisyonu (pH 6) ile 700’liikk ayarda 5 dakika stireyle
iki defa kaynatildi ardindan 10’ar dakika siireyle 2 defa PBS’de yikandi. Daha sonra
nonspesifik boyamalar1 Onlemek amaciyla normal serumda 45 dakika siireyle
tutuldu. Bu asamadan sonra yikama yapilmadan primer serumlar uygulandi ve oda
sicakliginda bir gece bekletildi. Ertesi glin dokular ayni sekil ve siireyle PBS’de
yikandi, takiben biotinli serum ile 30 dakika siireyle muamele edildi ve PBS’de 2
defa 10’ar dakika yikandi. Bu islemden sonra dokular streptoavidin ile 30 dakika
siireyle inkiibe edildi ve tekrar yikandi. Ornekler 3,3'- diaminobenzidine (DAP)
kromojen ile boyandi. Karsit boyama i¢in Harris'in hematoksileni kullanildi ve
preparatlar fotoatagmanli 11k mikroskobunda ve goriintii analiz programi ile

incelendi.
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IL-18, RANK, RANKL, OPG i¢in immunohistokimyasal boyanmanin
yogunlugu semikantitatif olarak 3 asamada skorlandi; negatif (0), hafif pozitif (1),
orta siddette pozitiflik (2) ve siddetli pozitiflik (3).

3.12. TRAP Analizi

TRAP reaksiyonunun saptanmasi i¢in streptoavidin biotin peroksidaz
metoduna gore boyanan orneklerde, her dis icin TRAP pozitif hiicre sayis1 40X
objektif (CX41, Olympus Corporation, Tokyo, Japonya) altinda periapikal lezyon
cevresinde rastgele secilen 5 ayri alanda sayilarak belirlendi. Cok ¢ekirdekli TRAP

pozitif hiicreler osteoklast olarak tanimlandi.
3.13. Istatistik Analiz

3.13.1. Radyografik Olciimlerin Istatistik Analizi

Verilerin parametrik testlerin 6n sartlarini saglayip saglamadigi Levene testi

ile kontrol edildi.

Alan ve piksel degeri acisindan elde edilen veriler faktoriyel diizende
tekrarlanan Ol¢limlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirildi. Grup ortalamalari
arasindaki farkliligin belirlenmesinde ¢oklu karsilastirma yontemlerinden Tukey testi

kullanildi (p=0,05).

3.13.2. Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal Verilerin Istatistik

Analizi

Histopatolojik, = Brown-Brenn = boyama ve  immiinohistokimyasal
degerlendirme sonuglari ile elde edilen skor verilerinin analizinde Kruskal Wallis
testi, grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde Bonferroni (Dunn)

testi kullanildi (p=0,05).

Gruplarin osteoklast sayilarina (TRAP analizi) ait veriler karekok
dontisiimiine tabi tutulduktan sonra belirli bir olasilik dagilimi1 gosterip gostermedigi

Anderson-Darling smamasiyla, varyanslarin homojenligi Levene testi ile
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degerlendirildi (p=0,05). Verilerin analizinde parametrik testlerden tek yonlii varyans
analizi ve grup ortalamalar1 arasindaki farkliligin belirlenmesinde Tukey testi

kullanild1 (p=0,05).

Gruplarin lezyon alanlara ait veriler parametrik testlerin 6n sartlarini

saglamadigi i¢in Kruskal Wallis testi ile analiz edildi (p=0,05).
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4. BULGULAR

4.1. Radyografik Bulgular

Pozitif kontrol ve melatonin grubuna ait radyografik degerlendirme sonucu
elde edilen periapikal lezyon alani bulgulari tablo 5° de gosterildi. Melatonin
grubunda periapikal lezyon alani pozitif kontrol grubuna gore istatistik olarak
anlamli derecede daha kiigtiktii (p<0,01)(resim 17-19).

Tablo 5. Radyomikrografik incelemeler ile elde edilen pozitif kontrol ve melatonin
grubuna ait periapikal lezyon alan1 ortalama degerleri (mmz) + standart hata.

Gruplar Periapikal lezyon alani (mm?)
Pozitif kontrol (n= 20) 1,34+0,074°
Melatonin (n=20) 0,9540,074°

* Aym siitundaki fakli iist simgeler istatistik agidan gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugunu
gostermektedir (p<0,01).
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Resim 17. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin
radyomikrografik goriiniimii. Periapikal lezyon yok.
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Resim 18. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin
radyomikrografik goriiniimii. Sinirlar1 belirlenmis periapikal lezyon alani (1,3 mm?).
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Resim 19. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin radyomikrografik
goriinimi. Sinirlar1 belirlenmis periapikal lezyon alan1 (1,1 mmz).
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Gruplarin periapikal bolgeden elde edilen piksel degerleri tablo 6’da
gosterildi. Negatif kontrol grubunda kok ucundaki saglikli kemik bolgesinin piksel
degerleri, melatonin ve pozitif kontrol grubundaki lezyon alaninin piksel degerinden
istatistik olarak anlamli derecede daha yiiksek bulundu (p<0,01). Melatonin ve
pozitif kontrol grubu arasinda piksel degeri agisindan istatistik olarak anlamli bir fark

bulunmadi (p>0,05).

Tablo 6. Periapikal bolgeden elde edilen ortalama piksel degerleri + standart hata.

Gruplar Piksel degerleri
Negatif Kontrol (n= 20) 73,62+0,78°
Pozitif Kontrol (n= 20) 58,15+0,78°
Melatonin (n= 20) 60,28+0,78°

* Aym siitundaki fakli iist simgeler istatistik agidan gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugunu
gostermektedir (p<0,01).
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Negatif kontrol grubundaki tiim ratlarda dis ve g¢evre dokularin saglikli
oldugu goriildii ve tim Ornekler skorlamada O degerini aldi (resim 20). Pozitif
kontrol ve melatonin gruplarinda periapikal dokularda ¢ogunlugunu nétrofil
l6kositlerin olusturdugu ve mononiikleer hiicrelerin de bulundugu yangisal hiicre
infiltrasyonlar1 ile karakterize periapikal lezyonlarin varlig1 dikkati ¢ekti (resim 21,
22). Enflamasyon siddeti karsilastirildiginda, semi-kantitatif degerlendirmede
melatonin grubunun, pozitif kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamli diizeyde

daha diisiik skor degerleri aldig: tespit edildi (p<0,01) (tablo 7).

Tablo 7. Gruplarin histopatoloji ve Brown-Brenn boyama skorlarinin ortalama +
standart hata ve sira say1 ortalama (rank) degerleri.

Enflamasyon Skorlar: (276) Brown-Brenn Boyama

Skorlari (279)
Gruplar Ortalama Sira (Org:::gmas‘ Ortalama Sira ?rgsgmm
Negatif Kontrol ~ 0,00+0,00 5,5¢ 0,7+0,15 8,6
Pozitif Kontrol ~ 2,2+0,25 22,9" 3,7+0,15 25,5
Melatonin 1,5+0,22 18,18 1,240,25 12,4°

* Aym siitundaki fakli {ist simgeler istatistik acidan gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugunu
gostermektedir (p<0,01).
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Resim 20. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bdlgenin histopatolojik
gorlinlimii. Saglikl periodontal ligament, HE, Bar=200um.
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Resim 21. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin histopatolojik
goriiniimii. Yangisal hiicre infiltrasyonlari ile karakterize periapikal lezyon (oklar),
PL (periodontal ligament), D (dentin), P (pulpa), HE, Bar=500pm.
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Resim 22. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin histopatolojik
goriiniimii. Yangisal hiicre infiltrasyonlari ile karakterize periapikal lezyon (oklar),
PL (periodontal ligament), D (dentin), P (pulpa), HE, Bar=500pm.
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4.3. Histomorfometrik Bulgular

Pozitif kontrol ve melatonin gruplarinda periapikal lezyon alanlarinin
histomorfometrik degerlendirilmesinde iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark tespit edildi (p<0,01) (tablo 8). Melatonin grubunda periapikal lezyon alanlari
pozitif kontrol grubuna gore daha kiigiiktii (p<0,01) (resim 23, 24).

Tablo 8. Histomorfometrik analiz ile elde edilen gruplara ait periapikal lezyon alani
ortalama (mm?) + standart hata ve sira say1 ortalama (rank) degerleri.

Gruplar Ortalama (mm?) Sira ortalamasi (rank)
Negatif Kontrol 0+0 5,5°
Pozitif Kontrol 1,3+0,18 24,6°
Melatonin 0,640,1 16,8"

* Aynmi siitundaki fakli {ist simgeler istatistik acidan gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugunu
gostermektedir (p<0,01).
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Resim 23. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait sinirlar1 belirlenmis periapikal
lezyon alani (1,1 mm?). HE, Bar=500um.
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Resim 24. Melatonin grubundaki bir rata ait sinirlar1 belirlenmis periapikal lezyon
alan (0,8 mmz). HE, Bar=500um.
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4.4. Brown-Brenn Boyama Bulgularn

Bakteri yerlesimlerinin ve yogunlugunun degerlendirilmesinde negatif
kontrol grubunda bazi 6rneklerde sadece dis kronunda az sayida bakteri boyanmasi
goriiliirken, dis kokiinde ve periapikal bolgede bakteriye rastlanmadi (resim 25).
Pozitif kontrol grubunda tiim kesitlerde, 6zellikle kron ve kok igerisinde yaygin
sekilde bakteri kiimeleri dikkati ¢ekti. Periapikal lezyonun icerisinde ise degisik
yogunluklarda bakteri kiimeleri gézlendi (resim 26). Melatonin grubunda kronda ve
kok igerisinde pozitif kontrol grubuna gore daha az yogunlukta bakteri kiimeleri
gozlendi. Periapikal lezyon igerisinde ise sadece birka¢ drnekte notrofillerce fagosite

edilmis bakterilere rastland1 (resim 27).

Bakterilerin biiylik ¢ogunlugu Gram (+) basil seklindeyken, ¢ogu ornekte
Gram (+) ve Gram (-) basillerin karisik sekilde olduklari goriildii. Sadece birkag
ornekte Gram (-) kok tarzinda bakteriler saptandi. Bakteri yerlesimi agisindan negatif
kontrol ve melatonin gruplar1 arasinda istatistik olarak anlamli bir fark goriilmezken
(p>0,05), pozitif kontrol grubu orneklerinde en yiiksek skor degerleri gozlendi
(p>0,01) (tablo 7).
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Resim 25. (A) Negatif kontrol grubundaki bir rata ait kron ve kok bolgesinden alinan
bir kesit, bakteri boyanmasi yok, (B) Negatif kontrol grubundaki bir rata ait
periapikal bolgeden alinan bir kesit, bakteri boyanmasi yok, Brown-Brenn Boyama
(BB), Bar=200pum.

Resim 26. (A) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait kron ve kok bolgesinden alinan
bir kesit, yogun bakteri boyanmasi (oklar), (B) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait
periapikal bolgeden alinan bir kesit, bakteri kiimeleri (oklar), BB, Barlar=100um.
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Resim 27. (A) Melatonin grubundaki bir rata ait kokiin orta tigliisiinden alinan bir

kesit, bakteri boyanmasi (oklar), (B) Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal

bolgeden alinan bir kesit, notrofiller igerisinde fagosite edilmis az sayida bakteri
(oklar), BB, Barlar=100um.

4.5. Immiinohistokimyasal Bulgular

45.1. 1L-1p

Gruplara ait IL-1B (+) hiicrelerin ortalama immunohistokimyasal boyanma

yogunlugu skorlar1 tablo 9°da verildi.

Negatif kontrol grubunda dis cevresindeki bag doku ile pulpadaki bazi
hiicrelerde hafif siddette pozitif immun reaksiyon gozlendi (resim 28). Pozitif kontrol
ve melatonin gruplarinda IL-1f (+) hiicre yogunlugunun negatif kontrol grubundan
daha fazla oldugu goriildii (p<0,01) (resim 29, 30). Melatonin grubunda IL-1B (+)
hiicre yogunlugu pozitif kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamli derecede daha

az bulundu (p<0,01).
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Tablo 9.

IL-1B (+), RANK (+), RANKL (+) ve OPG (+) hiicrelerin

immunohistokimyasal boyanma yogunlugu skorlarinin ortalama + standart hata ve

sira say1 ortalama (rank) degerleri.

IL-1p RANK RANKL OPG
Gruplar Sira Sira Sira Sira
Ortalama | ortalamasi| Ortalama | ortalamasi| Ortalama | ortalamasi | Ortalama | ortalamasi
(rank) (rank) (rank) (rank)
R | 0,8:0,13 | 83° | 1x0,15 | 935° |0,7+0,15| 965 |06+0,16| 6,7
pontit 1934021 | 2257 |2,560,17| 24° |22+025| 231* |18+025| 165"
Melatonin| 1,6+0,27 | 15,7% |1,4+0,22 | 13,2° |1,1+0,23| 13,8 |2,6+0,16| 23,3

* Aym siitundaki fakli iist simgeler istatistik agidan
gostermektedir (p<0,01).

gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugunu
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Resim 28. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede IL-1f ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon (oklar),
Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200pum.
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Resim 29. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede IL-1p ile
immunohistokimyasal boyama, ¢ok sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon (oklar),
Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um.
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Resim 30. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bolgede IL-1 ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon (oklar),
Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200pum.

87



4.5.2. RANK

Gruplara ait RANK (+) hiicrelerin ortalama immunohistokimyasal boyanma

yogunlugu skorlar1 tablo 9°da verildi.

Negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda pozitif kontrol ve melatonin
gruplarinda RANK (+) hiicre yogunlugunun daha fazla oldugu tespit edildi.
Melatonin grubunda RANK (+) hiicre yogunlugu pozitif kontrol grubuna gore
istatistik olarak anlamli derecede daha azken (p<0,01), negatif kontrol grubu ile

aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05) (resim 31-33).
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Resim 31. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede RANK ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon (oklar),
Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um.
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Resim 32. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede RANK ile
immunohistokimyasal boyama, ¢ok sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon (oklar),
Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um.
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Resim 33. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bolgede RANK ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon (oklar),
Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um.
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4.5.3. RANKL

Gruplara ait RANKL (+) hiicrelerin ortalama immunohistokimyasal boyanma

yogunlugu skorlar1 tablo 9°da verildi.

Pozitif kontrol ve melatonin gruplarinda RANKL (+) hiicre yogunlugunun
negatif kontrol grubuna gore daha fazla oldugu tespit edildi. Melatonin grubunda
RANKL (+) hiicre yogunlugu pozitif kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamli
derecede daha azdi (p<0,01). Negatif kontrol ve melatonin gruplari arasinda
RANKL (+) hiicre yogunlugu acisindan istatistik olarak anlamli derecede bir fark
bulunmadi (p>0,05) (resim 34-36).
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Resim 34. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede RANKL ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon (oklar),
Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um.
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Resim 35. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede RANKL ile
immunohistokimyasal boyama, ¢ok sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon (oklar),
Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um.
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Resim 36. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bolgede RANKL ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon (oklar),
Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um.
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4.5.4.0PG

Gruplara ait OPG (+) hiicrelerin ortalama immunohistokimyasal boyanma

yogunlugu skorlar1 tablo 9°da verildi.

Negatif kontrol grubunda az sayida OPG (+) hiicre saptanirken, pozitif
kontrol ve melatonin gruplarinda OPG (+) hiicre yogunlugunun daha fazla oldugu
tespit edildi (p<0,01). Melatonin grubunda OPG (+) hiicre yogunlugu pozitif kontrol
grubuna gore istatistik olarak anlamli derecede fazla bulundu (p<0,01) (resim 37-39).
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Resim 37. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede OPG ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon (oklar),
Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200pm.
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Resim 38. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede OPG ile
immunohistokimyasal boyama, ¢ok sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon (oklar),
Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um.

98



Resim 39. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bolgede OPG ile
immunohistokimyasal boyama, ¢ok sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon (oklar),
Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=200um.
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4.5.5. TRAP

Gruplara ait TRAP (+) (osteoklast) hiicre sayisi ortalamalar1 tablo 10’da

verildi.

Pozitif kontrol ve melatonin gruplarindaki TRAP (+) (osteoklast) hiicre sayisi
negatif kontrol grubuna gore daha fazla bulundu (p<0,01). En fazla TRAP (+)
(osteoklast) hiicre pozitif kontrol grubundaydi (p<0,01) (resim 40-42).

Tablo 10. Gruplara ait immunohistokimyasal TRAP (+) (osteoklast) hiicre sayilar1 +
standart hata.

Gruplar TRAP (+) (osteoklast) hiicre
Negatif Kontrol (n= 10) 7,540,9°
Pozitif Kontrol (n= 10) 30+2,582
Melatonin (n= 10) 14,1+2°

* Aynm siitundaki fakli {ist simgeler istatistik acidan gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugunu
gostermektedir (p<0,01).
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Resim 40. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede TRAP ile
immunohistokimyasal boyama, pozitif immiinreaksiyon gosteren hiicre (osteoklast)
yok, Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=50um.
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Resim 41. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgede TRAP ile
immunohistokimyasal boyama, ¢ok sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon
(osteoklastlar=0oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=50um.
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Resim 42. Melatonin grubundaki bir rata ait periapikal bolgede TRAP ile
immunohistokimyasal boyama, az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon
(osteoklastlar=oklar), Streptoavidin biotin peroksidaz metodu, Bar=50um.
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5. TARTISMA

Apikal periodontitis pulpa enflamasyonunu takiben bakteriyel toksinlerin,
enzimlerin ve zehirli metabolik {riinlerin veya direkt olarak kok kanalindaki
bakterilerin periapikal dokulara girisi ile olusmaktadir. Pulpa enflamasyonu
yayildikca, enflamatuar medyatorler, periapikal dokularin fizyolojisini degistirmeye
baslamaktadir. IL-1, IL-11, IL-17 ve TNF-a gibi sitokinlerin etkisiyle farklilasan ve
aktiflesen (4) osteoklastlar kemik yikimina sebep olmaktadir. Enflamatuar
medyatorler ile osteoklast farklilagmasini ve aktivasyonunu baskilayabilecek bir
ajanin  kullanilmasinin  periapikal dokularda meydana gelebilecek yikim

azaltabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu c¢alismada melatoninin, ratlarda sistemik uygulanmasinin deneysel
periapikal lezyon olusumu iizerine etkileri degerlendirilmis ve melatoninin periapikal
dokuda enflamasyonu baskiladigi, kemik yikimini1 azalttigi, histopatolojik ve

immiinohistokimyasal yontemlerle tespit edilmistir.

5.1. Caliymada Kullanilan Ajanin Se¢imi

Literatiirde periapikal lezyonlarda kemik yikimmin durdurulmasi veya
azaltilmasi amactyla, Tempol (280), Metformin (281), Zoledronik Asit (282), NC-
2300 (283), Odanacatib (ODN) (284), Raloksifen (RLX) (285,286) gibi ajanlarin
kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur. Tempol antioksidan 6zelligi ile lokal veya sistemik
enflamasyon modellerinde doku yaralanmasini azaltmaktadir (287).
Antihiperglisemik bir ajan olarak kullanilan metformin RANKL {izerindeki
baskilayict etkisi ile osteoklast olusumunu ve kemik yikimini azaltirken ayni
zamanda OPG salgilanmasini arttirmaktadir (288,289). Zoledronik asit osteoblastlar
ve osteoklastlar etkileyerek kemik doniistimiinii azaltan, kemik hastaliklar1 ve gesitli
tiimorlerin  kemik metastazlarinda koruyucu ve tedavi edici olarak kullanilan
bifosfonattir (290). Katepsin K osteoklastlardan yiiksek miktarlarda salgilanan bir
sistein proteazdir. NC-2300 ve odanacatib gibi katepsin K inhibitorleri bu enzimi
baskilayarak kemik yikimini engellemektedir (291). Raloksifen menapoz sonrasi

osteoporoz tedavisinde kullanilan bir gesit selektif Ostrojen reseptor modiilatoriidiir
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(SERM) (292). Osteoklastik aktiviteyi engellerken osteoblastik aktiviteyi
uyarmaktadir (293).

Bu ajanlarin kemik metabolizmas: tlizerindeki etkileri kanitlanmis olsa da
ozellikle bifosfanatlarin gastrointesitnal irritasyonlar, akut grip benzeri semptomlar,
bobrek fonksiyonlarinda bozukluklar, ¢cene kemiklerinde osteonekroz, hipokalsemi,
atipik trokanterik femur kiriklar1 gibi yan etkileri bulunmaktadir (294). Raloksifen
kullaniminin ven tromboembolisi ve inme riskindeki artis ile iligkili oldugu

bulunmustur (295,296).

Melatoninin herhangi bir degisime ugramadan tiim fizyolojik bariyerlerden
gecebilmesi ve tiim dokulara ulasabilmesi (183), karacigerde hizli bir sekilde
yikilarak idrar ile atilmasi (197), serbest radikalleri temizleme o&zelligi (10-12),
bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde rol almasi (13,14), yaslanma ve kanser
tizerine olumlu etkileri (15-17), kemik yikimin1 engellemesi (20,21) ve kemik
yapimini arttirmasi (18,19) sebebiyle periapikal lezyonlardaki kemik yikimina karsi

giivenli bir sekilde kullanilabilecegini diislindiirmektedir.

i1k olarak 1917 yilinda kesfedilen ve 1958 yilinda tanimlanan melatonin, gok
genis biyolojik etkileri sebebiyle uzun yilladir tip alaninda birgok calismada
kullanilmustir (17,20,175,183,193,205,212,236,242,297). Endodontide melatonin ile
ilgili sadece bir ¢aligsma bulunurken dis hekimliginin diger dallarinda da sinirl sayida
calisma mevcuttur. Farkli dokularda antirezorptif etkilerinin degerlendirildigi
melatoninin endodontide periapikal lezyonlar iizerine olasi etkileri ilk olarak bu
calisma ile ortaya konulmustur. Literatiirde melatoninin kullanildigi deneysel
periapikal lezyon modeli olusturulan herhangi bir hayvan c¢alismasi
bulunmamaktadir. Li ve ark. (2015) calismalarinda deneysel pulpitis olusturulan
ratlarda [P 10 mg/kg melatonin uygulamasinin pulpa enflamasyonuna kars1 koruyucu
etkisi oldugunu bildirmislerdir (275). Bunun disinda periodontoloji alanindaki az
sayida ¢alismada melatoninin 10 mg/kg’lik dozu tercih edilmis ve olumlu etkileri
bulunmustur (253-255). Bu sebeple bizim ¢alismamizda da melatonin 10 mg/kg
olarak uygulanmistir ve melatoninin doza baglh etkisi ile ilgili bir inceleme

yapilmamastir.
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5.2. Cahismada Kullanilan Yontemlerin Secimi

Hayvan deneyleri insan ve hayvan hastaliklar1 hakkinda bilgi edinmek, yeni
bir maddeyi test etmek veya yeni cerrahi teknikleri denemek amaciyla bilime ve
bilim insanlarina yardimci olmaktadir (258). Endodontide rat (280,281,298-300),
kopek (301,302), gelincik (303), kedi (276) ve fare (304,305) gibi deney

hayvanlarinda periapikal lezyon modelleri olusturulan ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur.

Ratlarin oral mikrofloras: ile pulpa ve periodontal dokulari, insanlarin oral
mikroflorasi ile pulpa ve periodontal dokularina benzemektedir (306-308). Ayrica
kolay iireyebilmeleri, deney uygulamalarinda kullanim ve bakim kolayligi, ekonomik
olmasi, evrim diizeyi ylksek diger memelilerin kullanimini azaltmasi, kisa siirede
genetik acidan benzer gruplarin olusturulabilmesi gibi pek c¢ok yonden
avantajlidir (309,310). Bu gibi sebeplerle ¢alismamizda periapikal lezyon modelinin

olusturulmasinda ratlar tercih edilmistir.

Ratlarin dis boyutlar1 diger deney hayvanlarina oranla oldukea kiiciik oldugu
icin literatlirde yapilacak calisma Oncesinde pratik yapmanin, ¢alismanin basarisini
arttiracagl bildirilmistir (309). Bu sebeple ¢alisma Oncesinde el yeteneginin
gelistirilmesi amaci ile rat kadavrasinda pratik uygulamalar yapildi. Daha sonra 2
adet canli hayvanda yapilan bir 6n c¢alisma ile ratlarin azi1 dislerinde pulpa
ekspozunun uygulanabilirligi, konumu, derinligi ve 21 giiniin periapikal lezyon
olusumu agisindan yeterliligi ve buna bagli olarak ratlarin sakrifiye edilme zamanlari

belirlendi.

Ratlarda her yarim ¢enede 1 adet kesici dis ile 3 adet az1 dis bulunmaktadir.
Keser dislerin stirekli olarak siirmesi apekslerinin acik olmasi gibi sebeplerle
periapikal dokularin incelendigi ve periapikal lezyon modelinin olusturulan
caligmalarda genellikle alt birinci biliyilkk az1 disler tercih edilmektedir
(280,281,298,299). Bu ¢alismada da alt birinci biiyiikaz1 disler; az1 dislerin periapikal
lezyon modeline uygun olmasi, histolojik kesitlerde incelenmesinin kolay olmasi gibi
nedenlerle kullanilmistir. Rat az1 dislerine ulasma zorlugu ve goriis agisinin kisith
olmas1 gibi olumsuz faktorlerin Oniine ge¢cmek icin calismamizda dental presel

modifiye edilerek 6zel agiz agma aletleri tasarlanmis ve gelistirilmistir.
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Literatiirde periapikal lezyon modelinin olusturulmasinda genellikle benzer
yontemler kullanmilmustir. Birgok c¢alismada azi dislerin pulpalar1 agiz ortamina
acilmis, kavitelere herhangi bir uyaran uygulanmadan deney siiresince acik halde
birakilmistir (280,281,298,299). Bazi ¢alismalarda ise agilan Kkavitelere ¢esitli
endodontik patojen bakteri karigimi (porphyromonas gingivalis, prevotella
nigrescens, actinomyces viscosus, fusobacterium nucleatum) yerlestirildikten sonra
kaviteler agiz ortamima agik birakilmistir (304,305,311). Chuang ve ark, (2012)
periapikal lezyon olusturmak amaci ile kavite actiktan sonra kok kanalina LPS
yerlestirmis ve kaviteleri giliclendirilmis ¢inko oksit ojenol siman ile
kapatmiglardir (312). Yaptigimiz 6n c¢alismada herhangi bir uyaran olmadan
kavitelerin 21 giin boyunca agiz ortamina agik birakilmasiin periapikal lezyon
olusumunda yeterli oldugu goriildii. On ¢alismadan elde edilen bulgular ve daha dnce
yapilmis bir¢ok calisma gz oniinde bulundurularak bu ¢alismada pozitif kontrol ve
melatonin gruplarindaki ratlarin alt ¢ene 1. biiyiikk az1 dislerinin pulpalar1 okluzal
yiizeylerde sinif I kaviteler hazirlanarak ekspoze edildikten sonra kaviteler 21 giin

boyunca agiz bosluguna agik halde birakildi ve lezyon olusumu saglandi.

Bircok ¢alismada periapikal lezyon olusumu ve boyutlar 7, 14, 21, 28, 35 ve
42 giin gibi farkli zamanlarda incelenmis ve karsilastirilmigtir. Liu ve ark,
(2014) (313) lezyon boyutunun 0-28 giinler arasinda arttigin1 ve bu siireden sonra
sabit kaldigini, Zhang ve ark, (2014) (314), 0-21 giinler arasinda lezyon boyutlarinin
arttigini, 21. ve 28. giinlerdeki lezyon boyutlar1 arasinda anlamli bir fark olmadigin
bildirmistir. Calismamizda periapikal lezyon olusum siiresi ile ilgili bir
degerlendirme yapilmasi amaglanmadigi i¢in deney siiresi Suzuki ve ark. (2015)

calismalarindaki (283) gibi 21 giin olarak belirlenmistir.

Pulpa enfeksiyonunu takiben meydana gelen periapikal lezyonlardaki kemik
yikim alani radyografik tekniklerle tespit edilip degerlendirilebilmektedir. Daha 6nce
yapilan bir¢ok ¢aligmada ratlarda deneysel olarak olusturulan periapikal lezyonlarin
boyutlari uCT (282,299), fosfor plak (280,286) veya dijital sensor (312,315)
kullanilarak radyografik olarak degerlendirilmistir. Bu ¢alismada periapikal lezyon
boyutu ve piksel degerlerinin incelenmesinde dijital sensér (ProSensor, Planmeca
OY, Helsinki, Finlandiya) kullanilmistir. Chuang ve ark, (2012) LPS ile indiiklenen

pulpa enflamasyonu sonrasi gelisen periapikal lezyonlarin radyografik ScanX (Air
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Techniques, Melville, ABD) goriintli analiz programinda degerlendirmislerdir. Alt
cene 1. bliyiik az1 dislerinin distal koklerindeki periapikal lezyon alanlar1 6nceden
alan1 bilinen bir standart ile programin kalibrasyonu yapildiktan sonra mm? olarak
hesaplanmistir (312). Bu c¢alismada benzer sekilde alt ¢ene 1. biiyiikaz1 dislerin
meziyal koklerindeki periapikal lezyonlara ait dijital goriintiiler Image J (version
1.48, National Institute of Health, ABD) goriintii analiz programina aktarilarak,
uzunlugu (mm) ve piksel degeri bilinen bir skala yardimi ile kalibrasyon yapilmis ve
lezyon alanlar1 hesaplanmistir. Deneysel olarak olusturulan periapikal lezyonlarin
histopatolojik ve radyografik olarak degerlendirildigi baska bir ¢aligmada (316);
radyografik goriintiiler fosfor plaklar (PSP/ Digora-Soredex, Finlandiya) kullanilarak
elde edilmis ve lezyon boyutlar1 ile lezyon boélgesinin piksel degerleri de Image J
(version 1.33, National Institute of Health, ABD) programi kullanilarak
hesaplanmistir. Bu ¢alismada da benzer sekilde piksel degerleri dl¢lilmiis ve gruplar

arasindaki farklar karsilastirilmistir.

Periapikal lezyonlarda enflamasyon, kemik yikimu ile iligkili medyatorler ve
hiicreler, bakteri varligi ve yerlesimi farkli yontemler kullanilarak
incelenebilmektedir. Bunlar; polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) (126), enzim bagh
immunosorbent deney (ELISA) (284), HE boyama ile histolojik inceleme (276) ve
histomorfometri (304), immiinhistokimya (285), TRAP boyama (285), Brown-Brenn
boyama (317), gibi yontemlerdir. PCR ve ELISA ile kantitatif sonuglar elde
edilebilse de incelenecek parametrelerin konumunu ve hiicreler ile iligkisini gormek
miimkiin olmamaktadir. Histopatolojide kantitatif sonuglar elde etmek zor olsa da
skorlama  yontemi  kullamilmakta ve  sonuglar  semi-kantitatif  olarak
degerlendirilebilmektedir. Ayrica hiicreler, bag dokusu, kemik yikim alanlari,
hiperemi, 6dem veya apse varligi yerinde incelenebilmektedir. Ayni sekilde
immiinohistokimya ile enflamasyon ve kemik yikiminda rol alan pek ¢ok medyator
semikantitatif olarak yerinde tespit edilerek hangi hiicrelerle iligkili oldugu

incelenebilmektedir ve farkli galismalarda bu yontem kullanilmistir (281,312).

Histomorfometri ile histolojik kesitlerden elde edilen goriintiiler lizerinde
periapikal bolgedeki kemik yikim alani hesaplanabilmektedir. Deneysel periapikal
lezyon olusturulan bircok c¢alismada periapikal lezyon alami ile ilgili

histomorfometrik degerlendirmeler yapilmistir (281,282,286,304,313,318). TRAP
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boyama ile kemik yikimdan sorumlu hiicreler olan osteoklastlar boyanarak kemik
yikim alanindaki osteoklast varligi, sayist ve konumu incelenebilmektedir
(313,314,317). Brown-Brenn boyama ile pulpa ve periapikal doku hastaliklarinin
esas etyolojik faktorii olan bakterilerin varligi, kok kanali ve periapikal lezyon

igindeki konumu degerlendirilebilmektedir (317,319,320).

Histopatoloji, histomorfometri, immiinohistokimya, TRAP boyama ve
Brown-Brenn boyamanin avantajlari géz Oniinde bulundurularak calismamizda
enflamasyon ve kemik yikiminda rol alan medyatorler ile hiicrelerin dis ve g¢evre
dokulardaki varligi, konumu ve miktari, kemik yikim alaninin boyutu, ilgili dis ve
cevre dokulardaki bakteri varligt ve konumu bu yontemler kullanilarak

degerlendirildi.

5.3. Radyografik Bulgularin Degerlendirilmesi

Literatiirde melatoninin ratlarda deneysel olarak olusturulan periapikal lezyon
boyutlar1 ve piksel degerleri iizerine etkilerinin radyografik teknikler ile arastirildigi
herhangi bir ¢alisma bulunmasa da periapikal kemik yikimindaki etkileri arastirilan

farkli ajanlarin kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur (280,282,284,286).

Wolle ve ark, (2012) antioksidan bir ajan olan Tempol’iin kardiyomiyopatili
ve saglikli ratlarda deneysel periapikal lezyon olusumu {izerine etkilerini
aragtirdiklar1 ¢aligmada, radyografik degerlendirmeden elde edilen bulgulara gore;
Tempol’iin sistemik uygulanmasinin periapikal lezyon alanlarinda azalmaya yol

actigini bildirmislerdir (280).

Bagka bir c¢alismada Gomes-Filho ve ark, (2015) ovaryumu c¢ikarilmis
ratlarda raloksifen’in deneysel olarak olusturulan periapikal lezyonlar {iizerine
etkilerini 7 ve 30 giinliik siirelerde arastirmiglardir (286). Periapikal kemik yikim
alan1 radyografik olarak degerlendirilmis ve radyografik yogunlugin 30. giinde 7.
giine gore daha diisiik oldugunu, ayn1 zaman diliminde ise gruplar arasinda anlaml

bir fark bulunmadigini bildirmislerdir.

Melatoninin; Tempol gibi antioksidan 6zellikleri, raloksifen gibi antirezorptif
etkileri olmas1 ve radyografik degerlendirmeler agisindan anlatilan ¢alismalar ile

benzer niteliktedir. Bu calismada da melatonin ratlarda deneysel periapikal lezyon
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modellerinde kemik yikiminmi radayografik olarak azaltmistir. Fakat piksel degeri
acisindan deney grubu ve pozitif kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir. Bu bulgu ii¢ boyutlu bir dokunun dijital radyografi ile iki boyuta
indirgenmesi ve dijital periapikal radyografinin pCT, CBCT gibi gelismis
radyografik  tekniklere gore dezavantajlarindan (¢Oziintirlilk, densite vs)
kaynaklanmis olabilir. Ayrica incelenen dokunun ¢ok kiiciik olmasi da
degerlendirmelerin hassasiyeti etkileyebilir. Bu ¢aligmada periapikal lezyon boyutlar:

histomorfometrik olarak da degerlendirilmis ve radyografik bulgular pekistirilmistir.

5.4. Histopatolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

Literatiirde farkli ajanlarin periapikal lezyon modellerindeki kemik yikimi
tizerine etkilerini histopatolojik olarak degerlendiren ¢aligmalar mevcuttur. Suzuki ve
ark, (2015) Katepsin K inhibitorii olan NC-2300 {in periapikal kemik yikimindaki
rollinii degerlendirmeyi amacladiklar1 ¢aligmalarinda 21 giin sonunda hem deney
grubu hem de pozitif kontrol grubunda koék c¢evresinde apse olusumu ve ¢esitli
notrofil ve makrofajlarin goriildiigiinii  bildirmislerdir (283). Benzer sekilde bu
calismada da pozitif kontrol ve melatonin gruplarinda 21. giin sonunda periapikal
dokularda ¢ogunlugunu noétrofil 16kositlerin olusturdugu ve mononiikleer hiicrelerin

de bulundugu yangisal hiicre infiltrasyonlar1 goriilmiistiir.

Aminoguanidin (AG)’ in periapikal lezyonlardaki enflamatuar cevap iizerine
etkisinin histolojik olarak degerlendirildigi arastirmada AG’nin periapikal
enflamasyou anlamli derecede azalttig bildirilmistir (276). AG’nin etkisi histolojik
olarak alaninda uzman bir patolog tarafindan degerlendirilmis ve baska bir yontem
kullanilmamistir. Bu c¢aligmada ise histopatolojik degerlendirmelerin yaninda, IL-1f3
sitokini, kemik yikiminda 6nemli rolii oldugu bilinen RANK, RANKL ve OPG

immunohistokimyasal tespit edilmistir.

Sistemik olarak alinan melatoninin dental dokulardaki etkileri ile ilgili az
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Periodontitis modeli olusturulan diabetik ve saglikli
ratlarda melatoninin sistemik uygulamasinin oksidatif stres parametrelerinin
biyokimyasal olarak, alveoler kemik kaybi iizerine etkilerinin histolojik olarak

arastirlldigr bir calismada; melatoninin oksidatif stres indeksini ve alveoler kemik
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kaybini azalttig1 bildirilmistir (254). Periodontitis modeli olusturulan diabetik ve
saglikli ratlarda melatoninin sistemik uygulamasinin proenflamatuar sitokin
seviyeleri, apopitoz ve lipid metabolizmasi iizerine etkilerinin biyokimyasal olarak
degerlendirildigi, alveoler kemik kaybi {izerine etkilerinin ise histolojik olarak
degerlendirildigi baska bir ¢alismada; melatoninin osteoklastik aktiviteyi ve alveoler
kemik kaybini azalttigi gosterilmistir (253). Li ve ark, (2015)’nin sistemik
melatoninin pulpitis {lizerine etkilerini aragtirdiklar1 ¢aligmada (275); histolojik olarak
pulpada meydana gelen hasarin melatonin uygulamasi ile diizeltildigi ve meydana
gelen nekrozun melatonin uygulanan deney grubunda diger gruplardan diisiik oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alismada da benzer sekilde histopatolojik olarak enflamasyon
siddeti karsilastirildiginda, melatonin grubunun, pozitif kontrol grubuna gore anlaml

diizeyde daha diistiik skor degerleri aldig1 goriilmiistiir.

5.5. Histomorfometrik Bulgularin Degerlendirilmesi

Periapikal lezyonlar, enfekte kok kanallarindaki bakteriyel enfeksiyona karsi
konak savunma yanitt sonucu, periapikal enflamasyon ve kemik yikimiyla
tanimlanmaktadir (126). Periapikal lezyonlarda meydana gelen kemik yikim alani
histopatolojik kesitlerden elde edilen dijital goriintiiler iizerinde histomorfometrik
analizler ile degerlendirilebilmektedir. Ratlarda, apikal periodontitis modelinde
monosit kemotaktik protein (MCP)-1 ve reseptorii C-C kemokin reseptor 2 (CCR2)
varlig1 ve yerinin farkli yontemler ile degerlendirildigi bir ¢alismada, periapikal
lezyon alan1 0, 7, 14, 21, 28 ve 35. giinlerde histomorfometrik olarak ol¢iilmiistiir.
Lezyon alanimin 0-28. giinler arasinda anlamli derecede arttig1 ve daha sonra stabil
hale geldigi bildirilmistir (313). Bu ¢alismada histomorfometrik olarak 21. giinde
Olciilen lezyon alan1 (0.9 mm?) ile calismamizda pozitif kontrol grubunda elde edilen
deger (1.3 mmz) uyum gostermektedir. Ayni zamanda arastirmacilarin 0. giinde
Olctiikleri lezyon alani (0.1 mmz) ile calismamizdaki negatif kontrol grubu degerleri

(0.0 mm?) benzerdir.

Silva ve ark, (2011) periapikal kemik yikiminda indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iINOS) ve fagosit oksidaz (PHOX) enzimlerinin roliinii arastirdiklar:
calismalarinda; saglikli, iNOS ve PHOX eksikligi olan farelerden olusan gruplarda

periapikal kemik yikim alanini histomorfometrik olarak degerlendirmislerlerdir. Bu
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calismada 14 giinliik deney siiresi sonunda saglikli farelerde periapikal lezyon
olusumu indiiklenen ve indiiklenmeyenler arasinda lezyon alanlar1 agisindan anlamhi
bir fark bulunmadig: bildirilmistir (318). Bunun aksine ¢alismamizda pozitif kontrol
grubunda periapikal alanda lezon olusumu gozlenirken negatif kontrol grubunda
lezyon olugsmamistir. Bulgular arasindaki farklilik deney siiresinin daha uzun olmasi
(21 gilin), incelenen dokunun daha biiyiik olmasi (deney hayvani olarak ratlarin

kullanilmasi) ile agiklanabilir.

Garlet ve ark, (2010) CCR2’nin farelerde periapikal lezyon gelisiminde,
osteoklast farklilagmasi ve uyarilmasinda, enflamatuar osteoliz iliskili meyatorlerin
aciga c¢ikmasindaki roliinii arastirdiklar1 calismalarinda; 3, 7, 14 ve 21 giinliik
stirelerde periapikal lezyon boyutunu histomorfometrik olarak degerlendirmislerdir.
Saglikl farelerde periapikal lezyon boyutu 3. ve 14. giinler arasinda artig gosterirken,
14. ve 21. giinler arasinda anlamli bir fark olmadigi; CCR2 eksikligi bulunan
farelerde 7. ve 21. giinlerde saglikli fareler ile karsilastirildiginda anlamli derecede
daha biiyiik lezyonlarin goriildiigii bildirilmistir (304). Calismamizda da melatonin
grubunda, pozitif kontrol grubuna gore periapikal lezyon boyutlarinin daha kiigiik
oldugu tespit edilmistir. Yapilan c¢alismalarda CCR2’nin osteoklast Onciilerinin
kemoatraksiyonu ve osteoklast farklilagsmasi ile iligkili oldugu
bildirilmistir (321,322). Benzer sekilde melatonin de osteoklast farklilagsmasi ve
olusumunda rol oynamaktadir ve bu agidan Garlet ve ark, (2010)’nin bulgular ile

calismamiz bulgular1 paralellik gostermektedir.

5.6. Brown-Brenn Boyama Bulgularinin Degerlendirilmesi

Bakteri ve bakteri {irlinlerinin invazyonu pulpa dokusunda enflamatuar
reaksiyonu uyarmakta ve kontrol altina alinmazsa periapikal dokularda kronik
enfeksiyona yol agmaktadir (22). Bu siireg, kok ucunda osteolitik lezyon olusumu ile
sonuclanan dogal ve kazanilmis bagisiklik hiicrelerinin uyarilmasi ve toplanmasini
iceren bir dizi enflamatuar cevaptir (1,323). Brown-Brenn boyama (277),
bakterilerin dis kronu, kok kanal sistemi ve periapikal dokulardaki yeri ve varligini

degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir (279,317,319,320).
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TLR2 eksikliginin farelerde periapikal lezyonlarin olusumu ve ilerleyisi
tizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada (317); bakteri varligi ve yeri Brown-
Brenn boyama yontemi ile degerlendirilmistir ve bakteri penetrasyonu De Rossi ve
ark, (2008)’nin gelistirdigi skorlama sistemi modifiye edilerek gosterilmistir.
Deneysel periapikal lezyon olusturulan tiim Orneklerde kok kanal sisteminde
bakterilere rastlandigi, saglikli kontrol grubu ile TLR2 eksikligi bulunan deney grubu
arasinda anlamli bir fark bulunmadigi, o6zellikle dis kronu ile kokiin koronal
ticliisiinde daha fazla bakteri oldugu ve hicbir 6rnekte periapikal lezyon igerisinde
bakteriye rastlanmadigi bildirilmistir (317). Bu arastirma ile ayni ydntemleri
kullanarak IL-22 eksiliginin etkilerini degerlendiren De Oliveira ve ark, (2015),
Brown-Brenn boyama ile saglikli kontrol grubu ile IL-22 eksikligi olan farelerden

olusan deney grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadigin bildirmislerdir (319).

Myeloid farklilasma primer cevap geni (MyD88) eksikliginin farelerde
periapikal lezyonlarin olusumu ve ilerleyisi {izerine etkilerinin arastirildig1 benzeri
bir ¢alismada (320) bakteri varligt ve yeri Brown-Brenn boyama yontemi
kullanilarak ve aymi skorlama sistemi ile degerlendirilmistir. Saglikli fareleden
olusan kontrol grubunda, dis kronunda ve kokiin koronal iicliisiinde daha fazla
bakteri bulundugu ve periapikal lezyon igerisinde bakteriye rastlanmadigi
bildirilmistir. MyD88 eksikligi olan farelerden olusan grupta ise kontrol grubunun
aksine mikrobiyal enfeksiyonun periapikal bolge ve lezyona kadar uzandig
bildirilmistir. Apikal {clii, sement lakiinleri ve periapikal lezyon igerisinde
bakterilere rastlandigi ve iki grup arasinda ortaya ¢ikan anlamli farkin, MyD88
eksikliginde konak direnci ve enfeksiyon ile savas kabiliyetinin azalmasindan
kaynaklanabilecegi bildirilmistir (320). Bu ¢alisgmada da yukarida bahsedilen
calismalarda kullanilan skorlama sistemi kullanilmig, Brown-Brenn boyama sonucu
periapikal lezyon olusturulan tiim gruplarda biitiin Orneklerde bakteri varlig
gozlenmis ve genellikle kron ve kok igerisinde yogun bakteri kiimelerine
rastlanmistir. Pozitif kontrol grubunda tiim dis kesitlerinde, 6zellikle kron ve kok
pulpasinda yaygin sekilde bakteri kiimeleri dikkati ¢ekerken, periapikal lezyonun
icerisinde bazi alanlarda degisik yogunluklarda bakteri kiimeleri gdzlenmistir.

Melatonin grubunda ise kron ve kok pulpasinda pozitif kontrol grubuna gore daha az
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yogunlukta bakteri kiimeleri gozlenmis, periapikal lezyon igerisinde sadece birkag

ratta notrofillerce fagosite edilmis bakterilere rastlanmistir.

Literatiirde melatoninin deneysel periapikal lezyon modellerinde bakteri
varlig1 ve yerlesimine etkisini degerlendiren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Fakat melatoninin; TLR2, IL-22 ve MyD88 gibi konak savunma yanitinda énemli
rolii oldugu bilinmektedir. TLR2, IL-22 ve MyDS88 eksikliginin negatif etkileri
aragtirmalarda gosterilmis, bu calismada melatonin uygulamasinin pozitif etkileri
degerlendirilmis ve melatoninin ratlarda deneysel olarak olusturulan periapikal
lezyonlarda bakteri varlig1 ve yerlesimini etkiledigi Brown-Brenn boyama yontemi

ile kanitlanmustir.

5.7. IL-1p i¢in Immiinohistokimyasal Bulgularin Degerlendirilmesi

IL-1B, IL-1’in alt gruplarindan bir tanesidir. Baz1 ¢aligmalarda, periapikal
lezyonlarda en sik IL-1p formunun tespit edildigi bildirilmistir (119-122). IL-18, T
lenfositlerin uyarilmasinda ve lenfosit iiretiminde, B lenfositlerin ¢ogalmasi ve
antikor iiretiminde, fibroblastlarin ¢ogalmasinda, monosit ve fibroblastlardan PGE;
tretiminin ~ uyarilmasinda rol  oynar (324,325). Notrofillerin  kemotaksisi,
etkinlestirilmesi ve endotel hiicrelerinin islevlerine etki etmektedir (326,327).
Periapikal lezyonlarin ilerlemesi IL-1B, TNF-a ve RANKL tarafindan uyarilan kemik
rezorpsiyonuna baglidir (126,328).

Stashenko (1990), o6zellikle periradikiiler seviyedeki IL-1’in osteoklast
aktivasyonu iizerine etkisinden dolay1r potansiyel bir kemik yikim medyatorii
oldugunu ve bu sebeple periradikiiler lezyonlarin patogenezinde o©nemli rol
oynadigmi bildirmistir (112). Baska bir c¢alismada insan apikal periodontitis
lezyonlarindan elde edilen bakteri ve endotoksin ile uyarilan kiiltiir ortamindaki
makrofajlardan salgilanan IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-10 ve PGE2 seviyeleri ELISA ve
PCR yontemi kullanilarak degerlendirilmis ve tiim kiiltiirlerde IL-1B, TNF-a, IL-6,
IL-10 ve PGE2’nin bulundugu bildirilmistir (329).

Kawashima ve ark, (2007) ratlarda deneysel olarak olusturulan periapikal
lezyonlarda RANKL, RANK, OPG ve IL-1f, IL-1a, IL-10, TNF-a sitokinlerinin
mRNA ekspresyonlarini real-time PCR ile degerlendirdikleri ¢aligmalarinda 1L-1f3,
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IL-1la ve TNF-a ekspresyonunun saglikli periapikal dokularda goriildiigiinii ancak
seviyelerinin periapikal lezyon olusumunun indiiklenmesinden 2 hafta sonra sert bir
sekilde yiikseldigini gostermislerdir (126). IL-la ve TNF-a ekspresyonlarmin 3.
haftada, IL-1B ekspresyonlarmin ise 4. haftada en yiiksek seviyede oldugunu
bildirmislerdir (126). Bu ¢alismada immunohistokimyasal olarak saglikli periapikal
dokularda bir miktar IL-1p reaksiyonu goriiliirken, lezyon tetiklenmesinden 3 hafta
sonra IL-1B immun reaksiyonu anlamli derecede artis gostermistir. Calismamizda
stire bazinda bir degerlendirme yapilmadig icin IL-1p seviyesinin hangi haftada en

yuksek seviyeye ulastig ile ilgili bir yargiya varilamamaktadir.

Silva ve ark, (2011) periapikal kemik yikiminda iNOS ve PHOX enzimlerinin
roliinii aragtirdiklar1 ¢alismalarinda; IL-1B3, TNF-0, RANK, RANKL, OPG ve MCP-
1 mRNA ekspresyonunu gergek zamanli PCR ile degerlendirmislerdir. IL-1p, TNF-
a, RANK, RANKL ve MCP-1 deneysel periapikal lezyon olusturulan tiim gruplarda
artis gostermistir (318). Calismamizda IL-1 in alt gruplarindan birisi olan IL-1p’nin
deneysel periapikal lezyondaki varligi, konumu ve miktar1 immunohistokimyasal
olarak degerlendirilmistir. Deneysel periapikal lezyon olusturulan pozitif kontrol ve
deney grubunda IL-1p (+) hiicre yogunlugunun herhangi bir islem uygulanmayan

negatif kontrol grubundan daha fazla oldugu izlenmistir.

Endodontide melatoninin etkilerinin aragtirildig1 tek calismada Li ve ark.
(2015) ratlarda deneysel akut pulpitis modelinde ve insan pulpasi hiicre kiiltiiriinde
TLR4, niikleer faktor kappa B (NF-xB), IL-1B, IL-18 ve TNF-a degerlerini
izlemislerdir (275). Pulpa yaralanmasinin 5 giinliik siirecte akut pulpa enflamasyonu
ve pulpa nekrozuna sebep oldugunu ve serum IL-1f, IL-18 ve TNF-o degerlerini
anlamli derecede arttirdigini, sistemik melatonin uygulamasinin = serumdaki
sitokinlerin artisin1 ve pulpa nekroz oranimi baskiladigini bildirmislerdir. Deney
baslangici ile karsilastirildiginda akut pulpitisli ratlarin pulpasindaki TLR4, NF-xB,
IL-1B, ve TNF-a miktarinin arttigini, melatoninin IL-1f, ve TNF-a tiretimini azalttig
gibi TLR4, NF-«kB’yi de azalttigin1 gostermislerdir. Bu ¢alisma deneysel pulpitis
modeli kullanilarak pulpadaki proenflamatuar sitokinlerin incelenmesi, melatoninin
pulpa dokusundaki etkilerinin degerlendirmesi agisindan c¢aligmamizla benzerdir.
Calisgmamizda saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda deneysel periapikal

lezyon modellerinde IL-1B (+) hiicre yogunlugunun daha fazla oldugu ve
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melatoninin  IL-1p salgilanmasin1  baskiladigi immiinohistokimyasal olarak

gosterilmistir.

5.8. RANK, RANKL ve OPG i¢cin Immiinohistokimyasal Bulgularin

Degerlendirilmesi

TNF ligand ve reseptor ailesinin iiyeleri olan RANKL (5,6), reseptori
RANK (7) ve dogal antegonisti OPG (8,9)’nin kesfedilmesi osteoklastlarin
farklilagmasi ve islevlerinin nasil diizenlendigi konusunu aydinlhiga kavusturmustur.
Bu ii¢ molekiil kemik yapim ve yikiminda, osteoklast ve osteoklast onciillerinin
farklilagmasi, aktivasyonu ve yasami i¢in anahtar diizenleyicilerdir (5,6,9).
“Osteoclast differentiation factor” (ODF), “osteoprotegerin ligand” (OPGL) veya
“TNF-related activation induced cytokine” (TRANCE) olarak da bilinen RANKL,
osteoklastogenezin uyarilmasinda en 6nemli faktordiir ve ¢alismalarda RANKL’dan

yoksun fareler osteopetrotik fenotip gostermistir (330).

Menezes ve ark, (2006) periapikal kist ve graniilomlarda RANKL varligini
gostermis ve periapikal lezyon gelisimine katildigini bildirmislerdir (331). Sabeti ve
ark, (2005) RANKL’ 1 kemik rezorpsiyonunu indiikleyerek apikal periodontitislerde
rol oynadigini rapor etmislerdir (332). Osteoklast olusumu “Osteoclastogenesis
inhibitory factor” (OCIF) olarak da bilinen OPG ve RANKL arasindaki denge ile
diizenlenmektedir (333).

Kawashima ve ark, (2007) rat periapikal lezyonlarinda RANKL, RANK,
OPG ve IL-1B, IL-1a, IL-10, TNF-a sitokinlerinin mRNA ekspresyonlarini gergek
zamanlt PCR ile degerlendirdikleri ¢alismalarinda RANKL ekspresyonunun saglikli
periapikal dokularda goriildiigiinii bildirmislerdir. RANKL seviyesinin lezyon
tetiklemesinden 1 hafta sonraya kadar ayni seviyede kadigini, 2 hafta sonra ise
anlamli derecede arttigim1 ve 3 hafta sonra en yliksek seviyeye ulastigim
gostermislerdir. RANK ve OPG deki degisimin de RANKL ile benzer oldugunu ve
RANKL/OPG oranmnin ise 2. ve 3. haftalarda arttigini bildirmislerdir (126). Bu
calismada da saglikli negatif kontrol grubu orneklerinde RANKL, RANK, OPG (+)
hiicre yogunlugunun, periapikal lezyon olusumu indiiklenen pozitif kontrol ve deney

grubu orneklerinden istatistik olarak daha az oldugu bulunmustur.
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Calismamizda slire bazinda bir degerlendirme yapilmadigr i¢in RANKL,
RANK ve OPG seviyesinin hangi haftada en yliksek seviyeye ulastigi ile ilgili bir

yargtya varilamamaktadir.

LPS ile indiiklenen periapikal lezyonlarda RANKL ve OPG degerleri, 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8. haftalarda PCR ve immunohistokimyasal yontemler kullanilarak takip
edilmistir (312). RANKL mRNA ekspresyonu negatif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 1. ve 2. haftalarda anlamli derecede daha diisiik, 7 ve 8. haftalarda
anlamli derecede daha yiiksek bulunmus, 3, 4, 5 ve 6. haftalarda ise anlamli bir fark
bulunmadigr bildirilmistir. OPG mRNA ekspresyonu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda tiim haftalarda dalgali bir seyir izlemis ve anlamli derecede daha
diisiik bulunmustur. Immiinohistokimyasal degerlendirmede; kontrol grubunda
saglikli dokularda ¢ok az miktarda RANKL ve OPG (+) hiicre oldugu, 3-8 haftalar
arasinda RANKL ve OPG (+) hiicre miktarinin arttig1 gosterilmistir. Baz1 gruplarda
kesitlerin boyama isleminde ortaya c¢ikan problem sebebiyle RANKL ve OPG
aktivitesinin degerlendirilemedigi bildirilmistir (312). Bu ¢alisma ile benzer sekilde
calismamizda immunohistokimyasal olarak kontrol grubunda saglikli dokularda daha
az yogunlukta RANKL ve OPG (+) hiicre tespit edilirken, 21. giinde pozitif kontrol
grubundaki RANKL ve OPG (+) hiicre yogunlugunun anlamli derecede daha fazla
oldugu bulunmustur. Bununla birlikte ¢alismamizda RANK (+) hiicre yogunlugu da
degerlendirilmis ve kontrol grubunda saglikli dokularda daha az yogunlukta RANK
(+) hiicre tespit edilirken, 21. giinde pozitif kontrol grubundaki RANK (+) hiicre
yogunlugu anlamli derecede daha fazla bulunmustur. Ayrica immunohistokimyasal
boyamalar herhangi bir problem ile karsilasilmadan tiim kesitlerde basarili bir

sekilde gergeklestirilmistir.

Melatoninin; dolayli olarak antioksidan, direkt olarak serbest radikal
temizleme ve RANKL iizerindeki baskilayict etkileri yoluyla osteoklastlarin
etkinligini ve bu sayede kemik yikimimi azalttigi bilinmektedir (19-21,247). Fakat
melatoninin periapikal lezyonlarda kemik yikimi iizerindeki etkilerinin RANK,
RANKL ve OPG’nin degerlendirilmesi yolu ile arastiran bir ¢alisma

bulunmamaktadir. Bu durum ¢alismamizin 6zgiinliiglinii ortaya koymaktadir.
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Melatonin disindaki bazi ajanlarin RANK, RANKL ve OPG seviyelerine
etkilerinin immunohistokimyasal olarak degerlendirildigi caligmalar
mevcuttur (281,285). Bir ¢aligmada metforminin ratlarda deneysel olarak olusturulan
periapikal lezyon ve RANKL/OPG orani iizerindeki etkileri 14. ve 28. giinlerde,
histoloji, enzim histokimyasi, immunohistokimya ve immunoflorosan yontemleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Periapikal alanda 14. ve 28. giinlerde RANKL (+) ve
OPG (+) hiicrelerin agik olarak goriildiigii, 14. giinde metformin ile tedavi edilen
grupta RANKL (+) hiicre sayisinin kontrol grubuna gore anlamli derecede daha
diisiik bulundugu, diger yandan metformin ile tedavi edilen grupta 28. giinde OPG
(+) hiicre sayisinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundugu
bildirilmistir. Sonug¢ olarak metforminin periapikal lezyonlarda osteoklast sayisini ve
kemik yikimini azalttigi ve bu etkinin RANKL/OPG yolu tizerinden gerc¢eklestigi
gosterilmistir (281). Bu c¢alismada negatif kontrol grubuna yer verilmemis ve bu
sebeple saglikli periapikal dokular {iizerinde degerlendirme ve karsilastirma
yapilmamistir. Calismamizda ise negatif kontrol, pozitif kontrol ve melatonin
tedavisi uygulanan {i¢ grupta degerlendirmeler yapilmistir. Melatonin ile tedavi
edilen grupta RANKL (+) hiicre yogunlugunun pozitif kontrol grubuna gore anlamli
derecede daha az oldugu, negatif kontrol grubuyla anlamli bir fark bulunmadigi
tespit edilmistir. Melatonin grubunda OPG (+) hiicre yogunlugu pozitif kontrol

grubuna gore anlamli derecede daha fazla bulunmustur.

Gomes-Filho ve ark, (2015) Ostrojen eksikligi olan ratlarda ralokxifene
tedavisinin periapikal lezyon gelisimindeki osteoklastogenez ve anjiyogenezin lokal
diizenleyici mekanizmalarin1 arastirdiklart ¢alismada; RANKL ve OPG’yi
immiinohistokimyasal olarak degerlendirmislerdir. Saglikli ve tedavi uygulanmayan,
ostrojen eksikligi ve raloksifen tedavisi uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda en
fazla RANKL immun reaksiyonunun ostrojen eksikligi ve tedavi uygulanmayan
grupta tespit edildigi bildirilmistir. OPG immunreaksiyonu tiim gruplarda benzer
bulunmus ve sonucta raloksifen tedavisinin ratlarda periapikal lezyon gelisiminde
ostrojen eksikligine bagli osteoklastogenez ve anjiyogenezdeki lokal diizenleyicilerin
artisgin1 tersine c¢evirdigi gosterilmistir (285). Benzer sekilde calismamizda da

melatoninin ratlarda deneysel periapikal lezyon gelisimindeki kemik yikiminin lokal
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diizenleyicileri olan RANKL ve RANK degerlerini azalttigi OPG degerlerini ise

arttirdig1 immiinohistokimyasal olarak gosterilmistir.

5.9. TRAP Bulgularimin Degerlendirilmesi

Periapikal hastaliklarda kemik yikiminda gesitli enflamatuar medyatorler ve
hiicresel mekanizmalar rol oynamaktadir. Bu siiregte Ozellikle kemik yikiminin
hiicresel mekanizmalarinda en Onemli roliin osteoklastlara ait oldugu
bilinmektedir (77). Osteoklastlar GM-CSF, RANKL aktivitesi ile monosit/makrofaj
kokenli hiicrelerden farklilasmaktadir (334). Bunun yaninda OPG, IL-1, IL-6, TNF,
prostoglandinler, bradikinin, kallidin ve trombin gibi bir¢cok sitokin ve biiylime
faktoriintin osteoklast farklilasmasinda etkili oldugu gosterilmistir (136-140). Olgun
osteoklastlar, osteoblastlarin salgiladiklari kemotaktik faktorlerin etkisi ile mineralize
kemik yiizeyine tutunduktan sonra proteolitik lizozomal enzimler ve karbonik
anhidraz salgilayarak kemikteki mineralize ve mineralize olmayan yapilar
¢ozmektedir (137,143-145). Osteoklast farklilasmasi TRAP, kalsitonin reseptor,
katepsin K gibi kodlanan genlerin ekspresyonu ile iligkili bulunmustur (335). TRAP
osteoklastlara 6zgii biyokimyasal bir belirteg olarak kabul edilmektedir (336).
Calismamizda TRAP boyama immiinohistokimyasal olarak uygulanmis ve TRAP (+)

hiicreler osteoklast olarak degerlendirilmistir.

TRAP boyama kemik yikim alanindaki osteoklast varligi, sayist ve
konumunun belirlenmesinde birgok ¢alismada kullanilmistir (313,314,317). Chuang
ve ark, (2012) (312) LPS ile indiiklenen rat periapikal lezyonlarinda periapikal
bolgedeki osteoklastlart TRAP boyama (enzim histokimya) ile belirlemislerdir.
Saglikli ve periapikal lezyonlu dokulardan 1 ve 2 haftalik siireclerde elde edilen
kesitlerde az miktarda osteoklast benzeri hiicreye rastlandigini, osteoklast benzeri
hiicre sayisinda 3. haftadan 8. haftaya kadar artis goriildiigii bildirilmistir (312).
Benzer sekilde bu calismada da negatif kontrol grubunda saglikli periapikal
dokularda az sayida osteoklast tespit edilmis, periapikal lezyon olusturulan pozitif
kontrol grubunda ise 21. glinde osteoklast sayisinin anlamli derecede daha fazla

oldugu bulunmustur.

Melatonin dolayli antioksidan etkisi ve direkt serbest radikal temizleme

etkisi yoluyla osteoklastlarin etkinligini geciktirmektedir ve bdylece kemik yikimini
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azaltmaktadir (20,21). Melatonin doza bagli olarak kemik iligi hiicrelerinden ¢ogalan
osteoklastlarin  olusturdugu rezorpsiyon alanlarint ve sayisini azaltmaktadir.
Caligmalarda melatoninin doza bagl olarak kemik rezorpsiyonu ile ilgili degiskenleri
(osteoklast sayisi, osteoklast yilizeyi’kemik yiizeyi) belirgin bir sekilde azalttig
gosterilmistir (21). Melatoninin deneysel periapikal lezyonlarda osteoklastlar iizerine
etkilerinin arastirildig1r bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bazi c¢alismalarda benzer
etkileri bulunan ¢esitli ajanlarin periapikal lezyonlardaki osteoklastlar lizerine etkileri

TRAP boyama ile degerlendirilmistir (283,284).

Hao ve ark, (2015) farelerde olusturulan periapikal lezyonlarda katepsin K
inhibitorii olan odanacatibin osteoklastlara olan etkilerini 7, 21 ve 42. giinlerde
TRAP boyama kullanarak arastirmislardir (284). Periapikal lezyon olusturulan ve
herhangi bir tedavi uygulanmayan grup ile odanacatib uygulanan grup
karsilastirildiginda tiim giinlerde anlamli derecede daha fazla osteoklast goriilmiistiir.
Suzuki ve ark, (2015) baska bir katepsin K inhibitoérii olan NC-2300’{in ratlarda
periapikal enflamasyon ve kemik yikimi {izerine etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmada;
21 giinliik deney siiresi sonunda lezyon olusturulan ve NC-2300 uygulanan deney
grubunda TRAP (+) hiicre sayisinin lezyon olusturulan ve herhangi bir ilag
uygulanmayan pozitif kontrol grubuna goére anlamli dercede daha az oldugunu
bildirmislerdir (283). Bu c¢alismalardan farkli olarak bizim g¢alismamizda TRAP
boyama yonteminde enzim histokimyas1 yerine immiinohistokimya yontemi
kullanilmis fakat osteoklastlar semikantitatif olarak degil 40X biiyiitmede 5 ayri

alanda sayilarak degerlendirilmistir.

Immiinohistokimyasal TRAP tekniginin osteoklastlar igin yiiksek oranda
spesifik oldugu Gomes-Filho ve ark, (2015) tarafindan bildirilmistir (286). Gomes-
Filho ve ark, (2015) ovaryumu c¢ikarilmis ratlarda raloksifen’ in periapikal lezyon
lizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, osteoklastlar1 immiinohistokimyasal TRAP
yontemini kullanarak degerlendirmislerdir (286). Ovaryumu ¢ikarilmis ve herhangi
bir tedavi uygulanmayan grupta TRAP (+) hiicre sayisi, saglikli ve tedavi
uygulanmayan grup ile ovaryumu ¢ikarilmis raloksifen tedavisi uygulanan gruptan
daha yiiksek bulunmustur (286). Anlatilan c¢alismalara paralel olarak bizim
calismamizda pozitif kontrol grubundaki TRAP (+) hiicre sayist melatonin

uygulanan gruba gore anlamli derecede daha fazladir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismanin sinirlart dahilinde elde edilen sonug¢ ve Oneriler asagida

sunulmustur.

1. Bu calismada, periapikal lezyon olusturulmasi amaci ile rat 1. azi
dislerinde okliizal yilizde kaviteler agilarak deney sliresince agiz ortamina acik
birakildi. Yirmi bir gilinliik deney siiresi sonunda sakrifiye edilen ratlardan elde
edilen Ornekler degerlendirildiginde radyografik ve histolojik olarak periapikal
lezyonun olustugu tespit edildi. Tiim drneklerde periapikal lezyonun radyografik ve
histolojik olarak izlenmesi bu modelin standardizasyonunu ve deneyin

tekrarlanabilirligini gostermektedir.

2. Rat az1 disleri okliizal yilizeyde pulpay1 igeren kavitelerin agilmasina imkan
tanimasi, kok kanal girislerinin kontrol edilebilirligi, radyografik ve histolojik
degerlendirmelerin kolay olamas1 gibi sebeplerden dolay1 deneysel periapikal lezyon
modellerinde tercih edilebilir. Rat az1 dislerinde manipiilasyon zorlugu ve goriis
acisinin kisith olmasi gibi olumsuz faktorlerin oniline gegmek igin calisgmamizda da

oldugu gibi 6zel agiz agma apareyleri tasarlanip, gelistirilebilir.

3. Farkli dokularda antirezorptif 6zellikleri gosterilmis melatoninin periapikal
dokuda kemik yikiminm azaltti§1 radyografik, histopatolojik, histomorfometrik olarak
ilk defa bu ¢aligma ile gosterildi. Periapikal lezyon olusumunun indiiklendigi ve
melatoninin  sistemik uygulandigt ratlarda 21. gilinlin sonunda melatonin
uygulanmayan ratlara gore periapikal lezyon alaninin daha kiigiik oldugu radyografik

ve histomorfometrik olarak tespit edildi (p<0,01).

4. Rat az1 dislerinde pulpay1 igeren okliizal kavitelerin agiz ortamina agilmasi
sonucu 21. giinde dislerin periapikal dokularinda ¢ogunlugunu nétrofil 16kositlerin
olusturdugu ve mononiikleer hiicrelerin de bulundugu yangisal hiicre infiltrasyonu ile
karakterize periapikal lezyonlarin varlig1 histolojik olarak izlendi. Periapikal lezyon
olusumunun indiiklendigi ve melatoninin sitemik uygulandig: ratlarda ise daha az
sayida yangisal hiicre infiltrasyonu gozlendi, enflamasyon skorlarinin pozitif kontrol
grubuna gore daha diisiik oldugu tespit edildi (p<0,01). Bu sonu¢ melatoninin

periapikal dokuda antienflamatuar etkilerini gostermektedir.
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5. Yirmi bir giin siire ile pulpay1 igeren okliizal kavitelerin agiz ortamina agik
birakildig tiim 6rneklerde kron ve kok kanal sistemi ve periapikal lezyon igerisinde
yogun miktarda gram (+) ve gram (-) basil ve kok mikroorganizma varligi Brown-
Brenn boyama ile tespit edildi. Bu durum periapikal lezyon olusumunda

mikroorganizmalarin roliinii géstermektedir.

6. Periapikal lezyon olusumu indiiklenmis ve sistemik melatonin uygulanan
orneklerde pozitif kontrol grubuna gore krondan periapikal dokulara dogru bakteri
penetrasyonunun daha az oldugu izlendi. Farkli dokularda mikroorganizmalara kars1
konak doku direncini arttirdig1 bilinen melatoninin dis ve c¢evre dokularinda da

mikroorganizma ilerleyisini engelledigi bu ¢alisma ile gosterilmistir.

7. Osteoklast aktivasyonu iizerine etkisinden dolay1 potansiyel bir kemik
yikim medyatdrii oldugu bilinen IL-1f periapikal lezyon olusumu indiiklenmis tim
orneklerde saglikli periapikal dokudan elde edilen 6rneklere oranla daha yiiksek
seviyede bulundu (p<0,01). Bu IL-1B’nin periradikiiler lezyonlarin patogenezinde
onemli rol oynadigini1 desteklemektedir. Melatonin uygulanan 6rneklerde IL-1B (+)
hiicre yogunlugu pozitif kontrol grubuna gore daha az bulundu (p<0,01). IL-13’nin
melatonin uygulamasi ile baskilanmasi melatoninin antienflamatuar ve antirezorptif

etkilerini gostermektedir.

8. Periapikal lezyon indiiksiyonunun ratlarda 21. giinde periapikal dokuda
RANK (+) hiicre yogunlugunda artisa sebep oldugu immiinohistokimyasal olarak
tespit edildi (p<0,01). Sistemik melatonin uygulanan ve saglikli dokudan elde edilen
orneklerde RANK (+) hiicre yogunlugu benzerdi (p>0,05). Melatonin osteoklast

farklilagmasi ve aktivasyonu ile iligskilendirilen RANK iiretimini azaltmistir.

9. Periapikal lezyon indiiksiyonunun ratlarda 21. giinde periapikal dokularda
RANKL (+) hiicre yogunlugunda artisa sebep oldugu immiinohistokimyasal olarak
tespit edildi (p<0,01). Sistemik melatonin uygulanan ve saglikli dokudan elde edilen
orneklerde RANKL (+) hiicre yogunlugu benzerdi (p>0,05). Kemik yikiminin
uyarilmasindan sorumlu olan RANKL’in sistemik melatonin uygulamasi ile

baskilandigi bu ¢alisma ile gosterilmistir.

10. Periapikal lezyon olusumunun indiiklendigi tiim orneklerde OPG (+)

hiicre yogunlugunun saglikli dokuya gore daha fazla oldugu immiinohistokimyasal
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olarak izlendi (p<0,01). Bu durum kemik yikim faaliyetleri ile birlikte yikimi
durdurucu faaliyetlerin birarada yiirtidiigiinii gostermektedir. Sistemik melatonin
uygulanan 6rneklerde OPG (+) hiicre yogunlugu pozitif kontrol grubundan daha
yiksek bulundu (p<0,01). Osteolitik faaliyeti engelleyen OPG’nin sistemik
melatonin uygulamast ile periapikal dokuda arttigi ilk olarak bu ¢alisma ile

gosterilmistir.

11. Bu c¢alismada deneysel periapikal lezyonlarda osteoklastlarin
farklilagmasi aktivasyonu ve yasami icin anahtar diizenleyiciler olan RANK,
RANKL, OPG’nin 21 giin sonundaki yogunluklar1 ve bunlara melatoninin etkisi
degerlendirilmistir. Bu diizenleyicilerin haftalar i¢indeki degisimleri ve lezyon
biiyiikliigiiniin stabil hale geldigi haftalardaki miktarlarinin degerlendirildigi daha

uzun stireli calismalara ihtiyag vardir.

12. Periapikal lezyon indiiksiyonunun ratlarda 21. giinde periapikal dokularda
osteoklast sayisinda artisa sebep oldugu immiinohistokimyasal TRAP boyama ile
tespit edildi (p<0,01). Sistemik melatonin uygulanan 6rneklerde ise osteoklast sayisi
pozitif kontrol grubundan daha az bulundu (p<0,01). Sistemik melatonin uygulamasi

periapikal kemik yikimi bolgesinde osteoklast sayisini azaltmstir.

13. Bu ¢alismada sistemik melatoninin apikal kemik yikimina olasi etkilerinin
arastirilmast amaclanmigtir. Periapikal kemik lezyonlarinda melatoninin lokal

uygulama yontemlerinin ve etkilerinin incelendigi ilave arastirmalara ihtiyag vardir.

14. Tleriki dénemde periapikal lezyonlarin iyilesmesinde sistemik ve lokal
uygulanan melatoninin kemik yapim hiz1 ve kalitesi iizerine etkilerinin arastirilmasi

planlanmaktadir.
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OZET

Melatoninin Deneysel Olarak Olusturulan Periapikal Lezyonlar Uzerine Etkisi

Amag: Bu calismanin amaci; melatoninin ratlarda sistemik uygulamasinin
deneysel periapikal lezyon olusumu iizerine olasi etkilerinin arastirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: 30 adet Sprague-Dawley rat negatif kontrol, pozitif
kontrol ve melatonin grubu olarak rasgele 3 gruba ayrildi. Periapikal lezyon
indiiksiyonu i¢in pozitif kontrol ve melatonin grubundaki ratlarin alt ¢ene 1. biiyiik
az1 dislerinin pulpalar1 agiz ortamina acildi. Melatonin grubundaki ratlara giinliik
olarak IP 10mg/kg melatonin uygulanirken negatif kontrol ve pozitif kontrol
grubundaki ratlara IP %10°luk etanol tasiyici uygulandi. Yirmi bir giin sonunda ratlar
sakrifiye edildi. Periapikal lezyon alan1 radyografik ve histomorfometrik,
enflamasyon siddeti histopatolojik olarak degerlendirildi. Brown-Brenn boyama ile
dis ve periapikal dokulardaki bakteri varligi ve yeri belirlendi. Immiinohistokimyasal
yontemler ile IL-1pB, RANK, RANKL ve OPG (+) hiicre yogunlugu skorlandi.
Immiinohistokimyasal TRAP boyama ile osteoklast sayilari hesaplandi. Parametrik
olmayan veriler Bonferroni Dunn testini takiben Kruskall-Wallis ile paremetrik
veriler ise Tukey testini takiben ANOVA ile analiz edildi (p=0,05).

Bulgular: Radyografik degerlendirmelerde melatonin grubundaki lezyon
boyutlarinin pozitif kontrol grubuna gore anlamli derecede daha kiiciikk oldugu
(p<0,01), piksel degeri agisindan ise iki grup arasinda anlamli derecede fark olmadigi
bulundu (p>0,05). Histopatolojik degerlendirmelerde, melatonin grubundaki
periapikal enflamasyon skor degerleri pozitif kontrol grubuna gore anlamli derecede
daha diisiiktii (p<0,01). Histomorfometrik Slgiimlerde melatonin grubunda, pozitif
kontrol grubuna gore anlamli derecede daha kiiciik periapikal lezyonlar olustugu
tespit edildi (p<0,01). Brown-Brenn boyama ile pozitif kontrol grubunun bakteri
yerlesimi agisindan diger gruplardan daha yiiksek skor degerleri aldig1 tespit edildi
(p<0,01). Immunohistokimyasal analizde pozitif kontrol grubunda IL1-B, RANK,
RANKL boyanma skorlar1 diger gruplara gore anlamli derecede daha yiiksek
bulunurken, OPG skorlarinin melatonin grubunda diger gruplara goére anlamh
derecede daha yiiksek oldugu tespit edildi. TRAP analizinde pozitif kontrol grubunda
anlamli derecede daha fazla sayida osteoklast oldugu tespit edildi (p<0,01).

Sonug: Ratlarda deneysel olarak olusturulan periapikal lezyonlarda melatonin
antienflamatuar ve antirezorptif etki gostermistir. Melatoninin periapikal lezyonlarda
iyilesme lizerine etkisinin degerlendirildigi daha uzun siireli arastirmalara ihtiyag
vardir.

Anahtar Kelimeler: Melatonin, periapikal lezyon, interlokin-1p, reseptor aktivator
niikleer faktor kappa B, reseptor aktivator niikleer faktor kappa B ligand,
osteoprotegerin, tartarat-direngli asit fosfataz
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ABSTRACT

The Effect of Melatonin on Experimentally Induced Periapical Lesions

Aim: The aim of this study was to evaluate the possible effects of melatonin
on experimentally induced periapical lesion in rats.

Methodology: Thirty adult Sprague-Dawley rats were divided equally into
negative, positive control and melatonin groups. Experimental periapical lesion (in
positive control and melatonin groups) was induced by exposure of pulp chambers of
mandibular first molars to the oral environment. The melatonin group received daily
intraperitoneal (IP) injections of melatonin at a dose of 10 mg/kg, whereas the
control groups received only the 10% ethanol vehicle. Rats were sacrificed after 21
days. Periapical lesion dimension was evaluated by radyographic and
histomorphometric analyses. Periapical inflammation was histologically evaluated
and the immunohistochemical localization of IL-1p, OPG, RANK and RANKL was
examined. Presence and placement of bacteria in root canal and periapical lesion
were determined by Brown-Brenn staining. The number of osteoclasts were assesed
by TRAP immunohistochemistry. Data were compared using Kruskal-Wallis
followed by Dunn test (for nonparametric values) and ANOVA followed by the
Tukey’s test (for parametric values) (p=0,05).

Results: There was a significant difference between the positive control and
melatonin groups regarding the dimension of periapical lesion (p<0.01). The
periapical bone loss area was significantly smaller in rats that were given daily
intraperitoneal injections of melatonin. Positive control and melatonin group did not
differ in terms of pixel value (p>0,05). The histopathological scores of melatonin
group were significantly lower than that those of positive control group (p<0,01).
Histomorphometrically, the periapical bone loss area in melatonin group was
significantly smaller than positive control group (p<0,01). A score of bacteria
localization by Brown&Brenn staining in positive control group was sinificantly
higher than the other groups (p<0,01). The synthesis of IL1-B, RANK, RANKL was
higher in the positive control group, whereas OPG was higher in melatonin group
(p<0,01). Number of osteoclasts were found significantly higher in positive control
group by TRAP staining analyses (p<0,01).

Conclusions: Melatonin demonstrated anti-inflammatory and antiresorptive
functions on experimentally induced periapical lesions in rats. Further studies are
necessary to evaluate its possible effects on the healing of periapical lesions.

Keywords: Melatonin, periapical lesion, interleukin-1p, receptor activator nuclear
factor kappa B, receptor activator nuclear factor kappa B ligand, osteoprotegerin,
tartrate-resistant acid phosphatase
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ETiK KURUL ONAYI

TG
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Bagkanlig:

SAYI :21438139 - 138 05/06/2014
KONU: Etik Kurul Karar1

SAYIN
~ Dog. Dr. Bulem UREYEN KAYA
(SDU Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti A.D.)

“Melatoninin deneysel olarak olugturulan periapikal lezyon iizerine etkisi” konulu
projeniz Siileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 05 HAZIRAN 2014
tarih ve 01 say1l karari ile uygun bulunmugtur. Kararin bir 6rnegi ekte sunulmugtur. Bilgilerinize rica ederim.

Ek: 1 Adet HADYEK Karari

P me— B )
SDU-HADYEK Sekreteri: Murat OZKAN 0246 211 3770, Faks: 0246 237 1164 E - mail: hadyek@sdu.edu.tr
Adres: SDU Tip Fak. Morfoloji Binasi Zemin Kat (Hastane karsisi) 32260 Ciiniir / ISPARTA
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T.C.

SULEYMAN DEMIREL UNiVERSITESI REKTORLUGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Karari

TOPLANTI TARIHI

TOPLANTI SAYISI

KARAR SAYISI

05.06.2014

17

01

Siileyman Demirel Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 05 HAZIRAN 2014

tarihinde Saat 14:00’da toplanarak asagidaki kararlar almistir,

Siileyman Demirel Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti A.D. Ogretim Uyesi Do¢. Dr. Bulem
UREYEN KAYA’nm yiiriitiiciisii oldugu Prof. Dr. Ozlem OZMEN, Yrd. Dog. Dr. Halil ASCI, Dt. Erdal
SARITEKIN’in yardimer arastirmaci olarak yer aldigi, “Melatoninin deneysel olarak olusturulan
periapikal lezyon iizerine etkisi” baslikli calisma;

Deney Tiirii Cinsiyeti Sayisi Yasi -
Hayvanmm | Sican (Sprague Dawley) Erkek 30+2=32 250 — 350gr

Stileyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan oy birligi ile

UYGUN goriilmiistiir.

Dog¢. Dr. Efkan UZ
BASKAN

Prof. Dr. Miinire CAKIR
BASKAN YARDIMCISI

Dog. Dr. L. Metin CIRIS
UYE

]

Yrd. Dog. Dr. Piar ASLAN KOSAR
UYE

Yrd. Dog. Dr. Gilnur OZGUNER

o\ UYE

Yrd. Dog. Dr. Miige CINA AKSOY
UYE

KATILMADI

o

AT

Ogr. Gor. ibrahim ONARAN
UYE

Vet. Hekim ismail UZ
UYE

Ecz. Mustafa Serhan DERYAL
UYE

KATILMADI

KATILMADI

SDU-HADYEK Sekreteri: Murat OZKAN 0246 211 3770, Faks: 0246 237 1164, E - mail: hadyek@sdu.edutr
Adres: SDU Tip Fak. Morfoloji Binasi Zemin Kat (Hastane karsisi) 32260 Ciiniir / ISPARTA
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PROJE ONAYI

TG
o SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI KOORDINASYON BiRiMi
PROTOKOLU

Toplant: Tarihi : 23.09.2014
Toplanti No: 2014/05

Proje Tiirl * Doktora Tezi

Proje No :4076-D1-14

Proje Yoneticisi : Dog. Dr. Bulem UREYEN KAYA

Yoneticinin Adresi : Dis Hekimligi Fakiiltesi , Klinik Dig Hekimligi Bilimleri

Proje Baghg: : Melatoninin Deneysel Olarak Olusturulan Periapikal Lezyon Uzerine Etkisi
Yayin Sarti : SCI/SSCI/AHCI Indeksi Digindaki Indekslere Giren Yayin

Proje Biitgesi (TL) : 14.990,08

Proje siiresi : Baglangig Tarihi : 13.10.2014 Bitis Tarihi: 13.10.2015 - 12 ay
TARAFLAR:

1. Suleyman Demirel Universitesi adina hareket eden Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyon Bagskani ile
Proje Yoneticisi sifati ile hareket eden Dis Hekimligi Fakiiltesi Klinik Dis Hekimligi Bilimleri adresinde galigan
gérevli Dog. Dr. Bulem UREYEN KAYA asagidaki sartlarla bir aragtirma projesi destekleme protokol
yapilmistir.

Protokolde S.D.U. Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birim! Komisyonu'na kisaca “BAP Komisyonu®, Dog.
Dr. Bulem UREYEN KAYA kisaca “Proje Yoneticisi” diye anilacaktir.

PROTOKOLUN KONUSU:

2. Bu protokoliin Konusu ekli Bilimsel Aragtirma Projesi miracaat formunda ayrintilan belirtiimis “Melatoninin
Deneysel Olarak Olusturulan Periapikal Lezyon Uzerine Etkisi . " Adli projenin Bilimsel Aragtirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan bu protokolde belirtildigi sekilde desteklenmesidir.

PROJE YONETICISININ GOREVLERI:

3. Projenin protokole ekli aragtirma projesi muracaat formunda belirtilen program iginde protokoldeki
sire, amag ve sartlara uygun olarak yuritiimesi, gelistirilmesi ve sonuglandinimasindan proje yoneticisi
sorumludur.

Desteklenmesi teklif ve kabul edilmis projenin amag, kapsam, sire, program ve butgesinde BAP
Komisyonunun yazili izni alinmadan higbir degisiklik yapilamaz.

PROJE YARDIMCI PERSONELININ GOREVLERI
4. Yikseklisans, doktora ve tipta uzmanlik projelerinde yardimei personel olarak gorev alan lisansistl

égrenciler bu protokoliin 3. maddesi 1. pragrafindaki belirtilen sartlar igin sorumludur.

ARAG GEREG VE DONATIM:

5. Proje igin Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan saglanan arag, gere¢ ve
donatimin (kullaniimasi tamamen tuketiimesine bagl olanlar harig) milkiyeti BAP Koordinasyon Birimine aittir.
Projenin bitiminde milkiyet hakki sakh kalmak zere bu turlu arag, gere¢ ve donatimin proje yéneticisi elinde
birakilmasi veya geri alinmasi BAP Komisyonu tarafindan ayrica karara baglanir. Proje igin saglanmis ve tahsis
edilmig arag, gereg ve donatimin iyi sekilde muhafazasindan, gerekli bakim ve onarimlarindan proje yéneticisi
sorumludur.
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- RAPORLAR

6. P!'oj'e. yf‘snetigisi projenin devami siresince her 6 (alti) ayda bir calismalarinin gidisi ve harcama
durumlarlyl? .l'Ignh" b.l.r gehs:me raporu ve ayrica istenildiginde proje ile ilgili ayrintili bilgileri BAP Komisyonuna
vermekle yUkimlidir. Gelisme raporlar 6 ayda bir verilmeyen projelerde harcama yaptiriimayacaktir.

o BAP Kom!syong ggrekli gorlrse projeyle ilgili alismalari galisma yerinde inceleyebilir. Bu durumlarda
proje yongtlcm projeyle ilgili her tarli teknik, idari ve mali bilgileri ve belgeleri incelemeye hazir bulundurmak ve
incelemeyi kolaylastiracak bitiin yardimlan yapmakla gorevlidir.

Gelisme Rapor Tarihleri
I. Geligme Rapor Tarihi: 12.04.2015 II. Gelisme Rapor Tarihi: 13,10.2015  Ill. Gelisme Rapor Tarihi: 12.04.2016
IV. Geligme Rapor Tarihi:12,10.2016 V. Geligme Rapor Tarihi: 10.04.2017  VI. Geligme Rapor Tarihi: 07.10.2017

7. PROJEDE GOREV ALAN YARDIMCI PERSONELLER

Erdal SARITEKIN

KESIN RAPOR

8. Proje yoneticisi projenin bitiminde butin teknik ayrintilari ve belgeleri kapsayan kesin raporu
hazirlayarak BAP Komisyonu'na vermekle yikumludur.

Ayrica Proje sonuglarini ihtiva eden ve Stileyman Demirel Universitesi bilimsel makale esaslarina uygun
bigimde hazirlanmis bir makaleyi de Universitenin periyodik yayinlarinda yayinlamak izere kesin raporla birlikte
gondermekle gorevlidir.

Ayrica, yonetici isterse makalesini yurtdisinda herhangi bir dergide Bilimsel Arastirma Projeleri
tarafindan desteklendigi atifta bulunularak yayinlatilabilir.

GUVENLIiK TEDBIRLERI:

9. Proje Yoneticisi, proje yerinde kazalari énleme ve saglik sartlari bakimindan is kanunu ve sosyal
sigortalar kanunu ve ilgili diger kanun, tiizik ve yénetmeliklere gére gerekli her turld guvenlik tedbirlerinin
alinmasindan sorumludur.

GizLILIiK:

10. Proje Yoneticisi, projeyle ilgili olarak elde edilecek bilgilerin gizliliginin korunmasi bakimindan BAP
Komisyonuna karsi sorumludur.

Proje kesin raporu BAP Komisyonu kabul ve durum teblig edilinceye kadar, proje ydneticisi veya projede
galisan diger personel tarafindan BAP Komisyonundan izin alinmadan, projeyle ilgili haber veya beyanat
verilemez, yayin yapilamaz, rapor agiklanamaz.

PERSONEL VE HARCAMALAR:

11. Projede calisacak laborant ve teknisyen gibi yardimci personel ile tam zamanlt arastincilar proje
yéneticisi tarafindan bulunup segilir ve proje miracaat formiller neticesinde goreviendirilir

Bu elamanlara yapilacak ¢demeler ve proje bakimindan gerekli baska harcamalar proje yoneticisi
tarafindan, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Biriminden alinacak avanstan kargilanabilir.. Ucretler ve
ddemelerden yapilacak gelir vergisi, sigorta primi, damga vergisi gibi her turld kesintilerin yapilmasindan ve
gerekli mercilere yatinimasindan proje yéneticisi sorumludur.
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' DESTEK MIKTARI:

12. Projeyi desteklemek amaciyla BAP Koordinasyon Biriminden, ayrintilan protokole ekli arastirma projesi
miracaat formunda gésterilen toplam  14.990,08 TL destek saglanacaktir

ODEMENIN KESILMESI:

13. Sézlesme geregince yapilan 6demelerin, proje amag ve programina, sézlesme sartlarina uygun olarak
kullaniimadigi: gelisme raporlarindan istenen aynintili bilgilerden, yapilan incelemelerden veya baska sekillerde
anlasilirsa veya proje gelisme raporlan yapilan hatirlatmaya ragmen zamaninda veriimez ise, bagkaca ihbara
lizum kalmadan sézlesme geregince yapilan édemeler durdurulabilir. Baska talepler sakli kalmak tizere verilmis
arag, gereg, donatim derhal geri alinir. O giine kadar yapilmig tim harcamalar sorumlulara faizi ile birlikte ddetilir.

YURURLOLUK SURESI:

14, Bu Protokol 13.10.2014 tarihinden 13.10.2015 tarihine kadar yurUrliktedir.
PROTOKOLUN UZAMASI:

15. Protokol siiresinin uzatiimasi, uzatmanin proje yéneticisi tarafindan protokol siresinin bitimi tarihinden
1 ay 6nce teklif edilmesine ve BAP Komisyonu tarafindan uygun goriilerek bu konudaki esaslar geregince
kararlastinimasina baglidir.
GOREV YERININ DEGISTIRILMESI:

16. Bu Protokolle ilgili yazigma ve tebligat birinci maddede yazil adrese yapllir. Proje yéneticisi adresini
degistirdigi taktirde bunu en geg 10 gun iginde BAP Komisyonuna bildirmeye mecburdur. Gérev yeri degisikligi

bildiriimezse eski gorev yerine génderilen yazi ve tebligat o gérev yerinde yapilmis sayilir.

PROTOKOL GIDERLERI:

17. Protokol giderleri proje yoneticisine aittir

YETKILi MERCI:

s

18. Anlasmazhk halinde yetkili merci, Isparta Mahkeme ve icra mudurltkleridir.

Proje Yongticisi Prof.Dr.Mehmet ’
Dog. Dr. Bulerfl JREYEN KAYA Rektér Yardimeist
BAP Komisyon Bagkani

Proje Yardimci Personeli
Erdal SARITEKIN

.

i

UYGUNDUR
9 Lo~ 2090. ...

Prof.Dr.Hasan IBICIOGLU
Rektor
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