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TESEKKUR

Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dali’na girdigim
giinden beri biiylik destegi olan, pedodonti egitimini en iyi sekilde almamiz igin gerekli
ortam ve sartlart saglayan, anlayist ve pozitif bakis acisi ile her zaman destegini
hissettigim, klinik deneyimlerinin yani sira hayata dair tecriibelerinden yararlandigim
degerli hocam Pedodonti Anabilim Dali Baskani Saym Prof. Dr. ilknur
TANBOGA’ya

Doktora egitimim boyunca ve tez ¢aligmam sirasinda bana biiylik bir sabir ve titizlik
ile yardime1 olan, samimiyetini, bilgi ve tecriibesini benden esirgemeyerek akademik
deneyimi ve Onerileri ile bana her konuda yol gosteren; akademik yOniiniin yan1 sira
hayata kars1 durusunu ve bakis agisini her yoniiyle kendime 6rnek aldigim ve 6grencisi
olmaktan mutluluk ve onur duydugum ¢ok degerli danisman hocam Saym Prof. Dr.
Ali MENTES’e

Pedodonti doktora egitiminin disiplinini en iyi sekilde almam i¢in ¢aba gosteren ve
bana sayisiz katkilar1 olan degerli hocalarim Sayim Prof. Dr. Serap AKYUZ ve Sayin
Prof. Dr. Betiil KARGUL e,

Tez izleme komitemde bulunan Okan Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti
Anabilim Dal1 Baskam Sayin Prof. Dr. Isin ULUKAPI, Istanbul Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dali &gretim iiyesi Saymn Prof. Dr. Elif
SEPET, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Bagkani1 Sayin Prof. Dr. Feriha ERCAN’a,

Immiinohistokimyasal incelemelerde bilgisini, tecriibesini, emegini dzverili bir sekilde
benimle paylasan, hakkini 6deyemeyecegim Marmara Universitesi Saglik Hizmetleri
Meslek Yiiksekokulu, Tibbi Hizmetler ve Teknikler Boliimii 6gretim gorevlisi Saymn
Yrd. Doc. Dr. Naziye OZKAN’a,



Pedodonti Anabilim Dali’ndaki doktora egitimime katkilart ile her zaman
hatirlayacagim, mesleki tecriibelerini paylasarak bana sayisiz katkilari olan Dog. Dr.
Sertac PEKER, Do¢. Dr. Basak DURMUS, Yrd. Do¢. Dr. Isil Ozgiil
KALYONCU, Yrd. Do¢. Dr. Eda HAZNEDAROGLU, Yrd. Do¢. Dr. Figen
EREN GIRAY ve Dr. Ahu DURHAN’a,

Doktora egitimim boyunca bilimsel ve mesleki alandaki birlikteligimizin Gtesinde
dostluklarini, sevgilerini paylastigim ve birlikteligimizden gii¢ aldigim Dt. Elif Gizem
AKTEPE, Dr. Edibe EGIL, Dr. Pinar KULAN, Dt. Merve ULUAKAY, Dt. Ecem
AKBEYAZ, Dt. Eda OKUTAN, Dt. Yasemin AYIK, Dt. Ece
YILMAZKASAPOGLU, Dt. Berkant SEZER, Dt. Buse Tansu GUNDOGAN, Dr.
Barhan PEKEL ve diger TUM ASISTAN arkadaslarima,

Doktora egitimi ve tez slirecimin zorlu donemlerinde varliklariyla bana gii¢ veren
sevgili dostlarim Ozgiin OZEL, Pelin KOCABAS, Ozge ERDOGAN, Duygu
ASLAN, Melis OZTURK, Onur GUNES, Siikrii Can AKMANSOY, Hasan Can
SAHIN, Ceren OC ve Belgi KUTLU’ya,

Tez yazim siirecime benimle birlikte emek veren, benimle birlikte uykusuz kalan,
umutsuzluga diistiiglim anlarda biiylik bir sabir ve 6zveriyle bana moral veren,
sevgisini ve destegini her daim hissettigim, yanimda olmasindan gii¢ aldigim Osman

Sahin KOSKER’e

Tez asamalarimi ciddi bir emek ve mesai harcayarak fotograflayan, bugiine kadar
attigim her adimda sevgi ve yardimini asla esirgemeyen, beni diinyanin en sansh

ablas1 yapan, kardesim Omer Can DUMAN’a

Hayatimin ilk gilinlinden bugiine bana ikinci anne olan, her y1l daha da zorlagan sinav
donemlerimde yanima taginip hem beni hem arkadaslarimi besleyen, bitmek tiikenmek
bilmeyen enerjisine hayret ettigim ve imrendigim, tesekkiir etmeye kelimelerin

yetmeyecegi canim anneannem Keriman KURAL ’a



Bu giinlere gelebilmemin en biiyiik sebebi olan, maddi ve manevi destegini bir an
olsun esirgemeyen, mutlulugum i¢in her fedakarlig1 yapan, giiglii karakteri ve insani
degerlerini hayatimin her asamasinda 6rnek aldigim ve alacagim, kiz1 olmaktan gurur

duydugum, bu hayattaki en biliyiik sansim, canim annem, 0gretmenim, en yakin

arkadasim Neriman KURAL ’a,
Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez, Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Komisyonu Baskanlig: tarafindan

SAG-C-DRP-121214-0381 numarali proje ile desteklenmistir.
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ACTH Adrenokortikotropik hormon
Al Amelogenesis imperfekta
AMBN Ameloblastin
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AMELX X kromozom amelogenin
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BADGE Bisfenol-A diglisidileter
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BFA Bisfenol-A

Bis-DMA Bisfenol-A dimetakrilat
Bis-GMA Bisfenol-A glisidilmetakrilat
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CD 14 Cluster of differentiation 14
CRF Kotrikotropin salgi faktorii
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g gram
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HPA Hipotalamus hipofiz adrenal
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lgG Immiinoglobulin G

[HK Immiinohistokimya
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Prenatal Donemdeki Farkli Etkenlerin Yavru Sicanlarda Mine Defekti
Olusumuna Etkisinin Histolojik Olarak Incelenmesi
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1. OZET

Amag: Kronik stres, bisfenol-A (BFA), amoksisilin veya lipopolisakkarid (LPS)
enfeksiyonu gibi dort ¢evresel faktdre prenatal donemde maruz kalmis sicanlarin
mandibular birinci molarlarmin histolojik, immiinohistokimyasal ve makroskobik
olarak incelenmesi. Gere¢ ve Yontem: 15 hamile sigan, 4 deney grubu ve kontrol
olarak ayrilmistir. kronik stres grubu prenatal 18. giinden doguma kadar 12:12
aydinlik/aydinlik ortama maruz birakilmistir. BFA grubu hamileligin ilk giintinden
doguma kadar oral yolla giinliik 5Spg/kg BFA’ya maruz birakilmistir. Amoksisilin
grubuna prenatal 18. giinden doguma kadar giinlik 100mg/kg amoksisilin enjekte
edilmistir. LPS enfeksiyonu grubuna prenatal 18. giinde tek seferlik 125ug/kg
bakteriyal LPS enjekte edilmistir. Postnatal 10. giinde kontrol grubundan 7, diger
gruplardan 10’ar yavru sakrifiye edilmistir. Sol hemimandibulalardan alinan 3-pm
kalinhiginda kesitler hematoksilen-eozin(H&E) ve Gomori'nin tek asamali trikrom
boyasi(GT) ile boyanmis ve ameloblast gelisim asamalarindaki yogunluklarini
degerlendirmek amaciyla anti-AMELX ve anti-AMBN tavsan primer antikorlar1 ile
inkiibe edilmistir. Sag molarlarin yiizey morfolojileri stereomikroskopla
degerlendirilmistir. Bulgular: Tiim gruplarin AMELX (p=0.008, p=0.0001, p=0.009)
ve AMBN (p=0.002, p=0.001, p=0.0001) immiinekspresyonlar1 biitiin ameloblast
gelisim fazlarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede zayif
bulunmustur. H&E ve GT boyamada tiim deney gruplarinda anormal mine matriks
formasyonu gozlenmistir. Morfolojik incelemede amoksisilin grubunda sarimtirak
renk degisikligi gozlenmistir. Sonuglar: Bu c¢alismayla prenatal donemde maruz
kalian stres, BFA, amoksisilin ve enfeksiyonun mine formasyonunu etkileyebilecegi

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mine defektleri, kronik stres, BFA, amoksisilin, enfeksiyon



Histologic Evaluation of Effects of Different Factors in Prenatal Period on
Enamel Defect Development in Rats
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2. SUMMARY

Aim: Histologic, immunohistochemical and macroscopic evaluation of mandibular
first molars of rats which were exposed to four environmental factors prenatally such
as chronic stres, bisphenol-A (BPA), amoxicillin or lipopolysaccharide (LPS)
infection. Material-methods: 15 pregnant rats were divided into 4 experimental
groups and control. Chronic stress group rats were exposed to a 12:12 light/light cycle
(LL) from day E18 until delivery. BPA group rats were orally administered daily
Sug/kg BPA from E1 until delivery. Amoxicillin group rats were daily injected
100mg/kg amoxicillin from day E18 until delivery. LPS infection group rats were
injected 125ug/kg bacterial LPS for once on E18. Seven pups from control and ten
pups from other groups were euthanized on P10. 3-um sections from left
hemimandibula were stained with hematoxylin-eosin (H&E) and Gomori's one step
trichrome staining (GT) and incubated with rabbit polyclonal antibodies to AMELX
and to AMBN and staining intensity of ameloblast stages were evaluated. Surface
morphology of right mandibular molars were eveluated with stereomicroscope.
Results: AMELX (p=0.008, p=0.0001, p=0.009) and AMBN (p=0.002, p=0.001,
p=0.0001) staining of all groups were significantly lower than control in each
developmental stages of ameloblasts. Abnormal enamel matrix formation was
observed in H&E and trichrome staining sections of all experimental groups.
Yellowish coloration of amoxicillin group was observed in morphologic evaluation.
Conclusions: This study investigates exposing to stress, BPA, amoxicillin and

infection prenatally may affect enamel formation.

Key Words: Enamel defects, chronic stress, BPA, amoxicillin, infection



3.GIRIS ve AMAC

Dis minesi yiiksek mineral igeriginden dolayr mineralize dokular i¢inde tektir.
Minenin hacimsel olarak %87’si, agirlik olarak %95°1 yliksek organize, siki tutunmus
kristalitlerden olusur. Diger mineralize dokular %20 organik materyale sahipken olgun
minede bu oran %1’den azdir (Simmer ve Hu, 2001). Dis minesi ektoderm orijinli tek
mineralize dokudur (Crombie ve ark., 2009). Mine gelisimi (amelogenesis) dort ana
fazdan olusur. Bu fazlar presekresyon (salgi Oncesi), sekresyon (salgi), gegis ve
maturasyon (olgunlagsma)’dir (Bartlett, 2013).

Amelogenesisin baglangic salgi fazinda meydana gelen duraksamalar morfolojik
defektlere (hipoplazi); kalsifikasyon veya olgunlasma fazinda meydana gelen
duraksamalar morfolojik olarak normal fakat nitelik olarak bozuk mine olusumuna
(hipomineralizasyon) neden olur (William ve ark., 2006). Mine gelisimindeki
duraksamalar; genetik, sistemik, lokal veya ¢evresel bir ¢cok sebebe bagli olabilir. Mine
defektinin siddeti ve boyutu, sebep olan faktorlere gore degisiklik gosterir. Defektler,
tiim disleri kapsayan siddetli mine kayiplarindan tek diste olusan lokal sinirlar1 belirgin
opasitelere degisen bir ¢esitlilik gosterir (Jacobsen ve ark., 2013).

Yerli ve uluslararas1 gelisimsel mine defekti prevalans calismalarinda dikkat
cekecek Olciide ytliksek oranlar gézlenmektedir. Neden olabilecek ¢evresel etiyolojik
faktorlerin tam olarak belirlenememis olmasi bu konuda yeni ¢aligmalar yapilmasi
gerekliligini dogurmaktadir.

Gelisimsel mine defektlerine sahip bireylerin ¢iirlik riski saglikli bireylere gore
daha ytiksek olmaktadir. Dental tedavi ihtiyac1 ve/veya estetik kaygilar nedeniyle dis
hekimine bagvurma yas1 diismekte, bu sebeple defektlerin teshisi gogunlukla ¢cocuk dis
hekimleri tarafindan koyulmaktadir. Yiiksek prevelans ve artan dental tedavi ihtiyaci
nedeniyle gelisimsel mine defektleri ¢ocuk dis hekimliginin en temel konularindan biri
haline gelmistir. Dental tedavi ve dis kaybinin minimum diizeye indirilebilmesi igin
erken teshis ve koruyucu tedaviler kritik 6nem tasimaktadir. Muhtemel etiyolojik
faktorlerin belirlenebilmesi ise erken teshisin kilit noktasidir.

On dokuzuncu yiizyildan itibaren bir¢ok bilim dalinda oldugu gibi dis hekimligi
alaninda da deney hayvani ¢aligmalar1 biyomedikal arastirmalarin ayrilmaz bir parcasi
haline gelmistir (Zortuk ve Kirag, 2010). insan ve hayvanlarin yarari ile sagligin

korunmasi, en iy1 yontemlerin bulunmasi ve biyolojik bilgilerimizin artmas1 gibi farkl



amaglar i¢in degisik tiir hayvanlarda deneye bagvurmak zorunludur (Biiken, 2006).
Sicanlarda dis dokusu gelisimi ve yapisi insan disleriyle benzerdir ve dis gelisiminin
kompleks genetiginin anlagilabilmesine yardimci olur (Lei ve ark., 2014). Bu
benzerliklerin yani sira sigan kesici dislerinin yasam boyu siirmesi, molar dislerin
insan molar dis yapisina benzerligi, hayvanlarin kolay tiretilmesi ve maliyetinin ucuz
olmasi dis hekimligi ¢alismalarinda tercih edilme sebebi olmustur.

Mine defektlerinin etiyolojisi hakkinda bilgi verecek olan ¢alismamizda deney
gruplarimizdan alinacak Orneklerde rastlanan defektler daha sonra yapilacak olan
etiyolojik calismalara 1s1k tutacaktir. Belirtilen etkenlere maruz kalmis kisilerin
cocuklart risk grubu olarak belirlenip takip edilebilecek; boylece erken teshis ve
koruyucu tedavilere imkan saglanacaktir.

Bu tez calismasinin amaci hamilelik doneminden itibaren anne sicanlar ¢esitli
cevresel faktdrlere maruz birakarak, dogan yavru sicanlarin molar dislerinin
amelogenesis gelisim fazlarinda etkilenmesini incelemektir. Hamileligin dis gelisimini
etkileyen donemlerinde anne siganlarda:

1) Kronik stres olusturarak,

2) Bisfenol A’y1 igme suyuna katmak suretiyle toksifikasyon meydana getirerek,

3) Yiiksek dozda amoksisilin enjeksiyonuyla toksifikasyon meydana getirerek

4) Enfeksiyon olusturarak, dogan yavru si¢anlarin siirmemis molar dislerinde,
mine ylizeyinin morfolojik, ameloblastlarin histolojik ve ameloblastlarin salgi, gecis
ve olgunlasma fazlarinda amelogenin ve ameloblastin  yogunlugunun

immiinohistokimyasal olarak incelenmesi amag¢lanmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1.Mine Kompozisyonu, Formasyonu ve Yapisi

Mine, dis ylizeyini kaplayan epitelyal kaynakli dokudur. Mine formasyonundan
sorumlu olan hiicreler ameloblastlardir. Ameloblastlar, dis siirmesiyle beraber
kaybolur bu ylizden mine kendini yenileyemez. Bu dogal limitasyonu kompanse
edebilmek icin, olgunlagsma siirecinde organik matriksi neredeyse tamamen
kaybederek  kompleks bir yapisal organizasyon ve yiiksek derecede
mineralizasyon kazanir. Bu karakteristik Ozellikler, mine yapict hiicreler olan
ameloblastlarin alisilmamis yagsam dongiisiine ve olduk¢a uzun olan mine kristallerinin
formasyonunu  diizenleyen matriks proteinlerinin = 6zglin  fizikokimyasal
karakteristiklerine etki eder. Bu durum mineyi diger dokulardan ayirir ve yaygin olarak
minenin kollojen bazli kalsifiye dokularin ana elementlerini azalttigina inanilir.
Hiicresel olaylar ve ekstraseliiler matriks olaylariyla ilgili sistematik karsilastirmalar
yapilsa da geligsim siirecinde biitiin kalsifiye dokularla benzerlikler ve ortak maddeler
ortaya ¢ikmistir (Nanci, 2008).
4.1.1.Minenin fiziksel karakteristikleri

Gelisimini tamamlamis mine dokusu %96 mineral, %4 organik madde ve su
icerigiyle bilinen en yiiksek mineralize ekstraseliiler matrikstir. Minenin inorganik
icerigi; kemik, kalsifiye kikirdak, dentin ve sementte bulunan karbonat iyonlarinin
yerine ge¢mis kristalin kalsiyum fosfat (hidroksiapatit)’ tir. Strontium, magnezyum,
kursun ve fluorid gibi iyonlar eger mine formasyonu esnasinda bulunuyorsa
kristallerin yapisina katilabilir. Bu kristallerin asit tarafindan ¢6ziinmeye hassasligi,
dis ¢iirtigiiniin kimyasal temelini olusturur (Nanci, 2008).

Yiiksek mineral igeriginin mineye verdigi sertlik 6zelligi, kompleks yapisal
organizasyonuyla birlikte dis fonksiyonu esnasinda minenin mekanik kuvvetlere
dayanikli olmasini saglar. Bu sertlik ayrica mineye kirilganlik 6zelligi verir, bu yiizden
daha elastik olan dentin alt tabakay1 olusturarak minenin biitlinliigiinii korumasin
saglar. Eger bu destekleyici dentin tabakasi ¢iiriik nedeniyle veya kavite preperasyonu
esnasinda uzaklastirilirsa desteksiz mine kolayca kirilir (Nanci, 2008).

Mine translusent ve agik saridan beyaz-griye degisen bir renktedir. Kalinlig: dis

bolgelerine gore ¢esitlilik gostermekle beraber en kalin kismi 2,5 mm olan okluzal



yiizlidiir. Bu varyasyon, minenin daha ince oldugu bolgelerde dentinin rengi yansimasi

nedeniyle mine rengini etkiler (Nanci, 2008).

4.1.2.Minenin yapisi

Yiiksek mineral igeriginden dolayr minenin yapist calismak icin zordur.
Geleneksel demineralize kesitlerle ¢alisildiginda mineralin ¢6ziinmesi ve eser
miktarda organik materyalin yikanmasi sonucu sadece daha dnce olgunlagsmis minenin
bulundugu bolgelerde bos alanlar goriilebilir. Fakat gelismekte olan minenin
dekalsifiye kesitlerinde yap1 hakkinda bilgi verecek yeterli organik materyal kalir
(Nanci, 2008).

Memeli minesinin ana organizasyonel birimleri c¢ubuklar (prizmalar) ve
¢ubuklar arasi mine (interprizmatik mine)’dir. Mine ¢ubuklari ilk olarak, enine kesitte
hegzagonal ve prizma benzeri yapilar olarak tanimlanmis ve giiniimiizde siklikla mine
prizmalart terimi kabul goérmiistiir. Bu metinde mine c¢ubuklarinin diizenli bir
geometrisi olmamasi ve prizmaya benzememesi nedeniyle bu terim kullanilmayacaktir
(Nanci, 2008).

Mine, siki bir sekilde birlesmis, uzun, serit benzeri 60-70 nm genisliginde, 25-
30 nm kalinhiginda karbonoapatit kristallerinden olusur. Kristaller olduk¢a uzundur,
baz1 aragtirmacilar uzunlugunun mine tabakasi kalinligin1 kapsadigina inanir.
Kalsiyum fosfat birim hiicreleri hegzagonal bir simetriye sahiptir ve kesitsel profilde
net bir sekilde goriilebilen hegzagonal kristal dig sinir1 olusturmak i¢in yigilirlar. Tam
olarak olgunlagmis minenin kristalleri milkemmel bir hegzagonal yap1 gostermeyip
daha diizensiz bir dis sinir olusturur, bilylimenin son kisimlarinda birbirleri {izerine
baski yaparlar. Bu kristaller kendi aralarinda ¢ubuklar veya ¢ubuklar arasi mine olarak
gruplasir. Taban kesitlerinde cubuklarin oryantasyonunu belirlemek kafa karistiricidir
¢linkii minenin kristalin yapis1 optik illiizyona yatkindir; 151k kesit boyunca gecerken
dis yiizeyi fark edebilmek zordur. Bunun sonucunda yaklasik olarak silindirik mine
cubuklarindan kesit alindiginda kesilmis profiller uzunlamasina gériinen ¢ubuklarla
karistirilabilir ve 151k mikroskobu altinda ¢ubuk yonii hakkinda karar vermek zordur.
Daha ince kesitler alan ve daha yiiksek ayristirma giicline sahip olan elektron
mikroskobu kullanmak bahsedilen zorluklarin bir kisminin iistesinden gelinmesini

saglar (Nanci, 2008).



Cubuklar bir miktar silindire benzer ve ¢cogunlukla ¢ubuklarin uzun aksina paralel
uzanan kristallerden olusur. Cubuklar arasi alan her ¢ubugun etrafin1 kaplar ve bu
alanin kristalleri ¢gubugu olusturanlardan farkli yone dogru oryantasyon gosterirler.
Oryantasyon farki bir gubugun ¢evresinin 3/4’1i kadardir. Mine ¢ubuklar1 ve ¢ubuklar
aras1 bolge arasindaki sinir organik materyal iceren dar bir bolgedir ve ¢ubuk kini (rod
sheath) adin1 alir. Cubuk kini yiiksek memelilerde daha net gozlenir. Cubugun
¢evresinin kii¢lik bir béliimiinde kristaller ve ¢ubuklar aras1 mine karisir. Bu alanda
mine ¢ubugu ve ¢ubuklar aras1 bolge arasinda bir sinir, alan veya ¢ubuk kini bulunmaz.
Mine ¢ubuklarinin uzun aksi boyunca birlesme bolgesini de igeren kesitler alindiginda
kristallerin ¢ubuklar arast mineye dogru genisledigi gozlenir. Bu iki yapinin yatay
hatlar1 anahtar kilit iliskisine benzetilmistir. Fakat bu anahtar kilit benzetmesi; mine
komponentlerinin yapisal diziliminin varyasyonlarini yeterince karsilamamasi ve mine
formasyon paterniyle uyumlu olmamasi nedeniyle daha sonra terkedilmistir. Memeli
minesinin temel organizasyon paterni ¢ubuklar arast mineye gomiilmiis silindirik

cubuklar seklinde tarif edilmistir (Nanci, 2008).

4.2.Amelogenesis

Amelogenesis veya mine formasyonu iki asamali bir siiregtir. Mine ilk
olustugunda %30 kadar1 mineralizedir. Daha sonra organik matriks uzaklastirilir ve
kristaller genisler ve kalinlagir. Organik madde ve suyun kaybedilip minerallerin
eklendigi bu siirecin sonunda tam kalinligina ulasmis minenin igeriginin %96’sindan
fazlas1 mineral olur (Nanci, 2008).

Ameloblastlar, matriks proteinleri salgilayip mineral depozisyonuna uygun bir
cevre olusturmakla gorevlidirler. Bu epitel hiicresi, mine formasyonunun cesitli
zamanlarindaki primer aktivitesini etkileyen fenotip degisiklikleri gosteren benzersiz
bir yasam dongiisiine sahiptir. Amelogenesis 6 faza kadar ayrilip anlatilsa da genel
olarak salgi dncesi faz, salgi faz1 ve olgunlasma fazi olarak ti¢ ana fonksiyonel faza
ayrilmigtir (Sekil 1). Klasik olarak ameloblastlar her fazda farkli 6zelliktedirler.
Oncelikle salg1 6ncesi fazda ameloblastlar fenotiplerini kazanacak sekilde farklilasir,
polarite degistirir, genis ¢apli bir protein sentetik aparati olusturur ve minenin organik
matriksini olusturmaya hazirlanirlar. ikinci olarak salg1 fazinda (formatif faz da denir)
ameloblastlar karmasiklasarak minenin tim kalinligin1 olusturur ve yiiksek derecede

diizenli bir yap1 meydana getirir. Son olarak, olgunlagsma fazinda ameloblastlar degisir



ve es zamanli mineral degisimi i¢in gerekli olan spesifik iyonlar1 tasir. Son 10 yil
icinde her fazda gergeklesen hiicresel olaylar daha iyi anlasilmis, ameloblastlar yasam
dongiileri boyunca gelisimsel doneme bagli olarak farkli aktiviteler gosteren hiicreler
olarak tanimlanmustir (Nanci, 2008).

Mine formasyonu dis gelisiminin erken kuron déneminde baslar ve i¢c mine
epiteli hiicrelerinin tiiberkiil tepelerinden baglayarak farklilasmasini igerir. Daha sonra
bu siire¢ dis kuronunun egimleri boyunca ilerleyip tiim epitel hiicreleri ameloblastlara
farklilasana kadar devam eder. Ameloblastlar farklilagip dentin olusmaya basladiginda
bu hiicreler i¢ mine epitelinin disinda uzanan kan damarlarindan uzaklasir. Kan
damarlarina olan bu uzakligi kompanse etmek i¢cin damarlar dis mine epiteline
invagine olur ve aradaki yildizs1 retikulum kaybolur. Béylece ameloblastlar kan

damarlarina yakinlasir (Nanci, 2008).
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4.2.1.Salg1 oncesi faz

4.2.1.1.Morfogenetik faz

Dis gelisiminin ¢an sathasinda kuronun sekli belli olur. D1s mine epiteliyle dental
folikiil; i¢ mine epiteliyle dental papilla arasinda bazal lamina bulunur. i¢ mine epiteli
hiicreleri hala mitotik aktivite gosterebilir. Kiibik goriiniimlii bu hiicrelerin merkezinde
bliyiik bir ¢ekirdek, baglanti kompleksinin olustugu proksimalinde az gelismis bir
golgi cisimcigi vardir. Mitokondri ve sitoplazmik elemanlar hiicre igerisine dagilmistir

(Nanci, 2008).
4.2.1.2.Diferansiyasyon fazi

Ic mine epiteli hiicreleri ameloblastlara farklilasir, uzarlar ve gekirdekleri
stratum intermediuma dogru proksimale kayar. Manto dentin yapim siirecinde
ameloblastlar1 destekleyen bazal lamina, sitoplazmik uzantilarla boliintir. Her hiicrenin
golgi cisimcigi hacmini arttirir ve supraniikleer sitoplazmanin biiyiik bir boliimiini
isgal etmek icin proksimal pozisyonundan distale dogru hareket eder. Endoplazmik
retikulumun miktar1 artar ve mitondrilerin ¢ogu, birkac tanesi hiicreye dagilacak
sekilde proksimal alanda yogunlasir. Hiicrenin distal uzantisinda bir baglanti
kompleksi daha olusarak, ameloblastlar1 gévde ve distal boliimde yer alan Tomes’
uzantisi olarak ikiye ayirir. Boylece ameloblast, organelleri ¢ekirdegin distalinde hiicre
govdesinde bulunan polarize bir hiicre halini alir. Bu hiicreler daha fazla boliinmez
(Nanci, 2008).

Eski ¢aligmalar bu diferansiye olmus ameloblastlar1 salgi yapmayan hiicreler
olarak kabul etse de, gliniimiiz ¢aligmalarinda mine proteinlerinin beklenenin aksine
bazal laminanin preameloblastlarin1 ayirdigi, preodontoblastlarin kayboldugu
donemden ©6nce salgilanmaya basladign acikca gosterilmistir. Ilging olarak
preameloblastlar kisa siireligine de olsa bir odontoblast {iriinii olan dentin sialoproteini
salgilar. Karsit matriks proteinlerinin hiicre diferansiyasyonu sirasinda resiprokal
salgilanmast ve bunun yaninda daha sonraki asamalarda mine organi kokenli
hiicrelerden tipik ektomezenkimal proteinler salgilamasi; kraniofasial bolgedeki tiim
sert doku olusturan hiicrelerin ortak ektodermal orijiniyle uyumludur (Nanci, 2008).

Komsu ameloblastlar birbirlerine yakin olarak hizalanir ve atasman 6zellesmesi
veya baglantt kompleksiyle aralarindaki hiza olusturulur. Bu kompleksler hiicreleri

distal (mineye komsu) ve proksimal (stratum intermediuma komsu) uzantilarinda



cevreler. Ince aktin igeren filamentler, baglanti kompleksinden ameloblastlarin
sitoplazmasina dogru sagilir ve distal ve proksimal sonlanma aglarin1 olusturdugu
gozlenebilir. Bu baglantt kompleksleri ameloblastlar1 sikica baglayarak ve farkli
zamanlarda aralarindan mineye girmek veya c¢ikmak i¢in nelerin gegcip
gecemeyecegini belirleyerek amelogenesiste onemli rol oynarlar (Nanci, 2008).
4.2.2.Salg1 faz

Salg1 faz1 ameloblastlarinin ince yapisi, onlarin yogun sentetik ve salgisal
aktivitelerini yansitir. Golgi kompleksi yaygindir, graniiler endoplazmik retikulumun
cok sayida bosluguyla ¢evrelenmis silindirik organele form verir ve supraniikleer
kompartmanin biiylik par¢asini isgal ederler. Mine proteinleri i¢in mRNA graniiler
endoplazmik retikulumun membranindaki ribozomlar tarafindan c¢evirilir ve
sentezlenen iiriin kendi alanlarina tagimir. Daha sonra proteinler doniisiim sonrasi
modifikasyonlarin devami i¢in golgi kompleksine taginir ve membrana bagli salgi
graniillerinin i¢ine paketlenir. Bu graniiller hiicrenin distal uzantis1 olan Tomes’
uzantilarina yonelir. Ameloblastlar tarafindan yapilan salgi esastir ve devamlidir, salgi
graniilleri cok uzun zaman saklanmazlar (Bartlett ve ark., 2006).

Mine formasyonu bagladiginda Tomes’ uzantis1 sadece proksimal parcayi
kapsar. Salgi grantillerinin igerigi, mine ¢ubugu icermeyen baslangic mine tabakasini
olusturmak igin uzanti yiizeyi boyunca yeni yapilmig manto dentine karsi salinir. Mine
matriksi salgilanmasi ve mineralizasyonu arasinda yok denecek kadar az zaman gecer.
[k olusan hidroksiapatit kristalleri dentin kristalleriyle birbirine kenetlenir (Bartlett ve
ark., 2006).

Baslangi¢ mine tabakasi1 olustugunda ameloblastlar dentin yiizeyinden uzaklagir
ve proksimal bdliimiin fazla biiylimesiyle Tomes’ uzantisinin distal pargasini
olustururlar. Proksimal parga distal baglanti kompleksinden mine tabakasi ylizeyine
uzanirken, distal par¢a baslangi¢ tabakasinin 6tesindeki mineye penetre olur. Her bir
Tomes’ uzantisinin sitoplazmasi ameloblastin  govdesiyle devam eder. Mine
kristallerinin ¢ubuklar ve ¢ubuklar aras1 bolge konfigiirasyonlar1 ameloblastlarin ve
Tomes’ uzantilarinin tirtiniidiir. Cubuklarin ve cubuklar aras1 bolgenin organizasyonel
cercevesi tlim tiirlerde aynidir fakat, boyutlar1 ve dis hatlar1 hiicre geometrisini etkiler

(Bartlett ve ark., 2006).
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Tomes’ uzantisiin distal uzantis1 olustugunda, mine proteinlerinin salgisi
asamali hale gelir ve iki bdlgeyle sinirlanir. Mine proteinlerinin ekstraseliiler olarak
salgilandig1 bolgeler cok sayida membran kivrimlarinin olmasiyla kolayca tespit edilir.
Bu kivrimlarin, bu bolgelere hizli fiizyon gosteren ¢ok sayida salgi graniilii sebebiyle
membranin asir1 bityiimesini sinirlandirdigina inanilir. Ik bolgeden yapilan sekresyon
(uzantinin proksimal bolimi, baglanti kompleksine yakin boliim, hiicre periferi),
bitisik olan ameloblastlarla birlikte, Tomes’ uzantisinin distal béliimiine bagli olan bir
pitle sinirlanan mine bdliimlerinin olugmasini saglar. Bu boliimler belirgin tiniteler
degildir, gercekte cubuklar arasi mine denilen boydan boya devam eden mine
tabakasini olustururlar. Tkinci bolgeden yapilan sekresyon (Tomes’ uzantilarinin distal
boliimiinlin bir yiizii), matriksle birlikte piti dolduracak olan mine g¢ubuklarinin
formasyonunda rol alirlar. Cubuklar arasi mine olusumu her zaman daha sonradir
clinkii mine cubuklar kavitesiyle sinirlandirmak gerekir. Minenin her tarafi ayni
kompozisyona sahiptir, mine ¢ubuklar1 ve cubuklar arasi minenin sadece kristalit
oryantasyonu farklidir (Bartlett ve ark., 2006).

Tomes’ uzantisinin distal par¢asinin genel olarak mine tabakasinin kalinlagmasi
esnasinda uzadigina, ¢cubuk ¢apinin artmasi esnasinda ¢ubuklar arasi kaviteye dogru
sikistirillarak yavas yavas inceldigine inanilir. Tomes’ distal uzantis1 sonunda disariya
sikisir, cubuklar ve gubuklar aras1 minenin aras1 boyunca dar bir alan olusturup organik
materyal doldurur ve ¢ubuk kinini olusturur. Tomes’ uzantisinin salg1 yapan distal
yiizeyi cubuk kini olmayan taraftadir. Salgi ylizeyiyle iliski halinde olusan g¢ubuk
kristalleri direk olarak ¢ubuklar arasi boliime karsi olusur ve sonug olarak dar bir
alanda ¢ubuklar ve cubuklar arasi kristaller birbirine karisir. Mine tabakasinin dis
kism1 olustugunda Tomes’ uzantilarinin distal pargasinin sekli ve hiicre govdesiyle
oryantasyonu degisir. Sonug olarak mine tabakasinin dis 1/3’lindeki mine ¢ubuklari
biraz daha farkli bir profile ve diiz bir yoriingeye sahiptir. Daha sonra ameloblastlar
kisalir ve Tomes’ uzantilarinin distal boliimiinii kaybeder; hiicreler artik baslangic
mine tabakasinin olusturuldugu bu dénemde ayn1 goriiniime sahiptir. Clinkii ¢ubuklar
Tomes’ uzantisinin distal boliimiiyle iliskide olusur ve final mine tabakalar1 ilk
bastakiler gibi cubuk icermez. Artik mine tabakasi ince baslangic ve final ¢ubuk
icermeyen (aprizmatik) mine tabakalari arasindaki g¢ubuklu (prizmatik) mine

seklindedir. Baslangi¢, cubuklar arasi ve final minesi Tomes’ uzantisinin
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proksimalinde bulunan aymi salgi yiizeyinden olusur ve aslinda bir siireci
olusturduklarina inanilmaktadir (Bartlett ve ark., 2006).

4.2.3.0lgunlasma faz

Mine, disin oral kaviteye siirmesinden once sertlesir. Fizikokimyasal
ozelliklerdeki bu degisim, yeni kristallerin olugsmasindan degil amelogenesisin
formasyon fazinda olusan kristallerin kalinlasip genislemesinden kaynaklanir.
Olgunlagsma siirecindeki kristal biliylimesi matriks proteinleri ve mine sivisinin
kaybedilmesiyle gergeklesir. Amelogenesis, insan daimi dentisyonundaki bazi dislerin
kuron olusumunun 5 yil aldig1 uzun bir siiregtir ve bu siirecin 2/3 kadar1 olgunlagma
fazidir. Olgunlasma fazi ameloblastlar1 kisadir ve tekrar eden gelisimsel tabakalar
seklinde ¢okelirler (Aoba ve ark., 1998).

Olgunlasma faz1 ameloblastlar1 salgi sonrasi hiicreler olarak kabul edilse de hala
protein sentezler ve salgilar. Bu ameloblastlarin golgi kompleksleri, bu tip bir
aktiviteye uygun olarak, belirgin goziikiirler. Ilging olarak bazi tiirlerdeki
ameloblastlar bu fazin erken safhalarina kadar mine proteini salgilamaya devam
ederler. Olgunlasma faz1 ameloblastlarinda amelogenin ve ameloblastin icin mRNA
ve protein sinyali bulunmustur. Bu proteinler protein sentezleyen ve yikan
organellerde immiin saptactyidirlar. Amelogenin sinyallerinin sadece erken
olgunlagsma doneminde bulunmasina ragmen ameloblastininkiler ge¢ donemlere kadar
goriliir. Major matriks uzaklagmasi esnasinda devam eden protein iiretiminin 6nemi

heniiz belirlenememistir (Aoba ve ark., 1998).

4.2.3.1.Gegis faz1

Olgunlagsmamis mine tam kalinligina ulastiktan sonra ameloblastlar bir sonraki
fonksiyonlar1 olan mine olgunlagsmasi i¢in belirgin morfolojik degisimlere girerler.
Gecis faz1 kisaca ameloblastlarin boylarinin kisalmasi, hacimlerinin ve organel
igeriklerinin azalmasini igerir. Olgunlasma faz1 boyunca ameloblastlar programlanmis
hiicre 6liimiine (apoptoz) girerler. Sican dislerinin 6zellikleri arastiricilara bu olayla
ilgili sayisal bilgi edinme imkani vermistir ve hiicre 6liimlerinin %25’inin gegis
fazinda %25’inin olgunlasma fazinda oldugu bulunmustur. insan dislerindeki hiicre
kaybt miktar1 bilinmemektedir. Siirmesi smirli ve smirsiz olan dislerin

amelogenesisindeki benzerliklerden dolayr tiim dislerdeki ameloblast sayisinin

12



olgunlagsma fazinda diistiigli kolaylikla tahmin edilebilir. Apoptoz da morfogenetik
olaylarin bir pargasi olarak mine diigiimlerinde gergeklesir (Aoba ve ark., 1998).
Hiicre 6liimli embriyonik gelisim ve organizma yasami boyunca gergeklesen ana
mekanizmadir. Embriyogenezde hiicreler gelisimin belli zamanlarinda sistemli
morfogeneze izin vermek i¢in Sliir. Hiicre 6liimiiniin iki ana yolu, kazara hiicre 6liimii
(nekroz) ve programli hiicre 6liimii (apoptoz) ‘diir. Su an anlagilmistir ki programli
hiicre oliimii, apoptozda tipik olan yapisal degisiklikler gosterilmeden de olabilir.
Proteinlerin Bcl-2 ailesi apoptoz karsiti ve apoptoz lehine proteinler igerir ve
apoptozun ana diizenleyicisidir. Ozellesmis proteinazlar (kaspaz) ayrica hiicresel
yasam yollarin1 inaktive eder ve 6liimii destekleyen faktorleri aktive eder (Aoba ve

ark., 1998).
4.2.3.2.Tam olgunlasma

Ameloblastlarin bir sonraki aktivitesi suyun ve organik materyalin ¢ogunun
uzaklastirilmasi ve inorganik materyalin girisine izin verilmesidir. Bu hiicrelerin
gorsel olarak en belirgin aktivitesi modiilasyon, siklik yapimi, kaybi ve yliksek
derecede invagine olmus dalgali sonlu apikal yiizey veya diizgiin ytlizeylerin tekrar
yapimidir. Modiilasyon, 6zel zincirlerle ve gelismekte olan disin en az olgunlasmis
bolgesinden en olgun bolgesine gegen dalgalarla goriilebilir. Mevcut calismalar
ameloblastlarin bazi tiirlerde hizli modiile oldugunu —her 8 saatte bir- dolayisiyla
giinde 3 tam modiilasyon oldugunu gosterir. Modiilasyonun 6nemi belirsizdir fakat
mine organinin gec¢irgenliginin degistirilmesi suretiyle mineral girisi ve organik
matriks ¢ikisinin gerceklesmesi ile alakali oldugu diisiiniilmektedir. Bir diisiinceye
gore, olgunlagsma esnasinda devam eden mineral katilimiyla alakali olan asidifikasyon,
dalgali sonlu ameloblastlarin bikarbonat iiretmesiyle sonuglanir. Bu siire¢ devamli
mine s1visini alkalize ederek biiyliyen kristallerin demineralizasyonunu 6nler, matriks
azaltic1 enzimlerin fonksiyonu icin gerekli pH seviyesini saglar; bu pH notrale yakin
hafif asidiktir. Dalgali sonlu ameloblastlarin proksimal baglantilar1 gevsek, distal
baglantilar1 sikiyken; diizgiin sonlu ameloblastlarin distal baglantilar1 gevsek,
proksimal baglantilar1 sikidir. Dalgali sonlu ameloblastlar hatir1 sayilir miktarda
endositotik aktivite gosterirler ve ¢ok sayida lizozom, kalsiyum baglayici proteinler ve
membran iligkili kalsiyum- adenozintrifosfataz (ATP) igerirler; olgun mineye

kalsiyum pompalanmasina destek olurlar. Diizgiin sonlanmali ameloblastlarda ise
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gevsek kiiciik proteinler ve diger molekiilleri igerir, az miktarda endositotik aktivite
gosterir ve neredeyse hi¢c membran kalsiyum- ATP aktivitesi gostermezler. Diizgiin
sonlanma fazinda doku i¢i sivilar olgun mine i¢ine sizabilir ve mine sivisinin pH
noétralizasyonuna katkida bulunabilir (Aoba ve ark., 1998).

Mevcut verilere gore aktif kristal biiyiimesi i¢in kalsiyum iyonlar1 gereklidir ve
dalgali sonlu ameloblastlardan gegis zor oldugundan, bu iyonlar daha gevsek olan
diizgiin sonlu ameloblastlar boyunca gegerler. Mineral iyonlarinin kristalle
birlestirilmesi, dalgali sonlu hiicrelerle iliski iginde gergeklesir. Olgun mineden
organik materyalin uzaklastirilmasina gelecek olursak, gilivenilir kaynaklara gore
proteinlerin aktif ameloblastlar tarafindan rezorbe edilmesi mine olgunlagmasi
sirasinda gozlenen organik matriks kaybinin ana mekanizmasi degildir. Bu mekanizma
daha cok proteinleri mine tabakasini terkedebilecek kadar kiigiik fragmanlara ayiran,
ekstraseliiler calisan bilylitiicii-kiiciiltiicii enzimlerin aktivitesine baglanir. Mineyi
terkeden polipeptit fragmanlart diizgiin sonlanmali hiicrelerin zayif distal
baglantilarindan geger ve laterale diffiiz ederek bazolateral yiizeylerinden alinmak igin
ameloblastlarin arasinda ilerler. Hiicreler dalgali sonlu olduklarinda proksimal
baglanti kompleksleri artik zayif oldugundan laterale diffiiz etmis peptitlerin bazilar
papiller tabakaya ve bazen daha da 6tesine yayilir. Mine tabakasinin bazi fragmanlari
dalgali sinirin membran katlantilar1 tarafindan endositoza ugrayabilir (Aoba ve ark.,
1998).

Ameloblastlar gecis fazin1 tamamlayip modiilasyon dongiilerinin ilk serilerine
geldiginde artik diiz olan apekslerinde bir bazal lamina olusturur (bu asamada Tomes’
uzantis1 bulunmaz). Bazal lamina, mine ylizeyine yapisir ve ameloblastlar da bazal
laminaya hemidesmozomlar yardimiyla tutunur. Bu lamina glikoz bilesenlerinden
zengin olarak bilinir fakat tam olarak dogasini anlamak icin arastirmalara ihtiyag
vardir. Tip IV kollojen gibi bazal laminanin tipik bilesenleri heniiz kesin olarak
gosterilememistir. Fakat bazal laminanin, hemidesmozom formasyonunda 6nemli,
heterotrimer bir molekiil olan laminin-5 i¢erdigi gosterilmistir. Laminin-5 defekti olan
hastalarda fokal mine hipoplazileri gézlenmis ve laminin-5 fonksiyon duraksamasini
hedef alan fare ¢alismalarinda ameloblastlarin ve mine formasyonunun goriintiisiiniin
degistigi goriilmiistiir. Bu esnada, 6zgilin bir ameloblast salgi iirlinii olan amelotinin

salg1 sonrasi gecis fazinda salgilanmaya basladig1 ve bazal laminada immiinolokalize
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oldugu goriilmiistiir. Bu durum kompozisyon ve fonksiyonda yapisal olarak
Ozglnliigii; adeziv rolliin yaninda yiiksek glikozillenmis molekiillerin varliginin
laminaya, mine igine ve disina gececek olan materyalleri diizenlemeyi saglayan yiik
secici Ozellikler verdigi diisiiniilmektedir. Ayrica bazal lamina, ameloblastlara
dinamik mine kompartmaninin durumu hakkinda bilgi verebilecek sekilde
konumlanmistir (Aoba ve ark., 1998).

Bu noktada, i¢ mine epitelindeki hiicrelerin yasam dongileri boyunca
gerceklesen fonksiyonlari tekrarlamak faydali olacaktir: Baslangi¢ olarak, hiicreler
disin kuron paterninde yer alirlar (morfogenez); bu donemde kiiciik, ¢ekirdegi
merkezde olan algak bir siitun seklindedir ve sik mitoza ugrarlar. Daha sonra hiicreler
morfolojik degisikliklere ugrayarak ameloblast olurlar (histodiferansiyasyon). Bu
degisiklikler aktif mine proteini salgisinin oldugu ve Tomes’ uzantisi denilen hiicre
uzantilarinin  gelistirildigi bir sonraki faza hazirlik amaciyladir. Salgi fazi, mine
olgunlagmasi i¢in hiicrelerin yeniden yapilandig kisa bir gecis faziyla devam eder ve
ameloblastlar mine yiizeyine kars1 diizgiin ve dalgali sonlanmalar olusturduklar1 bir
dongiisel varyasyona girer; dalgali sonlanmalar inorganik materyal girisi yaparken
diizglin sonlanmalar protein fragmanlar1 ve su ¢ikisini saglar. Son faz siirme zamanina

kadar yeni olugsmus mine yilizeyinin korunmasidir (Aoba ve ark., 1998).

4.3.Ekstraseliiler Protein Matriksi

Ekstraseliiler matriks, salgilanma zamani bir¢ok gen ve sinyal yollar1 tarafindan
kontrol edilen protein ve proteinazlardan olusur (Hu ve ark., 2005). Ameloblastlar
tarafindan salgilanan ana yapisal proteinler, amelogenin, enamelin, ameloblastin ve
amelotin; proteinazlar, matriks metalloproteinaz-20 (MMP-20 veya enamelisin) ve
kallikrein-4 (KLK-4)’tiir. Mine matriks proteinlerinin ¢cDNA siralariin izole
edilmesini takiben mine formasyonunun molekiiler temeli hakkindaki bilinenler
belirgin derecede artmustir. Bu proteinleri kodlayan genlerin kromozomal
lokalizasyonlari, eski ¢aglardaki genlerin orijinlerin daha iyi anlagilmasini saglamistir.
Amelogenin, enamelin ve ameloblastini kodlayan genler (AMEL, ENAM ve AMBN),
salgisal kalsiyum baglayici fosfoprotein (SCPP) gen ailesine aittir ve hepsi tek bir soy
genden (SPARCLI1) koken alir. AMEL, ENAM’m dublikasyonuyla olusan
AMBN’den meydana gelir (Sire ve ark., 2007). Biiyiik olasilikla amelotini kodlayan
AMTN de ENAM’dan koken almaktadir. X kromozomunda lokalize olan AMEL

15



disindaki tiim genler ayni kromozomda lokalize olmaktadir. Tim bu mine
proteinlerinin zamansal ve mekansal ekspresyonu anlasilmis ve nakavt ve trangenik
hayvan modelleri kullanilarak yapilan c¢aligmalarla normal mine formasyonundaki
kritik fonksiyonlar1 belirlenmistir. Fakat bu proteinlerin birbirleriyle, biiyliyen
kristallerle ve hiicrelerle, memeli viicudundaki belirgin hiyerarsik yapilar1 olusturmak
icin nasil etkilesime girdikleri hala agikliga kavusmamistir. Ameloblastlar normalde
mine proteinleri icinde bulunmayan fakat amelogenesis esnasinda énemli fizyolojik
roller oynadig1 diisiinlilen baska protein ve glikoproteinler de salgilamaktadir.
Biglikan adi verilen kiigiik bir proteoglikan ve dentin sialofosfoprotein (DSPP)
bunlarin arasinda sayilabilir (Bartlett ve ark., 2006). DSSP genellikle amelogenesisin

erken fazlarinda salgilanir (Oldak, 2012).
4.3.1.Mine proteinleri
4.3.1.1.Amelogenin

Amelogenin, mine protein igeriginin %90’dan fazlasini olusturan organik mine
matriksinin ana yapisal proteinidir. Insan ve ineklerde amelogenin geni hem X hem Y
kromozomunda bulunurken, kemirgenlerde sadece X kromozomunda bulunur. Bu
durum, Y kromozomunda kodlanan amelogeninlerin etkileri ortadan kalktigi i¢in, belli
durumlardaki Amelx foksiyonunu arastirmada fareleri en iyi hayvan modeli haline
getirmigtir (Oldak, 2012). Amelx geni insanda, farede, inekte ve bir¢ok farkli tiirde
Arhgap6 geninin intronunun iginde lokalize olur (Prakash ve ark., 2005). Insanda ve
inekte, X kromozomu kaynakli amelogenin proteini erkekte dominanttir. X ve Y
kromozomlarindaki amelogenin genleri yediser ekzon igerir ve en bilyiik olan1 ekzon
6’dir. Amelogenin primer RNA transkripti, ekzon 1,2,3,5,6 ve 7’yi iceren en sik
goriilen amelogenin mesajiyla birgok tlirde genis alternatif diziler olusturur. Farede 16
farkl1 alternatif dizi tirlinii tanimlanmistir. Fare ve si¢anda ek olarak tanimlanan ekzon
8 ve 9 ve bunlarin protein iiriinleri, amelogeninin sinyal fonksiyonuyla iliskilidir (Baba
ve ark., 2002). Amelogeninin N- ve C- terminal sonlanmalari yiiksek derecede
korunmustur ve 360 milyon yildir degismemis, kritik fonksiyona sahip kalintilar igerir
(Sire ve ark., 2005). Santral kisim dizilim agisindan daha fazla varyasyon gosterir fakat
lokasyonlar1 korunmustur. Gelismekte olan minedeki amelogenin polipeptit
popiilasyonu, alternatif dizilimli varyantlar ve stabil izoformlar {ireten proteolitik

aktivitelerin varlig1 nedeniyle heterojendir (Oldak, 2012).
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Insan genetik analizleri ve genetik olarak amelogenini c¢ikarilmis fare
calismalariyla bu proteinin tam bir mine formasyonu i¢in kritik dneme sahip oldugu
gosterilmistir (Gibson ve ark., 2001). Arastrmacilar, hayvanda ve organ kiiltiiriinde
amelogenin proteinin fonksiyon kaybini arastirmak icin birbirinden bagimsiz {i¢
strateji - gelistirmislerdir: Yenidogan farede kimyasal olarak modifiye edilmis
ribozomla amelogenin gen ekspresyonunun spesifik inhibisyonu (Lyngstadaas ve ark.,
1995); organ kiiltiirii (Diekwisch ve ark., 1993) ve gen ¢ikarilmis fare modelinde
(Gibson ve ark., 2001) amelogenin translasyonunun antisens inhibisyonu. Tiim bu
calismalar, amelogeninin mine kristali organizasyonu ve biiylimesini kontrol etme
fonksiyonu oldugu ve varliginin normal mine formasyonu igin kritik oldugu hipotezini
desteklemektedir. Ek olarak amelogenin dizilim defektlerinin defektli mine kristal
formasyonu ve organizasyonuna yol agmasi ve korunmus sonlanmalarin silinmesinin
bozuk yapida kristal olusumuna sebep olmasi, bu korunmus alanlarin protein-protein
veya protein-mineral etkilesimindeki 6nemini gostermektedir (Paine ve ark., 2003).

Amelogeninin, ¢ok cesitli hiicre kiiltiir sistemlerinde degerlendirilmesi sonucu
sinyal aktivitelerine sahip oldugu goriilmiistiir (Gibson, 2008; Veis, 2003). Bu 6zelligi,
kiiciik bir izoform olan 16sin (Leu)’den zengin amelogenin peptidi (LRAP)
vermektedir (Warotayanont ve ark., 2008). Amelogenin, kemik hiicreleriyle de
etkilesime gecer ve hiicre diferansiyasyonunu indiikleme potensiyelinden dolayi
periodontal rejeneratif tedavilerde kullanilir (Deutsch ve ark., 2006). Yumusak
dokularda da amelogenin ekspresyonu rapor edilse de amelogenin geni ¢ikarilmis
farelerde dental dokular disindaki dokularda herhangi bir defekt gozlenmemistir
(Oldak, 2012).

4.3.1.2.Ameloblastin

Ameloblastin, SPARC (asidik ve sisteinden zengin salgi proteini)’den koken alan
salgisal kalsiyum baglayici protein grubundandir. Saf ameloblastin, 395 aminoasitlik
bir glikoprotein olarak salgilanir (Chun, 2009). Organik matrikste en sik goriilen ikinci
proteindir ve total protein miktarinin %5’ini olusturur. Mine olgunlagmasi fazinda
ekspresyon miktar1 belirgin bir sekilde diiser (MacDougall ve ark., 2000).
Sekresyonunu takiben MMP-20 proteinazi tarafindan hizla pargalandigi igin in vivo
kaynaklardan izole edilemez (Chun, 2009). Bu sebeple amelogeninin yapisi ve

fonksiyonu ile ilgili bircok deneysel veri mevcutken, ameloblastin i¢in yapilan
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caligmalar sinirh sayidadir (Iwata ve ark., 2007). Bu prolinden (Pro) zengin proteinin,
salgl graniillerinden amelogeninle birlikte ekspresyonu, amelogenin ve non-
amelogenin proteinlerin dizilimi ve transportunu diizenleyen mekanizmalar oldugunu
ve ayrica bu iki protein arasinda fonksiyonel bir etkilesim olabilecegini
diisiindiirmektedir (Zalzal ve ark., 2008). ki protein arasindaki etkilesim in vitro
deneysel ¢aligmalarla saptanmistir. Ameloblastin geni (AMBN) SCPP gen bulutunun
bir liyesidir ve insan 4q kromozomunda bulunur (MacDougall ve ark., 2000).

Ameloblastin, yiiksek oranlarda Pro (%15.2), Leu (%10.2) ve Glisin (Gly) (%9)
iceren bir glikoproteindir. Ameloblastin ayrica fosforillenmistir ve hidroksi-prolin
icerir (Yamakoshi ve ark., 2001). Alternatif dizilimli mRNA’dan iki izoform elde
edilmistir ve dizilim, ameloblastinin glikozilasyon durumunu belirler (Kobayashi ve
ark., 2007). Amfibi hayvanlardan insanlara birgok tiirde, 86 aminoasit i¢eren N-
sonlanma alan1 ameloblastinin en korunmus bolgesidir. Ilging bir sekilde, ameloblastin
dizisinin, 129 aminoasitlik N-sonlanmas1 ve 66 aminoasitlik C-sonlanmasi sebebiyle
bipolar bir yapist vardir. Bu iki alan ‘yapisal olmayan’ alan olarak adlandirilir ve
proteolize uygun bolgelerdir (Vymetal ve ark., 2008). Domuzdaki ana ameloblastin
izoformu 395 aminoasite sahiptir (Hu ve ark., 1997). N-sonlanmasi polipeptitleri
stabilken, C-sonlanmasi polipeptitleri hizla ¢6ziiniip organik matriksten uzaklagir
(Oldak, 2012).

Nakavt fare modelinde, ger¢ek mine tabakasi formasyon eksikliginden dolayi,
ameloblastinin apatit mineralizasyon kontroliindeki direk fonksiyonunu 6grenmek
miimkiin olmamistir. Bu nakavt fare modelinde gen ve protein ekspresyonu tamamen
ortadan kaldirilmamis, ekzon 5 ve 6 silinerek yiiksek derecede korunan bir alan olan
N-sonlanmas1 eksik bir protein sekresyonu saglanmistir (Fukumoto ve ark., 2004,
Wazen ve ark., 2009). Bu modelde, dentin {izerinde ince hipoplastik bir mineralize
materyal birikimi oldugu goriilmiistiir. Bu hayvanlarda, ameloblast tabakasinda
gbzlenen patoloji ve baglant1 epitelindeki defektler nedeniyle, ameloblastinin mine
formasyonunda kritik bir neme sahip oldugu sonucuna varilmistir (Fukumoto ve ark.,
2004). Ameloblastin, hiicre adezyon o&zellikleri gostermektedir ve bu proteinin
ameloblast hiicre farklilasmasini kontrol ettigine inanilmaktadir. Fakat hiicre
atasmanindan sorumlu oldugu diisiinlilen motif, tiirler arasinda korunmamaktadir.

Domuz minesinde yapilan immiinohistokimyasal ¢aligmalara gore, ameloblastin N-
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sonlanmasi1 par¢alanma tirtinleri (13- ve 17-kDa) kinda veya cubuklar arasi alanda
goriiliir ve minenin ¢ubuklu yapisinin kontroliinde gorev alir (Uchida ve ark. 1997).
Sicanlarda kin boslugunda immiinolokalizasyon gézlenmezken, ameloblast dis hattini
takip eden balik agina benzer bir boliinme goriintiisii rapor edilmistir. C-sonlanma
alanindan kaynaklanan ameloblastin proteolitik {iirinlerinin kalsiyum iyonlarma
yiiksek afinitesi vardir ve bu da mineralizasyon kontroliindeki muhtemel etkisini

diistindiirmektedir (Oldak, 2012).
4.3.1.3.Enamelin

Insan enamelin geni (ENAM), 9 ekzon ve 8 introndan olusur ve 1103 amino asitlik
bir protein ile 39 amino asitlik bir sinyal peptidi kodlar. Enamelin, 186 kDa
fosforlanmis prekiirsor glikoproteindir. Biiylik ¢ogunlukla mine organindan ve az
miktarda da odontoblastlardan eksprese olan dise 6zel bir gendir (Oldak, 2012).
Enamelin ekspresyonu mine formasyonunun ii¢ ana fazi boyunca devam eder fakat
amelogenin ekspresyonlarindan dnce sona erer (Hu ve ark., 2001). Daha bol miktarda
ve genel olarak hidrofobik olan amelogenine kiyasla, enamelin daha az miktarlarda
bulunur ve hidrofilik karakterlidir. Bilinen en biiyiikk mine glikoproteinidir ve
amelogenin gibi enamelini kodlayan gen de SCPP gen ailesindendir. Insan ENAM
geni 4921 kromozomunda bulunur (Hu ve ark., 2000). Olgun enamelin, salgilandiktan
hemen sonra sisteinden zengin karboksi sonlanma peptitinden parcalanir ve
parcalanma tiriinleri izole edilmis ve tanimlanmistir (domuzdan) (Fukae ve ark., 1993).
Enamelin parcalanma tirtinleri orijinal amino sonlanmalarin1 korumaktadir ve 155, 142
ve 89 kDa molekiil agirligindadir. 89 kDa enamelin, 32 ve 25 kDa enamelini meydana
getirmek icin islenir. Domuzlarda en stabil olan ve tek c¢alisilan enamelin 32 kDa
formudur ve iki fosfoserin ve {i¢ glikozillenmis asparagin igerdigi bilinir (Yamakoshi
ve ark., 1998). Sisteinden zengin karboksi sonlanmas1 ameloblast distal membraninda
konsantre olurken, 32 kDa enamelin gelismekte olan domuz minesinin tim kalinlig:
boyunca goézlenir ve cubukta ve cubuklar arasi minede birikim yapar. 36 tiirlin
enamelin dizilimlerini analiz eden evrimsel caligmalar, memeli tiirlerinin 32 kDa
segmentinde yliksek korunma gosterdigini rapor etmekte ve bu polipeptidin kritik role
sahip oldugu diisiincesini desteklemektedir (Al-Hashimi ve ark, 2009). 32 kDa

alanindaki birikim fosforilasyon, glikozilasyon alanlar1 ve proteolitik alanlar igerir.
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32 kDa enamelin hidrofilik ve asidiktir. Pro (%18.8), Gly (%12.3), treonin (Thr)
(%10.4) ve glutamik asitten (%9.4) zengindir (Hu ve Yamakoshi, 2009).

Enamelin proteininin sentezlenmedigi nakavt farelerde gercek bir mine
tabakasinin olusmadigi goriilmiistir (Hu ve ark., 2008). Heterojen hayvanlarda,
baslangi¢c mineral depozisyonu gozlenmemis, ‘tanimlanamayan’ kalsifiye materyal
olarak tanimlanan patolojik ekstraseliiler matriks mineralizasyonu goriilmiistiir.
Heterojen fare deneyi, mineral miktarindaki hizli diislisiin azalan enamelin
ekspresyonu sebebiyle oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ayrica nakavt fare modelinde

ameloblastlarin organizasyon bozuklugu ve apoptozu rapor edilmistir (Oldak, 2012).

4.3.1.4.Amelotin

Amelotin, en son kesfedilen mine glikoproteinidir ve fonksiyonu heniiz tam olarak
aciklanamamistir (Iwasaki ve ark., 2005). Amelotinin, ameloblastlar ve mine matriksi
arasinda, bazal laminanin bir komponenti olarak, olgunlasma fazi ameloblastlari
tarafindan salgilandig1 ve baglant1 epiteli hiicreleri ¢evresindeki alanda lokalize oldugu
rapor edilmistir (Moffatt ve ark., 2006). Daha sonraki ¢aligmalar, amelotinin de diger
ekstraseliiler matriks proteinleri gibi mine gelisiminin salgi fazinda da salgilandigim
ve lokalizasyonunun bazal laminayla sinirli olmadigini gostermistir (Gao ve ark.,
2010). Ayrica alternatif dizilim varyasyonlarina sahip amelotinler de tanimlanmaigstir.
Insanlarda amelotin geni ameloblastin ve enamelini salgilayan gen bulutunun
yakininda olan 4q kromozomal alaninda lokalize olur. Salgi fazindan olgunlasma
fazina gecis doneminde ekspresyon seviyesi hizla artan amelotin, ameloblastlarin
azalmasiyla birlikte azalir (Oldak, 2012).

4.3.2. Mine proteinazlari

Matriks metalloproteinaz-20 (MMP-20 veya enamelisin) ve serin proteinaz
kallikrein-4 (KLK-4), amelogenin ve diger mine proteinlerini isleme ve ¢6zme
fonksiyonuna sahip iki proteinazdir. Bu iki proteinazin mRNA ekspresyonlarinin pik
yaptigt donemlerin ameloblastlarin farkli gelisim doneminde olmasit nedeniyle
fonksiyonlarini amelogenesisin farkli fazlarinda gosterirler (Lu ve ark., 2008). MMP-
20, salg1 fazinin baslangicindan erken olgunlasma fazina kadar salgilanirken, KLK-4
gecis fazinin bagindan olgunlasma fazi sonuna kadar salgilanir. MMP-20, amelogenin,
enamelin ve ameloblastini stabil ara triinlere donistiriirken, KLK-4, ekstraseliiler

matriks proteinlerini tamamen ¢ozer. Son olarak kimotripsin C ad1 verilen ve mine
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gelisimiyle iliskili oldugu diisiiniilen yeni bir serin proteinaz tanimlanmistir fakat mine
proteinlerine karsi spesifik proteolitik aktivitesinin ne olduguyla ilgili daha c¢ok

calismaya ihtiya¢ vardir (Lacruz ve ark., 2011).

4.3.2.1. Matriks metalloproteinaz 20 (MMP-20)

Enamelisin de denilen MMP-20, MMP’ler i¢inde dise 6zgii olan tek proteinazdir
ve farkli gelisimsel orijine sahip hiicreler tarafindan (ektoderm kaynakli ameloblastlar
ve mezenkim kaynakl1 odontoblastlar gibi) salgilanirlar (Bartlett ve ark., 1996 ). Insan
MMP-20 geni 10 ekzondan olusur ve insan kromozom 11q.22.3’te lokalize olan
matriks metalloproteinaz gen bulutunun bir parcasidir. MMP-20 yoklugunda olusan
mine ince ve hipoplastiktir, normal minenin 1/3 ‘i kadar mineral, daha fazla protein
ve su igerir (Caterina ve ark., 2002). MMP-20’si ¢ikarilmis farelerde, mine tabakasi
dentinden ayrilir ve defektif amelogenin yapim siirecine benzer bir sekilde organize
olamamis gubuk paterni gozlenir. Bu farelerde, olgunlasma fazinin ortalarindaki
mineral kazanci oranlari normal mineden anlaml derecede diisiiktiir (Smith ve ark.,
2011). Genel kan, MMP-20’nin erken salgi fazinda kristallerin uzunlamasina
biiyltimesini diizenledigi seklindedir fakat bu fizyolojik fonksiyonun detayli molekiiler
mekanizmasi heniiz tam olarak agiklia kavusmamustir. Fakat yapilan in vitro
calismalar, MMP-20 fonksiyon mekanizmasinin anlasilmasina yardimci olacak bir
takim bilgiler sunmaktadir. Genel olarak, MMP-20 fonksiyonu, spesifik bolgelerde
mine matriks proteinlerinin ¢dziinmesini saglamaktir. MMP-20, amelogenini ilk
olarak C-sonlanmasi alanindan pargalayarak, hidrofilik C-sonlanma alani eksik,
kirpilmis bir ‘20K’ amelogenin olusturur. Daha sonra N-sonlanmasindaki TRAP, ‘13’
amelogenini olusturmak iizere ¢oziiniir (Ryu ve ark., 1999). Bu proteolitik aktiviteler,
apatite daha az afinite gésteren ara iriinler olusturmak suretiyle amelogenin-apatit
etkilesimini etkiler (Sun ve ark., 2008). TRAP’in MMP-20 tarafindan ortadan
kaldirilmasi ayrica amelogenin proteinin birlesmesini veya ayrilmasint da kontrol
eder. Ayrica apatit varligi, reaksiyonu yavaglatarak amelogeninin MMP-20 tarafindan
proteoliz oranmi da etkiler (Sun ve ark., 2008). In vitro ¢alismalar, proteoliz ve
mineralizasyon siireci arasinda yakin bir iligki olduguna dair ipuglar1 vermektedir
(Uskokovic ve ark., 2008). Mine formasyonunun erken asamalarindaki MMP-20
aktivitesi sonucu olugan protein ara {riinleri, amorf kalsiyum fosfat

nanopartikiillerinin mineralize hidroksiapatite doniistimiinii tetikler (Oldak, 2012).
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4.3.2.2. Kallikrein-4 (KLK4)

Insan KLK4 geni 5 ekzon igerir ve 19q13 kromozomunda bulunan kallikrein gen
bulutunun bir {iyesidir. Prostat kontroliinde bir ekspresyonu oldugu i¢in ‘prostaz’
olarak da adlandirilir (Nelson ve ark., 1999). Birincil fonksiyonu, MMP-20
aktivitesiyle ortaya ¢ikan amelogenin, ameloblastin ve enamelin proteolitik tirlinlerini
sindirmektir (Ryu ve ark., 2002). Mine proteinlerinin uzaklagtiritlmasini saglayan bu
sindirim fonksiyonu, minenin olgunlasma siirecinde sertlesmesini saglar. Bu goriisii
destekleyen ilk kanit, KLK4 ekspresyonunun mine proteinlerinin mine matriksinden
uzaklagmasiyla es zamanli olmasidir. 32-kDa enamelin fragmanmin MMP-20
aktivitesine karsi direngliyken, KLLK4’e kars1 direngli olmamast bu iki proteinazin
birbirini tamamlayici 6zellikte oldugunun kanitidir (Yamakoshi ve ark., 2006). KLK4
amelogenini pargalar ve MMP-20’nin aksine aktivitesi apatit kristallerinin varligindan
belirgin bir sekilde etkilenmez. KLK4 nakavt farelerin fenotipi MMP-20 nakavt
farelere gore daha az siddetlidir (Simmer ve ark., 2009). KLK4’ii olmayan farelerin
mine kalinlig1 ve ¢ubuk yapist normaldir fakat sertlesmesinde gecikme ve mine-dentin
sinirina yakin alanda daha ¢ok goze carpan bir mineralizasyon defekti mevcuttur.
Fenotipinin siddetinin az olmasmin sebebinin, {iglincii enzimle birbirlerini

tamamlayici etki gostermelerinin olabilecegi diisiiniilmektedir (Oldak, 2012).

4.3.2.3.Kimotripsin C

Kimotripsin C, elastaz 4 olarak da bilinen bir serin proteazdir. Ana fonksiyonu
pankreastaki tripsinin eliminasyonuyla ilgilidir. Sican ve farelerde biiylik oranda mine
formasyonunun olgunlasma fazinda salgilanan kimotripsinin ekspresyon paterni
KLK4’e benzer, fakat ekspresyon miktari daha azdir. Mine mineralizasyonunda rol
aldig1 distintilmekle birlikte mine matriksi uzaklastirilmasindaki spesifik fonksiyonu

heniiz agikliga kavusmamistir (Lacruz ve ark., 2011).

4.4.S1canlarda Dis Gelisimi

Modern tip biliminin ve biyomedikal arastirmalarin gelismesinde hayvan
deneyleri 6nemli yer tutmaktadir. Deney hayvanlarin insan modeli olarak kullanilmast,
tip bilimiyle paralel olarak ilerlemistir (Zutphen, 2001).

Sican, maymun, domuz ve kdpeklerin temel mekanizmalari insanlarla benzerlik
gosterse de farkliliklar gozlenmektedir. Domuzlarin bakimi ve kooperasyonlar1 zor

oldugundan bu tiir caligmalarda nadiren tercih edilmektedir. K&peklerin son yillarda
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deneylere dahil edilmesi smirlandirilmis olup, maymunlar da pahali olmalar1 ve
bakimlarinin zor olmasi nedeniyle daha az tercih edilmektedir. Siganlar kolay
iretilebilir olmalari, kolay barindirilabilmeleri ve beslenmelerinin kolay, masraflarinin
az olmasi, histolojik hazirlik stireglerinin diger deney hayvanlarina oranla daha kolay
olmasindan dolay:1 sik olarak tercih edilmektedir (Ren ve ark., 2004). Ayrica dis
dokularindaki yapisal benzerlikler ve gelisim safhalarinin benzer olmasi nedeniyle
sicanlar dis hekimligi caligmalarinda da tercih edilen hayvanlardir (Poole, 1987).

Prensip olarak tavsanimsilarin ve kemirgenlerin dis yapilar1 diger memeliler ve
insanlarla benzer yapilari icerir. Bu yapilar mine, dentin, sement ve pulpadir (Poole,
1987).

Siganlarda dentisyon, siit ve daimi seklinde ayrilmaz. Kesici ve molar dislerden
olusan tek settir. Alt ve iist cenede ikiser tane olmak {izere toplam 4 kesici dis ve her
cenede sagda ve solda iicer adet olmak tizere toplam 12 molar dis mevcuttur. Kiiciik
az1 ve kopek disleri bulunmamaktadir (Poole, 1987).
4.4.1.Kesici disler

Sigan kesicilerinin formu lateral kesilmis logaritmik spiral segmentine benzer.
Kesici dislerin kokleri yoktur fakat longitudinal olarak ikiye ayirabilecegimiz giiglii
bir kurona sahiptirler. Labial konveks kism1 mineyle kapliyken, kalan lingual konkav
kismi1 sementle kaplidir. kuronun biiyiik bir kismini olugturan dentin ise mediolateral
olarak sikistirilmistir bir koni seklindedir ve hafif lateralde konumlanir. Fonksiyon
esnasinda bu koninin apeksi atrizyon ile asinir (fonksiyonel aginma). Kemirme
esnasindaki birbirini takip eden cenelerin 0ne ve arkaya hareketi sebebiyle lingual
taraftaki yumusak olan sement ve dentin hizla aginirken labialdeki sert mine dokusu
daha az aginarak keskin bir bitis sinir1 olusturur (Giiner, 2012).

Dis, odontojenik epitel adi1 verilen merkezde bulunur ve primitif pulpanin bag
dokusunu iceren eliptik kindan gelisir. Kesitsel alan1 ve gelecek disin dis hatlarim
belirleyen bu epitel halkas1 hayvanin yasami boyunca prolifere olur. 150 giinliik olana
kadar belirli bir oranda boyu artan dis, hayvanin yasini belirleyebilmektedir. Dis
siirmesi oranlari st kesicilerde haftada 2.1 mm, alt kesicilerde haftada 2.8 mm’dir

(Giiner, 2012).
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4.4.2.Molar disler

Molar disler de kesicilerle ayn1 gelisim safhalarina sahiptir fakat mine ve dentin
bliytimesi siirekli degildir (Giiner, 2012).

Dental dokularin formatif organlarinin proliferasyonu ve formatif hiicrelerin
histodiferansiyasyonu insan molarlariin gelisimine ¢ok benzer. Biiylime paternindeki
tek fark siganlarda tiiberkiil tepelerinin mineyle kapli olmamasidir. Bu minesiz alanlar
esas olarak prenatal olarak olusmustur fakat fonksiyonel atrizyonla genisler. En biiyiik
olan birinci molarin formasyonu intrauterin 21. giinde baslar. Ikinci ve iigiincii
molarlarin formasyonu sirasiyla 2. ve 14. giinlerde baglar. Birinci molarin apozisyonel
biiyiimesi si¢an 10 gilinliikken tamamlanir. Dejenere olan mine organi nedeniyle daha
sonra yeni mine olusumu goriilmez. Giinliik primer dentin olusumu tiiberkiil
tepelerinde maksimum 16 um, koklerde maksimum 2 pm’dur. 125 giinde primer
dentin olusumu bittikten sonra dentinin merkezinde bulunan pulpadaki pulpal hiicreler
atrizyon stimulusuyla farklilasip sekonder dentini olugturmaya baslar (Giiner, 2012).

Sement olusumu 35. giinde, dise gelen fonksiyonel stresin bir sonucu olarak
baslar ve yasam boyu devam eder. Bu yiizden molar dislerin uzun kdklerinin 1/3 veya

daha fazlas1 sementten olusur. Kok sayilari 3-5tir (Giiner, 2012).

Tablo 1: Albino siganlarda dentisyon gelisim kronolojisi

Molar disler
Kesici disler M M2 M3
Baslangi¢ U 14.giin U 13.giin [U 14-15.giin U 20.giin

Histodiferansasyon IU 18-19.giin  1U 20.giin [U 21-22.giin  8-10.giin

Dentin apozisyonu [U 20-21.giin  1U 20-21.giin  1-2.giin 13-14.giin
Kuronun Omiir boyu 11.giin 13.giin 21.glin
tamamlanmasi

Bifurkasyon baslamas1 - 14-16.giin 16-18.gilin 24.glin
Oral kaviteye siirme 10.gilin 19.glin 22.giin 35.giin
Fonksiyonel okluzyon  16.giin 25.glin 28.giin 40.glin
Pigmentasyon 28-30.giin - - -
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4.5.Gelisimsel Mine Defektleri

Mine formasyonu veya amelogenesis, dis gelisiminin ge¢ ¢an sathasinda i¢ mine
epitelinden 6zel mine formasyon hiicreleri olan ameloblastlarin farklilagmasiyla
baslar. Mine formasyonunun baglangi¢ agsamasi, ameloblastlar tarafindan amelogenin
ve ameloblastin gibi daha sonra mineralize olacak olan mine matriksini olugturan mine
proteinlerinin salgilanmasidir. Mine matriksi olustuktan sonra, ameloblastlar su ve
proteinlerin ¢ikist ve mineral girisini regiile eder. Amelogenesis sirasinda olusan
hiicresel ve biyokimyasal olaylar komplekstir ve genetik degisikliklerin yaninda
sistemik ve lokal ¢evresel faktorlerden de etkilenebilirler (Drummond ve Kilpatrick,
2014).

Mine formasyonu sirasinda olusan anomalilere genel olarak gelisimsel mine
defektleri denir. Defektin tanim1 ve siddeti hasarin mine gelisiminin hangi sathasinda
gergeklestiginin  yan1 sira hasara maruz kalinan siireye de baghdir. Kantitatif
eksiklikler genellikle matriks formasyonu esnasindaki bozukluklardan kaynaklanir ve
mine hipoplazileri olarak bilinir. Pitler, yariklar, ince veya eksik mine seklinde kendini
gosterebilir. Kalitatif degisiklikler ise minenin mineralizasyon eksiklikleridir ve diffiiz
veya sinirlart belirgin translusentlik veya opasite ve beyaz, sar1 veya kahverengi
renklenme seklinde goriintii verirler. Genel olarak minenin gelisiminin erken
fazlarinda hasar etkenlerine karsi daha hassas olduguna inanilmaktadir. Mine
formasyonunun salg1 fazinda meydana gelen duraksamalar genellikle olusan minenin
miktarini azaltir ve mine hipoplazisi olarak adlandirilir. Son agamalarda meydana
gelen duraksamalar mine mineralizasyonunda azalmayla sonuclanir ve klinik olarak

opasiteler seklinde goriintii verir (Drummond ve Kilpatrick, 2014).
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Tablo 2: Siit dislenme kronolojisi (Nelson ve Ash 2010, uyarlanmistir)

Dis Cesidi Sert Doku Dogumda Minenin Siirme = Kok
Formasyonu | Olusmus Mine Tamamlanmasi (Ay) Gelisiminin
Baslangic1 Miktar (Dogum Tamamlanmasi
(intrauterin- sonrasi-Ay) (Yi)
Hafta)

Maksillar

Santral Kesici = 13 -16 Altida bes 1% 8-12 1%

Lateral Kesici  14% - 16' Ucte dort 2V, 9-13 2

Kanin 15-18 Ugte bir 9 16-22 3

Birinci Molar = 14%, - 17 Okliizal 6 13-19 2%

kalsifikasyon
tamamlanmis ve
kuron hacminin
yarisi veya
dortte tigii
tamamlanmig
ikinci Molar 16 - 23% Okliizal 11 25-33 3
kalsifikasyon
tamamlanmamig
ve kalsifiye
doku kuron

hacminin beste

biri
Mandibular
Santral Kesici = 13 -16 Beste li¢ 2% 6-10 1%
Lateral Kesici  14% - 16 Beste ii¢ 3 10-16 1%
Kanin 16 - 17 Ugte bir 9 17-23 3
Birinci Molar = 14% - 17 Okliizal yiizey 5% 14-18 2
kalsifikasyonu
tamamlanmig
ikinci Molar 17 - 19 Okliizal yiizey 10 23-31 3

kalsifikasyonu

tamamlanmamis
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Tablo 3: Daimi dislenme kronolojisi (Nelson ve Ash 2010, uyarlanmaistir)

Dis Cesidi

Maksillar
Santral
Kesici
Lateral
Kesici
Kanin
Birinci
Premolar
ikinci
Premolar
Birinci
Molar
ikinci Molar
Uciincii
Molar
Mandibular
Santral
Kesici
Lateral
Kesici
Kanin
Birinci
Premolar
ikinci
Premolar
Birinci
Molar
ikinci Molar
Uciincii

Molar

Sert Doku
Formasyonu

Baslangici

(Intrauterin- Hafta)

3-4ay

10-12 ay

4-5yl
1% - 1% y1l

2-2%yil

Dogumda

2% -3 yil

7-9y1l

3-4ay

3-4ay

4-5ay
1% -2yl

2Y4 - 2%yl

Dogumda

2% -3 yil
8-10 yil

Minenin
Tamamlanmasi

(Y1)

7-8
12 -16

2% -3

7-8
12 -16
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Siirme

(Y1)

11-12
10-11

10-12

12-13
17-21

9-10
10-12

11-12

11-13
17-21

Kok Gelisiminin

Tamamlanmasi (Yil)

10

11

13-15
12 -13

12-14

14 - 16
18 - 25

10

12-14
12-13

13-14

14 - 15
18- 25



4.5.1.Siit dentisyonda mine defektleri

Mine formasyonu bireylerin hayatinin hatir1 sayilir bir siiresinde devam eden bir
stirectir. Siit dentisyonda intrauterin hayatin 15-19. haftalarinda kesici dislerin insizal
kenarlarindan baglar ve 25-33. aylarda ikinci siit molarlarin mine olusumuyla sona
erer. Bu uzun mine gelisimi siirecinde bir¢ok faktér mine formasyonu saglayan
hiicreleri etkileyerek anomalilere sebep olabilir. Minenin kendini yenileme 6zelligi
olmadig1 i¢in formasyon siirecinde olusan bozukluklar yiizeyde goriiniir defektler
olarak kalirlar. Minenin bu tip gelisimsel defektleri klinik olarak belirgin bir goriintii
verir. Anterior dislerdeki defektler estetik problemlere yol acar, siddetli hassasiyete
sebep olur ve ¢igneme fonksiyonunu etkiler. Siit disi mine defektleri giintimiizde erken
cocukluk cag cliriiklerinin major risk faktorii olarak gosterilmektedir (Drummond ve
Kilpatrick, 2014).

Mine formasyonu veya amelogenesis ameloblastlarin i¢ mine epitelinden
farklilastig1 gec can sathasinda baslar. Mine formasyonunun baslangi¢ safhalarinda
ameloblastlar, daha sonraki siireclerde mineralize olacak olan amelogenin ve
ameloblastin gibi spesifik proteinleri salgilar. Mine matriksinin olusumundan sonra
ameloblastlar su ve proteinlerin uzaklastirilip mineral depolanmasin regiile ederler.
Amelogenesis siirecinde goriilen kompleks hiicresel ve biyokimyasal olaylar ¢ok
hassas olup genetik, sistemik ve lokal gevresel kosullardan kolaylikla etkilenebilirler
(Drummond ve Kilpatrick, 2014).

Mine formasyonu sirasinda olusan anomalilere ortak olarak gelisimsel mine
defektleri ad1 verilir. Defektin goriiniimii ve siddeti minenin gelisim siirecinin hangi
asamasinda ve ne kadar siireyle etkene maruz kaldigima gore degisir. Kantitatif
eksiklikler genelde matriks formasyonu sirasinda olusur, mine hipoplazisi olarak
adlandirilir, pit ve fissiirlerde goriilebilir, ince mine olusumuna ve mine eksikliklerine
sebep olur. Kalitatif mine defektleri ise genelde gecikmis mine mineralizasyonuyla
ilgilidir. Minenin translusentligi veya opasitesi etkilenir, diffliz veya sinirlar1 belirgin,
beyaz, sar1 veya kahverengi olabilir. Genel olarak mine formasyonunun erken
sathalarinda olusan defektlerin daha siddetli oldugu diisliniiliir. Salgi1 fazindaki
duraksamalar mine olusum miktarim1 azaltir ve mine hipoplazisi olusturur. Final
asamalarindaki duraksamalar ise azalmis mineralizasyonla karakterizedir ve minede

opasiteler goriiliir (Drummond ve Kilpatrick, 2014).
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Mine defektleri minedeki degisimi gosteren kalici kayitlardir ve defektin
lokalizasyonu mine formasyonunun duraksadigi zaman hakkinda ipucu verir. Tam
zamani belirlemek zor olsa da siit disi kuronlarinin gelisim kronolojisini bilmek defekt
etkeninin zamanlamasini tahmin etmemize yardmci olur. Tablo 2’de goriildiigii tizere
stit disi mineralizasyonu intrauterin hayatta 15-19. haftalarda kesici dislerle baslar, 16-
22. haftalarda kaninler, 19-22. haftalarda birinci siit molarlar ve 20-22. haftalarda
ikinci siit molarlarla devam eder. Dogumda santral kesicilerin 3/4’{i , lateral kesicilerin
2/3’1, kaninlerin 1/3’{ olusmustur. Ayrica dogumda birinci siit molarlarin tiiberkiil
tepeleri olusmus, ikinci siit molarlarin tiiberkiil tepeleri baslangic mineralizasyon
fazindadir. Tablo 2 ayrica kuron olusumlarinin siit kesicilerde 3. ayda, birinci siit
molarlarda 6. ayda ve ikinci siit molarlarda 12. ayda tamamlandigin1 géstermektedir.
Kuron tamamlanmasindan sonra yeni olusmus mine olgunlagsma siirecine girer ve bu
stire¢ eriipsiyon sonrast ddonemde de devam eder (Drummond ve Kilpatrick, 2014).

Prenatal ve postnatal olusan mine arasinda neonatal ¢izgi denilen bir alan vardir.
Bu anormal mine band1 komsu mineye gore daha fazla organik materyal igerir ve mine
cubuklar1 organize degildir. Siit dentisyonun kalsifikasyonu dogumdan 6nce baslar ve
neonatal ¢izgi genelde tiim siit dislerinde bulunur. Eger dogumda bir zorluk veya fetal
stres olduysa bu alan klinik olarak da goriilebilir. Perinatal hastaliklarla ilgili olan mine
defektleri neonatal ¢izgide konumlanir (Drummond ve Kilpatrick, 2014).
4.5.1.1.Prevalans

Gelisimsel mine defektlerini siniflamak i¢in bir ¢ok indeks bulunmasina ragmen
en popiiler olanm agiklayict bir indeks olan ve etiyolojiye gore siiflama yapmayan
Gelisimsel Mine Defektleri Indeksidir. Bu indeksin basitlestirilmis hali gibi birgok
modifikasyonu yapilmistir. Gelisimsel mine defektlerindeki bolgesel prevalans
farkliliklarinin  defekti tanimlayan kriterlerin farkli olmasindan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Ayrica populasyonlar arasindaki genel saglik, fluorid kullanim1 gibi
faktorler arasindaki farkliliklarin da prevalans varyasyonlarina neden oldugu
diisiiniilmektedir. Ek olarak bir c¢ok c¢aligmada cliriik lezyonu veya yapilan
restorasyonlar nedeniyle defekti klinik olarak teshis edip kayit altina almada zorluklar
yasanmistir. Son olarak ¢alismanin yapildig1 sahadaki 151k yeterliligi, disin kurutulup
incelenmesi gibi faktorler de rapor edilmis prevalansta farkliliklar yaratmigtir

(Drummond ve Kilpatrick, 2014).

29



Sadece birka¢ yiiksek kalitede c¢aligma olmasi nedeniyle siit disi mine
defektlerinin gercek prevalansi belirsizdir. Cogu prevalans calismasi genel veya
medikal olarak riskli 6zel bir populasyondan alinmis miisait 6rneklere dayanir. Siit
dislerinde gelisimsel mine defektleri prevalans c¢alismalar1 incelendiginde farkli
tilkelerin ve popiilasyonlarin prevalanslari arasinda onemli farkliliklar goriilmistiir

(Drummond ve Kilpatrick, 2014).
4.5.1.2.Dagilim

3200 siit disinde yapilan bir ¢alismada siit diglerinin %5 ‘inde gelisimsel mine
defektine rastlanmistir. Sirasiyla en sik goriilen alt ikinci siit molardan sonra, {ist ikinci
siit molar, alt siit kanin, alt birinci siit molar, Uist birinci siit molar, st siit santral ve
lateral kesiciler ve {ist siit kanin gelmektedir. Alt siit lateral ve kaninlerde ¢cok az oranda
mine opasiteleri seklinde defektlere rastlanmistir. Siit dislerinde en sik goriilen defekt
sekli sinirlar1 belirgin opasitelerdir. Bu defektleri diffiiz opasiteler ve mine
hipoplazileri izler. Bagka bir ¢alismada mine hipoplazilerinin en sik iist siit santral ve
laterallerde (%41 ve %39), daha sonra iist siit kaninler (%26), iist siit birinci molarlar
(%22) ve alt birinci siit molarlarda (%19) goriildiigi bildirilmistir (Drummond ve
Kilpatrick, 2014).
4.5.1.3.Etiyoloji

Tablo 4°te siit dislerinde ve daimi dislerde goriilen gelisimsel mine defektleriyle
ilgili olan bir ¢ok durum gosterilmektedir. Amelogenesis imperfekta gibi herediter
durumlar mine formasyonunda rol alan genlerdeki anomaliler sonucu olugmaktadir.
Diger herediter formlar1 ailesel bozukluklar ve sendromlar sonucu goriiliir. Kazanilmis
sistemik durumlar perinatal, neonatal veya postnatal olabilir. Dogum travmasi,
metabolik durumlar ve enfeksiyonlar 6rnek olarak gosterilebilir. Hamilelik doneminde
goriilen siddetli D vitamini eksikligi ve sifilis de siddetli gelisimsel mine defektlerine
neden olur. Travma ve radyasyon gibi oral kavitenin lokal faktorleri de siit dentisyonu
etkileyebilir. Fakat kazanilmis sistemik durumlar ve gelisimsel mine defektleri
arasindaki iliskinin kanitlar1 ana olarak klinik ¢aligmalara ve vaka raporlarina dayanir.
Kesin olarak mine tizerindeki etkisi kanitlanmis tetrasiklin gibi birkag¢ etken vardir

(Drummond ve Kilpatrick, 2014).
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Tablo 4: Siit dislerinde ve daimi dislerde goriilen gelisimsel mine defektleri

etiyolojileri

GENERALIZE FAKTORLER

1. Kahitimsal

Amelogenesis imperfekta

Mine defektiyle goriilen generalize sendrom

2. Kazanilmus perinatal, neonatal ve postnatal durumlar
Hamilelik siirecindeki sitomegaloviriis enfeksiyonu, D vitamini eksikligi gibi
maternal durumlar

Dogum travmasi

Prematiire dogum

Dudak damak yarig1

Beslenme yetersizlikleri

Bobrek ve karaciger bozukluklari: renal yetmezlik, biliar atrezi gibi
(Colyak hastaligi

Endokrin bozukluklar: hipokalsemi, hipoglisemi gibi

Bakteri, viriis ve mantar enfeksiyonlari

Kimyasallar ve toksinler

Diger sistemik durumlar

LOKALIZE FAKTORLER

Travma

Radyasyon

Lokal enfeksiyonlar

4.5.2.Daimi Dentisyonda Mine Defektleri

Kalsifikasyona baslayan ilk daimi dis birinci molardir. Bu olay dogumla birlikte
baslar ve daha sonra santral kesicilerden kaninlere dogru 6n dislerde 4. ve 6. aylar
arasinda devam eder. 10-12. aylar arasinda kalsifiye olan {ist lateral kesiciler istinadir.

6 yas civari birinci molarlar stirmeye baslar ve 14 yaslarinda ¢ogu cocugun 3. molarlari
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harig tiim daimi disleri agzindadir (Tablo 3). Daimi dislerde gelisimsel mine defekti
etiyolojisi olarak birgok faktor gosterilmistir (Drummond ve Kilpatrick, 2014).

4.5.2.1.Prevalans

Gelisimsel mine defektlerinin prevelansini rapor etmek i¢in en sik kullanilan
sistemler ag1z ve dis prevalans sistemleridir. Ag1z prevalans sisteminde bir bireyin en
az bir etkilmis disinin olmasi1 dikkate alinirken dis prevalans sitemi her insanin
etkilenmis dis oranin1 da gosterir. A8z prevalansi figiirleri bir popiilasyondaki mine
defekti dagilimini yansitir, hafif veya siddetli etkilenen bireyler ayn1 gruptadir. Dis
prevalanst etkilenen dis oranini yansittigil i¢in durumun siddetini de ortaya koyar

(Drummond ve Kilpatrick, 2014).
4.5.2.2.Etiyoloji

Mine morfogenezi mine matriks proteinlerinin salgilanmasiyla baslayan
mineralizasyon ve olgunlasmayla devam eden kesintisiz kompleks bir siirectir. Bu
siire¢ molarlarda tiiberkiil tepelerinden, kesici dislerde insizal uglardan baslayarak
servikal alanlara dogru devam eder. Mineralizasyonun kuronlar boyunca nasil
ilerledigi hala tam olarak anlagilamamistir. Olusan defektin olusma zamanin
belirlemek, sistemik bozukluklar sebebiyle olan spesifik duraksamalarla
iliskilendirmek agisindan 6nemlidir. Mine olusumunun farkli fazlarinda olusan
duraksamalar, farkli klinik goriiniim ve yapisal degisiklik gosteren mine defektleri ile
sonuglanir. Mine matriksinin defektif olusumu kantitatif bir defekt olan hipoplazi ile
sonuglanir ve genel bir kalinlik azalmas1 veya pit olusumu seklinde goriiliir. Defektif
kalsifikasyon tamamen olusmus organik mine matriksinde goriilen kalitatif bir
defekttir ve hipomineralizasyon adin1 alir. Klinik olarak mine rengi ve
translusentliginde degisiklik olarak goriintii verir ve sinirlar1 belirgin veya diffiiz mine
opasiteleri goriiliir (Drummond ve Kilpatrick, 2014).

Mine defektlerinin etiyolojisi lokal, sistemik, genetik veya cevresel faktorler
olarak simiflandirilsa da genellikle multifaktoriyal olarak gelisir. Bu da birgok
gelisimsel mine defekti vakasinda tek bir sebep tanimlamayi zorlastirir. Etkene maruz
kalinan zaman dilimi ve sebep olan faktorii destekleyen mekanizmalar bu defektlerin
tanimlanmasinda 6nemlidir. Bir veya birkag disi kapsayan defektler, o bolgedeki siit
disinin hasar gérmesi gibi (travma, enfeksiyon vb.) lokal etiyolojik faktorleri akla

getirir. Sistemik faktorler ise etkenin olusma zamaninda gelismekte olan tiim disleri
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etkiler ve kronolojik defekt olarak da tarif edilebilir. Genetik faktorler ise ayr1 olarak
degerlendirilebilir. Genetik faktdrler sebebiyle olan defektler genele dagilmistir ve
hem siit hem de daimi dentisyonu etkiler. Sadece mine defekti olarak goriilebilecegi
gibi genel genetik bozukluklar/sendromlar olarak da goriilebilmektedir (Drummond
ve Kilpatrick, 2014).

Mine defektleri klinik olarak sinirlar1 belirgin veya diffliz opasiteler ve hipoplazi
olarak siniflanir. Defektin lokasyonu etkenin amelogenesisin hangi evresinde ortaya
ciktigina gore degisir. Genel kani, sinirlart belirgin veya diffliz, rengi beyaz, krem
rengi veya sar1 olan izole mine defektlerinin amelogenesisin mineralizasyon fazinda
olusan bir duraksamadan kaynaklandig1 yoniindedir. Bu defektin biitiin dis yiizeyinde
degil izole bir alanda olugmasinin sebebi ise hala aciklanamamistir. Hipoplazi ise
minenin parsiyel olarak mineralize oldugu salgi fazinda olusan bir duraksamadir. Ayni
goriinimdeki mine defektleri, ¢esitli etiyolojik faktorler nedeniyle olusabilmektedir.
Ayrica ayni etiyolojik faktor ortaya ¢ikis zamanina bagl olarak farkli defektler de
olusturabilmektedir. Siit disi travmalar1 bu duruma &rnek olarak gosterilebilir. Ust
anterior siit diglerinin yasamin ilk yi1lindan 6nce intriize oldugu durumlarda daimi disin
kuronunda mine kayiplar1 ve kokte veya kuronda dileserasyonlar gozlenirken ayni
travma ge¢ okul oncesi donemde daimi diste sadece izole labial hipomineralize mine

opasiteleri olusturur (Drummond ve Kilpatrick, 2014).

4.6.Kronik Stres
Hamilelik siirecindeki stres olusturan durumlar, yavrularda biliylime ile
ilgili, davranigsal ve fizyolojik yanitlara yol agabilmektedir (Liaudat ve ark., 2015).
Kraniofasiyal gelisim, diizenleyici ve yapisal genler ile ¢evresel faktorler arasindaki
dinamik etkilesim sonucu ger¢eklesmektedir. Genetik olarak sik1 kontrol altindaki bu
etkilesim, gebelik donemi travmalarin1 da igeren gevresel faktorlere karsi oldukca
hassastir. Intrauterin hayatin majér ve en sik karsilasilan, uzun donem etkileri
goriilebilen durumu, strese maruz kalmaktir. Stres, degisen g¢evrelerde hemostaz
devamliligini psikolojik, ¢cevresel ve/veya fizyolojik kaynaklarla tehdit eden allostatik
yiikleme olarak tanimlanmaktadir. Stresin farkli cesitleri biiyiime ve gelisimi
etkileyecek gesitli yanitlara sebep olabilmektedirler (Aminabadi ve ark., 2015).
Deneysel calismalar ve insan epidemiyolojik calismalarini da igeren bir ¢ok

arastirma, prenatal donemde maruz kalinan ¢evresel faktorlerin, yasam boyu gelisim
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stirecini etkiledigini gostermistir. Bu ¢evresel faktorler, organizmalarin ontogenezine
etki eder ve postnatal plastisiteyi olusturmada onemlidir. Bununla uyumlu olarak
memelilerin, hipotalamik iist kiyazmatik ¢ekirdekte bulunan sirkadiyen saatle iliskili
cevresel 1s1k dongiisiiyle senkronize olduklari bilinmektedir. Sonuncu ¢ekirdek
cevresel sinyalleri birlestirerek giinliik varyasyonlara uyumlu sirkadiyen ritimler
olusturur. Bu karmasik siire¢, norotransmitterler, sitokinler ve hormonlar vasitasiyla
cevresel bilgiler verdigi ti¢ fizyolojik sistemi (sinir, immiin ve endokrin ) birbirleriyle
birlestirir veya birbirlerinden ayirir. Bu gevresel bilgiler anneden fetusa erken gelisim
stirecinde gecer ve yenidoganin postnatal yasamdaki plastisitesini programlar. Prenatal
cevre, zayif plasental fonksiyon, maternal enfeksiyon veya annenin strese maruz
kalmas1 gibi belirli durumlardan olumsuz etkilenebilmektedir. Bu yiizden fotal
hayatta maruz kalinan kronik stres optimal yavru gelisimi i¢in yikici bir faktordiir ve
uzun veya kisa donem noroendokrin, biyokimyasal, fizyolojik ve davranissal
stireclerde temporal organizasyon eksikliklerine sebep olabilirler (Fontanetti ve ark.,
2013).

4.7 Bisfenol A

Evsel {irtinlerde kullanilan polikarbonat plastiklerin yapi malzemesi, polivinil
klorid (PVC) plastiklerin katki maddesi olan yiyecek icecek kaplarinin i¢ kaplamasi
ve dis tedavi malzemelerinde bulunan BFA nin ilk kesfi 1891 yilinda gergeklesmistir.
1930’Iu yillarda dstrojenik etkileri bulunmustur. CD, DVD, elektronik malzemelerin
kaplanmasi, kagit kaplamalari, spor malzemeleri ve otomobillerde de ek kullanim
alanlarina sahip olan BFA, bugiin en fazla kullanilan kimyasallardan biridir (Markey
ve ark., 2001).

Giinliik hayatta siklikla kullanilan plastikler, polimerik yapilardir. Polimerler,
yapisinda karbon, hidrojen, oksijen atomlar1 ve silikon bulunduran monomerlerden
meydana gelirler. Bu polimerler pek ¢ok monomerin 1sitilip birlikte polimerize
edilmesiyle olusturulurlar (Halden, 2010). Bu plastiklerin ucuz olmasi, iiretimi i¢in az
enerjiye gereksinim duymasi, hafif olmasi ve biyouyumlu olmasi medikal
ekipmanlarin %85’ini olusturan tek kullanimlik malzemeler i¢in ideal olmasim
saglamistir. Plastikler ayrica yumusak, transparan, esnek veya biyolojik olarak
bozunan ve gesitli tipleriyle yenilige acik bir materyal olmasi sayesinde doku

mihendisliginde, absorbe olan suturlarda, protezlerde ve diger medikal
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aplikasyonlarda da kullanilabilmislerdir (North ve Halden, 2013). Fakat bu maddelerin
cok genis kullanimlari, insan saglig1 ve ¢evre acgisindan, BFA gibi monomerik yap1

taglarinin yaninda igerdikleri ¢ok miktardaki katki maddesinden kaynaklanan riskler

teskil etmektedir (Halden, 2010).
4.7.1.BFA’nin yapisi

Molekiiler formiilii; C1sH1602. Beyaz veya acik kahverengi goriiniimlii tanecikler

veya pudralar seklinde goriiniir.

CHj
HO OH
CHj3

Sekil 2: BFA’nin kimyasal yapis1

BFA, parapozisyon durumunda iki hidroksil grubu igeren bir difenil bilesigi
seklinde kimyasal bir yapidan olusur (Kadoma ve Fujisawa, 2000). iki mol fenoliin bir
mol aseton ile diistik pH ve yliksek sicakliktaki kondensasyonuyla elde edilen, sonugta
iki fonksiyonel fenol grubu bulunan organik bir ¢evresel ajandir.

BFA elde etmek i¢in asitle ve alkalinle katalizlenen reaksiyonlar seklinde iki yol
mevcuttur. Ancak endiistriyel iiretimde olusan yan {iriinli en aza indirmek i¢in asitle
katalizleme tercih edilir. BFA, yiiksek saflikta polikarbonat imalatinda ve daha diisiik
saflikta epoksi recine imalatinda kullanilan olmak tizere iki farkli kalitede

iiretilmektedir (Michalowicz ve Duda, 2007).

4.7.2.BFA’nin genel saghk iizerine etkileri

BFA, polikarbonat plastik tiretimi, yiyecek ve icecek kutulari ve ambalajlari,
fissiir Ortiiciilerde ve diger plastiklere ek olarak kullanilan bir manomerdir. BFA,
diinya capinda en fazla iiretilen kimyasallardan biri olup, 2003’teki iiretim kapasitesi
2.2 milyon metrik ton olarak tespit edilmistir ve yilda %6-10 artis beklenmektedir
(Richter ve ark., 2007). Bu artigla birlikte insan popiilasyonu devamli ve kaginilmaz
bir sekilde giinliik yasamlarinda BFA‘ya maruz kalmaktadir (Song ve ark., 2014).

BFA’nin polimerizasyonu tamamlanmadigi i¢in {iriinler icerisinde baglanmamis BFA
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monomerleri birakmaktadir. Bu nedenle BFA 06zellikle 1s1 varliginda, asidik
ortamlarda veya normal kosullarda yiyecek ve igeceklere gegis yapmaktadir. Ayrica
solunum yoluyla da gecis olabilmektedir. Fakat {irede tespit edilen yiiksek BFA
diizeyleri, birincil alim yolunun sindirim oldugunu gostermektedir (Gao ve Wang,
2014; Ranjit ve ark., 2010).

BFA endokrin bozucu kimyasal olarak tanimlanmaktadir ve Ostrojen benzeri
yapiya sahiptir. Bu ekzojen iiriin, hormon dengelerini ve normal endokrin sistemi
kesintiye ugratarak insan ve hayvanlarda saglik sorunlarina yol acar (Bonefeld-
Jorgensen ve ark., 2007). Artan ¢aligmalar 1518inda BFA’nin insan sagligina etkisinin
karmagik, maruz kalma siiresiyle ve dozuyla baglantili ve cinsiyete bagl degisken
oldugu sdylenebilmektedir. (Song ve ark., 2014).

BFA’nin etkileri maruz kalan hayvanin gelisiminin hangi evresinde olduguna
gore degisir. Yetiskin donemdeki maruz kalimlarda goriilen etkiler genellikle geri
doniistimliidiir ve ‘aktivasyonal etkiler’ adin1 alir. Organ gelisimi siirecindeki alimlar
sistemleri etkileyerek kalic1 hasarlar olusturabilir ve ‘organizasyonal etkiler’ adini alir.
Bu etkilerin bazilar1 maruz kalinan donemde gdzlenebilirken, bazilar1 yetiskin
dénemde ortaya ¢ikar (Richter ve ark., 2007).

Son yillarda yapilar calismalarda BFA’ya maruz kalmanin bir¢ok sistemi
etkiledigi gosterilmistir. Diabet, obezite, infertilite, kanser ve otizm gibi prevalansi
artan birgok hastaligin BFA ile iliskisi arastirilmistir. BFA bir¢ok organi ve iireme,
cinsiyet belirlenmesi, beyin gelisimi ve davramglar gibi fizyolojik fonksiyonlar
etkiler. Goglis kanseri riskini arttirdigi ve obeziteye yatkinliga sebep oldugu da
gosterilmistir (Jedeon ve ark., 2013). Lihong Jia ve arkadaslarinin hamile siganlarla
yaptiklari calismada BFA verilen si¢anlarin yavrularinin agirliklarinin kontrol grubuna
gore daha fazla oldugu, kan glikoz ve insiilin seviyelerinin daha yiiksek oldugu ve
adiposit hiicrelerinin daha biiyiik oldugu bulunmustur (Song ve ark., 2014). Yapilan
epidemiyolojik calismalarda iire BFA seviyeleri yiiksek olan kisilerin koroner kalp
hastaliklari, anjina pektoris ve kalp krizi oranlariin daha yiiksek oldugu bulunmustur
(Gao ve Wang, 2014). Hayvan ¢alismalarinda prenatal donemde BFA’ya maruz kalmis
anne sicanlarin yavrularinda meme bezi gelisiminde gecikme goriilmiistiir (Kass ve
ark., 2014). Jessica J. Connelly ve arkadaglar1 prenatal donemde yiiksek doz BFA’ya

maruz kalmig erkek sicanlarin hafizasinin negatif etkilendigini belirtmistir
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(Wolstenholmea ve ark., 2011) BFA’nin hiperprolaktinemi, Ostrojenik immiin
sinyalleri, sitokrom P450 enziminde bozulma, immiin sinyal iletim yollarini
geciktirme, sitokin polorizasyonu, Th-17 reseptorlerinde aril hidrokarbon aktivasyonu,
makrofaj  aktivasyonu, lipopolisakkarit aktivasyonu ve immunoglobulin
patofizyolojisi yoluyla otoimmiin sistemi etkiledigi belirtilmistir (Kharrazian, 2014).
4.7.3.Dis hekimliginde BFA

BFA tiirevleri, koruyucu veya restoratif dis hekimliginde kullanim1 giderek
artan rezin esasl fissiir ortiicliler ve kompozitlerin yapisinda bulunmaktadir. Estetik
nedenler ve civa iceren amalgamin tartisilan norotoksik ve nefrotoksik etkileri
nedeniyle kompozit rezin esasli dental materyallerin kullanimi artmistir (Fleisch ve
ark., 2010).

BFA tanmim olarak, bisfenol A glisidilmetakrilat (Bis-GMA) major
komponentiyle birlikte dis hekimliginde kullanilan kompozit ve sealantlarin ana
molekiilii olarak bilinmektedir. Uluslararasi bazi literatiirler, BFA ve/veya tiirevlerinin
kompozit veya sealantlarda oral kaviteye Ostrojenik etkiler yaratacak dozlarla
salindigin1 gostermektedir (Eramo ve ark., 2010).

BFA, Bis-GMA molekiiliiniin tamamlayici pargast olmasi nedeniyle neredeyse
tim kompozit ve sealantlarin yapisinda 6nemli role sahiptir (Eramo ve ark.,
2010). BFA bu dental materyallerin yapisina 3 yolla katilabilir:

a) direk bilesen olarak

b) diger bilesenlerin bozunma {iriinii olarak

c) diger bilesenlerin iiretiminden kaynak alarak (Eramo ve ark., 2010).
4.8.Amoksisilin

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi ve bu tedavilerde bazi maddelerin, bitkilerin
kullanilmasina iligkin bilgilerin en eskisi 2500 y1l oncesine dayanir. Cin’den elde
edilen kaynaklarda o zamanlar enfekiyon tedavisinde kullanilan bu maddelerin sadece
ozellikleri ve tedavilerinden soz edilmistir. 19. yiizyilda ise enfeksiyon tedavisinde
ancak cilt lizerine uygulanan iyot, fenol, gibi maddelerin kullanildig1 goriilmektedir.
Kemoterapi kavrami ilk kez Paul Ehrick tarafindan 1906 yilinda tanimlanmistir.
Bununla birlikte spesifik kemoterapi devri 1930’larin sonunda baglamis, 1936°da
siilfonamidlerin klinik etkinligi saptanmistir. En ¢arpici gelisme ise penisilinin 1941

yilinda enfekiyon tedavisinde kullanilmasiyla elde edilmistir. Aslinda penisilinin
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1929°da Fleming tarafindan bulunmasina karsin biyosentezinin klinik kullanima
uygun sekilde gerceklesmesi uzun siire gerektirmistir. Penisilinlerin ardindan bir¢ok
dogal ve yar sentetik kemoterapik ilag gelistirilmistir. Boylece yasam tehlikesi
olusturan bir¢ok hastaligin basariyla tedavisi saglanmistir. Bugiin, bakteriyolojik
etkileri bilinen bir hastaligin, antimikrobiyal ilaglarla tedavi edilebilme olasilig
oldukea fazladir (Dural, 2008).

Antibiyotikler; bazi bakteriler (aktinomices v.b.) veya mantar tlriinden
mikroorganizmalar tarafindan tireme ortamlarinda olusturulan, mikroorganizmalar
tizerine oOldiriicii (bakterisidal) veya liremelerini durdurucu (bakteriyostatik) etki
gosteren maddelerdir. Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilirlar (Tablo 5).
Etki tarzlarina ve etki sekillerine gére ¢ok sayida antibiyotik bulunmaktadir (Akkan
ve Karaca, 2003; Dokmeci ve ark., 1992; Kayaalp, 1991).

Tablo 5: Mikroorganizmalar {izerinde gosterdikleri etkilere gore antibiyotik gruplari

Bakterisid Bakteriyostatik
Aminoglikozidler Makrolidler
Betalaktamlar Kloramfenikol
Metronidazol Linkozamidler
Basitrasin Stilfonamidler
Izoniazid Tetrasiklinler
Polimiksinler Trimetoprim
Kinolonlar Nitrofurantoin
Rifampin Etambutol
Vankomisin

Amoksisilin gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi bakterisidal etki
gosteren semisentetik genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Bu 6zelliklerinden dolay1
solunum, gastrointestinal, genital, dermatolojik ve norolojik enfeksiyonlarin
tedavisinde ilk tercih edilen antibiyotiktir. Bunlarin yaninda dis hekimligi alaninda da

dental-alveolar abseler, yumusak doku, maksiller ve oral siniis baglantilari
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enfeksiyonlarinda da siklikla kullanilmaktadir. Ayrica enfeksiydz endokardit
profilaksi tedavisinde de ilk tercih edilen antibiyotiktir (Gottberg ve ark., 2014).

Hamilelik siirecinde gelisen enfeksiyonlarda ilk prosediir enfeksiyonu ortadan
kaldirmaktir. Antibiyotik kullanimiin endike oldugu sistemik yayilim ve ates gibi
belirtiler gdsteren enfeksiyonlarda penisilin (penisilin V veya amoksisilin) kullanimi
onerilmektedir. Amoksisilini igeren penisilin grubu, sefalosporinle beraber genel
olarak gebelikte giivenli kabul edilmektedir (Fagoni ve ark., 2014).

Bu antibiyotigin en sik goriilen yan etkileri hipersensitiviteler ve gastrointestinal
bozukluklardir. Ek olarak son yillarda amoksisilinin dental fluorosis benzeri dental
patolojiler olusturdugunu 6ne siiren klinik vaka raporlar1 ve epidemiyolojik ¢aligmalar
yayinlanmaktadir. (Gottberg ve ark., 2014)

Amoksisilin gibi birgok ilacin amelogenesis prosesini degistirdigi in vitro
calismalarda gosterilmistir. Amoksisilin tedavisi gormiis ¢ocuklarda mine defekti
gelisme riskinin arttifin1  sdyleyen c¢aligmalar da mevcuttur fakat bu mine
defektlerinden sorumlu olan hiicresel ve molekiiler kaskatlar hala belirsizligini

korumaktadir (De Souza ve ark., 2015).
4.9.Enfeksiyon

Dis gelisim silirecinde anomali olusturan lokal faktorlerden biri de bakteri
enfeksiyonlaridir. Periapikal lezyonlar ve alveol kemigi bozulmalar1 da bakterilerden
ve/veya lipopolisakkaritler (LPS) gibi bakteri iirlinlerinden etkilenir. LPS, gram
negatif bakterilerin hiicre duvarinin ana yapisinda bulunarak bakteriyal yapi
biitiinltiglinii saglar ve bakteriyi konak immiinitesinden korur. LPS ek olarak, bir¢ok
hiicre tipinden sitokin proenflamatuar salgi olusmasini saglayan bir endotoksindir. Bu
da LPS’nin periapikal lezyonlarda 6nemli rol oynadigini géstermektedir (Indahyani ve
ark., 2007).

Ates, enfeksiyona karst konak savunmasimin major komponentidir. Azalmis
febril yanit bireylerde enfeksiyonun toksik etkilerinin goriilme egiliminin artmasina
sebep olabilir. LPS gibi enfeksiy6z ajanlara neonatal olarak maruz kalmak yetiskin
febril yanit1 kalic1 olarak azaltabilir (Mouihate, 2012).

Mine, etkilerini dis gelisimi siiresince gosteren cevresel ve genetik zararh
etkenlere karsi ¢ok hassastir. Ameloblastlarin ¢evresel hasar faktorlerine karsit en

hassas oldugu donem gegis fazi1 ve erken olgunlasma fazidir. Matriks {iretimi kesintiye
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ugradiginda minenin kalinlig1 ve/veya miktar1 azalirken mineralizasyonla ilgili
problemlerde hipomineralizasyon gibi kalitatif degisiklikler goriiliir. Yiksek ates
hastaliktan korunmamiza yardimci olmaktadir fakat klinik ve deneysel ¢alismalar
yiiksek atesin dis gelisimine zarar verdigini gostermektedir. Pndmoni ve orta kulak
iltihab1 gibi genellikle yliksek atesin eslik ettigi cocukluk c¢agi hastaliklarinin
gelisimsel mine defektleri olusumu agisindan risk olusturduguna dair kanitlar
bulunmaktadir (Tung ve ark., 2006).

Atesin sicanlarda olusuma siirekli devam eden dentin ve mine gelisimini etkiledigi
gosterilmistir. Ekzojen pirojenler kullanarak viicut 1sisini arttirmanin yiiksek ates
siiresince olusan mine bdliimiinde radyolusentlik, anormal gelisim ve defektif
mineralizasyon olusturdugu gdézlenmistir. Yiiksek atesten etkilenen yaklasik 100 adet
gen ekspresyonu bulunmustur. Bunlarin yaklasik yarisi ekspresyon seviyeleri 1sil
stresle artan ve ¢ogu hiicre fizyolojisinde onemli rol oynayan 1s1 sok proteinlerdir.
Hipertermi ayrica hamilelikte teratojenik etki gosteren bir durumdur. Hiperterminin
olusturdugu defektler etkenin zamanina ve siiresine gore degisir. Kraniofasiyal ve
santral sinir sistemi gelisimi hasara ugrayarak kleftlere ve malforme dislere sebep olur

(Tung ve ark., 2006).
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5.GEREC ve YONTEM

Arastirmamiz proje onay1 006.2017.mar protokol koduyla Marmara Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan verildi. Arastirmamizda, M.U. Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi nde iiretilen 15 adet disi Sprague-Dawley
sican rastgele secilip yine rastgele secilen 5 erkek Sprague-Dawley sicanla
ciftlestirildi. Hamile siganlardan dogum sonrasi sakrifiye edilmek iizere kontrol
grubundan 7, diger gruplardan 10’ar disi yavru si¢an rastgele segilip toplam 47 yavru
sican kullanildi (Resim 1,2).

Gebelikl. Gin Gebel k1B. Giin Dogum
-y —
% ik
3 Anne M Rastgele segllmis
[Kronik Stras) 10 digh yawru

| GinlikSugkg BPA (oral) ! st

3 Anne + | Rastgele segilmig

(BPA) 10 digi yavru

Gonldk 100 mekE
| amaoksisilin
lintraperitoneal)

e ——

15 Digi

s gy 3 Anne e | RA5EEER sECTIMIS
ague-Laa -
P S;Fan Wiy {Amoksisilin) 10digi yavru
i ‘| 125 ppfeg baknersyal LPFS |
3 Anne [innrager doreal) Rastgele segilmis
[Enfeksiyon) 1odisl yavru

—————— | |
3 Anne Rastgele seqilmig
[Kantrol) | | | 7 digi yavru
o —

Sekil 3: Sigan deney gruplarinin olusturulmasi

Calismamizda hayvan deney gruplarmin olusturulmasi, bakim ve beslenmeleri,
etkenlerin uygulanmasi ve deney hayvanlarinin sakrifiye edilmesi M.U. Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde, yavru sicanlardan alinan yarim alt
cene (hemimandibula) oOrneklerinden kesit alinmasi ve immiinohistokimyasal
incelemeler M.U. Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu Patoloji Laboratuvari’nda,
siganlarin alt yarim g¢enesinden ¢ikarilan alt birinci molar dislerin stereomikroskop
degerlendirilmesi M.U. Dis Hekimligi Fakiiltesi Ar-Ge Laboratuvari’nda
gergeklestirildi.
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5.1.S1can Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Bu calismada, M.U. Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde
tiretilen toplam 47 adet Sprague-Dawley sigan kullanildi. Calisma gruplari, kontrol,
kronik stres, BFA, amoksisilin ve enfeksiyon olarak belirlendi. Gruplarin prenatal
donemden itibaren olusturulabilmesi i¢in rastgele secilen 15 disi (~250 gr) ve 5 erkek
(~300- 350 gr) Sprague-Dawley sigan her kafeste 3 disi ve 1 erkek sigan olacak sekilde
belirlenen gruplara ayrildi (Resim 3). Disi siganlarda gebeligin baslamasi vajinal
tikacin olusmasi ile tespit edildi. Ayr1 kafeslere ayrilan gruplardan kronik stres grubu
disindakiler 12 saat aydinlik-12 saat karanlik ortamda tutulup, BFA grubu disindaki
tiim gruplar ad libitum musluk suyu ve standart diyetle beslendi (Sekil 3).

Resim 1: Yeni dogan siganlarin goriintiisii

Resim 2: Postnatal 10. giindeki si¢anlarin goriintiisii
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Resim 3: Ciftlesme i¢in gruplanan Sprague-Dawley siganlar

5.1.1.Kronik stres grubu

Hamileligin belirlenmesinden sonra ayni kafese alinan 3 sigan hamileligin 18.
giiniine kadar 12 saat aydinlik/12 saat karanlik ortamda tutulup, ad libitum musluk
suyu ve standart diyetle beslendi. Siganlar, kronik stres olusturmak amaciyla 18.
giinden doguma kadar ayr1 bir odaya alinip 12/12 saat aydinlik ortamda tutuldu (Resim
4). Ad libitum musluk suyu ve standart diyetle beslemeye devam edildi. Hamilelik
stiresince sular1 giinlilk olarak degistirilip, kafes temizlik ve bakimlar1 yapildi.
Dogumdan sonra yavrularin siitten kesildigi giine kadar anne sicanlar 12 saat
aydinlik/12 saat karanlik ortamda tutulup; ad libitum musluk suyu ve standart diyetle
beslendi. Yavrular 10. giine kadar anne siitiiyle beslendi. Postnatal 10. giin 3 anneden

rastgele secilen 10 disi yavru sakrifiye edildi.

5.1.2.BFA grubu

Hamileligin belirlenmesinden sonra bu gruba ait sicanlar kontaminasyonu
onlemek amaciyla cam kafeslere alinip (Resim 5), 12 saat aydinlik/12 saat karanlik
ortamda tutuldu ve standart diyetle beslendi. Bu gruptaki sicanlara kafese koyulduklari
giinden itibaren igme suyu olarak cam damacana icindeki i¢me suyu (Tasdelen,
Istanbul, TURKIYE) verildi. Giinliik tiiketilecek ad libitum sise icme suyundan dnce
%0.0001°1ik etanolde ¢oziilmiis yaklasik 5 pg/kg BFA (Sigma-Aldrich,. Louis, MO)
igeren soliisyon suya eklenip (Resim 6), giinliikk olarak siganlara oral yolla verildi.
Hamilelik siiresince sular1 giinliik olarak degistirilip, kafes temizlik ve bakimlari

yapildi. Dogumdan sonra yavrularin siitten kesildigi giine kadar anne siganlar 12 saat
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aydinlik/12 saat karanlik ortamda tutulup; ad libitum musluk suyu ve standart diyetle
beslendi. Yavrular 10. giine kadar anne siitiiyle beslendi. Postnatal 10. giin 3 anneden

rastgele secilen 10 disi yavru sakrifiye edildi.

Resim 5: BFA grubunun cam kafesleri

Resim 6: BFA
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5.1.3.Amoksisilin grubu

Hamileligin belirlenmesinden sonra ayni1 kafese alinan siganlar 12 saat aydinlik/12
saat karanlik ortamda tutulup, ad libitum musluk suyu ve standart diyetle beslendi.
Hamileligin 18. giiniinden doguma kadar intraperitoneal (ip) yolla giinde 100 mg/kg
amoksisilin (Remoxil 1 g enjektabl flakon Ulagay IE, istanbul, Tiirkiye) (Resim 7)
enjekte edildi (Resim 8). Hamilelik siiresince sular1 giinliik olarak degistirilip, kafes
temizlik ve bakimlart yapildi. Dogumdan sonra yavrularin siitten kesildigi giine kadar
anne sicanlar 12 saat aydinlik/12 saat karanlik ortamda tutulup, ad libitum musluk suyu
ve standart diyetle beslendi. Yavrular 10. gline kadar anne siitiiyle beslendi. Postnatal

10. gilin 3 anneden rastgele segilen 10 disi yavru sakrifiye edildi.

Resim 7: Amoksisilin enjektabl flakon

Resim 8: Amoksisilinin intraperitoneal enjeksiyonu
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5.1.4.Enfeksiyon grubu

Hamileligin belirlenmesinden sonra ayni kafese alinan siganlar 12 saat aydinlik/
12 saat karanlik ortamda tutulup, ad libitum musluk suyu ve standart diyetle beslendi.
Hamilelik siiresince sular1 gilinliik olarak degistirilip, kafes temizlik ve bakimlari
yapildi. Hamileligin 18. giiniinde kilolar1 ve viicut 1silar1 kaydedildikten sonra ip
olarak 125 pg/kg bakteriyal LPS (E.coli, 0111: B4, Sigma, St. Louis,MO,USA)
(Resim 9) enjekte edildi (Resim 10). Enjeksiyonu takiben saatte 1 kez olacak sekilde
viicut 1silar1 normale donene kadar termometreyle (Plusmed dijital termometre)
(Resim 11) rektal olarak ol¢iiliip kayit altina alindi (Resim 12). Uygulamanin yapildigi
18. giinden yavrularin siitten kesildigi gline kadar anne sicanlar 12 saat aydinlik/12
saat karanlik ortamda tutulup; ad libitum musluk suyu ve standart diyetle beslendi.

Yavrular 10. giine kadar anne siitiiyle beslendi. Postnatal 10. giin 3 anneden rastgele

secilen 10 disi yavru sakrifiye edildi.

Resim 10: LPS doz ayarlamasi ve intraperitoneal enjeksiyonu
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Resim 11: Dijital termometre

&\

p.

Resim 12: LPS enjekte edilmis si¢canda rektal ates 6lgtimii

5.2.Deney Hayvanlarin1 Bakimi ve Beslenmesi

Calisma siiresince deney hayvanlarinin bakimi ve beslenmesi M. U. Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi. Deney hayvanlari
kronik stres grubu hari¢ deney siiresince 22 + 2 ° C, 12 saat aydinlik, havalandirmali
bir odada, BFA grubu hari¢ standart kafeslerde barindirildi. Igme suyu ve giinliik
yemleri verilerek, giinliikk diizenli kafes bakimlar1 yapildi. Kafeslerin igerisinde
yataklik olarak talas kullanildi. Her kafese 3 deney hayvani yerlestirildi. Deney

hayvanlarma i¢gme suyu ad libitum verildi ve deney hayvanlar1 pellet formdaki,
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standart sican yemi ile beslendi. Deney hayvanlarmin agirliklar ve tiikettikleri su
miktarlart haftada 2 kez diizenli olarak Olgiliip, kaydedildi. Yemin igerigi su
sekildedir:

Ham protein% 24, Ham seliiloz % 7, Ham kiil% 8, HCI’ de ¢6ziilmeyen kiil% 2,
Kalsiyum %1-2,8 Fosfor% 0,9Sodyum% 1, Sodyum Kloriir % 1, Lizin % 1,
Metiyonin% 1.
5.3.Deney Hayvanlarinin Sakrifikasyonu

Dogumdan itibaren postnatal 10. giinde kontrol grubundan 7, diger gruplardan
10’ar adet rastgele segilen toplam 47 yavru alt molar dislerinin incelenmesi igin

overdoz ketamin (Ketalar) ve ksilazin (Rompun) ile sakrifiye edildi (Resim 13).

Resim 13: Ketamin ve ksilazin

5.4.Deney Hayvanlarindan Doku Orneklerinin Alinmasi

Sakrifiye edilen siganlarin (deney n=10, kontrol n=7) mandibulalar1 temporo-
mandibular eklem bolgesinden bisturi yardimiyla ayrilip (Resim 14) Onceden
numaralandirilmis, icerisinde %10’luk noétral tamponlu formol ¢6zeltisi bulunan
plastik kaplara alindi. Daha sonra mandibula 6rnekleri sagital yonde ikiye ayrilarak
sol hemimandibula immunohistokimyasal inceleme ve histolojik incelemeler, sag
hemimandibula stereomikroskop incelemesi i¢in daha 6nceden numaralandirilmig
icinde %10’luk nétral tamponlu formol ¢ozeltisi bulunan plastik kaplara alindi (Resim
15).
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Resim 14: 10 giinliik siganin mandibulas1

Resim 15: Gruplarin ve ¢enelerin numaralandirilmasi
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5.4.1.Stereomikroskop incelemesi

Tampon ¢ozeltisinde fikse edilen sag hemimandibulalar siirmemis birinci molar
dislerini ¢ikarmak i¢in bistiiri yardimiyla aksiyel yonde ikiye ayrildi. Cikarilan molar
disler, bukkal yiizeyleri acikta kalacak sekilde parafine gomiildii. Yumusak dokularin
uzaklastirilmasi i¢in 6rnekler bir gece %50°1lik NaClO c¢ozeltisinde bekletilip basingl
hava ile kurutuldu. Dis yiizeyleri stereomikroskopta 102,81 ve 64,26 biiylitmede
incelendi.
5.4.2.Histolojik inceleme

Dokular %10’luk tamponlu formaldehite alinarak fiske edildi. Ardindan %10
EDTA ¢ozeltisinde 7 giin bekletilerek dekalsifiye edildi. Dokular; %70, %96, Absolii
alkol ve Ksilen serilerinden gegirilerek takip edildi ve parafine gémiildii. Mikrotomda
3um kalinliginda kesitler alindi ve 60° C’ de 1 saat deparafinize edildi.
Histomorfolojik degerlendirme i¢in lamlar H&E ve GT boyastyla boyandi.

5.4.3.immiinohistokimyasal inceleme

Amelogenin (AMELX) ve ameloblastin (AMBN) protein immiinekspresyonu
polimer bazli horseradish peroksidaz (HRP) immiinohistokimya boyama yontemi ile
gosterildi. Bu amagla, formalin fikse parafine gomiilii dokulardan pozitif sarjli lamlara
3 pm kalinliginda kesitler alinarak 37° C’ lik etiivde 1 gece bekletildi. Ardindan 5’er
dakikalik siirelerle 3 ayr1 ksilende deparafinizasyon tamamlandi. Lamlar iki ayr1 %96
etanolde 10’ar dakika bekletilerek hidrate edildi. Metanolde hazirlanmis %3 hidrojen
peroksit ile 20 dakika siireyle dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi baskilandi.
Kesitler distile su ile yikandiktan sonra antijen geri kazanim islemi igin 200 W giigte
mikrodalga firinda sitrat tampon ¢ozeltisi (pH 6.0) ile 20 dakika muamele edildi.
Lamlar oda 1s1sinda 20 dakika sogutularak iki ayr1 fosfat tampon ¢ozeltisinde (pH 7,4
PBS) 5’er dakika yikandi. Spesifik olamayan boyanmay1 onlemek i¢in dokulara 10
dakikalik protein blokaj (EXPOSE Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB Detection
IHC kit; ab80436, Abcam, Cambridge, UK) islemi yapildi. Blokaj c¢ozeltisi
uzaklastirildi ve kesitlere 1:2000 diliisyon oraninda tavsan anti-AMBN (bs-12467R;
Bioss Antibodies Inc.; Massachusetts, USA) ve aym diliisyon oraninda tavsan anti-

AMELX (ab59705; Abcam, Cambridge, UK) primer antikorlar1 damlatilarak 4°C’de
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1 gece inkiibe edildi. 1ki ayr1 PBS ile 5’er dakika yikanan kesitler HRP-Polimer’de
(EXPOSE Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB Detection IHC kit; ab80436, Abcam,
Cambridge, UK) 15 dakika inkiibe edildi. Tekrar iki ayr1 PBS ile 5’er dakika yikanan
kesitler 3,3’-diaminobenzidin (DAB) kromojeninde 5 dakika bekletildi. Mayer
Hematoksilen ile 1 dakikalik niikleer zit boyama yapildi ve lamlar %96 ’lik etanol ile
dehidrate edilerek kapama maddesi ile kapatildi. Boyanmada spesifik baglanmay1
tespit edebilmek i¢in es zamanl olarak negatif kontrol de ¢alisildi. Negatif kontrol
olarak kullanilan molar dis kesitinde, yontemin primer antikor agamasi disindaki tiim
asamalar1 uygulandi, bu dokuda herhangi bir boyanma izlenmedi.

Molar  dislerdeki  amelogenin ve ameloblastin  immiinekspresyonu,
ameloblastlardaki kahverengi sitoplazmik boyanma ve negatif kontrol dokusu dikkate
aliarak 151k mikroskobunda (Olympos CX41) 40X objektif ile semikantitatif olarak
degerlendirildi. Osawa ve ark. (2007) calismasindan modifiye edilerek yapilan
skorlamaya gore, amelogenesisin farkli agamalarindaki ameloblastlarda boyanma
siddeti: 0: boyanma yok, 1: zayif boyanma, 2: orta siddette boyanma, 3: kuvvetli
boyanma seklinde degerlendirildi. Kesitlerden, Kameram Dijital Goriintiileme Sistemi

kullanilarak 20x biiylitmede fotograf goriintiisii alindi.

5.5.Istatistiksel Degerlendirme

Bu ¢alismada istatistiksel analizler NCSS (Number Cruncher Statistical System)
2007 Statistical Software (Utah, USA) paket programi ile yapildi.

Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel metotlarin (siklik ve
yiizde dagilimlar1) yani sira nitel verilerin karsilastirmalarinda Fisher’s kesin olasilik
testinin Freeman-Halton r x c¢ tablosuna uzantisi, tekrarlayan degiskenlerin
degerlendirilmesinde Mc Nemar’s test kullanildi. Sonuglar, anlamlilik p<0,05

diizeyinde degerlendirildi.

o1



Resim 16: Immiinohistokimyasal boyama asamalari
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Resim 17: Immiinohistokimyasal inceleme asamalari
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6. BULGULAR

6.1.Stereomikroskop Incelemesi Bulgular

Kontrol grubu molar dislerin parlak, seffaf, beyaz ve piiriizsiiz mine yiizeyine
sahip oldugu gorildi (Resim 18).

Kronik stres grubu molar dislerin tiiberkiillerinde genis pit seklinde mine kayiplari
ve etrafinda mat hipoplazik goriiniim tespit edildi (Resim 19).

BFA grubu molar dislerde tiiberkiiller {izerindeki mine ylizeyinde dikey yarik
alanlar goriildii. Mine yapisinin da piiriizlii ve mat oldugu tespit edildi (Resim 20).

Amoksisilin grubu molar dislerde tiim tiiberkiil yiizeyinin ve ¢evresinin
hipokalsifiye oldugu goriildii (Resim 21).

LPS enfeksiyon grubu molar dislerin yiizeylerinde genis, hipoplazik, mat,
demarke alanlar olustugu goriildi (Resim 22).

Resim 18: Kontrol grubu molar dislerin parlak, seffaf, beyaz ve piiriizsiiz mine yiizeyi

54



Resim 19: Kronik stres grubu molar dislerin tiiberkiillerinde genis pit seklinde mine
kayiplari (0k) ve etrafinda mat hipoplazik goriiniim (*)

Resim 20: BFA grubu molar dislerde tiiberkiiller iizerindeki mine yiizeyinde dikey
yarik alanlar (0K). Piirlizlii ve mat mine yiizeyi (*)
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Resim 21: Amoksisilin grubu molar dislerde tiim tiiberkiil yiizeyi ve gevresinde
hipokalsifiye alanlar (*)

Resim 22: LPS enfeksiyon grubu molar dislerin yiizeylerinde genis, hipoplazik, mat,
demarke alanlar (*)
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6.2.Histomorfolojik inceleme Bulgular

Alt birinci mandibular molar dislerde yapilan H&E ve GT boya kesitlerinde,
kontrol grubuna ait dokularda diizenli mine ve dentin matriks yapisi izlendi (Resim 23
ve Resim 24). GT boyasinda mine matriksinin parlak kirmizi, dentin matriksinin yesil
renkte boyandigi goriildi. Mine matriksinin bitisiginde ise proksimal yerlesimli
niikleuslara sahip diizenli yapidaki ameloblast hiicreleri goriildii (Resim 24).

Kronik stres grubuna ait dokularin H&E kesitlerinde dentin matriksi ve
ameloblastlarda diizenli yap1 korunurken, mine matriksinde defektif yap: izlendi
(Resim 25), ayn1 grubun GT kesitinde de mine matriksinde soluk renkte boyanma
ve defekt izlendi (Resim 26). Bu defektlerin kist benzeri olusumlar oldugu
diistiniilmektedir.

BPA grubuna ait dokularin H&E ve GT kesitlerinde mine matriksinde diizensiz
yapt izlendi. Bu gruba ait kesitlerde defektif mine matriks yapisinin yani sira
ameloblastlarda kopma ve ayrismalar goriildii (Resim 27 ve Resim 28).

Amoksisilin grubuna ait dokularin H&E ve GT kesitlerinde ameloblastlar ve
mine matriksi arasinda ayrisma izlendi (Resim 29 ve Resim 30). Bununla birlikte
ameloblast sitoplazmalarinda degisen boyutlarda yogun vakuol benzeri kiiciik
yuvarlak yapilar tespit edildi (Resim 30).

LPS enfeksiyon grubuna ait dokularin H&E kesitlerinde ameloblastlar ve mine
matriksi arasinda ayrisma izlendi, yine GT boyasi ile mine matriksinin soluk

renkte boyandig: goriildii (Resim 31 ve Resim 32).
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Resim 23: Kontrol grubunda diizenli yapidaki ameloblast hiicreleri (a), mine matriksi
(m) ve dentin matriksi (d). H&E boyasi.

(m) ve dentin matriksi (d) yapisi. GT boyasi.
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Resim 25: Kronik stres grubunda defektif mine matriksi yapisi (ok). a: ameloblast, m:
mine matriksi, d:dentin matriksi. H&E boyasi.
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>

Resim 26: Kronik stres grubunda defektif mine matriksi yapisi (*). d: dentin matriksi.
GT boyasi.

59



e e

Resim 27: BFA grubunda defektif mine matriksi yapisi (ok), ameloblastlarda kopma
ve ayrismalar (ok basi). m:mine matriksi, d: dentin matriksi. H&E boyasi.

Resim 28: BFA grubunda defektif mine matriksi yapist (*). d: dentin matriksi. GT
boyasi.
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Resim 29: Amoksisilin grubunda mine matriksi ve ameloblastlar arasinda defektif
ayrilma (*), ameloblastlarda ayrisma (ok), ameloblast sitoplazmalarinda vakuol
benzeri yapilar (ok basi). a: ameloblast, m: mine matriksi, d:dentin matriksi. H&E
boyasi.

0
i

:
‘

4 ‘,( 1
il
"4 Y ol 44/. '

Resim 30: Amoksisilin grubunda mine matriksi ve ameloblastlar arasinda ayrilma (*).
m: mine matriksi, d: dentin matriksi. GT boyasi.
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Resim 31: LPS enfeksiyon grubunda mine matriksi ve ameloblastlar arasinda ayrilma
(*). a: ameloblast, m: mine matriksi, d:dentin matriksi. H&E boyasi.

-l J&

Resim 32: LPS grubunda defektlf mine matnks1 yapisi (*). m: mine
matriksi, d: dentin matriksi. GT boyasi.

62



6.3.Immunohistokimyasal inceleme Bulgular:

AMBN ve AMELX immiinekspresyonunun degerlendirilmesinde spesifik
boyanma olarak ameloblastlardaki kahverengi sitoplazmik boyanma referans olarak
alindi, negatif kontrol dokusunda ise ameloblastlarda immiinreaktivite izlenmedi
(Resim 33). Kronik stres ve BFA gruplarindan tiger kesit fiksasyon problemleri
nedeniyle degerlendirme dis1 birakildi. Alt birinci molar dislerinden alinan kesitlerde,
ameloblastlarin ii¢ ana gelisim fazindaki AMELX ve AMBN boyanma siddetinin
gruplarin kendi icinde ve birbirleri arasinda degerlendirilmesi sonucu ortaya ¢ikan

bulgular su sekildedir (Sekil 4 ve 5):
AMELX Immiinekspresyonu

100% Bk mirl Grubi
mErenik Sines Grubi

= OBFA Grub

20% mAmokssin G
WLFS Enfaks o Gruby

Zayr Omafiassme | HKuwvel Zagr Omagasems| FKuned Zawl Omafosems| Huwvell
Boyanma Eoyanma Eoyanma Baoyanma Boyanma Eoyanma Bayanma Baoyanma Eoyanma

Ealgi Gegly Digunlagma

Sekil 4: Gruplarin gelisim fazlarina gére AMELX immiinekspresyonu

AMEN Immiinekspresyonu
0% - i B ¥ortral Gribu
BT ok ST Gruou
0% OEF AGriu
B Amoksisiin Graou
0% i UPS Btk siyor S niog
B0% B
B0% B
40% B
0% B
20% B
10%: l-
0%

rrBo]'a'mﬂ OnaSiddeme | Mol By CrizStdefe | Kowel rrmymmal Cragddefie |  Kuowell
Boyanma Boyanma Boyanma | Boyama Bajama Boyanma

say =13 oigizgma

Sekil 5: Gruplarin gelisim fazlarina gore AMBN immiinekspresyonu
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Resim 33: Negatif kontrol dokusu. AMBN (A), AMELX (B)

6.3.1. AMELX immiinekspresyonu

Tablo 6’da her grubun kendi i¢inde ameloblast gelisim fazlarinin AMELX
boyanma siddetinin istatistiksel olarak kiyaslanmasi goriilmektedir. Tablo 7’de
gruplarin her ti¢ fazda AMELX boyanma siddetlerinin birbirleriyle istatistiksel olarak

kiyaslanmasi goriilmektedir.

Tablo 6: Her grubun kendi iginde ameloblast gelisim fazlariin AMELX boyanma

siddetinin istatistiksel olarak kiyaslanmast

AMELX Kontrol Kronik BFA Amoksisilin = LPS p
Immiinekspresyonu Stres
Salg1 Zayif 0 000% 2 2857% 2 2857% O 0,00% 0  0,00%
Orta 0 000% 1 14,29% 5 7143% 4 40,00% 3  30,00% 0,008
Kuvvetli 7 100,00% 4 57,14% 0 000% 6 60,00% 7  70,00%
Gegis Zayf 0 000% O 000% 6 8571% 2 20,00% 0 0,00%
Orta 2 2857% 5 7143% 0 000% 7 70,00% 10 100,00%
Kuvvetli 5 71,43% 2 2857% 1 1429% 1 10,00% 0 0,00% g
Olgunlasma = Zayif 1 1429% 5 7143% 5 7143% 5 50,00% 7  70,00%
Orta 1 14,29% 2 2857% 1 1429% 5 50,00% 1  10,00%
Kuvvetli 5 71,43% 0  000% 1 1429% O 0,00% 2  20,00% 0,009
0,346 0,013 0,04 0,004 0,0001

Fisher’s kesin olasilik testinin Freeman-Halton uzantisi
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Tablo 7: Gruplarin her ii¢ fazda AMELX boyanma siddetlerinin birbirleriyle

istatistiksel olarak kiyaslanmasi

Kontrol Kronik BFA Amoksisilin | LPS
Stres
Salgy/ Gegis 0,127 0,070 0,019 0,041 0,002
Salgy/ Olgunlasma 0,311 0,061 0,084 0,005 0,005
Gecig/ Olgunlasma 0,513 0,016 0,580 0,270 0,003

Fisher’s kesin olasilik testinin Freeman-Halton uzantisi

Kontrol grubunda salg1 fazinda kuvvetli, gegis fazinda orta siddette ve kuvvetli,
olgunlagsma fazinda ise en fazla kuvvetli olmak iizere biitiin seviyelerde AMELX
immiinekspresyonu tespit edildi ve fazlar arasindaki immiinekspresyon farki
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,346) (Tablo 6) (Resim 34, Resim 35).
Kontrol grubunun salgi fazi AMELX boyanma siddeti ile gecis ve olgunlasma fazi
boyanma siddeti arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi (p=0,127,
p=0,311). Gegis fazt AMELX boyanma siddeti ile olgunlagsma faz1 boyanma siddeti
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi (p=0,513) (Tablo 7).

Kronik stres grubunda, salgi fazinda biitiin seviyelerde, gegis fazinda orta ve
kuvvetli, olgunlagsma fazinda ise tam tersi olarak zayif ve orta siddette AMELX
immiinekspresyonu tespit edildi ve bu fark istatistiksel olarak anlamh bulundu
(p=0,013) (Tablo 6) (Resim 36, Resim 37). Kronik stres grubunun gegis ve olgunlasma
faz1 AMELX boyanma siddeti, salgi faz1 boyanma siddetinden daha diisiik bulundu
fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,070, p=0,061). Olgunlasma
fazi AMELX boyanma siddeti, gecis fazi boyanma siddetinden istatistiksel olarak
anlamh derecede diisiik bulundu (p=0.016) (Tablo 7).

BFA grubunda, salg1 fazinda zayif ve orta, gecis fazinda zayif ve olgunlasma
fazinda zayif boyanma yogunlukta olmak {izere tim seviyelerde AMELX
immiinekspresyonu tespit edildi ve bu fark istatistiksel olarak anlamh bulundu
(p=0,04) (Tablo 6) (Resim 38, Resim 39). BFA grubunun salgi fazi AMELX boyanma
siddeti, gecis faz1 boyanma siddetinden istatistiksel olarak anlamlh derecede diisiik

bulundu (p=0,019). Salg1 faz1 AMELX boyanma siddeti, olgunlasma fazi boyanma
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siddetinden daha kuvvetli bulundu fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0,084). Gegis fazt AMELX boyanma siddeti, olgunlagsma fazina gore istatistiksel
olarak anlamh derecede diisiik bulundu (p=0,016) (Tablo 7).

Amoksisilin grubunda, salg1 fazinda kuvvetli ve orta, ge¢is fazinda orta ve diisiik,
olgunlagsma fazinda orta ve diisiik seviyede AMELX immiinekspresyonu tespit edildi
ve bu fark istatistiksel olarak anlamh bulundu (p=0,004) (Tablo 6) (Resim 40, Resim
41). Amoksisilin grubunun hem gegis hem de olgunlasma fazinin AMELX boyanma
siddeti, salg1 faz1 boyanma siddetinden istatistiksel olarak anlamh derecede diisiik
bulundu (p=0,041, p=0,005). Gegis fazt AMELX boyanma siddeti ile olgunlagsma fazi
boyanma siddeti arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi (p=0,270)
(Tablo 7).

LPS grubunda, salg1 fazinda kuvvetli ve orta, gecis fazinda orta, olgunlagsma
fazinda zayif boyanma yogunlukta olmak iizere tiim seviyelerde AMELX
immiinekspresyonu tespit edildi ve bu fark istatistiksel olarak ileri derecede anlamh
bulundu (p=0,0001) (Tablo 6) (Resim 42, Resim 43). LPS enfeksiyonu grubunun gegis
fazi AMELX boyanma siddeti, salg1 fazt boyanma siddetinden istatistiksel olarak
anlamh derecede diisiik bulundu (p=0,002). LPS enfeksiyonu grubunun olgunlasma
fazi AMELX boyanma siddeti, salg1 faz1 boyanma siddetinden istatistiksel olarak
anlamh derecede diisiik bulundu (p=0,005). LPS enfeksiyonu grubunun olgunlasma
fazi1 AMELX boyanma siddeti, gegis faz1 boyanma siddetinden istatistiksel olarak
anlamh derecede diisiik bulundu (p=0,003) (Tablo 7).

Tablo 8’de bu degerlerin her grup icin kendi arasinda istatistiksel olarak

kiyaslanmas1 goriilmektedir.
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Tablo 8: Gruplarin her ii¢ fazdaki AMELX boyanma siddetlerinin gruplar arasinda

istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Salg1 Gecis Olgunlagma
Kontrol/ Kronik Stres 0,148 0,108 0,018
Kontrol/ BFA 0,009 0,005 0,069
Kontrol/ Amoksisilin 0,055 0,028 0,006
Kontrol/ LPS 0,110 0,001 0,066
Kronik Stres/ BFA 0,036 0,003 0,513
Kronik Stres/ Amoksisilin 0,150 0,332 0,377
Kronik Stres/ LPS 0,183 0,072 0,332
BFA/ Amoksisilin 0,021 0,013 0,198
BFA/ LPS 0,009 0,0001 0,932
Amoksisilin/ LPS 0,639 0,171 0,082

Fisher’s kesin olasilik testinin Freeman-Halton uzantisi

Salg1 fazinda, tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark bulundu
(p=0,008) (Tablo 6). BFA grubunun AMELX immiinekspresyonu, kontrol, kronik
stres, amoksisilin ve LPS enfeksiyonu gruplarindan istatistiksel olarak anlamh
derecede diisiik bulundu (p=0,0092, p=0,036, p=0,021, p=0,009), diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmedi (p>0.05) (Tablo 8). Salgi
fazinda en yiiksek AMELX immiinekspresyonu kontrol grubunda, sonra sirayla LPS
enfeksiyonu, amoksisilin, kronik stres ve en diisitk BFA grubunda bulundu.

Gecis fazinda, tim gruplar arasinda istatistiksel olarak ileri derecede anlamh
fark bulundu (p=0,0001) (Tablo 6). BFA, amoksisilin, ve LPS enfeksiyonu gruplarinin
AMELX immiinekspresyonu, kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamh
derecede diisiik bulundu (p=0,005, p=0,028, p=0,001). BFA grubunun AMELX
immiinekspresyonu, kronik stres, amoksisilin ve LPS enfeksiyonu gruplarindan
istatistiksel olarak anlamh derecede diisiik bulundu (p=0,003, p=0,013, p=0,0001),
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi (p>0.05) (Tablo
8). Geg¢is fazinda en yliksek AMELX immiinekspresyonu kontrol grubunda, sonra
sirastyla LPS enfeksiyonu, amoksisilin, kronik stres ve en diisik BFA grubunda

bulundu.
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Olgunlasma fazinda, tim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
bulundu (p=0,009) (Tablo 6). Tiim gruplarin AMELX immiinekspresyonu, kontrol
grubuna gore zayif Dbulundu, kronik stres ve amoksisilin gruplarmin
immiinekspresyonu kontrole gore, istatistiksel olarak anlamh derecede diisiik
bulundu (p=0,018, p=0,006), diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmedi (p>0.05) (Tablo 9). Olgunlasma fazinda en yiikksek AMELX
immiinekspresyonu kontrol grubunda, sonra sirasiyla LPS enfeksiyonu, BFA ve en

diisiik amoksisilin ve kronik stres gruplarinda bulundu.
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Resim 34: Kontrol grubunda kuvvetli AMELX immiiekspresyonu (ok)

Resim 35: Kontrol grubunda salg1 (A) gecis (B) ve olgunlasma (C) fazlarlndakl
ameloblastlarda kuvvetli AMELX immiinekspresyonu.
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Resim 36: Kronik stres grubunda orta siddette AMELX immiinekspresyonu (0k)

Resim 37: Kronik Stres grubunda salgi fazi amelstlarda kuvvetli (A), gecis fazi
ameloblastlarda orta (B) ve olgunlagma fazindaki ameloblastlarda (C) zayif boyanma
siddetinde AMELX immiinekspresyonu.
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Resim 38: BFA grubunda zayif AMELX immiinekpresyonu (0k)

Resim 39: BFA grubunda salgi fazindaki ameloblastlarda orta siddette (A), gegis (B)
ve olgunlasma (C) fazindaki ameloblast hiicrelerinde zayif AMELX
immiinekspresyonu.
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Resim 40: Amoksisilin grubunda orta siddette AMELX immiinekspresyonu (0k)

gecis fazindaki ameloblastlarda orta siddette (B) ve olgunlasma (C) fazindaki
ameloblastlarda zayif AMELX immiinekspresyonu.

72



T ; 50 pm iﬁ -’ A"k
Resim 43: LPS enfeksiyon grubunda salgi fazindaki ameloblastlarda kuvvetli (A),

gecis fazindaki ameloblastlarda orta siddette (B) ve olgunlasma fazindaki
ameloblastlarda zayif (C) AMELX immiinekspresyonu.
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6.3.2.AMBN immiinekspresyonu

Tablo 9’da her grubun kendi icinde ameloblast gelisim fazlarmin AMBN
boyanma siddetinin istatistiksel olarak kiyaslanmasi goriilmektedir. Tablo 10’da
gruplarin her ii¢ fazda AMBN boyanma siddetlerinin birbirleriyle istatistiksel olarak

kiyaslanmasi goriilmektedir.

Tablo 9: Her grubun kendi i¢inde ameloblast gelisim fazlarinin AMBN boyanma

siddetinin istatistiksel olarak kiyaslanmasi

AMBN immiinekspresyonu

Salg1 Zayf
Orta
Kuvvetli

Gegis Zayif
Orta
Kuvvetli

Olgunlasma = Zayif
Orta

Kuvvetli

Kontrol

0 0,00%
2 28,57%
5 71,43%
0 0,00%
2 28,57%
5 71,43%
0 0,00%
1 14,29%
6 85,71%
0,769

Kronik

Stres

2 2857%
4  57,14%
1 1429%
14,29%
85,71%
0,00%

1

6

0

4 57,14%
3 42,86%
0

0,00%

BFA Amoksisilin = LPS

1 1429% 7 70,00% 0 0,00%
1 1429% 3 30,00% 4  40,00%
5 7143% 0 0,00% 6  60,00%
1 1429% 5 50,00% @4  40,00%
5 7143% 5 50,00% 6  60,00%
1 1429% 0 0,00% 0 0,00%
1 1429% 9 90,00% 0 0,00%
3 4286% 1 10,00% 3  30,00%
3 4286% O 0,00% 7  70,00%
0,175 0,148 0,003

Fisher’s kesin olasilik testinin Freeman-Halton uzantisi

Tablo 10: Gruplarin her ii¢ fazda AMBN boyanma siddetlerinin birbirleriyle

istatistiksel olarak kiyaslanmasi

Salgy/ Gegis
Salgy/ Olgunlagma
Gecis/ Olgunlasma

Kontrol

1
0,584
0,584

Kronik

Stres
0,420
0,405
0,264

BFA

0,069
0,472
0,473

Amoksisilin | LPS

0,650
0,582
0,141

Fisher’s Kkesin olasilik testinin Freeman-Halton uzantisi
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Kontrol grubunda salgi, gecis ve olgunlagsma fazlarinda kuvvetli ve orta siddette
AMBN immiinekspresyonu tespit edildi ve fazlar arasindaki immiinekspresyon farki
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,769) (Tablo 9) (Resim 44, Resim 45). Salgi
faz1 AMBN boyanma siddeti ile gegis ve olgunlasma fazi boyanma siddeti arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi (p=1, p=0,584). Gegis fazi AMBN
boyanma siddeti ile olgunlasma fazi boyanma siddeti arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik gozlenmedi (p=0,514) (Tablo 10).

Kronik stres grubunda salgi fazinda tiim seviyelerde, gecis ve olgunlasma
fazlarinda orta ve zayif siddette AMBN immiinekspresyonu tespit edildi ve fazlar
arasindaki immiinekspresyon farki istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,279)
(Tablo 9) (Resim 46, Resim 47). Salgi faz1 AMBN boyanma siddeti ile gecis ve
olgunlasma fazi boyanma siddeti arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0,420, p=0,405). Olgunlasma fazi1 AMBN boyanma siddeti, gecis faz1 boyanma
siddetinden daha diisiik bulundu fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0,264) (Tablo 10).

BFA grubunun gelisim fazlarinda tiim seviyelerde AMBN immiinekspresyonu
tespit edildi ve fazlar arasindaki immiinekspresyon farki istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p=0,175) (Tablo 9) (Resim 48, Resim 49). Boyanma siddetinin, gegis
fazinda ani bir diisiis gosterirken olgunlagsma fazinda tekrar arttig1 goriildi. Gegis ve
olgunlasma fazi AMBN boyanma siddetleri, salgi fazi boyanma siddetinden daha
diisiik bulundu fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,069, p=0,472).
Gegis fazi AMBN boyanma siddeti, olgunlagsma fazi boyanma siddetinden daha diisiik
bulundu fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,473) (Tablo 10).

Amoksisilin  grubunun gelisim fazlarinda orta ve zayif siddette AMBN
immiinekspresyonu tespit edilirken, hicbir fazda kuvvetli boyanma gozlenmedi ve
fazlar arasindaki immiinekspresyon farki istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0,148) (Tablo 9) (Resim 50, Resim 51). Salg1 faz1 AMBN boyanma siddeti ile gegis
ve olgunlagma fazi boyanma siddeti arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmedi (p=0,650, p=0,582). Ge¢is faz1 AMBN boyanma siddeti ile olgunlasma
faz1 boyanma siddeti arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmedi
(p=0,141) (Tablo 10).
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LPS enfeksiyonu grubunda salgi fazinda kuvvetli ve orta, gecis fazinda orta ve
zayif, olgunlagsma fazinda kuvvetli ve orta siddette AMBN immiinekspresyonu tespit
edildi ve bu fark istatistiksel olarak anlamh bulundu (p=0,003) (Tablo 9) (Resim 52,
Resim 53). Boyanma siddetinin, gegis fazinda ani bir diisiis gosterirken olgunlagsma
fazinda tekrar arttig1 goriildi. Gegis fazi AMBN boyanma siddeti, salg1 faz1 boyanma
siddetinden istatistiksel olarak anlamh derecede diisiik bulundu (p=0,005). Salgi
faz1 AMBN boyanma siddeti ile olgunlasma faz1 boyanma siddeti arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklilik gézlenmedi (p=0,639). Ge¢is fazi AMBN boyanma siddeti,
olgunlagsma fazindan istatistiksel olarak anlamh derecede diisiik bulundu (p=0,002)
(Tablo 10).

Tablo 11°de ise bu degerlerin her grup i¢in kendi arasinda istatistiksel olarak

kiyaslanmasi goriilmektedir.

Tablo 11: Gruplarin her ii¢ fazdaki AMBN boyanma siddetlerinin gruplar arasinda

istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Salgi Gegis Olgunlasma
Kontrol/ Kronik Stres 0,069 0,018 0,004
Kontrol/ BFA 0,513 0,084 0,223
Kontrol/ Amoksisilin 0,002 0,004 0,006
Kontrol/ LPS 0,627 0,005 0,442
Kronik Stres/ BFA 0,091 0,579 0,091
Kronik Stres/ Amoksisilin 0,174 0,129 0,116
Kronik Stres/ LPS 0,074 0,252 0,005
BFA/ Amoksisilin 0,005 0,198 0,006
BFA/ LPS 0,295 0,296 0,343
Amoksisilin/ LPS 0,001 0,653 0,002

Fisher’s kesin olasilik testinin Freeman-Halton uzantisi
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Salg1 fazinda, tim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark bulundu
(p=0,002) (Tablo 9). Amoksisilin grubunun AMBN immiinekspresyonu, kontrol, BFA
ve LPS enfeksiyonu gruplarindan istatistiksel olarak anlamh derecede diisiik
bulundu (p=0,002, p=0,005, p=0,001), diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik gozlenmedi (p>0.05) (Tablo 11). Salg1 fazinda en yiiksek AMBN
immiinekspresyonu kontrol grubunda, sonra sirayla BFA, LPS enfeksiyonu, kronik

stres ve en diisitk amoksisilin grubunda bulundu.

Gegis fazinda, tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark bulundu
(p=0,001) (Tablo 9). Kronik stres, BFA, amoksisilin ve LPS enfeksiyonu gruplarinin
AMBN immiinekspresyonu, kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamh derecede
diisiik bulundu (p=0,018, p=0,004, p=0,005), gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik gézlenmedi (p>0.05) (Tablo 11). Gegis fazinda en yilksek AMBN
immiinekspresyonu kontrol grubunda, sonra sirayla BFA, kronik stres, LPS

enfeksiyonu ve en diisitk amoksisilin grubunda bulundu.

Olgunlasma fazinda, tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak ileri derecede
anlamh fark bulundu (p=0,0001) (Tablo 9). Kronik stres ve amoksisilin gruplarinin
AMBN immiinekspresyonu, kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamh derecede
diisik  bulundu  (p=0,004, p=0,006), amoksisilin  grubunun AMBN
immiinekspresyonu, BFA grubundan istatistiksel olarak anlamh derecede diisiik
bulundu (p=0,006), kronik stres ve amoksisilin  gruplarimin  AMBN
immiinekspresyonu, LPS enfeksiyonu grubundan istatistiksel olarak anlamh
derecede diisiik bulundu (p=0,005, p=0,002) gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik gozlenmedi (Tablo 11). Olgunlasma fazinda en yiiksek AMBN
immiinekspresyonu kontrol grubunda, sonra sirayla LPS enfeksiyonu, BFA, kronik

stres ve en diisitk amoksisilin grubunda bulundu.
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Resim 44: Kontrol grubunda kuvvetli AMBN immiinekpresyonu (0K)

R _
e e T

Resim 45: Kontrol grubunda salgi (A), gecis (B) ve olgunlasma (C) fazindaki
ameloblastlarda kuvvetli AMBN immiinekspresyonu.
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Resim 46: Kronik stres grubunda orta siddette AMBN immiinekspresyonu (0k)

Resim 47: Kronik Stres grubunda salgi (A), gegis (B) ve olgunlasma (C) fazindaki
ameloblast hiicrelerinde orta siddette AMBN immiinekspresyonu.
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Resim 48: BFA grubunda orta siddette AMBN immiinekspresyonu (0K)

Resim 49: BFA grubunda salgi fazindaki ameloblastlarda kuvvetli AMBN
immiinekspresyonu (A), geg¢is (B) ve olgunlasma (C) fazlarindaki ameloblast
hiicrelerinde orta siddette AMBN immiinekspresyonu.

80



o -cm"‘ '-s#.

Resim 50: Amoksisilin grubunda zayif AMBN immiinekspresyonu (0k)

Resim 51: Amoksisilin grubunda salgi (A), gecis (B) ve olgunlagsma (C) fazlarindaki
ameloblastlarda zayif AMBN immiinekspresyonu.
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Resim 52: LPS enfeksiyon grubunda orta siddette AMBN immiinekspresyonu (0k)

Resim 53: LPS Enfeksiyon grubunda salgi (A) ve olgunlasma (C) fazlarindaki
ameloblastlarda kuvvetli AMBN immiinekspresyonu, gecis (B) fazindaki
ameloblastlarda orta sidette AMBN immiinekspresyonu.
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7.TARTISMA

Gelisimsel mine defektleri yliksek prevelansi sebebiyle dis ¢iiriigii ve erken yasta
dis kaybma zemin hazirlayan bozukluklardir (Tourino ve ark., 2016). Defekt
olusumuyla ilgili bircok etiyolojik faktdr ilizerinde durulmakla birlikte, 6zellikle
prenatal donemde gelisen molar ve keser dislerdeki defekt olusum sikligi, bu donemde
etki edebilecek olas1 giincel etiyolojik faktorler iizerinde galisilma gerekliligini igaret
etmektedir.

Ameloblastlar mine olusumunu saglayan hiicrelerdir. Temel olarak salgi 6ncesi
faz, salgi faz1 ve olgunlagsma fazi olarak {ige ayrilan yasam dongiileri; bazi kaynaklarda
morfogenetik, organizasyon, formasyon, olgunlagsma, korunma ve desmolitik fazlar
olarak daha ayrintili alt1 faza ayrilir. Mine formasyonunu saglayan amelogenesis,
formasyon ve olgunlagsma fazlarinda gergeklesir. Formasyon asamasinda mine
matriksi salgilanirken olgunlasma asamasinda mine matriksinin mineralizasyonu
gerceklesir (Kanchan ve ark., 2015).

Patolojik amelogenesisin tanimlar1 baslica hipoplazi veya hipomineralizasyon
seklindedir. Matriks formasyonu etkilenirse mine hipoplazisi olusur ve klinik olarak
asimalar, oyuklar veya total mine kaybi olarak kendini gdsterir. Olgunlasma fazinda
olusan bir kesinti hipomineralizasyonla sonuglanir ve normal kontura sahip mine
yiizeyinde opak veya tebesirimsi alanlar seklinde kendini gosterir (Kanchan ve ark.,
2015).

Gelisimsel mine defektleri, hipoplazi ve diffiiz/ smurlari belirgin opasiteler;
fluorosis ve amelogenesis imperfekta gibi dental defektleri icerir. Mine hipoplazisi,
mine matriks sekresyonunda duraksama, defektli kalsifikasyon veya defektli
maturasyon sebebiyle olusan bir dis kuron ylizeyi defektidir. Mine hipoplazisi veya
hipomineralizasyonu kalitsal faktorler ve cevresel faktorler sebebiyle olusabilir.
Cevresel faktorler olarak diisiiniilen beslenme faktorleri, kizamik ve su ¢icegi gibi
dokiintiilii hastaliklar, kongenital sifilis, hipokalsemi, dogum travmasi veya prematiire
dogum, fluor intoksifikasyonu gibi sistemik faktdrlerin yani sira, enfeksiyon veya siit
disi travmasi gibi lokal faktorlerin de defekt olusumuna sebep olabilecegi iddia
edilmektedir. Kalitsal hipoplazi veya hipomineralizasyona amelogenesis imperfekta

denir (Kanchan ve ark., 2015). Otozomal dominant, otozomal resesif, cinsiyet
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baglantili gegisler olabilecegi gibi nadir goriilen kalitim modelleri ve nadir vakalar da
bulunmaktadir (Crawford ve ark., 2007).

Calismamizin amaci, prenatal donemde maruz kalinmasinin amelogenesis
tizerinde etkisi oldugunu diisiindiigiimiiz dort etiyolojik faktoériin mine olusum
stirecine ve mine matriks olusumunda Onemli role sahip olan amelogenin ve
ameloblastin {izerine etkilerinin arastirilmasidir. Calismamiza dahil ettigimiz
faktorlerden BFA toksifikasyonu ve amoksisilin kullaniminin amelogenesise etkisini
arastiran ¢esitli calismalar mevcuttur (Indahyani ve ark., 2007; Gottberg ve ark., 2014;
Jedeon ve ark., 2013 ). Kronik stres ve enfeksiyonun mine olusum siirecine etkisini
arastiran bir ¢aligmaya ise literatiirde rastlamadik.

Hayvanlar, milattan once 300’lii yillardan beri biyomedikal ¢alismalarda
kullanilmaktadir (Hajar, 2011). Canli hayvanlarin kesilerek incelenmesi, filozoflarca
uygulandig ilk yer olan Yunanistan’a dayanir. Bu donemde canlilarin anatomilerinin
Ogrenilmesi lizerine yogunlasan tip bilimi, sonraki donemlerde fizyolojik deneyler
uygulamaya baglamigtir. On dokuzuncu yiizy1l sonlarindan itibaren, hayvan deneyleri
giderek artmis ve biyomedikal arastirmalarinin ayrilmaz bir pargasi haline gelmistir
(Zortuk ve Kirag, 2010).

Deney hayvani olarak kullanilmis ve kullanilmakta olan tiirler; sigan(rat), kobay,
tavsan, kopek, kedi, domuz, koyun, amfibi, balik, kus, boga, primatlar ve
striingenlerdir (Zortuk ve Kirag, 2010; Sengupta, 2012). Kullanilan deney
hayvanlarimin %80’ini kemirgenler, kemirgenlerin %20’sini sicanlar olusturmaktadir
(Sengupta, 2012). Siganlar, dis yapilarinin ve dise ait dokularin gelisiminin, insan
disine benzerligi sebebiyle, dis gelisimini etkileyen faktorlerin arastirilmasi agisindan
deneysel calismalarda sik kullanilan hayvanlardir (Grift ve Farris, 1942). Biz de
calismamizda iyi bir deney modeli olusturmalari, bakimlarinin ve iiretilmelerinin daha
kolay olmasi, ¢ene ve dis yapilarinin deneysel caligmalara uygun olmasi sebebiyle
siganlar1 tercih etmis bulunmaktayiz.

Sicanlarda 4 kesici ve 12 molar dis olmak iizere tek set dislenme mevcuttur. Insan
disleri gibi mine, dentin, sement ve pulpaya sahiptirler ve amelogenesis siireci de insan
disleriyle benzerdir. Kesici dislerin sadece labial yiizeyi mine ile kaplidir ve yasam
boyu siirmeye devam ederler. Molar dislerin tiiberkiil tepesi hari¢ tiim kuron yiizeyi

mine ile kaphdir (Grift ve Farris, 1942). Amelogenesise etki eden faktorlerin
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incelenmesinde si¢an kesici ve molar digleri aragtirmalarda kullanilmaktadir (Gottberg
ve ark., 2014; Nishikawa ve Abe, 2010; Guo ve ark., 2015). Kesici disler omiir boyu
siirme Ozellikleri sebebiyle, belli bir donemde uygulanan etkenin siirme miktar
hesaplanarak incelenebilmesi imkani sebebiyle tercih edilirken (Bourd-Boittin ve ark.,
2004; Yamaguti ve ark., 2005; Miwa ve ark., 2013 ), prenatal donemde uygulanan
etkenlerin amelogenesise etkisini arastirmak amaciyla molar disler de gegmis
calismalarda kullanilmistir (Gottberg ve ark, 2014; Chen ve ark., 2012; Correa ve ark.,
2014). Biz, hamile siganlara gesitli ¢evresel toksifikasyonlar uyguladigimiz
calismamizda, yavru siganlarin mine yapilarinin iu hayatta olusuyor olmasi, 18. giine
kadar heniliz siirmemeleri ve ilgili ameloblastlarin tiim fazlarimin histolojik ve
immiinohistokimyasal olarak incelenebilir olmas1 sebebiyle Sant’Anna ve ark. (2005)
gibi siirmemis molar dislerde ¢alismayu tercih ettik ve yine ameloblastlarin tiim gelisim
asamalarin1 gézlemleyebilmek amaciyla sicanlart Kondo ve ark.’na (2001) benzer
sekilde postnatal 10. giinde sakrifiye ettik.

Mine defektlerini tespit etmek ve incelemek i¢in bir¢ok goriintiileme yontemi ve
histolojik yontemden faydalanilmaktadir. Isik mikroskobu, kontakt mikroradyografi,
bilgisayarli mikrotomografi, taramali elektron mikroskobu calismalarda siklikla
kullanilan goriintiileme yontemlerinden bazilaridir (Kumazawa ve ark., 2012; Jedeon
ve ark., 2013; Chen ve ark., 2012). Rutin histolojik boyama yontemlerinin yaninda,
immiinohistokimyasal yontem, amelogenesisde rol alan proteinlerin yogunlugunun
incelenmesi var olan defektlerin derecesinin kantitatif olarak belirlenmesine imkan
saglamaktadir (Ping ve ark., 2006; Li ve ark., 2017). Biz de calismamizda De Souza
ve ark. (2015) gibi immiinohistokimyasal yontemle mine proteinlerinin yogunlugunu,
Porto ve ark. (2009) gibi stereomikroskopla mine yiizeyinin makroskobik goriintiisiinii
inceledik.

Gelismekte olan dislerin mine matriksi, son yillarda kesfedilen ve hentiz ¢ok fazla
calisiimamis bir glikoprotein olan amelotinin disinda uzun yillardir ¢alisilan temel
yapisal proteinler olan amelogenin, enamelin ve ameloblastini igerir. Bu proteinler
SCPP ailesine ait atadan kalma bir genden koken alirlar. Enamelin ve ameloblastin,
insan kromozom 4’iin q kolunda kiiciik bir alandadirlar (4q13). insan amelogenin geni
X ve Y kromozomlarinda bulunur. Amelogenin geni cinsiyet kromozomlarina yer

degistirirken; enamelin ve ameloblastin orijinal kromozomlarinda kalir. X- kromozom
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amelogenin geni (AMELX) ve enamelin genindeki (ENAM) mutasyonlar
nonsendromik mine malformasyonlarina sebep olur. insan ameloblastin geninde
(AMBN) hastalik olusturan mutasyonlar gézlenmemis fakat fare Ambn geninde ekzon
5 ve 6’nin silinmesiyle neredeyse hi¢c mine formasyonu olmadigr goriilmiistiir
(Bartlett, 2013; Fukumoto ve ark., 2004).

Mine matriks proteinleriyle ilgili aydinlatici iki nokta vardir. Birincisi mine
formasyonu icin gerekli olmalar1 fakat daha sonra onlar1 matrikse salgilayan
ameloblastlar tarafindan absorbe edilmeleridir. Bu ylizden proteinler mine formasyonu
icin gereklidir fakat final olgun {iriiniin bir parcas: degillerdir. Olgun minede sadece
eser miktarda protein kalir. ikinci énemli nokta ise ¢oklu dis eksikligi veya mine
eksikligi olan tiirlerde mine matriks proteinlerini kodlayan genler dejenere oldugunun
tespit edilmesidir. Dissiz kuslarda ve ¢ubuklu balinalarda amelogenin, ameloblastin ve
enamelin genlerinin dejenere oldugu goriilmektedir. Digsiz memeli tiirlerinde
fonksiyonel amelogenin geni dejenere olmustur. Buna gére amelogenin, ameloblastin
ve enamelin sadece mine gelisiminde dnemlidir ve mine olmayan tiirlerde bu genlerin
olmasmin herhangi bir avantaji yoktur. Bazi gruplar spesifik mine matriks
proteinlerinin mine formasyonu gorevinin yaninda molekil iletisiminde Onemli
oldugunu ileri siirmiistiir. Fakat digsiz veya minesiz memelilerde bu genlerin
fonksiyonel olmamasi bu goriisiin dogru olmadigint diisiindiirmektedir (Bartlett,
2013).

Amelogenin minede en fazla bulunan proteindir ve mine formasyonunda
onemlidir (Bartlett, 2013). Insanlar ve domuzlarda X ve Y kromozomlarinda birer tane
amelogenin geni varken farelerde sadece X kromozomunda bulunur (Yamakoshi,
2011). Memelilerde amelogenin aminoasit sirasinin N- ve C- sonlanmalar1 ¢ok iyi
korunur ve C- sonlanmasi fazla yiikliidiir. I¢ kisimdaki protein 8.0 pI iken sonlanma 4
pl’ dir. Erkek insanlarin amelogenin mRNA’sinin %90°1 X kromozomundan
cikmaktadir. Genlerinden Amelx ¢ikarilmig farelerde, defektif ve hipoplastik mine ve
organize olamamis mine ¢ubuk paterni goriilmiistiir. Amelogenin sadece Serl6
forsorile oldugunda posttranslasyonel modifikasyon gosterir fakat transkriptleri 16 X-
kromozomsal fare amelogenin mRNA’s1 olusturmak i¢in yaygin bir alternatif
birlesmeye gider. Amelogenin alternatif birlesmesinin fonksiyonu net degildir

(Bartlett, 2013). Onceki calismalar amelogenin eksik farelerde en sik goriilen Amelx
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transkriptini igeren transgenler kullanmistir. Bu transkriptler fare 180 aminoasit
amelogenin proteini (M180) ve fare 59 aminoasit proteini (M59) kodlamaktadir.
Amelogeninsiz farenin mine kalinlig1 normal fare minesinin %10-20’sidir. M180 mine
kalinligin arttirip ¢ubuk paternini gelistirirken M59 bdyle bir etki gostermemektedir.
Iki transgen de ayni farede oldugunda, mine kalinlig1 ve ¢ubuk yapisi gelisiminin
M180’nin tek basina oldugu duruma kiyasla artig gosterdigi goriilmiistiir. Bu mine,
molarlarda normal mine kalinliginin yarisindan biraz fazla, keserlerde 1/3’idiir
(Gibson ve ark., 2011). Alternatif baglanmis amelogenin transkriptlerinin kalma
sebepleri belirsiz olsa da mine kalinligi olusmasinda katki sagladigi ve mine
cubuklarinin ¢aprazlanmasini sagladigi goriilmiistiir (Bartlett, 2013).

Ilging olarak amelogeninle ilgili yapilan birgok in vitro calismada mine
formasyonunu nasil indiikledigi agiklik kazanmamistir. Daha az miktarlarda bulunan
diger proteinlerle ilgili ¢cok az bilgi mevcuttur. Glikozillenmis ameloblastin ve yiiksek
derecede glikozillenmis enamelinin aksine amelogenin salgilamak ve saflastirmak
daha kolaydir. Tek fosfat igeren posttranslasyonal modifikasyonu vardir. Bu yiizden
bakteri ekspresyon sistemleri veya fazla miktarda olmasindan dolayr olgunlasmamais
domuz disinden ayristirilabilir. Bu yontemlerin higbiri in vitro kristal biiylimesi
deneyleri i¢in yeterli miktarda olmadigindan enamelin ve ameloblastin i¢in uygun
degildir. Nakavt fare modelleriyle yapilan ¢alismalardan elde edilen bilgilere gore
amelogenin kendi basina kristal biiylimesi ve mine formasyonu baglatmamaktadir
(Bartlett, 2013). Ameloblastin ve enamelin genleri ¢ikarilan farelerde gergek mine
olusumu ve kristal yapis1 gozlenmemektedir (Fukumoto ve ark., 2004; Hu ve ark.,
2008). Dikkat ¢ekici bir sekilde amelogeninsiz farelerde normal fare minesine oranla
daha az olmakla beraber oOl¢iilebilir kristaller ve kristal organizasyonu goriilmiistiir
(Wright ve ark., 2011). Ameloblastin ve enamelinin izole edilmesi ve saflastirilmasi
zor olsa da mine gelisimi agisindan 6nemi anlasilmistir (Bartlett, 2013).

Insanda X bagimli amelogenesis imperfekta sebebi olarak iki tam gen
silinmesini igeren on sekiz AMELX mutasyonu gosterilmigtir. X bagimh
amelogenesis imperfekta tim AI'nin %5’ini olusturur (Hu ve ark., 2012). Mutasyon
lokasyonuna gore mine fenotipi degisir, fakat kadinlar1 etkileyen belli AMELX
mutasyonlart normal ve hipoplastik mine bantlar1 igeren vertikal c¢izgiler

olusturmaktadir. Bu, muhtemelen gelisim siirecinde defektif ve normal X-
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kromozomlarmin random olarak inaktive olmasindan kaynaklanmaktadir. Etkilenmis
erkeklerde ise daha siddetli bir fenotip goriilmektedir (Bartlett, 2013). AMELY
mutasyonlarinda hi¢ Al vakasi rapor edilmemistir ve AMELY ¢ikartilan iki bireyde
normal mine yapist gozlenmistir (Lattanzi ve ark., 2005). AMELX ve AMELY
genlerinin ikisi de 7 ekzon icermesine ragmen bu genler ayrilir ve homolog bir yeniden
kombinasyona ugramazlar. Bu nedenle bu genler adli tipta cinsiyet belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Bartlett, 2013). Amelogenin eksikligi, amelogenin nakavt farelere
benzer sekilde, insanlarda da daha ince bir mine tabakasi olusumuyla
sonuclanmaktadir. Bu tabaka dis lateral yiizeylerine kiyasla tliberkiil tepeleri ve
marjinal kenarlarda daha kalindir (Hu ve ark., 2012). Amelogeninin mine kristali
niikleasyonunda gorev almadig: fakat kristallerin boy uzamasi ve organize olmasinda
gerekli oldugu goriilmiistiir (Bartlett, 2013).

Ameloblastin, minede en sik goriilen ikinci proteindir. AMBN geni 4q21
kromozomunda bulunur ve 13 ekzona sahiptir (Mardh ve ark., 2001). lk olarak domuz
minesinden izole edilen ameloblastin, SDS PAGE’de (Sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi) agirlig1 13-17 kDa arasinda degisen nonamelogenin bir
protein olarak tamimlanmigtir (Fukae ve Tanabe, 1987). Immiinohistokimyasal
caligmalarda bu proteinin mine cubuklar1 arasinda kin boslugu denilen alanda
bulundugu gosterilmis, bu nedenle bu proteinlere kin proteinleri denilmistir (Uchida
ve ark., 1991). Kin boslugunda bulunan proteinler ameloblastinin bozunma
iriinleridir. Yeni olusan mineden en uzakta bulunan bozulmamis ameloblastin, yikim
tirtinleri gibi kin boslugunda degil, mine ¢ubuklarmin tizerinde bulunur (Uchida ve
ark., 1997). Bu bilgi, tam uzunluktaki ameloblastinin mineralizasyon cephesinde bir
rol oynadigini ve ayrisip kin boslugunda biriktiginde farkli bir fonksiyonu oldugunu
oOne siiren ilk veridir (Bartlett ve Simmer, 1999).

Neredeyse es zamanli olarak, ikisi sicandan biri domuzdan olmak tizere ii¢ farkl
grup birbirlerinden bagimsiz olarak ameloblastin cDNA’s1 klonlamistir. Bu sebeple
farkli isimler 6nerilmistir. Sigan proteinine ‘ameloblastin’ (Krebsbach ve ark., 1996)
ve ‘amelin’ (Cerny ve ark., 1996), domuz proteinine ‘sheatlin’ (Hu ve ark., 1997) adi
verilmistir. Genin ismine ise ‘ameloblastin’ (Ambn) adi verilmistir. Domuzda,
bozunmamis bir ameloblastin proteini 395 amino asitten olusur fakat SDS PAGE’de

beklenen yaklagik 62 kDa molekiil kiitlesinden daha yiiksek sekilde gog¢ etmistir.
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Akabinde ameloblastinin Ser86 ve Thr348’de O-glikozillenmis, Prol1 ve Pro324’te
hidroksillenmis oldugu ve golgi kazein kinaz ile fosforilasyona ihtiya¢ duyan dort
serine (Serl5, Serl7, Ser209 ve Ser210) sahip oldugu kesfedilmistir (Brunati ve ark.,
2000). Ameloblastin mRNA’s1 farkli baglanmalar gosterir ve baglanma sekli
ameloblastin proteininin glikozilasyon durumunu belirler (Kobayashi ve ark., 2007).
Sinyal peptidi harig, gecis tiriinleri 380 ve 395 amino asitten olusur ve daha kiiciik olan
ameloblastin izoformu daha biiyiik olandan ekzon 5’in 5. sonlanmasinda kodlanan 15
amino asit eksikligiyle ayrilir. Fonksiyonu tam olarak anlagilamasa da, bu N-sonlanma
alani tiirler arasinda yiiksek derecede korunmustur ve Ser86 O-glikozilasyon alani
igerir. Bu sebeple ameloblastin translasyon sonrasi ¢ok sayida modifikasyon gegirir ve
farkli baglanmistir. Daha kiiciik olan baglanma {iriinlerinin tranlasyonu,
ameloblastinin iki O’ya bagl fosforilasyon bolgesinden birini igeren yiiksek derecede
korunmus alanin kaybiyla sonuglanir (Bartlett, 2013).

Bozunmamis ameloblastin gelismekte olan minenin isareti olan bir komponenttir
ve asla in vivo olarak izole edilemez (Chun ve ark., 2010). Ameloblastinin MMP20
tarafindan pargalanmasi, domuz mine matriksindeki tiim ameloblastin yikim {irlinlerini
aciklamaktadir. N sonlanma alanindan salinan baslangi¢ yikim iirtinleri, SDS-PAGE
jellerinde oncelikle gozlenen 17 ve 13 kDa tirtinleri (Fukae ve Tanabe, 1987) ve ayrica
bir 15 kDa yikim triintinii igerecek sekilde ti¢ tanedir (Fukae ve ark., 2006). Daha
sonra MMP20’nin ameloblastin yikim bdlgesi se¢imiyle ilgili yapilan detayli
analizlere géore MMP20 yikim {iriinleri meydana getirmek i¢in 6ncelikle N terminaline
yakin olan ii¢ bolgeden birinde bulunan biiyiik ameloblastin baglanma {iriiniinii (395
atom grubu) parcalar. Bu baglangig iirtinleri daha sonra ayni1 alanlarda veya ¢ogunlukla
C sonlanmasina yakin olan sekonder alanlarda ikinci veya ii¢ilincii kez tekrar yikilir. N
sonlanmasi yikim tiriinleri mine tabakasi boyunca kin boslugunda birikirken, kalsiyum
baglayan C sonlanmasi yikim {iriinleri mine ¢ubuklarinin iizerindedir ve yeni olusmus
mine yiizeyinden 50 um sonraki derinliklerde saptanamazlar (Murakami ve ark.,
1997). Bu durum, ameloblastinin bozunmaya elverigli, yapisal olmayan bir
baglayiciyla baglanmis N- ve C- sonlanma alanlarina sahip oldugunu gosteren 3
boyutlu insan ameloblastin modeliyle de uyumludur (Vymetal ve ark., 2008). Bu

bilgiler, ameloblastinin olugsmakta olan minenin farkli alanlarinda bulunan ve mine
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gelisiminde farkli roller oynadigi tahmin edilen N- ve C- sonlanma yikim iiriinlerinin
oldugu yoniindeki gegmis verileri pekistirmektedir (Bartlett, 2013).

Ameloblastin, ¢ubuklu balinalarin belli tiirlerinde ps6dogen olarak bulunur ve
diger dokularda kritik fonksiyonlara sahip oldugunu 6ne siiren yayinlara ragmen,
fareden Ambn’in silinmesi sadece mine gelisimini etkilemistir (Meredith ve ark.,
2011). Son zamanlarda ameloblastinin kok gelisimi i¢in de dnemli oldugunu ileri siiren
yayinlar da mevcuttur. Fakat ameloblastin mutasyonlu bir fare ¢calismasinda mutant
farenin kok formasyonunun dogal fenotipli ve Ambn +/- fareden farkli olmadigi rapor
edilmistir. Ameloblastinin hakkinda en fazla yayin yapilan alternatif fonksiyonu
kemik yapimi ve tamiri ile ilgilidir. Fakat NCBI UniGene veritabaninda AMBN
arandiginda EST profili insan ve fare kemiginde tek basina AMBN transkripti
bulunmadigr goriilmektedir. Diger taraftan EST Profili fare molarlarindan bir EST
analizi igermektedir ve fare molar dokularida Ambn transkripti bulunmustur (Bartlett,
2013).

Insanda AMBN mutasyonlarinin AI’ya neden oldugu heniiz bulunmasa da,
Ambn’den ekzon 5 ve 6’nin silindigi bir fare modeli mevcuttur. Aslinda bu fare
modelinin gercek bir nakavt Ambn modeli kabul edilmesinden sonra ayn1 farede ekzon
5 ve 6’s1z bir Ambn mRNA ekspresyonu oldugu ve bu kesilmis mRNA’nin fare mine
organindan hiicrelere ge¢is yaptig1 kesfedilmistir. Fakat daha 6nce de belirtildigi iizere
bu proteinin mutasyonu siddetli bir mine fenotipine sebep olur. Bu fenotipte, dentin
tizerinde ¢ok ince displastik bir mineralize materyali birikir ve bu materyal mine
sayllamayacak gubuksuz ve kristalsiz bir yapidir (Wazen ve ark., 2009). Ilging bir
sekilde, ameloblastlarin minenin olusacagi boélgeye komsu olan bazal membrana
yapistig1 salgi oncesi faz siirecinde, Ambn mutasyonu olan ameloblastlar da normal
bir sekilde organize olur ve salgi fazi1 ameloblastlarina doniismek i¢in karakteristik
uzama siirecine girerler. Erken salgi fazindan sonra bazal membran ortadan
kalktiginda bu ameloblastlar matriks tabakasidan ayrilir, hiicre polaritelerini kaybeder
ve ¢ok katmani bir hiicre yapisi olusturmak icin birbirleri {izerine katlanirlar. Bu da
ameloblastinin hiicre adezyonuda rol oynadigini diigiindiirmektedir. Fakat enamelin
geninin ¢ikarilmasi da Ambn mutasyonlu farelerdekine benzer ileri displastik
ameloblast tabakasi morfolojisine sebep olur. Displastik ameloblast tabakasina

getirilebilecek alternatif bir agiklama da, Ambn mutant ve Enam’1 ¢ikarilmis farelerde
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mine tabakasi olugsmadigina gére, ameloblastlarin baglant1 aparatlart bozulmamais olsa
bile dogal olmayan yiizeylere tutunmada basarisiz olduklari seklindedir. Bazal
membran ¢oziildiikten sonra, ameloblastlar mineral ylizeyine komsu bolgelere siki
baglantilar yapmamaya baslarlar ve salgi fazina gegince mine yiizeyine gevsek bir
sekilde tutunurlar. Buna ek olarak dogal fenotip ameloblastlar, mine tabakasi hizla
kalinlagirken geriye hareket eder ve servikal kavisteki hiicre proliferasyonu
ameloblastlarin dentinden uzaga dogru olan bu hareketini kompanse eder. Ambn ve
Enam mutasyonlarinda goriilen sekilde mine kalinligi azaldiginda, ameloblastlar
normalde kapladiklarinan daha kiigiik bir alan kaplar; bu da diplastik morfolojiye sahip
olmalarina sebep olur (Hu ve ark., 2011). Ambn mutasyonlu farelerde erken salgi
fazindan sonra kesintiye ugrayan bir ameloblast tabakasi morfolojisi olmasina ragmen,
bu durum hizla kalinlasmasi gereken mine tabakasinin neredeyse tamamen yok
olmasmin sekonder bir sonucu olabilir. Ameloblastin ve enamelinin 6nce kristalit
niikleasyonu, daha sonra ise kristalit uzamasinda daha etkin rol oynadigi
diistiniilmektedir (Bartlett, 2013).

Bu calismada, mine olusumunda direk etkili olduklar1 bir¢ok ¢aligmada rapor
edilmis olmasi nedeniyle, immiinohistokimyasal inceleme i¢in amelogenin (Massa ve
ark., 2006) ve ameloblastin (Lee ve ark., 2003) proteinleri tercih edilmistir.

Mental bozukluklar diinya genelinde 450 milyon insan1 etkilemektedir (De Brito
Guzzo ve ark., 2015). Kronik stresin, popiilasyonun biiyiik bir kisminin maruz kaldig:
bir etken oldugu kabul edilmektedir (Glaser, 2005). Ustesinden gelinmeyen kiigiik
problemler giinden giine biiyliyerek siddetli hastalik durumlarina yol agmaktadir
(Semenoft ve ark., 2013). Depresyon, hamile kadinlarin %10-20’sini etkileyen bir
bozukluktur (Bourke ve ark., 2013). Kadinlarin, 6zellikle ergenlik ve menapoz gibi
gelisimsel periyodlarinda, premenstural donemlerinde veya dstrojen ve progesteron
seviyelerinin degistigi durumlarda duygu durum degisimi ve anksiyete gibi
bozukluklar gelistirmeye daha yatkin olduklari bilinmektedir (Solomon ve ark., 2009).
Hamilelik de benzer bozukluklara yatkinligin artabildigi kritik bir siiregtir (Guardino
ve Schetter 2014). Hamilelik, bir kadinin sosyal, profesyonel, duygusal hayatinda ve
viicudunda keskin degisikliklerle karakterize bir kriz donemidir. Bilindigi iizere
modern diinya kadina, embriyoyu hamilelik boyunca tagima, dogum ve emzirmenin

disinda anne olma kavraminin sosyal roliinii de yiiklemektedir. Eklenen bu
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sorumluluklar anatomik, fizyolojik ve psikolojik degisimlerle birlestiginde stres
faktorlerinin etkisini arttirarak yasam kalitesini etkileyebilir (De Brito Guzzo ve ark.,
2015).

Organizmanin varligi, stres etkenleri tarafindan stirekli bozulan hemostatik
dengenin saglanmasina dayanir. Beyin, bu stres etkenlerini tehdit edici veya tehdit
edici olmayan seklinde smiflaylp, uygun fizyolojik ve davranigsal yanitlar
olusturmaktan sorumludur (McEwen, 2007). Hemostaz1 tehdit eden veya kesintiye
ugratan ve stres yanitt olusumunu aktive eden her tiirlii kuvvete stres etkeni denir. Bu
etkenlere verilen yanitlar, ¢esitli endokrin, metabolik, immiin ve néral savunma
yanitlar1 seklindedir (Meaney ve ark., 1985). Stres etkeni elimine edildiginde, stres
yanit1 sona erer ve organizma hemostaza doner. Beynin stres yanitinin birincil
biyolojik mekanizmasi hipotalamus hipofiz adrenal (HPA) akstir. Beyin bir stres
uyarani1 aldiginda, hipotalamustaki paraventrikiiler g¢ekirdek, kotrikotropin salgi
faktorii (CRF) ve arginin vazopresin (AVP) salgilar. CRF ve AVP 6n hipofizden
adrenokortikotropik hormon (ACTH) salgisin1 stimiile ederek, adrenal bezlerden
glukokortikoid (GC) ve mineralokortikoid salimini aktive eder. GC kan dolasimina
katilir ve enerji substratlarinin yararlanilirliklarini arttirmak suretiyle katabolik prosesi
uyarir. HPA aksi, negatif feedback ile regiile edilir; GC seviyesi belli bir noktaya kadar
arttiginda, ACTH ve CREF salgis1 durdurularak yanit sonlandirilir (Kofman, 2002).

Kemirgenlerdeki major GC kortikosteron iken, insanlarda kortizoldiir. HPA
aksinin aktivasyonu, immiin yanit1 ve hiicre biiylimesi ve {iretimi gibi siiregleri gegici
olarak baskilayarak, hayvanin tiim kaynaklar1 stres etkenini elimine etmeye
harcamasini saglar (Kofman, 2002). Bu yanit, akut stresin elimine edilmesi i¢in faydali
ve avantajlidir. Uzamis ve kalici stres sonucunda HPA aksinin kronik hiperaktivitesi,
uyumsuz bir hemostaz durumuna sebep olur (Talge ve ark., 2007). Uzamis stres ve
kronik GC salinimi, doku hasari, gecikmis metabolizma ve immiin yanita sebep
olmaktadir (Meaney ve ark., 1985).

Stres yanit1 hamilelik siirecinde aktive olursa HPA aksinin etkileri anneyle sinirlt
kalmaz. GC gibi annenin adrenal bezinden salgilanan lipofilik steroidler plasenta
bariyerini kolaylikla asip, gelismekte olan fetiise etki edebilirler (White ve ark., 1997).
Fetal donemde maruz kalinan kronik stres, yavrunun gelisimini duraksatirken,

noroendokrin organizasyon, biyokimyasal, fizyolojik ve davramigsal gelisim
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stireglerinde kisa veya uzun vadeli gecikmelere sebep olur (Viltart ve Vanbesien-
Mailliot, 2007 ). Hamilelik siirecinde artan GC seviyesi, azalmis dogum agirlig1
(Meaney ve ark., 2007), dentat girusta hiicre proliferasyonu azalmasi (Lemaire ve ark.,
2000), hipertansiyon ve tip 2 diyabet gibi yetiskinlik donemi hastaliklar1 (Seckl, 2004),
beyin fonksiyonu degisiklikleri (Darnaudery ve Maccari, 2008), sizofreni ve
Alzheimer (Sanchez-Cardoso ve ark., 2009) gibi bircok bozuklukla iligkili
bulunmustur. Ayrica prenatal stres erken dogum ve diisiik dogum agirligina da sebep
olmaktadir (Wadhwa ve ark., 2004).

Gegmis c¢alismalar, farkli stres tiirlerinin kemik biiylime gelisimini ve
fonksiyonunu etkiledigini gostermistir (Semenoff-Segundo ve ark., 2012). Dancause
ve ark. (2012), prenatal strese maruz kalan yavrularin uzun kemiklerinin daha kisa
oldugunu; Mooney ve ark. (1985), asimetri gelistirme seviyelerinin daha yiiksek
oldugunu rapor etmislerdir. Bu verilerin tersine Amugongo ve Hlusko (2013), strese
maruz kalmis yavrularda kontrol grubuna kiyasla kemik hacmi artisi, Siegel ve ark.
(1977), uzuv boylarinda genel bir artis tespit etmislerdir.

Kisa siireli psikolojik stres ajaninin etkisi olarak tanmimlanan akut stresin,
immiiniteyi, antijen, antikor ve sitokin tiretimini arttirdig: diistiniilmektedir (Dhabhar
ve McEwen, 1997). Uzun siireli bir etki olan kronik stresin ise Ig A ve Ig G miktari,
notrofil fonksiyonu ve sitokin iretimini, dolayisiyla immiin yaniti azalttig
belirtilmektedir (Peruzzo ve ark., 2008). Cok sayida hayvan (Benatti ve ark., 2008;
Takada ve ark., 2004) ve insan (Hilgert ve ark., 2006; Genco ve ark., 1998) calismasi,
stresin periodontal hastalik olusumu ve ilerlemesinde etkili oldugunu rapor etmistir.
Bir¢ok organ ve sistemi etkileyen bu faktoriin cevresel faktorlere oldukga hassas olan
amelogenesis siirecini de etkileyebilecegini diisiindiigiimiizden, prenatal kronik stresi
de potansiyel etiyolojik faktor olarak deney gruplarimiza dahil ettik.

Giliniimilize kadar yapilan sigan calismalarinda farkli yontemlerle kronik stres
modelleri olusturulmustur. Soguk havada immobilizasyon (Semenoff-Segundo ve
ark., 2012), hareket kisitlamasi (Rivera ve ark., 2012; Semenoff ve ark., 2013;
Monteleone ve ark., 2014), kafesi 45° egimlendirme, suda birakma, kuyruk kistirma,
kirli kafeste birakma, giiriiltii (Jiang ve ark., 2014), 12:12 aydinlik ortamda birakma
(Vernikos-Danellis ve ark., 1970; Semenchenko ve ark., 2004; Alterman ve ark., 2012;
Fontanetti ve ark., 2013) gibi ¢ok cesitli yontemler kullanilmistir. Biz de Fontanetti ve
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ark. (2013) gibi 12:12 aydinlik ortamda birakma modelini tercih ettik. Aydinlik stres
stimulusunun eriskin siganlarin sirkadiyen ritme ait néronlarinin senkronizasyonunu
bozdugu (Ohta ve ark., 2005) ve prenatal stresin dis siirmesinde gecikmeye yol
actigini gosteren ¢alismalar (Meek ve ark., 2000) rapor edilmistir.

Peruzzo ve ark. (2008) stres olusturulmus periodontal hastalik modellerinde,
hastaligin ilerleme hizi ve alveolar kemik kaybi1 miktarin1 anlamli derecede yiiksek
bulmuslardir. Periodontal hastalik olusturulmus siganlarda histolojik atagsman ve
kemik kaybinin stres grubunda daha yiiksek oldugunu rapor edilmistir (Semenoff-
Segundo ve ark., 2012; Rivera ve ark., 2012). Semenoff ve ark. (2013), kronik stresin
apikal periodontitis ve endodontik hastalik ile iliskisini inceledikleri ¢alismalarinda,
stres grubundaki si¢anlarda periodontal yikimin kontrol grubuna gdre anlamli
derecede yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.

Fontanetti ve ark. (2013), prenatal kronik stresin yavrunun dis siirme siirecine
etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, stresin kemik hacminde artis, osteoklast sayisinda
azalma ve dis siirmesinde gecikmeye sebep oldugunu rapor etmistir.

Aminabadi ve ark. (2016), prenatal stresin yavrudaki kraniofasial biiylimeye
etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda, deney grubunda 6n kafa kaidesi ve yliz kemikleri
uzunluklarinda artig tespit etmislerdir. Kranial genislik, mandibular ol¢limler ve
posterior kraniyal yiikseklik ve genislikte ise kontrol grubuna gdre anlamli farklilik
bulunamayan ¢aligmada, prenatal kronik stresin kafa kaidesi ve nazal septumdaki
endokondral biiylimeyi attirarak kraniofasial biiylime siirecinde gecikmelere yol
acabilecegi belirtilmistir.

Bizim g¢alismamizla kiyaslanabilecek tek ¢alisma olan Tao ve ark. (2016)’nin,
sirkadiyen ritmin mine gelisim siirecine etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda hem
12:12 karanlik ortam modeli, hem de bizim stres modelimize benzer bir 12:12 aydinlik
modeli olusturulmustur. Bu arastirmacilar, fare yavrulariin alt birinci molar dislerini
inceledikleri c¢alismalarinda, dogumdan 10. giine kadar 12:12 aydinlik ortamda
birakilmis farelerin ameloblastlarinin AMELX immiinekspresyonunda ve dis minesi
gelisiminde histolojik olarak anlamli derecede gecikme oldugunu tespit etmislerdir.
Biz de ¢caligsmamizdaki kronik stres modelimizde AMELX immiinekspresyonunda tiim
fazlarda kontrole gore azalma oldugunu ancak bu azalmanin sadece olgunlasma

fazinda istatistiksel olarak anlamli oldugunu tespit ettik. Ancak bu arastiricilar 12:12
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aydinlik ortam1 kronik stresten ziyade sirkadiyen ritmin bozulmasina ve dolayisiyla
melatonin sekresyon eksikligine baglamislardir. Nitekim melatonin antagonisti
muamelesi yapilan farelerde de benzer sonucu bulmuslardir. Bunun yaninda, AMBN
immiinekspresyonunu da degerlendirdigimiz calismamizda, tiim fazlarda kontrole
gore azalma oldugunu ve bu azalmanin hem gecis hem olgunlagsma doneminde
istatistiksel olarak anlamli oldugunu gordiik.

Kumasaka ve ark. (2010) melatoninin salgi fazindaki ameloblastlarda eksprese
oldugunu ve melatoninin dis germinde odontojenik hiicrelerin hiicresel fonksiyonlarini
diizenleyerek dis gelisiminde fizyolojik bir rol oynadigini ilk defa bildirmistir. Liu ve
ark. (2013) ve Zheng ve ark. (2014) tarafindan odontogenesise etkisi aragtirilmistir
ancak melatoninin amelogenesis siirecine etkisini inceleyen ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Son yillarda, maruz kalinan kimyasallarin, her giin alinan diisiikk dozlar seklinde
dahi olsa, 6zellikle erken ¢ocukluk doneminde sagligimiza diisiiniilenden daha fazla
zarar verdigi endisesi giderek artmaktadir (Vandenberg, 2014).

BFA, yilda 4.5 milyon ton iiretimle plastik endiistrisinde genis kullanima sahip
olmasi nedeniyle ilgi ¢eken, dstrojen reseptoriine baglanan bir kimyasaldir. BFA, suda
bir miktar ¢6ziinebilen bir bilesiktir ve plastiklerden sizabilmektedir. Bu nedenle
cogunlukla polikarbonat plastikten yapilmis yemek kaplar1 veya plastik pipetler gibi
tiriinlerden sindirim veya oral mukozadan absorbsiyon yoluyla maruz kalinmaktadir
(Vandenberg ve ark., 2007). Avrupa Birligi {ilkelerinde, Mart 2011’den beri
biberonlarda BFA kullanilmas: yasaktir. Fakat, yapilan ¢aligmalar BFA igermeyen
plastik materyallerin de 0strojen benzeri Uiriinler sizdirdigini gostermistir. Kimyasallar
ayr1 ayri diisiik dozlarda bulunsa dahi, birlikte biiyiik hormonal etkiler yaratmaktadir
(Yang ve ark., 2011). Maruz kalinabilecek diger BFA kaynaklari, ¢6p solunmasu, fissiir
ortiiciiler gibi dental materyallerden sizma ve fatura gibi sicak kagitlarin deriyle
ve/veya agizla temasi olarak sayilabilir (Geens ve ark., 2011).

BFA tiirevleri, koruyucu ve restoratif dis hekimliginde giderek artan sekilde
kullanilan rezin esasl fissiir ortiiciilerin ve kompozitlerin yapisinda da bulunur. Dental
rezinler saf BFA’dan ¢ok BFA tiirevleri icermektedir. Bu BFA tiirevleri sivi
monomerlerdir ve kimyasal veya 1s1k polimerizasyonundan sonra katilagirlar (Fleisch
ve ark., 2010). BFA, dental rezinlerde katki maddesi olarak kullanilabilir fakat

tikliriigiin iki sonlu hidroksil gruplarini hidrolize etme yoluyla polimerizasyonu
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engellemesi nedeniyle formiilasyonda kullanilmaz (Tarumi ve ark., 2000). Bu sebeple
rezinin bazinda siklikla BFA’nin hidroksil gruplarina glisidil halkasiyla metil
metakrilat gruplar1 ekleyerek olusturulan BFA glisid dimetakrilat (bis-GMA)
kullanilir. Dental rezinlerde genellikle kullanilar diger BFA tiirevleri, BFA
dimetakrilat (bis-DMA), BFA diglisidileter (BADGE), BFA etoksilat dimetakrilat
(bis-DMA) ve tiretan-modifiye bis-GMA olarak sayilabilir (Fleisch ve ark., 2010).
Trietilen glikol dimetakrilat (TEGDMA) ve iiretan dimetakrilat (UDMA) gibi diger
manomerler rezine viskoziteyi arttirmak i¢in siklikla eklenir (Soderholm ve Mariotti,
1999). Dental rezinin bir bileseni olmamasina ragmen, bis-DMA 'nin tiikiiriik esterleri
ile hidrolizinin bir sonucu olarak, rezinin uygulanmasindan sonra tiikiiriikte saf BFA
tespit edilmistir (Schmalz ve ark., 1999). Bis-DMA’nin BFA’ya hidrolize oldugu
goriiliirken, bis-GMA muhtemelen kimyasal yapisi ester baglantilarindan hidrolize
olmasmi engelledigi icin bu reaksiyona girmez (Fleisch ve ark., 2010). Yapilan
calismalarda rezin esasli materyallerin uygulanmasindan hemen sonra tiikiiriikte diisiik
miktarlarda BFA’ya rastlansa da, kan oOrneklerinde BFA’ya rastlanmamasi, bu
materyallerin sistemik etkiler olusturacak diizeylerde salinmadigini diisiindiirmektedir
(Rathee ve ark., 2012). Yapilan calismalarda, sindirim yoluyla alinabilecek ortalama
BFA miktar1, ¢ocuklar icin 0.04 pg/kg/giin, yetiskinler i¢in 0.48-1.6 pg/kg/giin
seklinde hesaplanmistir. Serumda 6Slgiilen serbest halde bulunan, biyolojik olarak aktif
BFA konsantrasyonu 0.2-20 ng/mL arasindadir (Vandenberg ve ark., 2007). Cevre
Koruma Ajansi’nin (EPA) belirledigi yan etki olusturmadan alinabilecek maksimum
BFA dozu (NOAEL) olan 50 mg/kg, calismalarda hesaplanan normal giinliik alim
dozundan oldukga yiiksektir. Giinliik maksimum kabul edilebilir referans doz (RfD),
bu degerin binde biri olan 50 pg/kg/giin olarak kabul edilmistir ( Vom Saal ve Myers,
2008). Dental materyallerden BFA salimimi yasam boyunca giinliik olarak
gerceklesecek bir reaksiyon degildir ve bunun yaninda rapor edilen en yiiksek BFA
dozu da giinliik kabul edilebilir maksimum dozun altindadir. Salinim1 akut toksisite
olayi olarak diisiindiigiimiizde ise dental materyallerden tiikiiriige salinan rapor edilmis
en yiiksek BFA dozunun, letal BFA dozundan 50 000 kez diisiik oldugu goriilmektedir.
Bu veriler de dental rezinlerden BFA saliniminin insan saglhigina etkisinin minimal

oldugunu diisiindiirmektedir (Rathee ve ark., 2012).
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BFA, gastrointestinal sistem ve karacigerdeki hizli metabolizmasi nedeniyle
dokularda birikim yapmasa da (Doerge ve Fisher, 2010), her giin maruz kalinmasi
kanda her zaman diisiik konsantrasyonlarda bulunmasina sebep olur (Vandenberg ve
ark., 2007). Ayrica sindirim disinda bir yolla alindiginda karaciger ve bagirsak
metabolizmasini atladig1 i¢in biyoyararlanimi artmaktadir (Gayrard ve ark., 2013).

BFA alimimnin ‘gilivenli’ seviyelerine karar vermede karsimiza birgok problem
ctkmaktadir. BFA’nin hormon benzeri davrandigi diisiiniildiiglinde, hormonlarin ¢ok
diisiik dozlarda da etki gosterdigi goz oniinde bulundurularak BFA’nin da ¢ok diisiik
dozlarda etki gdsterebilecegi tahmin edilebilir. Yapilan ¢aligmalarda diisiik dozlarda
yiiksek etkiler gosterilmis ve bu etkiler monoton olmayan doz cevap egrileriyle
sonuglanmustir (Vom Saal ve Myers, 2008). Monoton olmayan doz cevap egrileri U
seklindedir ve muhtemelen yiiksek dozlarin diisiik doz cevabini engellemesinden
dolay1 ¢ok yiiksek ve ¢ok diisiik dozlarda daha yiiksek yanit olusturur. Ayrica BFA
disindaki endokrin duraksatici kimyasallar eklendiginde toplam etkileri daha da
artmaktadir.

NOAEL ve RfD dozlarindan diisiikk dozlarda yapilan bir¢ok calismada BFA
alimimin beyin gelisimi, davranig, lireme, biiyiime ve metabolizmay: etkiledigi
gosterilmistir (Vom Saal ve Myers, 2008). Ayrica, hormonlarin etkilerinin maruz
kalinan zamana bagli oldugu ve gelisim siirecindeki bireyleri daha fazla etkiledigi
diisiiniiliirse, kabul edilen dozlarin ¢ocuklarda daha da diisiik olmas1 gerekmektedir
(Vandenberg ve ark., 2013).

Puberte donemini takiben BFA’ya maruz kalmanin saglik agisindan olumsuz
sonuclar1 olmasinin yaninda, birincil olarak gelismekte olan organizmalarin hormon
benzeri aktivite gosteren kimyasallara asirt hassas oldugu neonatal donemdeki
etkilerinden endise edilmektedir. Yetigkin donemdeki etkiler genellikle geri
dontistimliidiir ve bu sebeple bu donemdeki etkiler i¢in ‘aktivasyonal’ etkiler terimi
kullanilmaktadir (Richter ve ark., 2007). Diger yandan BFA alimi, organ gelisiminin
gerceklestigi prenatal donemin basindan baslayip puberteye dogru devam ettiginde,
daha sonradan alim dursa dahi, etkilenen sistemlerde bozulmalarla sonug¢lanan kalici
‘organizasyonel’ etkiler gostermektedir (Hijazi ve ark., 2015). Ayrica, yetiskin bir
bireyde olumsuz etki olusturabilecek BFA dozlar1 nispeten yiiksekken (kilogram

basina miligramlar), uterusta ¢ok daha diisiik dozlarin (kilogram basina nanogramlar)
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sonraki yillarda da gozlenebilecek organ hasarlarina sebep oldugu goriilmiistiir. Sonug
olarak yetigkinlerde hasar olusturan dozlarin ¢ok altindaki dozlar gelismekte olan
fetliste zarar verici etkiler ortaya ¢ikarabilmektedir. BFA plasentadan gecip
gelismekte olan fetiise ulastiginin bilinmesi nedeniyle (Nishikawa ve ark., 2010),
diisiik dozlarda prenatal BFA aliminin etkilerini inceleyen arastirmalar yapilmis ve
BFA’nin beyin (Elsworth ve ark., 2013), kalp (Chapalamadugu ve ark., 2014), meme
bezleri (Wadia ve ark., 2013), yumurtaliklar (Veiga-Lopez ve ark., 2013), uterus
(Calhoun ve ark., 2014) ve testisleri (Horstman ve ark., 2012) iceren bir¢cok organin
gelisiminde degisiklik yaptigi rapor edilmistir. Bu defektler veya malformasyonlar
genelde dogumda goriilmemekte fakat yetiskinlik doneminde hastalik riskini arttiran
fonksiyonel degisimlere (bozulmus gen ekspresyonu, hiicre diferansiyasyonu,
proliferasyonu ve apoptozunda artis gibi) yol agmaktadir (Hijazi, 2016).

Prenatal donemde maruz kalinan BFA’nin bircok dokuda ve organda hasar
olusturdugunu gosteren caligsmalar, son yillarda arastirmacilari dis etkenlere karsi
oldukca hassas olan amelogenesis siireci lizerindeki etkilerini de arastirmaya
yoneltmistir (Houari ve ark., 2016; Jedeon ve ark., 2016). Biz de calismamizda
prenatal donemde alinan BFA’nin mine olusumuna etkisini degerlendirmek ig¢in
Jedeon ve ark. (2014) gibi mine proteinlerini inceledik.

BFA ¢alismalarinda kontrolsiiz kontaminasyonu engellemek amaciyla hayvanlar,
polipropilen (Ménard ve ark., 2014; Jedeon ve ark., 2016; Quan ve ark., 2017),
paslanmaz ¢elik (Durando ve ark., 2007; Altamirano ve ark., 2015; Kass ve ark., 2015;
Vigezzi ve ark., 2016), polistiren (Hijazi ve ark., 2015), polisiilfon (Lejonklou ve ark.,
2016) kafeslerde barindirilmiglar ve tiim ¢aligmalarda cam siselerden beslenmislerdir.
Biz de si¢anlari, deney siiresi boyunca 6zel yapilmis cam kafeslerde muhafaza edip,
sularin1 cam siselerde vererek kontrolsiiz BFA kontaminasyonunu engelledik.

Sicanlarda oOnceki yillarda yapilan g¢alismalarda kullanilmis BFA uygulama
yollari; gesitli konsantrasyonlarda etanolde ¢6ziip igme suyuna ekleme (Rubin ve ark.,
2001; Kass ve ark., 2012; Song ve ark., 2014; Altamirano ve ark., 2015; Santamaria
ve ark., 2016; Vigezzi ve ark., 2016) , susam yaginda ¢ozlip gavaj (Ahmed ve ark.,
2014), musir yaginda ¢oziip gavaj (Menard ve ark., 2014; Lejonklou ve ark., 2016;
Quan ve ark., 2017), misir yaginda ¢oziilmiis BFA’y1 kurabiyeye ekleme (Sadowski

ve ark., 2014), subkutan olarak BFA salan minyatiir ozmotik pompa implante etme
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(Durando ve ark., 2007; Dhimolea ve ark., 2014; Kass ve ark., 2015) ve diyete ekleme
(Hijazi ve ark., 2015) seklindedir. Biz de ¢alismamizda Kass ve ark.’na (2012) benzer
sekilde etanolde ¢ozdiigiimiiz BFA soliisyonunu i¢gme suyuna ekledik.

Sigcan calismalarinda 0.5 pg/kg/giin (Vigezzi ve ark., 2016; Santamaria ve ark.,
2016), 5 pg/kg/giin (Ménard ve ark., 2014; Jedeon ve ark., 2016), 25 ug/kg/giin
(Durando ve ark., 2007), 50pg/kg/giin (Santamaria ve ark., 2016;), 250 pg/kg/giin
(Kass ve ark., 2014), 50 mg/kg/glin (Ahmed ve ark., 2014) gibi ¢ok ¢esitli dozlar
kullanilmistir. Biz de ¢alismamizda Jedeon ve ark.’min (2013, 2014, 2016) mine
dokusunun incelendigi ¢calismalarina benzer sekilde 5 pg/kg/glin dozunu kullandik.

Prenatal donemde maruz kalinan BFA’nin mine gelisim siirecine etkisini arastiran
ayni gruba ait ¢esitli caligmalar mevcuttur.

Jedeon ve ark. 2013 yilinda yaptiklari ¢alismada prenatal donemden postnatal 100.
gine kadar BFA’ya maruz kalmis sigcan kesici dislerini, kontrol grubuyla
karsilastirmiglardir. Arastiricilar 30. giinde gordiikleri beyaz leke benzeri mine
defektlerini 100. Giin drneklerinde tespit edememisler ve amelogenesisin BFA’ya bir
duyarlilik penceresi oldugunu 6ne siirmislerdir. Bu ¢alismadan elde edilen verilere
gore, BFA mine yiizeyinde MIH benzeri asimetrik beyaz mat alanlar olugsmasina sebep
olmaktadir. Taramali elektron mikroskop incelemeleri bu iki grupta da benzer sekilde
mine prizmatik yapisinda azalma ve keserlerin insizal yiizeyleri ve molarlarin tiiberkiil
tepelerinde mine kirilma alanlar1 oldugunu gdstermistir. Kontrol ve deney grubu
sicanlarin mine element kompozisyonu incelenmis ve BFA’nin Ca/P ve Ca/C
oranlarinda azalma ve organik materyal konsantrasyonunda artisa sebep oldugu
bulunmustur. Western blotting ve IHC bulgularinda, BFA’nin amelogenin,
ameloblastin, amelotin, tuftelin ve MMP-20 seviyelerinde degisiklige yol agmazken,
enamelin seviyesini arttirdig1 ve KLK4 seviyesini azalttigin1 gosterilmistir.

2013 yilinda yapilan ¢alismadan elde edilen mine protein ve proteinaz
seviyeleriyle ilgili bu bulgular ayn1 grubun 2014 yilinda yaptiklart BFA’y1 da i¢eren
farkli endokrin bozucu ajanlarin mine hipomineralizasyonu iizerine etkisinin
incelendigi iki farkli calismanin sonuglariyla paralellik gostermektedir. BFA nin diger
kimyasallarla birlikte kullanilmasinin mine defekti olusum siddetini azalttig1 rapor
edilmistir. Ayrica BFA’nin erkek sican mine olusumunu etkiledigi ve ameloblast

proliferasyonunu arttirdigini bildirmislerdir.
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Jedeon ve ark. (2016), BFA’nin tek basina veya fluoridle kombine sekilde
uygulanmasinin  yavrularda mine gelisim siirecine etkilerini inceledikleri
caligmalarinda alt keser disleri pCT ve taramali1 elektron mikroskobunda incelemisler,
ayrica mine defekti olusumundan sorumlu olan genlerdeki degisimleri de
arastirmiglardir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgulara gére BFA, morfolojik olarak orta
siddette mine yikimi olustururken fluorid ile birlikteyken daha siddetli bir fenotip
olusturmaktadir. pCT analizleri, BFA’nin tek basina veya fluoridle birlikte
kullanilmasinin mine dansitesinde ve hacminde azalmaya sebep oldugunu
gostermistir. Taramali elektron mikroskop incelemeleri sonucu, BFA grubunda mine
prizmatik yapisinda azalma tespit edilmistir. RT-PCR analizleri sonucunda
amelogenesis siirecinde 6nemli rol oynayan mine matriks protein ve proteinazlarinin
gen ekspresyonlarinda azalma oldugu bulunmustur. Immiinofloresans incelemesinde
AMELX seviyesi salgi faz1 ameloblastlarinda gecis ve olgunlasma fazina gore daha
yiikksek bulunmus, gelisim fazlar1 arasinda AMBN seviyesi agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklililk gbzlenmemistir. Bizim de ¢alismamizda bu arastiricilara
benzer sekilde, Ozellikle ameloblastlarin tiim gelisim fazlarinda AMELX
immiinekspresyonunda anlamli derecede diisiis oldugu ve bu grubun AMELX
immiinekspresyon yogunlugunun tiim gruplar i¢inde en diisiik seviyedeki grup oldugu
tespit edilmistir. Ancak ¢alismamizda AMBN immiinekspresyonunda anlamli bir
diisiis tespit edilmemis. Stereomikroskop goriintiilerinde de minenin piiriizlii yapisi
bariz bir sekilde goriilmektedir. Histolojik incelemelerde de defektif mine matriksi ile
mine-dentin sinirinda diizensiz yapilar tespit edilmistir. BEA’nin AMBN’den ziyade
AMELX fizerine etkili olmasinin nedenlerinden birinin bu proteinin geninin X
kromozomu tizerinde olmasi ve BFA’nin da 6strojen reseptorlerine baglanip dstrojen
benzeri davranig gostermesi olabilecegini diisiinmekteyiz.

Hamilelik doneminde prenatal vitaminlerden sonra en sik yazilan ilaglar
antibiyotiklerdir. Cocuk dogurma yaslarindaki kadinlarda siklikla rastlanan solunum
yollar1 ve idrar yollar1 enfeksiyonu gibi hastaliklarin tedavisi i¢in en sik tercih edilen
antibiyotikler de amoksisilinlerdir (Lin ve ark., 2012). Hamilelikte giivenli ilag
kullanim1 yillar boyu iizerine ¢alisilan bir konu olmustur. Bu dénemde kullanilan
ilaglar yenidoganda malformasyon olusturma riskine gore bes kategoriye

ayrilmaktadir (Pernia ve De Maagd, 2016):
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Tablo 12: Gebelik ilag kategorileri

Kategori = Yeterli ve iyi kontrollu ¢aligmalarla, ilacin gebeligin ilk ii¢ ayindaki (ilk
A trimesterindeki) fetiis i¢in bir risk olusturdugu gosterilememistir ve
sonraki iki trimester i¢in bir risk olusturduguna iliskin veri de yoktur.
Kategori Hayvan iireme calismalarinda ilacin fetiis i¢in bir risk olusturdugu
B gosterilememistir ve gebe kadinlarda yeterli ve iyi kontrollu ¢aligmalar
yapilmamistir ya da hayvan ¢alismalarinda bir yan etki ortaya ¢ikmistir
ama gebe kadinlarda yapilan yeterli ve iyi kontrollu calismalarla
herhangi bir trimesterde fetiis i¢in bir risk oldugu gosterilememistir.
Kategori Hayvan iireme calismalariyla fetiis tizerinde bir yan etki oldugu
C gosterilmistir ve insanlarda yeterli ve 1iyi kontrollu c¢alismalar
yapilmamistir ama olas1 yararlar, olast risklere ragmen, ilacin gebe
kadinlarda kullanilmasini hakli kilabilir.
Kategori Arastirma veya pazarlama deneyimlerinden ya da insanlardaki
D caligmalardan elde edilen yan etki verilerine gore ilacin insan fetiisii i¢cin
risk olusturdugu yoniinde kanitlar vardir ama olasi yararlar, olasi
risklere ragmen, ilacin gebe kadinlarda kullanilmasini hakli kilabilir.
Kategori Hayvan ya da insanlardaki ¢alismalar fetal anormallikler gostermistir
X ve/veya aragtirma ya da pazarlama deneyimlerinden elde edilen yan etki
verilerine gore ilacin insan fetiisii i¢in risk olusturdugu yoniinde kanitlar
vardir ve s6z konusu riskler, ilacin gebe kadinlarda kullanilmasinin olasi

yararlarindan agikca daha fazladir.

Amoksisilin, gram-pozitif ve gram negatif bakterilere karsi bakterisid etki
gosteren genis spektrumlu yari sentetik bir antibiyotiktir (Gottberg ve ark, 2014).
Gebelik kategorisi FDA tarafindan ‘B’ olarak belirlenmistir (Lin ve ark., 2012).
Solunum yollari, gastrointestinal sistem, deri ve norolojik enfeksiyonlarda ilk tercih
edilen antibiyotiktir (Gottberg ve ark, 2014). Dis hekimligi alaninda da dental-alveolar
abseler, yumusak doku enfeksiyonlari, maksiller ve oral siniis baglanti
enfeksiyonlariyla iliskili mikroorganizmalara karsi siklikla kullanilir (Bascones
Martinez ve ark., 2004). Ayrica bakteriyal endokardit profilaksisinde de ilk tercih

edilen antibiyotiktir. Bu antibiyotigin en sik yol ac¢tig1 yan etkiler hipersensitivite ve
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gastrointestinal bozukluklardir (Gottberg ve ark, 2014). Bir¢ok epidemiyolojik
caligmada, gebelikte amoksisilin = kullannminin  ¢ogu  spesifik  konjenital
malformasyonla iligskili olmadig1 gosterilse de gebeligin erken donemlerinde
kullaniminda dudak damak yarigi gibi bir takim malformasyonlarin olusum riskini
arttirdig1 yoniinde ¢alismalar da mevcuttur (Lin ve ark., 2012). Ayrica son yillarda,
amoksisilinin dental fluorosis benzeri dental patolojiler olusturdugunu 6ne siiren klinik
vaka raporlar1 ve epidemiyolojik ¢alismalar da yayinlanmistir (Hong ve ark., 2004,
2005; Arrow, 2009; Laisi ve ark., 2009; Hong ve ark., 2011). Epidemiyolojik ¢alisma
yazarlari, hipomineralizasyon epidemiyolojisinin tam olarak ac¢ikliga kavusmadigini
sOyleseler de amoksisilin tedavisi gormiis ¢ocuklarin dental bozukluk gelistirme
riskinin daha yiliksek oldugunu kabul etmektedirler (Gottberg ve ark, 2014).

Hayvan deneylerinde daha 6nce kullanilan amoksisilin uygulama yollari, oral
uygulama (Abe ve ark., 2003; Gottberg ve ark, 2014; Atli ve ark., 2015; De Souza ve
ark.,2015), intraperitoneal enjeksiyon (Kusgu ve ark., 2013; Rotimi ve ark., 2015) ve
subkutan enjeksiyondur (Mihalas ve ark., 2016). Biz de ¢alismamizda Kusgu ve ark.
(2013) gibi intraperitoneal enjeksiyonu tercih ettik.

Calismalarda siklikla kullanilan deney dozlari, 25 mg/kg/giin (Ath ve ark., 2015),
50 mg/kg/giin (tedavi edici terap6tik doz) (Kusgu ve ark., 2013; Gottberg ve ark, 2014;
Athive ark., 2015; Mihalas ve ark., 2016), 90 mg/kg/giin (deneysel yiiksek doz) (Kusgu
ve ark., 2013), 100 mg/kg/glin (deneysel yiiksek doz) (Gottberg ve ark, 2014; De
Souza ve ark.,2015; Mihalas ve ark., 2016), 150 mg/kg/giin (deneysel yiiksek doz) ve
500 mg/kg/giin (deneysel yiiksek doz) (De Souza ve ark.,2015; Mihalas ve ark., 2016)
seklindedir. Biz de ¢alismamizda Mihalas ve ark. (2016) gibi 100 mg/kg/giin’liik
deneysel yiiksek dozu tercih ettik.

Prenatal donemde veya erken ¢cocukluk doneminde amoksisilin kullaniminin mine
olusumuna etkisini ¢esitli yontemlerle inceleyen ve farkli sonuglar elde eden birgok
epidemiyolojik caligma ve hayvan deneyi mevcuttur. Bazi epidemiyolojik calismalar
erken ¢ocukluk doneminde amoksisilin kullanimi ile mine defekti olusumu arasinda
iliski oldugunu 6ne siirerken (Hong ve ark., 2005; Laisi ve ark., 2009; Wuollet ve ark.,
2016); Phipps (2012), amoksisilin kullanimiyla defekt olusum riskinin diger
antibiyotiklerle benzer oldugunu belirtmis ve mevcut defektin antibiyotik kullanimina

sebep olan hastalik durumuyla da ilgili olabilecegi yorumunu yapmuistir.
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Kuscu ve ark., (2013) prenatal donemde farkli dozlarda amoksisilin uygulanmis
domuz disleriyle MIH teshisi koyulmus insan dislerini klinik olarak ve X-ray
mikrotomografi ile karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, amoksisilin kullanim1 sonucu dis
minesinde gozle goriiniir bir degisiklik olmadigini1 fakat mikroskobik olarak mineral
dansitesinde azalma oldugunu rapor etmislerdir.

Gottberg ve ark., (2014) farkli dozlarda prenatal amoksisilin uygulamasinin sigan
minesine etkilerini kontrol ve tetrasiklin gruplariyla klinik ve histolojik olarak
karsilastirmislardir. Yiiksek doz amoksisilin grubunun tiim 6rneklerinde tetrasikline
benzer sekilde hipomineralizasyon alanlar1 gozlenirken, bu alanlara diisik doz
amoksisilin 6rneklerinin sadece %50’sinde rastlanmasi amoksisilinin mine olusumuna
etkisinin doza bagli oldugu seklinde yorumlanmistir. Bu ¢alismayla dikkat ¢ekilmek
istenen bir baska nokta da gruplar arasinda mine kalinlig1 ag¢isindan farklilik olmadig:
fakat antibiyotik gruplarinin hepsinde kirilganligin arttigidir.

De Souza ve ark., (2015) prenatal donemde diisiik ve yiiksek dozlar olarak
tanimlanan iki farkli dozda amoksisilin uygulamasi yapilmis siganlarin iist molar
minelerini bizim calismamiza benzer sekilde H&E boyama ve IHC yontemleriyle
incelemislerdir. Histolojik incelemede iki amoksisilin dozunda da mine kalinliginin
belirgin bir sekilde azaldig1 ve yine bizim ¢alismamiza benzer sekilde ameloblastlarin
proksimal boliimlerinde vakuol benzeri yapilar bulundugu gézlenmistir. AMELX
immiinekspresyonu da bizim ¢alismamiza benzer sekilde salgi faz1 ameloblastlarinda
diger fazlara gore yiiksek, tiim fazlarin immiinekspresyonu kontrol grubuna gore
diisik bulunmustur. Ancak biz ¢alismamizda AMBN immiinekspresyonunu da
degerlendirilip, amoksisilin grubunun ekspresyon siddetinin kontrol ve diger deney
gruplarin1 arasinda en diisiik oldugunu tespit edilmistir. Bu protein ile antibiyotik
iligskisinin daha detayli olarak incelenmesi gerektigini diistinmekteyiz.

Mihalas ve ark., (2016) farkli dozlarda prenatal amoksisilin uygulamasinin fare
kesici dislerinde mine gelisimine etkisini aragtirmiglardir. Morfolojik inceleme sonucu
amoksisilin uygulanan gruplarin minelerinde saydamligin ve sarimtrak rengin
degistigi ve yer yer beyaz alanlar bulundugu gozlenmistir. Taramali elektron
mikroskop incelemelerinde amoksisilin gruplarinda diizensiz ¢izgilere sahip bir mine
paterni ve cesitli biiyiikliikklerde smirlar1 diizgiin izole mine kayiplar1 oldugu ve

amoksisilin dozu arttikca gézlemlenen bozukluklarin siddetlendigi rapor edilmistir.
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Minenin element kompozisyonu incelendiginde ise, amoksisilin gruplarinin
minesindeki demir igeriginin doza bagli bir sekilde azaldig1 ve bu azalmanin sarimtrak
renk kaybinin sebebi olabilecegi, artan fluor igeriginin de saydamlik kaybindan
sorumlu olabilecegi diistiniilmiistiir. Ek olarak tiim amoksisilin gruplarinin mine Ca ve
P igeriginin azaldig1 tespit edilmis ve bu degisiklik hipomineralizasyon olarak
yorumlanmistir. Histolojik incelemede sadece olgunlasma fazi ameloblastlarinda
organizasyon azalmasi ve vakuol benzeri yapilar gozlenmistir.

Amoksisilin tiirevi antibiyotikler hamilelik doneminde en sik tercih edilen
antibiyotiklerdir. Biz ¢alismamizda amoksisilinin AMBN’i etkiledigini tespit ettik.
AMBN’in mine olusumuna etkisi AMELX kadar incelenmemistir ve antibiyotiklerin
AMBN iizerine etkileri konusunda daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir.

Mine defektlerinden sorumlu olabilecegi diisliniilen 90’dan fazla kalitsal ve
cevresel etkiden biri de enfeksiyondur (Small ve Murry, 1978 ). Ates ise, enfeksiyon
ve yaralanmaya karsi, viicut 1s1 dengesini gegici olarak bozup 6z 1siy1 arttirmak
suretiyle verilen kompleks bir fizyolojik yanittir (Singh ve Hasday, 2013). Bu yanitin
memeliler ve kuslarla sinirl bir akut faz yanit1 oldugu diisiiniilse de eklembacaklilar,
alt omurgalilar ve solucanlar gibi farkl tlirlerde de rastlanmistir (Kluger ve ark., 1996).
Kemirgenlerde bakteriyal veya viral enfeksiyon modeli olusturma calismalarinda
giiniimiize kadar ii¢ immiinolojik yaklagim kullanilmistir (Meyer ve ark., 2010; Boksa,
2010; Brown ve Derkits, 2010). Maternal bakteriyal enfeksiyon i¢in kabul gérmiis en
yaygin yaklasim LPS uygulamasidir (Borrell ve ark., 2002; Fortier ve ark., 2004;
Fortier ve ark., 2007; Romero ve ark., 2007). Prenatal viral enfeksiyon olusturmak igin
ise poliinosinik:polisitidlik asit (Zuckerman ve Weiner, 2005; Meyer ve ark., 2006)
veya influenza viriisli (Fatemi ve ark., 2008; Shi ve ark., 2003) kullanilmistir. Biz de
calismamizda enfeksiyon modeli olusturmak i¢in Fortier ve ark.’na (2004) benzer
sekilde LPS uygulamasini tercih ettik.

LPS 3 pargadan olusur: O- polisakkarid zinciri, polisakkarid ¢ekirdegi ve lipid A.
Lipid-A CD 14 ve TLR4 reseptorii nedeniyle endotoksik olan pargadir (Indahyani ve
ark., 2007). LPS aktivitesini, makrofajlar gibi periferal immiin hiicrelerinde bulunan
¢an benzeri reseptorlere (TLR2 ve 4) baglanarak gosterir (Caroff ve ark., 2002). CD
14, makrofaj ve monositler i¢in ylizey reseptoriidiir (Akashi ve ark., 2000). CD 14

varlig1 nedeniyle bakteriyal baglanma yapan makrofajlar ve monositler sitokin ve lipid
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enflamasyon mediatorii salgilayabilirler. Hamile si¢anlara LPS enjeksiyonu, hamile
olmayan disi veya erkek siganlarla ayni sekilde bir immiin yanit olusturur (Luheshi,
1998; Golan ve ark., 2005; Ashdown ve ark., 2006). LPS deney uygulamalari,
uygulamanin yapildigi hamilelik donemi (erken veya gec) ve giinliikk enjeksiyonlar
veya tek doz seklinde degisen dozajlar agisindan gesitlilik gosterir (Borrell ve ark.,
2002; Fortier ve ark., 2004). Neonatal dénemde uygulanmasi sonucu yavruda
enflamasyon olusturan minimum LPS dozu 100 pg/kg’dir (Fortier ve ark., 2007; Cui
ve ark., 2009; Beloosesky ve ark., 2010; Ginsberg ve ark., 2012; Pohl ve ark., 2013;
Soto ve ark., 2013). Biz ¢alismamizda Tiwari ve ark.’na (2016) benzer sekilde tek
seferde 125 pg/kg toksik dozunu tercih ettik.

LPS, kalitsal bagisikligin en giiclii uyaranlarindan biridir (Chen ve ark., 2015).
Gecgmis yillarda yapilan hayvan ¢alismalarinda prenatal LPS enfeksiyonun, yavrularda
hipertansiyon, kardiomegali, obezite ve Alzheimer hastaligi olusumuna yol agtigi
gosterilmistir (Hao ve ark., 2010; Wei ve ark., 2013). Ayrica E.coli LPS’inin osteoklast
sayist ve aktivitesini arttirarak alveol kemik rezorbsiyonuna sebep oldugu rapor
edilmistir (Urdezu ve ark., 1989). Yapim ve yikim siirecinde olan mine prizmalar1 da
bu durumdan etkilenebilir (Indahyani ve ark., 2007). Osteoklastlar1 etkileyerek
rezorbsiyona sebep olan LPS aktivitesinin, ¢evresel degisikliklere kars1 ¢cok hassas
olan ameloblast hiicrelerini etkilemesinin olas1 oldugu diisiintilmektedir (Navarro ve
ark., 1999). Fizyolojik degisiklikler ameloblastlar1 etkiler ve minede yapisal
degisikliklere sebep olur. Bu degisiklikler klinik olarak gdzlemlenmeyen mikroskobik
degisiklikler de olabilir. Enfeksiyon, ameloblastlarin mine matriks sekresyonunu
kesintiye ugratma veya ameloblast 6liimiine sebep olma seklinde etki gdsterebilir. Dis
gelisimi siirecinde periodontal dokularda kronik veya akut lokal enfeksiyon varlig: dis
germinin geligim siirecini etkileyebilir (Indahyani ve ark., 2007).

Enfeksiyon olusumunun mine iizerine etkisini arastiran tek grup olan Indahyani
ve ark., (2007) postnatal 5. giindeki sicanlara LPS uyguladiklar1 c¢aligmalarinda
enfeksiyon grubundaki molar dislerde makroskobik olarak inceledikleri hipoplazi
goriilme oraninin istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugunu; bu dislerin
radyoopaklik derecesinin kontrol grubuna kiyasla diisiik oldugunu fakat bu farkin

istatistiksel olarak anlamli olmadigini rapor etmislerdir.
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Bizim ¢aligmamiza benzer bir sekilde prenatal donemde uygulanan LPS
enfeksiyonunun mine gelisimine etkisini inceleyen bir ¢aligmaya literatiirde
rastlamadik. AMELX immiinekpresyonu agisindan kontrole goére en fazla azalmayi
gecis donemi ameloblastlarinda tespit ettik. Deney gruplarimiz arasinda AMELX
immiinekspresyonunun kontrole kiyasla en az etkilendigi grup enfeksiyon grubudur.
AMBN immiinekspresyonu agisindan kontrole gore en fazla azalmay1 geg¢is donemi
ameloblastlarinda tespit ettik. Histolojik ve stereomikroskobik olarak da kontrole en
yakin bulgular bu grupta goriildii. Diger defekt olusturan gruplara gore enfeksiyon
grubunun en az etki gosteriyor olmasinin nedeni sigan metabolizmasinin insana gore
daha hizli ve enfeksiyona daha direngli olmasi ile agiklanabilir. Ayrica enfeksiyon
oOlusturulan hamile si¢canlarda insanlarda goriilenin aksine literatlirle uyumlu olarak
hipertermi yanit1 olusmadigim tespit ettik. Enfeksiyonu mine {izerinde etkisi {izerine
daha fazla ¢caligmaya ihtiya¢ vardir.

Pedodontinin temel konularindan biri olan mine defektlerinin erken teshisi ve
dolayisiyla noninvaziv yontemlerle tedavisi i¢in muhtemel etiyolojik faktorlerin
bilinmesi 6nem tasimaktadir. Prenatal ve natal donemde olusan dislerin mine
yapilarmin cevresel faktorlerden etkilendigini gostermeyi amagladigimiz bu tez
calismamiz  sonucunda bu etkilenme agik bir sekilde  histolojik ve
immiinohistokimyasal olarak goriilmektedir. Ameloblastlarin ¢evresel etkenlere bagh
olarak defektif mine olusturmasi, ayn1 zamanda ¢ocugun cevresel toksifikasyonlara
maruz kaldigin1 da gostermesi agisindan bir ¢esit biomarker olma 6zelligi tasimaktadir.
Glniimiizde prenatal donemde BFA ve amoksisilin tiirii antibiyotiklere maruz
kalindig: diisiiniildiigiinde bu ¢evresel faktorler sonucu etkilenmis dislerin tespiti, dis
dokularinda oldugu kadar dis dist dokularda olusan muhtemel hasarlarin ve
hastaliklarin arastirilmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Ayrica BFA igeren dental
materyallerin hamilelerde kullanilmasindan kaginilmasina ve antibiyotik kullanirken
kar zarar hesaplarmin dogru yapilmasina 6zen gosterilmelidir. Bu konuda hayvan

deneylerinin yaninda insan ¢aligmalarina da ihtiyag vardir.
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8.SONUCLAR

Prenatal donemde kronik stres, BFA toksifikasyonu, amoksisilin veya LPS

enfeksiyonuna maruz birakilan yavru siganlarin 10 giinliik mandibular molar dis

germlerini kontrol grubuna gore inceledigimiz ¢calismamizin sonucunda;

1) Stereomikroskop incelemesinde minede en fazla defekt BFA ve amoksisilin

grubunda goriilmiistiir. Kronik stres ve LPS enfeksiyonu gruplarinin diger gruplara

gore daha az etkilendigi ve kontrole daha yakin goriintiiye sahip oldugu

gozlemlenmistir.

2) Histomorfolojik incelemede tiim g¢alisma gruplarinda kontrole gére hem mine

matriks yapisinda hem de ameloblastlarda defektif goriintiilere rastlanmustir.

3) Immiinohistokimyasal bulgularda

a.

Salg1 fazinda, tiim deney gruplarinin AMELX immiinekspresyonu kontrol
grubuna gore diisiik bulunmustur. En fazla diislis gosteren grup BFA, daha
sonra sirastyla kronik stres, amoksisilin ve LPS gruplaridir.

Gegis fazinda, tim deney gruplarinin AMELX immiinekspresyonu kontrol
grubuna gore diisiik bulunmustur. En fazla diislis gosteren grup BFA, daha
sonra sirastyla kronik stres, amoksisilin ve LPS gruplaridir.

Olgunlagsma fazinda, tiim deney gruplarinin AMELX immiinekspresyonu
kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur. En fazla diisiis gosteren grup kronik
stres ve amoksisilin, daha sonra sirasiyla BFA ve LPS gruplandir.

Salg1 fazinda, tiim deney gruplarinin AMBN immiinekspresyonu kontrol
grubuna gore diisiik bulunmustur. En fazla diisiis gosteren grup amoksisilin,
daha sonra sirasiyla kronik stres, LPS enfeksiyonu ve BFA gruplaridir.

Gegis fazinda, tiim deney gruplarinin AMBN immiinekspresyonu kontrol
grubuna gore diisiik bulunmustur. En fazla diisiis gosteren grup amoksisilin,
daha sonra sirastyla LPS enfeksiyonu, kronik stres ve BFA gruplaridir.

Salgi fazinda, tim deney gruplarmin AMBN immiinekspresyonu kontrol
grubuna gore diisiik bulunmustur. En fazla diisiis gosteren grup amoksisilin,

daha sonra sirastyla kronik stres, BFA ve LPS enfeksiyonu gruplaridir.

4) Sonug¢ olarak, en fazla etkilenme AMELX i¢in BFA grubunda, AMBN i¢in

amoksisilin grubunda goriilmiistiir.
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