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DERIN DENTIN CURUKLU DISLERDE ASETILASYON PATERNI ve SITOKIN
SEKRESYONUNUN iNCELENMESI
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Uzmanlik Tezi, Ekim 2021
Damisman: Prof. Dr. Soley ARSLAN

OZET

Dis ciirtigii hala en yaygin kronik hastaliklarin baginda gelmektedir. Dis ¢iirtigii, dis etkenlerle
olusan geri dondiiriilemez bir hastaliktir. Dig hekimligi ve biyolojik ¢aligmalarin geligsmesi ile
clriigiin etiyolojik faktorlerinin detayli incelemesi, gerekli onlemlerin alinmasi noktasinda
olduk¢a biiyiikk adimlar atilabilmistir. Dis g¢iiriiklerinin kalitimsal yoniiniin arastirilmasi ve
genetik agidan ne gibi degisikliklere sebep oldugunu tespit edebilmek gilinlimiizde 6nem arz
etmektedir.

Calismamizin amaci, restoratif dis tedavisinde kritik 6neme sahip derin dentin ¢liriiklii dislerin
enflamasyona kars1 gelistirdikleri yaniti gen transkripsiyonu ve hiicresel sitokin sekresyon
diizeylerindeki degisimler incelemekti.

Aragtirmamiz i¢in 20 adet saglikli (SP), 20 adet radyolojik olarak D3 seviyesinde tespit edilen
derin dentin ¢iirtiklii (EP) 3.molar dislere ait pulpa dokusu kullanildi. Her gruba ait 10’ar 6rnek
RT-qPCR analizinde, 10’ar 6rnek dis Western Blot analizinde kullanildi. RT-gPCR analizi ile
asetile H3-4, TLR2 ve IL-6 sitokinlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri incelendi. Western blot
analizi ile asetile H3 geni, TLR2, IL-6 ve IFN-5 sitokinlerine ait protein sekresyon seviyeleri
incelendi. Saglikli pulpa ve derin dentin ¢iiriiklii pulpa 6rneklerinde gruplar arasinda istatistiksel
karsilastirmasi bagimsiz t-test ile analiz edilmistir.

RT-gPCR analizleri sonucunda asetile H3-4 ve 1L-6, TLR2 sitokini mRNA gen ekspresyonu
degerleri EP ve SP gruplari karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p
>0.05). Western Blot analizi sonucunda asetile H3 genine ait protein sekresyonu EP grubunda
SP grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p= 0.01). IL-6, TLR2 ve IFN-6
sitokinleri seviyesi EP ve SP gruplari arasinda istatistiksel agisindan anlamli fark gostermemistir

(p >0.05).

Anahtar Kelimeler: Derin dentin c¢iiriigii, Epigenetik modifikasyonlari, Asetilasyon,

Inflamasyon, inflamatuar sitokinler
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INVESTIGATION OF ACETYLATION PATTERN AND CYTOKINE SECRETION IN
TEETH WITH DEEP DENTINE CARIES
Sebahat Melike DURUKAN

Erciyes University Faculty of Dentistry
Department of Restorative Dentistry
Specialization Thesis, October 2021

Supervisor: Prof. Dr. Soley ARSLAN

ABSTRACT

Tooth decay is still one of the most common chronic diseases. Tooth decay is an irreversible
disease caused by external factors. With the development of dentistry and biological studies,
great steps have been taken in terms of the examination of the etiological factors of caries. It's
important to investigate the hereditary aspect of dental caries and to determine what kind of
changes it causes in terms of genetics.

The aim of our study was to examine the response of teeth with deep dentin, against
inflammation, changes in gene transcription and cellular cytokine secretion levels.

For our research, 20 healthy (SP) and 20 radiologically detected deep dentin caries (EP) teeth
pulp tissue were used. 10 samples of each group were used in RT-gPCR analysis, and 10
samples for each tooth were used in Western Blot analysis. mMRNA expression levels of
acetylated H3-4, TLR2 and IL-6 cytokines were examined by RT-gPCR analysis. Protein
secretion levels of acetylated H3 gene, TLR2, IL-6 and IFN-3 cytokines were examined by
western blot analysis. Statistical comparison between groups in healthy pulp and pulp samples
with deep dentin caries was analyzed by Independent T-Test.

As a result of RT-qPCR analysis, there was no statistically significant difference when
acetylated H3-4 and IL-6, TLR2 cytokine mRNA gene expression values were compared in EP
and SP groups. In western blot analysis, protein secretion of acetylated H3 gene was statistically
significantly higher in the EP group than in the SP group (p=0.01). IL-6, TL2 and IFN-gamma
cytokine levels did not show a statistically significant difference between EP and SP groups (p
>0.05).

Keywords: Deep dentine caries, Epigenetic modifications, Acetylation, Enflammation,
Cytokines
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KISALTMALAR

ulL : mikro Litre

ACH - Asetilkolini

CpG : Sitozin-fosfat-guanin

DFPC : Dis folikiilii kaynakli kok hiicrelerinde
DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium
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DNA : Deoksribo Niikleik Asit
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HAT : Histon asetiltransferazlar

HDAC : Histon deasetilazlar

HDACIs : Histon deasetilaz inhibitorlerinin

HDM : Histon demetilaz

HMT : Histon metiltransferaz

IGF-2  Insiilin benzeri biiyiime faktorii (Insiilin-Like Growth Factor)
IL : Interldkin
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mL - mili Litre

mM : mili Molar
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1.GIRIS ve AMAC

Dis ciiriikleri, giinlimiizde en yaygin kronik hastaliklarin basinda gelmektedir. Dis
clirigii; dis etkenlerle olusan, disin sert dokularinda yikima yol agan, baslangicta bulgu
vermeyen, geri dondiiriilemez bir hastaliktir. Bu noktada dis ciiriikleri etiyolojisine
baktigimizda, yetersiz agiz ve dis bakimi, piriizlii ve tutucu dis ylizeyleri, cilasiz
dolgular, tagkin yapilmis dolgular, ¢aprasik dis dizileri, tiikiirlik icerigi ve miktarinin

yeterli olmamasi sayilabilmektedir.

Yillar igerisinde koruyucu dis hekimliginde, etiyolojik faktorlerin detayli incelemesi ve
gerekli onlemlerin alinmasi noktasinda oldukga biiyiik adimlar atilabilmistir. Ancak goz
ard1 edilen bir diger noktada dis ¢iiriiklerinin kalitimsal yoniiniin arastirilmasi ve genetik

acidan ne gibi degisikliklere sebep oldugunu tespit edebilmektir.

Epigenetik, DNA fonksiyonuna bagimli olmayan gen fonksiyonunda mitotik ve
mayotik olarak kalitsal degisikliklerin incelenmesi olarak tanimlanmaktadir. Epigenetik
islemlerin molekiiler temeli karmasiktir ve kodlanmayan RNA'lar tarafindan
sentezlenen histonlarin  modifikasyonlarini, DNA'nin  metilasyonunu, histon
varyantlarinin pozisyonlarini ve gen diizenlemesini igerir. Son zamanlarda, bir¢ok

calisma epigenetigi dis saglig1 acisindan incelenmistir.

Pulpa dokusu, dis ciiriigii, travma ve diger olasi faktorler sebebi ile zarar gorebilir.
Pulpa dokusunda meydana gelecek enfeksiyon, molekiiler ve/ veya hiicresel olaylar
yolu ile doku bozulmasina aracilik ederek dis pulpasinin enflamatuar tepkisinin, genetik

ve epigenetik olaylar tarafindan diizenlenebilmesine sebep olabilmektedir.

Epigenetik degisiklikler, gen ifadesinde temel rol oynar. Ayrica enfeksiyonlarin ve diger
cevresel faktorlerin epigenetik degisiklikler ve tetikleyici hastaliklar iizerinde derin

etkileri oldugu bilinen bir gercektir. Literatiirde birgcok c¢alisma, histon



modifikasyonlarinin dental pulpa kok hiicrelerinde farklilasmaya ve minerallesmeye
neden olabilecegini bildirmistir. Histon asetilasyonlar1 ve deaktivasyonlari, gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde O6nemli rol oynar. Mevcut g¢alismalar, epigenetik
mekanizmalarin  kontrolii ve takibi ile pulpa onarimi ve yenilenmesini tesvik

edebilecegine yonelik umut verici sonuglar ortaya koymaktadirlar.

Bu ¢alismamizin amaci, saglikli dislerden elde edilmis pulpa dokusu ve derin dentin
curiiklii dislerden elde edilen pulpa dokusunda genetik diizeydeki degisikliklerin histon
asetilasyonu temelinde ve inflamatuar yanitta sekresyonu kanitlanmis sitokinlerin

varligininin karsilagtirmali olarak incelenmesidir.

Bu caligmadaki bir diger amacimiz ise, saglikli pulpa dokusu ve derin dentin ¢iirtiklii
pulpa dokusundaki asetilasyon paterninin incelenmesi yolu ile pulpa dokusunda
inflamasyonu tetikleyen epigenetik mekanizmalara netlik kazandirmaktir. Hedefimiz ise
derin dentin ¢iiriiklii dislerin restoratif tedavisi sonucu sag kalimimin ve uzun dénemli
idamesinin saglanmas1 icin gelistirilebilecek koruma mekanizmalar1 hakkinda yeni

bilgiler elde edebilmekti.
Calismanin hipotezi:

Ho ; Saglikli dislere ait pulpa dokusu ile derin dentin ¢iiriiklii dislere ait pulpa dokusu
ornekleri arasinda Histon H3 geni ve inflamatuar sitokinler (IL-6, TLR2, IFNOJ)

arasinda, mRNA ekspresyon ve protein sekresyon degerleri arasinda farklilik vardir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Epigenetik

Epigenetik, DNA dizisindeki degisikliklerden kaynaklanmayan, ama ayni zamanda
kalitimsal olan, gen ifadesi degisikliklerini inceleyen bilim dalhidir. Diger bir deyisle,
kalittimsal olup genetik olmayan fenotipik varyasyonlari incelemektedir. Bu
degisiklikler hiicreyi ya da organizmay1 dogrudan etkilemektedir ancak, DNA dizisinde
hi¢cbir degisiklik ger¢ceklesmemektedir (1).

Conrad Waddington, epigenetigi ‘’genler ve iiriinleri arasindaki fenotipi ortaya ¢ikaran
nedensel etkilesimi inceleyen biyolojinin dali’’ olarak tanimlamistir. Farklilagsmamis
embriyolarin gelisiminin epigenetik mekanizmalar tarafindan degistirilebilecegini
onermistir. Russo ve ark.’ma (2) gore, epigenetik “DNA dizisindeki degisikliklerle
aciklanamayan gen fonksiyonunda mitotik ve/veya mayotik olarak kalitsal

degisikliklerin incelenmesi” olarak tanimlanmastir.

Epigenetik degisikliklerin altinda yatan mekanizmalar karmagiktir ve kodlayici olmayan
RNA'lar tarafindan DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve gen regiilasyonunu
icerir. Ek olarak, epigenetik modifikasyonlar potansiyel olarak tersine ¢evrilebilir ve
gecicidir. Bircok cevresel faktdr bu mekanizmalar etkiler (Sekil 1). Ayni zamanda,
epigenetik degisim gen ekspresyonunu modiile eder ve ¢esitli gen fonksiyonlarini

etkiler.
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Sekil 2.1. Epigenetik mekanizmalar ve genetigin insan fenotipi izerine etkisi (3).

Epigenetik mekanizmalar ile ilgili ¢alismalar tip ve biyoloji alaninda kapsamli bir

sekilde arastirilarak epigenetigin patogenez tizerindeki etkileri ortaya koymaktadir.

Bir organizmanin genel epigenetik durumu olan epigenom, normal gelisimin genomu
kadar Onemlidir. Cevresel faktorler (besinler, toksinler, enfeksiyonlar, hipoksi)
epigenetik faktorler lizerinde derin etkilere sahip olabilir (Sekil 1) ve hastaliga yatkinlig
tetikleyebilir (4). Son c¢alismalar fetal ortamin epigenomda degisikliklere neden
olabilecegini, gen regililasyonu ve yasa bagl hastaliklar i¢in uzun vadeli sonuglari

oldugunu gostermistir (5).

Dis hekimliginde epigenetik ve epigenetik mekanizmalar ile ilgili ¢alismalar dikkat
cekicidir, ciinkii epigenetik mekanizmalar oral hastaliklarin gelisimi ve patolojik

sliregleri sirasinda gen ekspresyonunda dnemli rol oynamaktadir (6).

Ornegin, epigenetik modifikasyonlar dis gelisimi asamasinda dis anomalilerine yol
acabilir (7, 8). Ayrica, gesitli epigenetik faktorler, monozigotik ikiz ¢iftlerinde dis
farkliliklarini tetikleyebilir (9).

Son zamanlarda, periodontitiste rol oynayan enflamatuar sitokinler gibi epigenetik

biyobelirteglerin degistigi bildirilmektedir (10) Ayrica, pulpa onarimi ve rejenerasyonu

ile ilgili epigenetik mekanizmalar incelenmektedir (10, 11).



Epigenetik degisiklikleri anlamak, genetik hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla yeni
terapOtik  yontemler gelistirmek i¢in yararli olabilir. Bu nedenle, epigenetik
mekanizmalarin genel 6zelliklerinin arastirilmasi ve dis hekimligi alaninda gelecekteki

etkilerini tanimlamak giliniimiizde 6nem arz etmektedir.

2.2. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar ikiye ayrilir; dogrudan gen ifadesini kontrol eden veya
etkileyen mekanizmalar, dolayli yoldan gen ifadesini kontrol eden veya etkileyen

mekanizmalar.

Dolayli yoldan gen ifadesine etkileyen mekanizmalar; post-transkripsiyonel
(transkripsiyon sonrasi, yani ana DNA molekiiliinden RNA molekiilii elde edildikten
sonra) mekanizmalar 6zellikle de kodlanmayan RNA’nin (RNAi vb.) kodlayici RNA

(mRNA) iizerine etkisi ile protein sentezini engellemesini igerir.

Dogrudan gen ifadesini etkileyen mekanizmalar; DNA diizeyindeki modifikasyonlar ve

kromatin diizeyindeki modifikasyonlar olarak iki temel mekanizmadan meydana gelir.

Bu modifikasyonlar hem kovalent hem de nonkovalent olabilirler. Genlerin
sessizlesmesine neden olurlar. Bu da geni inaktive edici bir mutasyon veya delesyon

gibi genetik bir mekanizmayla esdegerdir (Sekil 2.2).

Dogrudan Dolayh Yoldan
Etkileyen Etkileyen
Mekanizmalar Mekanizmalar
1-DNA Post-

dizeyindeki transkripsyonel
modifikasyonlar mekanizmalar

2-Kromatin

dizeyindeki

modifikasyonlar

Sekil 2.2. Epigenetik mekanizmalar, dolayli ve dogrudan etkilerine gore iki ayr1 grupta
siniflandirilmaktadir.



Dogrudan gen etkileyen mekanizmalar, DNA diizeyindeki ve kromatin diizeyindeki

modifikasyonlar olmak tizere ikiye ayrilir (Sekil 2.3).

DNA diizeyindeki modifikasyonlari lice ayirabilirizz DNA metilasyonu (kovalent DNA
modifikasyonu), nonkovalent DNA modifikasyonlar1 ve transkripsiyon faktorler

tarafindan feed-forward otoregiilasyondur.

Bu modifikasyonlarin arasindan DNA metilasyonu en bilinen ve en islevsel olanidir.
Kromatin diizeyindeki modifikasyonlar1 da kovalent ve nonkovalent olmak tizere ikiye
ayirabiliriz.

Kovalent modifikasyonlar histon modifikasyonlaridir. Bunlar; asetilasyon, metilasyon,

fosforilasyon, iibikitinasyon, siimoylasyondur.

Nonkovalent modifikasyonlar ise; histon takaslari, histon katimlari, kromatin tadilati,
kodlanamayan RNA ile etkilesim, diger ajanlarla etkilesim (viriisler, farkli protein
gruplar1)) uzun-mesafe kromozom etkilesimleridir (hem kromozom-i¢i hem

kromozomlar-arast).

Kromatin

Modifikasyonlar

— Asetilasyonu
— DNA Metilasyonu

— Metilasyonu

 Nonkovalent DNA

modifikasyonlar | Fosforilasyon

— Ubikitinasyon
Transkripsiyon
__ faktorleriile feed-

forvyard *{ Siimoylasyon
otoregiilasyon

Sekil 2.3. Dogrudan gen ifadesini etkileyen mekanizmalar. DNA diizeyindeki
modifikasyonlar ve kromatin diizeyindeki modifikasyonlar olarak iki temel
mekanizmadan meydana gelmektedir.



2.2.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, DNA diizeyindeki en karakteristik kovalent modifikasyon tiiriidiir.
DNA metilasyon islemi, bir metil grubunun S-adenosil metiyoninden (SAM) sitozin-
fosfat-guanin (CpG) diniikleotidlerini DNA zincirine kovalent transferini igerir (12)
(Sekil 2.4).

Metil Grubu

Kromatin
Epigenetik
Faktor

Histon . N
Histon Kuyrugu

Kromozom

Sekil 2.4. DNA metilasyonu islemi i¢in bir metil grubu (SAM) ve sitozin-fosfat-guanin
(CpG) adas1 bulunmalidir (13).

Memeli genomlari, CpG adalari olarak adlandirilan ¢ok sayida CpG bélgesinden olusur.
CpG adalart genellikle DNA metilasyonundan yoksundur ve gen promotorleri bolgesi
ile iligkilidir. DNA metiltransferazlar (DNMT'ler), metil donor olarak SAM kullanarak

DNA metilasyon kaliplarini olusturur ve stirdiiriir (12).

DNA metilasyonu normal gelisim i¢in gereklidir ve imprinting, X-kromozomu
inaktivasyonu, tekrar elemanlarinin baskilanmasi ve karsinogenez ile iliskilendirilmistir.
Memelilerde CpG'lerin %60-90'1 metillenmistir (14). Metillenmemis CpG'ler, CpG
adalar1 olarak adlandirilan kiimeler halinde gruplanirlar, bunlar c¢ogu genin 5'
diizenleyici bolgelerinde bulunurlar. Kanser gibi ¢ogu hastalik siirecinde gen
promotoriindeki CpG adalart anormal asir1 metilasyona (hipermetilasyona) ugrarlar,
bunun sonucu kalitimsal aktarimin gerceklestigi, transkripsiyon susturmasi olur. DNA

metilasyonu gen transkripsiyonunu iki sekilde etkileyebilir.



Birincisi, DNA'nin  metillenmesi, transkripsiyon faktorlerinin  baglanmasini
engelleyebilir. ikincisi metillenmis DNA, metil-CpG -baglanici bdlge proteinleri
(methyl-CpG-binding domain proteins; MBD) tarafindan baglanir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. DNA Metilasyon Semasi (15).

MBD proteinleri, diger proteinleri de (histon deasetilazlar ve histonlar1 modifiye
edebilen baska kromatin sekillendirici proteinler gibi) seferber ederek, sessiz kromatin

olarak adlandirilan, kompakt ve inaktif bir kromatin yapisi olusmasini saglar (14).

DNA metilasyonu ile kromatin yapisi arasindaki bu iliski ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle
normal- anormal metilasyon iliskisi hastalik gelisimine yol acabilir. Ozellikle, metil-
CpG-baglayict protein 2 (MeCP2) yoklugu Rett sendromu ile iliskilidir, MBD?2 proteini
de kanserde asir1 metillenmis genlerin transkripsiyonlarmin susturulmasina aracilik
etmektedir. Yine DNA'daki az metillenmis degisikliklerin, kromozom dengesizligi ve
insan kanserlerinde degistirilebilir elementlerin aktivasyonu ile iligkili oldugunu
gostermistir. Bu nedenle, DNA metilasyonu, genomun uygun sekilde diizenlenmesi i¢in
onemlidir. Dis hekimligi alanindaki son ¢alismalara gére, DNA metilasyon paternlerinin

kalic1 bir iltihaplanma ile degisebildigine dair bulgulara rastlanmistir (16).



DNA metilasyonu, yakindan iligkili DNA metiltransferazlarin bir ailesi (DNMT]I,
DNMT3a ve DNMT3b) tarafindan katalize edilir (Sekil 2.6) (17)

DNMT1 bir bakim metiltransferazidir ve memelilerde en bol bulunan DNA

metiltransferazdir (18).

DNA metilasyonunun ve histon metilasyonunun 6karyotlarda sik1 kontrol edilen olaylar
oldugunu belirtmek 6nemlidir (19). DNA metilasyonu i¢in metillenmemis lizin 4

(H3K4) bulunan histon H3 N-terminal kuyrugu gereklidir (20).

Ek olarak, lizin 9 (H3K9me3) iizerindeki histon H3'lin tri-metilasyonu, DNMT1'in
aracilik ettigi DNA metilasyonuna katilir (21).

SET-, Ring- ve Tudor alanlarini iceren NP95 proteini, DNMT1'i DNA ve histon H3
metilasyonu (H3K9me3) ile baglamaktan sorumludur. Bu nedenle NP95, iki ana
epigenetik susturma yolunu, DNA metilasyonunu ve histon metilasyonunu koordine
eder (21).
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Sekil 2.6. DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlarin bir ailesi (DNMT1, DNMT3a
ve DNMT?3D) tarafindan katalize edilir (22).

Kronik periodontitisin mevcudiyeti sonucu g¢evre dokularda, DNA metilasyon
paternlerinde ve sitokin gen ekspresyonunda degisiklikler gézlenebildigine dair bulgular
mevcuttur. Buna ek olarak, metilasyon paternleri ile saglikli ve iltihapli dis pulpasi

arasinda farkliliklar olabilecegi diisiiniilmektedir (12).
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2.2.2. Histon Modifikasyonlari

Histonlarda meydana gelen asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, iibikitinasyon,
siimoylasyon gibi modifikasyonlar kromatin yapisin1 degistirerek gen anlatimini regiile
eden kromatin modifikasyonlar1 arasinda yer alan epigenetik mekanizmalardir. Bu
mekanizmalar arasinda en iyi karakterize edilen histon modifikasyonlar asetilasyon ve

metilasyondur (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Histon Modifikasyonlari;; Asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon,
tibikitinasyon, siimoylasyon gibi modifikasyonlar kromatin yapisini degistirir (23).

Histon asetilasyonu, histon proteinlerinin N-terminal tirnaklarinin lizin kalintilarinda
olusur. Niikleozom yapisini gevseterek transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya ulagsmasini
saglar, aktif gen anlattimina neden olur. Histon asetiltransferaz (HAT) ve Histon
deasetilaz (HDAC) histonlara asetil gruplarmin eklenmesi ve ¢ikarilmasini

reaksiyonlarinda temel rol oynayan enzimlerdir.

Histon metilasyonu, histon proteinlerinin N-terminal tirnaklarinin lizin ve arjinin
kalintilarinda  tekli, ¢ift veya Tgcli olarak olusur. Ortaya c¢iktig1 yere gore
transkripsiyonel aktivitede artisga veya aktivitenin baskilanmasina neden olur. Bu
reaksiyonlar, histon metiltransferaz (HMT) ve histon demetilaz (HDM) enzimleri ile

dizenlenmektedir.
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Kromatinin temel birimi olan niikleozom, bir DNA segmenti ve sekiz cekirdek
histondan olusur. Bu histon oktamer, H2A, H2B, H3 ve H4'lin her birinin iki
kopyasindan olusur. Bu bilesim kromatine sert bir yap1 saglar (Sekil 2.9, 2.10, 2.11).

Sekil 2.8. Kromozom- Kromatin- DNA sematik goriiniim (24).

Kromozom
N-Terminal

Kuyrugu 1

Cift Zincirli DNA

Niikleozom

Kromatin

Histon
Proteinleri

Sekil 2.9. Histon proteinler ve ¢ift zincirli DNA goriiniimii (25)
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Sekil 2.10. Histon Proteinleri: Oktomer yapiya sahiptir, H2A, H2B, H3 ve H4 olmak
tizere merkezde 4 ¢esit histon proteini bulundurmaktadir (26).

Cekirdek, histonlarin translasyon sonrast modifikasyonlar1 (lizin ve argininlerin
metilasyonu, asetilasyon, fosforilasyon, {ibikitinasyon, sumoylasyon) sonucu
kromatininin yogunlagmasi veya gevsetilmesiyle meydana gelir. Bdylece gen

transkripsiyonunu diizenlenmesi beklenen sekilde gergeklesir.

Histonlarin modifikasyonu ¢ogunlukla proteinin N-terminal kuyruklarinda gergeklesir.

Histonlarin  asetilasyonu, transkripsiyonu kolaylastiran "ag¢ik" bir kromatin
konformasyonu ile iligkilidir (27). Niikleozom ¢ekirdeginde uzanti olarak izlenen
asetillenmis N terminal kuyrugu, DNA'ya transkripsiyona agik bir goriiniim saglar, bu
da kromatinin temel transkripsiyon esnasinda daha rahat bir yap:1 kazanmasi ile

sonuglanir.

Ornegin, asetile histon isaretleri H3K4ac ve H3K39ac, transkripsiyonel aktivasyon ile
iligkilidir. CREB baglayici protein (CREB binding protein; CBP), benzer islev goren
Homolog p300 ve histon asetiltransferazlar (HAT'ler) bu modifikasyonlar1 gerceklestirir
(28). Tersine, histon deasetilazlar (HDAC), asetil gruplarini ¢ikararak kromatinin daha

yogun hale gelmesine ve gen transkripsiyonunun bastirilmasina neden olur (12).

Son ¢aligmalar, histon modifikasyonlarinin dental pulpa kok hiicrelerinde farklilagsmaya

ve minerallesmeye neden olabilecegine dair bulgular sunmustur (27-29).

Histon asetilasyon ve deasetilasyonlari, gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli rol

oynayabilecegi ve pulpa onarimini ve rejenerasyonunu tesvik edebilecegine dair yeni
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veriler elde edilmistir (28-31). Bu nedenle, restoratif dis hekimliginde epigenetik

diizenlemeler {izerindeki ¢aligmalar giinlimiizde 6nem kazanmaistir.
2.2.3. Kodlanmayan RNA’lar ile Etkilesim

Nonkovalent modifikasyonlar arasindaki en karakteristik ve Onemli -etkilesim
kodlanmayan RNA etkilesimidir. Kodlanmayan RNA'lar, bir proteini kodlamamasina
ragmen fonksiyonel olarak aktif RNA molekiilleridir. Kodlanmayan RNA grubu;
transfer RNA'lar1 (tRNA'lar), ribozomal RNA'lar (rRNA'lar), mikroRNA'lar
(miRNA'lar) ve kisa etkilesen RNA'lar (siRNA'lar) gibi cok ¢esitli 6nemli RNA'lar

igermektedir.

MikroRNA'larin (miRNA) ve kisa etkilesen (siRNA) RNA’larin, DNA sekansini
degistirmeden gen ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir (12, 32). Ornegin
miRNA'lar, transkripsiyon sonrasi diizeyde hedef genlerinin ekspresyonunu negatif

olarak diizenleyen kiictik tek iplikli kodlanmayan RNA'lardir.

Guo ve ark.'nin (33) yapmis oldugu calismada protein seviyesinin endojen miRNA'lar
tarafindan azaltilmasimin, hedef mRNA'nin dengesizlestirilmesinden kaynaklandigini
ileri siiriilmistiir. Ayrica, son calismalar, miRNA'larin bir hastaligin gelisimi veya
farklilagtirllmast sirasinda g¢oklu hayati siireclerde rol oynadigni bildirmistir. Dis
hekimliginde yapilan calismalar, kodlanmayan RNA'larin spesifik sendromlar, oral
kanser ve oral immiinoloji gibi oral hastaliklarda yer aldigina dair veriler sunmustur (34,
35). Ayrica, son ¢alismalar miRNA'larin odontoblast farklilasmasinda rol oynadigina
dair bulgular sunmustur (12).

2.3. Epigenetigin Fonksiyonlar:

Bilim insanlar1 uzun yillardir hastalar i¢in daha iyi teshis araglari ve terapileri
gelistirmek amaciyla girisimlerde bulunmaktadirlar. Epigenetik mekanizmalara dair
arastirmalar, kanserin teshisi, tanisi, gelisimi ve metastatik asamalar1 sirasinda goriilen
epigenetik degisikliklerin aktif olarak arastirilmasini ile baslamistir. 2008 yilindan bu
yana ABD Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH) min en iddiali projelerinden biri olarak
aragtirtlmaya devam edilmektedir. Fetal gelisim, kanserin mevcudiyeti ve ilerlemesi
veya yetiskinlerde gelisen otoimmiin hastaliklar, diabetes mellitus, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve ruhsal hastaliklar gibi kronik hastaliklarin da epigenetik degisiklikler ile
ilgili olabilecegi bildirilmistir (36).
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Epigenetik modifikasyonlarin gelisimi sonucu gen ekspresyonunda meydana gelen
degisiklikler ve modifikasyonlar birbiri ile iliskili bulunmustur (37). Bu degisiklikler;
genomik kopyalama (imprinting), genomik gelisim (development), ¢evresel faktorler,

enflamasyon, kanser ve yaslanma olarak 6zetlenebilir.
2.3.1. Genomik Kopyalama (Imprinting)

Genomik kopyalama, genetik materyalin anneden veya babadan kalitilmis olmasina

bagli olarak, farkli ekspresyonudur. Genomik kopyalama epigenetik bir fenomendir.

DNA metilasyonu, genomik kopyalama mekanizmasinin altinda yatan ana mekanizma
olarak kabul edilir. Bu islem sirasinda, bir genin bir kopyasi ebeveyn kdkenine bagh
olarak DNA metilasyonu ile isaretlenir ve bu metilasyon, DNA metiltransferaz-1

(DNMT1) ile hiicre boliinmesi sirasinda korunur (36, 38).

DNA metiltransferaz-1 (DNMT1), hemimetillenmis CpG alanlarini tasir boylelikle bu

metillenmis desenler yeni sentezlenen DNA ipliklerine kopyalanir (4).

Interferon-gama-2"nin (IFN3-2) gen ekspresyonu fetal gelisim sirasinda diizenlenir,
interferon-gama-2 (IFN3-2), fetus i¢in O6nemli bir somatik biiylime faktoriidiir ve
herhangi bir hasar veya yanlis diizenleme zararli sonuglar dogurabilir. Bu nedenle, IFN-
82 gen ekspresyonunu diizenleyen epigenetik programlama fetiisiin dogru geligimi i¢in

onemli bir bilesendir (4).

Gilinlimiize kadar genomik kopyalama ve dis hastaliklart ile ilgili caligmalara
rastlanamamistir. Bununla birlikte, genomik kopyalamanin gelisimsel anomaliler ile
iliskisi gz Oniine alindiginda dis hastaliklar ile ilgili sebep sonu¢ noktasinda DNA
metilasyonunun her iki taraf i¢in de anahtar mekanizma oldugu dikkate alinmasi

gereken bir konudur.
2.3.2. Genomik Gelisim (Development)

Epigenetik modifikasyonlardan, DNA metilasyonu ve kromatin yeniden modelleme gibi
mekanizmalarin somatik epigenetik kalitim, c¢ok hiicreli Okaryotik organizmalarin

gelisimi i¢in oldukg¢a 6nemli olduguna dair arastirmalar yapilmistir (39).

Gen sekans1 duragan olmasina ragmen, hiicreler bir¢ok farkl tiire ayrilir. Farkli islevleri

yerine getirir, cevreye ve hiicreler arasi sinyale farkli tepkiler verir. Bu nedenle, altta
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yatan epigenetik modifikasyonlar, hiicresel farklilagsma ve fonksiyonel gelisimde 6nemli

role sahiptir (40).
2.3.3. Cevresel Faktorler

Epigenetik modifikasyonlardan, DNA metilasyonunun ¢evresel faktorler nedeniyle
dogum &ncesi doneme kadar erken basladigina dair veriler elde edilmistir. Ornegin,
DNA'nin metilasyonu, fetal beslenmedeki diisiik folat degerleri, uterustaki metiyonin
veya selenyum seviyelerine bagli olarak degisebilmektedir. Mevcut durum yetiskinlige

kadar devam edebilir (41).

Barker ve ark. (41)’na gore, intrauterin maruziyetler yetiskinlikte bile siiren fetal
programlamaya neden olabilir ve kardiyovaskiiler hastalik ve tip 2 diyabet gibi yetiskin
hastaliklar1 riskini arttirabilir. Bu nedenle intrauterin beslenmenin fetiisun epigenetik
programlamasi iizerinde onemli bir etkisi olabilir. Ornegin, metiltetrahidrofolat, S-
adenozin-metiyonin (SAM) i¢in, DNMT enzimi tarafindan sitozin-fosfat-guanin (CpG)
kalintilarin1 metillemek i¢in kullanilan temel bir metil vericisidir. Hamilelik sirasinda

maternal folat eksikligi yetersiz SAM diizeylerine neden olabilmektedir (38).

Sonug olarak, maternal folat eksikligi, bazi genlerin asir1 ekspresyonuna ve fetiiste
genetik dengesizlige bagli DNA hipometilasyonuna neden olabilir (42). EK olarak,
coklu diyet veya diger cevresel faktorler yasam boyunca epigenetik modifikasyonlari
etkileyebilir. Son caligmalar ¢evresel faktorlerin periodontal dokularda baglanti kaybini
arttirabilecegini ve periodontal dokularda patojenlerin viriilansini degistirebilecegini

bildirmistir (42, 43).
2.3.4. Enflamasyon

Enflamasyon, patojenler veya tahris edici maddeler gibi zararli uyaranlara biyolojik bir
yanittir. Birgok ¢aligma, DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve mikroRNA'lar
tarafindan hedefleme de dahil olmak iizere epigenetik degisikliklerin bir nedeni olarak
enflamasyonu gostermektedir (4, 10, 44). Bazi c¢alismalar, bagisiklik yanitlarinin
aktivasyonunun potansiyel epigenetik degisikliklere yol agabilecegine dair veriler

sunmustur (45).

Akut enflamasyonda, viicudun bir uyarana ilk tepkisi, 16kositlerin ve plazmanin kandan
yaral1 bolgelere gdcliniin arttirilmasiyla elde edilir. Enflamasyonun yavas baslamasi ve

uzun siire devam etmesi sonucu kroniklesme gerceklesir. Kronik enflamasyondaki
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semptomlar akut enflamasyondaki kadar siddetli degildir, ancak durum kalicidir. Kronik
enflamasyon, periodontal hastalik ve diabetes mellitus gibi bir¢ok hastaligin altinda

yatan temel sebeptir (46).

Enflamatuar yanitin karmagsikligi, sinyale 6zgii ve gene 6zgii seviyelerde islevleri yerine
getirmek icin sofistike bir diizenleyici agin gelistirilmesini gerektirir (47). Bu ag,
antimikrobiyal savunma, bagisiklik yanit1 ve doku onarimi ve yeniden modelleme icin

spesifik genlerin aktivasyonunu igerir (48).

Makrofajlar, kanser ve alerjik yanitlar dahil olmak tiizere gesitli kronik hastaliklarda
kritik roller oynar ve son verilerin analizi, makrofaj fenotipinin elde edilmesinde

kromatin modifikasyonlarinin 6nemli oldugunu gostermistir (49).

DNA metilasyonu ve kovalent histon modifikasyonlar: (asetilasyon, metilasyon vd.)
dahil epigenetik fenomenlerle birlikte NF-xB, FOXP3, IRF ve STAT gibi
transkripsiyon faktorlerinin enflamatuar genlerin diizenlenmesinde kritik 6neme sahip

oldugu gosterilmistir (47).

Ito ve ark. (45) enflamatuar sinyallerin, aktif B lenfosit hiicrelerinin niikleer faktor
kappa (NF-kB) transkripsiyon faktoriiniin histon metilasyon modellerini potansiyel

olarak degistirdigini ve gen ekspresyonunu tesvik ettigini bildirmistir.
2.3.5. Kanser

Bir¢ok epigenetik degisiklik karsinogenezin temel faktorleri olarak dogrulanmustir.
DNA metilasyonu, kanserde goriilen iyi karakterize epigenetik bir modifikasyondur.
Cogu tiimorde, transkripsiyonel aktiviteyi arttiran hipometilasyonun meydana geldigine
dair bulgular mevcuttur. Bu durum genellikle artan timor siklhigr ile iligkilidir (17).
Normalde malignite Oncesi hiicrelere ait degisiklikleri gosteren en erken etkinin
epigenetik modifikasyonlar oldugu kabul gormiistiir (17). Bu verilerin aksine, bazi
caligmalar tiimor baskilayict genin hipermetilasyonunun da karsinogenez ile iliskili
oldugunu gostermistir (16, 49).

Tiimdr baskilayict genler i¢in kullanilan promotorlerin hipermetilasyonu, baskilayict

genlerin inaktif olmasi ile sonuglanir ve tiimoriin ilerlemesi ile kendini gosterir (50).

Kanser olusumunun baslangigta epigenetik rahatsizliktan kaynaklanabilecegi one
sirilmiistiir. Ancak yakin zamanda Choi ve ark. (51)’nin yapmis oldugu arastirma

verilerine gore genetik ve epigenetik modifikasyonlarin, oral skuaméz hiicreli kanserin
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molekiiler patogenezinin ve p53, p16 ve p21 gibi timor baskilayict genlerin kanserdeki

roliinde kritik bir faktor olabilecegini bildirmistir.
2.3.6. Yaslanma ve Hastaliklar

Epigenetik modifikasyonlarin, DNA metilasyonu, histon asetilasyonu ve miRNA'lar ile
etkilesim gibi Romatoid artrit (RA) patogenezinde rol oynadigina dair bulgular elde
edilmistir (7, 50, 52).

Bir¢ok calisma, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve akciger kanseri gibi
kronik enflamasyonlarin gelisiminde epigenetik modifikasyonlarin merkezi rolii

oldugunu savunmustur (53-55).

Bagisiklik yanitindaki yasa bagh degisiklikler enfeksiyon riskini artirir ve antijenlerle
birlikte kansere karsi artan reaktiviteyi destekler. DNA'min yasa bagh
hipometilasyonunun kronik enflamasyon ve kansere neden olabilecegi 6ne siiriilmistiir

(56, 57).

Periodontitiste Prostaglandin E ve prostaglandin-endoperoksit sentaz-2 (PTGS2)
seviyeleri, ilerleyen periodontal lezyonlarda artar, ancak kronik hastalikta azalma
egilimi gosterir. Kronik periodontitiste PTGS2 geninin ekspresyonunun Promoter

hipermetilasyonuna bagli olarak azaldigi bildirilmistir (58).
2.4. Enflamasyon ile Birlikte Gelisen Epigenetik Modifikasyonlar
2.4.1. Enflamasyon ve DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, enflamatuar genlerin diizenlenmesinde Onemlidir. Toll-benzeri
reseptor 2 (TLR2) geninin promotdr hipometilasyonu, kistik fibroziste brong epitel
hiicrelerinde bakteriyel peptidoglikan artan pro-enflamatuar yanitla iliskilendirilmistir
(59). DNA metilasyonu ve histon asetilasyonunun, bagirsak epitel hiicrelerinde TLR4

geninin diizenlenmesinde gorev aldigi tespit edilmistir (60).

Bakteriyel enfeksiyon dahil ¢evresel faktorlerin genomun epigenetik durumunda rol
oynadigina dair bulgular mevcuttur (4). Yine bakteriyel enfeksiyonun farelerde insiilin
benzeri biiylime faktorii-2 (IGF2) geninin promotoriinde hipermetilasyonu indiikledgi
tespit edilmistir (61). Farelerde yapilan ekspresyon mikrodizi g¢aligmalari, maternal
enfeksiyonun, bir¢ok kopyalanmis gen dahil olmak iizere temel gelisimsel genlerin

plasental ekspresyonundaki degisikliklerle iliskili oldugunu kanitlamistir (62).
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Insan midesinin Helicobacter pilori tarafindan kronik kolonizasyonu mide mukozasinda
iltihaplanmaya neden olur ve ¢oklu onkojenik yollar1 aktive etti§ine dair bulgular
mevcuttur (63). Helicobacter pilori’nin mide epitel hiicrelerinde DNA metilasyon
paterni lizerinde degisikliklere neden oldugu tespit edilmistir (64). Katayama ve ark.
(65)’lart Runx3 lokusundaki Helikobakter kaynaklt DNA metilasyonunun gastrik epitel

hiicrelerinde ekspresyon kaybina neden oldugunu gostermistir.
2.4.2. Enflamasyon ve Histon Asetilasyonu

Histon asetil transferaz enzimleri tarafindan yapilan histon asetilasyonu, enflamatuar
genleri aktive ederken, artan histon deasetilaz (HDAC) aktivitesi, enflamatuar gen
baskisina neden olmaktadir. Histon asetilasyonundaki artis, histon deasetilaz (HDAC)

aktivitesinde azalma ile iliskilidir.

Ornegin, cesitli pro-enflamatuar sitokinlerin (IL-1, 1L-2, IL-8 ve IL-12) promotdrleri,
CBP/p300 tarafindan hizla asetillenir, transkripsiyon aktivasyonuna yol agar ve

azaltilmis HDAC aktivitesi ile sonuglanir (66).

Bunun aksine HDAC'lerin toplanmasi histon deasetilasyonuna ve gen baskisina yol
acar. HDAC'ler, hem proenflematuar hem de antienflamatuar sitokinlerin, ortak
baskilayict kompleksleri ve FOXP3, STATs, GATAs, ZEB1 ve NF-xB gibi

transkripsiyon faktorleri yoluyla transkripsiyonunu diizenler (66).
2.4.3. Enflamasyon ve Histon Metilasyonu

Jumonji ailesinin bir iiyesi olan Jmjd3, histon izlerini silen indiiklenebilir bir enzimdir.
Bu proteinin son zamanlarda makrofajlardaki farklilagmay1 ve hiicre kimligini kontrol
ettigi ve bu nedenle epigenomun iltithaplanmasi ve yeniden programlanmasi arasinda bir
baglant1 sagladigi bulunmustur (67). Jumonji3 (Jmjd3), CpG hedef genlerini baglayarak
H3K27me3 seviyelerini ve transkripsiyonel aktiviteleri diizenler. Bakteriyel {irlinlere ve
enflamatuar sitokinlere maruz kalan makrofajlar bu mekanizma yolu ile indiiklenebilir
(67). Interlokin-4 (IL-4) tedavisi, Jmjd3'iin aktivasyonuna ve STAT6 promotdriinden
H3K27me3 baskilayict isaretlerinin salinmasina yol acar. H3K27 metilasyon
isaretlerinin Jmjd3 enzimi ile silinmesi, spesifik enflamatuar genlerin ekspresyonunu

tetikler.

Bu bulgular, H3K4 ve H3K27 metilasyonunda karsilikli degisimin, genlerin kontrolii

icin dnemli bir epigenetik siireg olabilecegini gostermektedir (67).
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2.4.4. Enflamasyon ve miRNA etkilesimi

Son yillarda miRNA'larin gelisim, farklilasma ve hastaliklarin diizenlenmesinde etKisi
tizerine ¢esitli arastirmalar yapilmistir (68, 69). Yapilan arastirmalarda mikroRNA alt
tiirlerinin bircogunun enflamatuar reaksiyonlarda kilit rol oynayan enzimler iizerinde

etkisi oldugu tespit edilmistir.

Ornegin, miR-155, makrofaj aktivasyonu igin &nemli bir enzim olan inositol-
polifosfat5-fosfataz1’in (SHIP1) iizerinde kritik rol oynamaktadir (70). SHIP1 agirlikli
olarak hematopoietik hiicrelerde eksprese edilir, bunun yaninda osteoblastlar ve

endotelyal hiicreler (71) tarafindan da eksprese edilmektedir.

miR-132, periferik enflamasyonun kritik bir inhibitérii olan asetilkolini (ACH)

mRNA'ya baglayarak antienflamatuar etkide aktif rol oynamaktadir (72).

Liu ve ark. (73), miR-147'nin Toll-benzeri-reseptor (Toll-like-receptor; TLR) tarafindan
uyarilmasinin, bir negatif geri besleme dongii mekanizmasi yoluyla asir1 enflamatuar

yanit1 6nledigine dair bulgular sunmustur.

TLR’nin stimiile edilmesi sonucu miR-147 uyarilarak hem NF-kB hem de interferon
diizenleyici transkripsiyon faktoriiniin (interferon regulatory transcription factor; IRF3)
aktivasyonuna sebep olur. Ayrica miR-147, makrofajlarda TLR'nin neden oldugu
enflamatuar yanit1 inhibe etme egilimi gostermektedir (73). Baska bir ¢aligmada miR-
105'in insan diseti keratinositlerinde TLR-2 aktivitesini modiile ettigi gosterilmistir
(74). Son zamanlarda, enflamatuar genlerin TLR4'e bagimli yeniden programlanmasina

iki farkli diizenleme seviyesinin aracilik ettigi one siiriilmiistiir (75).
2.5. Dis Ciiriikleri

Dis ¢iiriikleri, (Sekil 2.11) ve periodontal hastaliklar, muhtemelen diinyadaki en yaygin
kronik hastaliklardir. Ciiriik, tarih oncesi ¢aglardan beri insanlar etkilemis olsa da bu
hastaligin yaygiligi modern zamanlarda diinya ¢apinda biiylik dl¢lide artmistir ve bu
artis beslenme degisikligi ile giliclii sekilde iligkilidir. Bununla birlikte, kanitlar su anda
bu egilimin 1970'lerin sonu ve 1980'lerin baslinda bir¢ok iilkede zirveye c¢iktigini

giinlimiizde ise azalmaya basladigini gostermektedir.
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Sekil 2.11. Mine ve dentin ¢iiriik gorselleri (76).

Bu kesif, 1950lerde ve 1960'larda kamu su kaynaklarina yaygin olarak floriir
eklenmesine ve 6zellikle dis macunu olmak iizere ¢esitli agiz hijyeni iirlinlerine floriir
eklenmesi ile iligkili goriilebilir. 1984 yilina gelindiginde, dis macunu iirlinlerinin %94'i

ilave floriir icermekteydi.

Amerika Birlesik Devletleri gibi gelismis iilkelerde ¢iiriiklerdeki diisiis en ¢ok {ist ve
orta smiflarda goze carparken, alt sosyoekonomik siniflar ve kirsal kesimde yasayanlar

yiiksek dis ¢liriigii prevalansini korumustur.

Ornegin, Uciincii Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Arastirmasi (NHANES 111)
(National Center for Health Statistics, 1994), ciiriiklerin %80'inin, siklikla diisiik
sosyoekonomik gruplarda veya azinliklarda bulunan g¢ocuklarin %20'sinde meydana
geldigini bulmustur. Bu etki, niifusun smirli bir kesiminin hastaligin ¢ogunu yasadigi
curiiklerin bir "kutuplasmasi" olarak karakterize edilmistir. Benzer bir kutuplagma,
gelismis tilkelerde cliriik prevalansinin azaldigi, az gelismis llkelerde arttigidir. Bu
nedenle ciiriikler, gerekli dis tedavisini en az karsilayabilen popiilasyon segmentlerinde

giderek daha fazla tespit edilmektedir.

Ek olarak, ciirtikler, elle tutulmasa da agri, 1stirap ve kozmetik kusurlar seklinde 6nemli
maliyetlere sebep olur. 1986'da Walter Loesche, ciiriikleri ve periodontal hastaligi
“’belki de cogu bireyin bir 6miir boyu ugrasmak zorunda oldugu en pahali enfeksiyon”’
olarak tanimladi. Bu ifade, insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) enfeksiyonu haricinde,

giiniimiizde de kabul gormektedir (77).
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2.5.1. Ciiriik ve Plak Tanimlar1

Dis ¢iirtigii, kalsifiye dokularin lokalize ¢Oziinmesi ve tahrip olmasina neden olan,
dislerin bulasict mikrobiyolojik bir hastaligidir. Dislerdeki bosluklarin (dis ylizeyinin
tahrip olmasi, bir "bosluk" veya kusur olusturmasi) bakteriyel enfeksiyon belirtileri
oldugunu anlamak o6nemlidir. Klinik uygulamada, bu gercegi goézden kacirmak ve
tamamen lezyonlarin onarici tedavisine odaklanmak, dolayisiyla hastaligin altinda yatan

nedeni tedavi edememek mumkindir.

Semptomatik tedavi Onemli olmasina ragmen, altta yatan nedenin (yani disin
odontopatik [dislere hastalik yapan] bakteriden enfeksiyonu) tanimlanmamasi ve tedavi

edilmemesi hastaligin devam etmesine izin verecektir.

Demineralizasyon ve dis yapisinin kaybi ile kanitlandigi tizere ¢iiriik aktivitesi oldukca
degiskendir ve bu nedenle bireysel lezyonlarin seyri her zaman 6ngoriilebilir degildir.
Ciirik lezyonlar, dis yapisint demineralize etmek icin yeterince asidik bir ortam
olusturabilen bir bakteri kiitlesi altinda olusur. Dis ylizeyine yapisan jelatinimsi bir
bakteri kiitlesi, dis plagi olarak adlandirilir. Plak bakterileri, enerji igin rafine
karbonhidratlar1 metabolize eder ve yan {iriin olarak organik asitler {iretir. Bu asitler,
disin kristal yapisinin ¢oziilmesiyle ¢iiriik lezyonuna neden olabilir. Dis ylizeyindeki
pH, plak metabolizmasindaki degisikliklerle degistiginden c¢iiriik lezyonlar bir dizi
alevlenme ve gerileme olarak ilerler. Siikroz gibi basit karbonhidratlarin mevcudiyeti
plak metabolizmasimi biiyiik 6l¢iide uyarir. Ciirtik aktivitesinin alevlenmeleri, yliksek
bakteriyel metabolik aktivite donemleri ve dis ylizeyine yakin plakta diisiik pH ile
karakterizedir. Hasarl1 dis yapisinin yeniden mineralizasyonu, lokal pH 5.5'in lizerine
ciktikca gercgeklesir. Tiikiiriikteki yliksek konsantrasyonlarda kalsiyum ve fosfat iyonlar:

ile remineralizasyon islemi gerceklesir.

Demineralizasyon ve remineralizasyon arasindaki dengeyi anlamak, ciiriik olusumunu

anlamanin anahtaridir.

Ciiriik olusumunda bakterilerin roliine dair kanitlar olduk¢a fazladir. Hayvan ve insan

modelleri kapsamli bir dizi ¢alismada kullanilmis ve asagidaki sonuglara yol agmuistir
(78).
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1. Bakteriyel enfeksiyon icermeyen dislerde; gerek germ free hayvanlarda gerekse
heniiz oral florada lokalize olmamis dislerde (siirmemis) clrik gelismedigi

gozlenmistir.

2. Antibiyotikler, hayvanlarda ve insanlarda ¢iiriikklerin azaltilmasinda etkilidir.

3. Oral bakteriler, dis minesini in vitro olarak demineralize edebilir ve dogal olarak
olusan ciiriiklere benzer lezyonlar olusturabilir.

4. Spesifik bakteriler, ¢esitli ¢iiriik lezyonlar tizerindeki plaktan izole edilebilir ve

tanimlanabilir.

Bakteriyel aktivitenin ¢iiriikk lezyonlarin olusumundaki rolii iyi tanimlanmis olmasina
ragmen, agiz florasindaki tek bir organizma ile ¢iiriikkler arasinda neden-sonug iliskisi
kurmak tam anlamiyla basarili olmamistir (78). Oral bakteriler soliter koloniler olarak
degil, kompleks bir sistemin iiyesi olarak oraya c¢ikarlar, polimerize glikozun yapiskan
matrisi tarafindan bir arada tutulan hiicre kiitleleri olarak bulunan bu bakteriler dis
yiizeyine bu matris sayesinde sikica tutunmuslardir. Yaklasik 200 ila 300 bakteri, maya
ve hatta protozoa tiirli insan oral florasina 6zgii olduguna dair bulgular gdstermistir.
Plak olusturan karmasik bakteri toplulugunun metabolik aktivitesi, bitisik sert ve

yumusak dokularin hastalik varligini veya yoklugunu belirleyebilmektedir (78).

Sekiz Mutans Streptococci (MS) serotipinden olusan bir grup bakteri c¢liriik ile
iligkilendirilmistir. Serotipler, a'dan h'ye kadar adlandirilmistir. MS grubu i¢i,nde yer
alan Streptoccus mutans ve Laktobasil biiyiik miktarlarda asit {iretebilir (asidojenik),
asidik ortamlara toleranshdir (asidiirik), siikroz tarafindan kuvvetli bir sekilde uyarilir

ve insanda ¢iirtik ile iliskili birincil organizmalar olarak goriilmektedir (78).
2.5.2. Ciiriiklerin Epidomiyolojisi

Dis ciirtikleri ile ilgili Kuzey Amerika ve Avrupa'da son 50 yilda yapilan
epidemiyolojik calismalar, dis tedavisine duyulan ihtiyacin kapsamini ve etkinligini
belirlemede c¢ok yararli olmustur. Baslangicta epidemiyoloji, salgin hastaliklarin
incelenmesine odaklanmistir, ancak modern zamanlarda epidemiyoloji, bir niifusun

saglik ihtiyaglarinin herhangi bir yoniinii kapsayacak sekilde genislemistir.

Bir popiilasyonda belirli bir siire, genellikle 1 yil i¢cinde yeni hastalik vakalar1 gelistiren

bireylerin sayisi, hastaligin insidansidir. Hastaligin uzunlugu veya siiresi yayginligi ve
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siklig1 6nlemler konusunda 6nemli bir etkiye sahiptir. Grip gibi kisa siireli hastaliklar
icin insidans ve prevalans neredeyse aynmidir. Uzun siireler boyunca (yillar veya on

yillar) devam eden hastaliklar i¢in prevalans, insidansin ¢ok daha iizerindedir.

Ciiriiklerin en yaygin epidemiyolojik Olciisii, hastalikli, eksik veya dolgulu (DMF)
kalic1 diglerin sayisinin degerlendirilmesidir. Siit dislerinin 6l¢iileri dmf olarak rapor
edilir. DMF, etkilenen dis sayis1 (DMFT) veya yiizeyler (DMFS) olarak rapor edilebilir
(78).

Gelismis tlkelerde ciiriik paterninde izlenen degisiklikler, yakin gelecekte uygulanan
cerrahi dis hekimliginin dogasim1 &nemli odlgiide etkileyecektir. Ornegin Amerika
Birlesik Devletleri'nde 65 yas istli niifusun yiizdesi 1980 yilindan 2000'lere
gelindiginde iki katina ¢ikmistir ve 2030'a kadar niifusun beste birini olusturacagi
ongoriilmektedir. Boylece daha fazla yash insanin varligi ve ciirlik prevalansinin
azalmas1 nedeniyle, dnceki nesillerden daha fazla dise sahip olacaklardir. Bununla
birlikte, bu biiylik yasl popiilasyonun agikta kalan kok yiizeyleri ¢iiriik i¢in yliksek risk

altinda olacaktir.
2.5.3. Ciiriik Lezyonun Klinik Ozellikleri

Dis ylizeyinde anaerobik hale gelmek i¢in yeterli kiitleye (kalinliga) sahip bir plak
toplulugu, karyojenik olma potansiyeline sahiptir. Biiyiikk bir Streptococcus mutans
popiilasyonu, bu olusumu fiilen garanti eder. Sukroz agisindan zengin bir diyet,
Streptoccus mutans’a segici bir avantaj saglar ve organizmanin plak toplulugunda ¢ok
sayida birikmesine izin verir. Siikroz acisindan zengin ortam ayrica Streptoccus
mutans in bllyiik miktarlarda hiicre dis1 polisakkarit iiretmesine izin verir. Bunlar plakta
diflizyon smirlayict bir bariyer olusturan jelatinimsi bir malzeme olusturur. Sinirl
diflizyon ve muazzam metabolik aktivitenin kombinasyonu, yerel ortami anaerobik ve
cok asidik hale getirir ve bu nedenle, bitisik dis ylizeyinin ¢oziinmesi i¢in ideal bir

ortam saglar.

Dis ylizeyinde kavitasyon meydana geldiginde, plak toplulugu i¢in daha tutucu bir
yiizey alani elde edilir. Bu, Laktobasil gibi zayif yapisma kabiliyetine sahip filamentli
bakterilerin lezyonda yerlesmesine izin verir. Konak¢inin diyetinde ve agiz hijyeni
uygulamalarinda degisiklik olmamast durumunda, dis yiizeyinin kavitasyonu,
karyojenik plak toplulugunun biiyiimesinde ve kavitasyonun genislemesinde sinerjik

biretki olusturur. Bu, dis yapisinin hizli ve agamali olarak tahrip olmasina neden olur.



24

Mine ¢iiriikkleri dentin-mine birlesimine (dentinoenamel junction; DEJ) girdiginde,
cliriik lezyonun hizli yanal genislemesi gergeklesir ¢iinkii dentin ¢liriik ataklarina karsi

¢ok daha az direnglidir.

Bu korunakli, oldukga asidik ve anaerobik ortam, daha once ¢iirtigiin birincil etiyolojik
ajanlar1 oldugu disiiniilen Laktobasiller i¢in ideal bir ortam saglar, ancak
Laktobasillerin dis yiizeyine yapisma yetenegi yoktur ve bu nedenle baslangi¢ ¢iiriikleri

icin etken olma olasilig1 diigiiktiir.

Mine c¢iirtigiiniin baglamasinda muhtemelen en O6nemli organizmalar Streptococcus
mutans iken Actinomyces viscosus, kok ciiriiklerinde aktif rol oynayan en olasi
organizmalardir. Ciiriik gelisimi ile birlikte, Laktobasiller bulunduklari yiizeyin
ozellikleri uygun hale geldiginde ciiriik lezyonun ©nemli sakinleri haline gelir.
Asidojenik potansiyelleri ve asidiirik yasam tarzlart nedeniyle, Laktobasiller

muhtemelen dentin ¢iiriiklerinin ilerlemesinde ¢ok 6nemli role sahiptir.
2.5.3.1. Ciiriik Tlerleyisi Tle Tlgili Klinik Alanlar

Ciirik bir lezyonun ozellikleri, lezyonun gelistigi yiizeyin dogasina gore degisir.

Ciiriglin baslamasi i¢in birbirinden tamamen farkli {i¢ klinik bolge vardir:

(@) En duyarl1 bolge olan dis minesinin gelisimsel ¢ukurlari ve fissiirlerinin girintileri;
(b) Plag1 koruyan piiriizsiiz mine yiizeyler

(c) Kok yiizeyileri

Bu alanlarin her biri farkli yiizey topografyasina ve c¢evresel kosullara sahiptir. Sonug
olarak, her alan farkli bir plak popiilasyonuna sahiptir. Bu farkli lezyon tiplerinin
teshisi, tedavisi ve Onlenmesi, her bolgede isleyen farkli etiyolojik faktorleri hesaba

katmalidir.
2.5.4. Ciiriik Histopatolojisi
2.5.4.1. Mine Ciiriikleri

Mine, uzun prizmalar halinde diizenlenmis, c¢ok siki bir sekilde paketlenmis
hidroksiapatit kristallerinden olusur. Mine prizmalari enine kesitte bir anahtar

seklindedir. Prizmalar, ameloblastlarin aktivitesiyle olusur.
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Her prizma dentin mine birlesiminden baslar ve tepenin yiizeyine dalgali, siirekli bir
siitun olarak uzanir. Mineralizasyon siireci goriiniiste bir sekilde siireksizdir ve yiiksek
ve diisiik aktivitenin degisen asamalar ile karakterize edilir. Diisiik aktivite donemleri,
cubuklar i¢inde "dinlenme hatlar1" yaratir. Bu dinlenme hatlari, komsu prizmalardaki
benzer ¢izgilerle kombinasyon halinde, mine kesitlerinde goriilebilen bir yap1 olusturur
ve retzius ¢izgileri olarak adlandirilir. Catlaklar, nispeten daha yiiksek organik igerik ile

karakterize edilen bolgelerdir.

Prizma smirlarindaki hem c¢izgiler hem de igsel bosluklar, suyun ve hidrojen iyonlari
gibi kiigiik iyonlarin hareketine izin vermek i¢in yeterli gézeneklilik saglar. Boylelikle
mine, kiiglik molekiillerin serbest hareketine izin vererek ve daha biiyiik molekiillerin ve
iyonlarin gegisini bloke ederek molekiiler bir elek gorevi gorebilir. Dis minesinin elek
benzeri davranisi, yeni baslamis mine ¢iiriiklerinin bile bakterilerin niifuz etmesinden
once neden pulpa tepkisi olusturabildigini agiklar. Iyonlarin ¢iirik mine boyunca
hareketi, mine yiizeyinin gercek kavitasyonundan Once alttaki dentinin asitte
¢Oziinmesine neden olabilir. Dentin tiibiillerinin dis uclarindaki bu asit saldirisi,

bilinmeyen mekanizmalarla pulpa tepkisi baslatir.

Catlaklar minede daha fazla gecirgenlige sahip yatay cizgiler olusturdugundan,

muhtemelen piiriizsiiz ylizey lezyonlarinin yanal yayilmasina katkida bulunurlar.

Aslinda, strialar erken lezyonlarda belirginlesiyor gibi goriinmektedir. Okliizal minede,
retzius ¢izgileri ve mine g¢ubugu yonleri karsilikli olarak diktir. Kronun eksenel
yiizeylerinde, ¢izgiler capraz olarak seyreder ve yiizeyde hafif ¢okiintiiler halinde sona
erer. Catlaklarin ylizey tezahiirleri, perikimata sirtlar1 arasinda uzanan pickerel
cizgileridir. Ciiriikler, tercihen mine prizmalarinin ¢ekirdeklerine ve daha gecirgen
retzius gizgilerine ilerler, bu da kontakta bulunan mine yiizeyinin zarar gérmesini tesvik

eder.

Ciirtik egilimli hastalarin dislerinde genellikle klinik muayeneden 6nce temizlenmesi
gereken genis plak birikintileri vardir. Temiz, kuru dislerde, bir kronun piiriizsiiz mine
yiizeyindeki en erken g¢iiriikk kanit1 beyaz bir lekedir. Bu lezyonlar genellikle diglerin
fasiyal ve lingual ylizeylerinde goriiliir. Beyaz noktalar, yalmizca dis yiizeyi
kurudugunda ortaya ¢ikan ve yeni baglayan ciiriikler olarak adlandirilan, tebesirimsi
beyaz, opak alanlardir. Bu mine alanlari, demineralizasyonun neden oldugu genis yiizey

alt1 gozenekliligi nedeniyle yar1 saydamligini yitirir. Yeni baglayan ciiriiklerin beyaz
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lekelerini, dis minesinin gelisimsel beyaz nokta hipokalsifikasyonlarindan ayirt etmek

i¢in 6zen gosterilmelidir (78).

Yeni basglayan ciiriikler, mine hidratlandiginda (islak) gorsel olarak kismen veya

tamamen kaybolurken, hipokalsifiye mine goreceli olarak kurutma ve 1slanmadan

etkilenmez (Sekil 2.12).

Nemli Yiizey Kuru Yiizey Yiizey Ozellikleri Yiizey Sertligi
Normal Mine Transliisent Transliisent Diiz Sert
Hipokalsifiye mine Opak Opak Diiz Sert
Baslangi¢ Ciiriigii Transliisent Opak Diiz Yumusak
AKtif Ciiritk Opak Opak Kavitasyon (+) Cok Yumusak
Durmus Ciiriik Opak, Koyu Opak, Koyu Plirtizli Sert

Sekil 2.12. Yeni baslayan mine ciiriikklerinin klinik gozlem verileri (78).

Tiikiirtikten gelen kalsiyum ve fosfat iyonlar1 daha sonra mine yiizeyine niifuz edebilir
ve mine lezyonundaki yiiksek reaktif kristal yiizeylerde c¢okelebilir. Tiikiirigiin
kalsiyum ve fosfat iyonlariyla asir1 doygunlugu, remineralizasyon islemi igin itici gii¢
gbrevi goriir. Insan dis minesinin hem yapay hem de dogal giiriikk lezyonlarmin
remineralizasyonu tesvik eden kosullara maruz kaldiktan sonra daha erken histolojik
asamalara geriledigi gosterilmistir. Ayrica, bu remineralizasyon islemi sirasinda eser
miktarda floriir iyonlarinin varligi, kalsiyum ve fosfatin ¢okelmesini biiyiik olgiide
arttirr, bu da remineralizasyona ugramis minenin aside daha direngli florapatitin dahil
edilmesi nedeniyle miiteakip ¢lirik saldirilarina daha direngli hale gelmesine neden
olur. Remineralize lezyonlar klinik olarak saglam, ancak rengi degismis, genellikle

kahverengi veya siyah noktalar olarak gézlemlenebilir.
2.5.4.2. Dentin Ciiriikleri

Dentin, kurondaki mine ve kok yiizeyinde sement ile kaplanan sert dokudur. Dentin, dis
pulpa dokusunun ¢evresi i¢cinde dentinin i¢ yiizeyini hizalayan odontoblastlarin kalsifiye
triiniidiir. Her odontoblast, bir dentinal tiibiil i¢ine bir uzantiya sahiptir. Tiibiiller,
pulpadan dentinoenamel baglantisina kadar tiim dentinin kalinligin1 ¢aprazlar. Tibiiller
arasindaki boslugu dolduran intertiibiiler dentin bir kolajen lifleri agina gomiilii
hidroksiapatit kristallerinden olusan sert ve kemik benzeri bir malzemedir. Tiibiillerin
duvarlari, peritiibiiler dentin adi verilen piiriizsiiz bir mineral tabakasiyla kaplidir.

Normal dentinde tiibiilii kaplayan ince bir zar her zaman gozlenir. Bu astar zarmin



27

dogasi ile ilgili tartigmalar devam etmektedir, odontoblastin gercek bir plazma zar

olabilir ya da sadece kemik yiizeyinde bulunana benzer bir sinirlayici zar olabilir (79).

Membran i¢indeki materyal, membran odontoblastin bir pargasiysa odontoblastik
sitoplazmadir veya membran odontoblastin bir parcast degilse plazmalik bir eksiidadir.
Her iki durumda da tiibiil, intertiibiiler dentinin remineralizasyonu, peritiibiiler dentinin

eklenmesi ve / veya agr1 algisi igin gerekli sivi hareketine ve iyon tasinmasina izin verir.

Dentindeki ciirtiglin ilerlemesi, dentinin yapisal farkliliklar1 nedeniyle {istte yatan
minedeki ilerlemeden farklidir. Saglikli dentin goriinlimiiniin bilinmesi ¢liriik dentin

ilerleyisi i¢in fikir olusturacaktir (Sekil 2.13).

D
Odontoblast S

Sekil 2.13. Saglikli dentin kesitsel goriiniimii (78).

Dentin ¢ok daha az mineral icerir ve asitlerin girisi ve mineral ¢ikisi icin bir yol
saglayan mikroskobik tiibiillere sahiptir. Dentin-Mine Baglantisi (DEJ), ¢iiriik
saldirisina kars1 en az dirence sahip alandir ve ¢liriik mineye niifuz ettiginde hizli yanal
yayillmaya izin verir. Bu Ozelliklerinden dolayi, dentin ciirlikleri enine kesitte V
seklindedir ve DEJ'de genis bir tabana sahiptir. Dis ¢liriigii, dentin i¢inde mineye gore
daha hizl ilerler ¢iinkii dentin, daha az mineralize i¢erik nedeniyle asit saldirisina karsi
cok daha az diren¢ saglar. Ciiriik, dentin icinde agri, demineralizasyon ve
remineralizasyon dahil olmak tizere ¢esitli yanitlar iiretir. Derin lezyonlarda bakteriyel
enfeksiyonu pulpaya yaklagsmasi haricinde, ciiriik dentini isgal ettiginde bile agn
bildirilmez. Dentin ciirliklerinin erken evrelerinde ara sira kisa siireli agr1 donemleri
hissedilebilir. Bu agrilar, agiz ortamima kavitasyon ile agilan dentin tiibiillerinden

stvinin hareket etmesi ile pulpa dokusunun uyarilmasindan kaynaklanmaktadir.
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Dentinin bakteriyel istilas1 pulpaya yaklastiginda, toksinler ve hatta muhtemelen birkag
bakteri pulpaya girerek pulpa dokularinda iltihaplanma ile sonuglanir. ilk pulpa
iltihabinin klinik olarak keskin agrilarin tiretilmesiyle belirgin oldugu diistiniilmektedir
ve her agr1 termal bir uyariya yanit olarak sadece birka¢ saniye (10 veya daha az)

kalmaktadir.

Soguga kisa, agrili bir yanit, reversibl pulpitis veya pulpal hiperemiyi diistindiiriir.
Reversibl pulpitis, adindan da anlasilacag: gibi, tahrise neden olan ¢iiriikler zamaninda
tedavi edilerek ortadan kaldirilirsa disin iyilesebilecegi pulpanin simirli - bir
iltihaplanmasidir. Pulpa daha siddetli bir sekilde iltihaplandiginda, bir termal uyaran,
tipik olarak 10 saniyeden uzun bir siire, uyaranin sona ermesinden sonra devam eden
agr1 lretecektir. Bu klinik model, ¢iiriik temizlendikten sonra pulpanin diizelme olasilig1

diisiik oldugunda, irreversibl pulpitisi diislindiirir.

Disi kurtarmak igin restoratif tedaviye ek olarak genellikle pulpa ekstirpasyonu ve kok
kanal tedavisi gereklidir. Zonklayaci ve siirekli devam eden agri, yalnizca kanal tedavisi
veya pulpa ekstraksiyonu ile tedavi edilen kismi veya toal pulpa nekrozunu diistindiiriir.
Bu klinik o6zellikler pulpa tedavisi icin kilavuzlar olarak yararli olsa da pulpa
semptomlarinin genis Ol¢iide degisebilecegi ve her zaman dis pulpasinin histolojik

durumunun habercisi olmadig1 g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Pulpa-dentin kompleksi, remineralizasyonu baslatmaya calisarak ve agik tiibiilleri bloke
ederek ciiriik ataklarina tepki verir. Bu reaksiyonlar odontoblastik aktivite ve fiziksel
demineralizasyon ve remineralizasyon siirecinden kaynaklanir. Ciiriikk lezyonunda tig

diizeyde dentin reaksiyonu tanimlanabilir:

(1) Yavas ilerleyen bir lezyonla iliskili uzun vadeli, diisiik seviyeli bir asit

demineralizasyonuna reaksiyon
(2) Orta yogunlukta bir saldirtya tepki

(3) Cok yiiksek asit seviyeleri ile karakterize edilen siddetli, hizla ilerleyen ciiriiklere
tepki

Dentin ve pulpa dokular1 canli kaldig1 ve yeterli kan dolasimina sahip oldugu siirece
diisiik ve orta yogunluktaki ¢iiriik ataklarina cevap olarak (kendini tamir ederek) tepki

verebilir.
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Yavas ilerleyen ciiriiklerde, vital pulpa, intertiibliler dentinin remineralizasyonu ve
peritiibiiler dentinin eklenmesi yoluyla demineralize olmus dentini onarabilir. Ciirtik
veya hafif ¢iiriik ataklarinin erken asamalari, dentin i¢in uzun vadeli, diisiik seviyeli asit
demineralizasyonuna neden olur. Pulpa dokusunun mikroorganizmalara dogrudan
maruz kalmasi, inflamatuar bir yanit i¢in bir 6n kosul degildir. Toksinler ve diger
metabolik yan triinler, 6zellikle hidrojen iyonu, dentin tiibiilleri yoluyla pulpaya niifuz
edebilir. Lezyon mineyle sinirli olsa bile pulpanin enflamatuar hiicrelerle yanit verdigi

gosterilebilir (78).

Dentin, lezyonun ilerleyen enfekte dentin kisminin 6niinde hem tiibiillerin limeninde
hem de etkilenen dentinin intertiibliler dentinde kristalin materyalin birikmesiyle ilk

cliriik demineralizasyon boliimiiniin uyarisina yanit verir (Sekil 2.14).

Sekil 2.14. Dentin giiriikleri ve dentin tiibiillerinin kesitsel goriintiileri (78).

Normal dentinden daha fazla mineral igerigine sahip olan dentin, sklerotik dentin olarak
adlandirilir. Sklerotik dentin olusumu, yavas ilerleyen bir lezyonun demineralizasyon
cephesinin 6niinde meydana gelir ve eski bir restorasyon altinda goriilebilir. Sklerotik

dentin genellikle parlak ve daha koyu renklidir.

Karsilagtirildiginda, normal yeni kesilmis dentin parlak, yansitict bir ylizeyden
yoksundur ve sond ucundan biraz penetrasyona izin verir. Sklerotik dentinin gériinen
islevi, tibiilleri bloke ederek bir lezyonu duvarla ortmektir. Tibiil limen c¢apindaki
azalma nedeniyle sklerotik dentinin geg¢irgenligi normal dentine kiyasla biiyiik 6l¢iide
azalir (80). Bu nedenle, bir restoratif materyali sklerotik dentine baglamak daha zor

olabilir.
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Etkilenmis dentinin Oniinde yer alan dentin tiibiillerinin liimeninde kristalin ¢okeltiler
olusur. Bu tiibiiller mineral c¢okeltileri tarafindan tamamen tikandiginda, disin bu
boliimii degerlendirme esnasinda daha net goriiniir. Mineral ¢okeltisinin olustugu bu
bolge, seffaf alan transparant bolge olarak adlandirilir ve hem intertiibiiler dentindeki
mineral kaybinin hem dentin tiibiillerinde mevcut minerallerin ¢okelmesi ile olusur.

(Sekil 2.15) (78).

Bakteriyel Plak \,
Yiizeyel Dentin Ciiriigii T\ \ ‘\‘ \
Derin. | I\
Enfekte Dentin
Dentin Transparan n -
Dentin

Reperatif Dentin

. ¥ s ¥
i ‘ 0
T

Sekil 2.15. Okliizal dentin ve mine ¢iiriiklerinin kesitsel goriintiisii (78).

Okliizal mine, okliizal fissiirde kiigiik bir aciklik ile saglam goriinlir. Mine,
demineralizasyon ile zayifladig1 yerde koyulasir. Lezyon, yiliksek sayida S. mutans ve
Laktobasil i¢eren bakteriyel bir tikagla doldurulur. Dentin tikacin altinda enfekte hale
gelir Daha derindeki dentin enfekte degildir, ancak biiyiik 6l¢iide demineralizedir.

Lezyonun altinda onarict dentin olusumu baslar.

Ikinci diizey dentin yamiti orta siddettedir. Daha yogun giiriik aktivitesi, dentinin
bakteriyel istilasina neden olur. Enfekte dentin, yliksek asit seviyeleri, hidrolitik
enzimler, bakteriler ve bakteriyel hiicresel kalintilar dahil olmak {izere ¢ok cesitli
patojenik materyaller veya irritanlar igerir. Bu materyaller, odontoblastlarin
dejenerasyonuna, oliimiine ve lezyonun altindaki tiibiiler uzantilarda, pulpada hafif bir

enflamasyona neden olabilir.

Reperatif dentin, malzemenin tiibiillerden difiizyonuna kars1 ¢ok etkili bir engeldir ve

dentinin onariminda énemli bir adimdir. Siddetli uyaranlar, reperatif dentine ek olarak
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pulpa taslar1 olarak adlandirilan, baglanmamis dentinin pulpa odasi i¢inde olusmasina
da neden olabilir. Intertiibiiler dentinin remineralizasyonu ve peritiibiiler dentinin
eklenmesi veya onarici dentin ile dentin onarim yanitlarinin basarisi, ¢liriikk saldirisinin
siddetine ve pulpanin yanit verme yetenegine baglidir. Pulpal dokuya kan temini, pulpa

tepkileri i¢in en dnemli sinirlayict faktor olabilir.

Ucgiincii diizey dentin yanit1 siddetli irritasyondur. Cok yiiksek asit iiretimi seviyelerine
sahip akut, hizla ilerleyen ciiriikler dentin savunmasini asar ve pulpanin enfeksiyonu,
apse ve Olimiyle sonuglanir. Diger oral dokularla karsilastirildiginda, pulpa,
iltihaplanmaya kars1 diisiik dirence sahiptir. Pulpa canliliginin korunmasi, pulpal

dokunun beslemesinin yeterliligine baglidir.
2.5.4.3. Ilerlemis Ciiriik Lezyonlar

Mine lezyonunun gdvdesinin artan demineralizasyonu, minenin zayiflamasina ve
sonunda ¢okmesine neden olur. Ortaya ¢ikan kavitasyon, karyojenik plak i¢in daha da
koruyucu ve tutucu bir habitat saglar ve boylece lezyonun ilerlemesini hizlandirir. DEJ,
clirlik ataklarina mine veya dentinden daha az direng gozterir. DEJ'de lezyonun sonugta
ortaya cikan lateral yayilmasi, dentinde karakteristik ikinci ¢iiriikk aktivitesi konisini
olusturur. Nekrotik dentin, klinik olarak 1slak, lapa gibi, kolayca cikarilabilen bir kitle
olarak kabul edilmektedir.Bu dentin tabakasi, histolojik goriiniimde yapisal 6zelliklerini

tamamen kaybetmistir ve ¢ok sayida bakteri icerir.

Nadiren, histolojik preparatlarda dentin tiibiil kalintilar1 goriilebilir. Nekrotik dokunun

cikarilmasi, kuru ve kosele gibi goriinen daha derin enfekte dentini ortaya ¢ikarir.

Bakteriyel enfeksiyonun giderilmesi, tiim operatif prosediirlerinin 6nemli bir pargasidir.
Bakteriler asla lezyonun tamamina kadar niifuz etmedigi ig¢in, cliriikk siirecinden
etkilenen tiim dentini ¢ikarmak gerekli degildir. Operatif prosediirlerde, dentini enfekte
veya etkilenmemis olarak tanimlamak uygundur buna bagli olarak enfekte dentin
temizlenmesi gereken clrilk dokusu olarak kabul goriir, etkilenmemis dentin de
herhangi operatif islemde temizlemekten kagindigimiz dentin bdlgesini temsil

etmektedir.
2.6. Dis Pulpa Dokusu Hiicreleri

Dis pulpasmin yenilenmesi hasarli pulpa hiicrelerinin tedavi silirecinde ¢ok onemlidir.

Restoratif dishekimliginde, degisen tedavi kavramlari nedeniyle doku rejenerasyonu
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giderek Onem kazanmaktadir. Rejenaratif prosediirler klinik uygulamalarda asamali

olarak uygulanmaya baslanmstir.

Son zamanlarda Duncan ve ark. (29)’lar1 epigenetik modifikasyonun dental pulpa hiicre
davranigin1  etkileyebilecegini  bildirmistir. Bu ¢alismalar, histon deasetilaz
inhibitorlerinin (HDACis) enflame pulpal hiicre proliferasyonu azaltarak ve
mineralizasyonu arttirarak dental pulpa hiicrelerinde onarici olaylar1 epigenetik olarak
tesvik ettigini gostermistir. Calismalar, HDACis'in osteopontin ve kemik morfojenik
protein-2’yi (BMP2) aktivitesini arttirarak minerallesme ve farklilasma olaylarini tesvik

ettigini yoniinde veriler de sunmustur (29, 30).

Paino ve ark.’1 (81), HDACIs'lerin osteopontin ve kemik sialoprotein ekspresyonunu
tesvik ettigini ve osteokalsin ekspresyonun down regiilasyonuna sebep oldugunu tespit
etmislerdir. Ek olarak Hui ve ark.’lar1 (82) histon asetiltransferaz p300'in, dentin
matriks proteini-1, dentin sialofosfoprotein, dentin sialoprotein, osteopontin ve
osteokalsin gibi odontojenik markoér genlerin ekspresyonunu modiile ettigini ve dental
pulpa kok hiicrelerinde odontojenik farklilasmay:r modifiye ettigini ileri slirmiistiir. Bu
nedenle epigenetik degisiklikler, dental pulpa hiicrelerinde ¢ekirdek genlerin
ekspresyonu ve regiilasyonunda énemli rol oynamaktadir. HDAC'lerin transkripsiyon ve
hiicre davranisint modiile ederek homeostatik dengeyi diizenledigi ge¢mis arastirmalar

sonucu elde edilmis veriler arasindadir (83, 84).

Duncan ve ark. (29), HDAC:s'lerin restoratif tedavilerde terapdtik materyal olarak
kullanim potansiyeline sahip oldugunu ileri siirmiistiir. Son zamanlarda Hui ve ark. (82)
zeste homolog 2 (EZH2)’nin arttiricisinin dis pulpasiin iltihabi, proliferasyonu ve

rejenerasyonunda bir regiilator olarak etkin rol oynayacagini 6ne stirmiistir.

Cardoso ve ark. (85)’mmn, dis pulpast hiicrelerindeki metilasyon paternlerindeki
degisiklikleri arastirmuslardir. Interferon-gama’nin (IFN-8) metilasyon paternlerinin
saglikli ve iltihapli insan pulpa dokusu arasinda farkli olduguna dair veriler elde
etmiglerdir. Yapmis olduklar1 c¢aligmada, iltihapli pulpa dokusunda IFN-5
metilasyonunun azaldigi gozlemlemislerdir. Son zamanlarda Cardoso ve ark. (110),
Toll-benzeri-reseptor2 (TLR2) ve CD14’tin DNA metilasyon kaliplarin1 saglikli ve
enflame dis pulpalar1 iizerinde ifadesini karsilastirmistir. Ancak, iki grup arasinda

anlamli bir fark bulamamislardir.



33

Sun ve ark. (35)’lari, kodlanamayan RNA'larin odontoblast farklilagmasini ve oral

hastaliklar etkileyebilecegini tespit etmislerdir.

Epigenetik mekanizmalarin dental anomalilere ve dentin displazisi ve dentinogenez
imperfekta gibi kusurlara neden olabilecegini diisiiniilmiistiir (35). Ayrica, yarik dudak,
yartk damak ve sendromlar gibi dental genetik kusurlar dental kok hiicrelerde
odontoblast farklilagmasi esnasinda meydana gelen epigenetik modifikasyonlar ile
iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle dental anomaliler ve epigenetik faktorler
arasindaki iligki ile ilgili daha ¢ok arastirmaya ihtiya¢ vardir. Her ne kadar dis pulpal
doku hiicreleri {lizerinde epigenetik aragtirmalar baslangi¢ asamasinda olsa da, bir¢ok
calisma dis pulpa dokusu hiicrelerini etkileyen epigenetik mekanizmalarin 6nemini
vurgulayarak bu mekanizmalarin rejeneratif tedavilerin gelistirilmesine katkisi olacagini

One stirilmiistiir.
2.7. Dis Pulpal Dokusu Enflemasyonunda Rol Alan Sitokinler

Sitokinler, hiicreler tarafindan salgilanan kiigiik proteinlerdir ve hiicreler arasindaki
etkilesimler, iletisimler tizerinde spesifik bir etkiye sahiptirler. Sitokin genel bir isimdir;
diger isimler arasinda lenfokin (lenfositler tarafindan yapilan sitokinler), monokin
(monositler tarafindan yapilan sitokinler), kemokin (kemotaktik aktiviteleri olan
sitokinler) ve interlokin (bir 16kosit tarafindan yapilan ve diger 16kositler lizerinde etkili
olan sitokinler) bulunur. Sitokinler, kendilerini salgilayan hiicreler iizerinde (otokrin
etki), yakindaki hiicreler iizerine (parakrin etki) veya bazi durumlarda uzak hiicreler

tizerinde (endokrin etki) etki edebilirler (86).

Farkl1 hiicre tiplerinin ayni sitokini salgilamasi veya tek bir sitokinin birkag¢ farkl hiicre
tipine etki etmesi (pleiotropi) yaygindir. Sitokinler aktivitelerinde gereksizdir, yani
benzer fonksiyonlar farkli sitokinler tarafindan uyarilabilir. Bir sitokin, hedef
hiicrelerini ilave sitokinler yapmak iizere uyardigindan, genellikle bir kaskad halinde
tiretilirler. Sitokinler ayrica sinerjistik veya antagonistik olarak da hareket edebilirler
(Sekil 2.16).
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Sekil 2.16. Sitokin agi. B hiicreleri, T hiicreleri, makrofajlar, mast hiicreleri, nétrofiller,
bazofiller ve eozinofiller dahil olmak tizere birgok farkl: hiicre tipi, bagisiklik sisteminin
bir pargasi olarak aktif rol oynar (86).

Sitokinler bircok hiicre popiilasyonu tarafindan {iretilebilmektedir, ancak baskin
tireticiler yardimer T hiicreleri (Th) ve makrofajlardir. Sitokinler, yerlesik ve toplanmig
makrofajlar, mast hiicreleri, endotel hiicreleri ve Schwann hiicreleri tarafindan

fizyolojik ve patolojik siiregler sirasinda periferik sinir dokusu tarafindan iiretilebilir.
2.7.1. Proenflamatuar Sitokinler

Proenflamatuar sitokinler, agirlikli olarak aktive makrofajlar tarafindan {retilir ve
inflamatuar reaksiyonlarin artisinda yer alir. IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi belirli
proinflamatuar sitokinlerin patolojik agr siirecinde yer aldigina dair bol miktarda kanit

vardir.

Interldkin 1B (IL-1p), hiicre hasar1, enfeksiyon, bakteriyal atak ve iltihaplanma sirasinda
fibroblastlar ve endotelyal hiicreler gibi immiin olmayan hiicrelerin yani sira 6ncelikle

monositler ve makrofajlar tarafindan salinir (87).

Interldkin 6 (IL-6), hem pro-inflamatuar sitokin hem de anti-inflamatuar miyokin olarak

gbrev yapan bir interlokindir. insanlarda IL-6 geni tarafindan kodlanir.
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Ek olarak, osteoblastlar, osteoklast olusumunu uyarmak i¢in IL-6 salgilar. Bir¢ok kan
damarinin diiz kas hiicreleri ayrica proinflamatuar bir sitokin olarak IL-6 iiretir. IL-6'nin
bir anti-inflamatuar miyokin olarak roliine, TNF-o ve IL-1 tizerindeki inhibitor etkileri

ve IL-1ra ve IL-10 aktivasyonu aracilik eder.

Tiumor nekroz faktorii (TNF, kaseksin veya kasektin; genellikle tiimor nekroz faktorii
alfa veya TNF-a olarak adlandirilir) bagisiklik sistemi tarafindan hiicre sinyali igin
kullanilan kiigiik bir proteindir. Makrofajlar, bir enfeksiyon tespit ederse, inflamatuar
yanitin bir pargast olarak diger bagisiklik sistemi hiicrelerini uyarmak i¢in TNF
salgilarlar. TNF, homolog bir TNF alanina sahip ¢esitli transmembran proteinlerinden
olusan TNF siiper ailesinin bir tiyesidir. TNF-a’nin birincil rolii, bagisiklik hiicrelerinin
diizenlenmesindedir. TNF, endojen bir pirojen olarak ates, apoptotik hiicre oliimii,
kaseksi ve inflamasyonu indiikleyebilir ve tiimorijenezi, viral replikasyonu inhibe
edebilir ve IL-1 ve IL-6 iireten hiicreler yoluyla sepsise yanit verebilir. TNF iiretiminin
diizensizligi, alzheimer hastaligi (88), kanser (89), major depresyon (90), sedef
hastaligive inflamatuar bagirsak hastaligi (IBD) dahil olmak tizere cesitli hastaliklarayol
acabilmektedir.

2.7.2. Kemokinler

Kemokinler, kiigiik sitokinler ailesi veya hiicreler tarafindan salgilanan sinyal
proteinleridir. Adlari, yakindaki duyarli hiicrelerde yonlendirilmis kemotaksiyi
indiikleme yeteneklerinden tiiretilmistir ve kemotaktik sitokinlerdir. Sitokin proteinleri,
davranis ve yapisal 6zelliklerine gore kemokinler olarak siiflandirilir. Kemotaksiye
aracilik etmeleriyle taninmalarma ek olarak, kemokinlerin tiimii kiitle olarak yaklasik 8-
10 kilodaltondur ve korunmus konumlarda 3 boyutlu sekillerini olusturmak i¢in anahtar

olan dort sistein kalintisina sahiptir.

Kemokinlerin temel rolii, hiicrelerin gogline rehberlik etmek i¢in bir kimyasal uyaran
olarak hareket etmektir. Kemokinler tarafindan gekilen hiicreler, kemokin kaynagina
dogru artan kemokin konsantrasyonu sinyalini takip eder. Bazi kemokinler, bu
dokularda bulunan antijen sunan hiicrelerle etkilesime girerek patojenlerin varligini
tespit edebilmek icin lenfositleri lenf diigiimlerine yonlendirmek gibi bagisiklik
gozetimi siiregleri sirasinda bagisiklik sistemi hiicrelerini kontrol ederler. Bunlar
homeostatik kemokinler olarak bilinir ve kaynak hiicrelerini uyarmaya gerek kalmadan

uretilir ve salgilanirlar. Bazi kemokinlerin gelisimde rolleri vardir; anjiyogenezi (yeni
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kan damarlarinin biiylimesi) tesvik ederler veya hiicreleri hiicresel olgunlagma igin

kritik olan spesifik sinyaller saglayan dokulara yonlendirirler.
Kemokinler fonksiyonel olarak iki gruba ayrilir:

Homeostatik; belirli dokularda yapisal olarak iretilir ve bazal lokosit goclinden
sorumludur. Bunlar sunlar igerir: CCL14, CCL19, CCL20, CCL21, CCL25, CCL27,
CXCLI12 ve CXCL13. Bu smiflandirma kat1 degildir; 6rnegin, CCL20 ayn1 zamanda

pro-enflamatuar kemokin olarak da islev gérebilir (91).

Enflamatuar; bunlar patolojik kosullar altinda (IL-1, TNF-a, LPS veya viriisler gibi
prenflamatuar uyaranlarda) olusur ve immiin hiicreleri enflamasyon bolgesine gekerek
enflamatuar yanita aktif olarak katilirlar. Ornekler: CXCL-8, CCL2, CCL3, CCL4,
CCL5, CCL11, CXCL10 (91).

2.7.3. Anti-inflamatuar Sitokinler

Anti-inflamatuar sitokinler, pro-enflamatuar sitokin yanitin1 kontrol eden bir dizi
immiin diizenleyici molekiildiir. Sitokinler, insan bagisiklik tepkisini diizenlemek icin
spesifik sitokin inhibitorleri ve ¢oziiniir sitokin reseptorleri ile uyum icinde hareket
eder. Enflamasyondaki fizyolojik rolleri ve sistemik enflamatuvar durumlardaki

patolojik rolleri giderek daha fazla taninmaktadir.

Baslica anti-enflamatuar sitokinler, IL-1 reseptor antagonisti, IL-4, 1L-10, IL-11 ve IL-
13" igerir. Losemi Onleyici faktor, interferon-alfa (INF-a), IL-6 ve doniistiiriicti biiyiime
faktorii (TGF)-B, ¢esitli kosullar altinda anti-inflamatuar veya proinflamatuar sitokinler
olarak gorev almaktadir. IL-1, TNF-a ve IL-18 icin spesifik sitokin reseptdrleri ayrica

proinflamatuar sitokinler i¢in inhibitor olarak islev gorebilmektedir (86).
2.7.4. Dis Pulpal Dokusu, Sitokinler ve Immiin Yanit

Dis pulpal dokusu, sert mineralize materyal ile ¢evrili son derece 6zel bir mezenkimal
doku iken, odontoblastlar ve stromal fibroblastlar bu bosluktaki ana hiicrelerdir (92). Bu
6zel doku, apikal bolgeden ¢ikan bir kan damari ve sinir demetleri ag1 tarafindan

beslenir ve uyarilir (93).

Odontoblastlar ve stromal fibroblastlarla birlikte, farklilasmamis mezenkimal kok hiicre

popiilasyonlar1 agirlikli olarak perivaskiiler nig ve immiin hiicreler iginde gozlenir (43).
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Normal kosullar altinda, noétrofiller bu bdlgedeki ana hiicre popiilasyonunu olusturur,

ancak dis pulpasinda dendritik hiicreler ve bazen makrofajlar da gézlenebilmektedir.

Enfeksiy0z ajanlarin uzaklastirilmasi ve onarimin tesvik edilmesi nedeniyle, bahsedilen
hiicreler, odontoblastlar tarafindan mekanik bariyerlerin olusturulmasi, ndral lifler
tarafindan duyularin iletilmesi, dental pulpa kok hiicre farklilagsmasi ve immiin hiicreler
tarafindan inflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin tiretilmesi dahil olmak {izere ¢esitli
islevlere sahip olabilir (94). Onceki calismalarin bulgulari, dis dokusunda lenfatik
sistem ve lenfatik damarlarin bulundugunu gostermektedir, ancak bu damarlar1 bu
alanda bulunan kan damarlarindan ayirt etmek i¢in uygun bir biyobelirte¢ tam olarak

olusturulmamistir (95, 96).

Mekanik, kimyasal, mikrobiyolojik ve termal faktorleri iceren cesitli faktorlerin dis
pulpa dokusunu etkiledigi bilinmektedir. Bu uyaricilar, enflamatuar bagisiklik
tepkilerini tetikleyebilir ve vaskiiler degisikliklere, bagisiklik hiicrelerinin birikmesine

ve nihayetinde doku hasarina neden olabilirler (97) (Sekil 2.17).

Dis pulpa dokusu benzersiz anatomik kosullara sahiptir ve dis pulpast agiga ¢ikana
kadar fagosit hiicreler bakterileri 6ldiiremez. Bu arada dis ciirlikleri enflamatuar yanitta
onemli role sahiptir ve bakteriyel invazyon ve ¢iirik miktarinin diisik oldugu
durumlarda pulpa dokusu, bagisiklik bilesenlerini ve enflamatuar reaksiyona baglh
olugacak bakteriyel istila oranini azaltmak igin tepki gosterebilir (98). Kantlar,
intratiibliler immiinoglobulinler, néropeptidler, odontoblastlar, dogal dldiiriicii (NK)
hiicreler, olgunlagsmamis dentritik hiicre (DC) 'ler ve T hiicrelerinin yani sira bunlarin
sitokinleri ve kemokinlerinin ¢iiriige kars1 erken enflamatuar reaksiyondan sorumlu
oldugunu gostermistir (98, 99). Noropeptitler, bagisiklik hiicrelerini dogrudan uyarabilir
ve bunlara yanit verebilir. Ayrica artan vaskiiler gecirgenlik, bagisiklik hiicrelerinin
infiltrasyonuna neden olur ve iltihaplanma bdlgesinde sitokinler ve kemokinler gibi

bagisiklik aracilarinin konsantrasyonunu arttirir.
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Sekil 2.17. Enflamasyon, doku hasari ve bakterilerin ortadan kaldirilmasi olay zinciri.
TLR: Toll benzeri alic1; Th: T yardimcist; LPS: Lipopolisakkaritler; LTA: Lipoteikoik
asit; LT: Lipopeptid; MAPK: Mitojenle aktive olan protein kinaz; NF«B: aktiflestirilmis
B hiicrelerinin niikleer faktor kappa hafif zincir arttiricis1 bu enflamatuar reaksiyon
zincirinde gorev almaktadir (100).

Noropeptitler, bagisiklik hiicrelerini dogrudan uyarabilir ve bunlara yanit verebilir.
Ayrica artan vaskiiler gecirgenlik, bagisiklik hiicrelerinin infiltrasyonuna neden olur ve
iltthaplanma bdlgesinde sitokinler ve kemokinler gibi bagisiklik aracilarinin

konsantrasyonunu arttirir.

Sonug¢ olarak, bu faktorlerin toplami odontojenik pulpa agrisina, pulpitise, kemik
rezorpsiyonuna, pulpa nekrozuna ve apikal periodontitise yol agar. Pulpitiste, CD14,
TLR-2 ve TLR4'4 eksprese eden hiicrelerin aracilik ettigi vaskiiler degisiklikler ve 1L-8,
IL-6, IL-1 sitokinlerinin aktivitesi ile immiin yanit olusur. Pulpitis, enflamatuar

sitokinlerin ve kemokinlerin salgilanmasi ile baslar (CCL2, CCLS5 vd.).

Akut pulpitis modelinde TLR4'{in inflamatuar yanitlara dahil oldugunu kanitlamak i¢in
Lin ve ark. (101)’nin yapmis oldugu calismada TLR4'in, TLR4 antagonistleri

tarafindan bloke edilmesinin, sinyalleme adaptér molekiillerini, timor nekroz faktorii-ou
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(TNF-a) ve IL-1’1 6nemli dlgiide asag1 regiile ettigine dair bulgular sunmuslardir (101).
Ayrica Farges ve ark.(102)’lart odontoblastlarin TLR2 yoluyla oral patojenlere karsi
dental pulpa immiin tepkisine katildigin1 ve bu tip hiicrelerin 1L-8 ve IL-6 dahil olmak

izere inflamatuar sitokinler iiretebildigini 6ne siirmiilerdir.
2.8. Dis Pulpasi Enflamasyonundaki Epigenetik Diizenlemeler

Dis pulpasini etkileyen birden ¢ok tipik enflamatuar hastalik mevcuttur. Pulpadaki
yikict ve onarict siireglere aktif olarak katilan sitokinler ve kemokinler dahil olmak
tizere enflamatuar mediatorlerin lokal birikimi bu enflamatuar hastaliklar igin
karakterizedir (103). Bakteriyel enfeksiyonlar, pulpa hastaliklarinda en Onemli
etiyolojik faktorler arasinda yer almaktadir (104). Bakteriler ve toksinleri, pulpal
enflamatuar siiregler sirasinda dogrudan stimiilasyonda 6nemli bir role sahiptir (105,
106). Enflamasyon ve onarici siiregler arasindaki denge, pulpa enflamasyonunun
derecesini ve ¢oklu sinyal yollarinin dahil oldugu etkilenen disin canliliginda 6nemli
role sahiptir (106-108). Patolojik kosullar altinda, odontoblastlar tarafindan salgilanan
dentin matriksi, gelisen travmaya bagli olarak indiiklenerek onarici siireci uyarilmasinda
gorev almaktadir (109). Bununla birlikte, hastalarin baslica sikayetine gore, klinik
olarak pulpanin hafif/siddetli iltihaplanma gibi enflamatuar durumunu bilmek c¢ok
zordur. Ek olarak, odontoblastlarin sitolojik durumunu hastalardaki pulpa enflamatuar
durumla agiklamak zordur, ¢linkii dis pulpa dokusu iizerinde (hastalar veya deney
hayvan modellerinden) islenen pulpal histoloji klinik bulgularla iyi bir sekilde iliskili
degildir.

Doku rejenerasyonunun, enflamasyon ve onarim arasindaki denge sonucu olustugu
gercegi g6z Oniline alindiginda, dentin matriks proteinlerinin  etkisi, pulpa
iltihaplanmasin1 6nlemektedir (110). Enfeksiyon kontroliiniin, klinik sonuglarinin

iyilestirilmesinde anahtar faktor oldugu bildirilmistir (111, 112).

Epigenetik, periodontitis ve pulpa kaynakli enflamatuar hastaliklarda 6nemli role
sahiptir (82, 113). Epigenetik modifikasyonlar potansiyel olarak geri donitisimliidiir ve
bu nedenle, degisikliklerin kapsamli bir sekilde anlasilmasi, enflamatuar hastaliklar i¢in

yeni terapotik hedeflerin tanimlanmasinda kolaylik saglayabilecektir (114).

Enfekte pulpa ve periodontal dokulardaki inflamatuar reaksiyonlar, gen ekspresyonunda

degisikliklere neden olabilecek epigenetik modifikasyonlar1 etkilemekte ve
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tetiklemektedir (115). Dental pulpa enflamasyonu ile ilgili arastirmalar, epigenetik
modifikasyonlarin dental pulpa hiicrelerinin davranisini etkileyebilecegine dair bulgular

sunmustur (30, 31).
2.8.1. Dis Pulpas1 Enflamasyonunda DNA Metilasyonu

Dis hekimligi alanindaki son ¢aligmalarda DNA metilasyon paternleri enflamasyon ile
degisiklige ugrayabildigi gosterilmistir (37).

Sitokin genlerinde CpG metilasyonunu degerlendiren az sayidaki ¢alismaya ragmen, ilk
bulgular periodontitis gibi enflamatuar hastaliklarin patogenezinde metilasyonun énemi

hakkinda fikir vermistir (116). Kronik periodontitiste DNA metilasyon paternlerinde

degisiklikler ve sitokin genlerinin ekspresyonu gozlenebilmistir.

IFN-gama, makrofaj ve endotelyal hiicrelerde ¢iirlige karst gelisen ilk pulpal yanitta
enflamatuar araci olarak gorev almaktadir. [IFN-gama pulpa iltihabi siirecinde bagisiklik
tepkisini etkileyebilir (117). IFN-gama promotoriindeki CpG metilasyonu, IFN-y
{iretiminin negatif transkripsiyonel bir regiilatorii olarak kabul edilir (118). iltihapl
reaksiyon gelismi pulpa dokularinda yiiksek IFN-gama, mRNA prevalanst saptanmistir
ve bu pulpa dokusundaki enflamatuar yanitin ilk asamasidir (119).Verilere ek olarak
yapilan caligmalarda, farelerin mononiikleer hiicrelerinde metillenmemis gen
sekanslarinin yiiksek seviyelerde IFN-gama ve mRNA ile iligkilendirilebilecegi
bildirilmistir (120). Dis pulpasinda iltihabi reaksiyon gelisiminin varligi, [IFN-gama’nin
promotdr bodlgesinde DNA metilasyonu kaybr ile iligkili goriilmiistiir. Dis pulpa
dokusundaki enflamasyon, tamamen metillenmisten kismen metillenmis bir IFN-gama
durumuna gegcis ile karakterizedir. Bu bulgular, epigenetik olaylarin dental pulpadaki

IFN-gama modiilasyonu ile iligkili olabilecegini diigiindiirmiistiir (120).

Ayrica, Toll benzeri reseptor 2 (TLR2) geninin promotdr hipometilasyonunun artmis
pro-enflamatuar yanitla iliskili oldugu gosterilmistir (59). Bir¢ok calismada iltihabi
pulpa dokularinda TLR'lerin ekspresyon seviyesinde bir artis oldugunu gézlemlenmistir
(121). TLR'ler pulpa dokusu onariminda kritik olan osteogenezi ve odontogenez

tizerinde etkin rol oynamaktadir (122).

DNA metilasyon profilinin pulpa dokusu enflamasyonu agisindan arastirilmast,
enflamatuar hastaliklarda bagisiklik tepkisinin  gelisimi ile 1ilgili molekiiler

mekanizmalar1 daha iyi anlamamiza yardime1 olacaktir.
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2.8.2. Dis Pulpasi1 Enflamasyonunda Histon Modifikasyonlar:

Histon modifikasyonlarinin gen ekspresyonu tizerinde farkli etkileri vardir (123).
Ornegin, histon metilasyonu aktiflestirilmis veya bastirilmis bir kromatin durumuna
sebep olabilir. H3'in lizin kalintilari, 4 ve 36 tlizerinde tglii metilasyonu, aktif
transkripsiyona yol acan agik bir kromatin yapisini desteklemektedir (124). Lizin
kalintilar1 9 ve 27 tizerinde histon metilasyonu, kromatinin kondenzasyonu ve

dolayisiyla gen susturulmasina yol agmaktadir (125).

H3K27 iizerindeki histon metilasyonunun dis pulpa iltihab1 ve onarici siireglerde rol
oynadig1 bildirilmistir (82, 126). iltihapli pulpa dokusu ve pulpa hiicrelerinde
H3K27me3'in azaldigi ve bununda dis pulpa dokusu rejenerasyon siirecini
indiikleyebilecegi gosterilmistir (82). Yine Jumonji ailesinin bir tiyesi olan Jmjd3,
histon H3K27 izlerini silen bir enzimdir. Jmjd 3, bakteriyel iiriinlere ve enflamatuar
sitokinlere maruz kalan makrofajlarda indiiklenebilmektedir. Son zamanlarda
makrofajlarin farklilasma ve hiicre kimligini kontrol ettigi yoOniinde bulgular tespit
edilmistir. Bu nedenle, enflamasyon ile epigenomun yeniden programlanmasi arasinda

bir baglanti diistiniilmiistiir (127).

Histon modifikasyonlarinin mekanizmasinda yer alan EZH2 epigenetik bir belirteg
olarak islev gorebilir (128). Normal ve iltihapli dis pulpalarinda farkli Jmjd3 ve EZH2
ifadeleri tanimlanmigtir. Bu veriler 15183inda EZH2'nin dis pulpa enflamasyonunun bir

diizenleyicisi olarak kabul edilebilecegini 6n goriilebilir (82).

Diger 6nemli histon modifikasyonu, histon asetilasyonudur (129). Asetilasyon islemi
homeostatik olarak iki grup hiicresel enzim, histon asetiltransferazlar (HAT'ler) ve
histon deasetilazlar (HDAC'ler) tarafindan dengelenmistir (130). Histon deasetilaz
inhibitdrlerinin (HDACis), proliferasyonu azaltarak ve mineralizasyonu artirarak dental
pulpa hiicrelerinde onarici olaylar epigenetik olarak tesvik edebilecegi 6ne siirtilmiistiir.
HAT'lar tarafindan histon asetilasyonu, enflamatuar genleri aktive edebilirken, artmis

HDAC aktivitesi, enflamatuar gen baskisina neden olmaktadir (131, 132).

Cesitli pro-enflamatuar sitokinlerin  (IL-1, 1L-2, I1L-8 ve IL-12) promotdrleri,
transkripsiyonel aktivasyona yol actig1 bilinen bir HAT olan CBP / p300 tarafindan
hizla asetillenir (66). Ayrica p300 yikimi, dis pulpa hiicrelerinin proliferasyonunu ve
odontojenik farklilasma potansiyelini kisitlayabilmektedir (73). Mevcut bilgiler, bu

mekanizmalarin daha fazla arastirilmasi ihtiyacinin yaninda HAT'm pulpa enflamatuar
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stireclerinde Onemli rollere sahip olabilecegini gostermistir. Enflamasyondan sonra
birkag¢ sitokin ve kemokinin promotorlerinde histon H3'liin asetilasyonu, bu bolgelere
NF-kB'min artmasma neden olabilir. HDAC2, NF-kB'ye baglh enflamatuar genleri

inhibe ederek bu islemi tersine ¢evirebilmektedir (133).

Yukaridaki arastirmalar, histon asetilasyon modiilasyonunun, restoratif dis hekimligi
alaninda inflamasyon kontrolii, onarim ve rejenerasyon dahil klinik uygulamada

uygulanabilecegini one siirmektedirler (29).
2.8.3. Dis Pulpasi1 Enflamasyonunda miRNA ‘lar

MicroRNA'lar (miRNA'lar), transkripsiyon sonrasi seviyedeki hedef genlerin
ekspresyonunu negatif olarak diizenleyen kiigiik kodlayic1 olmayan RNA'lardir (115).
Pulpitis gibi oral enflamatuar hastaliklarin enflamatuar tepkisinde birden fazla miRNA

bulunabilir (134).

34 ¢esit miRNA, iltihabi pulpalarda normal ile karsilastirildiginda azalan regiilasyona
ugradigina dair bulgular gostermistir; bunlardan biri olan miR-221'in, Toll benzeri
reseptor (TLR) sinyal yollarinda bagisiklik yaniti gibi ¢esitli biyolojik fonksiyonlarda
rol oynadigini diisiindiirmiistiir (134). U¢ miRNA, miR-150, miR-584 ve miR-766,
saglikli pulpal doku ile kiyaslandiginda iltihabi pulpada artan regiilasyon gostermistir
(115). miR-155 ve miR-147 gibi miRNA'larin bagisiklik ve enflamatuar yaniti
diizenlemede 6nemli roller oynayabildigine dair bulgular mevcuttur (135). Kiiltiirlenmis
makrofajlarin lipopolisakarite (LPS) maruz birakilmasi, makrofaj aktivasyonu sirasinda
pro-enflamatuar sitokinlerin diizenlenmesinde yer alan miR-155'in artan regiilasyonu ile
sonuglanmaktadir (136). MiR-155 eksikligi olan dendritik hiicreler, antijenlere yanit

olarak etkili T hiicresi aktivasyonunu indiikkleyememistir (137).

Buna karsilik, miR-125b’in makrofajlarda lipopolisakkarit (LPS) stimiilasyonu tizerinde
azalan regiilasyona sebep oldugu tespit edilmistir. Bu, mikrobiyal uyaranlara yanit
olarak makrofajlarin uygun bir enflamatuar yaniti saglamak i¢in miR-125b'nin gerekli
oldugunu diistiindiirmiistiir (137). Ayrica miR-147, makrofajlarda TLR'nin neden oldugu
enflamatuar yaniti zayiflatir (138). MiR-146a, TRAF6 sinyalleme molekiilinii bloke
ederek reseptor sinyalini sinirlar (139). Bir baska arastirmada, miR-105'in TLR-2

regililasyonunu diizenledigine dair bulgular elde edilmistir (74).
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Son zamanlarda, enflamatuar genlerin TLR4'e bagimli yeniden programlanmasina
miRNA'lar (miR-221, miR-579 ve miR-125b) aracilik edebilecegi one siiriilmiistiir (75).
Dendritik hiicrelerin dogustan gelen tepkisinin ve antijen sunum kapasitesinin negatif
bir regililatorii olan miR-152, IL-12, IL-6 ve TNF-a dahil sitokinlerin iiretimini
engelledigine dair veriler mevcuttur. miR-152'ye benzer dogal yanitin negatif bir
diizenleyicisi olan miR-148, dendritik hiicrelerin antijen sunma kapasitesini de

diizenlemede gorev almaktadir (115).

Bu iiyeler arasinda IL-6'y1 diizenledigi bilinen miR-181a bulunur (140); CCLS8'i
diizenledigi bilinen miR-181b; IL-2'yi diizenleyen miR-181c (141); ve MMP9
ekspresyonunu diizenleyen miR-181d 181 iiyeden sadece birkagidir. Bu bulgular,
miRNA'larin inflamasyon ve bagisikliktaki spesifik rollerini ve pulpal patolojinin temel
yonlerini vurgulamaktadir. miR-146a'nin dental pulpa enflamatuar silirece dahil
olabilecek IL-17 ekspresyonuna katildigi bildirilmistir (142). miRNA'larin endodontik

patogenezde de rol oynayabilecegini dne stirlilmiistiir.
2.9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 1980'lerde Dr. Kary Mullis tarafindan gelistirildi.
Teknik, belirli bir DNA dizisini tanima ve yliksek sayida kopyayr hizli ve dogru bir
sekilde sentezleme yetenegi nedeniyle bir “molekiiler fotokopi makinesi” ile
karsilastirilmistir (143). PCR, molekiiler biyolojide ve 6zellikle kalitimsal ve bulasici
hastaliklarin teshisinde, genotiplemesinde devrim yaratti. PCR, 20. yiizyilin en biiyiik

bilimsel kesiflerinden biri olarak kabul edilir.

Bugiine kadar, orijinal PCR yontemine dayanan cesitli spin-off teknikleri
gelistirilmistir. Kantitatif PCR (qPCR) olarak da bilinen ger¢cek zamanli PCR, PCR
amplifikasyonunu ve tespitini tek bir adimda birlestirir. Ters transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) olarak bilinen baska bir teknik, niikleik asit baslangig
sablonu olarak RNA'y1 kullanir.

PCR, tiim canli hiicreler tarafindan hiicre boliinmesinden once genetik materyallerini
kopyalamak icin kullanilan fizyolojik bir siire¢ olan in vitro ve temel bir DNA

replikasyonu bigimine benzer (144).

DNA sablonu, DNA polimeraz, primerler ve niikleotidler igeren bir reaksiyon

karisiminin tekrarlanan 1sitma ve sogutma dongiilerini igerir. DNA sablonu, hedef diziyi
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iceren DNA'dir. Primerler, ilgili spesifik hedef DNA'y1 konumlandiran ve tamamlayici
baz eslesmesi yoluyla sogutma lizerine ona baglanan kisa niikleotid zincirleridir. Yeni
tamamlayici ipligi olusturmak i¢cin DNA polimeraz i¢in bir baslangic noktasi gorevi
goriirler. DNA polimeraz, hedef diziye tamamlayici yeni DNA zincirlerini sentezleyen

bir enzimdir.
Her PCR dongiisii tic adimdan olusur:

1- Denatiirasyon—Hidrojen baglarin1 pargalayarak DNA'nin ¢ift sarmalin1 ¢6zmek
i¢in 90°C'nin iizerine 1sitilan reaksiyon karigimidir

2- Primer Sertlesme—Primer sertlesmesine izin vermek i¢in 45-65°C'ye sogutulan
reaksiyon karisimi. ileri ve geri primerler, tamamlayici baz eslesmesi yoluyla
DNA'in zit ipliklerine hibritlenir. Sablon DNA'nin antiparalel sarmalinin 3’
uclarini tamamlayici olmalidirlar.

3- Uzatma—Reaksiyon karisimi, DNA polimeraz enzim aktivitesi i¢in en uygun
sicakliga dogru 72°C'ye isitilir. Polimeraz, primer sablon hibrit kompleksine
baglanir ve daha sonra reaksiyon karisimindaki serbest niikleotidleri kullanarak

yeni bir tamamlayici iplik olusturur (Sekil 2.18).
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Sekil 2.18. PCR'nin ilk dongiisii. Denatiirasyon, sertlesme, uzatma (144).
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Uzatmanin ardindan reaksiyon, denatiirasyon asamasina geri dondiiriilebilir ve
reaksiyon devam eder. Her dongii, DNA miktarin1 yaklasik olarak iki katina ¢ikarir,
¢linkili yeni bir DNA dizisi daha sonra bir sonraki dongiide replikasyon i¢in bir sablon

gorevi goriir.

Bu, DNA miktarinda iistel bir artisa neden olur. Ornegin, 6 déngiiden sonra 26 kopya
vardir. PCR {iriiniiniin beklenen verimine bagli olarak toplam 25-40 PCR dongiisi

gerceklestirilir (144).
2.9.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Uriin Analizi

PCR iirlinii veya "amplikon", DNA iiriinlerini boyut ve yiik temelinde ayiran agaroz jel
elektroforezi kullanilarak gorsellestirilebilir ve analiz edilebilir (Sekil 2.19). Kantitatif
Polimeraz Zincir Reaksiyonunda (qPCR), bu tiir amplifikasyon sonrasi analizleri
gerektirmez ve bunun yerine iirlin, reaksiyon boyunca “ger¢ek zamanli” olarak analiz
edilir. Jel elektroforezi, bir agaroz jel tiizerindeki bir elektrik alaninda yiiklii
molekiillerin ayrilmasini ve ardindan etidyum bromiir ile boyamay1 igerir. Primer
dimerler gibi PCR yan iiriinleri, jelin dibine yakin daginik, lekeli bantlar olarak goriiniir.

Bir PCR reaksiyonunu dogrulamanin diger yolu, amplikonu dogrudan siralamaktir.

DNA template (A)
DNA polymerase
dNTPs

Primers

Buffer reagents

(C) | Marker Sample
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Sekil 2.19. PCR deneysel tasarimi.
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(A) Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA sablonu, DNA polimeraz, deoksiniikleotit trifosfatlar
(dNTP'ler) ve oligoniikleotit primerleri gibi bilesenler gerektirir. (B) PCR reaksiyonlar1 termal
dongiileyiciye yerlestirilir. (C) DNA pargasinin boyutu jel elektroforezinde degerledirilir (145).

2.9.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Fazlar

PCR reaksiyonu ii¢ asamaya ayrilabilir bunlar; Ustel, Lineer ve Plato fazlaridir (Sekil
2.20). Ustel faz sirasinda, reaksiyon bilesenleri fazladir ve her déngiide iiriiniin tam
olarak ikiye katlanmas1 vardir. Lineer asamada, reaksiyon bilesenleri tilkenmeye baslar
ve sonug olarak reaksiyon yavaglar. Plato fazinda reaksiyon durur ve daha fazla iiriin
olusmaz. Reaktiflerdeki azalma, her PCR tiiptindeki farkli reaksiyon kinetigi nedeniyle
degisen oranlarda meydana gelecektir. Tikenme oranlar1 lineer fazda degismeye
baslayacak ve her numune farkli bir noktada plato olacaktir. Bu nedenle, kopyalanmis
DNA sablon 6rnekleri bile, ayn1 miktarla baslamasina ragmen, plato fazinda farkl

kopya numaralariyla sonuglanabilir (145).

Plato Fazi

Lineer Faz

DNA

Ustel Faz

>

Dongiiler

Sekil 2.20. PCR amplifikasyon egrisinin asamalar (145).
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Uriiniin tam olarak ikiye katlanmasi, iistel faz sirasinda her déngiide birikir. Lineer
fazda, bilesenler tiiketildikge reaksiyon yavaslar. Plato fazinda reaksiyon durur ve daha
fazla {iriin yapilmaz.

Ustel asama, yiiksek kaliteli nicel veriler sagladigi icin veri analizi igin idealdir.
Konvansiyonel PCR, lineer ve plato fazlarindan gelen verileri nicellestirir. Bu nedenle,
geleneksel PCR'dan elde edilen veriler en iyi ihtimalle yalnizca yari niceliksel olarak
kabul edilebilir ve gen ifadesinde yalnizca on kat bir degisikligin saptanmasina izin
verir. Ger¢ek zamanli PCR adli PCR varyanti, PCR reaksiyonunun {iistel fazinda 6l¢tim

yaparak gen ekspresyonunda iki kat degisikligin saptanmasina olanak tanir (146).
2.9.3. PCR Yonteminin Varyasyonlari
2.9.3.1. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPCR)

Son yillarda, PCR'nin teknolojik bir yeniligi olan kantitatif PCR (qPCR), klinik teshiste
giderek daha onemli hale geldi. Kantitatif PCR (qPCR), reaksiyon ilerledikg¢e hedef
DNA'nin saptanmasima ve miktarinin belirlenmesine izin verir. Cesitli floresan
kimyalar1, PCR iiriin konsantrasyonunu floresan yogunluguyla iligkilendirir (147). En
yaygin kullanilan floresan DNA baglayict boya SYBR Green I'dir. Cift sarmall
DNA'ya baglandiginda floresan yayar ve floresan yogunlugu PCR {iriiniiniin

konsantrasyonuyla orantili olarak artar (Sekil 2.21).
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Sekil 2.21. SYBR Green | Dye eylemi. (A) DNA denatiire oldugunda, SYBR Green I
Dye serbestge yiizer ve diisiik floresan yayar. (B) SYBR Yesil Boya ¢ift sarmalli iirline
baglanir ve floresan verir (148).

SYBR Green I, primer dimerler gibi spesifik olmayan f{iriinler de dahil olmak iizere
herhangi bir ¢ift sarmalli DNA'ya baglanabilir (148). Bu nedenle, yalnizca segilen hedef
diziye baglanan primerleri dikkatlice tasarlamak oOnemlidir. Ek olarak, sonuglari
dogrulamak ve belirli {irlinii saglamak i¢in boya bazli yontemler kullanilirken bir "erime
egrisi" gereklidir. PCR ¢alismasinin sonunda, reaksiyon karisimi yaklasik 60°C ila 95°C
arasinda bir sicaklik gradyanina maruz birakilir ve siirekli olarak floresan okumalari
toplanir. Belirli bir sicaklikta, amplifiye edilen liriin tamamen ayrisir. Bu, SYBR Green

I ayristikca floresan emisyonunda hizli bir diisiisle sonuglanir.

Cift sarmalli DNA, uzunluguna, Guanin-Sitozin igerigine ve baz ¢ifti uyumsuzluklarinin
ve ikincil yapilarin varhigina gore farkli sicakliklarda erir (Sekil 2.22). Bu nedenle, bir
numunede ka¢ tane amplifikasyon iiriinliniin bulundugunu dogrulamak miimkiindiir.
Baglanma spesifikse, ilgili spesifik amplikonu temsil eden grafikte tek bir siki tepe
goriinmelidir. Primer dimerleri bunun yerine daha diisiik sicakliklarda daha kisa daha

genis dalgalar olarak goriiliir (149) (Sekil 2.23).
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Sekil 2.22. Tek sarmall niikleik asit dizilerinin uzunlugu i¢inde tamamlayici dizilerin
mevcudiyeti nedeniyle, ikincil bir toka yapisi olusabilir (149).

~-AF/AT (the change rate)

Sicaklik

Sekil 2.23. Bir gPCR testinden erime egrisi analizi. Tek bir siki tepe noktasina sahip tek
tip bir erime egrisi, yalnizca ilgilenilen hedef DNA'nin tiretildigi anlamina gelir. Soldaki
daha kiigiik bir tepe, primer dimerler i¢in ayrisma egrisine karsilik gelebilir (149).

Elde edilen gPCR floresan verileri, X ekseninde dongii numarast ve Y ekseninde
floresan ile bir amplifikasyon grafigi tizerinde ¢izilebilir (Sekil 2.24). Reaksiyonlar, bir

PCR f{iriiniintin amplifikasyonunun ilk tespit edildigi PCR dongiisii ile karakterize edilir
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(150). Amplifikasyon grafigindeki taban ¢izgisi, ortalama arka plandir. Esik, taban
cizgisinin lizerindeki floresan seviyesidir. Genellikle otomatik olarak hesaplanir ve iistel
fazda ortalama temel degerlerin {izerindeki {i¢ standart sapmaya karsilik gelir. Esik
dongiisii (Ct degeri), floresan sinyalinin arka plan seviyesini asarak esigi gegtigi dongi
olarak tanimlanir. Buna gore, numunedeki hedef DNA miktar1 ne kadar biilyiik olursa,

floresans esigi o kadar ¢abuk geger ve daha diistik bir Ct verir (150).

Floresan

Esik deger

Baseline

" ’ Dongii Sayist
C, Degeri .

Sekil 2.24. qPCR amplifikasyon grafigi.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) dongiisii sayisina karsi taban ¢izgisinden ¢ikarilan
floresan. Esik dongiisii (C;), reaksiyonun floresan sinyalinin belirlenen esik ¢izgisini
gectigi  dongii sayisidir (150). Kantitatif polimeraz  zincir reaksiyonu (qPCR)
tahlillerinin normallestirilmesi i¢in iki ana yontem vardir: mutlak kantifikasyon ve
goreceli kantifikasyon (151). Mutlak veya goreceli nicelemenin gerekli olup olmadigi,

yanitlanmasi gereken deneysel soruya baglhdir.

Ornegin, bir numunedeki hedef molekiillerin tam sayisini, rnegin belirli bir kan
miktarindaki viral partikiillerin sayisin1 6lgmek ig¢in mutlak kantifikasyon kullanilir.

Alternatif olarak, numuneler arasindaki gen ekspresyonunu karsilastirmak ve
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ekspresyondaki kat farkini hesaplamak i¢in goreceli kantifikasyon/nicelleme

kullanilabilir.
2.9.3.2. Tersine Transkripsiyonel PCR (RT-PCR)

Ters transkripsiyonel polimeraz zincir reaksiyonu (RT)-PCR, RNA hedeflerini
artirmak/amplifiye etmek i¢in kullanilir. RNA sablonu, reverse/tersine transkriptaz
enzimi tarafindan tamamlayici DNA'ya (¢cDNA) doniistiiriiliir. Tamamlayici DNA'ya
(cDNA) daha sonra PCR kullanilarak tistel amplifikasyon i¢in bir sablon gorevi goriir.
RT-PCR bir veya iki adimda gergeklestirilebilir (152).

Tek asamali RT-PCR, RT reaksiyonu ve PCR reaksiyonunu ayni tiipte birlestirilmesi

sonucunda meydana gelir. Yalnizca diziye 6zgii primerler kullanilabilir.

Iki asamali RT-PCR sirasinda, sentezlenen cDNA, PCR icin ikinci bir tiipe aktarilir.
Oligo (dT) primer, rastgele heksamer primer veya gene 6zgii primerler kullanilabilir.
Oligo (dT) primerleri genellikle mikrozomal (mRNA) RNA’larda (kopyalanmis gen
dizileri) 3’ poli (A) kuyruklarina hibritlestikleri igin tercih edilirken, rastgele primerler
ribozomal RNA dahil her seyi hazirlayabilme kapasitesine sahiptir (152). Her iki
yontemin de avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Tek asamalli reaksiyonlarin kurulumu
daha kolaydir ve yiiksek verimli tarama igin idealdir. Iki asamali reaksiyonlar, tek bir

RNA 6rneginden birka¢ mesajin tespiti i¢in idealdir.
2.10. Western Blot

Western blotlama veya protein immiinoblotlama, bir hiicre veya doku orneginden
spesifik proteinleri saptamak i¢in kullanilan popiiler bir laboratuvar teknigidir. Teknik
ilk olarak Towbin ve ark.(156)’larmin 1979'da ve Burnette tarafindan 1981 yilinda
(153), DNA, Southern blot (154) ve RNA, Northern blot (155) tespiti igin kullanilan
benzer tekniklerle eslesmek lizere tiiretilmistir (153, 156).

Western blot, jel elektroforezi ile proteinleri boyutlarina gore ayirmayi gerektirir. Daha
sonra, proteinlerin ilgili proteine karsi bir antikor ile problanan bir zara elektrotransferi
takip eder. Bu teknik, bir numunede belirli bir proteinin varligmi saptamak,
fosforilasyon gibi translasyon sonrasi degisiklikleri degerlendirmek ve protein
komplekslerini karakterize etmek i¢in c¢ok gilicliidiir. Western blot varyasyonlari
olmasina ve belirli bir uygulama igin protokolii optimize edebilmesine ragmen,

vakalarin ¢ogunda Western blot, esas olarak kullanilan antikorlarin {retimi ve
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karakterizasyonunda yalnizca ince ayarlarla hala yaygin olarak kullanilmaktadir (Sekil
2.25).

[ Ornek Hazirlig1 ]
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Sekil 2.25. Western blot prosediiriiniin akis semasi (153).

Proteinlerin uyaranlara tepkilerinin arastirilmasi, protein ekspresyonunun yok veya
artmis-azalmis olarak degerlendirilmesi, hiicreye 06zgli protein izoformlarinin
belirlenmesi ve genetik hastaliklarin olugsmasindan sorumlu proteinlerin belirlenmesi

icin siklikla kullanilan bir yontemdir.

Blotlama (boyama) bir karisgimdaki molekiillerin varligint  Slgmek amaciyla
gelistirilmistir. Bu teknik ile esitli ayrim ve tespit yontemleri kombine edilerek,
hiicrelerin farkli molekiillerinin sentezi belirlenir, antijenleri identifiye edilerek analizi

yapilabilir (157).
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Western blot'in ilk adimi numunenin hazirlanmasidir. Proteinleri ¢ikarmak ve ¢6zmek
icin dokularda mekanik veya enzimatik homojenizasyondan once gelen hiicrelerin
parcalanmasini gerektirir. Hiicresel yapilara (¢ekirdek, sitoplazma, plazma zar1 vb.) ve
hiicre tipine (6rnegin memeli hiicreleri, bakteriler, maya) bagli olarak farkli lizis
tamponu kullanilabilir. Tipik olarak, bir tamponlama maddesi (6rnegin, Tris-HCI),
sodyum kloriir gibi tuzlar, deterjan bozucu lipidler ve protein bozulmasini 6nlemek igin

proteaz inhibitorlerinden olusur (158).

Sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi iyonik deterjanlar gii¢lii ¢oziicii maddelerdir ancak
aktivitelerini ve etkilesimlerini bozan proteinleri denatiire ederler. Iyonik deterjanlar
ayrica sonikasyonla parcalanmasi gereken kromatinin salinmasi nedeniyle numunenin
viskozitesinde bir artisa neden olur. Buna karsilik, noniyonik (NP-40, Triton X100) ve
zwitteriyonik (CHAPS) deterjanlar daha yumusaktir ve daha az denatiire edicidir. Hiicre
lizizi, proteazlarin ve fosfatazlarm salimmasina yol agar, bu nedenle numuneler 4°C'de
tutulmalidir ve uygun inhibitorlerin kullanilmasi gerekir. Proteinlerin  tamamen
denatiirasyonunu saglamak icin numuneler genellikle 95°C'de 5-10 dakika kaynatilir,

ancak uzun siireli kaynatma protein bozulmasina veya agregasyonuna neden olabilir

(158).

Numuneler daha sonra proteinleri yapilarina ve izoelektrik noktalarna (dogal-PAGE)
veya boyutlarina gore (SDS-PAGE) ayiran poliakrilamid jel elektroforezine (PAGE)
tabi tutulur. Proteinlerin, bir elektromanyetik alana maruz kaldiklarinda jel
gozeneklerinden gegmek icin negatif bir yiike sahip olmalar1 gerekir. SDS-PAGE'de,
tiim proteinler, SDS'nin baglanmas1 nedeniyle negatif olarak yiiklenir (Sekil 2.26).
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Sekil 2.26. SDS-Page elektroforezinin semasi. Elektromanyetik alanin uygulanmasi,
proteinlerin anoda (+) dogru gog¢ etmesine neden olur (158).

PAGE ile ayrilan proteinlerin daha sonraki islemler i¢in jelden elektroforetik transfer
(veya elektrotransfer) ile bir zara aktarilmasi gerekir. Bir zarin jele sikica temas ettigi ve
bir transfer tamponu iginde filtre kagidi arasina sikistirildigi bir leke sandvi¢i hazirlanir.
Hava kabarciklar1 aktarimi engelleyeceginden jel ile membran arasinda iyi bir temas
saglamak onemlidir. Proteinleri jelden membrana aktarmak i¢in jel yiizeyine dik olarak

bir elektromanyetik alan uygulanir (Sekil 2.27).
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Sekil 2.27. Yar1 kuru transferde blot sandvigin semasi (158).

Blot sandvig, bir zarin iizerine yerlestirilmis ve transfer tamponuna batirilmig {i¢ filtre
kagit tabakasi arasina yerlestirilmis bir poliakrilamid jelden olusur. Elektromanyetik
alan iizerine proteinler katottan (-) anoda (+) dogru go¢ ettiginden, zarin jel ile anot (+)

arasina yerlestirilmesi gerekir.

Transferin etkinligi proteine (0r. boyut, bilesim), protokole (6r. transfer siiresi, tampon)

ve ekipmana (0r. elektrotlarin tipi ve konumu) bagl olarak 6nemli 6l¢iide degisebilir
(158).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 2019/611 sayili,
11.09.2019 tarihli etik kurul karar1 ile onaylanmistir (Ek-1). Calismanin tamami Erciyes
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim  Dali’nda  gergeklestirilmistir. Tiim hastalardan iglem esnasinda

bilgilendirilmis onam formu ile izin alinmistir (Ek-2).

Calisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirmalar ve Projeler Koordinatorliigii

tarafindan desteklenmistir (Proje Kodu. TDH-2020-9976).
3. Doku Orneklerinin Toplanmasi ve izolasyonu
3.1. Doku Orneklerinin Toplanmasi

Calismaya sistemik problemi olmayan 18-38 yas araliginda kadin ve erkek hastalar

dahil edildi.

Saglikli pulpa (SP) grubuna ait doku ornekleri, 20 farkli hastadan elde edildi.
Hastalardan alinan disler, maksiller ve mandibular ark ayrimi yapilmadan, gomiili ve
yart gomilii lokasyonel problemleri ortadan kaldirmak amaci ile ¢ekilmis 3.molar
diglerden elde edildi. 20 adet SP grubuna ait doku orneklerinin, 10 adeti RT-gPCR

caligmalari, 10 adeti Western blot analizleri i¢in kullanildi.

Radyolojik olarak D3 seviyesinde tespit edilen derin dentin c¢iiriikli dislere ait
etkilenmis pulpa (EP) dokusu ornekleri 20 farkli hastadan elde edildi. Hastalardan
alian disler, maksiller ve mandibular ark ayrimi yapilmadan klinik bulgular1 nedeniyle
¢ekim endikasyonu konulmus 3.molar dislerden elde edildi. 20 adet EP grubuna ait
doku orneklerinin 10 adeti RT-qPCR ¢aligsmalari, 10 adeti Western blot analizleri igin
kullanildi.
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3.2. Doku Orneklerinden Pulpa Dokusunun izolasyonu

Disler ¢ekim sonrasit %70 ‘lik etil alkol ile temizlenerek {izerindeki yumusak doku
artiklar1 uzaklastirildi. Ardindan mine-sement birlesim noktasindan 5 mm apikalde
elmas frezler ile (pulpaya zarar vermeden) ufak kesiler olusturuldu. Disin kron kismi
cerrahi pensler ile kesi hattindan kirildiktan sonra pulpa dokusu elde edildi ve doku

ornekleri iki parcaya ayrildi.

Birinci par¢a doku ornekleri, Quantitative Real Time PCR (RT-qPCR) analizinde
kullanilmak {izere 1-2 ml RNAlater RNA stabilizasyon soliisyonu ig¢eren 1,5 mL’lik
tiiplere alindi. Boylece, RNA stabilizasyon soliisyonu ile doku 6rneklerindeki RNA’nin
saklama siiresi boyunca stabil kalmasi saglandi. Doku 6rnekleri 2-8 °C’de bir gece
bekletildikten sonra —80 °C’de saklandi. Ikinci parca doku ornekleri, Western blot
analizinde kullanilmak tizere 0.001 mol/L EDTA (pH 8.0), 1 ug/L Aprotinin ve 100
ng/L benzil siilfiiril florid igeren 1,5 mL’lik tiiplere alinip —80 °C’de saklandi.

3.3. Dis Pulpa Dokularina Ait Ger¢ek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir
Reaksiyonunun Uygulanmasi (RT-gPCR)

3.3.1. Dis Pulpal Dokusundan Total RNA izolasyonu

-80°C’de Kantitatif Real Time PCR (RT-qPCR) analizinde kullanilmak tizere her biri
ayr1 purezol (TriPure Isolation Reagent, Sigma) tiipii i¢inde bulunan dondurulmus pulpa
dokulart (10 derin dentin ¢iiriiklii/10 saglikli dis pulpasi) oda isisinda 5 dakika
bekletilerek ¢oziildii. Sonrasinda dokular enjektor yardimiyla homojenize edildi.
Uzerine 200 pl kloroform eklenerek 15 saniye vorteks yapildi. Oda 1sisinda 15 dakika
inkiibe edildi. 12000 g'de 20 dakika +4 °C santrifiij edildi. Santrifiij sonunda olusan
akoz faz yeni bir 1,5 mL’lik tiipe aliip tlizerine (akoz faz miktarina bagl olarak) 300 pl
izopropanol eklendi ve birkac kez alt iist edildi. Tiipler oda 1s1sinda 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 12000 g’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
olusan stipernatant kisim atildi. Dipte kalan pellet kismi iizerine 1 ml %75’ lik etanol
eklenerek vortekslendi. Sonrasinda 7500 g'de 5 dakika +4°C’de santrifiij edilerek pellet
yikandi. Santifiij sonrasi olusan siipernatant atilarak pellet etrafindaki etanol pipetle
alinip temizlendi. Tiipler 20 dakika etanol ugana kadar oda 1sisinda kurutuldu. Kurutma
isleminden sonra RNA’y1 igeren pelletlerin tizerine 20 ul NFW (Nuclease Free Water)
eklenerek pellet reslispanse edildi. Daha sonra +4°C buzdolabinda 15 dakika
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bekletildikten sonra Nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop 2000) ile izole edilen
RNA safliklar1 ve konsantrasyonlari (ng/ul) 6l¢iildii. Ornekler kullanilana dek -20 °C’de

saklandi.
3.3.2. cDNA Sentezi

iScript™ cDNA Synthesis Kit (BioRad) protokolii takip edilerek konsantrasyonlari
belirlenen RNA 6rneklerinden cDNA sentezi yapildi. Tablo 3.1°de igerigi verilen cDNA
sentez kokteyli kalip RNA hari¢ olmaksizin buz {izerinde hazirlandi. Hazirlanan kokteyl
etiketlenen PCR tiiplerine 15’er pL bolistiiriildii. Her bir RNA 6rneginden kendi tiipiine
5 uL (1000 ng) eklendi. Tablo 3.2°de sunulan parametrelerde tersine transkripsiyon
islemi CFX Connect Real-Time PCR detection System (BioRad) cihazinda
gerceklestirildi. Protokol tamamlandiktan sonra cDNA 6rnekleri -20 °C’de bekletilerek
reaksiyon durduruldu ve 6rnekler kullanilana dek -20°C’de saklandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.1. cDNA izolasyon Kokteyli

c¢DNA Kokteyli Bilesenleri Hacim (pL)
Reaksiyon Buffer(5x ) 4
Kalip RNA S)
Su, PCR 9
Enzim Karisimi1 (10x) 2
Total 20

Tablo 3.1. Tersine Transkripsiyon Protokolii

Basamak Sicakhik Siire (dakika )
1 +42 °C 15

2 +85 °C 5

3 +65 °C 15

4 +4 °C Sonsuz
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3.3.3. Ekspresyon Cahsmasi (RT-qPCR)

Hedef genlerin ekspresyonlarindaki degisimin incelenmesi amaciyla CFX Connect
Real-Time PCR detection System (BioRad) cihazinda, SsSOAdvanced Universal IT
SYBR Green Supermix (BioRad) kiti kullanilarak ‘quantitative RT-PCR’ ¢aligsmalari
gerceklestirildi. Tablo 3.3’te igerigi verilen kokteyl cDNA’lar hari¢ her bir 6rnek igin
hazirlandi. 96 kuyucuklu plaga hazirlanan kokteyl 15°er pL dagitildi. cDNA’lar ilgili
kuyucuklara 1’er pL eklendi. Plate dikkatlice kapatildi ve santrifiij edilerek cihaza
yerlestirildi. Tablo 3.4’te verilen parametreler ile PCR ¢alismalar1 45 dongii olarak
gerceklestirildi. Biitlin - Ornekler manipiilasyondan dolayr dogabilecek hatalar
onleyebilmek amaciyla ¢ift tekrarli calisildi. Referans gen olarak Tablo 3.5’te primer
dizisi verilen TATA Box Binding Protein (TBP) referans geni kullanildi. islem sonunda
Ct (esik deger sikliisii) degerleri 244! metodu kullanilarak hesapland: ve referans gen
Ct degerleri ile normalize edildi. Hedef gen olarak Histon H3-4, IL-6, TLR2 kullanildi
primer dizileri Tablo 3.6’da detaylandirilmistir.

Tablo 3.2. RT-qPCR Kokteyli Bilesenleri

RT-gPCR Bilesenleri Hacim (pL)
SYBR Green Supermiks 10
Forward Primer 0.5
Reverse Primer 0.5

Su, (Nuclease Free) 8
cDNA 1
Total 20

Tablo 3.4. RT-qPCR Protokolii

Basamak Sicakhik Siire
1 95 °C 3dk
2 95 °C 5 dk
3 60 °C 15sn
4 40 °C 30 sn
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Tablo 3.5. Calismada Kullanilan Referans Gen i¢in Primer Dizileri

_ ] Primer
Referans Genler Primer Pozisyonu o
Dizisi
GAGTTCTGGAAGGTTCAGGTTG
TBP 5.3

CGTGGTTTCGTGGCTCTCTT

Tablo 3.6. Calismada Kullanilan Hedef Genler i¢in Primer Dizileri

Hedef ) Primer

Genler Primer Dizisi

CAAGGTGGCTCGAAGA 5.3

o4 GCGCAGGTCGGTCTTAAA 5.3

ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG 5.3

Lo CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG 5.3
GGAAGCTGGTGGCAATAACT

TLR2 5. 3

GTGCTGTCCTGTGACATTCC 5. 3

3.4. Protein Izolasyonu ve Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Western blot calismalari i¢in hazirlanarak -80°C’de saklanan insan kaynakli dis pulpal
dokularindan (10 adet derin dentin ¢iiriikli/ 10 adet saglikli dig) Tri-reagent (Invitrogen)
protokoliine uygun olarak protein izolasyonu gerceklestirildi. Ardindan izole edilen
proteinlerin Bradford belirteci ile konsantrasyonlar1 belirlendi. Sigir serum albiimin
(Bovine Serum Albumin (BSA)) (Biorad) standart olarak kullanilarak elde edilen

standart egri grafigi yardimiyla protein konsantrasyonlar1 hesaplandi.
3.5. Western Blot Uygulamasi

Ornekler, SDS-PAGE jele her bir kuyucukta 50 pg protein olacak sekilde yiiklendi.
Biorad elektorforez sistemi ile 100 Voltta yiiriitiilerek proteinlerin elektoroforetik
ayrimi  gercgeklestirildi.  Elektroforezin ~ tamamlanmasmin  ardindan  ayrimi
gerceklestirilen proteinler jelden nitroselilloz membrana (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

siras1 ile; blot kdgidi, nitroselilloz membran, jel ve blot kagid1 siralamasi yapilarak
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transfer edildi. Membran %5 (w/v) yagsiz siit tozu (Blotting- Grade Blocker (#170-
6404)) iceren TBS (20 mM Tris, 0,5 M NaCl) igerisinde 1 saat bloklandi. Daha sonra 20
dakika stire ile 2 kez %0,5 (v/v) Tween 20 (Sigma, P1379) iceren TBS (TBS-T) ile
yikandi. Primer antikorlarla isaretleme amaci ile membran 12-16 saat, +4°C’de
calkalanarak inkiibe edildi (Tablo 3.7). Inkiibasyon sonrasi 20 dakika siire ile 2 kez
TBS-T ile yikama islemi gergeklestirildi. HRP ile konjuge edilmis sekonder antikor
(anti-mouse ve anti-rabbit, 1:5000 (Pierce-Thermo) %5 yagsiz siit tozu iginde
hazirlanan) ile 1 saat inkiibe edildi. Clarity Western ECL Substrate (Biorad, #1705061)
soliisyonu ile sinyal almak igin goriintiileme islemi yapildi. Hiperkaset (Amersham
Autoradiography cassette, 24x30 cm, RPN11643) i¢ine yerlestirilen membranlar 1-10
dakika karanlik odada inkiibe edilip membrandaki protein bantlar1 hiperfilme
(Amersham Hyperfilm ECL, 50 sheets, 18x24 cm 28906836) aktirildiktan sonra film
developer (Developer, ILFORD Multigrade, Katalog No:757855) ve fiksatiften (Rapid
Fixer, ILFORD Hypam, Katalog No:1758285) gegirilerek, distile su ile yikandi ve
ardindan kurutuldu. Daha sonra bu filmler Gene Genius Bio Imaging System yardimiyla
bilgisayara aktarildi. Referans protein olarak 1/400 oraninda TBS-T igerisinde diliie
edilen Beta-aktin (B-aktin) antikoru kullanildi. Blotlama islemi Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dalinda mevcut olan SynGene G Box sistemi ile yapildi.
Membrandaki spesifik bantlarin optik yogunlugu Image J yazilimi (National Institutes
of Health, USA) ile ol¢iilerek, B-aktin’nin optik yogunluguna gdre normalize edildi. Her
membrandaki standart besleme grubunun normalize edilmis degerine gore bagil

degerlere cevrildi.

Tablo 3.7. Western Blot Caligmasinda Kullanilan Hedef Antibody Bilgileri

Hedef Antibody Primer Antibody Diliisyon Oram
Acetyl-Histone H3 (Cell Signaling, Lys9/Lys14
Acetyl H3 .y ( : g LysdiLysld) 1:2000
Antibody
IL-6 Anti-1L-6 (Santa Cruz, sc-130326) Antibody 1:2000
TLR2 Anti-TLR2 (Santa Cruz, sc-21759) Antibody 1:2000

Anti-IFN-y/Interferon gamma (Santa Cruz, sc-
IFN-gamma ) 1:2000
8423) Antibody
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3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu histogram, gq-g grafikleri ve Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirilmistir. Varyans homojenligi Levene testi ile degerlendirilmistir. Ciirtiksiiz
pulpa ve ¢iiriik pulpa dokusu 6rneklerinde gruplar arasinda (2 grup seviyesi) istatistiksel
karsilagtirmas1 Bagimsiz T-Testi (Independent T-Test) ile analiz edilmistir. Veriler
GraphPad Prism yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. P<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.



4. BULGULAR
4.1. Dis Pulpa Dokusu Hiicrelerinin RT-qPCR Bulgulan
4.1.1. Hedef Genlerin RT-qPCR Analizlerinden Elde Edilen Bulgular

Saglikli (n=10) ve etkilenmis pulpa (n=10) dokularindaki genetik degisimlerin ve
inflamasyon yaniti gelisiminin mRNA seviyesinde karsilastirilmasi amaci ile IL-6,
TLR2 ve Histon H4 genleri kullanilarak RT-qPCR c¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

Hedef genlerin normalizasyonu amaci ile TBP referans gen olarak kullanilmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda, Histon H3-4 geninin RT-gPCR analizi ile SP dokusu
hiicrelerine kiyasla EP dokusuna ait hiicrelerde, mRNA ekspresyon seviyesinde goreceli
olarak Histon H3-4 gen ekspresyonunun daha yiiksek seviyelerde oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.1A). Ancak elde edilen bulgularda iki grup arasinda istatistiksel ag¢idan farklilik
gozlenememistir (p > 0.05).

MRNA ekspresyon seviyelerindeki goreceli farkliliklar ayrica kat degisimi (fold
change) analizi ile de desteklenmistir. H3-4 gen ekspresyonu seviyesi SP grubunda
1.31, EP grubunda 1.61 pozitif degerler olarak bulunmustur ve her iki hedef dokuda da
H3-4 geninin ekspresyonunda artis oldugu goriilmiistiir fakat bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamastir (p > 0.05)(Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. SP ve EP dokularinda hedef gen ekspresyon diizeyleri. A. H3-4 geni
ekspresyon diizeyi. B. IL6 geni ekspresyon diizeyi. C. TLR2 geni ekspresyon diizeyi.
mRNA diizeyi, TBP referans geni ile normalize edilmistir.

IL-6 geninin mRNA ekspresyon seviyeleri agisindan EP ve SP gruplar1 aras1 farkliliklar
izlenmistir (Sekil 4.1B). Gruplar arasi mRNA ekspresyon seviyelerinin goreceli
farkliliklar kat degisimi (fold change) analizi ile desteklenmistir. IL-6 gen ekspresyonu
seviyesi SP grubunda 3.40, EP grubunda 26.57 pozitif degerler olarak bulunmustur ve
her iki hedef dokuda da geninin ekspresyonunda artis oldugu goriilmiistiir fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p > 0.05) (Sekil 4.2).

30,00

25,00

20,00

15,00 m SaglikliPulpa (sp)

10,00 Etkilenmis Pulpa (ep)

m-RNA Fold Change

- i
H3-4 IL6 TLR2
H Saghkli Pulpa (sp) 1,31 3,40 1,31
Et kilenmis Pul pa (ep) 1,76 26,57 1,21

0,00

Sekil 4.2. SP ve EP dokularinda H3-4, IL6 ve TLR2 genlerinin kat (fold change)
degerleri.
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TLR2 genine ait mRNA ekspresyon seviyeleri bulgulari incelendiginde SP grubuna ait
orneklerde, EP grubuna kiyasla goreceli olarak mMRNA ekspresyon seviyelerinin daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1C). Bulgularin kat degisimi analiz edildiginde
TLR2 geninin ekspresyonunun SP grubunda 1.31, EP grubunda 1.21 pozitif degerler
olarak bulunmustur. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda SP ve EP gruplari arasinda

anlamli farklilik goriilmemistir (p > 0.05) (Sekil 4.2).
4.2. Hedef Proteinlerin Western Blot Analizlerinden Elde Edilen Bulgular

Saglikli (SP) (n=10) ve Etkilenmis (EP) (n=10) pulpa dokusundaki genetik degisimlerin
ve inflamasyon yaniti1 gelisiminin protein seviyesinde karsilagtirtlmasi amaci ile IL-6,
TLR2, IFN-6 ve Histon H3 genleri kullanilarak Western blot c¢alismalar
gerceklestirilmistir. Hedef proteinlerin normalizasyonu amaci ile [-actin referans

protein olarak kullanilmastir.

Yapilan Western blot analizi sonucunda, asetile histon H3 geni tarafindan kodlanan
protein ifadesinin SP grubuna kiyasla EP grubunda istatistiksel olarak anlamli derece
yiiksek oranlarda oldugu goriilmiistiir (p=0.01) (Sekil 4.3 A-B).
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Sekil 4.3. Asetile H3 proteini Western blot bulgulari. A. Asetile H3 proteinine ait
nitroseliiloz membran goriintiisti; EP grubuna ait protein miktarlarinin SP grubuna gore
goreceli olarak yiiksek oldugu izlenmistir. B. SP ve EP gruplarina ait asetile H3 proteini
ifade oranlarinin yiizdesel grafik ile sunumu.
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Calismamizda, 1L-6’ya ait Western blot analizlerinde EP dokusuna ait hiicrelerde SP
dokusu hiicrelerine kiyasla IL-6 protein ifadesinin goreceli olarak yiiksek oldugu
goriilmiistiir fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p > 0.05)(Sekil 4.4
A-B).
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Sekil 4.4. IL-6 Western blot bulgulari. A. IL-6 proteinine ait nitroseliiloz membran
goriintiisii, EP grubuna ait protein miktarlarinin SP grubuna kiyasla goéreceli olarak
yiiksek oldugu izlenmistir. B. SP ve EP gruplarina ait IL-6 proteini ifade oranlarinin
yiizdesel grafik ile sunumu.

Calisgmamiza ait bulgular incelendiginde, IFN-6 proteinine ait Western blot
analizlerinde SP dokusu hiicrelerinde EP dokusuna ait hiicrelere kiyasla IFN-6 protein
ifadesinin goreceli olarak yiiksek oldugu gorilmistiir fakat bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p > 0.05) (Sekil 4.5 A-B).
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Sekil 4.5. IFN- 6 Western blot bulgulari. A. IFN- 3 proteinine ait nitroseliiloz membran
gorlintiisti, SP dokusu hiicrelerinde EP dokusuna ait hiicrelere oranla IFN- & protein
ifadesi daha yiiksek gozlemlenmistir. B. SP ve EP gruplarina ait IFN-  proteini ifade
oranlarinin ytizdesel grafik ile sunumu.

Yapilan analizler sonucunda, TLR2’ye ait Western blot analizlerinde SP dokusuna ait
hiicrelerde EP dokusuna ait hiicrelere kiyasla TLR2 proteininin ifadesinin goreceli

olarak yiiksek oldugu gorilmistir fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p > 0.05)(Sekil 4.6 A-B).
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Sekil 4.6. TLR2 Western blot Bulgulari. A. TLR2 proteinine ait nitroseliiloz membran
goriintiisii, saglikli SP dokusu hiicrelerinde EP dokusuna ait hiicrelere oranla TLR2
protein ifadesi daha yiiksek seviyelerde gozlemlenmistir B. SP ve EP gruplarma ait
TLR2 proteini ifade oranlarinin yiizdesel grafik ile sunumu.
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TLR2 sitokinine ait Western blot analizi bulgular1 ile RT-gPCR analizi sonucu elde

edilen mRNA ekspresyon seviyelerine ait bulgular uyumlu sonuglar gostererek elde
edilen verileri destekler niteliktedir (Sekil 4.1-C).



5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Tarisma

Dis tedavilerinin maliyeti ve dis dokusunda artan harabiyetten 6tiirli gelisen endiseler,
minimal diizeyde invaziv, biyolojik temelli yeni restoratif ¢oziimlerin arayisina yol

acmistir.

Dis pulpasinin mikroorganizmalar tarafinda uyarilmasi veya pulpa dokusunun agiz
ortami ile direkt temasi sonucu, restoratif ve endodontik tedavilerin inflamasyonu
kontrol edebilmesi sayesinde tersiyer dentin olusumu tesvik edilebilmektedir. Ancak bu
asamada tedavi siireci saglikli dentinin hacmi, Kkalitesi ve tedavi esnasinda kullanilan
malzemenin dis dokusu ile uyumundan etkilenmektedir. Bununla birlikte, su anda
mevcut olan dental materyaller, spesifik olmayan onarici etki mekanizmalari, sitotoksik
etkilerinin fazla olmasi ve klinik kullanim esnasinda gelisen zorluklar1 sebebi ile birden

cok dezavantaja sahiptir.

lleriye doniik arastirmalar, pulpa iltihabmin hiicresel diizenleyicileri, enflamasyon ile
iliskili onarim mekanizmalarinin daha 1yi anlagilmasi, pulpa yanitlarin1 tahmin etmek ve

yeni tedavi stratejileri tasarlamak igin kritik neme sahiptir (31).

DNA ile iligkili proteinlerin epigenetik modifikasyonlarinin ve kodlanmayan RNA’larin
etkilerinin, pulpa dokusu hiicreleri ve kok hiicre popiilasyonlarinin kendi kendini
yenilemesini kontrol etmesinin yani sira mineralize doku gelisimini ve onarimini

diizenledigi gosterilmistir (159).

Gelisen teknolojiler ve yeni arastirma alanlari, klinik semptom veren dis ¢iiriiklerine
kanal tedavisi ihtiyacin1 ortadan kaldiran, pulpa dokusu rejenerasyon siirecinde etkili
yeni dental biyomateryallerin gelistirilmesi igin heyecan verici bulgular ortaya

koymustur (31, 160).
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Potansiyel yeni bir ¢6ziim olarak histon asetiltransferazlar (HAT) ve histon-deasetilazlar
(HDAC) ile dengelenen DNA ile iligskili histon asetilasyon siirecini hedefleyen
arastirmalar giindeme gelmistir. Bu dengeyi degistirmenin dis pulpa hiicresi
mineralizasyonunu arttirdigin1 ve hasarli ve/veya giiriikten etkilenmis pulpa igindeki

onarici siireglerde tesvik edici etkisine dair yeni bulgular ortaya atilmistir (160).

Epigenetik modifiye edici ajanlar, histon deasetilaz inhibitorleri (HDACIS),
transkripsiyonel ve hiicresel etkilerle asetillenmis proteinlerin birikmesine yol agan bu
dengeyi terapotik olarak degistirebilir. Vorinostat (SAHA) ve panobinostat gibi
HDAC’ler kanserde (161), terapotik olarak kullanilsa da, terapotik uygulamalari
osteogenez (132, 162) ve inflamatuar hastaliklarda da arastirillmaktadir, ancak dis

hekimliginde in vitro ¢alismalar ile sinirh kalmistir (29).

Histon H3 geni, genlerin dinamik ve uzun vadeli diizenlenmesinde rol oynadigi
disiiniilen, Onemli bir proteindir. Histon asetiltransferaz (HAT’) ve histon
deasetiltransferaz enzimlerinin (HDAC) aktivitesindeki diizensizlikler, pulpa dokusu
hastaliklar1 ve hiicrelerin enflamatuar yanitinda 6nemli bir role sahiptir (163). Bu
nedenle c¢alismamizda saglikli ve etkilenmis pulpa (derin dentin g¢iiriiklii) dokusu
hiicrelerinin histon H3-4 genine ait RT-gPCR analizi ile mRNA ekspresyonu ve

Western blot analizi ile asetile H3 gen protein ifadeleri incelenmistir.

RT-qPCR ve kat degisim analizinde EP grubunda SP grubuna gére mRNA ekspresyon

ve gen ifadesi goreceli olarak daha yiiksek seviyelerde izlenmistir.

Bunun yaninda asetile H3 gen proteinine ait Western blot analizi sonuglart
incelendiginde EP grubunda SP grubuna goére asetile H3 protein ifadesi istatistiksel

olarak anlamli sekilde yiiksek bulunmustur.

Gu ve ark. (164)’nin yapmis oldugu c¢alismada saglikli dis pulpa dokusu kaynakli kok
hiicrelerin asetilasyon mekanizmasi indiiklenmis ve inhibe edilmistir. Asetilasyonun
indiiklendigi DPKH hiicrelerinde aktif transkripsiyonun izlendigi hatta onaric
mekanizmada gorev alan dentin sialofosfoprotein’in sekresyonunda artis olduguna dair

bulgular sunmuslardir.

Gopinathan ve ark. (165)’nin yapmis oldugu arastirmada dental pulpa hiicrelerine ait
caligmalarda, histon asetilasyonu ve metilasyonunun dentinin gelisimi ve onariminda

yer aldigimi gosteren bulgular sunmustur. Ayrica odontoblast aktivitesi ile iliskili
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mineralizasyon belirteglerinden dentin sialofosfoprotein ve dentin matriks asidik
fosfoprotein-1’in, dis folikiilii kaynakli kok hiicrelerinde H3K27me3 (Histon H3
proteini tizerinde lizin 27°nin tri-metilasyonunu gosteren bir isarettir; inaktif gen
transkripsiyonu belirteci) tarafindan baskilandigini ve bununda hiicre onarim siirecinin

devam etmesininin bir gdstergesi olabilecegini ileri stirmiislerdir.

Gu ve ark.(164)’min yapmis oldugu arastirmada, DPKH’lere ait Western blot
bulgularinda  asetilasyon = mekanizmasinin  indiiklendigi  ¢alisma  gruplarinda
asetilasyonun baskilandig1r gruplara goére asetil H3 protein sekresyonunun bizim

calismamiza benzer sekilde daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Calismamiz bulgulari gbéz oOniline alindiginda H3-4 geninde mRNA ekspresyon
seviyelerinin etkilenmis pulpa hiicrelerinde saglikli pulpa grubuna kiyasla daha yiiksek
olmasi bizlere ¢iiriik varliginda mevcut dokuda gen transkripsiyonu ile es zamanh

olarak onarim mekanizmasinin aktif oldugunu destekleyen veriler sunmustur.

Ayrica asetile histon H3 protein sekresyonunun etkilenmis pulpa dokusuna ait
hiicrelerde saglikli pulpa dokusu hiicrelerine gore yiiksek seviyelerde izlenmis olmasi
etkilenmis pulpa dokusu hiicrelerinin enflamatuar reaksiyonlar yoniinden daha aktif

olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Sitokinler, patojenik ajanlara kargi immiin yanitin olugsmasinda 6énemli rol sahiptirler ve
potansiyel olarak inflamatuar yanitin yogunlugunu ve siiresini diizenler bu nedenle
calisma gruplarimizda IL-6 sitokini seviyelerini belirlemek i¢in arastirmamiza dahil

edilmistir.

Calismamizda EP grubuna ait IL-6 mRNA ekspresyon seviyeleri SP grubuna gore
goreceli olarak daha yiiksek seviyelerde izlenmistir. Kat degisimi degerleri de mRNA
ekspresyon degerleri ile benzer sonuglar vermistir. Benzer sekilde Western blot
analizinde elde edilen veriler dikkate alindiginda etkilenmis pulpa grubunda saglikli
pulpa grubuna gore IL-6 sitokin ifadesi goreceli olarak daha yiiksek degerlerde

bulunmustur.

ElSalhy ve ark.(166)’nin yapmis oldugu calismada saglikli, ¢iiriik ekspoz ve irrevesibl
pulpitisli diglerin pulpasindan izole edilen kan dokusunda; IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-
a ve IFN-o sitokin seviyelerini incelenmistir. Calismada normal pulpa dokusuna kiyasla

ciiriik ekspoz pulpa dokusunda 20 kat fazla IL-6 tespit edildigini bildirmisler ve bunun
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da direkt pulpa tedavisinin uzun vadeli prognozuna yardimci olabilecegini ileri

siirmiislerdir.

Yukardaki ¢alismaya kiyasla bizim ¢alismamizda IL-6 sitokininde sadece goreceli bir
artisin olmasi ¢iiriigiin derinligi ile iliskili olarak inflamatuar yanittaki farkliliklarin bir

gostergesi olabilir.

Literatiirde, saglikli ve ¢iiriik dis kaynakli pulpa dokusu hiicrelerinde IL-6 sitokin
seviyelerinin Western blot analizi acgisindan incelendigi bir arastirma ile

karsilasilmamuistir.

IFN-8, dis pulpa dokusu ve c¢evre dokular1 etkileyen periapikal lezyonlarin
patogenezinde onemli bir role sahiptir ve IFN-8’nin metilasyonu ve deasetilasyonu
transkripsiyonel inaktivasyon ile iligskilendirilmistir (167). Ayrica IFN-8, herhangi bir
patojenik uyaranin varhiginda makrofaj wuyarici temel sitokindir bu nedenle
caligmamizda ¢iiriikten etkilenmis dislerin pulpa dokusunda IFN-3 ifadelerini detayli

olarak incelemek amaglanmuistir.

Calismamizda IFN-3 proteinine ait Western blot analizi sonucunda, etkilenmis pulpa
grubunda saglikli pulpa grubuna kiyasla IFN-6 protein ifadesini goreceli olarak daha

diisiik seviyelerde tespit edilmistir fakat bu fark gruplar arasinda anlamli bulunmamustir.

Campos ve ark.(168)’lar1, periapikal lezyonlu disler ile perapikal granulomlu dislere ait
pulpa dokularmi karsilagtirdiklart ¢alismada, IFN-3 genine ait mRNA ekspresyon

seviyesinin iki ¢alisma grubu arasi anlamli farklilik gériilmedigini belirtmislerdir.

Cardoso ve ark. (85) ’nin yapmis oldugu baska bir ¢alismada, saglikli ve irreversibl
pulpitisli dislere ait pulpa dokular1 IFN-6 genine ait mRNA ekspresyonu agisindan
(DNA metilasyonu) degerlendirilmistir ve iki ¢alisma grubu arasinda anlamli farklilik

bulunmamastir.

Literatiide yer alan bu ¢alismalar ve bizim ¢alismamizin verileri bizlere ilerlemis ¢iiritk
lezyonu varliginda, IFN-&’nin hiicresel diizeyde uyaranlara karsi gelisen yanit
sonucunda sitokin ve kemokin uyarimi gorevini yerine getirerek zaman igerisinde

azalma egiliminde oldugunu diisiindiirmistiir.

Toll-like reseptorler (TLR), patojenle iliskili molekiiler paternleri tantyan, evrimsel

olarak korunmus interlokin-1 transmembran reseptorleri siiper ailesinin iiyeleridir. TLR-
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2’nin Oncelikle gram pozitif bakterilere kars1 bagisiklik tepkilerini aktive etmede rol
oynadigini ve TLR-2, TLR-4 gibi ylizey reseptorlerinin, dis pulpasindaki
mikroorganizmalar tarafindan immiin hiicrelerin aktivasyonuna katildig1 ¢alismalarla

gosterilmistir (117, 169-171).

Bu nedenler goz onilinde bulundurularak ¢alisma gruplarimiz arasinda farkli seviyelerde
gelisebilecek inflamatuar yanitin degerlendirilmesi amaci ile TLR2 yiizey reseptorii

calismamiza dahil edilmistir.

Yapilan analizler sonucunda RT-qgPCR ve Western blot verileri EP grubunda SP
grubuna kiyasla TLR2 sitokin ifadesi goreceli olarak daha diisiik seviyelerde tespit

edilmistir fakat bu fark gruplar arasinda anlamli bulunmamistir.

Cardoso ve ark. (117)’nin yapmis oldugu arastirmada saglikli ve irreversibl pulpitisli
pulpa doku hiicreleri {izerinde TLR2 ve TLR4 yiizey reseptorlerinin RT-qPCR analizi
ile  metillenmis (inaktif gen transkripsiyonu) ve metillenmemis (aktif gen
transkripsiyonu) DNA frekanslar1 arast farkliliklar incelenmistir.  Gruplarin
metillenmemis DNA frekans1 agisindan benzer veriler gosterdigini belirtmislerdir.
Ancak hem TLR-2 hem TLR-4 (CD-14) yiizey reseptoleri agisindan saglikli ve
pulpitisli doku 6rnekleri arasinda DNA metilasyon paternleri istatistiksel olarak anlamli

farklilik gostermemistir.

Mutoh ve ark.(121)’lart BALB-c farelerde deneysel pulpa perforasyonu olusturarak
acikta kalan kavite preparasyonu ile dis ¢lirigii modeli olusturarak RT-PCR ve
immiinohistokimyasal analizler kullanarak ¢iiriik pulpa hiicrelerinde TLR-2 ve TLR-
4tin mMRNA ekspresyonunu incelemislerdir. Bu analizlerde TLR-2 ve TLR-4’iin
pulpitisin erken evresinde eksprese edildigini ve pulpitisli dislere ait pulpa dokusunda
TLR2 mRNA ekspresyonunun enfeksiyondan 3 saat sonra artmaya bagsladigi, 9. saatte
maksimum seviyeye ulastigi, 9. saatten sonra yavas yavas diistiigli ve 72. saatte belirgin

olarak ekspresyon seviyelerinde azalma egilimi gosterdigi bildirilmistir.

Literatiirde yer alan bu calismalar ve bizim calismamizin verileri degerlendirildiginde
TLR-2 yilizey reseptoriiniin dokuda patojen tanima gorevini tamamladiktan sonra
azalma egilimi gosterebilecegi ve bakteriyel infiltrasyon siirecinin tamamlanmasi ile

geriye dontik artig gostermeyecegi diistiniilmiistiir.
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5.2. Sonuclar ve Oneriler

Bu tez c¢alismasinda saglikli dis pulpa dokusu ile derin dentin ¢iiriiklii (D3) pulpa
dokusu hiicrelerinin histon H3 (asetile) genine ait asetilasyon paternleri arasi farkliliklar
incelenmistir. Ayrica IL-6, IFN-8 ve TLR-2 gibi sitokin ve yiizey reseptorlerine ait gen

ve protein sekresyonu degerlendirmeleri yapilmustir.

Western Blot analizinde, derin dentin ¢iiriiklii pulpa grubunda asetile H3 geni ifadesi
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek bulundugu ic¢in Hg hipotezi desteklenirken,
diger analizlerde gruplar arasinda anlamli fark bulunmadigi i¢in Hp hipotezimiz

reddedilmistir.

Calismamiz ileriye doniik caligmalarda benzer metodoloji ile farkli dentin ¢liriigi
seviyeleri ile reversibl-irreversibl pulpitisli ¢alisma gruplarinin birlikte incelenmesi

arastirmada eksikligi hissedilen verilerin elde edilebilecegini diisiindliirmiistiir.
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