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BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK

BEYAN

Bu tez c¢alismasmin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin sathalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar icinde elde ettigimi, bu tez ¢alismayla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve

yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigin1 beyan ederim.

“Periapikal Lezyonlarda Mitojenler Tarafindan Aktive Edilmis Protein Kinaz (MAPK)
Yolagi; Selenyumun Etkileri” adli Dis Hekimliginde Uzmanlik tezi, Siileyman Demirel
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Tez Onerisi ve Tez Yazma Ydnergesi’ne

uygun olarak hazirlanmustir.

Tezi Hazirlayan
Ars. Gor. Dt. Nergiz BOLAT

Imza

Danisman
Prof. Dr. Bulem Ureyen KAYA

Imza



ONSOZ

Bu calismada, rat molar dislerinde periapikal lezyon gelisiminde MAPK ve otofaji
sinyal yolunu hedef alan molekiiler mekanizma mRNA ve protein ifadesi diizeyinde ortaya
konulmustur. Periapikal lezyon olusumu ile artan otofajik akis ve aktive olan p38 MAPK sinyal
iletim siiregleri gosterilmistir. Sistemik selenyum uygulamasinin deneysel periapikal lezyon
olusumu {izerine etkileri degerlendirilmis ve selenyumun periapikal dokuda enflamasyonu
baskiladig1, kemik yikimini azalttig1, histopatolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerle tespit

edilmis, hiicresel diizeydeki MAPK ve otofaji sinyal yolunu baskiladigi ortaya konulmustur.

Bu ¢aligsma ve diger periapikal lezyonlarin molekiiler patogenezine iliskin bilinmezleri
aydinlatacak ¢alismalar daha spesifik ve hedefe yonelik bir tedavi yaklagiminin uygulanmasini

tesvik etmek amaclanmistir.

Bu calisma TDH-2020-8040 proje numarasi ile Siileyman Demirel Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.

Isparta, 2021



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim boyunca bilgi, deneyim ve 1siltisiyla bana yol goésteren, yolumu
aydinlatip beni destekleyen, hayallerime ortak olan, tez siirecimde her asamada yanimda olan,
beni giiclendiren, 6grencisi olmaktan onur duydugum, kendime 6rnek aldigim ve boyle sahane
bir otérle birlikte ¢calisma firsat1 buldugum igin kendimi 6miir boyu sansli hissedecegim degerli
danisman hocam Prof. Dr. Bulem UREYEN KAYA’ya,

Uzmanlik egitimime akademik ve klinik tecriibeleriyle katkida bulunan ve aym

zamanda tez jiirimde de bulunan sevgili hocam Prof. Dr. Ayse Diljin KECECI’ye,

Her ne kadar biraraya gelemesek de endodontik bilimine katkilar1 ve degerli goriisleriyle
tezime yOn veren, tez jiirimde bulunma nezaketi gosteren degerli hocam Prof. Dr. Hatice Dogan

BUZOGLU’na

Uzmanlik egitimimde degerli bilgi ve tecriibelerini benimle paylasan, fikir ve 6nerileri

ile bana destek olan, her ihtiyacim oldugunda yanimda oldugunu bildigim ¢ok kiymetli ana
bilim dali1 baskanimiz Prof. Dr. Murat MADEN’¢,

Tez ¢alismamin deney asamalarinda engin tecriibesi ve degerli bilgileri, daima pozitif

enerjisi, samimiyeti ve dahiyane ¢6ziim yollari ile destek olan Dog. Dr. Halil ASCI’ya

Tez ¢alisgmamin gen ve protein analizlerinde tecriibesi, idealist ¢aligma stili ve

disipliniyle ¢aligma sans1 buldugum Dr. Ogr. Uyesi Yalgin ERZURUMLUya,

Tez ¢alisgmamin histolojik ve imminohistokimyasal degerlendirmelerin  tim

asamalarinda teorik ve pratik destekleri i¢in Prof. Dr. Ozlem OZMEN’e,

Uzmanlik egitimim siiresince beraber ¢aligsma firsat1 yakaladigim, ¢aligmaktan mutluluk

duydugum tiim asistan arkadaslarima ve klinik personeline,

Uzmanlik projemizi destekledigi icin Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne,

Hayatimdaki sevgi, 0zverileri ve sonsuz destekleri sayesinde kendimi hep giicli

hissettigim canim aileme sonsuz tesekkiir ederim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

MAPK: Mitojenle Aktive Olan Protein
Kinaz

MAP2K: MAPK Kinaz

MAP3K: MAPK Kinaz Kinaz
gRT-PCR: Ger¢ek Zamanl Kantitatif
Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ser: Serin

Thr: Treonin

TNF: Timor Nekrotizan Faktor

IL: Interlokin

HIF: Hipoksiyle Indiiklenen Faktor
COX: Siklooksijenaz

LC3: Light Chain 3

ATG: Otofajiyle iliskili Gen

NF-kB: Niikleer faktor kappa B
RANKL: Reseptor aktivator niikleer
kappa B ligand

RANK: Reseptor aktivator niikleer kappa
B

OPG: Osteoprotegerin

CFU: Koloni olusturan birim

MIP: Makrofaj Enflamatuvar Protein
MCP: Monosit Kemoatraktan Protein
TGF: Transforme Edici Biiyiime Faktorii
Th: T Helper

Treg: T Regiilator

SP: Substant P

VIP: Vazoaktif Bagirsak Polipeptidi
NPY: Noropeptid Y

CGRP: Kalsitonin Geni ile Iliskili Peptid

NLK: Nemo Like Kinaz

NK: Norokinin

HSP: Is1 Sok Proteini

NO: Nitrik Oksit

NOS: NO Sentaz

MiRNA: Mikro-RNA

ATP: Adenozin Trifosfat

ROS: Reaktif Oksijen Tiirleri

TLR: Toll Benzeri Reseptor

MMP: Metalloproteinaz

8-Ohdg: 8-Hidroksideoksi Guanozin
GF: Biiylime Faktori

GFR: Biiytime Faktorii Reseptorleri
RTK: Reseptor Tirozin Kinaz

Ser: Serin

Tyr: Tirozin

ERK: Dis Sinyal Diizenleyici Kinaz
JNK: C-Jun N-Terminal Kinaz

DNA: Deoksiribo Niikleik Asit
cDNA: Komplementer DNA

Glu: Glutamik Asit

Pro: Prolin

Gly: Glisin

Fos: FBJ Osteosarkoma Onkogen
CREB: Camp Yanit Eleman1 Baglayici
Protein

C-Myc: Myc Benzeri Transkripsiyonel
Diizenleyici

AMPK: Adenozin Monofosfat Protein

Kinaz

HPE: Akoz Insan Plasental Ekstrati
HDPC: insan Dental Papilla Hiicresi



CMA: Saperon Aracili Otofaji

ULK: Unc-51-Benzeri Kinaz

MTOR: Memeli Rapamisin Hedefi Proteini
ICAM: Hiicreler Aras1 Yapisma Molekiili
VCAM: Vaskiiler Hiicre Yapisma Proteini

Gpx: Glutatyon Peroksidaz
H202: Hidrojen Peroksit
ng: Mikrogram

PDL.: Periodontal Ligament
GF: Gingival Fibroblastlari
pm: Mikromolar

EDTA: Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
pl: Mikrolitre

gDNA: Genomik DNA

PVDF: Poliviniliden Floriir

GAPDH: Gliseraldehid 3-Fosfat
Dehidrogenaz

kb: Kilo Baz

kDa: Kilo Dalton

Bp: Baz Cifti Sayis1

UV: Ultraviyole



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1. Periapikal lezyonlarda otofajik akis (ULK 1 kompleksi: ATG14, Beclin 1,
Vps34, Vps 15, simif 111 fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K) kompleksi: FIP200, ATG13, ATG101,
ULK1).

Sekil 2: qRT-PCR yontemiyle negatif kontrol, pozitif kontrol ve selenyum grubuna ait
Beclinl, ATG3, ATGS, ATG7, ATG12, ATG16L1 goreceli mRNA ifadelerindeki kat degisim
ve standart sapma degerleri. Negatif kontrol grubu ile karsilastirmalar iki bagimsiz 6rneklemli

t Testi ile analiz edildi (p<0,05); *<0,05; **<0,001.

Sekil 3. Immunoblotlama yontemiyle negatif kontrol, pozitif kontrol ve selenyum
grubuna ait Beclinl, ATG5, LC3-II/I, p62/SQSTMI1 protein bantlarina iliskin goriinti.

Yiikleme kontrol proteini olarak Beta-actin kullanildi.

Sekil 4. Immunoblotlama yontemiyle negatif kontrol, pozitif kontrol ve selenyum
grubuna ait Beclinl, ATG5, LC3II, LC3II/LC3I, Thr180/Tyr182 fosfo-p38MAPK/p38MAPK,
p62/SQSTM I protein ifadelerindeki kat degisim ve standart sapma degerleri. Negatif kontrol
grubu ile karsilastirmalar iki bagimsiz 6rneklemli t Testi ile analiz edildi (p<0,05); *<0,05;
**<0,001.

Sekil 5. Immunoblotlama yontemiyle negatif kontrol, pozitif kontrol ve selenyum
grubuna ait Thr180/Tyr182 p38 MAPK ve p-p38 MAPK protein bantlarina iliskin goriintii.

Yiikleme kontrol proteini olarak beta-actin kullanildi.

Sekil 6. Immunoblotlama yontemiyle negatif kontrol, pozitif kontrol ve selenyum
grubuna ait Thr180/Tyr182 fosfo-p38MAPK/p38MAPK, p62/SQSTM1protein ifadelerindeki
kat degisim ve standart sapma degerleri. Negatif kontrol grubu ile kargilagtirmalar iki bagimsiz

orneklemli t Testi ile analiz edildi (p<0,05); *<0,05.



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Deney gruplari ve uygulamalari.

Tablo 2. Ratlarin deney siiresince odlgiilen agirliklart ve agirliklara gore hesaplanan

anestezi, serum ve selenyum dozlari.
Tablo 3. Deney akisi
Tablo 4. Konvansiyonel PCR iglemlerinde kullanilan sicaklik ve dongii parametreleri
Tablo 5. Primer dizi bilgileri

Tablo 6. PCR isleminde kullanilan primerlerin ¢ogaltacagi bolgelere iligkin baz

uzunlugu bilgileri
Tablo 7. gRT-PCR islemlerinde kullanilan sicaklik ve dongii parametreleri
Tablo 8. Erime egrisi analizinde kullanilan sicaklik ve dongli parametreleri
Tablo 9. SDS-PAGE jellerinin hazirlanist

Tablo 10. Radyomikrografik incelemeler ile elde edilen pozitif kontrol ve selenyum

grubuna ait periapikal lezyon alan1 ortalama degerleri (mm?) + standart hata.
Tablo 11. Gruplarin histopatoloji skorlarinin ortalama + standart sapma degerleri.

Tablo 12. Histomorfometrik analiz ile elde edilen gruplara ait periapikal lezyon alani
ortalama (mm? ) + standart sapma degerleri.

Tablo 13. IL-6 (+), HIF-1 (+), COX-2 (+) ve Kaspaz-3 (+) hiicrelerin
immunohistokimyasal boyanma yogunlugu skorlarinin ortalama + standart sapma degerleri.

Tablo 14: gRT-PCR yontemiyle negatif kontrol, pozitif kontrol ve selenyum grubuna

ait Beclinl, ATG3, ATGS, ATG7, ATG12, ATG16L1 goreceli mRNA ifadesi diizeyleri ve kat

artis1 cinsinden sunulmasi



RESIMLER DiZiNi

Resim 1. Calisma sirasinda alt 1. az1 disine ulasimin saglanmasi amaciyla 6n disler ve

dilin ekarte edilmesi.
Resim 2. Alt 1. az1 dis pulpasinin ekspoz edilmesi.
Resim 3. Calismada kullanilan bir ratin agirlik 6lglimiiniin yapilmasi.
Resim 4. Selenyum soliisyonunun IP olarak uygulanmasi.
Resim 5. Deney hayvanlarina anestezi uygulanmasi.
Resim 6. Sakrifikasyondan sonra yumusak dokular1 uzaklastirilmis alt geneler.
Resim 7. Formaldehit igeren numaralandirilmis kaplara yerlestirilen alt ¢ene 6rnekleri.
Resim 8. Standart radyografi alinabilmesi i¢in hazirlanan diizenek.

Resim 9. Standart radyografi alinabilmesi i¢in hazirlanan diizenekte ¢enelerin

konumlandirilmasi.

Resim 10. image J programi kullanilarak periapikal lezyon boyutu ve piksel

degerlerinin hesaplanmasi.

Resim 11. Alt birinci molar dis ve gevresindeki kemik dokunun 6nceden sogutulmus

havan ve havan eli yardimiyla homojenize edilmesi.

Resim 12. Homojenize edilen doku orneklerindeki hiicrelerin liziz tamponu ile

muamele edilmesi.

Resim 13. Lize edilen doku 6rneklerinden siipernatant kisminin eldesi ve devaminda

RNA izolasyonu iglemlerinin siirdiiriilmesi

Resim 14. izole edilen RNA o6rneklerinden PCR cihazi ile cDNA sentez isleminin
gerceklestirilmesi
Resim 15. Sentezlenen cDNA 6rneklerinden konvansiyonel PCR yontemi ile galismada

kullanilacak primerlerin optimize edilmesi
Resim 16. Konvansiyonel PCR islemi hedef bolgelerin ¢cogaltilmasi

Resim 17. Agaroz jelinin hazirlanmasi, 6rneklerin jele yiiklenmesi ve elektroforez

isleminin baslatilmasi



Resim 18. Agaroz jel islemi sonrasinda PCR islemi ile elde edilen amplikonlarin UV

transimilatdrde goriintiilenmesi

Resim 19. qRT-PCR isleminde oOrneklerin plate’e yiikklenmesi, santrifiigasyon ile

coktiirilmesi ve kullanilan PCR islemi parametreleri

Resim 20. Protein izolasyonu iglemi
Resim 21. Dokulardan izole edilen protein Orneklerinin BCA yontemi ile

konsantrasyonlarinin spektrofotometre ile 6l¢tilmesi.
Resim 22. SDS-PAGE jeli ve izole edilen protein 6rneklerinin jele yiiklenmesi.
Resim 23. SDS-PAGE jel elektroforezi.

Resim 24. SDS-PAGE islemini takiben jelde ayristirilan protein rneklerinin PVDF

membrana transfer edilmesi

Resim 25. Transfer islemi sonrasinda PVDF membranina aktarilan protein 6rneklerine

primer antikor uygulanmasi.

Resim 26. Immiinoblotlama

sonrasinda hedef proteinlerin kemiliiminesans goriintiileme cihazi ile saptanmasi.

Resim 27. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin radyomikrografik

gorinimii. Periapikal lezyon yok.

Resim 28. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin radyomikrografik

goriiniimii. Sinirlar1 belirlenmis periapikal lezyon alani. (9,3 mm?)

Resim 29. Selenyum grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin radyomikrografik

goriiniimii. Sinirlar1 belirlenmis periapikal lezyon alani. (4,5 mm?)

Resim 30. (A) Negatif kontrol grubundaki bir rata ait dis ve cevre dokularin
histopatolojik goriiniimii, saglikli periodontal ligament (B) Pozitif kontrol grubundaki bir rata
ait dis ve ¢evre dokularin histopatolojik goriiniimii (C) Selenyum grubundaki bir rata ait dis ve
cevre dokularin histopatolojik goriiniimii, D: dentin, AK: alveolar kemik, pulpa (ince oklar),

periodontal ligament (kalin oklar), HE, Barlar=200pm.
Resim 31. (A) Negatif kontrol grubundaki bir rata ait pulpa dokusunun histopatolojik
gorlintimii, saglikli pulpa (B) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait pulpada yogun yangisal

hiicre infiltrasyonlari, siddetli pulpa enflamasyonu (C) Selenyum grubundaki bir rata ait pulpa



dokusunun histopatolojik goriinlimii, azalmis yangisal reaksiyon ve hafif siddette pulpa

enflamasyonu, P: pulpa, HE, Barlar=50pm.

Resim 32. (A) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait siirlar1 belirlenmis periapikal
lezyon alan1 (4,04 mm?), (B) Selenyum grubundaki bir rata ait smirlar1 belirlenmis periapikal

lezyon alani (0,9 mm?), HE, Barlar=200pm.

Resim 33. Periodontal ligament (oklar) kollajen miktarmin goriiniimii. (A) Negatif
kontrol grubundaki bir rata ait saglikli periodontal ligament ve koyu kirmizi renkte saglam
bagdoku, (B) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait yogun periodontal yangisal hiicre
infiltrasyonu (yildizlar) nedeniyle ligament kollajeninde azalma ve parcalanmalar, (C)
Selenyum grubundaki bir rata ait periodontal ligament dokusunda hafif yangisal reaksiyon ve

normal periodonal ligament kollajen goriiniimii, Picro Sirius Red Metodu, Barlar =50pum.

Resim 34. (A) Negatif kontrol grubundaki bir rata ait disin kron bolgesinden alinan bir
kesit, bakteri boyanmasi yok, (B) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait disin kron bolgesinden
alian bir kesit, yogun Gram (+) bakteri boyanmasi (oklar), (C) Selenyum grubundaki bir rata
ait disin kron bolgesinden alinan bir kesit, az sayida Gram (+) bakteri kiimeleri, Gram Boyama

Metodu, Bar= 20pum.

Resim 35. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait disin kok bolgesinden alinan bir kesit,
bakteri boyanmasi yok, (B) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait disin kok bolgesinden alinan
bir kesit, yogun Gram (+) bakteri boyanmasi (oklar), (C) Selenyum grubundaki bir rata ait disin
kok bolgesinden alinan bir kesit, az sayida Gram (+) bakteri kiimeleri, Gram Boyama Metodu,

Bar=20pum.

Resim 36. Periapikal bolgede IL-6 immunohistokimyasal boyama, (A) Negatif kontrol
grubuna ait bir ratta negatif ekspresyon, (B) Pozitif kontrol grubuna ait bir ratta siddetli
immunoreaksiyon (oklar), (C) Selenyum grubuna ait bir ratta az sayida hiicrede pozitif

immiinreaksiyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar =50um.

Resim 37. Periapikal bolgede HIF-1 immunohistokimyasal boyama, (A) Negatif
kontrol grubuna ait bir ratta negatif ekspresyon, (B) Pozitif kontrol grubuna ait bir ratta siddetli
immunoreaksiyon (oklar), (C) Selenyum grubuna ait bir ratta az sayida hiicrede pozitif

immiinreaksiyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar =50um.

Resim 38. Periapikal bolgede COX-2 immunohistokimyasal boyama. (A) Negatif
kontrol grubuna ait bir ratta negatif ekspresyon, (B) Pozitif kontrol grubuna ait bir ratta

enflamatuvar hiicrelerde ve komsu hiicrelerde siddetli immunoreaksiyon (oklar), (C) Selenyum
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grubuna ait bir ratta az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon, (oklar), Streptavidin Biyotin

Peroksidaz Metodu, Barlar =50um.

Resim 39. Periapikal bolgede Kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama. (A) Negatif
kontrol grubuna ait bir ratta negatif ekspresyon, (B) Pozitif kontrol grubuna ait bir ratta
enflamatuvar hiicrelerde ve komsu hiicrelerde siddetli immunoreaksiyon (oklar), (C) Selenyum
grubuna ait bir ratta enflamatuvar reaksiyona ragmen az sayida hiicrede pozitif

immiinreaksiyon, (oklar), Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar =50pm.



PERIAPIKAL LEZYONLARDA MITOJENLER TARAFINDAN AKTIVE
EDILMiS PROTEIN KiNAZ (MAPK) YOLAGI; SELENYUMUN ETKIiLERi

1- GIRIS

Apikal periodontitis esas olarak pulpa dokusu ve kok kanallarindaki mikrobiyal
enfeksiyona karst konak immuno-enflamatuvar cevabin aktivasyonu sonucu meydana
gelmektedir. Periapikal dokulardaki patolojik degisiklikler mikroorganizmanin kendisinden,
toksinlerinden, zararli metabolik artiklarindan ve kok kanal sistemi igerisinde kalan pulpa
dokusundan kaynaklanabilir. Enflamatuvar siire¢ 6ncelikle enfekte ve nekrotik pulpada baglasa

da periapikal dokulara yayilarak ¢cevre kemik dokuda rezorbsiyona neden olabilir.

Tiim okaryotik hiicrelerde bulunan MAPK enzimleri, farkli reseptorler tarafindan alinan
mitojenik uyarilarin (biiylime faktorleri, tiimor nekrotizan faktér (TNF)-o, interlokin (IL)-1,

lipopolisakkarit, reaktif oksijen tiirleri vb.) kesisme ve/veya birlesme noktalaridir (1).

Sitoplazmada bulunan bu proteinler ¢esitli uyaranlara kars1 hiicresel yanitlarin ortaya
cikmasi i¢in hiicre zarindan ve sitoplazmadan cekirdege sinyal iletilmesinde kritik roller
ustlenmislerdir. Bu sitoplazmik proteinler hiicre i¢indeki diger proteinlerin, serin (Ser)/treonin
(Thr) amino asitlerine fosfat gruplarin1 aktararak fosforilasyon yolu ile sinyal kaskatlarini

diizenlemektedirler (2).

Otofaji, biiylime ve farklilagsma siireclerinde hiicrelerde biriken normal veya islevsel
olmayan ya da hasarli hiicresel bilesenlerin lizozomal yikim yolu aracili olarak parcalandig: ve
hiicresel ham madde olarak hiicrelere geri kazandirildigi yiiksek diizeyde regiile edilen

kompleks bir mekanizmadir (3).

Hiicre yagam mekanizmasinin diizenlenmesinde otofajinin 6nemi goz dniine alindiginda

kemik yapimi ve kemik yikimi arasindaki dengeyi de dogrudan etkileyecegi kaginilmazdir (4).

Eser elementler; hiicre zar gecirgenligini modiile edebilir, gen ekspresyonunu
diizenleyebilir, elektron transportuna, hormon ve vitaminlerin sentezine katilabilirler. Ayrica

viicuttaki antioksidan regiilasyonunda 6nemli rol oynarlar (5).

SEL (selenyum), glutatyon peroksidaz gibi 6nemli antioksidan enzimlerin etkinligi i¢in

gerekli olan eser elementtir (6).

Giglii bir antioksidan olan selenyumun reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicre ici

hasarin engellenmesinde ve hiicre gelisiminin, canlilifinin, genetik faktdrlerin ve enzimlerin
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diizenlenmesinde hayati role sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica immiino-gii¢clendirici etkilere
de sahip olan selenyumun eksikligi halinde immiinosiipresyon gelistigi, diisiik dozlardaki
selenyum takviyesinin immiinolojik fonksiyonlarin artmasina veya restorasyonuna aracilik
ettigi belirlenmistir (7).

Literatiirde periapikal kemik yikiminin MAPK yolagi ve otofaji ile iliskisi ilk defa bu
caligma ile gosterilmis ve molekiiler patogenezine ait bilinmezler aydinlatilmaya c¢aligiimistir.
Ulasilabilir kaynaklar c¢ercevesinde selenyumun periapikal lezyonlarda kemik yikim
mekanizmasi ile ilgili olas1 etkilerini degerlendiren herhangi bir aragtirma bulunmamaktadir.
Sistemik selenyum uygulamasinin deneysel periapikal lezyon modelinde enflamasyon ve
kemik yikimi siddeti iizerine olasi etkileri hiicre i¢i yolaklar ve hiicresel mekanizmalar ile
ortaya konulmaya ve agiklanmaya calisilmistir. Bu ¢alismalarla 6zellikle periapikal lezyonlarin
olusumu, devamlilig1 ve iyilesmesinde konak modiilasyonunun énemine dikkat ¢ekilmistir ve
konak modiilasyonunu degistirebilecegi diisiinlilen daha spesifik ve hedefe yonelik

uygulamalarin gelistirilmesi tesvik edilmektedir.
Bu amagla;
e periapikal bolgedeki kemik yikimi boyutu radyografik ve histomorfometrik olarak,
o enflamasyon siddeti histopatolojik olarak,
e mikroorganizmalarin kok kanali boyunca penetrasyonu Gram boyamaile,
e Periodontal ligament kollajen yikimi Picro Sirius Red boyama ile,

e Periapikal IL-6, hipoksiyle indiiklenen faktér (HIF)-1, siklooksijenaz (COX)-2 ve

Kaspaz-3 ekspresyon yogunlugu immunohistokimyasal analiz ile,

e MAPK sinyal yolaginin degerlendirmesinde p38 MAPK/fosfo-p38 MAPK protein
ekspresyon diizeyi Western-blot (WB) yontemi ile,

e Hiicresel otofajik akisin degerlendirilmesinde light chain 3 (LC3)-11/I, Beclin-1,
otofajiyle iliskili gen 3 (ATG3), ATGS, ATG7, ATG12, ATG16-L1 mRNA gen
ekspresyon seviyesi ger¢ek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR)
ile,

e Hiicresel otofajik akisin degerlendirilmesinde Beclin-1, ATG5, LC3-1l, LC3-Il/I,
p62/SQSTMI protein ekspresyon diizeyi WB yontemleri ile degerlendirilmistir.


https://paperpile.com/c/IXn60m/BIC03

2- GENEL BIiLGILER
2.1- Apikal Periodontitis

Apikal periodontitis; pulpanin mikrobiyal enfeksiyonu sonrasi gelisen, periapikal
dokularda kemik yikimi ve enflamatuvar cevapla karakterize enfeksiydz bir hastaliktir (8).
Pulpanin nekrozu ve enfeksiyonu sonrasi, konagin bagisiklik savunmasinin enfeksiydz ajanlari
siirlandirmasi ve viicuttaki baska bolgelere yayilmasindan korumasi amaciyla gelismektedir.
Kok kanal enfeksiyonundan kaynaklanan mikrobiyal antijenlerin, periapikal dokuda hem
spesifik hem de spesifik olmayan immiin yaniti uyarabildigi bilinmektedir (9).

Apikal periodontitiste kemik yikimina hem mikrobiyal enfeksiyon hem de savunma
reaksiyonunun bir pargasi olarak immiin yanit neden olur (8). Apikal periodontitis, histolojik
olarak apse, graniilom veya radikiiler kist olarak siniflandirilir (10).

Periapikal apse, akut enfeksiyona yanit olarak hiicresel dinamiklerdeki degisimin
sonucu olarak pii olusumunu yansitirken, periapikal graniilom, enflamatuvar hiicreler,
fibroblastlar ve iyi geligsmis fibroz kapsiil iceren graniilasyon dokusundan olusur. Graniilom,
periodontal dokuda yer alan Malassez epitelyal kalintilar1 immiinolojik olarak uyaranlar sonucu
cogaldiginda radikiiler kistlere doniigebilir (11). Graniillomlarda ve radikiiler kistlerde
enflamatuvar hiicre, esas olarak monontikleer hiicrelerdir. Calismalar; sitokinler, kemokinler ve
Receptor Activator of Nuclear Factor kappa B ligand/osteoprotegerin (RANK/RANKL/OPG)
sistemini de igeren makrofajlarin, mast hiicrelerinin, T hiicrelerinin ve nétrofillerin apikal
periodontitis olusumuna katildigini1 géstermistir (12).

Apikal periodontitiste bulunan hiicreler, sitokinler ve diger enflamatuvar elementler
arasindaki etkilesim ve bunlarin spesifik islevleri tam olarak agiklanamamistir (13) ancak gesitli
enflamatuvar uyaranlarin miktarlar1 ve etkilesimleri, hastaligin durumunu ve ilerlemesini

etkileyebilir ve degistirebilir (14).

2.1.1- Apikal Periodontitis Prevalansi

Diinya genelinde apikal periodontitisli en az bir disi olan kisilerin yayginliginin %16
(15) ile %86 (16) arasinda degistigi bildirilmistir. Yakin tarihli bir sistematik derlemede diinya
erigkin niifusunun yarisinin en az bir disinde apikal periodontitis varligi gosterilmistir (17). Bu
carpici sonuglar beraberinde ¢cok sayida sorunu da akla getirmektedir. Tan1 konmamais bir apikal

periodontitis gelecekte dis kaybina yol agabilir (18).
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Ozellikle yetiskin niifusta dis kaybinin yiiksek oldugu gelismekte olan iilkelerde
karsilasilabilecek olan bu durum, yasam kalitesini diistirmektedir (19). Apikal periodontitisin
agr1, rahatsizlik hissi, belki sislik gibi klinik isaretlerinin disinda lokal etkileri ile birlikte
sistemik etkilerinin de degerlendirilmesi giderek ilgi ¢eken konulardan biri olmaktadir. Son
yillarda apikal periodontitisli hastalarin kaninda artmis enflamatuvar medyatdrler gosterilmeye
baslanmistir (20).

Apikal periodontitisin lokal Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)’nin iiretimini tetikledigi ve
apikal periodontitis varliginda sistemik oksidatif stres parametrelerinde artisa neden oldugu
kanitlanmistir. Tiim bu veriler goz oOnilinde bulundurularak apikal periodontitisin sistemik
enflamasyon kaynagi olabilecegi (21), diyabet gibi sistemik hastaliklarla (22), serbest radikal
iiretimi etkisi ile nérodejeneratif (Alzheimer gibi), vaskiiler (ateroskleroz gibi), romatizmal ve
muhtemelen kanser de dahil olmak {izere gesitli hastaliklar arasindaki iliski dikkat c¢ekicidir
(23). Tim bu g¢alismalar ¢iiriik 6nleyici tedbirlerin genel niifus diizeyinde ele alinmasinin
Onemini tekrar ortaya koymaktadir. Ayrica apikal periodontitis varliginda hasta bu konular
hakkinda bilgilendirilmeli ve tedavi ile ilgili kararlar alinirken bu veriler dikkate alinmalidir.
Apikal periodontitisli asemptomatik dislerin protetik tedavi planima dahil olmayacagi
durumlarda izlenen “bekle ve gor” yaklasiminin dogru olmadig1 ve bu kararlarin yeniden

g6zden gegirilmesi gerekliligi ¢ok nettir (24).
2.1.2- Enfeksiyon ve Inflamatuvar Yanit

Apikal periodontitis esas olarak kaynagi mikroorganizma olan enflamatuvar bir hastaliktir. Kok
kanal sistemi i¢indeki mikrobiyal yerlesim, organizasyon ve viriilans faktorlerinin bilinmesi
hastalik siirecinin daha net olarak anlasilabilmesi agisindan onemlidir. Mantarlar, arkeler ve
viriisler apikal periodontitis ile iligkili olmasina ragmen, bakteriler ana mikrobiyal etiyolojik
ajanlardir. Oldukca organize ve karmasik yapilardan olusan ¢ok tiirlii biyofilmler-kok kanal
mikrobiyatasi-temel olarak kok kanalinin iginde bulunur. Bazi 6zel durumlarda,
mikroorganizmalar savunma bariyerini asabilir ve hatta ekstra-radikiiler enfeksiyon
olusturabilir (25). Apikal periodontitis patogenezinde mikrobiyal etkilesimin 6nemli rol
oynadig1 agikca gosterilmistir (26).

Mikroorganizmalar dogrudan doku hasarmma neden olabilir ve/veya enzimler,
ekzotoksinler ve metabolik son {irlinler dahil olmak iizere {iriinlerin salgilanmasiyla

immiinolojik yaniti modiile edebilir (27). Farkli viriilans faktorleri ile kok kanal
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enfeksiyonundaki degisimlere bagl olarak, apikal periodontitise neden olan immiinolojik yanit

zaman i¢inde degisecektir.

2.1.3- inflamatuvar Hiicreler

Apikal periodontitis lezyonlarinda enflamatuvar hiicrelerin farkli alt popiilasyonlari
gosterilmistir. Notrofiller ve onlarin mikroorganizmalarla etkilesimleri, akut fazda ilk savunma
hatt1 olarak 6zel bir 6neme sahiptir, sonug olarak doku hasarina ve kemotaksise neden olur.
Mast hiicreleri ve makrofajlar, kronik apikal periodontitisin 6nemli enflamatuvar hiicre
bilesenleridir ancak, bu hiicrelerin IL-6 ve diger enflamatuvar medyatorlerin tiretimi ile tam
olarak nasil iliskili oldugu bilinmemektedir. Bu hiicrelerin periapikal kistlerdeki dagiliminin
incelendigi bir calismada, mast hiicrelerinin vazoaktif medyatoérler gibi cesitli enflamatuvar
medyatorleri hem parcalama hem de iiretme kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir. Bu
maddelerin salinimi, enflamatuvar olaylar ve kemik rezorpsiyonu ile dogrudan iligkilidir ve
ayrica bagisiklik sisteminin diger hiicrelerini de etkiler (12).

Caligmalar, periapikal graniilomlarda ve kistlerde mast hiicrelerinin varligini
karsilagtirmis ve kistlerde yogun olarak bulundugunu dogrulamistir. Mast hiicrelerinin sub-
epitelyal bolgelerde yaygin olarak bulundugu bildirilmistir. Bu sonuglar, TNF-a, IL-1,
makrofaj enflamatuvar protein-1o (MIP-1 o) ve monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) gibi
enflamatuvar medyatorlerin salinimindan sorumlu oldugu icin kistlerin biiylime egilimini
aciklayacaktir. Mast hiicre degraniilasyonu, enflamatuvar ve vaskiiler degisikliklere neden
olabilir, boylece kistlerin olusumuna ve genislemesine katkida bulunur (28).

Makrofajlar ise IL-1o, TNF-a, IL-6, transforme edici biiyiime faktorii (TGF)-p ve
prostaglandin salgilayarak bu lezyonlarin gelisimi ve onarimi iizerinde etkili olan pro- ve anti-
enflamatuvar maddeler {iretme yetenegine sahiptir. Bu sitokinler, osteoklastlarin aktivasyonu
ve farklilagsmasi, fibroblastlarin aktivasyonu ve proliferasyonu, kollajen {iiretimi ve
neovaskiilarizasyon yoluyla enflamatuvar siireglerin baglatilmasi ve diizenlenmesinde rol oynar
(29).

Apikal periodontitis lezyonlarinda T hiicreleri bulunur, ancak bu hiicrelerin aktivasyonu
ve islevi heniiz tam olarak anlagilamamustir. T hiicreleri sadece immiin sistem ile degil ayrica
oral epitel ve oral bakteri hiicreleri ile de etkilesime girecek bir dizi olay1 baglatma yetenegine
sahiptir. T helper 1 (Thl) ve Th2 hiicre cevabi, apikal periodontitis lezyonlarinda kemik
rezorbsiyonunun ana medyatdrii ve makrofajlarin aktivatdrii oldugu distliniilen IL-1

ekspresyonunu modiile eder (30).
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Th1 immiin yanitinin hem lezyon ilerleyisinde hem de kemik yikiminda rol oynadigina
inanilirken, Th2'nin lezyon gelisiminin daha ileri asamalarinda meydana gelen onarim
stirecinde Oonemli olan immiinosupresif mekanizmalari igerdigine inanilmaktadir (31). Bu
durum, Th1 sitokinlerinin yoklugunun lezyon gelisimini 6nemli 6l¢iide degistirmedigi, ancak
Th2 sitokinlerinin eksikliginin lezyon boyutunda artisa neden oldugu deneysel modellerde
gosterilmistir (32). Bununla birlikte, son bulgular, geleneksel Th1 ve Th2’nin disinda, farkli bir
sitokin olan IL-17'nin varlig: ile karakterize edilen bir modeli gosterdiginden, bu kavramin
gozden gegirilmesi gerekmektedir (30).

Graniilomlarda Th1 yanitinin ve kistlerde Th2'nin baskin olmasi, her iki immiin yanitin
da hiicre temasina ve/veya IL-10 ve TGF-f {iretimine bagli mekanizmalar yoluyla regiilator T
hiicreleri (Treg'ler) tarafindan baskilanabilecegini 6ne siiren yazarlar tarafindan gosterilmistir
(32). Francisconi ve ark. (37), bu hiicrelerin gog¢ii ile aktif lezyonu inaktif fenotiplerine
dontistiirdiigiinden, Treg kemoatraktanlarmin kullaniminin apikal periodontitisin  klinik
uygulamalari i¢in umut verici bir strateji olabilecegini 6ne siirmektedir (33).

Esas olarak T hiicrelerinin aracilik ettigi lezyonlarda Thl yanitinin baskin oldugunu
bildiren ¢alismalarla birlikte, B hiicreleri ve/veya plazma hiicrelerinin aracilik ettigi lezyonlar
Th2 yanit1 sergilemektedir (34).

Bazi yazarlar, T hiicrelerinin lezyonun baslangicinda ve gelisiminde, B hiicrelerinin ise
onarim siirecinde yer aldigini 6ne siirmektedir (35). T helper hiicrelerinin yeni alt kiimeleri
(6rnegin Th9, Th17 ve Th22) ve bunlarin prototipik sitokinleri IL-9 ve IL-22 yakin zamanda
kesfedilmistir. IL-9 ve IL-22 ekspresyonunun inaktif lezyonlarda baskin oldugu bulunmustur,
bu da bu sitokinlerin apikal periodontitis patogenezinde olas1 bir koruyucu roliiniin varligini
diisindirmektedir (36).

Farelerde deneysel apikal periodontitis modeli ¢alismalar1 IL-9 ekspresyonunun
lezyonun kontroliinde yardimci oldugunu gostermistir. Ancak, 1L-9 ve IL-22'nin apikal
periodontitisteki immiinosupresif roliinii belirlemek i¢in daha ileri caligmalara ihtiya¢ vardir
(36) (37).

Oseko ve ark. (38), IL-17 knockout farelerin deneysel apikal periodontitis lezyon
gelisimine diren¢li oldugunu gdstermislerdir, bu da Thl7 hiicrelerinin ve onlarin sitokin
tiretiminin enflamatuvar stiregteki roliinii ortaya koymaktadir.

Dendritik hiicrelerin alt kiimesi olan Langerhans hiicreleri, apikal periodontitis
lezyonlarinda izlenmekte ve epitelyal proliferatif potansiyele sahip T hiicrelerinin kemotaksisi
ile giiclii bir sekilde iligkili goriinmektedir. Langerhans hiicrelerinin yogunlugundaki artis, daha

yogun enflamatuvar hiicre icerigine sahip lezyonlarin gelisimi ile iliskili faktérlerden birisidir.
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Periapikal kist ve graniilomlarda bu hiicreleri saptamaya yonelik ¢alismalarda farkli sonuglar
elde edilmistir. Bu durum, dendritik hiicrelerin antijen sunduktan sonra gecirdikleri apoptoz
stirecine, bu hiicrelerin daha az sayida olmasiyla karakterize edilen doku onarim siirecine, bu

hiicrelerin olgunlagsma profiline ve arastirma yontem farkliliklarina baglanabilir (39).

2.1.4- Sitokinler

Sitokinler, 16kositlerin toplanmasi yoluyla mikrobiyal ajanlara ve diger yaralanmalara
cevap olarak hiicreler tarafindan yarali dokulara salgilanan proteinlerdir (21).
Prostaglandinlerle birlikte sitokinler, osteoblastlarin aktivasyonu ve farklilasmasi,
fibroblastlarin aktivasyonu ve proliferasyonu, kollajen iiretimi ve neovaskiilarizasyon yoluyla
enflamatuvar siireglerin baslatilmasina ve diizenlenmesine katilir (14). IL-17 ve TGF-p, apikal
periodontitiste bulunan ve esas olarak sirastyla Th17 ve Treg hiicreleri tarafindan salgilanan iki
onemli sitokindir. Birbirleriyle etkilesime girerek proenflamatuvar ve immiin diizenleyici
sitokinlerin etkisini karakterize ederler. Bu sitokinlerin zit etkileri olmasina ragmen karsilikli
inhibisyonlar1 yoktur. TGF-B gii¢lii bir bagisiklik diizenleyici sitokin iken, IL-17 ve IL-8
iretimini uyararak enflamatuvar siireci yeniden etkinlestirebilir (35).

Kronik apikal periodontitis lezyonlarinda alevlenme IL-17 seviyesinin ve lokosit
infiltrasyonunun artmasi ile ilgilidir. Fistiili bulunan ve karisik enflamatuvar hiicre icerigine
sahip hastalarda IL-17 seviyesinin yiiksek oldugu izlenmistir. Bu durum enflamatuvar yanitin
alevlenmesini, notrofil sayisini ve kemik rezorbsiyonunu arttirmaktadir (40). IL-17, n6trofilleri
ortama ¢agirmakta, osteoklastlari aktive ederek RANK-L iiretimini tetiklemektedir (12).

Yiiksek TGF-B seviyeleri, apikal peridotitisin iyilesmesinde 6nemlidir, ¢linkii TGF-f
sadece kemik rezorpsiyonunu inhibe etmekle kalmaz, kollajen sentezini, neovaskiilarizasyonu
ve fibroblast proliferasyonunu uyararak dokunun yeniden sekillenmesini ve onarimini da tesvik
eder. TGF-pB ayrica Treg ve Th17'nin farklilasmasina da katilmaktadir. TGF-f, enflamatuvar
reaksiyonu simirlamak i¢in Treg'leri indiikleyerek ve bir araya getirerek immiin yanitt
baskilayici rol oynarken, Treg hiicre sayisinin diisiik olmasi enflamatuvar siireci uyarir (29).

IL-6, makrofajlarla birlikte kemigin yeniden sekillenmesinde ve immiin hiicrelerin ve
osteoklastlarin aktivasyonu ve farklilagmasinda 6nemli bir sitokindir (12). Yiiksek IL-6
seviyeleri semptomatik ve aktif apikal periodontitis lezyonlari ile iligkili bulunmustur (41).

IL-6 6nemli bir proenflamatuvar biyobelirtectir ve apikal periodontitis lezyonlarinin
sistemik enflamatuvar durumlarla iligkisini gostermek igin kan ve lokal doku IL-6 seviyeleri

arasindaki korelasyonu arastiran bir¢ok ¢alismada ¢eligkili sonuglar bildirilmistir (42).
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Kistik lezyonlarda kist kapsiiliindeki makrofaj sayis1 ve TNF-a diizeyleri ile kapsiil
kalinhig1 arasinda pozitif korelasyon gosterilmistir. TNF-o diizeyi, ana TNF-a kaynag:
olduklarindan dolayi, kist duvarindaki makrofaj miktar1 ile orantihidir. Kisti cevreleyen
dokulardaki makrofajlarin miktar1 ile yiiksek TNF-a ekspresyonu arasindaki iliski de
gosterilmistir, bu durum TNF-a {iretimi ile kistlerde doku vaskiilarizasyonu arasinda ve ayrica

anjiyogenez ve enflamasyon arasinda bir korelasyon oldugunu kanitlamaktadir (43).

2.1.5- Kemokinler

Kemokinler, 16kositlerin ve selektinlerin go¢ii ve aktivasyonu ile iligkili kiigiik protein
(8-10kD) ailesini temsil etmektedir. Selektin, enflamatuvar hiicrelerin damar duvarlarina
adezyonunu saglar (40). Silva ve ark. (44) hem periapikal graniilomlarda hem de kistlerde
kemokin reseptorlerinin (yani CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, CXCR1, CXCR3) ekspresyonunu
gostermistir. Bu reseptorler, monosit ve notrofillerin yani sira Thl ve Th2 hiicrelerinde de
bulunur (45). Thl hiicreleri agirlikli olarak kemokin reseptorleri CCR5 ve CXCR3'l, Th2
hiicreleri esas olarak CCR3 ve CCR4'li ve monosit/makrofajlar CCR2 ve CCR5’1 ifade eder
(30).

Periapikal enflamatuvar lezyonlarda yiiksek seviyelerde kemokin CXCL12/SDF-1
bulunur ve bu tip lezyonlarda bu kemokini eksprese eden ana kaynak CD117+ mast
hiicreleridir. CXCL12/SDF-1'in periapikal dokunun tahribatinda 6nemli bir rol oynadigi,
muhtemelen immiin hiicreler, 6zellikle de mast hiicrelerinin infiltrasyonuna neden oldugu ileri
stiriilmektedir (46).

Periapikal kistlerdeki RANTES, IP-10 ve MCP-1 kemokinlerinin ve CCR3, CCRS5,
CXCR1, CXCR3 kemokin reseptdrlerinin yiiksek seviyeleri, graniilom ve kistlerin olas1 evrimi
ile iligkili olabilir. Bununla birlikte, ilgili mekanizmalar tam olarak anlasilamamus, sitokinlerin
Malassez epitelyal artiklarinin proliferasyonuna etkisini diigiiniilmektedir (44).

Noropeptitler

Noropeptitler, sentezleri ve salinimlar1 néronlardan gercgeklestigi ve hedef hiicreler
iizerindeki hiicre dis1 reseptorler tarafindan aracilik edilen biyolojik eylemlere sahip olduklari
icin, peptitlerin veya néromodiilatorlerin (47) norotransmiterleri olarak disiiniilmektedir.
Afferent noron liflerinin periferal enflamatuvar siireglerdeki etkisi bir yiizyilldan fazla bir

stiredir ¢alisilmakta ve bu liflerin uyarilmasinin vazodilatasyona ve ardindan 6deme yol agtig1

bilinmektedir (47).
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'Norojenik enflamasyon' terimi, hasar durumunda periferik néronlarda bir uyaran
tarafindan tetiklenen ve vaskiiler gecirgenlik, asir1 duyarlilik ve vazodilatasyon dahil olmak
iizere ¢oklu siirecleri degistiren noropeptidlerin salinimi ile sonuglanan enflamatuvar siirecin
bilesenini tanimlar (47). Bu bulgulardan yola ¢ikarak c¢alismalar, Substant P (SP), vazoaktif
bagirsak polipeptidi (VIP), néropeptid Y (NPY), kalsitonin geni ile iligkili peptid (CGRP) ve
norokinin A (NKA) dahil olmak iizere ndropeptidlerin roliine odaklanmistir (47). Noropeptitler,
bol innervasyonlart nedeniyle apikal periodontitis gelisimi ile iliskilendirilmistir. Calismalar,
VIP’in kemik rezorpsiyonu ve osteoklast fonksiyonlarinin diizenlenmesine sebep oldugu i¢in
lezyonun biiylime ve olgunlasma siiregleri ile iliskili oldugunu géstermektedir (47, 48).

SP'nin akut ve kronik enflamatuvar lezyonlarda makrofajlarda sitoplazmik olarak
eksprese edilmesinin yaninda, periradikiiler graniillomlarda yer alan immiin hiicrelerde SP
dizilimi de gosterilmistir (47).

Kemigin yeniden sekillenmesi asamasina CGRP’nin katilimi deneysel ¢alismalarla
gosterilmistir. Indiiklenmis periapikal lezyonlarda aktif osteoklast sayisinda azalma, immiin
reaktif CGRP'nin sinir liflerinin yogunlugu doruga ulastiginda gézlenmistir. Osteoblastlarda
bulunan CGRP reseptorleri, sinir sisteminin kemik metabolizmas1 {izerindeki etkisini

kanitlamaktadir (47).

2.1.6- Diger inflamatuvar Belirtecler

Hiicre koruma mekanizmasi, zararl ¢evresel kosullara ve patojenlere kars1 koruyucu bir
rol oynayan 'ist soku' proteinleri (HSP'ler) (49) olarak adlandirilan polipeptit ailesinin
ekspresyonunu igermektedir. HSP'ler, tipik olarak, enflamatuvar medyatorler, yiiksek sicaklik,
azalmis oksijen ve enfeksiydoz ajanlar gibi stres sinyalleri tarafindan indiiklenir ve
polipeptitlerin hiicre zar1 boyunca iki katina ¢ikmasi ve translokasyonunda énemli roller oynar
(50). HSP'ler molekiiler agirliklarina gore asagidaki gruplara ayrilir: HSPH (HSP110), HSPC
(HSP90), HSPA (HSP70), DNAJ (HSP40), HSPD (HSP60) ve HSPB (HSP27) (49).

Periapikal graniilom lezyonlarinda HSP27 (HSPBI1), HSP40 (HSPA6), HSP70
(DNAJC3) ve HSP110 (HSPA4)’nin saglikli dokuya oranla yiiksek seviyelerde ekspresyonu
gosterilmistir (49). HSP70 ailesinin bir tiyesi olan HSPA-4, inaktif graniilomlarda daha yiiksek
ekspresyon gostermistir. Bu bulgular, HSP'lerin periapikal lezyon gelisimi sirasinda modiilator
fonksiyonlara sahip olabilecegini ve bu siiregte farkli 1s1 soku genlerinin/proteinlerinin farkl

roller oynayabilecegini diisiindiirmektedir (49).
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Nitrik oksit (NO), apikal periodontitiste rol oynayan diger 6nemli bir enflamatuvar
medyatordiir. NO, toplu olarak NO sentazlar (NOS'lar) olarak bilinen bir enzim ailesi
araciligiyla birkag hiicre tarafindan iiretilen, her yerde bulunan bir serbest radikaldir (51).

NO'mun AP'deki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte, ¢alismalar NO'nun apikal
periodontitis patogenezi sirasinda IFN-y ve TNF-a gibi proenflamatuvar sitokin diizeylerini
modiile ettigini gostermistir (52). Cintra ve ark. TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-17, IL-23 ve NO serum
diizeylerini bir veya birden fazla apikal periodontitisli disi olan siganlarda degerlendirmislerdir.
Birden fazla diste apikal periodontitisli sicanlarda serum IL-6, IL-17, IL-23 ve TNF-a
seviyelerinde artig oldugu, 6te yandan serum NO seviyelerinin azalmis oldugu bildirilmistir
(53). Bu sonuglar endodontik enfeksiyonlarin sistemik sagligi olumsuz etkiledigi hipotezini
desteklemektedir.

Mikro-RNA'lar (miRNA'lar), transkripsiyon sonrasi seviyede gen ekspresyonunun
diizenlenmesinden sorumlu olan kii¢iik kodlanmayan RNA'lardir (53). Farklilagsma, ¢ogalma
ve apoptoz dahil olmak {izere ¢esitli biyolojik aktiviteleri denctlemede gorev alir (54). miRNA
ifadesindeki degisiklikler, hedef genlerin ekspresyonunu diizenleyerek cesitli hiicre sinyal
yollarini etkiler (54). miRNA ekspresyon profili, odontojenik timoérler dahil olmak tizere pek
¢ok durumda tanisal ve prognostik bir belirte¢ olarak kabul edilebilir (55).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), etkilestikleri diger molekiilleri doniistiirebilen kararsiz,
son derece reaktif molekiillerdir. Proteinlerin, karbonhidratlarin, lipidlerin ve niikleik asitlerin
etkilendigi bir durum olan oksidatif stres (yani oksidan ve anti-oksidan ajanlar arasindaki bir
dengesizlik) sirasinda yiiksek miktarda ROS {iretilir (56). ROS iiretimi, endodontik lezyonlarda
patojen istilasina kars1 6nemli bir savunma mekanizmasidir (56).

Endodontik enfeksiyon siirecinde, bakterilerin fagositlerin yiizeyindeki Toll benzeri
reseptorlere (TLR'ler) baglanmasi, fagositozun baslamasina, hiimoral ve hiicresel yanitlarin
indiiklenmesine (sirasiyla lenfositler B ve T tarafindan aracilik edilir), sitokinler ve
metalloproteinazlar (MMP'ler) ile enflamatuvar medyatdrlerin sentezi ve bunun sonucunda
ROS iiretimine sebep olur (57). ROS ile ilgili belirte¢ ekspresyonunun artisi hem lokal hem de
sistemik seviyelerde apikal periodontitis patogenezi ile iliskilendirilmistir (57). Asemptomatik
apikal periodontitis lezyonlari, saglikli dokuya kiyasla MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarinda
artisla karakterize pro-oksidatif bir profil gostermektedir (58). Dolayisiyla bu biyobelirteglerin
potansiyel bir teshis araci olarak kullanim1 diistiniilmektedir. Oksidatif stres ortaminda kemik
metabolizmasi regiilasyonu da degisir (59). Apikal periodontitis lezyonlarinda 8-hidroksideoksi

guanozin (8-OHdG), oksitlenmis glutatyon (GSSG) ve kemik rezorpsiyon diizenleyicileri
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(RANKL ve OPG) gibi oksidatif stres belirteglerinin yiiksek seviyesi bu lezyonlardaki agiri

kemik rezorpsiyonu siirecini agiklayabilecek bir faktordiir (59).

2.2- Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz (MAPK) Yolag:

Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)'lar, 6karyotik hiicrelerde gen ekspresyonu,
hiicre boliinmesi, hiicre canliligi, apoptoz, metabolizma, farklilasma ve motilite ile iliskili
hayatta kalma siireglerini kontrol ve regiile eden sinyal iletim yolaklarmi olustururlar (60).
Hiicre sitoplazmasinda yer alan bu proteinler hiicre zarindan ¢ekirdege bilgi aktarilmasinda rol
oynarlar. MAPK proteinleri, hiicre igindeki diger proteinlerin serin (Ser)/ treonin (Thr) amino
asitlerine fosfat gruplarini aktararak etkinliklerini diizenleyebilirler. insan genomunda simdiye

kadar 14 MAPK geni ve 7 farkli MAPK sinyal iletimi yolagi tespit edilmistir (60).

MAPK sinyal yolaginin ana hatlari, bir veya daha fazla biiytime faktoriiniin (GF'ler)
spesifik bliylime faktorii reseptorleri (GFR'ler) ile etkilesiminden olusur. Genel olarak, GF'ler,
reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesinin transmembran glikoproteinlerini baglar, aktive eder,
sinyal transdiiksiyon kaskadini aktive eder, ardindan sitozolik ara maddeler yoluyla sinyal

transdiiksiyonu ve son olarak efektdr genlerin transkripsiyon/translasyon regiilasyonunu saglar
(61).

MAPK ailesi klasik ve atipik olarak iki ana gruba ayrilabilir. Klasik MAPK’larda Thr
ve tirozin (Tyr) amino asit dizisi (Thr-X-Tyr) korunurken, atipik MAPK’larda bu amino asit
dizileri bulunmamaktadir. MAPK ailesi, klasik veya konvansiyonel MAPK’lar olarak
adlandirilan dis sinyal diizenleyici kinaz (ERK)1/2, c-Jun N-terminal kinaz (JNK)’lar, p38
MAPK’lar ve ERKS ile atipik MAPK’lar olarak bilinen ERK3, ERK4, nemo benzeri kinaz
(NLK) ve ERK7 MAPK’lan igerir (60). Yapilan arastirmalarda, MAPK ailesinin evrim
boyunca korunmus MAPK, MAPK kinaz (MAP2K) ve MAPK kinaz kinaz (MAP3K) olmak
lizere li¢ kinazdan olustugu gozlenmistir (62). Her bir MAPK kaskadi bu ii¢ kinaz ile galisir.
Bir serin treonin kinaz olan MAPK, MAP2K ile etkinlesir. MAP2K “ikili 6zgiin” bir kinazdir
ve hedef MAPK’da bulunan Thr-X-Tyr amino asit dizisini, serin (Ser)/Thr ve Tyr bolgelerinden
fosforiller. Hedef MAPK’m Thr-X-Tyr amino asit dizisindeki X yerine ERK1/2°de glutamik
asit (Glu), JNK’da prolin (Pro) ve p38’de glisin (Gly) bulunur. MAPK’1n fosforillenmesiyle
yapisal bir degisim gerceklesir. MAPK’lar bir {ist basamaktaki kinazlar tarafindan

fosforillenmedikge etkinlesmezler (63).
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2.2.1- Konvansiyonel MAPK’lar

2.2.1.1- ERK (Ekstraseliiler Diizenleyici Kinazlar)

ERK1; ilk bulunan, kolonize ve karakterize edilen MAPK’dir. Thr ve Tyr’nin biiyiime
faktorleri ile etkilesmesi sonucunda fosforile olmasiyla kesfedilmistir (64). Beyin, iskelet kasi,
timiis ve kalpte 6zellikle yiiksek seviyelerde bulunmaktadir. ERK 1 ve ERK2 biiyiime faktorleri
tarafindan aktive edilirken, ERK1/2 Tyr kinaz gibi yiizey reseptorleri tarafindan aktive ve
modiile edilmektedir (65). Normal fonksiyon durumunda ERK1/2 sitozolik pozisyonda yer
alirken; ekstraselliiler stimiilasyonla ERK1/2’nin énemli bir kism1 ¢ekirdekte birikmektedir

(66).

ERK1/2 hiicre proliferasyonunda ¢ok onemli rol oynamaktadir. ERK1/2 aktivitesi
mitojenik ajanlarla stimiile edilir. Hiicre dongiisiiniin pozitif regiilatorlerinin cogu ERK1/2’ye
etki eder. ERK1/2 fosforile olarak ve MAPKAPK ailesini aktive ederek (RSK, MNK ve
MSK’lar1) MAPK yolagini etkilemektedir (67).

ERK yolagi, hiicre ¢ogalmasi hiicre 6liimii ve hiicre iskeletinin sekillenmesinde rol
oynamaktadir. ELK-1, ERK1/2'yi fosforile ve aktive eden bir transkripsiyon faktoriidiir.
ERK’in gegici ve siirekli etkinlesmesi, E-26 bolgesi igeren proteini (ELK-1) fosforilleyerek
hiicre dongiisii sirasinda, FBJ osteosarkoma onkogen (Fos) protein ekspresyonunu
uyarmaktadir. ERK1/2, hiicre sag kalimi, proliferasyonu ve farklilagsmasi gibi ¢ok cesitli
stireclerde yer almaktadir. Niikleazda, ERK1/2, CREB (cAMP yanit eleman1 baglayici protein)
gibi transkripsiyon faktdrlerinin yan1 sira c-Myc (Myc benzeri transkripsiyonel diizenleyici) ve
NF-«xB (niikleer faktor kappa B) gibi transkripsiyon faktorlerini aktive edebilir. Bu, ERK1/2'y1

onemli bir anti-timor hedefi yapar (68).

2.2.1.2- p38

Aragtirmalarda p38 MAPK yolaginin, p38a (MAPK14), p383 (MAPKI1), p38y
(SAPK3 veya ERK6 veya MAPK12) ve p385 (SAPK4 veya MAPK13) olmak lizere dort
izoformu tanimlanmistir. p38 izoformlar1 hiicre stres altinda degilken sitoplazmada
bulunmaktadir; stres durumunda ise ¢ekirdege dogru gecmeye baslarlar (69). Ik bulunan p38,
p38-a’dir; MAPK’in ikinci modiilatoriidir, CSBP, mHOG1, RK ve SAPK2 olarak da
adlandirilir. Genellikle stres stimiilasyonu sonucunda cevap olarak olusur. p38-a ve p38-P
hiicrelerin siirlarinda ve dokularda eksprese edilmelerine karsin p38-y ve p38-6 daha siirlt

eksprese edilir ve daha 6zel fonksiyonlara sahiptir (70). p38a ve p38p izoformlar1 birgok
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dokuda bulunmaktadir; buna karsin p38y iskelet kasinda ve p380 ise ¢ogunlukla akciger,
bobrek, testis, pankreas ve ince bagirsakta eksprese olur (61). Antienflamatuvar ilaglar p38-a
ve p38-B’y1 adenozin trifosfat (ATP) yarisci olarak hedefler ve inhibe ederler (71). Memelilerde
dort p38 formu da giiclii bir sekilde ¢evresel stres, enflamatuvar sitokinler, oksidatif stres, UV

radyasyon, hipoksi, iskemi gibi pek ¢ok durumda aktive olur (72).

p38 izoformlarinin temel fonksiyonu p38 transkripsiyon faktorlerini modiile ederek
sitokin ekspresyonunu diizenlemek ve proenflamatuvar sitokin tiretmektir (69). p38’in hiicre
sag kalimdaki roliiyle ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmis, apoptoz ve hiicresel stresle de iliskisi

kanitlanmustir.

2.2.1.3- INK

JNK lar Fos ve Jun aile iiyelerini igeren, AP-1 transkripsiyon faktorleridir. Ug adet INK
izoformu vardir; JNK 1/2/3 (SAPK 1/2/3). INK1 ve 2 kalin dokularda bulunurken JNK 3 esas

olarak noral doku, testis ve kardiak myosit hiicrelerinde yer alir (73).

JNK da p38 MAPK gibi hiicresel stres, 1s1 soku, sitokinler, ultraviyole (UV) radyasyon,
oksidatif stres, deoksiribo niikleik asit (DNA) ve protein sentez inhibitorleri ve biiyltime faktorii
eksikligi gibi durumlarda aktive olur. JNK inhibitorii IT ve V, ATP’ye geri dontisiimlii olarak
baglanan inhibitérdiir (74). ERK ve p38 MAPK’lar gibi JNK da stimiilasyonla beraber
sitoplazmadan niikleusa gegcmektedir. Iyi tanimlanmis olan c-Jun, JNK substratidir. INK1 ve
JNK2 c-Jun’un ekspresyonuyla pozitif regiile olmaktadir. JNK1 ve 2 hiicre proliferasyonunun
kontroliinde 6nemli rol oynamaktir. c-Jun, JNK aktivitesini AP-1 kompleksi ve AP-1 baglanma

bolgesinin gen transkripsiyonu iizerinden etkilemektedir (75).

JNK izoformlar1 ayn1 zamanda hiicresel stres durumunda apoptotik cevapta da 6nemli
rol oynamaktadir. JNK1 ve 2 inhibisyonunun sitokrom c’nin salinimini inhibe ettigi ve bu

sayede JNK’nin intrinsik apoptotik yolag: etkiledigi gosterilmistir (76).
2.2.1.4- ERK5

ERKS (big MAPK1-BMK1) diger MAPK ’larin iki kat1 biiyiikliigiindedir. ERKS biitiin
dokularda eksprese edilmis olmakla beraber ozellikle beyin, timiis ve dalakta yliksek
seviyelerde izlenmektedir. ERKS hiicre sag kaliminda oldugu kadar erken embriyonik

gelisimde ve vaskiiler sistemin normal gelisiminde rol almaktadir (77).
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ERKS’in ii¢ adet birlestirilmis formu oldugu bildirilmistir; ERK5a, ERK5b ve ERKS5c
(78).

ERKS seviyesi biiyiime faktorli, serum, oksidatif stres ve hiperosmolariteyle artis

gostermektedir. MEKS, MAP2K’yi fosforilleyerek ERKS5 olusturmaktadir (77, 79).

ERKS, sitoplazmada lokalizedir ve MEKS veya digerleri ile uyarildiginda hiicre
cekirdegine gecer. ERKS, Cyclin D1’1 eksprese ederek hiicrede GI1/S tranzisyonunu
gerceklestirmektedir (80).

2.2.2- Atipik MAPK’lar

2.2.2.1- ERK3/4

ERK3, ratlarin komplementer DNA (cDNA)’sinin ERK1 dizilimi koken alinarak (81);
ERK4 de ERK3 gibi insan ve ratlarin DNA’larindan benzer yontemler kullanilarak klonlanip
izole edilmistir (82, 83). ERK3 ve ERK4 benzer protein yapisina sahiptir; her ikisi de %73
amino asittten olusmaktadir. ERK3 ve ERK4, yapisinda fosfoakseptdr olan Tyr kalintist
icermedigi igin (Ser-Glu-Gly motifi barindirir) atipik kabul edilmektedir (84).

ERK3 ve ERK4’{in bilinen tek substrati bir MAPKAPK olan MK5’tir. MKS5 cesitli
gruplarda cesitli fonksiyonlarda tanimlanmis olsa da ERK3 ve ERK4 {izerindeki en temel

gorevi fosforilasyonda rol oynamaktir (85).

ERK4’lin biyolojik fonksiyonu hala tam olarak anlagilamamis olsa da ERK3 hiicre
proliferasyonu, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve hiicre farklilagmasi gibi pek cok biyolojik

fonksiyona sahiptir (86).

2.2.2.2- ERK7

ERK7, rat cDNA’sinin ERK1 kinaz domain diziliminden PCR ydntemi kullanilarak
klonlanmis, iiretilmistir. ERK7°nin insan homologuna (insan DNA’sindan iiretilmis MAPK)
ERKS8 denilmektedir (87). ERK7 ve ERKS8’in %69’u amino asitten olusmustur, bu durum bu
MAPK’larin hafif olmasii saglamaktadir (88). ERK7’nin ERK1 kinaz domain bolgesinde
yaklasik %45 amino asit tespit edilmistir; bu kisim atipik olan bolgedir, ¢linkii buras1 C-terminal
uzantisidir ve konvansiyonel MAPK’larda bulunmaz. C-terminal uzantisinin rolii tam olarak
anlasilamamistir ancak hiicre i¢i lokalizasyonunda ve ERK7’nin otoaktivasyonuyla iliskili

oldugu bilinmektedir.
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ERK3’te oldugu gibi ERK7’nin de N-terminal bolgesi, ubiquitin-proteozom yolagiyla
degredasyona sebep olmaktadir (87).

in vitro ve in vivo ¢alismalarda, ERK®’in aktivasyonunun otofosforilasyonla
gergeklestigi  goriilmiistiir. ERK7°nin aksine, ERKS8’in fosforilasyonuyla konvansiyonel
MAPK ’larin diizenlendigi gosterilmistir (87). in vitro ¢alismalarda ERK7’nin substratlarinin
konvansiyonel MAPK’lardaki gibi myelin basic protein (MBP), c-Fos ve c-Myc oldugu
gosterilmistir. In vitro calismalarda ERK8’in substratinin sadece MBP oldugu gosterilmistir.
ERK7 ve ERKS8’in hiicre proliferasyonunun diizenlenmesi ve Ostrojen ve glukokortikoidlerin

isleyisinde gorev aldigi da bilinmektedir (89).
2.2.2.3- NLK (Nemo Like Kinaz)

NLK, 1994 yilinda konvansiyonel MAPK dizilimlerinden elde edilen primerlerin PCR
yontemiyle kullanilmasiyla bulunmustur. NLK, %45 amino asit igerigiyle ERK2 kinaz
domainden elde edilmistir (90). NLK atipik MAPK olarak tanimlanmaktadir ¢iinkii N- ve C-
terminal uzantilar1 konvansiyonel MAPK’larda yoktur ve aktivasyon loopunda bir adet

fosforile edilebilen kalinti bulunmaktadir (91).

NLK, Wnt yolagiyla (wntl ve wnt5a) stimiile edilmektedir. IL-6, G-CSF, TGF-B gibi
pek ¢ok sitokinin NLK y1 aktive ettigi bildirilmistir. MAP3K’nin dogrudan NLKy1 regiile edip
etmedigi bilinmemekle birlikte, NLK’nin aktivasyon dongiisii Thr-GIn-Glu motifinden
olusmaktadir. in vitro caligmalarda NLK’nin, pek ¢ok grup protein kinazin indiiksiyonuyla

otofosforile oldugu gosterilmistir (92).

Literatiirdeki ¢aligmalarda T-hiicre/lenfoid arttiric1 transkripsiyon faktorleri (TCF/LEF)
ailesi, STAT gibi pek ¢ok NLK substratt bulunmustur. NLK ayn1 zamanda proto-onkojen c-
Myb ve Wnt yolagmin degredasyonuyla da dogrudan fosforile olabilmektedir (91).

Tamamlayici sinyal yolaklari, hiicre dist uyaricilarla (GF'ler veya sitokinler) sonradan
etkilesimi baglatacak ve gen ekspresyonunu destekleyen spesifik faktorlerin niikleer
translokasyonunda birlesecek sekilde, MAPK yolagina benzer bir yapi1 sergilemektedir. MAPK
yolaginin diizenleyici aktivitesi ile ilgili olarak, PI3K/akt/mTOR (fosfoinositid-3-kinaz/v-akt
murin timoma viral onkogen homolog 1/rapamisin kinazin mekanik hedefi) ve TGF-B
(doniistiiriicii biiyiime faktorli beta) sinyallesmesi sonucu, degisen derecelerde etkilesim ve

kiimiilatif sinyal iletimi olusmaktadir. MAPK sinyalleme bilesenlerinin niikleer
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translokasyonu, olasi terapotik miidahaleyi temsil eden 6nemli hiicresel siireglerde diizenleyici

sistem olarak islev gormektedir (93).

2.2.3- Endodonti-MAPK Tliskisi

AMPK, hiicreler arasi temel enerji sensoriidiir, her yerde eksprese edilir ve enerji
homeostazini diizenler (94). Cesitli memeli hiicrelerinin farklilasmasi veya gelisimi ve AMPK
sinyal yolagi iliskisi hakkinda bir¢ok ¢alisma bildirilmistir (95). AMPK sinyal yolunun
modiilasyonu ile insan mezensimal kok hiicreleri (HDPC)’nin odontoblastik farklilagmasini

otofajinin kontrol ettigi de gosterilmistir (96).

MAPK, ii¢ enzim modiiliinden olusan prolin yonelimli bir serin/treonin kinazdir; ERK,
JNK ve p38 kinazlar, MTA ile indiiklenen odontoblastik farklilasmada rol oynar. MTA ile
indiiklenen NF-kB B aktivasyonu sican dis pulpast hiicrelerinde 6nemli bir sinyal iletim
yoludur (97). MTA ile insan plasental ekstratinin kombine kullanilmasi sonucunda, insan dental
papilla hiicre (HDPC)'lerinde NF-kB B aktivasyonu indiiklenirken MAPK yolaklari iizerinden
hareket ettigi gosterilmistir (98). MTA, kalsiyum iyonlarmin salinimiyla odontojenik
farklilasmada ©nemli rol oynamaktadir (99). MTA’nin odontoblast farklilasmasi ve
mineralizasyon etkisi MAPK yolag: ile agiklanmaktadir (100). Farelerde yapilan galisma
sonucunda MTA’nin dental pulpada NF-xB B yolag: {izerinden odontojenik/osteojenik
kapasiteyi arttirdigi goriilmiistiir (100). MTA'nin p42/44, p38 ve INK MAPK'"1 aktive ettigini
ve etkilerin farkli inhibitorler tarafindan kismen ortadan kaldirilabilecegi gosterilmistir. Ek
olarak MAPK'lar, insan DPSC'lerinde, ozellikle p42/44 MAPK’da MTA ile indiiklenen
odontoblastik farklilasma ile iligkilendirilmistir. Birkag hiicrede, aktive edilmis p42/44 MAPK,

hiicre hayatta kalmasina ve farklilasmasina katkida bulunmustur (100).

MAPK yolaginin dis germ olusumunda rol oynadigini ve bu yollarin mine dokusunu
olusturan ameloblast hiicrelerinde rol aldigi bilinmektedir (101, 102). Ancak, floriiriin,
ameloblast benzeri MAPK sinyal yolu iizerindeki etkileri hakkinda ¢ok sinirli bilgi vardir. Fare
odontojenik epitelinden elde edilen ameloblast benzeri bir hiicre hatt1 olan LS8'in floriirle
indiiklenen apoptozunda MAPK'nin roliinii arastiran bir calismada odontoblast benzeri
hiicrelerde NaF ile indiiklenen apoptozun JNK ve ERK yollarina bagh oldugu gosterilmistir.

Ek olarak, dental florozun olasi biyolojik mekanizmasi molekiiler diizeyde incelenmistir (103).
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Hem p-ERK hem de p-JNK yollarinin LS8 hiicrelerinin NaF ile indiiklenen apoptozuna
katildigin1 ortaya konulmustur. ERK aktivasyonunun dis epitel hiicrelerinin gelisimleri

sirasinda proliferasyonunu etkiledigi gosterilmistir (101).

Karube ve ark. da fare odontoblast benzeri bir hiicre ¢izgisi olan MDPC-23’in NaF ile
muamelesi sonras1t MAPK aktivasyonunu gostermislerdir. Arastirmacilar NaF ile muamele
sonrast hizla p-JNK, p38 ve p-ERK'nin artan ekspresyonunun zamanla artigina devam ettigini
bildirmislerdir (103). Ek olarak, bu c¢alisma, NaF isleminin farkli konsantrasyonlarinin
apoptotik LS8 hiicrelerinde p-p38 protein diizeylerini artirdigin1 da gdstermistir. ilging bir
sekilde, LS8 hiicrelerinin p38 inhibitorii (SB203580) veya bagimsiz p38 susturucu RNA
transdiiksiyon mekanizmasi tarafindan 6n tedavisi, kaspazlarda NaF ile indiiklenen degisikligi

ortaya ¢ikarmustir (104).

MAPK kinazlar arasinda JNK ve p38 yolaklar1 siklikla apoptoz indiiksiyonu ile
iligkiliyken ERK yollarinin hiicreleri apoptozdan koruyan hayatta kalma sinyalleri verdigi
diistiniilmektedir. p38 MAPK yolu, bircok hiicresel tepkinin énemli bir diizenleyicisidir. p38
MAPK sinyallemesinin epitel hiicre transformasyonunu negatif olarak diizenledigi 1yi
bilinmektedir (105).

2.3- Otofaji

2.3.1- Hiicresel Otofajik Akis

Otofaji, Okaryotik hiicrelerin sitoplazmasinda meydana gelen evrimsel olarak iyi
korunmus kendi kendine pargalanma islemidir. Hiicresel diizeydeki otofaji cok sayida
Ozellesmis protein komplekslerinin senkronize olarak c¢alismasi ile koordine edilen ileri
diizeyde regiilasyona sahip kompleks bir molekiiler mekanizmadir ve hiicresel devamlilik i¢in
esansiyel bir stire¢ oldugu bilinmektedir.

Fizyolojik olarak otofajinin asir1 ya da bazal diizeyin altindaki aktivitesi farkli hiicresel
yanitlara neden olabilmektedir. Bazal diizeydeki otofajinin, hasarli DNA'lar, islevsiz ya da yar1
omriinii tamamlamis proteinler ile birlikte hasarli organelleri monomerik alt birimlerine
ayristirilarak hiicresel fonksiyonelitenin devamliligini saglamak {izere gerekli olan ATP'ler ve
makromolekiillerin yeniden sentezi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir. Fizyolojik kosullar
altinda hiicrelerdeki otofajik aktivite diisiik bazal diizeylerde gerceklesirken; oksidatif stres,
endoplazmik retikulum (ER) stresi, hatali katlanmis proteinlerin birikimi, genotoksik stres,

protein sentezinin inhibisyonu, enfeksiyon, hipoksi, yaslanma, kanser, aglik veya hiicre ici
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patojen varliginda hizli bir sekilde indiiklendigi gosterilmistir (106). Bu siireg hiicresel diizeyde
fizyolojik homeostazisinin saglanmasi ve degisen stres kosullarina kars1 hiicrenin adaptif bir
yanit olusturmasina olanak saglamaktadir. Stres yoklugunda otofaji, hasarli hiicresel bilesenleri
parcalamak ve hiicrenin enerjik durumunu korumak ve hiicresel nutrientlerin geri kazanimi i¢in
bazal seviyelerde aktiftir. Arastirmalar bazal seviyedeki otofajik aktivitenin hiicresel fonksiyon
kaybina sebep olabilecek zararli protein agregatlarini temizlemek i¢in gerekli oldugunu ortaya
koymaktadir. Ozellikle hiicrelerde adeta adaptif ara¢ olarak c¢alisan bu otofajik siireg
makrootofaji olarak ifade edilmektedir (106). Buna karsi asilamayan stres kosullar1 ya da
degisen fizyolojik sartlar altindaki artmis otofaji hiicresel 6liim yolaklarindan biri olarak
caligmaktadir ve bu durum otofajik hiicre 6limii olarak ifade edilmekle birlikte Tip II hiicre
oliimii olarak smiflandirilmistir (107). Bununla birlikte otofajik siirecin hiicrelerde metabolik
yeniden programlama, metastaz, immiin yanitlardan kaginma ve tedavi rezistansi gibi ¢ok
sayidaki onemli hiicresel siireclere de dahil olarak tiimor gelisimine ve immiin yanitlarin
regiilasyonuna katki sagladigi belirlenmistir (108).

Otofajinin yaslanma ile birlikte norolojik bozukluklar, kanser ve enfeksiyon gibi ¢ok
sayidaki patofizyolojik siirecte regiilasyonunda bozukluklar goriilmektedir. Ozellikle son
yillardaki ¢aligmalar degisen otofajik akisin karsinogenez siireci ile olan yakin iligkisine dikkat
cekmektedir. Kanser hiicrelerinde otofaji tiimor gelisiminin ilk safhalarinda hiicre i¢in
potansiyel olarak zararli olan protein gruplar1 veya hasarli organelleri parcalayarak adeta bir
timor baskilayict olarak hareket etmektedir (109). Bununla birlikte, tiimor gelisiminin ileri
asamalarinda otofaji, tlimoriin icerisinde bulundugu stresli mikro ¢evrede hiicresel canliligin
devamliligini siirdiirmek i¢in calismaktadir ve tiimor gelisimini tesvik edici bir mekanizma
olarak is gérmektedir. Otofaji hiicrelerde {istlenmis oldugu bu iki yonlii gérevinden dolayi
“bigagin iki keskin tarafi” olarak ifade edilmektedir (110). Memeli hiicrelerinde ii¢ ana tipte
otofaji bulunmaktadir; bunlar mikrootofaji, makrootofaji ve saperon aracili otofaji (CMA)’dir.
Her bir tip otofaji morfolojik olarak farkli olsa da ii¢li de kargonun bozunmasi ve geri doniisiim
icin lizozoma iletilmesiyle sonuglanmaktadir (111). Bu tipler esas olarak kargonun lizozoma
teslimatindaki farkliliga gore birbirinden ayrilmaktadir. Mikrootofaji sirasinda, kargoyu
yakalamak i¢in lizozomal membranin invajinasyonlar1 veya ¢ikintilar1 kullanilmaktadir. Hedef
bilesenin alimi  dogrudan lizozomun smirlayici zarinda ger¢eklesmektedir (112).
Mikrootofajide otofajik kargo, lizozom yiizeyi ile dogrudan etkilesime girer ve daha sonra
proteazlar tarafindan islenmektedir. Mikrootofajinin memeli hiicrelerinde uzun omiirlii protein
doniisiimiinde rol oynadig diisiiniilmektedir. CMA lizozomal membran boyunca ilgili ¢dziiniir

sitozolik proteinlerin translokasyonuna dayanan oldukca segici bir otofaji tilirlidiir. CMA,
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kargoyu ayirmak i¢in membranéz yapilar kullanmamasi, bunun yerine belirli bir pentapeptit
motifi iceren kargo proteinlerini tanimlamak icin saperonlar kullanmasi bakimindan
mikrootofajiden farklidir (113). CMA, ara vezikiil formasyonuna gerek olmadan kargo
tagimasi, membran fiizyonu veya herhangi bir tiir membran deformitesi saglar. Otofajik substrat
bilesenleri (katlanmamis proteinler) sitoplazmay1 direkt gecerek lizozomal liimene yerlesir ve
bu substratlar dogrudan lizozomal membran boyunca yer degistirirler (113). Mikrootofaji ve
CMA’nin aksine, makrootofajide otofajik hedef olan substrat c¢ift zarli vezikiillerin
(otofagozomlar) de novo sentezi yoluyla kargonun ayristirilarak lizozoma taginmasi adimlarini
icermektedir (114). Bu siireg; otofajik akis membran niiklealizasyonu, vezikiil genislemesi,
otofagozom olgunlagmasi, otofagozomun lizozom ile flizyonu ve kargo igeriginin
degredasyonu olmak iizere 5 ana basamakta smiflandirilmigtir (Sekil 1) (115). Tiim bu siireg
otofaji ile iliskili protein (ATG, Autophagy-related protein)’ler olarak ifade edilen protein
gruplarinin ardisik olarak galismasi ile dinamik bir sekilde koordine edilmektedir (116).

ULK1 KOMPLEKSI PI3K KOMPLEKSI

ATG13 \TG14 if
FIP200 ATG Beclin
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Sekil 1. Periapikal lezyonlarda otofajik akis (ULK 1 kompleksi: ATG14, Beclin 1,
Vps34, Vps 15, simif 11 fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K) kompleksi: FIP200, ATG13, ATG101,
ULK1).

Optimal fizyolojik kosullar altinda, otofajinin bilinen bir baskilayicisi olan nutrient
sensorlii memeli rapamisin hedefi proteini (mTOR, mammalian target of rapamycin) Unc-51-
like kinase (ULK) 1/2 kinazlar1, Atg13, Atgl01 ve FIP200 proteinlerinden olusan Unc-51-like
kinase 1/2 (ULK 1/2) kompleksi ile etkilesimde bulunmaktadir. UNC-51 benzeri kinaz
(ULK)/ATGI, otofajik sinyal indiiksiyonunda ATG13, ATG101 ve fokal adezyon kinaz ailesi
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etkilesimli protein 200 kD (FIP200) ile bir kompleks olusturarak otofajik siireci baslatan
anahtar bir proteindir (152). mTOR ULK1/2’yi fosforile ederek kinaz aktivitesini inhibe
etmektedir.

Aglik, hipoksi, enerji gereksinimi gibi fizyolojik degisimlere yanit olarak ULK1/2;
AMP kinaz (AMPK) tarafindan aktive edilmektedir. AMPK, hiicredeki AMP/ATP oranini
algilayarak hiicre i¢i enerji diizeylerinin takibinden sorumludur. Ag¢lik durumunda hiicre ici
AMP diizeyleri artmaktadir vee AMPK aktivasyonu gerceklesmektedir. AMPK, bir mTOR
inhibitorii olan tiiberoskleroz kompleksi 2'nin (TSC2) veya Raptor (regulatory associated
protein of MTOR) proteinin fosforilasyonu yoluyla mTOR'u down regiile etmektedir (117).
Gergeklesen bu post-translasyonel modifikasyonlar, ULK 1/2 kompleksinden mTOR’un
ayrilmasini tesvik ederek, Atgl3 ve FIP200’un fosforilasyonuna aracilik eden ULK 1/2 kinazin
aktivasyonuna yol agar (117).

Otofagazom formasyonunun anahtar regiilatorii olarak goérev yaptigi bilinen Beclinl
ATG'lerin fagofora lokalizasyonu i¢in gerekli olan siif III fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)
kompleksinin bir pargasidir ve otofagozomda yer almaktadir (118). Beclinl/ATG6, Vps34,
Vpsl5 ve ATG14L'den olusan siif III PI3K kompleksi, otofagozomlarin olusumu i¢in gerekli
efektorleri toplamak igin fosfatidilinositol-3-fosfat iiretimini indiikler (118). Boylelikle ULK1
kompleksi (ULK1/2, FIP200, ATG13, ATG101) ve Beclin kompleksi (Beclinl, ATG14L,
Vpsl5, Vps34) araciligiyla niiklealizasyon ve membran izolasyonu baslatilir.

Vezikiiler genisleme i¢in ubikitin benzeri konjugasyon sistemi de gereklidir.
Sistemlerden biri esas olarak ATGS ve ATGI12’den olusur; digeri, fosfatidiletanolaminin
(PE)’nin mikrotiibiille iliskili protein 1 hafif zincir 3 (LC3)/ATG8’e konjugasyonudur. LC3 ilk
olarak pro-LC3 olarak sentezlenir ve ATG4 yardimiyla LC3-I olusur. PE lipit konjugasyonu,
LC3-I'in otofajik membrana bagli LC3-I’ye doniisiimiine yol agmaktadir.  LC3-Il,
otofagozomlarin zarlarina katilir ve lizozomal flizyona kadar tamamlanmis otofagozomlarda
kalmaktadir (152). Bu senkronize ¢alisan sistem; ATG5, ATG12, ATG16L1 kompleksinin
olusumu ve ATG3, ATG7’nin LC3’e¢ fosfotidiletanolamin (PE) konjugasyonunu
gerceklestirmesi ile birlikte fagofor membran uzamasi, hedeflenmis olan otofajik kargonun
membran igerisinde hapsedilmesi ile birlikte otofagozom olusumu ve lizozomlar ile
gerceklesen flizyon sonrasinda otolizozomlarin olusmasit ve kargo igeriginin lizozomal
proteazlar ile degrade edilmesi seklindeki adimlari takip etmektedir (116).

Fagofordaki ubikuitin  benzeri substratlar i¢in bir otofaji reseptorii olan
p62/sequestosome-1 (p62/SQSTM1), otofagozom olusumunu indiiklemek igin segici olarak
LC3 ile etkilesime girer ve otofaji sirasinda verimli bir sekilde bozulmaktadir. p62/SQSTM1
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diizeyleri ile otofajik aktivite arasinda ters bir korelasyon bulunmaktadir. Otofajik kargo ile
birlikte p62/SQSTM1°de degrade edilmektedir. Bu nedenle p62/SQSTMI1, otofajik aktivitedeki
degisimin takibi i¢in 6nemli bir belirte¢ olarak kabul edilmektedir (119).

Oldukg¢a kompleks bir sekilde regiile edilen otofajik siiregteki degisimler diyabet,
obezite, norodejenerasyon, yaslanma, lizozomal depo hastaliklari, kanser, immdiinite
bozukluklar1 ve enfeksiyoz siiregler gibi birgok patofizyoloji ile iliskilendirilmistir (120).
Calismalar otofajinin hastaliklar iizerindeki ¢eligkili etkisini ortaya koymaktadir. Fonksiyonel
ve kusurlu otofajinin (defective autophagy), cok sayidaki patolojide birlikte gdzlendigi
belirlenmistir. Fonksiyonel otofaji (functional), normal hiicreleri korumak i¢in patojenleri veya
birikmis proteinleri ortadan kaldirirken, kusurlu otofaji (defective autophagy), patojenler veya
timor hiicreleri i¢in koruyucu bir ortam saglamaktadir (120). Otofajinin bu degisken ve adaptif
ozelligi bir¢ok arastirmaci tarafindan ilgi ¢ekici bulunmakla birlikte bu siireclerdeki degisen
rollerinin altinda yatan nedenlerin anlasilmasi hastaliklarin molekiiler patogenezini anlamamiz

acisindan dnem tasimaktadir.

2.3.2- Otofaji Bakteriyel Patojen iliskisi ve Enflamasyon

Patojenik bakteriler ve metabolik iiriinleri otofajiyle iligkili protein ifadelerinde artiga
sebep olmakta ve bunun sonucunda otofajik indiiksiyon ger¢eklesmektedir. Bakteri invazyonu
ile farkli bir¢ok otofajik yolagin tetiklenmesi bakteriyel patogenezde otofajinin ¢ok boyutlu
roliinli gostermektedir. Farkli otofajik yolaklarin tetiklenmesi ile bakteri hiicrelerinin
degredasyonu ya da sag kalimi desteklenebilmektedir.

Otofaji bakteriyel enfeksiyonlar sirasinda oynayabilecegi rollere gore ti¢ tiirde
gruplandirilmistir; bunlar antibakteriyel otofaji, non-bakteriyel otofaji ve pro-bakteriyel
otofajidir. Antibakteriyel otofaji, bakterinin replikasyonunu kisitlayarak bakterileri elimine ya
da inhibe etmektedir. Non-bakteriyel otofaji, dogrudan bakterilere etki etmez ancak hiicresel
diizeyde otonom immiin cevaplar1 diizenlemektedir. Pro-bakteriyel otofaji ise bakteriyel
replikasyonu diizenler ve hiicre i¢i bakteri sag kalimimi saglamaktadir. Bakteri hiicreleri
enfeksiyon silirecinde hiicre igindeki sag kalimini saglayabilmek icin konakei hiicrelerin
otofajik mekanizmasini kullanmaktadir (121).

Bakteri varliginda otofajinin immiinolojik fonksiyonlar1 ve otofaji-enflamasyon iligkisi
son yillarda dikkat ¢ceken konularin baginda gelmektedir. Otofaji dogrudan mikroorganizmay1
yok ederek, ya da dolayli olarak enflamasyonu ve kazanilmis bagisiklik yanitin1 ve

medyatorlerin salgilanmasini diizenleyerek bagisikligi modiile etmektedir (122). Makrofajlar,
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notrofiller ve lenfositler dahil olmak iizere enflamatuvar hiicrelerin gelisimine, homeostazina
ve sag kalimina etki ederek enflamasyon siirecinde kritik roller oynamaktadir. Bu siirecte
transkripsiyonel diizeydeki etkileri, cok sayidaki sitokinin islenmesi ve sekresyonunda rol
oynamasi araciligiyla enflamasyon siirecine katilmaktadir.

Kalip tanima reseptorleri veya PRR’ler (Pattern Recognition Receptors), mikrobiyal
patojenler veya hiicresel stresle ilgili molekiilleri tanimak i¢in bagisiklik sistemi hiicrelerince
iretilen proteinlerdir. Fagositlerin yiizeyinde bulunan PRR’lerden Toll-benzeri reseptorler
(TLR) dogal bagisiklik yanitin aktivasyonu i¢in gereklidir. Otofaji patojenin konak dokudaki
istilasin1 siirlandirir. TLR'ler ve otofaji arasindaki etkilesim, konak dokuda patojen istilasina
yanit olarak her iki sistemin etkilerini gliglendirmektedir. TLR'ler, otofajiyi erken dénemde
indiikleyerek antimikrobiyal aktiviteleri {ist seviyeye ¢ikarirlar (123). Calismalar,
makrofajlarda TLR ligandlar1 ile otofaji diizeyinin indiiklendigini ve otofajinin indiiksiyonunun
hiicre i¢i patojenlerin canliligini inhibe ettigini bildirmistir (124). Otofajinin yalnizca dogal
bagisiklik  yanmitin  diizenlenmesinde degil kazanilmis bagisiklik  yanitlarinin  da
diizenlenmesinde Onemli goérevleri bulunmaktadir. Antijen sunumunda ve T hiicrelerinin
farklilagsmasinda, metabolizmasinda ve fonksiyonunda diizenleyici rol iistlenmektedir (125).

Tiim Gram-negatif bakterilerin ana patojenik faktorii olan bakteriyel lipopolisakkarit
(LPS)' nin, ilk olarak TLR-2 veya 4 ile etkilesime girerek giiglii bir enflamatuvar yaniti
indiikledigi, niikleer faktor kappa B (NF-«xB) yolu aktivasyonu, tiimor nekroz faktorii (TNF) -a
ve interlokin (IL) -1B dahil olmak iizere pro-enflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin
iiretimine neden oldugu bilinmektedir (126). Inflamazom, enfeksiyona sebep olan
mikroorganizmalara ve konak proteinlerinden olusan molekiillere karsi enflamasyonun
baslatilmasi ve kaspaz-1 aktivasyonunun diizenlenmesinde gorevli olan dogal bagisiklik sistemi
elemanidir. Coklu protein kompleks yapisina sahip inflamazom sayesinde IL-18 ve TNF-a gibi
olgun sitokinler tretilmektedir. Otofajinin inflamazom aktivasyonunu negatif yonde regiile
ettigi  gosterilmistirmektedir (127). Porphyromonas gingivalis ile uyarilan insan diseti
fibroblast hiicrelerinde otofajinin bloke edilmesi sonucu insan diseti fibroblastlarinin daha fazla
miktarda TNF-oa ve IL-1B salgiladiklar1 gosterilmistir (128). Bu ¢alisma otofajinin,
proenflamatuvar sitokin salgilanmasini sinirlandirmaya katilabildigini gostermektedir.

Park ve ark.lar1 Porphyromonas gingivalis tarafindan uyarilmis otofajinin hassas
molekiiler mekanizmasinin ve esas hedeflerinin aydinlatilmasin1 amaglamislardir (129). THP-
1- kokenli makrofajlarin Porphyromonas gingivalis ile enfeksiyonu sonras1 LC3- I, Beclinl
ve konjuge ATG5-ATG12 seviyelerindeki artisa dikkat ¢gekmislerdir. LC3- I’in LC3- II’ye

doniisiimii otofagozom formasyonu ig¢in iyi bir belirtegtir. Arastirmanin sonuglar1 canli P.
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gingivalis bakterisinin otofaji sinyal proteinlerinin ifade diizeylerini pozitif yonde regiile etmesi
ile otofajiyi uyardigini gostermektedir. Ayrica periodontitis hastalarinin gingival 6rneklerinde
LC3- Il ve konjuge ATG5-ATG12 diizeyleri saglikli bireylere oranla daha yiiksek seviyede
bulunmustur. Ayn1 arastirma enfeksiyon ile uyarilmis otofajinin bakterinin eliminasyonunda
onemli oldugunu ve asir1 miktarda IL- 1 tiretimini de 6nledigini géstermistir (129).

Otofaji her ne kadar hiicresel homeostazin saglanmasinda kritik neme sahip temizleyici
gorevini iistlense de bazi firsatg1 patojenler otofajiden kagabilmekte veya otofajik mekanizmay1
kendi sag kalimlarimi siirdiirebilmek i¢in kullanarak otofagozomal vakuollerin icerisinde
cogalabilmektedir. Lee ve ark. insan diseti epitelyal hiicrelerinde ER-zengin/LC3 pozitif
otofajik vakuollerin Porphyromonas gingivalis’in ¢ogalabilmesi ve hiicre i¢inde yasamini
devam ettirebilecegi bir ortam sagladigimi gostermislerdir (130). ER, fagafor olusumunun
basladigi merkez olmakla birlikte fagofor membran yapisinin olusumuna 6nemli katkisi
bulunmaktadir (131). Porphyromonas gingivalis diseti epitelyal hiicresine girdiginde fagofor
olusumunu indiikleyerek kendisi i¢in uygun boslugu yaratmis olur. Yine bagka bir ¢calismada
Porphyromonas gingivalis LPS’nin diseti olugu keratinosit hiicrelerinde otofajiyi indiikledigi
ve bakterinin otofagozom ile kolokalize olmasini hizlandirdigi bildirilmistir (132).
Porphyromonas gingivalis’in hiicre i¢i trafigini gosteren bu ¢alismalar probakteriyel otofajiye
hizmet eden molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmas: ile oral kavitedeki firsat¢1 bakteriyel
enfeksiyonlarda terapotik stratejilere otofajik hedef molekiillerin de dahil edilmesi gerekliligini
ortaya koymaktadir.

Otofaji ve enflamasyon arasinda karmasik bir iligki bulunmaktadir. Otofaji hem hiicre
canliligimin siirdiiriilmesinde hem de hiicre 6liimiinde rol oynayan 6nemli bir siiregtir. Segici
mitokondrial otofaji (mitofaji) fazla sayidaki ya da hasarli mitokondrilerin eliminasyonu ile
mitokondrial kalitenin saglanmasi ve siirdiiriilmesine hizmet etmektedir (133). Bir hiicrede
enerji liretiminde ve otofajik kontrolde esas rol oynayan organel mitokondri oldugu gibi ayni
zamanda hiicresel reaktif oksijen tiirlerinin esas kaynagi da mitokondridir. Otofajinin bloke
edilmesi, mitokondri kaynakli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimine ve inflamazomlarin
aktive olmasina neden olmaktadir. Enflamatuvar hastaliklarla mitokondrial hasar arasindaki
iligki bu sekilde a¢iklanabilir. Bullon ve ark. ilk defa periodontitis hastalarindan aldiklar1 kan
orneklerinde mononiiklear hiicrelerde mitokondrial ROS iligkili otofajik aktivitede artig
oldugunu gostermislerdir (134). Aymi ¢alismada in vitro gingival fibroblast hiicrelerinde
Porphyromonas gingivalis LPS’nin ROS kaynakli otofajiye neden oldugu da bildirilmistir. Bu
caligma periodontitis gibi enflamasyon veya immiin sistem bozukluklari ile iligkili durumlarda

otofajinin 6nemini gostermektedir.

30


https://paperpile.com/c/IXn60m/YFpft
https://paperpile.com/c/IXn60m/Nt7po
https://paperpile.com/c/IXn60m/IYO0l
https://paperpile.com/c/IXn60m/NnSNE
https://paperpile.com/c/IXn60m/Gj5IR
https://paperpile.com/c/IXn60m/FHJJI

Hipoksi ve enflamasyon arasindaki iligki bir¢ok dokuda oldugu gibi periodontal
hastaliklarda ve apikal periodontitis lezyonlarinda da ortaya konulmustur. Periapikal
lezyonlarin patogenezinde otofajinin ve hipoksi ortaminin olasi etkilerini degerlendiren klinik
arastirmada periapikal lezyonlarin gelisiminde ve devamliliginda otofajinin potansiyel bir rol
oynayabilecegi One stiriilmektedir (135). Patojen kaynakli enflamatuvar yanmit (6rnegin
periapikal lezyon) hipoksik mikroortamlarda gelismekte ve ayni zamanda bagisiklik
hiicrelerinden proenflamatuvar sitokinlerin salgilanmasi hipoksik proteinlerin ekspresyonunu
da arttirmaktadir (136). Periapikal lezyonlarda IL-1B konsantrasyonun artis1 yalnizca
enflamasyon varligin1 degil ayn1 zamanda lezyonlarda hipoksik mikroortamlarin varligini da
isaret etmektedir (135). Hem periapikal kist hem de graniilom 6rneklerinde hipoksi ile iligkili
proteinlerden HIF- lo’nin yogun olarak izlenmesi kist ve graniillomlarin gelisiminde iskemi
neticesinde ortaya ¢ikan lokalize hipoksinin gostergesidir.

Otofajinin hipoksiye bagl osteoklastogenezin diizenlenmesine katiliminin gosterildigi
hiicre kiiltiirii ¢aligmasinda otofajinin hipoksik kosullar altinda osteoklastogenez igin
vazgegilmez oldugu gosterilmistir (137). Membrandz vakuollerin gériinmesi, asidik vezikiiler
organellerin olusumu, LC3'lin otofagozomlara bdliinmesi ve toplanmasi, otofajik akida artis ve
otofaji iligkili gen ifadesinin yukar1 yonlii regiilasyonu ile otofajik aktivite dogrulanmustir.
Arastirma bulgulari, hipoksiye maruz kalmanin HIF- lo’nin indiiksiyonu ve ardindan
BNIP3'iin (pro- apoptotik bir protein) aktivasyonu ile sonuglandigini ve sonunda Beclinl ve
diger otofajiyle iliskili genlerin ifadesinin yukari diizenledigini bildirmektedir (137). ATGS5,
ATG7, ATG4B ve LC3 dahil olmak {iizere otofajiyle iliskili proteinler, osteoklastlarin kemik
ylizeyine tutundugu sinirin olusturulmasi (rough border) ve lizozomal enzimlerin salgilanmasi
icin gereklidir (138).

Hipoksi durumunda otofajinin indiiklenmesinin diger bir yolu olan (HIF- la’dan
bagimsiz yolak) adenozin monofosfat protein kinaz (AMPK)/mTOR yolagi insan pulpa
hiicrelerinde ve periapikal lezyonlarda gosterilmistir (134). Radyografik olarak 10> mm? den
biiyiik periapikal lezyonlarda AMPK protein ifadesi daha yiiksekken, 102 mm? den kiigiik
periapikal lezyonlarda ise HIF- 1o daha yiiksek bulunmustur. Bu durum biyiik periapikal
lezyonlarda daha aktif otofaji egilimi oldugu anlamina da gelebilir (134).

Kemik yeniden sekillenmesi ve metabolizmasinda otofaji ile iligkili caligmalar;
otofajinin sadece osteoklast metabolizmasinda degil ayn1 zamanda osteoblast farklilasmasinda
ve mineralizasyonunda da rol oynadigini ortaya koymustur. Nollet ve ark., otofaji proteinleri
ATG7 ve Beclinl'in bir osteoblastik hiicre hattinda mineralizasyon i¢in gerekli oldugunu ve

osteoblastlarda ATGS5 eksikliginin in vivo olarak azalmis kemik hacmine neden oldugunu
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gostermistir (139). Otofajinin engellenmesi ile mezensimal kok hiicrelerin osteoblastlara
farklilagmasinin olumsuz etkilendigi de bildirilmistir (96). Osteoblast farklilasmasinda hiicre
morfolojisi ve hiicre i¢i organel iceriklerinde degisiklikler meydana gelmektedir. Sonug olarak,
osteoblastlar osteositlere doniislir ve mineralize kemik matriksine lokalize olurlar. Otofajik
akinin yukar1 regiilasyonu, farklilasmis osteositlerin kemik matriksindeki hipoksik ve zayif
besin kosullarinda hayatta kalmasi i¢in bir mekanizma olabilir (140).

Otofajinin endodonti ile iliskili olarak sadece periapikal lezyonlarda degil pulpa
odontoblast hiicrelerinin embriyonik gelisiminde ve daha sonra odontoblast farklilagmasi
asamalarinda da kritik 6neme sahip oldugu goriilmektedir (141). Tiim hiicrelerde oldugu gibi
odontoblastlarin homeostazisinin diizenlenmesinde otofajinin rolii biyiiktiir. Otofaji,
enflamasyonun erken asamasinda hiicre hasarindan koruyucu rol oynarken ilerleyen donemde
hiicre oliimiine sebep olmaktadir. Erken donemde otofajinin inhibisyonu odontoblast hiicre
canliligini olumsuz etkilerken ge¢ donem otofajinin inhibisyonu hiicre canliligina katki saglar
(142).

Integrin ile iligkili protein olarak da bilinen CD47, immiinoglobulin siiper familyasina
aittir ve neredeyse tiim hiicresel plazma membranlarinda ifade edilen bir ylizey molekiiliidiir
(143). Bu molekiil makrofaj yilizeyindeki sinyal diizenleyici protein alfa (SIRPa)’ya baglanarak
profagositik sinyali inhibe eder ve normal hiicreleri dogal bagisiklik sistemi tarafindan yok
edilmesine engel olur (144). Wang ve ark. c¢iiriikli ve pulpitisli pulpa Orneklerinde
odontoblastlarda CD47’nin azalmasi ile otofajinin aktive oldugunu ve enflame odontoblastlarda
CD47’°nin azalmasinin devamu ile otofajinin asir1 aktivasyonun hiicre apoptozisini indiikledigini
gostermiglerdir (145).

Pulpa iltihabi ile otofaji iliskisinin gdsterildigi rat ¢alismasinda pulpanin agiz ortamina
acilmas: ile enflamasyonun indiiklendigi Orneklerde otofajik aktivitenin siirece katildigi
gosterilmistir (146). Ayrica, otofaji belirteglerini ifade eden doku alani, koronalden radikiiler
pulpaya dogru zamana baglh bir sekilde artmistir. Bununla birlikte, ekspresyon modeli, koronal
ve radikiiler pulpitis dokular1 arasinda farklilik gostermis, koronal pulpitis dokusunda otofaji
ekspresyonu, radikiiler pulpitis dokusuna gore daha erken gerceklesmistir. Pulpitisin kontrol
edilmesinde en kritik role sahip olan odontoblast tabakasinda otofaji ile iligkili proteinlerin
ekspresyonu dikkat ¢ekicidir. Dental pulpa kok hiicrelerinin odontoblastlara farklilagmasinin
otofaji tarafindan regiile edildigini gésteren in vitro ¢alismalar bu sonucu desteklemektedir.
Otofaji, NF-kB aktivasyonunu baskilayarak odontoblastlarin farklilasma kapasitesini
desteklemektedir (147). Otofaji ile iliskili proteinlerin yiiksek diizeyde ifade edildigi diger

hiicreler mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerdir (146). Enflamasyona yanit olarak otofaji ayrica
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hiicreler aras1 yapisma molekiilii-1 (ICAM) ve vaskiiler hiicre yapisma proteini-11 (VCAM)
gibi hiicre yapisma molekiillerini diizenleyerek vaskiiler yeniden modellemeye katkida bulunur
(148).

2.4- Eser Elementler

Viicut kompozisyonu goéz Oniinde bulunduruldugunda temel bilesenler protein,
karbonhidrat, yag ve vitaminlerin yaninda sodyum (Na), potasyum (K), kalsiyum (Ca),
magnezyum (Mg), fosfor (P), bakir (Cu), ¢inko (Zn), selenyum ve krom (Cr) gibi pek ¢ok
Mineralin insan metabolizmasinda énemli iglevlerinin oldugu agiktir. Bu minerallerden pek
cogunun gereksinimi, etkileri, azligt veya fazlaligt konusunda c¢ok sayida c¢alisma
yiirlitiilmektedir. Bu minerallerin birbirleriyle etkilesimleri ve herhangi birinin eksikligi veya

fazlalig1 diger minerallerin veya diger major besinlerin fonksiyonlarini etkileyebilir (149).

Insan metabolizmasinda mineraller eser miktarlarda gereklidir. Mineraller, viicuttaki
konsantrasyonlar1 miligram ile ifade ediliyorsa makroelement, mikrogram ile ifade ediliyorsa

eser veya mikroelement olarak adlandirilirlar (150).

Eksikligi halinde, her defasinda ayni ve tekrar olusturulabilir yapisal ve fizyolojik
anormallik gelisen ve yerine konulmasi ile bu anormalligin diizelmesi saglanabilen besin
maddesi esansiyel besin maddesi olarak adlandirilir. Bu isimlendirme mineraller i¢in de gegerli
olup Na, K, Ca, Mg, P esansiyel makroelementler, Cu, Zn, selenyum, kobalt (Co), manganez
(Mn), iyot (1), molibden (Mo), flor (F) ve Cr ise esansiyel mikroelementler grubunda kabul
edilirler (151).

Besinsel agidan onemli eser elementler, enzim, hormon ve vitaminlerle birlikte ko-

enzim ve kofaktor olusturarak yiiksek biyolojik aktiviteye sahip olurlar (152).

Eksikliklerine ait tipik belirtilerin, son evreye kadar ortaya ¢ikmamasi, kendilerinin ve
yapilarina girdikleri enzim sistemlerinin 0zgilil, hassas ve dogru olarak tekrarlanabilir
laboratuvar yontemlerinin olmayisi veya yaygin olarak kullanilamamasi, besinsel ve hiicresel
diizeyde aralarinda etkilesim bulunmasi nedeniyle eser elementlerin taninmasi ve

degerlendirilmesi oldukga giictiir (150, 153).

2.4.1- Selenyum

2.4.1.1- Eser Element Olarak Selenyum
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Selenyum (Selenyum), Berzelius ve Gahn isimli arastirmacilar tarafindan 1817 yilinda
Isveg’te siilfiirik asit kalintilarindan elde edilmistir. Adi eski Yunan ay tanricast Selen’e

atfedilmistir (154).

Memeliler i¢in esansiyel eser element oldugu ise ancak 1957 yilinda Schwartz ve Foltz

tarafindan anlasilabilmistir (155).

Selenyum, periyodik cetvelin VI A alt grubunda yer alan, atom numarasi 34, molekiil
agirlig1 78.96 gr olan, ametalik, gri renkli, kat1, yogunlugu 4,81 g/cm? olan 220°C’lik erime ve

685°C’lik kaynama noktasina sahip bir elementtir.

Dogada genellikle bakir, ¢inko, kursun gibi metallerin siilfidleri ile birlikte bulunur.
Glimiis renkli metalik formda ya da daha az stabil olan kirmiz1 amorf toz seklinde elde edilir.

Havada yanar, sudan etkilenmez, yogun HNO3 ve alkalilerde ¢6ziiniir (156).

Selenyum en yaygin olarak "wet digestion" yonteminin de kullanildigi fluorometrik
yontemle tayin edilir. Hibrid jenerasyon ve firinli atomik absorpsiyon spektrometrisi, nétron
aktivasyon analizi, polarografik ve stripping voltametri diger analiz yontemleridir (153).

Yeryiiziinde selenyum elementinin ana kaynagi, diinya g¢ekirdegini Orten ergimis
volkanik kayalik kiitleleridir. Diinyanin her yerinde bulunmakla birlikte dagilimi bolgeler

arasinda biiyiik farkliliklar gosterir (157).

En fazla bulundugu bolgeler Amerika Birlesik Devletleri, Irlanda, Tiirkistan ve Cin'in

baz1 bolgeleridir (158).

Isveg, Finlandiya ve Cin'in bazi bélgelerinde toprak selenyum miktar1 diisiik olup

giinliik alinan Selenyum miktar1 30-40 ng kadardir (151).
Cesitli Avrupa iilkelerinde saglikli kisilerde normal diizeyde bulunmustur (159).

Ulkemizde degisik tiir siit ve siit iiriinlerinin selenyum icerikleri cografi yapiya bagl
olarak bolgesel ve mevsimsel degisim gostermekle birlikte genel olarak normal sinirlardadir
(160, 161).

2.4.1.2- Selenyum Kaynaklar: ve Dagilim

Metabolizmasi ve fizyopatolojisi diisiiniildiigiinde insan i¢in en énemli kaynak bitkisel

ve hayvansal besinlerdir. Bitkiler ihtiyaclar1 olmadig1 halde topraktaki konsantrasyonuyla
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orantili olarak selenyumu depolarlar. Biriktirici 6zelligi nedeniyle killi topraklarda yetisen

bitkilerde selenyum miktar1 daha fazladir (162).

Cayir bitkileri, turpgiller ve lifler tahillardan fazla olmak iizere 6nemli miktarda

selenyum igerirler (163).

Et, deniz iirlinleri ve balik da ¢ok iyi birer selenyum kaynagidir. Az miktarda igme
suyunda da bulunur. Ote yandan meyve ve sebzeler (mantar ve sarimsak haric), siit ve siit
iiriinleri (yumurta, bazi peynirler, tereyagi harig), yaglar, icecekler ve pek ¢ok bebek mamasi
selenyum agisindan fakir gidalardir. Hayvanlarda en ¢ok bdbrek korteksinde birikir. Kalp kasi
disinda diger kaslarda selenyum diisiik, karacigerde ise orta diizeydedir (157, 162).

Tiirkiye’ye Ozgii Beslenme Rehberi (TOBR) 2004 raporlarina gore yetiskin erkek ve
kadinin giinliik almas1 gereken selenyum miktar1 55 pg iken; Tiirkiye Beslenme Rehberi (2015)
olarak diizenlenen rehberde bu miktar her iki cinsiyet i¢in 70 ug olarak belirtilmektedir (164,
165).

Diyetle selenyum alimi 7 pg/giin ile 4990 pg/giin arasinda degismekle birlikte; (166)
ortalama selenyum alimmin Amerika’da 109 pg/giin, (167) Izlanda’da 51 pg/giin, (168)
Avustralya’da 71,4 pg/giin (169) oldugu saptanmistir. Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarda, glinliik
selenyum alim diizeyleri ortalama 30-36,5 pg/giin ve 43-44 pg/giin olarak bulunmustur (170,
171). Bu sonuglar iilkemizde diyetle selenyum aliminin 6nerilen miktardan daha az oldugunu

gostermektedir.

Insanlarda eksiklik bulgularmi énlemek icin alinmasi gereken minimum selenyum
miktar1 10 pg/giin; tolere edilebilecek maksimum alim ise 400 pg/giin olarak tahmin

edilmektedir (172).

Yeni doganda total glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi ve selenyum diizeyi
annelerinden ve diger eriskinlerden diisiiktiir. Bliylime ¢aginda olmalarindan dolay1 bebek ve
cocuklarda da diisiiktiir. Hamile ve emziren kadinlarda selenyum ihtiyaci artmistir. Bu nedenle
eksiklik gelisme riski dogurma ¢agindaki kadinlarda ve cocuklarda artmistir. Anne stitiindeki
selenyum miktar1 gidadakiyle orantili olup biyoyararliligi miikkemmeldir. Kolostrum ve gegis

siitii olgun siite oranla selenyum igerigi agisindan daha zengindir (173, 174).

Selenyum, yaslilarda total gida aliminda azalmayla orantili olarak azalir (152). Ayrica

yogun sigara ve alkol tiikketiminin selenyum diizeyini diigiirdiigii bildirilmistir (174).
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Literatiirde, lipopolisakkarit enjekte edilerek akut enflamatuar cevabin indiiklendigi rat
caligmalarinda, serum selenyum konsantrasyonunun azaldigir goriilmiistiir. Bu durum akut
enflamasyon durumunda selenyum konsantrasyonunda azalma olacagini ve idame edilmesi

ihtiyacinin dogacagin1 énermektedir (175).

T-helper farklilagsmasi serum selenyum seviyesiyle ilgilidir; uygun Th1/Th2 dengesi
icin optimum selenyum seviyelerinin gerekli oldugu bulunmustur. Selenyum takviyesinin, Treg
hiicrelerini artirarak diizenleyici etkileriyle hem asir1 bagisikligi hem de kronik enflamasyonu

onlemeye calistig1 bilinmektedir (176).
2.4.1.3- Selenyum Metabolizmasi ve Fizyopatolojisi

Selenyum viicutta duodenum ve proksimal jejunumdan etkili olarak emilir, karaciger ve
eritrositler tarafindan hizla alindiktan sonra metabolize olmus formda plazmaya doner.
Eritrositler tarafindan indirgenerek plazma proteinlerine baglanabilecek hale gelir. Alinan
selenyumun %55-60" idrarla atilir. Toksik seviyelerde ter ve solunumla atilimi 6nem kazanir

(157).

Viicuttaki selenyum diizeyi, serum, plazma ve idrarda selenyum konsantrasyonu ve
eritrositlerde glutatyon peroksidaz (GPx) enziminin aktivitesi degerlendirilerek tayin
edilmektedir. En sik kullanilan parametre plazma (veya tam kan) selenyum konsantrasyonudur.
Saglikli insanda normal degerler ileri derecede degiskenlik gostermekte olup cografi duruma,
toprak ve gidalardaki selenyum miktarina baglidir. Alinan selenyum miktarinin ani azalmasi
plazma konsantrasyonuna ve idrarla atilan selenyum miktarina hemen yansimaktadir.
Selenyum konsantrasyonu yiiksek olan trombositler kisa Omiirleri nedeniyle kisa siireli
degisimlere duyarlidir. GPx aktivitesi ve sa¢ ve tirnaktaki selenyum konsantrasyonlar1 ise uzun
stireli selenyum durumu hakkinda bilgi verir, kisa siireli selenyum degisikliklerine ise duyarli

degildir (157).

Selenyum i¢in yetigkin bireylerde tolere edilebilecek tist sinir 400 pg/gilindiir. Selenyum
asirt aliminda ilk belirtiler bulanti, kusma ve diyaredir. Birka¢ hafta sonra insanlarda sag
dokiilmesi, tirnaklarda patolojik degisiklikler, gastrointestinal rahatsizlik, bulanti, kusma,
nefesin sarimsak gibi kokmasi, yorgunluk, asabiyet, periferal noropati, deri dokiintiisii ve sinir

sisteminin anormal fonksiyonuyla karakterize olan selenozisle sonuglanir (177, 178).

Selenyum eksikligi durumunda ele alinmasi gereken konu eksikligin, organizmanin

besinsel ihtiyact ile diyetteki biyolojik kullanilabilir element arasindaki dengesizlikten
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kaynaklanmakta oldugudur. Selenyum arz1 azalmis ya da talebi artmistir. Jeokimyasal olaylar,
endemik yetersizlik sahalarmin ve buna bagl hastaliklarin olusmasina neden olur. Yeme
aligkanliklar1 da selenyum eksikligine yol agabilir. Mide salgisini etkileyen patolojiler eser
clementlerin emilimini etkileyebilir. Piirifiye parenteral veya enteral beslenme vejetaryen
rejimler, baz1 mamalarla beslenme ve total parenteral beslenme selenyum eksikligi olusturabilir
(152, 178). Selenyum eksikligi, bazi hastaliklarin olusmasinda direkt rol oynayabilir. Selenyum
eksikliginde kardiyovaskiiler hastaliklar (en tipik 6rnegi Keshan hastaligidir), iskelet kasi
tutulumu (miyotonik distrofi, Duchenne tipi miiskiiler distrofi), karaciger nekrozu, yetersiz
gelisme, katarakt, pankreatik hasar, hemolitik anemi, Glanzmann trombastenisi gibi kan
hastaliklar1, periodontal hastalik, kistik fibrozis, alkolik siroz, lejyoner hastaligi ve ndrolojik
dejeneratif hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin risklerinde artig s6z konusudur. Diisiik selenyum
konsantrasyonlarinin kanser riskini arttirdigi; desteginin kanser riskini azalttigi ya da fazla

miktarlarinin kanser riskini arttirdigi bildirilmistir (179, 180, 181, 182).

2.4.1.4- Homeostazis Saglanmasinda Selenyum

Selenyum, selenoproteinlerin bir bileseni olarak bir¢ok hiicresel siire¢ icin onemlidir

(183, 184).

in vivo selenyum bilesiklerinin etkinligi, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesini etkileme,
apoptozu uyarma ve in vitro timor hiicresi gogiinii ve invazyonunu inhibe etme yetenekleriyle

gosterilmistir (185).

Apoptoz, okaryotik hiicrelerin intihar ettigi ve bir organizmanin normal gelisim ve
patolojik kosullar sirasinda istenmeyen; kusurlu hiicreleri ortadan kaldirmasini saglayan
olduk¢a korunmus bir mekanizmadir. Insanlarda ve hayvanlarda, doku homeostazini siirdiirmek

i¢in hiicre proliferasyonu ve 6limii diizenlenmektedir (186).

Selenyumun hiicre donglisii ve apoptoz iizerindeki etkisini agiklamak i¢in Onerilen
birka¢ mekanizma vardir ve selenyumun bu siire¢lerde anahtar bir rol oynadig1 kabul edilmistir;
ancak selenyum mekanizmalari ¢ok karmagiktir ve tam olarak anlagilmamistir. Protein kinaz
sinyal iletiminde rol oynar; kaspazlarin aktivasyonu, p53 fosforilasyonu ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusumu ile ilgilidir. Yiiksek selenyum dozlartyla indiiklenen apoptoz, prostat,
kolon ve karaciger kanseri, 16semi ve lenfoma dahil olmak iizere ¢esitli neoplastik hiicrelerde

tanimlanmistir. Ayrica, kemopreventif ve antikanser ajanlar olarak selenyum bilesiklerinin
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etkililiginin, kimyasal formlar1 ve dozlar ile iliskili oldugu da yaygin olarak kabul edilmektedir

(187, 188, 189, 190).

Selenyum, dogal olarak organik (selenometiyonin, selenosistein) ve inorganik (sodyum
selenit, sodyum selenat) formlarda bulunur (191). Selenit ve selenat in vivo olarak

selenosisteine ¢evrilmektedir (192).

Dokularda selenyum “selenometionin” ve “selenosistein” olmak iizere iki farkli formda
bulunur. Dokularda sentezlenemeyen selenometionin sadece bitkisel besinler yoluyla alinir,
metabolik olarak aktif degildir ve viicutta selenyum yetersizligi meydana geldiginde
kullanilmak iizere depolanir. insan viicudu selenometiyoninin %90’ indan fazlasini besinlerden
ve multimineral takviyelerinden saglar (193). Selenometiyonin, bagirsaktan absorbsiyonunda
metiyonin ile yarisir, metiyonin igeren viicut proteinlerine katilir ve depolanir.

Transsiilfiirasyon ile selenosisteine gevrilebilir (194).

Selenoproteinlerde (SelP) bulunan selenosistein selenyumun biyolojik yonden baslica
formudur ve hayvansal kaynakli besinlerden saglanir (195). Bununla birlikte, selenosistein,
selenoprotein biyosentezi icin selenofosfata doniistiiriilen hidrojen selenit iiretmek igin
indirgenir. Selenosistein biyolojik pH’da anyonik halde bulunur ve bu 6zelligi, elektron
aligverisi yoluyla biyolojik redoks reaksiyonlarinin gerceklesmesini saglar (194). Tim bu
selenobilesikleri hidrojen selenide katabolize edilebilir ve dimetil selenid olarak solunum

yoluyla veya trimetilselenonyum iyonu olarak idrarla atilir (191).

2.4.1.5- Antioksidan Olarak Selenyum

Insan genomunda 25 selenoprotein geni mevcuttur ve selenoproteinler embriyolojik
gelisim ve insan metabolizmasinda 6nemli gorevlere sahiptir. Selenoproteinlerin enzimatik
redoks aktiviteleriyle birlikte yapisal ve transport fonksiyonlar: da vardir. Bununla birlikte
tioredoksin rediiktaz, GPX ve iodotiroidin deiyodinaz enzimlerinin yapisinda yer almaktadir

(196).

Tim dokularda bulunan GPx iki dimerden olusmus bir tetramer olup yapisinda dort
selenyum atomu igerir (197). GPx, hidrojen peroksit lipit peroksidazin rediiksiyonunu
katalizleyerek hiicreleri oksidatif stresten korur (198). GPx enziminin yapisinda bulunan
selenyumun hidrojen peroksit (H2O02) ve bazi lipit peroksitlerin zararl iriinlerini ve hiicre

icindeki reaktif oksijen radikallerini azaltarak apoptozu baslattigi rapor edilmistir (199, 200).
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Selenyum, selenosistein halinde GPx, iyodotironin deiyodinaz ve tiyoredoksin rediiktaz
enzimlerinin yapisinda bulunur. GPx, E vitamini ile sinerjik ¢alisan antioksidan bir enzimdir.
Indirgenmis GPx ile H2O2 ve lipit peroksitlerin yol agtif1 oksidatif hasar1 azaltmada ve

onlemede rol oynar. Hiicre biiylimesinin ve tiimor supresor protein p53°lin diizenlenmesinde

etkilidir (201).

Selenometiyonin antioksidan enzimleri ve UCP2 (uncoupling protein 2) protein
ekspresyonunu arttirir, bu durumda lipit ve proteinlerin sebep oldugu oksidatif hasar azalir
(202). Selenyum, superoksit radikallerinin olusumunu katalize etme kabiliyetine sahiptir;
stiperoksit olusturmak i¢in oksijene bir elektron vererek, selenyum atomunun oksidasyonuna
neden olur. Oksitlenmis selenyum atomu daha sonra glutatyon gibi tiim viicut sivilarinda
mevcut olan siilthidril gruplariyla reaksiyona girebilir, siilfhidrilin (disiilfit bagi olusumunun)

oksidizasyonu ile sonuglanir (203, 204).

2.4.1.6- Selenyumun Kanserden Koruma Ozelligi

Selenyum, protein kinaz C, tirozin fosfataz gibi proteinlerin yapisindaki tiyol
gruplarinin  oksidasyonunda ve kanser hiicrelerinin apoptozunda rol oynayan c¢esitli

transkripsiyon faktorlerinde yer almaktadir (205, 206).

Selenyum, kanserojen faktorlerin DNA'ya yapigmasini 6nler ve tiimor biiylimesini ve
anjiyogenezisi inhibe eder. Selenyumun koruyucu 6zellikleri konsantrasyonuna ve kimyasal
bilesimine baglidir, 6rnegin selenyum-metilselenosistein gibi organik formlar diisiik toksisite
ile kanserin dnlenmesinde etkiliyken, mineral yapidaki selenit kanseri dnlemede etkilidir ancak

yiiksek toksisiteye sahiptir (207, 208, 209).

Prospektif calismalar selenyumun akciger (210), mesane (211), kolorektal (212),
karaciger (213), 6zofagus, mide-kardiya (214), tiroid (215), ve prostat kanseri (212) riskini

azalttigin1 gostermistir.

Zen ve ark. selenometiyonin metabolizmasi tarafindan {iretilen metilselenoliin,
fibrosarkom tiimor hiicrelerini ERK1/2 MAPK yolag1 aktivasyonu yoluyla inhibe ettigini
bildirmislerdir (216).

Bununla birlikte, insan kolon kanseri hiicreleri HCT116 ve SW620'de Na selenit
aracilifiyla gergeklesen tiimor inhibisyonunun, c-Jun NH2 terminal kinazin (JNK) aktivasyonu

ile iligkili oldugu gosterilmistir (217).
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Selenyumun kanser hiicrelerinde normal hiicrelerden farkli olarak, reaktif oksijen
iriinlerini (ROS) indiikleyerek kanser hiicrelerinin apoptozunu baslattigi gosterilmistir. ROS
ile indiiklenen apoptozun p53°e bagimli oldugu ve selenyumun kanser hiicrelerini tiimor nekroz
faktort ile iliskili apoptozu indiikleyen ligant (TRAIL) ve doksorubisin dahil olmak tizere diger
apoptoz indiikleyicilere duyarli hale getirebilecegi de gosterilmistir (218). Kemirgenlerde

kemoterapiyle indiiklenen oksidatif strese bagli DNA hasarinin ise azaldig1 bildirilmistir (219).

Selenyum ve selenyum igeren yapilar toksik olmayan dozlarda apoptozisi indiikleyebilir

ve anti-proliferatif etki gosterebilir. Bu yoniiyle kanserde kemo-onleyici ve kemoterdpatik etki

gosterir (220, 221).

Literatiirdeki ¢aligmalarda, kanserden korunma i¢in 1,5 mmol/l'lik bir serum selenyum

konsantrasyonunun gerekli oldugu ileri stiriilmistiir (222, 223).

Bununla birlikte selenyum komponentlerinin kemosensitizer olarak kullanilarak, kanser

hiicresi ABCB1'i inhibe ettigi gosterilmistir (224).
2.4.1.7- Selenyumun Antienflamatuvar Ozelligi

Selenyum, lipopolisakkaritlere yanit olarak makrofajlar tarafindan tiretilen TNF-a ve
siklooksijenaz-2 seviyelerini azaltir ve adhezyon molekiillerinin (hiicreler arasi adezyon
molekiilii-1 ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1) ekspresyonunu asagi yonde regiile eder.
Ayrica aragidonik asit ve eikosanoidlerin metabolizmasina yardimei olur. Monosit adezyonunu

ve endotel hiicrelerinden gogiinii azaltir (225).

Selenyum, LPS ile indiiklenen nitrik oksit iiretimini baskilayarak enflamasyonu
azaltmaktadir (226). Selenyumun pro-enflamatuvar sitokin olan TNF-a seviyesini azaltarak
NF-kB’yi inhibe ettigi bulunmustur. Selenyumun NF-kB iizerindeki inhibitér mekanizmalari
tam anlasilamamis olsa da NF-kB, DNA baglanma aktivitesi i¢in gerekli sistein kalintilarinin

redoks kontrolii yoluyla GPx ve tioredoksin rediiktaz aktivitesine bagl olabilir (227).

Son yillarda selenyum nanopartikiillerine ilgi artmaktadir, ¢iinkii bu nanopargaciklarin
diisiik toksisite ve miikemmel biyoyararlanim sergiledigi bulunmustur. Wang ve ark. selenyum
nanopartikiillerinin NF-KB B'yi bloke ve JNK ile p38 MAPK sinyal yollarinin fosforilasyonunu
inhibe ederek hiicresel nitrik oksit {iretiminin azalmasina sebep oldugunu gostermislerdir. Bu

durum selenyum nanopartikiillerinin anti-enflamatuvar 6zelligini géstermektedir (228).

2.4.1.8- Selenyumun Antibakteriyel ve Antiviriitik Ozellikleri
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Literatiirdeki ¢alismalar selenyum nanopartikiilii olarak kullanilan organo-selenyumun,
intravendz kateter, kontakt lensler ve ters ozmoz membranlart gibi farkli biyomalzemelere ve
tibbi cihazlarin igerigine eklendiginde Staphylococcus Aureus ve Pseudomonas Aeruginosa
biyofilmlerinin ~ olusumunu  engelledigini  gOstermistir.  Diisiik  organo-selenyum

konsantrasyonlart (%0,1 veya %0,2) bu malzemelere bakteriyel baglanmayi 6nlemek i¢in

yeterli bulunmustur (203, 204, 229).

Cesitli  calismalar nanopartikiiller seklinde elemental selenyumun, S. aureus,
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, ve Acinetobacter baumannii’ye karsi antimikrobiyal 6zellikte

oldugunu ortaya koymustur (208, 230, 321).

Mosolygd ve arkadaslarinin 2019°daki calismasinda metilketon selenoester 9
nanopartikiilii, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis ve C. trachomatis D'nin farkli
suslarina karst ¢ok diisik konsantrasyonlarda bile potansiyel antibakteriyel aktivite

gosterilmistir (Chlamydia trachomatis D igin 0.25 pm) (232).

Nanopartikiiller formundaki elementel selenyumun hastane kaynakli ve tibbi cihazla
iliskili enfeksiyonlarda onemli bir patojen olan S. aureus'a karsi antibakteriyel aktivite
gosterdigi bildirilmistir; hatta bazi1 arastirmacilar selenyum nanopartikiillerin  giimiis
nanopartikiillere kiyasla daha diisiik toksisite ile daha etkili oldugunu belirtmislerdir (233, 234,
235). Ek olarak, organo-selenyumun farkli biyomalzemelere ve tibbi cihazlara kovalent olarak
eklendigi ve Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa biyofilmlerinin olusumunu
inhibe ettigi gosterilmistir (204, 229).

Selenyum eksikligi, viral enfeksiyonlarin insidansi, viriilans veya hastalik ilerlemesi ile
baglantili bulunmustur (236, 237). Beck ve meslektaslari farelerde selenyum eksikliginin, RNA
viriislerinde mutasyonlara neden oldugunu gostermistir. Bu bulgu, Keshan hastalarinda
kardiyomiyopati ile sonuglanan miyokarditin koksaki viriisiiniin mutasyon gegirmesiyle
aciklayabilir (238, 239).

Selenyum eksikligi, HIV ile enfekte hastalarda diisiik sag kalim ile iliskilendirilmistir
(236). Bununla birlikte, HIV enfeksiyonu olan bireylerde akut faz yaniti ile kan selenyum
konsantrasyonunun diismesi de diisiik serum veya plazma selenyum konsantrasyonuna sebep
olabilir (240). Selenyum eksikliginin koksaki virus, ¢ocuk felci viriisii ve murin influenza

virlisliniin viriilans1 artiran mutasyonlara sebep oldugu gdosterilmistir. Bu calismalar, zayif
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selenyum durumunun daha patojenik viriis suslarinin ortaya ¢ikmasiyla sonuglanabilecegini ve

bu nedenle hastalikla iligkili riskleri ve yiikleri artirabilecegini gostermektedir (241).

Moghaddam ve ark. 2020 yilinda yayinladiklar1 calismada sistemik selenyum
eksikliginin Covid-19’a bagli 6liim riskiyle iliskili oldugunu belirtmislerdir (242).

2.4.1.9- Selenyumun Beyin Saghg ile iliskisi

Selenyum beyin sagliginin devamliligi i¢in ¢ok Onemlidir; selenyum eksikligi geri

doniisii olmayan beyin hasarina neden olur (243).

Selenoprotein P, bir yiizey reseptorii olan apoER2'ye baglanarak selenyumun beyne
iletilmesinde 6zel bir rol oynamaktadir (243). Selenoprotein P sentezleyemeyen farelerde

spastisite, anormal hareketler ve spontan nébetler gelistigi goriilmektedir (243, 244).

Insanlar galismalari, selenyumun ndbetler, koordinasyon bozuklugu, Parkinson hastalig
ve biligsel gerilemedeki baglantilarini isaret etmektedir. Epileptik nobetleri olan ¢cocuklarda ve
yetiskinlerde ve atesli nobet geciren ¢ocuklarda dnemli dl¢lide daha diisiik serum selenyumu

kaydedilmistir (245, 246, 247).
2.4.1.10- Selenyumun Dogurganlik ve Ureme Saghg ile iliskisi

Erkeklerde GPx4, sperm kuyrugunun orta parcasi kilifin1 olusturan mitokondride
bulunur. Spermatogenezin erken evresinde, bir peroksidaz olarak GPx4, antioksidan isleviyle
spermleri korurken, sonraki evrede, sperm motilitesini saglamak amaciyla kamgiy1 ¢evreleyen
mitokondriyal kilifin yapisal bir bileseni olmak i¢in orta parga proteinleri ile ¢capraz baglar
olusturur (248). Randomize bir ¢alismada, diisiikk selenyum alimi olan erkeklerin selenyum
takviyesi ile (giinde 100 pg), sperm hareketliligini 6nemli 6l¢lide artmistir (236). Bununla
birlikte, yiiksek selenyum aliminin (giinde yaklasik 300 pg) sperm hareketliligini azalttig
gosterilmistir (249).

Kadinlarda ilk trimesterde veya diisiik yapmis kadinlarda 6nemli 6l¢lide daha diisiik

selenyum seviyesi kaydedilmistir (250).
2.4.1.11- Selenyumun Tiroid Fonksiyonu ile Tliskisi

Tiroid bezi tiim dokular arasinda en yiiksek selenyum konsantrasyonuna sahip olan
organdir. Selenyum, tiroid bezinde selenyum bagimli iyodotironin deiyodinaz ve tiroksinden

(T4) trityodotironin (T3) iiretilmesine gorev alir. GPx3 yapisindaki selenyum, tiroid hiicrelerini,
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tiroid peroksidaz tarafindan iyodiir ve tiroglobulinden T3 ve T sentezinde kullanilmak iizere

tiretilen hidrojen peroksitten korur (251).

Selenyum otoimmiin  hipertiroidizmde (Graves hastaliginda) semptomlarin
azaltilmasinda etkilidir. 6 ay boyunca giinde iki kez 100 pg sodyum selenit takviyesi, yasam
kalitesinin artmasi, daha az goz tutulumu ve Graves orbitopatisinin daha yavas ilerlemesi ile

iligkili bulunmustur (252).
2.4.1.12- Selenyumun Kardiyovaskiiler Hastahiklardaki Koruyucu Rolii

Selenoproteinlerin  lipidlerin  oksidatif modifikasyonunu  6nledigi, trombosit
agregasyonunu inhibe ettigi ve enflamasyonu azalttigiyla ilgili literatiir calismalari selenyumun
kardiyoprotektif etkisini destekler niteliktedir (253). Bununla birlikte 25 gézlemsel ¢alismanin
meta-analizi, selenyum durumu ile koroner kalp riski arasinda anlamli bir ters iliski oldugunu

gostermektedir (254).

2.4.1.13- Selenyumun Immiin Fonksiyonu

Selenyum eksikligi, antikor iiretimi dahil olmak {izere hem dogal hem de kazanilmig
bagisikligin cesitli bilesenlerini olumsuz etkiler ve konagin enfeksiyonlara karst direncini
azaltir. Insanlarda diisiik selenyum konsantrasyonlari, azalan dogal immiin hiicre aktivitesi ve
artan firsatc1 hastalik ile iliskilendirilmistir. Selenyum takviyesi, aktive edilmis T hiicre
proliferasyonu, NK hiicre aktivitesi ve sitotoksik lenfosit aracili tiimor sitotoksisitesinin

arttirilmasi gibi immiinostimiilan etkiler gostermistir (149, 237, 255, 256).

Selenoproteinler, T-hiicrelerinin aktivasyonu i¢in gereklidir (257). T hiicreleri, oksidatif
strese karsi ¢ok hassastir. Yapisinda selenoprotein eksikligi olan T hiicreleri, reaktif-oksijen
tiirlerinin tiretimini baskilamadaki yetersizlikleri nedeniyle, T-hiicresi-reseptor stimiilasyonuna
yanit olarak ¢ogalamazlar (257). Skuamoz hiicreli karsinomali hastalarin tedavi (ameliyat veya
bas ve boyun radyoterapisi) siiresince glinde 200 pg selenyum (sodyum selenit olarak) takviyesi
almasi hem tedavi sirasinda hem de sonrasinda hiicre aracili immiin yanitin énemli 6l¢iide

artmasini saglamaktadir. Bunun aksine, immiin yanit plasebo alan hastalarda azalmistir (149).

2.4.1.14- Dis Hekimliginde Selenyum Uygulamalari

Selenyum, dis hekimliginde doku onariminda uyarici olarak, ROS’a kars1 korucu olarak

antioksidan ozelligiyle, kollajen tiretiminde artis saglamasi yoniiyle ¢esitli alanlarda kullanim
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bulmustur. Ayrica selenyumun hiicresel devamlilik, protein katlanmasi ve oksidatif stres
yanitindaki dnemli rolii géz dniinde alindiginda invaziv ve non-invaziv klinik uygulamalarda
kullanilmaktadir.

Selenyum nanopartikiilleri, ROS kaynakli oksidatif hasar1 Onlemesi, makrofaj
proliferasyonunu azaltip enflamatuvar cevabin kontroliinii saglayarak kronik periodontal
enflamasyondan korumasi ve bdylelikle implant bagarisini arttirmasi sebebiyle dental implant

yiizeylerinde kullanilmaktadir (258).

Nizam ve arkadaglar1 2014 yilinda insan periodontal ligament (PDL) ve gingival
fibroblastlar1 (GF) lizerinde tek basina veya selenyum ile kombine olarak uygulanan a-
tokoferoliin hem GF'lerde hem de PDLF'lerdeki temel fibroblastik biiyiime faktorii ve tip 1

kollajen seviyelerindeki artisla kollajen iiretimini artirabilecegini bulmuslardir (259).

Bu bulgular, E vitamini ve selenyumun ROS ile indiiklenen kollajen yikimina karsi
koruyucu oldugunu gosteren Asman ve arkadaslarinin bulgulariyla uyumlu olup E vitamini ve
selenyumun kombine kullanilmasinin kollajen metabolizmasi iizerinde etkili olabilecegini

diisindiirmektedir (260).

2020 yilinda Qataya ve arkadaglart eroziv oral liken planus tedavisinde bukkal
mukozaya topikal selenyum uygulamislardir. Topikal selenyum uygulamasi sonrast anlamli

derecede daha az agri1 olustugu tespit edilmistir (261).

Topikal selenyum formiilasyonu fikri, kronik sistemik selenyum kullaniminin yan
etkileri ve selenyum toksisitesi (>900 pg/giin) ile selenyum eksikligi (<30 pg/giin) arasindaki
doz farkliliklarin1 6nlemeye yonelik ortaya ¢ikmustir. Topikal selenyum mukoadeziv jelin
kullanimiyla birlikte, oral yoldan alinan sistemik etkili selenyumun kronik tiiketimi sonucu

olas1 yan etkilerinin ortadan kaldiracagi dne siiriilmektedir (262).

SeMet hidrojeli, giinliik sistemik selenyum aliminin (400 pg/giin) giivenli iist sinirinin
yaklasik %3,5'ine esdeger bir miktarda selenyum igerecek sekilde formiile edilmistir; boylece
bukkal dokular tizerindeki olas1 yan etkinin oniine gec¢ilmesi saglanmistir. Ayrica, selenyumun
dokular tarafindan daha kolay emilen organik formda (SeMet halde) bulunmasi sayesinde
presistemik eliminasyon gibi farmakokinetik kayiplarin 6niine gec¢ilmesi amaglanmistir. SeMet,
aktif amino asit transportu yoluyla absorbe edilir ve selenyum igin rezervuar gorevi gordiigii

yerlerde spesifik olmayan bir sekilde dokulara gegmektedir (263).
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Selenyum, periodonsiyum i¢in koruyucu bir eser mineral mikro besin maddesi olarak
tanimlanmaktadir. Calismalar, diisiikk serum selenyum seviyeleri olan diyabetik deneklerde

kronik periodontitisin kontrol grubuna gore artig gosterdigini bildirmistir (264).

Literatiirde 30-38 yas aras1 gingivitis veya periodontitisli hastalarda, diseti olugu sivisi
ve serumdaki plazma GPx seviyelerinin incelendigi ¢alismada gingivitis veya periodontitisli
hastalarin saglikli olanlara kiyasla daha fazla GPx seviyelerinin oldugu goriilmiistiir. Ayrica
cerrahi olmayan 6-8 haftalik periodontal tedavi sonrast GPx seviyesinin gingivitis ve
periodontitis hastalarinda onemli 6lclide azaldigr goriilmiistiir. Bu durum enflamasyon

durumunda GPx seviyesinin arttigini, tedavi halinde ise azaldigini gostermektedir (265).

Selenyum ve selenoproteinlerin hiicresel devamlilik, protein katlanmasi ve oksidatif
stres yanitindaki 6nemli rolii diisiiniildiigiinde, kanser gibi kronik hastaliklar gelismesi sonucu
selenoprotein sentezinin veya aktivitesinin degismesi sasirtici olmamaktadir (266). Thomas ve
arkadaglari, tip 2 diabetes mellitus ve periodontal hastaligi olan ve olmayan bireylerin
serumundaki glutatyon, katalaz ve selenyum konsantrasyonlarini degerlendirmistir. Glutatyon,
katalaz ve selenyum seviyelerinin, diyabet ve periodontitis hastalarinda, saglikli gruba kiyasla
onemli Olclide diisiik oldugu bulunmustur. Periodontitisi olan ve olmayan tip 2 diyabetli
hastalar ve periodontitisi olan ancak diyabeti olmayan hastalar kiyaslandiginda, periodontitisi
olan ancak diyabeti olmayan hastalarin plazma antioksidan seviyesi énemli 6l¢iide daha diisiik
bulunmustur (p<0,03). Ayrica protein karbonil seviyesi (oksidatif stresin bir biyobelirteci) tip
2 diabetes mellitus ve periodontitis hastalarinda periodontitis olmayanlara kiyasla anlamli

derecede daha yiiksek bulunmustur (p<0,07) (267).

Literatiirde dis hekimligindeki invaziv ve non-invaziv islemlerde, restoratif
materyallerin yapisina eklenen selenyumun biyofilm iizerindeki etkileri degerlendirilmistir.
Tran ve arkadaslari, organo-selenyum igeren bir fissiir ortlicii (SeLECT-DefenceTM)'niin
Streptococcus mutans ve Streptococcus salivarius biyofilm olusumunu in vitro inhibe etmedeki
etkinligini arastirmiglardir. Organo-selenyum standart polimer kimya yoluyla fissiir ortiiciiye
kovalent olarak eklenmistir. Koloni olusturan birim (CFU) testi ve konfokal mikroskop ile
SeLECT-DefenceTM’nin S. mutans ve S. salivarius biyofilmlerinin gelisimini tamamen
engelledigi gosterilmistir. Anti-biyofilm etkisinin dayanikliligini degerlendirmek igin,
SeLECT-DefenceTM 37°C'de PBS icinde 2 ay islatilmis ve 1slatma sonrasinda biyofilm

oOnleyici etkinin azalmadigi gorilmistiir (268).

2019 yilinda Amaechi ve arkadaslar1 organo-selenyum (organo-selenium-containing
pit/fissure sealant DenteShield™ (DS)) ve flor igerikli (UltraSeal™ XT Plus (UXT)) iki farkl
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fissiir ortiicliniin klinik retansiyon, plak ve cliriilk olusumunu engelleme tizerindeki etkilerini
kiyaslamiglardir. Elde edilen bulgular her iki ajanin da plak ve ¢iiriik olusumunu 6nlemede etkili
oldugunu gostermistir. Ayrica DS Sealent anlamli derecede daha uzun siire klinik retansiyon

gOstermistir (269).

Espaladori ve ark.’nin 2018 yilinda kanal i¢i medikament olarak selenyum kullandiklar1
caligmasinda, 172,94 g/M molekiiler agirliga sahip olan sodyum selenit tozu kullanilmigtir
(270). Literatiirde, selenyumun 10 uM fizerindeki konsantrasyonlarda dokular igin toksik
oldugunu bildirilmistir (204). Bu ¢alismada, selenyumun tek basina veya kalsiyum hidroksit ile
kanal i¢i medikament olarak kullanildiginda kanal i¢i mikrobiyal yiikii azalttig1 bildirilmistir.

Diabetes mellitus, osteoporoz ve osteopeni olusumuna sebep olabilen bir risk
faktoridiir. Delilbasi ve ark. diyabetli ratlarda intraperitoneal selenyum ile tedavi edilen grupta
mandibula kemik yapisinin anlamli derecede daha saglikli oldugunu bildirmistir. Histolojik
incelemede selenyum verilmeyen ratlarin mandibulalarinda trabekiiler ve kortikal diizensizlik
mevcutken selenyum verilen ratlarin mandibular kemik yapilarinin diizenli oldugu goriilmistiir
(271).

Selenyumun, kanda selenoprotein P'ye bagh bir civa (Hg) + selenyum kompleksinin
olusumu ile insanlarda Hg toksisitesine karsi koruyucu etkiler sergiledigi 6ne siirtilmiistiir. Hol
ve arkadaslar1 amalgam dolgularla iligkili genel saglik sorunlari acgisindan selenyum
konsantrasyonlarini incelemisler ve amalgam ile ilgili saglik sorunlar1 olan kisilerin, saglikli

insanlardan farkli bir selenyum metabolizmasina sahip olabilecegini belirtmislerdir (272, 273).

3-GEREC VE YONTEM

‘Periapikal lezyonlarda MAPK yolagi; selenyumun etkisi’ baglikli tez calismasini
gerceklestirmek icin gerekli olan “Deney Hayvanlar1 Uygulama Sertifikas1” programina katilim
sonrasi bu alanda uygulama yeterlilik belgesi temin edildi (MAKU HADYEK). Bu calisma
Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi,
Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuvari, Eczacilik Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvart ve
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali
Laboratuvarlari’nda gergeklestirildi. Siilleyman Demirel Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulu'nun 07.01.2021 tarih ve 01/07 sayili karar1 ile uygun goriilen ¢alisma, Siileyman
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Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim Birimi tarafindan 8040 proje

numarasi ile desteklendi.
Tez ¢alismasinin hipotezi asagidaki sekilde kuruldu:

Hi: Periapikal lezyon modelinde sistemik selenyum uygulamasi periapikal lezyonlarda

enflamasyonla artan otofajik akis ve aktive olan p38 MAPK sinyal iletim siireclerini baskilar.

3.1- Deney Hayvanlari

Bu calismada 30 adet 280-400 gr agirliginda eriskin Sprague-Dawley cinsi erkek rat
kullanildi. Ratlar Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden temin edildi. Hayvanlar sabit sicaklik (22+2 °C) ve nem oraninda (%55-60) 12
saat aydinlik 12 saat karanlikta ortam kosullarinda Euro type-1V kafeslerde en fazla 5 hayvan
olacak sekilde barindirildi. Hayvanlar %21 protein igeren hazir standart pelet yem ile bazal
miktarda beslenmistir (ad libitum) ve su olarak sehir sebeke suyu kullanildi. Ratlarin agiz
acikliklarinin, dis boyutlarinin, ¢alisma pozisyonunun, manipiilasyon yeterliliginin laboratuvar
sartlarinda test edilebilmesi, periapikal lezyon olusumunun radyografik olarak
degerlendirilebilmesi ve olusan lezyon biiyiikliigiiniin yapilmasi planlanan analizler i¢in yeterli
miktarda olup olmadiginin kontrol edilmesi amaciyla 2 adet deney hayvaninda 6n ¢alisma

yapildi.

Saritekin ve ark.’nin (274) yapmis olduklari ¢aligmanin ortalama ve standart sapma
degerleri alinarak yapilan gii¢ analizine gore (Power: %95, effect size: 0,83) gruplar arasinda
farkliligin ortaya konulabilmesi i¢in gerekli 6rnek sayis1 9 olarak belirlenmis, her bir grupta 10

hayvan kullanilmasina karar verildi

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

edildi. Caligma alaninda kullanilacak aletler daha dnceden otoklavda steril edildi.

Ratlarin agiz agikliklarinin, dis boyutlarinin, ¢alisma pozisyonunun, manipulasyon
yeterliliginin laboratuvar sartlarinda test edilebilmesi ve periapikal lezyon olusumunun
radyografik olarak degerlendirilebilmesi amaciyla Siileyman Demirel Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul’nun karariyla 28.10.2020 tarihinde bir &n ¢alisma yapildi. On
caligmada 2 adet ratin alt 1. az1 dislerinin pulpalar1 ekspoze edildi. Ratlar 21. giinde sakrifiye
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edilerek radyografik olarak degerlendirildi. Bu 6n calisma sonucunda ratlarin az1 dislerinde
pulpa ekspozlarinin uygulanabilirligi, konumu, derinligi ve 21. giinlin periapikal lezyon
olusumu agisindan yeterliligi goriilmekle birlikte; ratlardan alinan dokularin homojenize
edilmesi ve sonrasinda RNA izolasyonu ve total protein izolasyonlar1 gerceklestirilerek
sirasiyla RT-PCR temelli gen ifadesi ¢alismalar1 ve SDS-PAGE’i takiben siirdiiriilen Western
blotlama ¢alismalariyla protein ifadelerindeki degisimlerin incelenecegi caligsmalar siirdiiriildi.
Bu 6n ¢aligma kapsaminda elde edilen bulgular 21 giinliik periapikal lezyon indiiksiyonunun
yetersiz oldugunu gostermistir. Bu nedenle ¢alisma siiresinin ratlarin Siileyman Demirel
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul izni (26.11.2020 tarih 09 toplant: ve 08 karar
say1l) alinarak literatiirdeki bazi ¢aligmalarda (275, 300) oldugu gibi 28 giin olarak belirlendi.

Buna bagli olarak 30 adet yetiskin erkek ratin alt ¢ene sag ve sol toplam 60 adet 1. biiyiik
az1 disi se¢ildi, hayvanlarin canli agirliklar Slgiilerek kuyruk kisimlarindan numaralandirildi

ve anestezi dozlar1 hesaplandi (Tablo 1).

Deney hayvanlar1 her bir grupta 10 adet olacak sekilde 3 gruba ayrildi (Tablo 1).
Gruplar;

1-Negatif kontrol grubu (n=10): Rat dislerine herhangi bir islem uygulanmamuistir. 28
giin boyunca 0,5-1 ml hacimde intraperitoneal (IP) enjeksiyon yoluyla serum fizyolojik (SF)

uygulandi.

2-Pozitif kontrol grubu (n=10): Rat alt sag ve sol 1. biiyiik az1 dislerinde pulpa ekspozu
olusturularak periapikal lezyon olusumu indiiklenmis ve 28 giin boyunca her giin bir doz 0,5-1

ml hacimde ip SF uygulandi.

3-Selenyum grubu (n=10): Rat alt sag ve sol 1. biiyiik az1 dislerinde pulpa ekspozu
olusturularak periapikal lezyon olusumu indiiklenmis ve 28 giin boyunca her giin bir doz 0,5-1
ml hacimde 0,1 mg/kg dozunda ip selenyum (Sodium selenate, anhydrous, 99.8+% (metals

basis) Alfa Aesar, Massachusetts, ABD) uygulandi.

Gruplar 0-27. giin 28. giin

Negatif kontrol PAL olusturulmadan her SAK
giin IP 0,1 mg /kg SF

Pozitif kontrol PAL indiiklenecek ve her SAK
giin 0,1 mg /kg IP SF
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Selenyum grubu PAL indiiklenecek ve her SAK
giin 0,1 mg /kg IP Selenyum

Tablo 1. Deney gruplari ve uygulamalari. (PAL: Periapikal lezyon, IP: intraperitoneal
SF: Serum Fizyolojik, SAK: Sakrifikasyon)

Pozitif kontrol ve selenyum gruplarindaki 20 adet ratin alt sag ve sol 1. biiyiik az1
dislerinin pulpalari, serum fizyolojik sogutmali diisiik devirli doner alete (35.000 devir/dk)
takilan ISO 010 ve 006 (NTI, Kahla, Almanya) ¢elik rond frezler ile okluzal yilizeylerde sinif I
kaviteler hazirlanarak ekspoze edildi. Kok kanallarinin ag¢ikligi 10 numarali K egesi (Thomas,
Bourges, Fransa) ile kontrol edildi. Periapikal lezyon olusumu i¢in okluzal kaviteler 28 giin

boyunca agiz bosluguna agik birakildu.
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Resim 1. Calisma sirasinda alt 1. az1 digine ulasimin saglanmasi amaciyla 6n disler ve

dilin ekarte edilmesi.
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Resim 2. Alt 1. az1 dis pulpasinin ekspoz edilmesi.
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Resim 3. Calismada kullanilan bir ratin agirlik 6lgtimiiniin yapilmasi.
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Negatif Kontrol Pozitif Kontrol Selenyum
Ratlar
oG | 110 11-20 28. oG | 10 11-20 28. ocim | 1 11-20 28.
Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin Giin
Agrlik (gr) 280 272 270 273 298 205 204 208 372 370 358 360
Ketamin/ 28,0 273 29.8 298 372 36,0
1 Xylazine (mg) 2,80 E ) 2,73 298 ) E 2,08 372 ) ) 3,60
Selenyum (mg) 0,028 0,028 0,028 00273 | 00208 | 00298 [ 00208 | 00208 [ 00372 [ 00372 | 00372 [ 0,m72
Serum (ml) 00028 [ 00028 | 00028 [ 000273 [ 000298 | 0,00298 | 000208 | 0,00208 | 0,00372 | 0,00372 | 0,00372 | 0,00372
Agrlik (gr) 365 365 363 370 305 292 294 305 315 311 305 296
Ketamin/ 36,5 37,0 30,5 30,5 315 296
2 Xylazine (mg) 3,65 : ) 3,70 3,05 ) : 3,05 3,15 E ) 2,9
Selenyum (mg) 0,0365 | 00365 | 00363 [ 0,037 00305 | 00202 | 00204 [ 00305 [ 00315 [ 00311 [ 00305 [ 0,029
Serum (ml) 0,00365 | 0,00365 | 0,00363 | 0,0037 | 0,00305 | 0,00292 | 0,00294 [ 0,00305 | 0,00315 | 0,00311 | 0,00305 | 0,00296
Agrlik (gr) 330 324 325 323 307 301 295 300 341 330 333 328
Ketamin/ 3,0 323 30,7 30,0 34,1 28
3 Xylazine (mg) 3,30 ) ) 323 3,07 ) ) 3,00 341 ) ) 3,28
Selenyum (mg) 0,033 0,0324 | 00325 | 0,0323 | 00307 | 00301 | 00295 [ 0,03 0,0341 | 0,033 0,0333 | 0,0328
Serum (ml) 0,0033 | 0,00324 | 0,00325 | 0,00323 | 0,00307 | 0,00301 | 0,00295 | 0,003 0,00341 | 0,0033 | 0,00333 | 0,00328
Agrlik (gr) 320 313 305 270 290 274 266 270 313 302 307 315
Ketamin/ 32,0 27,0 29,0 27,0 31,3 31,5
4 Xylazine (mg) 3,20 ) ) 2,70 2,90 ) ) 2,70 3,13 . ) 3,15
Selenyum (mg) 0,032 00313 | 0,0305 | 00270 | 00290 | 00274 | 00266 | 0,0270 | 00313 | 00302 | 00307 | 0,0315
Serum (ml) 00032 | 0,00313 | 0,00305 [ 0,00270 | 0,00290 | 0,00274 | 000266 | 0,00270 | 0,00313 | 0,00302 | 0,00307 | 0,00315
Agrlik (gr) 275 271 286 285 255 246 240 250 316 308 315 310
Ketamin/ 275 285 255 250 316 31,0
5 Xylazine (mg) 2,75 ) - 2,85 255 ) ) 2,50 3,16 . . 3,10
Selenyum (mg) 00275 | 00271 | 00286 | 00285 | 00255 | 00246 | 00240 [ 00250 [ 00316 | 00308 [ 00315 | 00310
Serum (ml) 0,00275 | 0,00271 | 0,00286 [ 0,00285 | 0,00255 | 0,00246 | 0,00240 | 0,00250 | 0,00316 | 0,00308 | 0,00315 | 0,00310
Agrlik (gr) 380 385 381 390 350 340 341 349 360 351 352 351
Ketamin/ 380 39,0 35,0 349 36,0 35,1
6 Xylazine (mg) 3,80 ) ) 3,90 3,50 ) ) 3,49 3,60 - ) 3,51
Selenyum (mg) 00380 | 00385 | 00381 [ 00390 [ 00350 | 00340 | 00341 [ 00349 [ 00360 | 00351 [ 00352 | 00351
Serum (ml) 0,00380 | 0,00385 | 0,00381 | 0,00390 | 0,00350 | 0,00340 | 0,00341 | 0,00349 | 0,00360 | 0,00351 | 0,00352 | 0,00351
Agrlik (gr) 393 394 393 400 315 317 314 308 267 255 256 253
Ketamin/ 39,3 40,0 315 30,8 26,7 253
7 Xylazine (mg) 3,93 . ) 4,00 3,15 : . 3,08 2,67 ) ) 2,53
Selenyum (mg) 00393 [ 00394 | 00303 [ o000 | 00315 | 00317 | 00314 | 00308 [ 00267 [ 00255 [ 00256 [ 00253
Serum (ml) 0,00393 | 0,00394 | 0,00393 | 0,00400 | 0,00315 | 0,00317 | 0,00314 | 0,00308 | 0,00267 | 0,00225 | 0,00256 | 0,00253
Agrlik (gr) 284 277 282 290 302 302 300 305 312 313 312 319
Ketamin/ 284 290 30,2 30,5 31,2 31,9
8 Xylazine (mg) 2,84 : ) 2,90 3,02 ) : 3,05 3,12 ) ) 3,19
Selenyum (mg) 0,0284 | 0,0277 | 00282 | 00290 | 00302 | 0,0302 | 00300 | 00305 | 00312 | 00313 | 00312 | 0,319
Serum (ml) 0,00284 | 0,00277 | 0,00282 [ 0,00200 | 0,00302 | 0,00302 | 0,00300 | 0,00305 | 0,00312 | 0,00313 | 0,00312 | 0,00319
Agrlik (gr) 345 330 327 330 276 - ) - 285 276 285 285
Ketamin/ 34,5 33,0 27,6 285 285
9 Xylazine (mg) 345 ) - 3,30 276 ) ) : 285 : ) 2,85
Selenyum (mg) 00345 [ 00330 [ 00327 [ 00330 [ 00276 | - - - 0,0285 | 00276 | 0,0285 | 0,285
Serum (ml) 0,00345 | 0,00330 | 0,00327 [ 0,00330 | 0,00276 | - - ) 0,00285 | 0,00276 | 0,00285 | 0,00285
Agrlik (gr) 395 403 420 417 355 343 343 357 300 295 297 301
Ketamin/ 19,5 41,7 355 357 30,0 30,1
10 Xylazine (mg) 3,95 ) ) 4,17 3,55 ) ) 3,57 3,00 B E 3,01
Selenyum (mg) 0,039 | 00403 | 00420 [ 00417 | 00355 | 00343 | 00343 | 00357 [ 00300 [ 00205 [ 00297 | 0,0301
Serum (ml) 0,00395 | 0,00403 | 0,00420 | 0,00417 | 000355 | 0,00343 | 0,00343 | 0,00357 | 0,00300 | 0,00295 | 0,00297 | 0,00301
Tablo 2. Ratlarin deney siiresince olgiilen agirliklar1 ve agirliklara gore hesaplanan

serum ve selenyum dozlar1.

anestezi,
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3.2- Selenyum ve serum soliisyonlarinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Selenyum, 10 ml %0,9 NaCl soliisyonu icerisinde 1 mg olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan bu soliisyon selenyum grubundaki ratlarin agirliklarina gore (0,1 mg/kg) 28 giin
boyunca her giin 6gle saatlerinde (12.00-13.00) tek doz IP olarak verildi. Uygulama soliisyonu
giinliik olarak hazirland1 ve bekletilmeden uygulandi. IP uygulamalar 0.45 x 13 mm igneye

sahip insiilin enjektorleri (Hayat Tibbi Aletler, istanbul, Tiirkiye) kullanilarak yapild.

Negatif ve pozitif kontrol gruplarindaki ratlara ise 28 giin siireyle selenyum

grubundakine esit hacimde 0,1 mg/kg IP serum uygulandi.

Resim 4. Selenyum soliisyonunun IP olarak uygulanmasi.
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0. GON

NEGATIF KONTROL POZITIF KONTROL SELENYUM

1. GUN

NEGATIF KONTROL POZITIF KONTROL SELENYUM

2-10. GUNLER

NEGATIF KONTROL POZITIF KONTROL SELENYUM

11. GUN

NEGATIF KONTROL POZITIF KONTROL SELENYUM
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12-20. GUNLER

NEGATIF KONTROL POZITIF KONTROL SELENYUM

21. GUN

NEGATIF KONTROL POZITIF KONTROL SELENYUM

21-28. GUNLER

NEGATIF KONTROL POZITIF KONTROL SELENYUM

28. GUN
NEGATIF KONTROL POZITIF KONTROL SELENYUM

Tablo 3. Deney akisi.
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3.3- Hayvanlarin 6tenazisi

Deney siiresi olan 28 gilin boyunca deney prosediirii itinali bir sekilde

gergeklestirilmistir. Deneyin 5. giinii pozitif kontrol grubuna dahil olan ratlardan birisi 6ldii.

Yirmi sekiz glin sonunda hayvanlar %10’luk Ketamin (Brema %10, Bremer Pharma
GmbH, Almanya) ve %2 Xylazin (Xylazin Bio 2%, Bioveta, Cek Cumhuriyeti) anestezisini
takiben sakrifiye edildi (resim 5). Otanazi yontemi olarak cerrahi kanatma (egzanguinasyon)
teknigi kullanildi. Sag ve sol 1. biiyiik az1 digleri ile beraber sag ve sol alt ¢ene kemikleri

kafatasindan ayrildi ve ¢evre yumusak doku artiklari temizlendi (resim 6).

Resim 5. Deney hayvanlarina anestezi uygulanmasi.
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Resim 6. Sakrifikasyondan sonra yumusak dokular1 uzaklastirilmis alt ¢eneler.

Histopatolojik inceleme yapilacak sag mandibula 6rnekleri daha 6nceden hazirlanan
numaralandirilmig, %10’luk formaldehid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ABD) igeren
steril kaplara yerlestirildi (resim 7). Gen ve protein ifadesi diizeyindeki caligmalarda
kullanilacak olan sol ¢ene Ornekleri trimlenerek steril eppendorf tiiplerine aktarilarak

calismalarin yapilacagi giine kadar -80 °C saklandh.
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Resim 7. Formaldehit igeren numaralandirilmis kaplara yerlestirilen alt ¢cene 6rnekleri.

3.4- Radyografik Inceleme

Sag ve sol alt 1. biiyiikk az1 dislerin periapikal bolgelerinin radyografik olarak
degerlendirilmesi amaciyla, aktif alan1 1050x690 piksel olan dijital sensor (ProSensor,
Planmeca OY, Helsinki, Finlandiya) ve 70 Kvp, 7 mA, 0,12 saniye ekspoz siiresine ayarl
rontgen cihazi (INTRA, Planmeca OY, Helsinki, Finlandiya) kullanilarak periapikal dijital
radyografiler alindi. Tim orneklerden ayni ag1 ve aymi uzakliktan standart radyografiler

aliabilmesi i¢in sabit bir diizenek hazirlandi (resim 8).

59



Resim 8. Standart radyografi alinabilmesi i¢in hazirlanan diizenek.

60



S e
= 4

35

29 77

Resim 9. Standart radyografi alinabilmesi i¢in hazirlanan diizenekte c¢enelerin

konumlandirilmasi.

Dijital gorantiiler Image J (version 1.48, National Institute of Health, ABD) goriinti
analiz programina aktarildi. Program, uzunlugu (mm) ve piksel degeri bilinen bir skala yardim1
ile kalibre edildi. Meziyal kok ile iliskili periapikal lezyon sinirlar1 programdaki serbest ¢izim
aract ile belirlendi, program tarafindan otomatik olarak hesaplanan lezyon alan1 (mm?) ve piksel

degerleri kaydedildi (resim 10).
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Resim 10. Image J programu kullanilarak periapikal lezyon boyutu ve piksel

degerlerinin hesaplanmasi.

3.5- Histopatolojik inceleme

3.5.1- Histopatolojik Degerlendirme icin Orneklerin Hazirlanmasi

Nekropsi sirasinda toplanan ve dis lizerinde defekt olusturulmus sag mandibula
ornekleri  %10’luk  tamponlu formalin soliisyonu icerisinde histopatolojik  ve
immunohistokimyasal incelemeler i¢in 1 hafta boyunca tespit edildi. Ardindan 2 hafta boyunca
EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) (Sigma, St. Louis, MO, ABD) (0,1 M) soliisyonunda
dekalsifiye edildi. Yumusayan ¢ene ornekleri trimlenerek doku takip kasetlerine alindi. Kaset
icindeki Ornekler bir giin boyunca akan su altinda yikandi. Ardindan rutin doku takip
prosediiriine alindi. Bu amagla gece boyunca dereceli alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek
ertesi sabah parafine bloklandi. Doku takibi i¢in Leica ASP300S model tam otomatik ve kapali
sistem ototeknikon cihazi kullanildi. Parafin bloklar buzdolabinda 4-5 saat sogutulduktan sonra
tam otomatik Leica 2155 model rotary mikrotomda (Leica 2155 rotary microtome; Leica
Microsystems AG, Wetzlar, Almanya), tim 6rneklerden 5 mikron kalinliginda seri kesitler

alindi. Kesitlerin bazilar1 normal lamlara histopatolojik incelemeler i¢in alinirken bir kismi
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polilizinli lamlara immunohistokimyasal incelemeler i¢in alindi. Bir gece oda 1sisinda
kurumalari i¢in tutulan kesitler ertesi glin boyama prosediiriine alindi. Normal lamlara alinan 3
seri kesitin bir serisi hematoksilen eozin, bir serisi Picro Sirius Red ve bir serisi Gram boyama
prosediirii i¢in kullanildi. Bu amagla ii¢ seri kesitte deparafinize ve rehidre edildi. Bu islemler
icin doku kesitleri 3 ayr1 ksilol serisinden 30’ar dakika siireyle gecirilerek dokulardaki parafin
tabakasi uzaklastirildi. Daha sonra yiliksek dereceli alkollerden diisiik dereceli alkollere
gegirilerek ve sirasiyla %100, 96, 90, 80 ve 70’lik alkollere aktarilarak kesitlere su verildi. Daha
sonra rutin boyama i¢in kesitler hematoksilenle (15 dakika) ve eozinle (3 dakika) boyandi. Bag
doku reaksiyonu degerlendirilmesi i¢in Picro Sirius Red metodu ile hazir kit kullanilarak
(ab150681, Abcam, Ingiltere) iiretici firma talimatlarina gore boyandi. Bu amagla deparafinize
ve rehidre edilen kesitlerin iizeri tamamen Picro Sirius Red soliisyonu ile kapatilip 30 dakika
bekletildi. Ardindan 2 defa asetik asit soliisyonunda yikandi. Gram boyama i¢in Bio-optica (04-

100803, Bio-optica, Italya) firmasini hazir boya kitleri iiretici firma tavsiyelerine gére boyandi.

Boyama isleminin ardindan sirasiyla %70, 80, 90, 96 ve 100°liik alkollerden gegirilerek
dokularin suyu alindi. Parlatmak icin ksilolden gegirilen dokularin iizerine entellan damlatilarak
lamel yapistirildi. Olympus CX21 model 1g1k mikroskobunda (CX21, Olympus Corporation,
Tokyo, Japonya) incelenen preparatlar Olympus DP26 model kamera ile mikroskobik dijital

fotograflar ¢ekilerek bilgisayar ortamina aktarildi.

Histopatolojik inceleme i¢in her hayvanin ¢ene 6rnegi 2 degisik diizeyde seri kesitler
alinarak incelendi. Degerlendirmede Nossa ve ark.’nin (276) kullandig1 semikantitatif skorlama

yontemi modifiye edilerek kullanildi. Buna gore;

0: Normal pulpanin, saglam odontoblastlarin bulundugu, infiltrasyonun, hiperemi ve

O6demin bulunmadig1 durumlarda,
1: Hafif infiltrasyon, hafif hiperemi ve 6dem durumlarinda,

2: Orta siddette infiltrasyon, hiperemi ve 6demin bulundugu veya hafif nekrozun oldugu

durumlarinda,

3: Siddetli infiltrasyon, hiperemi ve 6demin bulundugu veya belirgin nekrozun oldugu

durumlarinda, kullanildi.

3.6- Histomorfometrik Analiz
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Dijital goriintiiler Image J (version 1.48, National Institute of Health, ABD,
https://imagej.nih.gov) goriintii analiz programina aktarildi. Program, uzunlugu (mm) ve piksel
degeri bilinen bir skala yardimi ile kalibre edildi. Mezyal kok ile iliskili periapikal lezyon
siirlar1 programdaki serbest ¢izim araci ile belirlendi, program tarafindan otomatik olarak
hesaplanan lezyon alan1 (mm?) ve piksel degerleri kaydedildi (resim 32). Negatif kontrol
grubuna ait tiim 6neklerde, mezyal kokiin periapikal bélgesinde 0,216 mm? ¢apinda standart bir

alan secilerek piksel degerleri kaydedildi.

3.7- immunohistokimyasal inceleme

Immunohistokimyasal incelemeler igin polilizinli lamlara cekilerek hazirlanan 6 ayri
seri kesite streptoavidin-biotin kompleks peroksidaz yontemi uygulandi. Bu islem i¢in kaspaz-
3 [anti-caspase-3 antibody (ab4051), (Abcam, Ingiltere)]; Cox-2 [COX2 (D-5) antibody (sc-
514489), Santa cruz, ABD)]; HIF-1 [FIH-1 (A-5) antibody (sc-271780), Santa cruz, ABD)] ve
IL-6 [anti-IL6 antibody, (ab9324)] kullanildi ve primer antikorlar 1/100 diliisyonda uygulandi.
Sekonder kit olarak EXPOSE Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB Detection IHC kit
(ab80436) ve kromojen olarak DAB (3,3-diaminobenzidine) (Abcam, Ingiltere) kullanildi.
Immunohistokimyasal inceleme icin kesitler deparafinize ve rehidre edildi. Testin tiim
asamalarinda kesitler nemli kamaralar i¢inde tutuldu. Rehidre edilen kesitler, dokulardaki
endojen peroksidaz aktivitesini yok etmek i¢in metanol ile hazirlanmis %3’lik hidrojen
peroksit (H20>) ile 20 dakika muamele edildi. Bu islemden sonra kesitler 10’ar dakika siireyle
iki defa tamponlu fosfat soliisyonu (PBS, pH 7,2) ile yikand1, nonspesifik antijenik boyamalari
onlemek i¢in 45 dakika boyunca ticari normal ke¢i serumunda (bloking) inkiibe edildi.
Ardindan kesitler yikama yapilmaksizin primer antikorlar ile kaplandi ve bir gece +4°Cde
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin dokular ayni sekilde PBS ile yikandiktan sonra 30 dakika
stireyle streptavidin ile muamele edildi. Bu asamadan sonra tekrar iki defa 10’ar dakika olmak
iizere yikama islemi uygulandi. Dokular 30 dakika boyunca biotinli serum ile inkiibe edilip ayn1
sekil ve siireyle yikandi. Ardindan taze hazirlanmis olan DAB (3,3 diaminobenzidine
tetrahydrochloride) substrat1 15 dk siireyle uygulandiktan sonra harris hematoksilen ile karsit
boyama yapilarak boyama prosediirii tamamlandi. Alkol serilerinden gegirilen dokular dehidre
edildikten sonra ksilolde parlatildi ve 6zel yapistirici (Entellan- Merck) ile lamel kapatildi. Aym
sartlarda aynmi prosediire uyularak boyanan kesitler 1s1ik mikroskobunda (Olympus CX41)
degerlendirildi. Negatif kontroller i¢in primer serum yerine antikor sulandirma sivilar1 konuldu.

Database Manual Cell Sens Life Science Imaging Software System (Olympus Corporation,
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Tokyo, Japan) kullanilarak mikrofotografi ve morfometrik inceleme yapildi.
Immunohistokimyasal boyanma siddeti 0 ile 3 arasinda semikantitatif olarak skorlandi, 0=
negatif, 1=hafif ekspresyon, 2=orta ekspresyon ve 3=siddetli ekspresyon olarak degerlendirildi.

Skorlara istatistik analiz yapilarak gruplar arasindaki fark degerlendirildi.

3.8- Bakteri kolonizasyonu- Gram boyama

Dis kronunda, dis kanalinda ve dis kokiindeki lezyonun bulundugu bolgelerde bakteri
lokalizasyonunun belirlenmesi amaciyla kesitlere Gram boyama metodu uygulandi. Bakteri
yogunlugunun belirlenmesi i¢in De Rossi ve ark.’nin (277) skorlama sistemi kullanildi. Buna
gore O=bakteri yok; 1=dis kronumda bakteri; 2=koronal bolgede bakteri; 3=orta bolgede
bakteri; 4=apikal bolgede bakteri; S=periapikal lezyonda bakteri bulundugu durumlarda
kullanildi.

3.9- Alveolar kemik kayb1 analizi

Alveolar kemik kaybinin tespiti i¢in, dig kokii ile en yakin kemik doku arasi dijital olarak
mikroskop altinda 6l¢iildii ve bu her bir hayvan igin tekrar edilerek elde edilen verilere istatistik
analiz uygulanarak gruplar arasindaki farklar hesaplandi. Lezyon alanlar1 da oOlgiilerek

sonuclarin istatistik analizleri yapildi.

3.10- Gen ve Protein Ifadesi Diizeyleri Analizleri

3.10.1- Gen ifadesi Analizleri

3.10.1.1- Doku Homojenizasyonu

Sakrifiye edilen ratlarin sol alt 1. molar diglerini igeren kemik kismi, gen ifadesi
diizeyindeki degisimlerin incelenecegi analizler i¢in separe kullanilarak ayrilmis ve
RNase/DNase-free ependorf tiiplere yerlestirilerek -80 °C’de saklanmustir. Ilgili gene
boliimlerinden total RNA izolasyonu gergeklestirebilmek amaciyla 6rnekler oncelikli olarak
s1v1 nitrojen igerisinde dondurulup (-196 °C) 6nceden sogutulmus havanda ezilerek kemik tozu
haline getirildi. Bu yontemin tercih edilmesinin nedeni izolasyon iglemi sonrasinda yiiriitiilecek
olan calismalarda herhangi bir kimyasal girisim ka¢inmak i¢indir. Ayrica konvansiyonel olarak
sert dokularin homojenizasyonunda kullanilan bilyali 6giitiictiniin tercih edilmemesinin nedeni

ise numune miktarlarimizin ¢ok kiiciik olmasi ve bu nedenle olas1 6rnek kayiplarin 6niine
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gecilmesidir. Bu kapsamda siirdiiriilen tiim c¢aligmalar buz iizerinde gergeklestirilmistir.
Homojenizasyon islemini takiben doku orneklerinden total RNA izolasyonu islemi

gergeklestirilmistir.

Resim 11. Alt birinci molar dis ve gevresindeki kemik dokunun 6nceden sogutulmus

havan ve havan eli yardimiyla homojenize edilmesi.

3.10.1.2- RNA izolasyonu

RNA izolasyonlart Monarch® RNA Miniprep Kit (T2010S, New England Biolabs)
kullanilarak  gerceklestirildi. Protokol asamalar1 {iretici firmanin Onerdigi sekilde
gergeklestirilmis olup oOrneklerin homojenizasyonu, RNA’nin baglanmasit ve -eliisyonu

adimlarini igermektedir.

3.10.1.3- Orneklerin Homojenizasyonu

Havanda doviilerek kemik tozu haline getirilen ¢ene 6rneklerinin homojenizasyonunda
her 10 mg doku i¢in 300-600 ul 1xDNA/RNA Protection Reagent (T2010S New England
Biolabs) kullanildi. Her 300 pl DNA/RNA Protection Reagent (T2010S New England Biolabs)
icin ise 30 pl proteinaz K Reaction Buffer ve 15 ul Proteinaz K kullanildi. Homojenize doku
55 °C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra vortekslenmis; daha sonra 2 dakika boyunca 16,000
x g‘de santrifiij edildi ve pellet kism1 uzaklastirilarak supernatant kisim RNase-free mikrofiij

tiipiine transfer edildi.
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Resim 12. Homojenize edilen doku oOrneklerindeki hiicrelerin liziz tamponu ile

muamele edilmesi.

3.10.1.4- RNA Baglanmasi-Eliisyonu
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Genomik DNA (gDNA)’nin uzaklastirilacagi kolona onceki adimdan elde ettigimiz
ornek transfer edildi. Bu yol ile 6rnegimiz igerisinde yer alan gDNA kolona baglanarak
uzaklastirildi. Kolon 30 saniye siiresince 16,000 x g’de santrifiijlendi. Kolondan gecerek alt
boliimde toplanan sivi kismin {izerine esit hacimde etanol eklendi ve bu karisim RNA
saflastirma kolonuna transfer edildi. Kolon 30 saniye siiresince 16,000 x g’de santrifiijlendi.
Kolonun alt boliimde biriken s1v1 faz uzaklastirilarak kolona 500 ul RNA Wash Buffer eklendi
ve 16,000 x g’de santrifiijlendi. Bu islemi takiben kolona 5 pul DNase I ve 75 pl DNase I
Reaction Buffer karsimi pipetlenerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu adimda
kolonda kalmis olan gDNA uzaklastirilarak olas1 gDNA kontaminasyonunun oniine geg¢ildi.
Takiben kolona 500 pl RNA Priming Buffer eklenerek 30 saniye 16,000 x g’de santrifiijlendi;
akabinde 500 ul RNA Wash Buffer eklenip 30 saniye siiresince 16,000 x g’de santrifiijlendi.
Bu islem 3 kez tekrar edildi. Son basamakta kolon RNase-free bir eppendorf tiipiine aktarilarak
30-100 pul Nuclease-free Water eklenerek 30 saniye siiresince 16,000 x g’de gergeklestirilen
islem ile saf RNA eliiye edildi.

Elde edilen RNA’larin konsantrasyonu ve safliklarimin  belirlenmesi i¢in
spektrofotometrede A260/280 ve A260/A230 absorbans degeri 6l¢iilmiistiir. Bu oranlar izole
edilmis olan RNA i¢indeki organik kontaminantlarin varligini géstermek i¢in kullanilmaktadr.
A260/A230 oraninin normal araliktan diisiik olmasi karbonhidrat, fenol, Guanidin artigi;
A260/280 oraninin normal araliktan diisiik olmas1 ise protein veya fenol kontaminasyonu ile
ilgilidir. Saf RNA o6rneklerinde A260/280 oran1 yaklagsik olarak 2,0’dir. RNA 6rneklerimizin
safliginin belirtilen araliklarda oldugu goriildii. izole edilen RNA 6rneklerinin pg/ul cinsinden

konsantrasyonlar1 ve saflik oranlar1 belirlendikten sonra -80 °C’de saklandi.
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Resim 13. Lize edilen doku 6rneklerinden siipernatant kisminin eldesi ve devaminda
RNA izolasyonu islemlerinin siirdiiriilmesi.

3.10.1.5- cDNA Sentezi

Izole ettigimiz RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi yapmak iizere iScript cDNA
Synthesis Kit (Bio-Rad Lab, Hercules, CA) kullanildi. Bu asamada iiretici firmanin talimatlari
takip edildi.

Bu dogrultuda cDNA sentezi i¢in 1 pg RNA, 4 ul 5x IScript reaksiyon miksi, 1 pl iScript
revers transkriptaz enzimi RNase free bir tiip igerisinde bir araya getirilerek son hacim

RNase/DNase free water 25 ul’ye tamamlandi. Daha sonra karigimlar 25°C’°de 5 dakika,
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46°C’de 20 dakika, 95°C’de 1 dakika inkiibasyona birakildi. Elde edilen cDNA’lar gen ifadesi
caligmalar1 yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Resim 14. Izole edilen RNA &rneklerinden PCR cihazi ile ¢cDNA sentez isleminin

gerceklestirilmesi.
3.10.1.6- Konvansiyonel PCR

Siparis edilen primer dizilerinin 6zgiilliiglinlin ve reaksiyon kosullarinin test edilmesi
icin konvansiyel PCR islemi ve takiben elde edilen PCR f{irlinlerinin agaroz jelde ayristirilmasi

ve UV transimiilator ile goriintiilenmesi adimlari takip edilmistir.

PCR islemlerinde her bir cDNA &rneginden 1 pl, DNA polimeraz enzimi iceren
reaksiyon tamponundan 10 ul, Forward ve Reverse primerlerden final konsatrasyonu 1mM
olacak sekilde uygun hacimde alinarak reaksiyon son hacimi RNase/DNase free water ile 20
ul’ye tamamlandi. Hazirlanan reaksiyon karsimi PCR cihazinda Table 4’teki program

kullanilarak cDNA 6rnekleri ¢ogaltildi.

On denatiirasyon 95 °C 1 dakika

Denatiirasyon 95 °C 10 saniye

Baglanma ve Uzama 55 °C 30 saniye 40 dongi
Final uzama 95°C 1 dakika

Tablo 4. Konvansiyonel PCR islemlerinde kullanilan sicaklik ve dongii parametreleri
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PCR islemlerinde kullanilan primerler MIQE kilavuzuna uygun olarak se¢ilmis ve test

edilmistir (Bustin S. et al. 2009). Primer dizilerine iligskin bilgiler Tablo 5’te paylasilmistir.

Gen ad1 Primer Primer dizileri
oryantasyonu
Beclinl Forward 5’-CTCAGGAGAGGAGCCATTTATT-3’
Reverse 5’-CCCGATCAGAGTGAAGCTATT-3’
ATG3 Forward 5>-TTCGGATGTTGGAGGCTATC-3’
Reverse 5’>-CTGTCCTGCTTTCCAGTGTA-3’
ATG5H Forward 5’-CCACTGGAGAATGACAGATGA-3’
Reverse 5’>-GCTCTGCTTCTCGTTCAGTTA-3’
ATG7 Forward 5’-AGCCCTGCATACTTCTTATTC-3’
Reverse 5>-GTTAGTTACAGGGATCGTACAC-3’
ATG12 Forward 5>-CCAACTTCTGTTTCCTGTTTC-3’
Reverse 5’-GGAATCAACACAGTGCCAATC-3
ATG16L1 | Forward 5’>-GCACTGAGCAATGTGTAATGAG-3’
Reverse 5’-CAGAGCAGTGATCTTCCCTAAC-3’

Tablo 5. Primer dizi bilgileri

0000 ¢
[ AW (@ (0 A

1)

) .

Resim 15. Sentezlenen cDNA o6rneklerinden konvansiyonel PCR yontemi ile

calismada kullanilacak primerlerin optimize edilmesi.
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Resim 16. Konvansiyonel PCR islemi hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi.

3.10.1.7- Agaroz Jel Elektroforezi

PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde 100 V’ta 1 saat siiresince 1XTBE (Tris/Borate/EDTA)
(108g Tris, 559 Borik asit, 40ml pH 8.0 0.5M EDTA dH20 ile 1 litreye tamamlandi) tamponu
icerisinde elektroforez islemine tabi tutuldu. Ornekler 6xYiikleme tamponu (Thermo Fisher
Scientific) ile karistirilarak dikkatlice jelde yer alana kuyucuklara aktarildi. Ayrica
caligmalarimizda elektroforez islemi sonrasinda ayristirilacak niikleik asitlerin  baz
uzunluklarimin belirlenebilmesi i¢in 50bp’lik DNA marker1 kullanildi. Elektroforez tanki 1X
TBE tamponu ile uygun seviyeye kadar tamamlandiktan sonra elektroforez iglemi baslatild.
Niikleik asitlerin jelde goriintiilenebilmesi amaciyla yiiksek interkalasyon 6zelligine sahip

etidyum bromiir (VWR Life Science, Radnor, PA, USA) kullanilmistir. Elektroforez islemi
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sonlandiginda jelde ayristirilan PCR iirlinleri UV transimiilatér cihazinda 302-324 nm’de

gortintiilendi (Bio-Rad Gel Doc XR).

PCR islemi

sonrasinda primer ¢iftlerimizin olusturdugu amplikon boyutlar

bilindiginden agaroz jel islemi ile ayristirma sonrasinda jel iizerinde gézlenecek olan niikleik

asit bantlarinin baz ¢ifti uzunluklart DNA marker (Thermo Fisher Scientific) ile kiyaslanarak

dogrulanmistir. Primer ¢iftlerinin PCR iglemi

sonrasinda olusturdugu amplikonlarin

boyutlarina iliskin bilgiler Tablo 6’da paylasilmistir.

Primer

Beclin 1

ATG3

ATG5

ATG7

ATG12

ATGl6L1

Baz Cifti Sayis1 (bp)

112

129

111

132

113

113

Tablo 6. PCR isleminde kullanilan primerlerin g¢ogaltacagi bolgelere iligkin baz

uzunlugu bilgileri.
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Resim 17. Agaroz jelinin hazirlanmasi, 6rneklerin

isleminin baslatilmasi.

2
]
O

jele yiiklenmesi ve

elektroforez
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Resim 18. Agaroz jel islemi sonrasinda PCR islemi ile elde edilen amplikonlarin UV

transimilatorde goriintiilenmesi.

3.10.1.8- Kantitatif Gercek Zamanh PCR islemi (QRT-PCR)

Daha once izole edilen RNA’lardan sentezlenen cDNA oOrneklerinden 1 pl alinarak
orneklerdeki Beclin-1, ATG3, ATGS, ATG7, ATG12 ve ATGI16L1 mRNA ifade diizeyleri

daha 6nce optimize edilen primerler kullanilarak qRT-PCR yontemi ile degerlendirildi.

Bu amagla iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA) kiti kullanilarak CFX96 Real-time PCR cihazinda (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
analizler siirdiiriildii. Reaksiyon karsimlarinin hazirlanmasinda iiretici firmanin talimatlar takip
edilmistir. Her bir cDNA 06rnegi ti¢ tekrarli olarak ¢alisilmistir. qRT-PCR islemindeki termal

siklus protokoliine iligkin sicaklik ve siire bilgileri tablo 7°de sunulmustur.
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On denatiirasyon 95 °C 10 dakika

Denatiirasyon 95 °C 10 saniye

Baglanma ve Uzama 60 °C 30 saniye 45 dongi

(Floresan siddetin 6l¢limii)

Tablo 7. gRT-PCR islemlerinde kullanilan sicaklik ve dongii parametreleri.

gRT-PCR islemini takiben amplifikasyon 6zgiilliiglinii dogrulamak icin erime egrisi

analizi gergeklestirilmistir. Erime egirisi analizine iligskin sicaklik ve siire bilgileri tablo 8’de

sunulmustur.
Denatiirasyon 95 °C 10 saniye
Baglanma ve Denatiirasyon 60 °C ‘den 94.5°C’ye artis 20 saniye

(Es zamanli Floresan siddetin

Olclimii)

Tablo 8. Erime egrisi analizinde kullanilan sicaklik ve dongii parametreleri

Orneklerdeki gen ifadelerindeki goreceli mRNA ifade diizeylerinin analiz edilmesi
isleminde karsilastirmali AACt yontemi kullanilmis olup bir housekeeping gene olan
Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) ifade diizeylerine gére normalizasyon iglemi
gergeklestirilmistir.
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Step 1 of 5

|| Repeat 1 of 1
Sample 21.6°C

2 Lid 35°C

39 X 0:05 05 °Cicycle

Resim 19. qRT-PCR isleminde Orneklerin plate’e yiiklenmesi, santrifiigasyon ile

coktiirtilmesi ve kullanilan PCR iglemi parametreleri.
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3.10.2- Protein ifadesi Diizeyindeki Analizler

3.10.2.1- Total Protein izolasyonu

Sican digleri ve lezyonlu kemi8i iceren dokulardan protein izolasyonu
gergeklestirebilmek amaciyla 6rnekler oncelikli olarak sivi nitrojen igerisinde dondurulup (-196
°C) 6nceden sogutulmus havanda ezilerek toz haline getirildi. Homojenizasyon islemini takiben
proteaz inhibitdrii (Amresco) iceren Radyo Immiino Presipitasyon Assay (RIPA) tamponu
(1xPBS, %1 Nonidet P-40, 0,5% sodium deoxycholate ve 0,1% SDS, pH 8,0) igerisinde
hiicreler lize edildi. Lizis islemini takiben 6rnekler +4°C'de 10 dakika boyunca 14.000 g'de
santrifiij edilerek ¢oziiniir fazdaki proteinler ayristirildi. Bu amagla santrifiij islemi sonrasinda

siipernatant boliimii aliarak pellet boliimii uzaklastirildi. izolasyon islemi sonrasinda numune

icerigindeki total protein konsanstrasyonu bikinkolik asit (BCA) protein konsantrasyonu 6l¢tim

metodu ile belirlendi (Thermo Scientific Pittsburgh, PA, ABD).

Resim 20. Protein izolasyonu iglemi.

78



Resim 21. Dokulardan izole edilen protein 6rneklerinin BCA yontemi ile konsantrasyonlarinin

spektrofotometre ile ol¢iilmesi.

3.10.2.2- Sodyum Dodesilsiilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Numunelerimizdeki proteinlerin molekiiler agirhigmma gore ayristirmak amaciyla
sodyum dodesilsiilfat poliakrilamit jel elektroforezi metodu kullanildi. Bu amagla %10-15’1ik
jeller hazirlanarak proteinler ayrigtirildi. Tipik olarak, c¢aligmalarimizda 30-40 pg toplam
protein icerigi kullanildi. SDS-PAGE jellerinin hazirlanmasi i¢in tablo 9’da sunulan adimlar

takip edilmistir.
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4X AYIRMA JELI 1 JEL ICIN KULLANILAN

HACIMLER
%40 Akrilamid/bisakrilamid (29:1) 1,25 ml
4X Ayirma tamponu 1,25 ml
Otolavlanmis su 2,5 ul
%10 Amonyum Persiilfat (APS) (taze 50 ul
hazirlanmus, 4 °C’de muhafaza edilmis)
TEMED (4 °C’de muhafaza edilmis) 5ul
4X YIGINLAMA JELI 1 JEL ICIN KULLANILAN
HACIMLER
%40 Akrilamid/bisakrilamid (29:1) 0,25 ml
4X Yiginlama tamponu 0,625 ml
Otolavlanmis su 1,625 ml
%10 Amonyum Persiilfat (APS) (taze 25 ul
hazirlanmus, 4 °C’de muhafaza edilmis)
TEMED (4 °C’de muhafaza edilmis) 2,5 ul

Tablo 9. SDS-PAGE jellerinin hazirlanisi.

Protein 6rnekleri 95°C'de 5 dakika boyunca 4x SDS-PAGE yiikleme tamponu (200mM
Tris-HCI pH:6.8, %8 SDS, %0,4 bromophenol blue, %40 glycerol, %4 14,7 B-mercaptoethanol,
%10 0,5 M EDTA) igerisinde denatiire edildi. Denatiirasyon islemini takiben Ornekler
hazirlanmis olan jellere yiiklendi. Yiikleme islemi sonrasinda 1x yiiriitme tamponu (25 um Tris,
192 pum Glycine, 0.1% SDS, pH 8.3.) icerisinde 120V’de 45 dakika siiresince elektroforez
islemine tabi tutuldu.
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Resim 22. SDS-PAGE jeli ve izole edilen protein 6rneklerinin jele yiiklenmesi.
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Resim 23. SDS-PAGE jel elektroforezi.

3.10.2.3- Ayristirilan Proteinlerin Membrana Transferi

Immiinoblotlama calismalarinda kullanmak iizere SDS-PAGE ile ayristirilan protein
ornekleri poliviniliden floriir (PVDF) membrana (Bio-Rad Laboratories, Herkiil, CA) transfer
edildi. Bu amagla 1X Transfer tamponu (5 um Tris, 192 um Glycine, 20% (v/v) methanol, pH
~8.3. igerisinde 20mA’de bir gece boyunca transfer islemi gergeklestirildi.
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Resim 24. SDS-PAGE islemini takiben jelde ayristirilan protein 6rneklerinin PVDF membrana
transfer edilmesi

3.10.2.4- Membrana Transfer Edilen Protein Orneklerinin Goriintiillenmesi

Transfer verimliligini kontrol etmek amaciyla transfer islemi sonrasinda PVDF

membran1 %0,2°lik Ponceau-S-staining soliisyonu (SERVA Electrophoresis) ile boyandi.
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Protein orneklerinin membrana trasfer igleminin dogrulanmasi sonrasinda immiinoblotlama

caligmalari takip edildi.

3.10.2.5- immiinoblotlama

PVDF membranin protein baglanmayan boliimlerinin bloklanmasi i¢in %5°lik yagsiz
siit tozu (42590.02; SERVA Electrophoresis) iceren bloklama tamponu (1x yikama
tamponununun igerisinde %5 yagsiz siit tozu bulunuyor) ile membran oda sicakliginda 4 ° C'de
30 dakika boyunca muamele edildi. Hedef proteinlerin isaretlenmesi i¢cin PVDF membran
Beclin-1 (Cell Signaling Technologies #3495, antikor diliisyon oran1 1:1000), AtgS (CST
#12994, antikor diltisyon oran1 1:1000), LC3-1/11 (CST #12741, 1:2000), p62/SQSTM1 (CST
#39749S, antikor diliisyon orani antikor diliisyon orani 1:1000) ve B-actin (Proteintech 66009-
1-Ig, antikor diliisyon orani 1:10000) antikorlar1 ile oda sicakliginda 2 saat siiresince muamele
edildi. Siire sonunda baglanmayan antikorlarin uzaklastirilmas: amaciyla PVDF membran 1x
Yikama tamponu ile oda sicakliginda 20 dakika siiresince orbital ¢alkalayicida yikama islemine
tabi tutuldu. Takiben kullanilan primer antikorun konakgisina uygun olarak tercih edilen
Horseradish Peroksidaz (HRP) konjuge ikincil antikor (Thermo Scientific diliisyon orani
1:3000) 2 saat siire ile oda sicakliginda PVDF membrana uygulandi. Siire sonunda membran
1x yikama tamponu (137 pm sodium chloride, 2,7 pm potassium chloride, 4,3 um disodium
phosphate, 1,4 um monopotassium phosphate and 0.05% (v/v) Tween-20 (polysorbate 20)) ile
yikama iglemine tabi tutularak kemiliiminesans goriintiileme sistemi (Bio-Rad Laboratories,
Mississauga, Kanada) aracilifiyla ECL soliisyonu (BioRad) kullanilarak protein bantlari

goriintiilendi.

SDS-PAGE islemlerinde her bir kuyucuga yiiklenen Orneklerindeki protein
konsatrasyonunun esitligin dogrulanmasi icin B-aktin seviyeleri kullanildi. Protein bantlari,

Image J yazilim1 kullanilarak densitometrik analiz gerceklestirildi (http://imagej.nih.gov/ij/).
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Resim 25. Transfer islemi sonrasinda PVDF membranina aktarilan protein 6rneklerine primer

antikor uygulanmasi.

Resim 26. immiinoblotlama sonrasinda hedef proteinlerin kemiliiminesans goriintiileme cihaz

ile saptanmas.
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3.11- istatistiksel Analiz

3.11.1- Radyografik Olciimlerin Istatistik Analizi

Verilerin parametrik testlerin 6n sartlarini saglayip saglamadigi Levene testi ile kontrol
edildi. Alan agisindan elde edilen veriler faktdriyel diizende tekrarlanan 6l¢timlii varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirildi. Grup ortalamalar1 arasindaki farkliligin belirlenmesinde ¢oklu
karsilastirma yontemlerinden Tukey testi kullanildi (p=0,05).

3.11.2- Histopatolojik ve Immiinohistokimyasal Verilerinin istatistik Analizi

Histopatolojik, Gram boyama ve immiinohistokimyasal degerlendirme sonuglari ile elde
edilen skor verilerinin analizinde tek yonlii varyans analizi ve grup ortalamalar1 arasindaki

farkliligin belirlenmesinde Duncan testi kullanildi (p=0,05).

Gruplarin lezyon alanlarina ait verilerin degerlendirilmesinde tek yonlii varyans analizi

kullanild1 (p=0,05).

3.11.3- Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve immunoblotlama
Calisma Verilerinin Istatistik Analizi

mRNA ve protein ifadelerindeki kat degisim verileri iki bagimsiz 6rneklemli t Testi ile

analiz edildi (p=0,05).
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4- BULGULAR

4.1- Radyografik Bulgular

Pozitif kontrol ve selenyum grubuna ait radyografik degerlendirme sonucu elde edilen
periapikal lezyon alan1 bulgulari tablo 10°da gosterildi. Selenyum grubunda periapikal lezyon
alan1 pozitif kontrol grubuna gore istatistik olarak anlamli derecede daha kiigiiktii (p<0,01)

(resim 29).

Tablo 10. Radyomikrografik incelemeler ile elde edilen pozitif kontrol ve selenyum grubuna

ait periapikal lezyon alani ortalama degerleri (mm?) + standart hata.

Gruplar Periapikal lezyon alan1 (mm?)

Pozitif kontrol (n=18) 11,00+ 1,10%

Selenyum (n=20) 4,70 + 1,5

* Aymi siitundaki fakli iist simgeler istatistik agidan gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugunu gostermektedir
(p<0,01).
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Resim 27. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal boélgenin radyomikrografik

gorinimii. Periapikal lezyon yok.
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Resim 28. Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait periapikal bdlgenin radyomikrografik
goriiniimii. Sinirlar1 belirlenmis periapikal lezyon alani (9,3 mm?).
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Resim 29. Selenyum grubundaki bir rata ait periapikal bolgenin radyomikrografik gorinimii.
Sinirlar1 belirlenmis periapikal lezyon alani (4,5 mm?).
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4.2- Histopatolojik Bulgular

Negatif kontrol grubundaki tiim ratlarda dis ve ¢cevre dokularin saglikli oldugu goriildii ve tim
ornekler skorlamada 0 degerini aldi (resim 30). Pozitif kontrol ve selenyum gruplarinda
periapikal dokularda cogunlugunu nétrofil 16kositlerin olusturdugu ve mononiikleer hiicrelerin
de bulundugu yangisal hiicre infiltrasyonlar1 ile karakterize periapikal lezyonlarin varlig
dikkati ¢ekti (resim 30, 31). Pozitif kontrol grubu 6rneklerinde pulpa damarlarinda siddetli
hiperemi ve yogun sekilde yangisal hiicre infiltrasyonlar1 ve nekrotik alanlar izlendi.
Enflamasyon siddeti karsilastirildiginda, semi-kantitatif degerlendirmede gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0,01). Selenyum grubu pozitif kontrol grubuna

gore istatistik olarak anlamli diizeyde daha diisiik enflamasyon skor degerleri aldi (tablo 11).

Tablo 11: Gruplarin histopatoloji skorlarinin ortalama + standart sapma degerleri.

Gruplar Enflamasyon skorlari (313)

Negatif kontrol (n=10) 0,00+0,00*
Pozitif kontrol (n=9)  2,60+0,51°

Selenyum (n=10) 1,20+0,42°

* Ayni stitundaki fakli tist simgeler istatistik agidan gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugunu gostermektedir
(p<0,01)

Resim 30. (A) Negatif kontrol grubundaki bir rata ait dis ve ¢evre dokularin histopatolojik
goriiniimti, saglikli periodontal ligament (B) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait dis ve ¢evre

dokularin histopatolojik goriintimii (C) Selenyum grubundaki bir rata ait dis ve ¢evre dokularin
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histopatolojik goriiniimii, D: dentin, AK: alveolar kemik, pulpa (ince oklar), periodontal

ligament (kalin oklar), HE, Barlar=200pm.

Resim 31. (A) Negatif kontrol grubundaki bir rata ait pulpa dokusunun histopatolojik

goriiniimii, saglikli pulpa (B) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait pulpada yogun yangisal
hiicre infiltrasyonlari, siddetli pulpa enflamasyonu (C) Selenyum grubundaki bir rata ait pulpa
dokusunun histopatolojik goriiniimii, azalmis yangisal reaksiyon ve hafif siddette pulpa

enflamasyonu, P: pulpa, HE, Barlar=50um.

4.3- Histomorfometrik Bulgular

Pozitif kontrol ve selenyum gruplarinda periapikal lezyon alanlarinin histomorfometrik
degerlendirilmesinde iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p<0,01)
(tablo 12). Selenyum grubunda periapikal lezyon alanlar1 pozitif kontrol grubuna gore daha
kiigiiktii (p<0,01) (resim 32).

Tablo 12. Histomorfometrik analiz ile elde edilen gruplara ait periapikal lezyon alani ortalama

(mm?) £ standart sapma degerleri.

Gruplar Periapikal lezyon alam1 (mm?)

Pozitif kontrol (n=9) 3,72+0,522

Selenyum (n=10) 0,97+0,05"
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Resim 32. (A) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait sinirlar1 belirlenmis periapikal lezyon alani
(4,04 mm?), (B) Selenyum grubundaki bir rata ait smirlar1 belirlenmis periapikal lezyon alani
(0,9 mm?), HE, Barlar=200pm.

4.4- Picro Sirius Red Boyama Bulgular

Periodontal ligamentin kollajen reaksiyonu Picro Sirius Red boyama ile
degerlendirildiginde negatif kontrol grubunda yogun ve saglam goriiniimde oldugu izlenen
periodontal ligamentin, pozitif kontrol grubunda kollajen yogunlugun belirgin sekilde azaldig:
gozlendi (Resim 33 A, B). Periapikal dokuda yogun enflamatuvar reaksiyonun dis ile
periodontal ligament arasindaki baglantiyr 6nemli dl¢giide zayiflattigr dikkati cekti. Selenyum
grubu 6rneklerinde enflamatuvar reaksiyonun azalmasi yani sira periodontal ligament ve ¢evre

bag doku yapisinin korunmus oldugu saptandi (Resim 33 C).
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Resim 33. Periodontal ligament (oklar) kollajen miktarmin goriintimii. (A) Negatif kontrol
grubundaki bir rata ait saglikli periodontal ligament ve koyu kirmizi renkte saglam bagdoku,
(B) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait yogun periodontal yangisal hiicre infiltrasyonu
(yildizlar) nedeniyle ligament kollajeninde azalma ve pargcalanmalar, (C) Selenyum grubundaki
bir rata ait periodontal ligament dokusunda hafif yangisal reaksiyon ve normal periodonal

ligament kollajen goriiniimii, Picro Sirius Red Metodu, Barlar =50pum.
4.4. Gram Boyama Bulgulan

Bakteri yerlesimlerinin ve yogunlugunun degerlendirilmesinde negatif kontrol
grubunda hi¢bir 6rnekte kron ve kok pulpasinda bakteriye rastlanmadi (resim 34 A, 35 A).
Pozitif kontrol grubunda tiim kesitlerde, 6zellikle kron ve kok pulpasi igerisinde yaygin sekilde
bakteri kiimeleri gozlendi (resim 34 B, 35 B). Bakterilerin ¢ogunlugunun Gram (+) kok
olduklarr dikkati ¢ekti. Selenyum grubunda kronda ve kok igerisinde pozitif kontrol grubuna
gore daha az yogunlukta bakteri kiimeleri gozlendi (resim 34 C, 35 C). Bakteri yerlesimi
acisindan pozitif kontrol grubu 6rneklerinde en yiiksek skor degerleri (4,10+0,73) gozlenirken,
selenyum grubu (0,90+0,23) ile arasinda istatistiksel fark tespit edildi. (p<0,01).

Resim 34. (A) Negatif kontrol grubundaki bir rata ait disin kron bolgesinden alinan bir kesit,

bakteri boyanmasi yok, (B) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait digin kron bolgesinden alinan
bir kesit, yogun Gram (+) bakteri boyanmasi (oklar), (C) Selenyum grubundaki bir rata ait disin
kron bolgesinden alinan bir kesit, az sayida Gram (+) bakteri kiimeleri, Gram Boyama Metodu,

Bar=20pum.
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Resim 35. Negatif kontrol grubundaki bir rata ait disin kok bolgesinden alinan bir kesit, bakteri

boyanmasi yok, (B) Pozitif kontrol grubundaki bir rata ait disin kok bdlgesinden alinan bir kesit,
yogun Gram (+) bakteri boyanmasi (oklar), (C) Selenyum grubundaki bir rata ait disin kok
bolgesinden alinan bir kesit, az sayida Gram (+) bakteri kiimeleri, Gram Boyama Metodu, Bar=

20um.

4.5- immiinohistokimyasal Bulgular

45.1-1L-6

Gruplara ait IL-6 (+) hiicrelerin ortalama immunohistokimyasal boyanma yogunlugu

skorlar1 tablo 13’te verildi.

Negatif kontrol grubunda dis c¢evresindeki bag doku ile pulpadaki bazi hiicrelerde
genellikle reaksiyon gozlenmezken bazi 6rneklerde az sayida hiicrede hafif siddette pozitif
immun reaksiyon gozlendi (resim 36 A). IL-6 (+) hiicre yogunlugu en fazla pozitif kontrol
grubunda izlenirken selenyum grubunda IL-6 (+) hiicre yogunlugu pozitif kontrol grubuna gére
istatistik olarak anlamli derecede daha az bulundu (p<0,01) (resim 36). Negatif kontrol ve
selenyum gruplar1 arasinda IL-6 (+) hiicre yogunlugu agisindan istatistik olarak anlamli fark

bulunmadi (p>0,05).
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Tablo 13. IL-6 (+), HIF-1 (+), COX-2 (+) ve Kaspaz-3 (+) hiicrelerin immunohistokimyasal

boyanma yogunlugu skorlarinin ortalama + standart sapma degerleri.

Gruplar IL-6 HIF-1 COX-2 Kaspaz-3

Negatif kontrol (n=10) | 0,12+0,122 | 0,00+0,00” | 0,00+0,00% | 0,25+0,16*

Pozitif kontrol (n=9) | 2,50+0,52" | 1,80+0,788 | 2,80+0,42F | 2,70+0,48Y

Selenyum (n= 10) 0,3£0,15% | 0,60+0,51¢ | 1,400,517 | 0,60+0,51*

* Aymi siitundaki fakli iist simgeler istatistik agidan gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugunu gostermektedir

(p<0,01).

Resim 36. Periapikal bolgede IL-6 immunohistokimyasal boyama, (A) Negatif kontrol grubuna
ait bir ratta negatif ekspresyon, (B) Pozitif kontrol grubuna ait bir ratta siddetli
immunoreaksiyon (oklar), (C) Selenyum grubuna ait bir ratta az sayida hiicrede pozitif

immiinreaksiyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar =50um.

4.5.2- HIF-1

Gruplara ait HIF-1 (+) hiicrelerin ortalama immunohistokimyasal boyanma yogunlugu

skorlar1 tablo 13’te verildi.

Gruplar arasinda HIF-1 (+) hiicre yogunlugu ag¢isindan istatistiksel anlamli fark tespit
edildi (p<0,01). Negatif kontrol grubunda hi¢bir 6rnekte immunpozitif reaksiyon izlenmezken,
en yiiksek HIF-1 (+) hiicre yogunlugu pozitif kontrol grubunda izlendi (p<0,01). Ozellikle
enflamasyonun siddetli oldugu dokularda immunpozitif hiicre yogunlugunun fazla olmasi

dikkati ¢ekti (resim 37).
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Resim 37. Periapikal bolgede HIF-1 immunohistokimyasal boyama, (A) Negatif kontrol

grubuna ait bir ratta negatif ekspresyon, (B) Pozitif kontrol grubuna ait bir ratta siddetli
immunoreaksiyon (oklar), (C) Selenyum grubuna ait bir ratta az sayida hiicrede pozitif

immiinreaksiyon, Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar =50um.

4.5.3- COX-2

Gruplara ait COX-2 (+) hiicrelerin ortalama immunohistokimyasal boyanma yogunlugu

skorlar1 tablo 13’te verildi.

Gruplar arasinda COX-2 (+) hiicre yogunlugu acisindan istatistiksel anlamli fark tespit
edildi (p<0,01). Negatif kontrol grubunda hi¢bir Ornekte pulpa ve periapikal dokuda
immunpozitif reaksiyon izlenmezken, en yiiksek COX-2 (+) hiicre yogunlugu pozitif kontrol
grubunda izlendi (p<0,01). Pozitif kontrol grubunda 6zellikle enflamasyonun siddetli oldugu
periapikal dokuda tiim ratlarda enflamatuvar hiicrelerde immiin pozitif yogunlugunun fazla

olmasi dikkati ¢ekti (resim 38 B). Selenyum grubunda sadece 3 rata ait 6rnekte orta siddette,

digerlerinde hafif siddette immiin pozitif reaksiyon izlendi (resim 38 C).

Resim 38. Periapikal bolgede COX-2 immiinohistokimyasal boyama. (A) Negatif kontrol
grubuna ait bir ratta negatif ekspresyon, (B) Pozitif kontrol grubuna ait bir ratta enflamatuvar
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hiicrelerde ve komsu hiicrelerde siddetli immunoreaksiyon (oklar), (C) Selenyum grubuna ait
bir ratta az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon, (oklar), Streptavidin Biyotin Peroksidaz
Metodu, Barlar =50pum.

4.5.4- Kaspaz-3

Gruplara ait Kaspaz-3 (+) hiicrelerin ortalama immunohistokimyasal boyanma

yogunlugu skorlar1 tablo 13’te verildi.

En yiiksek Kaspaz-3 (+) hiicre yogunlugu pozitif kontrol grubunda izlenirken (p<0,01),
negatif kontrol ve selenyum gruplar1 arasinda istatistiksel fark tespit edilmedi (p>0,05). Pozitif
kontrol grubunda enflamatuvar hiicrelerde immunpozitif yogunlugunun fazla olmasi dikkati

cekti (resim 39 B). Selenyum grubunda sadece 3 rata ait 6rnekte orta siddette, digerlerinde hafif

siddette immunpozitif reaksiyon izlendi (resim 39 C).

Resim 39. Periapikal bolgede Kaspaz-3 immunohistokimyasal boyama. (A) Negatif kontrol
grubuna ait bir ratta negatif ekspresyon, (B) Pozitif kontrol grubuna ait bir ratta enflamatuvar
hiicrelerde ve komsu hiicrelerde siddetli immunoreaksiyon (oklar), (C) Selenyum grubuna ait
bir ratta enflamatuvar reaksiyona ragmen az sayida hiicrede pozitif immiinreaksiyon, (oklar),

Streptavidin Biyotin Peroksidaz Metodu, Barlar =50um.

4.6- Molekiiler Yontemlerle Siirdiiriilen Analiz Bulgular

4.6.1- Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qrt-PCR)

4.6.1.1- Beclin-1, ATG3, ATG5, ATG7, ATG12, ATG16L1 Géreceli mRNA ifadesi

Diizeyleri

Beclin-1 ekspresyonu agisindan tim grup karsilastirmalarinda istatistiksel fark tespit

edildi (p<0,05) (Tablo 14). Pozitif kontrol grubunda en yiiksek Beclin-1 ekspresyon seviyesi
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izlenirken selenyum grubunda pozitif kontrol grubuna gore énemli diizeyde azalma goézlendi

(p=0,03) (Sekil 2).

ATG3 ekspresyonu agisindan tiim grup karsilagtirmalarinda istatistiksel fark tespit
edildi (p<0,05) (Tablo 14). Pozitif kontrol grubunda en yiiksek ATG3 ekspresyon seviyesi
izlenirken, selenyum grubunda pozitif kontrol grubuna goére 6nemli diizeyde azalma gozlendi

(p=0,002) (Sekil 2).

ATGS ekspresyonu agisindan negatif kontrol ve selenyum gruplari agisindan
istatistiksel fark tespit edilmedi (p>0,05) (Tablo 14). Pozitif kontrol grubunda en yiliksek ATGS
ekspresyon seviyesi izlenirken, selenyum grubunda pozitif kontrol grubuna gore 6nemli
diizeyde azalma gozlendi (p=0,04) (Sekil 2).

ATGT7 ekspresyonu acisindan tim grup karsilagtirmalarinda istatistiksel fark tespit
edildi (p<0,05) (Tablo 14). Pozitif kontrol grubunda en yiiksek ATG7 ekspresyon seviyesi
izlenirken, selenyum grubunda pozitif kontrol grubuna gore énemli diizeyde azalma gozlendi
(p=0,03) (Sekil 2).

ATG12 ekspresyonu agisindan pozitif kontrol grubunda en yiiksek ATG12 ekspresyon
seviyesi izlenirken, selenyum grubunda pozitif kontrol grubuna gore azalma gozlendi ancak

fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05) (Tablo 14).

ATGI6L1 ekspresyonu agisindan tiim grup karsilastirmalarinda istatistiksel fark tespit
edildi (p<0,05) (Tablo 14). Pozitif kontrol grubunda en yiiksek ATG16L1 ekspresyon seviyesi
izlenirken, selenyum grubunda pozitif ve negatif kontrol gruplarma gére onemli diizeyde
azalma gozlendi (sirastyla p=0,002; p=0,02) (Sekil 2).

Gruplar Beclinl ATG3 ATG5 ATG7 ATG12 ATGI16L1
Negatif kontrol (n=10) | 1,00+0,24 1,00+0,17 1,00+0,11 140,38 1,00+0,26 100+0,15
Pozitif kontrol (n=9) 3,49+0,32 3,70+0,25 1,49+0,15 7,02+0,13 2,62+0,45 2,31+0,35
Selenyum (n=10) 2,48+0,23 2,15+0,27 1,15+0,13 4,31+0,63 2,28+0,19 0,59+0,11

Tablo 14: gqRT-PCR yontemiyle negatif kontrol, pozitif kontrol ve selenyum grubuna ait
Beclinl, ATG3, ATGS, ATG7, ATG12, ATG16L1 goreceli mRNA ifadesi diizeyleri ve kat

artis1 cinsinden sunulmasi
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Sekil 2: gRT-PCR yontemiyle negatif kontrol, pozitif kontrol ve selenyum grubuna ait Beclinl,
ATG3, ATGS, ATG7, ATG12, ATGI6L1 goreceli mRNA ifadelerindeki kat degisim ve

PK

standart sapma degerleri. Negatif kontrol grubu ile karsilastirmalar iki bagimsiz 6rneklemli t

Testi ile analiz edildi (p<0,05); *<0,05; **<0,001.

4.6.2- immunoblotlama Cahsma Bulgular:

4.6.2.1- Beclinl, ATG5, LC3II, LC311/LC3I, fosfo-p38 MAPK/p38 MAPK, p62/SQSTM1

Protein ifadesi Diizeyleri

Beclin-1 ekspresyonu agisindan tiim grup karsilagtirmalarinda istatistiksel fark tespit
edildi (p<0,05) (Tablo 15). Pozitif kontrol grubunda en yiiksek Beclin-1 ekspresyon seviyesi

izlenirken, selenyum grubunda pozitif kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde azalma goézlendi
(p=0,00123) (Sekil 3).

ATG5 ekspresyonu agisindan tiim grup karsilastirmalarinda istatistiksel fark tespit
edildi (p<0,05) (Tablo 15). Pozitif kontrol grubunda en yiiksek ATG5 ekspresyon seviyesi

izlenirken, selenyum grubunda pozitif kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde azalma goézlendi
(p=0,00371) (Sekil 3).

LC3-II ekspresyonu acisindan tiim grup karsilastirmalarinda istatistiksel fark tespit
edildi (p<0,05) (Tablo 15). Pozitif kontrol grubunda en yiiksek LC3-11 ekspresyon seviyesi

izlenirken, selenyum grubunda pozitif kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde azalma gozlendi
(p=0,00581) (Sekil 3).
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LCS3-II/I ekspresyonu agisindan tiim grup karsilagtirmalarinda istatistiksel fark tespit
edildi (p<0,05) (Tablo 15). Selenyum grubunda en yiiksek LC3-I1/l ekspresyon seviyesi
izlenirken, pozitif kontrol grubunda selenyum grubuna gore 6nemli diizeyde azalma gozlendi
(p=0,03873) (Sekil 3).

fosfo-p38 MAPK/p38 MAPK ekspresyonu agisindan tiim grup karsilastirmalarinda
istatistiksel fark tespit edildi (p<<0,05) (Tablo 15). Pozitif kontrol grubunda en yiiksek fosfo-p38
MAPK/p38 MAPK ekspresyon seviyesi izlenirken, selenyum grubunda pozitif kontrol grubuna
gore onemli diizeyde azalma gbzlendi (p=0,00753) (Sekil 5).

p62/SQSTM1 ekspresyonu agisindan tiim grup karsilagtirmalarinda istatistiksel fark
tespit edildi (p<0,05) (Tablo 15). Pozitif kontrol grubunda en diisikk p62/SQSTM1 ekspresyon
seviyesi izlenirken, selenyum grubunda pozitif kontrol grubuna goére 6nemli diizeyde artma

gozlendi (p=0,04271) (Sekil 3).

Gruplar Beclinl ATG5 LC3ll LC3II/LC3I | fosfo- p62/SQSTM1
p38MAPK/
p38 MAPK
Negatif kontrol (n=10) 1,00£0,21 | 1,00+0,22 | 1,00+0,38 1+0,45 1,00+0,04 100+0,13
Pozitif kontrol (n=9) 2,73+0,72 | 2,99+0,07 | 3,94+0,03 | 2,46+0,27 2,12+0,08 0,31+0,11
Selenyum (n=10) 2,07+0,12 | 1,23+0,08 | 2,21+0,05 | 4,67+0,23 1,25+0,06 0,54+0,31

Tablo 15: Immunoblotlama ydntemiyle negatif kontrol, pozitif kontrol ve selenyum grubuna
Thr180/Tyr182 fosfo-p38MAPK/p38MAPK,

p62/SQSTM I protein ifadelerinin densitometrik analizi ve kat artig1 cinsinden sunulmasi.

ait Beclinl, ATG5, LCall,

LC3II/LC3I,
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Negatif Kontrol Selenyum Pozitif Kontrol

60kDa — — — ——— w— | Beclinl
55kDa — L e e ATGS5

60kDa — " W s R i p62/SQSTM1
s 3 % 5 3 T T — R
44kDa -I.. CEES SEE) W IR0 .w.-! Actin

Sekil 3. Immunoblotlama yontemiyle negatif kontrol, pozitif kontrol ve selenyum
grubuna ait Beclinl, ATGS5, LC3-II/I, p62/SQSTM1 protein bantlarina iliskin goriinti.

Yiikleme kontrol proteini olarak Beta-actin kullanildu.
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Sekil 4. Immunoblotlama ydntemiyle negatif kontrol, pozitif kontrol ve selenyum grubuna ait
Beclinl, ATG5, LC3II, LC-31I/I ve p62/SQSTMI1 protein ifadelerindeki kat degisim ve standart
sapma degerleri. Negatif kontrol grubu ile karsilastirmalar iki bagimsiz dérneklemli t Testi ile
analiz edildi (p<0,05); *<0,05; **<0,001.
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Sekil 5. immunoblotlama yontemiyle negatif kontrol, pozitif kontrol ve selenyum grubuna ait
p38 MAPK ve Thrl80/Tyrl82 p-p38 MAPK protein bantlarmna iligkin goriintii. Yiikleme

kontrol proteini olarak beta-actin kullanildi.
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Sekil 6. Immunoblotlama ydntemiyle negatif kontrol, pozitif kontrol ve selenyum grubuna ait
Thr180/Tyr182 fosfo-p38MAPK/p38MAPK, p62/SQSTM protein ifadelerindeki kat degisim
ve standart sapma degerleri. Negatif kontrol grubu ile karsilastirmalar iki bagimsiz 6rneklemli

t Testi ile analiz edildi (p<0,05); *<0,05.
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5- TARTISMA

Apikal periodontitis esas olarak pulpa dokusu ve kok kanallarindaki mikrobiyal
enfeksiyona karst konak immuno-enflamatuvar cevabin aktivasyonu sonucu meydana
gelmektedir. Periapikal dokulardaki patolojik degisiklikler mikroorganizmanin kendisinden,
toksinlerinden, zararli metabolik artiklarindan ve kok kanal sistemi igerisinde kalan pulpa
dokusundan kaynaklanabilir. Enflamatuvar siire¢ 6ncelikle enfekte ve nekrotik pulpada baslasa
da periapikal dokulara yayilarak ¢evre kemik dokuda rezorbsiyona neden olabilir.

Bu c¢aligmada, rat molar dislerinde periapikal lezyon gelisiminde MAPK ve otofaji
sinyal yolunu hedef alan molekiiler mekanizma mRNA ve protein ifadesi diizeyinde ortaya
konulmustur. Periapikal lezyon olusumu ile artan otofajik akis ve aktive olan p38 MAPK sinyal
iletim siiregleri gosterilmistir. Sistemik selenyum uygulamasinin deneysel periapikal lezyon
olusumu tizerine etkileri degerlendirilmis ve selenyumun periapikal dokuda enflamasyonu
baskiladig1, kemik yikimini azalttigi, histopatolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerle tespit
edilmis, hiicresel diizeydeki MAPK ve otofaji sinyal yolunu baskiladigi ortaya konulmustur.

Bu ¢alisma ve diger periapikal lezyonlarin molekiiler patogenezine iliskin bilinmezleri
aydinlatacak ¢aligmalar daha spesifik ve hedefe yonelik bir tedavi yaklasiminin uygulanmasini

tesvik edecektir.

5.1- Calismada Kullanilan Ajanin Secimi

Son yillarda apikal periodontal enflamatuvar siirecin tam olarak aydinlatilmasi
bakimindan ¢ok sayida klinik ve deneysel ¢alisma yapilmakla birlikte; calismalarda 6zellikle
periapikal lezyonlarin olusumu, devamliligi ve iyilesmesinde konak modiilasyonunun énemine
dikkat cekilmistir. Konak modiilasyonunu degistirebilecegi diisiiniilen lokal ve sistemik
uygulamalar dikkat ¢ekicidir.

Lokal uygulamalar arasinda antihiperglismik olan Metformin, antienflamatuvar olarak
Rezolvin-D2 (303), antioksidan N-asetil sistein (NAC) (279) ve selenyum (273) sayilabilir.
Ratlarda kanal i¢i metformin uygulanmasi periapikal lezyon ile iligkili kemik rezorbsiyonunu
azaltmakta, osteolitik aktiviteyi ve enflamasyonu baskilamakta, indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz ekspresyonunu azaltmaktadir (278).

Inflamasyonun ¢6ziilmesine yén veren molekiillerin kesfedilmesi ile bu siirecin sadece
pasif olmadigi daha ¢ok biyokimyasal islemler ile diizenlenen aktif bir silire¢ oldugu
anlasilmistir. Resolvinlerin stirece katilimi1 2013 yilinda anlasilinca doku seviyesinde programli

bir ¢oziilmeden bahsedilmektedir. Resolvinler enflamasyonun ¢oziilme agamasinda endojen
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olarak salgilanan yag medyatorlerdir. Bu medyatorler akut enflamatuvar fazi sonlandirirken
doku rejenerasyonunu doku iyilesmesini aktive ederler. N-asetil sistein glutatyon onciilii olup
antioksidan mukolitik bir ajan olarak kullanilmaktadir. Serbest oksijen radikallerini ndtralize
ederek oksidatif stresin etkisini azaltmaktadir. Insanlarda kok kanal medikamenti olarak NAC
kullanilmasi resolvin seviyesini arttirmistir (279). Antioksidan savunma, hiicre boliinmesi ve
farklilagmasi ve bagisikligin saglanmasi gibi bir¢ok biyolojik aktivitede gorev alan selenyumun
tek basina veya kalsiyum hidroksitle birlikte kok kanal medikamenti olarak 15 giinliik
kullaniminin enflamatuvar medyatorler tizerinde etkili olarak periapikal doku onarimini
gliclendirebilecegini gosterilmistir (273). Literatiirde sistemik olarak kullanilan ajanlari
bifosfanat, segici Ostrojen reseptor modiilatorii, antihiperglisemik, katepsin K inhibitorii ve
antioksidanlar olarak siralayabiliriz. Bifosfanat grubundan olan alendronat ve zoledronik asit
uygulmasinin periapikal kemik yikimini ve osteoklast sayisini azalttigi bildirilmistir (280, 281).
Raloksifen menopoz sonrasi osteopeni ve osteoporozu engellemek amaciyla kullanilan bir
secici  Ostrojen reseptdr modiilatoriidiir.  Ostrojen eksikligi kemik metobozlimasini
degistirmekte, osteoklast sayisini ve kemik yikimini arttirmaktadir. Raloksifen o6zellikle
osteoklast sayisini azaltarak periapikal kemik yikiminin giddetini azaltmistir (282).

Antienflamatuvar etkileri de ortaya konan Metformin tip 2 diyabet hastalarinda kan
glukoz konsantrasyonunu diisirmek i¢in kullanilmaktadir. Ratlarda periapikal lezyon
modelinde alveol kemik yikimini, osteoklast sayisini, RANKL pozitif hiicre sayisini azaltigi,
OPG pozitif hiicre sayisini arttirdigt gosterilmistir (283).

Katepsin K osteoklastlar tarafindan agiga ¢ikarilan proteinleri pargalayan bir enzimdir.
Doku yikiminda rol almakta 6zellikle tip 1 kollajeni parcalamakla gorevlidir. Diger bir degisle
osteoklastlar tarafindan gerceklestirilen kemik rezorbsiyonundan sorumludur. Literatiirde
Katepsin K inhibitorlinlin sadece osteoklastlarin degil osteoklastogenezde etkili
proenflamatuvar sitokinleri ve sonug olarak peripikal lezyon genisligini azalttig1 bildirilmistir
(284).

Antioksidan ajanlardan Tempol ve yesil ¢ay polifenolii olan epigallocatechin-3-
gallate’in ratlarda periapikal lezyon biiyiikliigiinii ve enflamasyonun siddetini baskilamistir
(285, 286).

Sunulan bu calismada antioksidan sistemik selenyum uygulamasinin periapikal
lezyon iizerine etkisi degerlendirilmistir. Literatiirde lipopolisakkarit (LPS) uygulanarak akut
enflamatuvar cevabin indiiklendigi rat ¢alismalarinda, serum selenyum konsantrasyonunun

azaldigi goriilmistiir. Bu durum akut enflamasyon durumunda selenyum konsantrasyonunda
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azalma olacagmi ve idame edilmesi ihtiyacinin dogacagini onermektedir (287). Giiglii bir
antioksidan olan selenyumun reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicre i¢i hasarin
engellenmesinde ve hiicre gelisiminin, canlilifinin, genetik faktdrlerin ve enzimlerin

diizenlenmesinde hayati role sahip oldugu bilinmektedir (288).

Selenyum, mitokondri i¢indeki protein tiyol gruplarinda degisimleri tetikleyerek
sitokrom c’nin serbest kalmasina neden olarak mitokondriyal membran potansiyelinin

kaybedilmesi ile serbest oksijen radikallerinin iiretimini baskilamaktadir (289) .

Selenyum eksikligi kemik metabolizmasi bozuklugu ve osteopeni ile iligkilendirilmis
ve selenyum diizeyinin kemik mineral yogunlugunu etkiledigi gosterilmistir (290). Selenyum
tedavisinin osteoblast benzeri hiicre tiplerinde mitokondriyal oksidatif stresi azalttigi da

gosterilmistir (291).

Literatiirde selenyumun hiicreler {izerinde otofajik yolag: farkli sekillerde etkiledigine
iligkin veri paylasilmaktadir. Bu verilerdeki en dikkat ¢ekici sey ise selenyumun doku 6zgiil
olarak otofajik yolagin aktivasyonu veya baskilanmasi yolu ile farkli sekillerde etki
gostermesidir. RAW264.7 makrofajlari ile siirdiiriilen bir ¢alismada S. aureus enfeksiyonuna
kars1 selenyum etkinligini test edilmistir. Elde edilen bulgular S. aureus enfeksiyonu sonrasi
zayiflayan otofajik etkinligin selenyum uygulamasi sonrasi otofajik akistaki inhibisyonun
hafifledigini gostermistir. Ayrica aym c¢alismada selenyum uygulamasi sonrast MAPK
fosforilasyonunun baskilanmasi yolu ile bu sinyal iletimi iizerinde de selenyumun baskilayici

bir role sahip oldugu goésterilmistir (292).

Bir bagka ¢alismada ise kursun (Pb) zehirlenmesine karsi selenyum takviyesinin Pb
zehirlenmesi etkilerini zayiflattigi, bu etkinligi Pb aracili indiiklenen oksidatif stres ve artan
otofajik aktivitenin baskilanmasi yolu ile gerceklestirdigi rapor edilmistir. Tavuk testisleri
lizerinde siirdiiriilen bu ¢alismaya gore selenyumun otofaji lizerinde baskilayici bir etkiye sahip
oldugu 6nerilmistir (293). Benzer sekilde Wang ve ark. tavuk ovaryum hiicrelerinde kadmiyum
(Cd) aracili olusan doku hasarinin selenyum uygulamasi ile hafifletildigini rapor etmistir. Bu
etkinin altinda yatan mekanizma olarak Cd aracili artan otofajik aktivitenin selenyum
uygulamas: sonrasi otofajik yolagin inhibisyonu yolu ile gerceklestigi onerilmistir. mTOR
otofajik yolagi negatif regiile eden Onemli bir proteindir. Bu c¢alismada selenyum
uygulamasimnin mTOR diizeylerini arttirarak Cd aracili artan otofajik aktiviteyi baskiladigi

goOsterilmistir (294).
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Sunulan bu ¢alismada farkli doku ve patolojilerde farkli cevaplar veren selenyumun
periapikal lezyon gelisiminde MAPK ve otofaji sinyal yolunu {izerindeki etkisi

degerlendirilmistir.

5.2- Calismada Kullanilan Yontemlerin Secilmesi

Yeni bir materyal, cihaz veya ilacin insan sagligi iizerine etkilerinin bilinmedigi
durumlarda ve etik kaygilar nedeniyle insanlar iizerinde aragtirmalara izin verilmediginde
hayvan testleri kullanilmaktadir (295). Hayvan g¢alismalari, insana bagli degiskenleri ortadan
kaldirarak enfeksiyon, dezenfeksiyon, enflamasyon, nekroz, iyilesme, rejenerasyon ve
hastaligin ilerlemesi ile iligkili biyolojik ve molekiiler mekanizmalarin tam olarak ortaya
konulmasinda dental arastirmalarda 6zellikle endodonti alaninda 6nemli bir yere sahiptir.
Hayvan caligmalari, insanlar i¢in bilinmeyen saglik riskleri olan yeni dental materyallerin,
ilaglarin, medikamentlerin, cihazlarin ve aletlerin giivenligini ve etkinligini test etmek igin de
gereklidir (296).

Apikal periodontitis, kok kanal sistemi i¢cinde mikrobiyal enfeksiyonun varligina bagh
olarak periapikal bolgede baslayan ve ilerleyen konak¢i immiin yamtidir (297). Apikal
periodontitisin histopatolojisini, molekiiler mekanizmasini ortaya koymak, yeni tedavi
yontemleri, teknikleri ve materyalleri gelistirebilmek bu tedavilerin giivenligini,
biyouyumlulugunu ve toksikolojisini dogrulamak amaciyla ex vivo ¢alismalar yerine hayvan
modellerinin kullanilmasi uygundur (296).

Endodontoloji’de kullanilan hayvan ¢alismalarina iligskin yaymlanan rehberde (2021),
insanlarda olusabilecek saglik sorunlarin1 minimalize etmek amaciyla yapilan hayvan
caligmalarinin etik ve kanunsal uygunlugunun gozetilip hayvan refahin1 korumaya yonelik
olmasi konusu giindeme gelmistir (298). Sicanlar ve farelerin dahil oldugu kemirgenler,
endodontik arastirmalarda en yaygin kullanilan hayvan tiirleridir. Ge¢miste kopekler, kediler,
gelincikler, kobaylar, tavsanlar, koyunlar, domuzlar ve hatta insan olmayan primatlarin
bulundugu daha biiyiik hayvanlar hayvan testlerinde kullanilmistir. Bununla birlikte, toplumun
evcil hayvan tiirleri lizerinde yapilan hayvan testlerine karst c¢ikmasi nedeniyle biiyiik
hayvanlarin kullanildig1 caligmalar azalmis ve insan dis1 primat aragtirmalarina bazi yasaklar
getirilmistir. Hayvanlar {izerinde yapilan testler pahalidir ve ulusal hayvan refahi1 kurallarina
uymak i¢in kapsamli zaman ve c¢aba gerektirmektedir (315). Ratlar, evrimsel diizeyleri diger
bir¢cok deney hayvanindan daha diisiik olmasi, insan oral dokular1 ve mikroflorasiyla benzer

yapida olmasi, hizli ve kolay iireme Ozellikleri, laboratuvar bakimlarinin kolay olmasi,
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ekonomik agidan uygun olmasi yonleriyle endodontik caligmalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hayvan etigi ve refahi géz Oniinde bulunduruldugunda, ¢aligmamizda
evrimsel olarak diisiik, dis manipiilasyonuna ve periapikal lezyon olusumuna en uygun canlilar
olarak literatiirdeki deneysel periapikal lezyon modeli ¢alismalarinda oldugu gibi (274, 299,
300, 301, 302, 303) ratlar kullanilmustr.

Rat ¢enelerinde her dort kadranda birer kesici liger az1 olmak tizere toplam 16 adet dis
bulunmaktadir. Literatiirde periapikal lezyon modeli olusturan ¢alismalarda siklikla alt birinci
biiyiik az1 disler tercih edilmektedir (283, 285, 299, 300). Bu ¢alismada da alt birinci biiyiik az1
disler; az1 dislerin periapikal lezyon modeline uygun olmasi, histolojik kesitlerde
incelenmesinin kolay olmasi gibi nedenlerle kullanilmistir.

Alt az1 diglerinde ¢alisma zorlugu olusturan dil ve yanak dokularinin agilacak kaviteye
anatomik olarak yakin olmasi, arka bolgede goriis acis1 ve manipiilasyon kisitliligi problemleri
yeterli 151k ve biiylitme altinda, modifiye edilen dental presel ve el aletlerinin ekartdr olarak
kullanilmas1 sayesinde asilmistir.

Literatiirde periapikal lezyonlarin degerlendirildigi hayvan caligmalarinda benzer

modeller kullanilmistir. Bir¢ok calismada azi1 dislerin pulpalar1 deney siiresince agiz ortamina
agilarak birakilmis ve periapikal lezyon olusumu gosterilmistir (274, 299, 300, 301, 302, 303).
Hayvan c¢aligmalarinda periapikal lezyon olusumu tesvik edilirken genellikle pulpaya herhangi
bir uyaran verilmemistir (274, 301, 302). Ancak baz1 ¢alismalarda ise agilan kavitelere gesitli
endodontik patojen bakteri karisimi (Porphyromonas gingivalis, Prevotella nigrescens,
Actinomyces viscosus, Fusobacterium nucleatum) yerlestirildikten sonra kaviteler agiz
ortamina agik birakilmistir (304). Kaneko ve ark. ise sag ve sol mandibular 1. az1 dislerine ait
pulpalara 1 uL. Escherichia coli lipopolisakkariti uygulayarak periapikal lezyon olusumunu
baslatmislar, kaviteyi gecici dolgu materyali kullanarak restore etmislerdir (305).
Yaptigimiz 6n ¢alismada herhangi bir uyaran olmadan pulpa kavitelerin 21 giin boyunca agiz
ortamina acik birakilmasmin periapikal lezyon olusumunda yeterli oldugu goriildi. On
calismadan elde edilen bulgular ve daha 6nce gergeklestirilen ¢alisma (274) sonuglar1 goz
oniinde bulundurularak bu ¢alismada da pozitif kontrol ve selenyum gruplarindaki ratlarin alt
cene 1. biiyiik az1 dislerinin pulpalari herhangi bir uyaran olmadan deney siiresince agiz
ortamina agik birakilarak periapikal lezyon olusumu saglandi.

Ratlarda periapikal lezyon modeli ¢calismalarinda 7, 14, 21, 28, 30 ve 56 giin gibi farkli
stireler kullanilmistir. Ratlarda periapikal lezyonun 0-15 giinlerdeki gelisiminin oldukca hizli

oldugu, daha sonraki dénemlerde yavaslamaya basladigi bildirilmistir (306).
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Pulpa ag1z ortamina agildiktan sonra osteoklastlarin periapikal lezyon bolgesine ilk defa
2. glinde geldigi; 14. giinde ise bolgedeki osteoklast sayisinin en yiikksek seviyeye ¢iktigi
gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu ¢aligmalarda periapikal bolgede enflamatuvar infiltrasyon ve
kemik yikiminin 7-14 giin arasinda goriilmeye baslandigi; 0-20. giinler arasinda lezyon
genislemesi ve kemik yikiminin oldugu bildirilmistir (307, 308). Sun ve ark., mandibular 1. az1
dislerinde pulpanin agiz ortamina agilmasi ile periapikal lezyon olusumunu baglattiklart 28
giinliik ¢aligmalarinda histolojik analizlerde 0. giinden 28. giine kadar lezyon bdolgesindeki
enflamatuvar infiltrasyonun agamali olarak arttigin1 gostermislerdir. Her 7 giinde bir yapilan
sakrifikasyonlar sonucunda 21. ve 28. giinler hari¢ periapikal lezyon alan1 ve kemik kaybi
arasinda anlamli farklilik goriilmiistiir. Periapikal lezyon boyutu agisindan 21. ve 28. giinlerde
arasinda farklilik goriilmemistir (309).

On calisma sonras1 histolojik degerlendirmeler 21 giinliik deney siiresinin periapikal
lezyon olusumu agisindan yeterli oldugunu goéstermistir. Ancak; ratlardan alinan dokularin
homojenize edilmesi ve sonrasinda RNA izolasyonu ve total protein izolasyonlar
gerceklestirilerek sirastyla RT-PCR temelli gen ifadesi ¢caligmalari ve SDS-PAGE’yi takiben
stirdiiriilen Western blotlama ¢aligmalariyla protein ifadelerindeki degisimlerin incelenecegi
caligmalar icin On c¢alisma kapsaminda elde edilen bulgular 21 giinliik periapikal lezyon
indiiksiyonunun yetersiz oldugunu gostermistir. Bu nedenle deney siiresinin literatiirdeki bazi
caligmalarla (303, 305) benzer olacak sekilde 28 giin olmasina karar verilmistir.

Literatiirde periapikal alandaki kemik kaybinin degerlendirilmesinde periapikal
radyografiler (fosfor plak ve digital radyografi) (274, 305) ve mikro-CT (302, 303, 310, 311)
siklikla tercih edilmektedir. Yakin tarihli bir derlemede (312) mikro-CT’nin yiiksek
¢cozliniirliiklii  gorintiller ile (313) periapikal lezyonlarin ¢ok diizlemli (3 boyutlu)
degerlendirilmesine olanak saglamasi gibi avantajlart nedeniyle (314) kiigiik hayvan
modellerine dayali ¢alismalar i¢in dnemli bir tanisal dogrulama yontemi olarak kabul edilmistir.

Ratlarda deneysel periapikal lezyon modelinin olusturuldugu bu ¢alismada, 28 giin
sonunda pozitif kontrol ve selenyum gruplarinda periapikal alanda olusan kemik kaybi dijital
radyografik olarak degerlendirilmistir. Calismada alt ¢ene 1. biiyiik azi dislerin mezyal
koklerindeki periapikal lezyonlara ait dijital goriintiiler Image J (ImageJ, National Institutes of
Health, Bethesda, MA, USA) goriintii analiz programina aktarilarak, uzunlugu (mm) bilinen bir
skala yardimi ile kalibrasyon yapilmis ve lezyon alanlar1 literatiirde dijital radyagrafinin

kullanildig1 ¢alismalara benzer sekilde (315) hesaplanmustir.
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Periapikal lezyonlar, kok kanal sisteminin mikrobiyal biyofilmle enfekte olmasi sonucu,
viicut savunmasindaki dengenin bozulmasiyla beraber periapikal enflamasyon ve kemik yikimi1
olusmasiyla karakterizedir (316). Histopatolojide kantitatif sonuglar elde etmek zor olsa da
skorlama yontemi kullanilmakta ve sonuglar semi-kantitatif olarak degerlendirilebilmektedir.
Ayrica hiicreler, bag dokusu, kemik yikim alanlar1, hiperemi, 6dem veya apse varligi yerinde

incelenebilmektedir.

Immiinohistokimya, hiicre veya doku antijenlerinin (amino asitler, proteinler ve bulasici
ajanlar) tespiti amaciyla kullanilmaktadir. Yontemde spesifik antikorlar boyama yoluyla
gorsellestirilebilen doku bilesenlerini (antijenler) dogrulamak igin kullanilir. Enflamasyon ve
kemik rezorpsiyonunda yer alan bir¢ok araci ve ilgili hiicre, immiinohistokimya ile semi-

kantitatif olarak tespit edilebilir ve hangi hiicrelerle iliskili oldugu incelenebilir (274, 317, 318).

Dokulardaki kollajen liflerini gorsellestirmek i¢in ¢esitli histolojik veya histokimyasal
yontemler kullanilmaktadir. En yaygin kollajen boyama yontemleri Masson trikrom, van
Gieson, Herovici veya Picro Sirius Red boyalaridir. Picro Sirius Red boyamasi kollajenin ¢ift
kirilma 6zelliklerine dayanir. Picro Sirius Red, uzun ¢ift kirilmali bir molekiildiir; kollajene
baglandiginda, kollajen fibrillerine paralel olarak yonlenir, boylece dogal ¢ift kirilmalarim
biiyiik olgiide artirir (319). Cooreia ve ark., enflamatuvar fibr6z hiperplazi, piyojenik graniilom,
periapikal graniilom ve radikiiler kistlerden olusan 48 6rnekteki kollajen yogunlugunu Picro
Sirius Red boyama yaparak incelemislerdir (320). Periapikal lezyonlar, periapikal enflamasyon
ve kemik kaybiyla beraber periodontal ligament dokularinda yikimla karakterizedir (316).
Calismamizda olusturdugumuz periapikal lezyon modelindeki periyodontal ligamentin kollajen

reaksiyonu Picro Sirius Red boyamasi ile degerlendirilmistir.

Gram boyama ile pulpa ve periapikal doku hastaliklarinin esas etyolojik faktorii olan
bakterilerin varligi, kok kanali ve periapikal lezyon i¢indeki konumu izlenebilmektedir (321).
Gilinlimiizde enflamatuvar lezyonlar gibi ¢esitli patolojilerin altinda yatan nedenlerin hiicresel
diizeyde arastirilmasi ve gelistirilecek yeni terapotik yaklasimlarin hiicresel odaklar {izerinden
olas1 tedavi edici ve Onleyici etkilerinin anlasilmasi ve karakterize edilmesi bir gereklilik haline
gelmistir. S6z konusu patolojilerin olusum ve gelisim siireglerinin anlagilabilmesi ve takibi
amactyla molekiiler yagam bilimlerine iliskin yontemlere siklikla bagvurulmaktadir. Bu amacla
caligmalarimizda apikal periodontitis gelisimine kars1 selenyumun olas1 koruyucu etkisine bagl
olarak molekiiler diizeydeki hiicresel degisimlerin arastirilabilmesi amaciyla gen ve protein
ifadesi diizeyindeki degisimlerin incelendigi ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. Calismamizda da qRT-

PCR ve western blotlama yontemlerinden faydalanilmistir. Ozellikle gRT-PCR ¢alismalari
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hiicrelerdeki gen ifadesi degisim profillerinin es zamanli olarak incelenebildigi hassas ve
tekrarlanabilirligi yliksek bir metottur. Bununla birlikte SDS-PAGE’i takiben siirdiiriilen
Western blotlama yaklagimi protein ifade diizeyindeki degisimlerin incelendigi giivenilirligi
yiiksek, hedef proteine 0zgiil antikorlar ile isaretlemelerin yapildig1 ve goriintiilendigi bir
metodolojidir (322). Her iki yontem de molekiiler yasam bilimleri alanindaki ¢alismalarda
bilim camiasi tarafindan altin standart olarak kabul goren yaklagimlardir. Bu yontemler, yiiksek
duyarliliga sahip olmasit ve hiicresel diizeydeki degisimlerin kantitatif olarak analiz
edilebilmesine imkan sunmasi nedeniyle ¢alismalarimizda tercih edilmistir. Ayrica s6z konusu
yontemlerde internal kontroller es zamanli olarak degerlendirilebilmekte ve elde edilen
sonuclarin giivenilirligi uluslararasi otorlerce kabul gérmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda
enflamasyon gibi siireglere yon veren otofaji ve MAPK sinyal iletim mekanizmasi {iyelerinin
gen ve protein ifadesindeki degisimleri, hassas bir sekilde 6l¢iilebilmesi ve karsilastirmali
olarak analiz edilebilmesi amaciyla qRT-PCR ve Western blotlama yontemleri ile

incelenmistir.
5.3- Radyografik Bulgularin Degerlendirilmesi

Literatiirde selenyumun ratlarda deneysel olarak olusturulan periapikal lezyon boyutlari
tizerine etkilerinin radyografik teknikler ile arastirildigi herhangi bir ¢alisma bulunmamakla
birlikte alfa lipoik asit, Rezolvin D2, metformin, tempol gibi ajanlarin periapikal kemik

yikimindaki etkileri dikkat ¢ekicidir.

Saritekin ve ark. (2019), antioksidan ve antirezoptif etkili bir ajan olan melatoninin
sistemik olarak uygulanmasmin kemik yikimimi azalttigini ve radyografik lezyon alaninin
melatonin verilmeyen gruba gore daha kii¢iik oldugunu bildirilmislerdir (274). Yine melatonin
gibi antioksidan bir ajan olan Tempol’lin kardiyomiyopatili ratlarda periapikal lezyon alaninda

azalmaya neden oldugu gosterilmistir (285).

Glutatyon peroksidazin yapisinda bulunan selenyumun gii¢lii bir antioksidan oldugu
bilinmekte ve intraperitoneal selenyum uygulamasinin diyabetli ratlarda mandibula kemik
yapisinin daha saglikli gortinmesi sagladigi bildirilmistir (271). Sunulan bu g¢alismada da
Tempol ve melatonin gibi antioksidanlarda oldugu gibi selenyumun ratlarda deneysel

periapikal lezyon modelinde radyografik kemik yikimini azalttig1 gosterilmistir.
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5.4- Histopatolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

Periapikal lezyonlarin baslamasi ve ilerlemesindeki hiicresel ve molekiiler etkenler iyi
tanimlanmistir (323). Periradikiiler periodontitisin kok kanal sistemindeki patojenler ile konak
immiin hiicrelerinin karsilasmasindan kaynaklandigr gesitli ¢calismalarda gosterilmistir (324).
Pulpanin agiz ortamina agilmasi sonrasi pulpa nekrozu ile karakterize periapikal yikim,
enflamatuvar hiicrelerin ortamda birikmesi ve alveolar kemik rezorbsiyonu sunulan bu
calismada oldugu gibi hayvan modeli kullanan diger ¢alismalarda da gosterilmistir (274, 280,
281). Ozellikle lenfosit ve nétrofil yogunlugu dikkat cekmektedir (282).

Siddiqui ve ark. (2019) antienflamatuvar 6zelligi oldugu bilinen Rezolvin D2
uygulamasinin ardindan yaptiklart histolojik incelemelerde periapikal lezyonlarda
enflamatuvar hiicre infiltrasyonu, noétrofil, lenfosit ve monosit sayisinin azaldigini
gostermiglerdir (303).

Saritekin ve ark. nin (274) sistemik melatoninin periapikal lezyonlardaki etkisini
degerlendirdikleri ¢alismada periapikal bolgedeki enflamasyon siddetinin melatonin uygulanan
grupta uygulanmayan gruba goére daha az oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada da benzer sekilde
pozitif kontrol grubunda pulpa damarlarinda siddetli hiperemi ve yogun sekilde yangisal hiicre
infiltrasyonlari, yogun nekrotik alanlar ve periapikal dokuda siddetli yangisal hiicre
infiltrasyonlar1 izlendi. Sistemik selenyum uygulanan 6rneklerde ise enflamatuvar reaksiyon

siddetinin azaldig gorildii.

5.5- Histomorfometrik Bulgularin Degerlendirilmesi

Periapikal lezyonlarda meydana gelen kemik yikim alan1 histopatolojik kesitlerden elde

edilen dijital gorintiler iizerinde histomorfometrik analizler ile degerlendirilebilmektedir.

Tanaka ve ark. nin, disintegrin, MMP-8 ve MMP-17 ifadelerinin rat modellerindeki
periapikal lezyon gelisimine etkilerini inceledikleri c¢aligmalarinda elde edilen
histomorfometrik analiz bulgulari, pulpa ekspozundan sonra 28. giine kadar periapikal lezyon

boyutunun asamali olarak arttigini géstermistir (325).

Wayama ve ark., ovariektomili ratlarda periapikal lezyon olusumunu indikleyip
sistemik zolendronik asit uygulamislardir. Yapilan histomorfometrik analiz dogrultusunda

zolendronik asit uygulanan ratlarda daha az kemik rezorpsiyonu oldugu bildirilmistir (281).
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Periapikal lezyon olusumunun indiiklendigi ve kemik rezorpsiyonunda gorev aldigi bilinen
Katepsin K enziminin sistemik olarak inhibitoriiniin verildigi rat calismasinda yapilan
histomorfometrik analizler sonucunda, Katepsin K inhibitorii verilen grupta periapikal lezyon

boyutunun kontrol grubundan daha az oldugu gosterilmistir (284).

Gomes-Filho ve ark., ovariektomili ratlarda periapikal lezyon olusumunu indiikleyip
sistemik Ostrojen reseptor modiilatorii olan Raloksifen uygulamiglardir. Bu c¢alisma ile
Ostrojenin periapikal lezyonlardaki onemi ve eksikliginde yerine konulmasi ihtiyaci
arastirllmistir. Yapilan histomorfometrik analiz dogrultusunda Raloksifen uygulanan ratlarda

daha az periapikal kemik rezorpsiyonu oldugunu bildirmislerdir (282).

Conti ve ark. (2020), aterosklerozis ve apikal periodontitis iligkisini arastirdiklar1 rat
caligmasinda indiikklenmis periapikal lezyon alanin1  histomorfometrik analizlerle
degerlendirmisler ve aterosklerozlu ratlarda periapikal alanda artmis enflamatuvar reaksiyon ve

kemik kaybini gostermislerdir (326).

Lipooksijenazlar, lI6kotrienlerin aktivasyonunu saglayan ve dolayl olarak enflamatuvar
medyatdr sentezine sebep olan enzimlerdir. Paula-Silva ve ark. (2020), apikal periodontitis
olusumunu indiikledikleri fare modelinde yapilan histomorfometrik analiz sonucunda 5-
lipooksijenaz geni susturulan farelerde kemik kaybinin daha fazla oldugunu belirtmislerdir
(327).

Saritekin ve ark., (2019) periapikal lezyon modeli olusturduklari ratlarda sistemik
melatonin uygulamasinin antienflamatuvar ve antirezorptif etkilerini incelemislerdir. 21 giin
ag1z ortamina agik birakilan alt 1. az1 diglerinin periapikal lezyon alan1 histomorfometrik olarak

olgtlmistiir (274).

Sunulan bu c¢alisgmada 28 giin boyunca sistemik selenyum uygulanan grupta
histomorfometrik olarak degerlendirilen periapikal lezyon alani (0,9 mm?) pozitif kontrol
grubundaki (4,04 mm?) lezyon alanindan daha kiigiiktiir. Sistemik selenyum uygulamas: kemik

yikimini literatiirdeki diger sistemik ajanlar gibi azaltmistir.
5.6- Picro-Sirius-Red Boyama Bulgularinmin Degerlendirilmesi

Kollajen, periodontal dokularin ana hiicre dis1 protein bilesenidir ve enflamatuvar
hasarlardan sonra kollajen {iretimi, periodontal yara iyilesme silireci i¢in biiylik 6nem
tagimaktadir (328). Antioksidan 6zellikleri bilinen C vitamini kollajen iiretiminde 6nemli rol

oynamaktadir. C vitamini diseti ve yumusak dokularin iiretimi ile birlikte kemik matriksinin
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olusumu i¢in de 6nemlidir. Alfa lipoik asit ve C vitamininin kombine verildigi rat ¢alismasinda
osteoklastla indiiklenen kemik rezorpsiyonunun ve bag doku kaybinin azaldig1 gosterilmistir
(329).

in vitro ¢alismalarda a-tokoferol ve selenyumun kombine halde uygulanmasinin hem
gingival fibroblastlarda hem de PDL fibrillerinde kollajen {iiretimini artirabilecegi
gosterilmistir. Asman ve ark., ROS tarafindan indiiklenen kollajen yikimina kars1 selenyumun
koruyucu rol oynadigimi gostermislerdir (260). Periodontal hasar olusumu indiiklenen rat
caligmasinda sistemik a-tokoferol ve selenyumun uygulamasinin periodontal doku hasarini ve

enflamasyonu azalttig1 gosterilmistir (330).

Literatiirde periapikal lezyon modelinde kollajen yikimini Picro-Sirius-Red boyamasi
yaparak degerlendiren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Sunulan c¢alismada pozitif
kontrol grubundaki ratlarda yangisal hiicre infiltrasyonu nedeniyle PDL kollajenlerinde azalma
ve parcalanmalar izlenmektedir. Selenyum grubunda belirgin sekilde azalmis yangisal

reaksiyon ve normal periodontal ligament kollajen goriiniimii kaydedilmistir.

5.7- Gram Boyama Bulgularinin Degerlendirilmesi

Literatiirde selenyumun deneysel periapikal lezyon modelinde bakteri varligi ve
yerlesimine etkisini degerlendiren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak selenyum
eksikliginin, antikor iiretimi dahil olmak {izere hem dogal hem de kazanilmis bagisikliin ¢esitli
bilesenlerini olumsuz etkiledigi, konagin enfeksiyonlara kars1 direncini azalttig1 bilinmektedir.
Insanlarda diisiik selenyum konsantrasyonlari, azalan dogal immiin hiicre aktivitesi ve artan
firsatg1 hastalik ile iligkilendirilmistir (331). Sistemik selenyum eksikligi olan farelerde immiin
sistemin baskilanmasiyla birlikte lenf nodlari, karaciger, dalak ve beyinde bakteriyel

invazyonun kontrol grubu farelere gére daha fazla oldugu Wang ve ark. tarafindan bildirilmistir
(332).

Literatiirde konak savunma yanitinda 6nemli rolii oldugu bilinen myeloid farklilagsma
primer cevap geni (MyD88) eksikliginde farelerde kontrol grubunun aksine mikrobiyal
enfeksiyonun periapikal bolge ve lezyona kadar uzandig: bildirilmistir. Calismada iki grup
arasinda ortaya ¢ikan anlamli farkin, MyD88 eksikliginde konak direnci ve enfeksiyon ile savas
kabiliyetinin azalmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Yine sistemik melatonin

uygulamasinin ratlarda deneysel olarak olusturulan periapikal lezyonlarda bakterinin koronal
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bolgeden peripikal lezyona kadar olan yerlesim yerini ve yogunlugunu konakg1 lehine etkiledigi

gosterilmistir (274).

Sunulan bu g¢aligmada da Gram boyama sonucu periapikal lezyon olusturulan tim
gruplarda biitiin o6rneklerde bakteri varligi gozlenmis ve genellikle kron ve kok igerisinde
ozellikle kronik endodontik enfeksiyonlarda baskin olan yogun Gram + bakteri kiimelerine
rastlanmistir (333). Pozitif kontrol grubunda tiim oOrneklerde kron ve kok pulpasinda ve
periapikal dokuda yaygin sekilde bakteri kiimeleri dikkati ¢ekerken, selenyum grubunda daha
az yogunlukta bakteri kiimeleri izlenmistir. Selenyum melatonine benzer sekilde konak

savunma yanitini degistirmistir.

5.8- IL-6 I¢in Immiinohistokimyasal Bulgularimin Degerlendirilmesi

IL-6, temel olarak mononiikleer makrofajlar, T helper 2, B hiicreleri, vaskiiler endotel
hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar gibi ¢esitli kaynaklardan koken almaktadir (334).
Insan IL-6 geni, 5 ekzon ve 4 introndan olusan yaklasik 5 kb uzunlugunda olan kromozom 7'nin
kisa kolunda bulunur. IL-6 molekiilii, 26 kDa molekiiler agirliga sahip, 184 amino asitten
olusan, hedef hiicrelerin yiizeyindeki IL-6 reseptOriinii taniyarak ve ona baglanarak cesitli

biyolojik etkilere aracilik eden bir glikoproteindir (335).

IL-6, Janus kinaz (JAK)-STAT, mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ve (PI3K)-
protein kinaz B (Akt) yolunu aktive edebilir (336, 337). IL-6, immiin yanitlarda 6nemli rol
oynayan bir sitokindir (338). IL-6 aktif mononiikleer fagositler, endotelyal hiicreler ve
fibroblastlar tarafindan mikrobiyal enfeksiyona ve IL-1 ile TNF gibi diger sitokinlere yanit
olarak tiretilmektedir. IL-6, antikor (ve otoantikor) iiretimi, T hiicrelerinin aktivasyonu, B
hiicresi farklilagsmasi, akut faz proteinlerin, hematopoez iiretimi, vaskiiler gecirgenlik ile ilgili
bir dizi biyolojik islemi uyarabilir (339). IL-6, farklilagma, hayatta kalma, apoptoz ve ¢ogalma
ile ilgili hedef genleri aktive edebilir. Hem proenflamatuvar hem de anti-enflamatuvar sitokin
olarak kabul edilen IL-6; enflamasyon sirasinda, TNF-a ve IL-1 salgilandiktan sonra iiretilir.
IL-6 daha sonra TNF-a ve IL-1'in sekresyonunu inhibe eder (338). Pro-enflamatuvar sitokin
olarak rolii, dolasimdaki olgun nétrofillerin programlanmis hiicre 6liimiine miidahale etmesi ve
aynt zamanda matiir noétrofillerin sitotoksisitesinin diizenlenmesinde rol oynamasiyla
aciklanabilir (340). Baskin bir sekilde proenflamatuvar bir sitokin olan IL-6 ancak belirli

kosullar altinda, anti-enflamatuvar 6zelliklere sahip olabilir (341).
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Tim in vitro ¢alismalar, IL-6'nin periapikal lezyonlarda gorev aldigini ortaya
koymaktadir (342). Periapikal lezyonlarda bulunan nétrofiller IL-6 tiretmektedir. Periapikal
lezyonlarda bulunan makrofajlarin da in vitro IL-6 iiretebildigi gosterilmistir. Bu veriler, primer
endodontik igerigin, endodontik hastaliklarda farkli klinik ve radyografik o6zelliklerin
gelistirilmesine neden olan ¢esitli sitokinlerin tiretilmesi i¢in makrofajlar1 indiikleyebilecegini

gostermistir. IL-6'nin asir1 iretimi, makrofaj hiper-reaktivitesine neden olmaktadir (343).

Bu caligmada periapikal lezyonun indiiklendigi pozitif kontrol grubunda yiiksek IL-6
ekspresyonu izlenirken, sistemik selenyum uygulanan ve saglikli (negatif kontrol) grup
orneklerinde ¢ok diisiiktiir. Bu durum pulpanin agzi1 ortamina agilmasi ile pulpa ve periapikal
dokuda histolojik olarak da gosterilen enflamasyon bulgularini desteklemektedir. Caligsmalar,
periapikal lezyon boyutu ve IL-6 seviyesinin iligkili oldugunu ve IL-6'nin osteoklast olusumunu
ve kemik rezorpsiyonunu indiikledigini gostermistir. Boylece kronik enflamatuvar lezyonlarda
IL-6’nin kemik rezorpsiyonundaki rolii kanitlanmustir (343, 344, 345, 346). TNF-a, IL-1p ve
IL-6 sinerjik bir sekilde osteoklast farklilasmasini uyarmaktadir (347) ve IL-6, TNF-a, IL-1 ve
RANKL'n etkilesimi kemik rezorpsiyonunu artirabilir (348). Periapikal lezyon olusumu
sirasinda, enfeksiyona cevaben gelisen IL-6 artisinin, 6nceden var olan osteoklastlar1 aktif hale
getirmenin yani sira, hematopoetik progenitor hiicrelerinden yeni osteoklastlarin olusumunu da
neden olabilecegi bildirilmistir (343, 349). Wu ve ark. (2017), ovariektomi sonrasi alendronat
tedavisinin osteoklast hiicre sayisin1 etkilememesine ragmen IL-6 artisinin osteoklast

aktivitesini artirabilecegini iddia etmektedir (350).

Caligmamizda TNF-o seviyesini azaltarak NF-xB’yi inhibe ettigi (227) bilinen
selenyumun sistemik olarak uygulanmasi periapikal dokuda enflamasyon siddetini azaltmus,
aynt zamanda IL-6 ekspresyon yogunlugunu baskilamistir. Bu sonu¢ selenyumun
antienflamatuvar etkinligini dogrulamaktadir. IL-6 seviyesinin baskilanmasi ile de periapikal
kemik yikimi radyolojik ve histomorfometrik olarak gosterildigi gibi azalmistir. Calismada
osteoklast sayisi degerlendirilmemis olsa da IL-6 seviyesinin baskilanmasi ile osteoklast

aktivitesinin azalmis olabilecegi tahmin edilmektedir.

5.9- HIF-1 i¢in Immiinohistokimyasal Bulgularinin Degerlendirilmesi

Hipoksi ile indiiklenebilir faktér-1 (HIF-1), oksijen homeostazinda gorev yapan 6nemli

bir transkripsiyon faktoriidiir. Oksijen seviyesinin azaldig1 hipoksik kosullar altinda molekiiler
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seviyeden sistemik seviyelere kadar oksijen eksikliginin giderilmesinde rol oynamaktadir (351,

352).

HIF-1, HIF-1 alfa ve betadan olusan heterodimer bir yapiya sahiptir. Normal oksijen
seviyesi altinda (normoksi), HIF-1a, prolil hidroksilaz domain enzimleri (PHD) tarafindan
translasyon sonrasi hidroksillenir ve ardindan proteazomal bozunmaya ugrar. Hipoksik
kosullarda, HIF-1a, PHD aracili olarak bozunmayarak stabil kalir (353). HIF-1, yalnizca
hipokside degil, aym1 zamanda normokside de konak¢ir savunmasimi siirdiiren, bagisiklik
yanitinda rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir, NF-kB'nin dogrudan hedef genidir. Ek
olarak, HIF'i aktive eden hipoksik durumlar, NF-xB alt birimlerinin ¢ekirdege
translokasyonunu saglayarak enflamatuvar yanita neden olur. LPS ile uyarilan makrofajlarda,
HIF-1’in NF-kB'nin aktivasyonunu ve ardindan proenflamatuvar sitokin iiretimini
normoksidekine kiyasla hipokside daha fazla arttirdigi bilinmektedir (354). Kemik yikimi,
iyilesmesi ve fizyolojik kemik yeniden sekillenmesi siireclerinin diizenlenmesinde etkinligi
bilinen HIF-1 (355), potansiyel olarak nétrofilden tiiretilmis vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) -C / -D / VEGF reseptoric (VEGFR) -2 / -3 sinyali i¢eren medyatorler
araciligiyla periapikal lezyonlarin gelisimine katilmaktadir (135, 356). Bununla birlikte, gen
ekspresyonunu inceleyen bir ¢aligma, ratlarda indiiklenen periapikal lezyon modelinde kok
kanal tedavisinin ardindan, HIF-la'nin periapikal yara iyilesmesi silirecinde potansiyel rolii
oldugunu bildirmistir. HIF-1"in aktivasyonu kemik rejenerasyonunu hizlandirir, enflamatuvar

hiicre infiltrasyonunu azaltir ve yara iyilesmesini destekler (357-359).

Yu ve ark. siddetli periodontitisli dislerin pulpalarinda odontoblastlarda, pulpa
fibroblastlarinda, vaskiiler endotelyal hiicrelerde ve enflamatuvar infiltrasyon hiicrelerinde,
saglikli dis pulpalarina kiyasla daha yiiksek HIF-1a seviyelerini bildirmislerdir. HIF-1a'nin
artan ekspresyonlari, siddetli periodontitise yanit olarak dis pulpalarinda hipoksinin meydana
geldigini gostermektedir. Bu sonuglar pulpada hipoksik ortam varliginin siddetli periodontitis

ile iligkili oldugunu dogrulamaktadir (360).

Periapikal mikrodolasim, enflamasyon nedeniyle lokal olarak hasar gordiigiinde,
enflamatuvar hiicrelerin hasar bolgesine toplanmasiyla periodontal dokularda ¢ok sayida O2
tilketen enzim aktive olur ve bu durum hipoksiyle sonug¢lanir (361). Hipoksiyle beraber,
periodontal ligament hiicrelerinde RANKL/OPG oranmin artmasi alveolar kemik
rezorpsiyonuna sebep olmaktadir. Bu baglamda periodontal dokularda oksijenizasyonun
bozulmasinin, periodontitis gelisimini hizlandirdig1 sdylenebilir (362). Ozellikle genis

periapikal lezyonlarda hipoksinin dev osteoklast olusumunu ve rezorpsiyon aktivitesini tesvik
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ettigi bildirilmistir (363). Benzer sekilde, osteoklastik aktiviteyle iligskili NFATcl, CTSK ve
TRAP, hipoksik kosullar altinda normal atmosferdekinden daha yiiksek seviyede
bulunmaktadir. Ayrica hipoksi anjiyojenik-osteojenik eslesmeyi ve osteoklast aracili kemik

rezorpsiyonunu da etkilemektedir (364, 365).

Sunulan bu ¢alismada periapikal lezyon olusumu tesvik edilen tiim orneklerde HIF
immunreaksiyonunun artmis olmasi kronik enflamasyonda hipoksi ve enflamasyonun siklikla
ayni anda ortaya ¢iktigin1 kanitlamaktadir (366). Endodontik enfeksiyon siirecinde, bakteri
motiflerinin fagositlerin yiizeyindeki TLR'lere baglanmasi, fagositozun baslamasina, hiimoral
ve hiicresel yanitlarin indiiklenmesine (sirasiyla lenfositler B ve T tarafindan aracilik edilir),
sitokinler ve MMP'ler ile enflamatuvar mediatorlerin sentezi ve bunun sonucunda ROS
tiretimine sebep olur. Hipoksik hiicrelerde artan ROS 6te yandan HIF-1 birikimini uyarir (367).
Hiicre icindeki ROS’lar1 azalttigi bilinen selenyumun bu c¢alismada da sistemik olarak

uygulanmasi1 HIF-1 seviyesini azaltmistir.
5.10- COX-2 i¢cin Immiinohistokimyasal Bulgularinin Degerlendirilmesi

Siklooksijenaz (COX)-2, arasidonik asitten prostaglandin ve tromboksan iiretiminden
sorumlu; enflamatuvar reaksiyonlarin ve kistik lezyonlarin biiylimesinde ve yayilmasinda
onemli rol oynayan bir plazma membran enzimidir (368). Iki COX izoformu tanimlanmistir.
COX-1, anjiyostanini korumak i¢in ¢ogu trombositler, mide ve bagirsak gibi bir¢ok dokuda
iretilirken, normal kosullar altinda mevcut olmayan COX-2, enflamasyon sirasinda endotoksin

veya sitokinler tarafindan indiiklenir (369).

Ratlarda deneysel periapikal lezyon modellerinde COX-2’nin hiicre proliferasyonu ve
adezyonu, immiin denetim, apoptoz ve anjiyojenezde rol oynadigi gosterilmistir (370).
Bakteriyel enfeksiyon sirasinda LPS kaynakli kemik rezorpsiyonu i¢in COX-2 aracili PGE2
tretimi  gereklidir. Bu mekanizma, RANK-RANKL etkilesiminden bagimsiz olarak
gergeklesmektedir.  Periapikal lezyonlarda artmig COX-2 ekspresyonu, periapikal
graniilomlarda MMP-1 ve IL-6 sentezi modiilasyonunu degistirerek kemik yikimini artirabilir.
Periapikal graniilom ve kistlerde COX-2 seviyelerinin artmasi immiin hiicrelerin aktivasyonunu

ve enflamatuvar yanit1 uyarabilir (371, 372).

Sunulan bu ¢alismada periapikal lezyon olusumu tesvik edilen tiim 6rneklerde COX-2
immunreaksiyonu artmistir. Oksijen azlig1 ile karakterize periapikal lezyonlarda HIF-1 yoluyla

COX-2 ifade diizeyinin artti1 bilinmekte ve calisma bulgularimiz bu durumu destekler
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niteliktedir (367). Hiicre i¢indeki ROS’lar1 azalttigi bilinen selenyumun bu ¢alismada da
sistemik olarak uygulanmasi HIF-1 seviyesini azaltarak dolayli olarak COX-2 seviyesinde de
azalmaya neden olmustur. COX-2 aracilif1 ile arasidonik asitten iiretilen prostaglandin, IL-6
sentezini indiikleyebilir (373, 374). Gergekten de COX-2 etkinligini engellemek igin
meloksikam verilen ratlarda kontrol gruplariyla karsilastirildiginda, periapikal kemik kaybinda
%43'lik, IL-6 mRNA eksprese edici hiicrelerin yiizdelerinde eszamanli azalma bildirilmistir
(370). Sunulan bu ¢alismada da sistemik selenyum uygulamasi birbiri ile direkt iligkili olan IL-
6, COX-2 ve HIF-1 ekspresyon siddetini azaltmistir.

5.11- Kaspaz-3 i¢in Immiinohistokimyasal Bulgularinin Degerlendirilmesi

Kaspazlarin CED-3 alt ailesinin bir iiyesi olan Kaspaz-3 (CPP32, apopain),
apoptoz sirasinda pargalanan niikleer enzim poli (ADP riboz) polimeraz (PARP) gibi bir¢cok

anahtar proteinin kismi veya toplam proteolitik boliinmesinden sorumludur (375).

Kaspaz-3, memeli hiicrelerinde apoptozun anahtar belirteci olarak tanimlanmakta ve
ana Olim kaspazi olarak bilinmektedir (376). Bir¢ok hastalik patogenezinin biiyiik 6l¢iide
bakteriler tarafindan modiile edilen apoptozdan etkilendigi bilinmektedir (377). Apoptoz,
enflamasyon regiilasyonunda ve konak¢r immiin yanitinda ¢ok 6nemli rol oynayan, yiliksek
diizeyde regiile edilmis bir programlanmis hiicre 6liimii bigimidir (378, 379). Patojenleri veya
yarali hiicreleri dokulardan elimine etmede kritik roliiniin olmasi, apoptozun enflamatuvar

stiregteki ve enflamasyonun ¢oziilmesindeki 6nemini gosterir (378, 379).

Aktif kaspaz-3-pozitif enflamatuvar hiicrelerin  saptanmasi, apoptotik
mekanizmalarin muhtemelen devam etmekte oldugunun kanitidir. Aslinda, aktif kaspaz-3 icin
pozitif olan hiicrelerin varligi, apoptoz aktivasyonunun ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilir

(380, 381).

Hipoksi, hiicre proliferasyonu, anjiyogenez ve apoptozu iceren birgok farkli hiicresel
yanit tipini indiikleyen HIF-la seviyelerini arttirmaktadir (382). HIF-1a, sitokrom c'nin
mitokondriye salinmasini ve ardindan kaspaz-3'iin aktivasyonunu tesvik edebilir (383). HIF-1a.
birikimi ile Kaspaz-3 aktivasyonu arasinda bir korelasyon olduguna dair giiclii kanitlar
mevcuttur (384). Ayrica, Kaspaz-3'in RANKL ile indiiklenen osteoklast farklilasmasinin erken
sathasinda uyaric1 etkisi oldugu bildirilmistir (385). Calismamizda da periapikal lezyon
olusumu tesvik edilen gruplarda HIF-1 ve Kaspaz-3 expresyon seviyelerinin artmis olmasi

literatiiri desteklemektedir.
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Calismamizda sistemik selenyum uygulanan 6érneklerde apoptotik marker olan Kaspaz-
3 immunreaksiyonu azalmistir. Selenyumun hiicre dongiisii ve apoptoz iizerindeki etkisini
aciklamak i¢in Onerilen karmasik birka¢g mekanizma vardir ve tam olarak anlasilmamustir.
Ancak selenyumun bu siireglerde anahtar bir rol oynadigi kabul edilmistir. Bu mekanizmalar
protein kinaz sinyal iletiminde rol oynamasi, kaspazlarin aktivasyonu, p53 fosforilasyonu ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ile agiklanmaktadir (187, 188, 189, 386).

5.12- Otofajik Belirteclerin RT-PCR ve Western Blot Bulgularinin Degerlendirilmesi

Gliniimiizde periapikal lezyon gelisimi ve bu lezyonlara kars1 gelistirilen onleyici ve
tedavi edici yaklagimlarin etki mekanizmalarint mekanistik olarak agiklayan bilimsel ¢alismalar
literatlirde oldukga sinirli bulunmaktadir. Bu nedenle calismalarimiz selenyumun periapikal

lezyonlar lizerindeki olasi etkileri incelemeye odaklanmistir.

Enflamasyon ve programlanmis hiicre 6limii dahil olmak iizere bir¢ok hiicre i¢i sinyal
iletim yolu bakteriyel endotoksinler tarafindan hiicre yiizey reseptorleri araciligiyla algilanarak
aktive edilmektedir (387). Hiicrelerin maruz kaldigi bu sinyaller hiicrelerdeki duragan
fizyolojik homeostazisi bozmaktadir. Bakteriyel endotoksinler gibi uyaranlara karsi
hiicrelerden TNF-q, IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi proenflamatuvar sitokinler iiretilerek salgilanir
(388). Bu yol ile hiicresel hasara neden olabilen iltihaplanma ve daha da kétiisti apoptozis gibi
hiicresel 6liim siirecleri tetiklenir ve ¢evre hiicreleri de etkileyen doku diizeyinde karmasik
hiicresel yanitlar olusur. Son ¢aligmalar, otofajik akisin hiicrelerdeki iltihaplanma siireclerinin

yonetimi ile yakindan iligkili oldugunu vurgulamistir (122, 389).

Otofaji, adaptif bagisiklig1 ve ayrica enflamatuvar hiicresel sitokinlerin salgilanmasini
diizenleyen iyi derecede korunmus bir dkaryotik homeostatik yoldur (390, 391). Temelde
otofaji sitoplazmik igerigin otolizozom tarafindan yutulmasi ve bozulmasi ile sonuglanan ¢ok
asamal1 bir slirectir (392). Bugiin, otofajinin bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesindeki rolii
hala daha tartismalidir. Enflamasyonun baslatilmas1 veya baskilanmasi, otofajik akis ile
manipiile edilebilir (393). Bu nedenle otofajinin enflamasyon modellerindeki diizenleyici

roliinii aragtirmak i¢in kapsamli ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.

Otofajik aktivitenin modiilasyonu yoluyla selenyumun olast koruyucu ve tedavi edici
rollerinin arastirildigi bu ¢alismada apikal periodontitis modeli olusturulan siganlarda selenyum

uygulamasinin otofajik aktivite tizerindeki etkileri degerlendirildi.
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Tong ve ark., (2018) kemik iligi kaynaklt monosit/makrofaj hiicre g¢alismalarinda
osteoklastlarin kemik yiizeyine tutundugu sinirin olusturulmasi (rough border) ve lizozomal
enzimlerin salgilanmasi i¢cin ATGS, ATG7, ATG4p ve LC3 dahil olmak tizere otofajiyle iligkili
proteinlere ihtiya¢ oldugunu gostermistir (138). Sunulan bu ¢alismada da periapikal lezyon
olusturulan gruplarda otofajik akis ile iliskili liyelerin mRNA ifade diizeylerinde anlamli
diizeyde artis oldugu belirlenmistir.

Bu karsin selenyum tedavisi, kritik bir otofajik regiilatdr proteini olan Beclinl,
ATGS8/LC3 lipidasyon isleminde E2 enzimi olarak gorev alan ATG3, otofagozom Onciilerinin
sentezinin kritik bir bileseni olan ATGS5, E1 benzeri bir enzimatik aktiviteye sahip olan otofajik
stireg ile iliskili bir enzimi aktive eden ATG7, otofajinin erken basamaklari i¢in gerekli olan ve
E3 benzeri enzimatik aktiviteye sahip olan ATG12 ve LC3’1in lipidasyonu i¢in ATG5-ATG12
ile etkilesime gecen ATG16L1 gibi otofajik akisin farkli basamaklarinda gorev alan iiyelerin
mRNA ifade diizeylerini biiyiik 6lciide baskilamistir (Sekil 2).

Otofaji hakkindaki artan bilgilerimiz otofajik akisin izlenmesinde gen ifadesi
diizeyindeki c¢aligmalarin hiicresel diizeydeki otofajik inhibisyon ya da aktivasyona iliskin
yorum getirilmesinde yaniltict olabilecegini gostermektedir (394). Otofaji birden ¢ok
basamagin yer aldigi, seri sekilde ilerleyen ve her bir basamakta farkli protein komplekslerinin
islev gosterdigi karmasik bir mekanizmadir (395). Otofaji ile segici bir sekilde yikima ugrayan
substrat molekiillerinin ve dogrudan otofajik akis ile iligkili olarak post-translasyonel
modifikasyon yolu ile degisime ugrayan proteinlerin diizeylerinin degerlendirilmesi, hiicresel
diizeydeki otofajik akis hakkinda daha saglikli yorum yapilabilmesine olanak tanimaktadir
(395). Bu amagla c¢alismalarimizda otofaji ile iliskili proteinler olan Beclinl, ATGS5, ubikitin
benzeri reseptor proteini p62/SQSTMI1 ve otofagazom olusumu i¢in gerekli oldugu bilinen

LC3-I/II doniistimii immiinoblotlama yontemi ile incelenmistir.

Hiicresel diizeydeki otofajik aktivitenin izlenmesinde en sik basvurulan yaklasimlardan
birisi ubikuitin benzeri reseptdr proteini olan sequestosome 1 (SQSTM 1) olarak da ifade edilen
p62’nin diizeylerinin incelenmesidir (396). p62/SQSTM1 LC3’e dogrudan baglanarak segici
olarak otofajik kargo ile yikima ugrayan ve otofajik aktiviteye bagli olarak hiicre ici
diizeylerinin degistigi bilinen bir substrat proteinidir (397, 398). Periapikal lezyon grubunda
p62/SQSTMI’in endojen diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir diisiis oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte periapikal lezyon grubunda Beclinl ve ATGS5 protein ifadesi

diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis oldugu gozlenmistir. Bu durum

mRNA ifadesi diizeyinde siirdiiriilen ¢alismalarla uyumlu sekilde otofajik aki ile iligkili Beclinl
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ve ATGS proteinlerin diizeylerinin lezyon olusumuna bagli olarak artan ifade diizeyleri artmis
otofajik aktiviteyi dogrulamistir. Selenyum tedavisi ile birlikte p62/SQSTMI1 protein
birikimindeki artis ve buna paralel olarak ATGS ve Beclinl diizeylerindeki diisiis hiicresel

diizeydeki otofajik aktivitede baskilanma oldugunu ortaya koymaktadir.

Otofajik aktivitenin izlenmesinde en yaygin bagvurulan yontemlerden bir digeri de LC3-
I’den LC3-II"ye doniisiimiiniin takip edilmesidir. Bu doniisiim otofajik aki hakkinda énemli
bulgular ortaya koymaktadir (116). Mikrotiibiil iliskili protein hafif zincir 3 (LC3)’ilin hiicrede
translasyonu sonrasinda olusan onciil formu, LC3-I olusturmak tizere ATG4 ailesi proteinler
tarafindan C-terminal glisin rezidiisiinden kesime ugramaktadir (116). LC3-I, izolasyon
membranlarinda ve otofagozomlarda lokalize olan LC3-II'yi olusturmak {izere
fosfatidiletanolamin (PE) ile konjuge edilir (116). Hiicredeki LC3-II diizeyleri hiicre igindeki
otofagozomlarin ve otofaji ile ilgili yapilarin sayisini yansitmaktadir. Otofajik aktivitenin
indiiklenmesi hiicre i¢indeki LC3-II diizeylerini arttirmaktadir. Ancak belirli bir zaman
dilimindeki LC3-II diizeyleri otofajik aktivitenin tahminine yonelik dogrudan bir bilgi
sunmamaktadir. Ciinkii otofajik aktivasyon disinda otofagazomlarin lizozom aracili
bozunmasinin inhibisyonu bu yol ile bozunan LC3-II yikiminda inhibisyona neden olacagindan
hiicre i¢i LC3-II diizeylerinde artis gozlenmektedir (399). Bu nedenle LC3-1 ve LC3-II
diizeylerinin es zamanli olarak degerlendirilmesi ve endojen LC3-I diizeylerinin LC3-I1
diizeyleri ile oranlanmas1 otofajik akinin aktivitesine iliskin olarak daha dogru bilgi sahibi
olunmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Ayrica otofajik akisin incelenmesinde otofaji ile iligkili

cok sayidaki parametrenin birlikte degerlendirilmesi daha makbul olarak goriilmektedir.

Immiinoblotlama ¢aligmalarimizda periapikal lezyon olusumu ile LC3-1I diizeylerinde
kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde artis oldugu gozlenmistir. Selenyum tedavisi ile
lezyon grubuna kiyasla LC3-II diizeylerinde diisiis oldugu saptanmistir. LC3-1I/I diizeyleri ele
alindiginda ise lezyon gruplarinda LC3-II/I diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla azaldig1 buna
karsin selenyum tedavisi ile LC3-II/I diizeylerinin anlamli diizeyde artis gosterdigi
belirlenmistir. Bu sonuclar p62/SQSTM1 sonugclari ile uyumlu olarak lezyon olusumuna bagli
olarak hiicrelerde otofajik aktivitede bir artis oldugunu, selenyum tedavisi ile birlikte otofajik

akisin baskilandigint dogrulamistir (Sekil 3).

Toplu olarak, bulgularimiz perapikal lezyon olusumuna bagli olarak hiicrelerde artan
aktivede seyreden otofaji iiyelerinin selenyum tedavisine bagli olarak gen ve protein ifadesi
diizeyinde baskilandigin1 ve otofajik aktivitenin negatif olarak regiile edildigini ortaya

koymaktadir. Bu sonuglar apikal periodontitis kaynakli olarak geligsen ve ilerleyen periradikiiler
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dokularin enflamasyonuna bagli olarak gelisen bir otofajik yamitin gdzlendigini
diisiindiirmektedir. Inflamasyon siirecinde artan otofajik aktiviteyi isaret eden literatiir bilgisi
ile sonuglarimizin uyumlu oldugu goriilmektedir (400, 401). Konake¢i tarafindan asirt
enflamatuvar yanit olusmasini Onlemek ic¢in otofajinin uyarilmasinin gerekli oldugu
bilinmektedir. ATG genlerindeki mutasyonlar ve otofajik fonksiyon kaybi, hiicre igi
patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlara duyarliligi arttirmaktadir (402). Lai ve ark. ratlarda
periapikal lezyon modelinde otofaji ve apoptoz arasinda negatif bir korelasyon oldugunu,
otofajinin hiicre koruyucu rol oynayarak osteoblast apoptozunu baskiladigini bildirmistir (403).
Ancak, asir1 otofajinin hiicre 6liimiinii indiikledigi ve otofaji inhibisyonunun, kaspaz-bagimsiz

makrofaj hiicre 6liimiini tehlikeye attigi da bilinmektedir (404).

Otofajinin tanimlanmasi, enfeksiyon ve enflamasyondaki potansiyel roliiniin ortaya
konulmasi nispeten daha yeni kavramlar oldugundan, dis hekimligi ve endodonti alanindaki
potansiyel rolii halen tam olarak aydinlatilamamistir. Vital pulpa ve rejeneratif endodontik
tedavilerde odontoblastik hiicre farklilasmasini, periapikal lezyonlarin tedavisinde
osteoblastlarin farklilagmasini ve mineralizasyonunu hedefleyen terapotik stratejilere otofajik
hedef molekiillerin de dahil edilebilecegi, inat¢1 periapikal lezyonlarin patogenezine
probakteriyal otofajik siireglerin dahil olabileceginin diisiiniilerek yeni tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine yonelik ileri ¢alismalarin planlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

5.13- Total p38 MAPK ve Fosforile p38 MAPK Bulgularimin Degerlendirilmesi

p38 MAPK (mitojenle aktive olan protein kinaz) sinyal yolu, hiicrelerin uyaranlara kars1
olarak hiicresel yanitlarin1 diizenleyen sinyal iletim mekanizmalarindan birisidir. Dort ana alt
gruptan biri olan MAP kinazlarinin p38 grubu, sinyal iletiminde bir kavsak noktas1 gorevi goriir
ve enflamasyonun da dahil oldugu sayisiz biyolojik siiregte hayati bir rol oynar (405). p38
MAPK sinyalizasyonunun ozmotik sok, enflamatuvar sitokinler, LPS, ultraviyole 151k ve
biiyiime faktorleri gibi ¢esitli hiicresel uyaranlara karsi aktive edilmektedir (405, 406, 407). p38
MAPK; MKK3, MKK6 ve SEK kinaz ailesi proteinleri araciligiyla treonin 180 (Thr180) ve
tirozin 182 (Tyr182) pozisyonundan fosforilasyon yolu ile aktive edilmektedir. Aktive olan p38
MAPK transkripsiyon faktorii olarak islev gosteren downstream efektorlerini fosforile ederek
aktivasyonlarina aracilik etmekte ve hedef genlerin ifadelerini indiiklemektedir. Son ¢alismalar
p38 MAPK sinyal yolu ile otofajinin enflamasyon siireglerinde baglantili olarak fonksiyon
gosterebilecegini Onermektedir. Ancak otofaji ile MAPK sinyal yolu arasindaki iligki tam

olarak anlagilamamustir.
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Calismalarimizda selenyum uygulamasinin periapikal lezyonlar iizerindeki koruyucu
etkisinin p38 MAPK ile iligkisi arastirmak icin total p38 MAPK ve fosforile p38 MAPK
diizeylerini immiinoblotlama caligmalar1 ile inceledik. Beklendigi gibi periapikal lezyon
olusumuna bagli olarak p38 MAPK fosforile formunda artis oldugu gozlenmistir. Bu sonug
histolojik ve immiinohistokimyasal inceleme sonuglari ile tutarli olarak lezyon olusumuna baglh
gelisen enflamasyon siirecini dogrulamistir. [lging olarak periapikal lezyon gelistirilen gruplara
selenyum uygulamasi sonrasinda Thr180/Tyr182 pozisyonundan fosforile p38 MAPK
diizeylerinin lezyon grubuna kiyasla anlamli olarak baskilandigini gézlenmistir (Sekil 5). Bu
sonu¢ selenyum tedavisinin p38 MAPK’in Thr180/Tyr182 poziyonundan fosforilasyonunu

baskilamak yoluyla enflamasyon siirecini negatif diizenledigini dnermektedir.

Gliniimiizde p38 MAPK sinyal yolu ile otofaji arasindaki iliski tam olarak
anlagilamamistir. Bazi kaynaklara gore p38 MAPK sinyali otofajiyi baskilarken, bazi
aragtirmalarda p38 MAPK aracili indiiklenen otofajinin koruyucu rolii oldugu 6ne siiriilmiistiir
(408, 409). Hiicrelerdeki karmasik molekiiler sinyal iletim aglari farkli uyaranlara kars1 degisen
hiicresel yanitlar sunabilmektedir. Ayrica bu sinyal yollarmin birbiriyle kesisen farkli kavsak
noktalar1 oldugu bilinmektedir. Bu nedenle degisen patofizyolojik siireglerle iligkili olarak
kanonik sinyal iletim siireclerindeki degisimlerin karakterize edilmesi patofizyolojilerin altinda
yatan nedenlerin daha iyi anlasilmasina ve yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine katkilar
saglayacaktir. Caligmamizdan elde edilen bulgular; periapikal lezyonlarda artan otofajik akis

ve aktive olan p38 MAPK sinyal iletim siireglerini isaret etmektedir.
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6- SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismanin siirlar1 dahilinde elde edilen sonug ve oneriler asagida sunulmustur.

1-

Antioksidan selenyumun periapikal dokuda kemik yikimini azalttigi radyografik,
histomorfometrik olarak ilk defa bu c¢alisma ile gosterildi. Periapikal lezyon
olusumunun indiiklendigi ve selenyumun sistemik uygulandig ratlarda 28. giiniin
sonunda selenyum uygulanmayan ratlara gére periapikal lezyon alaninin daha kiigtik
oldugu radyografik ve histomorfometrik olarak tespit edildi.

Rat az1 diglerinde pulpay1 igeren okliizal kavitelerin agiz ortamina agilmasi sonucu
28. giinde dislerin periapikal dokularinda yangisal hiicre infiltrasyonu ile karakterize
periapikal lezyonlarin varligi histolojik olarak izlendi. Periapikal lezyon
olusumunun indiiklendigi ve selenyumun sistemik uygulandigi ratlarda ise daha az
sayida yangisal hiicre infiltrasyonu goézlendi, enflamasyon skorlarinin pozitif
kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu tespit edildi. Bu sonug¢ selenyumun
periapikal dokuda antienflamatuvar etkilerini gostermektedir.

Periapikal lezyon olusumu indiiklenmis pozitif kontrol grubundaki ratlarda yangisal
hiicre infiltrasyonu nedeniyle PDL kollajenlerinde azalma ve pargalanmalar izlendi.
Sistemik selenyum uygulanan orneklerde belirgin sekilde azalmis yangisal
reaksiyon ve normal periodontal ligament kollajen goriiniimii kaydedildi. Sistemik
selenyum uygulamasi kollajen yikimini azaltmastir.

Yirmi sekiz giin siire ile pulpay: iceren okliizal kavitelerin agiz ortamimna agik
birakildig: tiim 6rneklerde kron ve kok kanal sistemi ve periapikal lezyon igerisinde
yogun miktarda gram (+) bakteri tespit edildi. Bu durum periapikal lezyon
olusumunda mikroorganizmalarin roliinii géstermektedir.

Periapikal lezyon olusumu indiiklenmis ve sistemik selenyum uygulanan érneklerde
pozitif kontrol grubuna gore krondan periapikal dokulara dogru bakteri
penetrasyonunun daha az oldugu izlendi. Farkli dokularda mikroorganizmalara kars1
konak doku direncini arttirdigi bilinen selenyumun dis ve ¢evre dokularinda da
mikroorganizma ilerleyisini engelledigi bu ¢alisma ile gosterilmistir.
Proenflamatuvar sitokin olan ve osteoklast aktivasyonu iizerine etkisinden dolay1
potansiyel bir kemik yikim medyatorii oldugu bilinen IL-6 periapikal lezyon
olusumu indiklenmis tim o6rneklerde saglikli periapikal dokudan elde edilen
orneklere oranla daha yiiksek seviyede bulundu. Bu IL-6’nin periradikiiler

lezyonlarin patogenezinde Onemli rol oynadigini desteklemektedir. Selenyum
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uygulanan 6rneklerde IL-6 (+) hiicre yogunlugu pozitif kontrol grubuna gére daha
az bulundu. IL-6’nin selenyum uygulamasi ile baskilanmasi selenyumun
antienflamatuar ve antirezorptif etkilerini gostermektedir.

7- Kemik yikimi, iyilesmesi ve fizyolojik kemik yeniden sekillenmesi siireclerinin
diizenlenmesinde etkinligi bilinen, hipoksik kosullar altinda oksijen homeostazinda
gorev yapan HIF-1 immunreaksiyonu periapikal lezyon olusumu tesvik edilen tiim
orneklerde artt1. Hiicre igindeki ROS’lar1 azalttig1 bilinen selenyumun bu ¢aligmada
da sistemik olarak uygulanmasi HIF-1 seviyesini azaltmistir.

8- Arasidonik asitten prostoglandin ve tromboksan {iretilmesini saglayan ayrica
deneysel periapikal lezyon modellerinde hiicre proliferasyonu ve adezyonu, immiin
denetim, apoptoz ve anjiyojenezde rol oynadigi bilinen COX-2 immiinreaksiyonu
periapikal lezyon olusumu tesvik edilen tiim orneklerde artmistir. Sistemik
selenyum uygulamas1 HIF-1, IL6 ile direkt iligkili COX-2 ekspresyon siddetini
azaltmistir.

9- Apoptoz, enflamasyon regiilasyonunda ve konak¢r immiin yanitinda ¢ok 6nemli rol
oynayan, ana Olim kaspazi olarak bilinen Kaspaz-3 immunreaksiyonu sistemik
selenyum uygulanan 6rneklerde azaldi. Bu durum periapikal lezyonlarda apoptoz
mekanizmasinin selenyum uygulamasi ile regiile edilebildigini gostermektedir.

10-Bu c¢alismada deneysel periapikal lezyonlarda enflamatuvar belirte¢ olarak
kullanilan IL-6, HIF-1, COX-2 ve apoptotik marker Kaspaz-3’in 28 giin
yogunluklar1 ve bunlara selenyumun etkisi degerlendirilmistir. Bu dizenleyicilerin
haftalar icindeki degisimlerinin degerlendirildigi  kontrollii ¢alismalara ihtiyag
vardir.

11- Bu ¢alismada total p38 MAPK ve fosforile p38 MAPK diizeylerini immiinoblotlama
caligmalari ile degerlendirildi. Periapikal lezyon olusumuna bagl olarak p38 MAPK
fosforile formunda artis oldugu gobzlendi. Bu sonu¢ histolojik ve
immiinohistokimyasal inceleme sonuglari ile tutarli olarak lezyon olusumuna bagli
gelisen enflamasyon siirecini dogrulamaktadir. Sistemik selenyum uygulamasi
sonrasinda fosforile p38 MAPK diizeyleri baskilandi. Bu durum sistemik selenyum
uygulamasinin periapikal lezyon patogenezinin p38 MAPK sinyal yolag1 tizerinden
diizenlendigini desteklemektedir.

12- Otofajik akisin gen ifadesi diizeyindeki analizler qRT-PCR, protein ifadesi
diizeyindeki analizler Western blot yontemi kullanilarak analiz edilmistir. qRT-PCR
yontemiyle degerlendirilen Beclin-1, ATG3, ATG5, ATG7, ATG12 ve ATG16L1
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ekspresyonlar1 28 giin sistemik selenyum uygulamasinin ardindan azaldi. Bu
bulgular selenyum uygulamasinin otofajik akista gen diizeylerini otofajiyi azaltacak
yonde etkiledigini gostermektedir.

13- Western blot yontemiyle degerlendirilen Beclinl, ATGS, LC3II, LC3II/LC3I
protein seviyelerinin  sistemik selenyum uygulamasi ardindan azaldigi,
p62/SQSTMI1 ekspresyonunun ise arttigi gosterilmistir. Bu bulgular selenyum
uygulamasinin otofajik akista rol oynayan markerlarin protein diizeylerini otofajiyi
azaltacak yonde etkiledigini gostermektedir.

14- Toplu olarak, bulgularimiz periapikal lezyon olusumuna bagli olarak hiicrelerde
artan aktivede seyreden otofaji iiyelerinin selenyum tedavisine bagli olarak gen ve
protein ifadesi diizeyinde baskilandigini ve otofajik aktivitenin negatif olarak regiile
edildigini ortaya koymaktadir.

15- Periapikal lezyon patogenezine iliskin hiicre i¢i mekanizmalarin aydinlatilmasi ve

terapotik araclarin gelistirilmesi amaciyla daha fazla ¢calismaya ihtiyag¢ vardir.
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7- OZET

PERIAPIKAL LEZYONLARDA MITOJENLER TARAFINDAN AKTIiVE
EDILMIiS PROTEIN KiNAZ (MAPK) YOLAGI; SELENYUMUN ETKIiLERIi
Amag: Bu ¢alismanin amaci, deneysel periapikal lezyon modelinde MAPK yolagi ve otofajik
hiicre aktivitesinin degerlendirilmesi ve antioksidan aktivitesi bilinen selenyumun olasi

etkilerinin ortaya konulmadir.

Gerec¢ ve Yontem: Bu calismada 30 adet eriskin Sprague-Dawley cinsi erkek rat rastgele
pozitif kontrol, negatif kontrol ve selenyum grubu olmak {izere 3 gruba ayrildi. Pozitif kontrol
ve selenyum grubundaki ratlarda alt ¢cene 1. az1 dislerinde periapikal lezyon olusumu tetiklendi.
Selenyum grubundaki ratlara deney siiresince (28 giin) 0,1 mg/kg periton i¢ine selenyum
uygulanirken pozitif kontrol ve negatif kontrol grubundaki ratlara ayni dozda serum uygulamasi
gerceklestirildi. Yirmi sekiz giin sonunda ratlar sakrifiye edildi. Periapikal lezyon alani
radyografik ve histomorfometrik, enflamasyon siddeti histopatolojik olarak degerlendirildi.
Mikroorganizmalarin kok kanali boyunca ve periapikal dokulardaki penetrasyonu Gram
boyama ile belirlendi. Periodontal ligament kollajen yikim1 Picro Sirius Red boyama ile tespit
edildi. Periapikal IL-6, HIF-1, COX-2 ve Kaspaz-3 ckspresyon yogunlugu
immunohistokimyasal analiz ile degerlendirildi. MAPK sinyal yolagi degerlendirmesinde p38
MAPK/fosfo-p38 MAPK protein ekspresyon diizeyi Western-blot yontemi ile incelendi.
Hiicresel otofajik akisin degerlendirilmesinde LC3-11/l, Beclin-1, ATG3, ATG5, ATGY7,
ATG12, ATG16-L1 ifadeleri mRNA gen ekspresyon seviyesi gergek zamanli kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ile hiicresel otofajik akisin degerlendirilmesinde
Beclin-1, ATG5, LC3-II, LC3-11/I, p62/SQSTML1 ifadelerinin protein ekspresyon diizeyi WB
yontemleri ile degerlendirildi. Verilerin parametrik testlerin 6n sartlarini saglayip saglamadigi
Levene testi ile kontrol edildi. Alan acisindan elde edilen veriler faktoriyel diizende tekrarlanan
Ol¢iimlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirildi. Grup ortalamalar arasindaki farkliligin
belirlenmesinde c¢oklu karsilastirma yontemlerinden Tukey testi kullanildi. Histopatolojik,
Gram boyama ve immiinohistokimyasal degerlendirme sonuglari ile elde edilen skor verilerinin
analizinde tek yonlii varyans analizi ve grup ortalamalar1 arasindaki farkliligin belirlenmesinde
Duncan testi kullanildi. Gruplarin lezyon alanlarina ait verilerin degerlendirilmesinde tek yonlii
varyans analizi kullanildi. MRNA ve protein ifadelerindeki kat degisim verileri iki bagimsiz

orneklemli t Testi ile analiz edildi.
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Bulgular: Pozitif kontrol ve selenyum grubuna ait radyografik degerlendirme sonucunda
selenyum grubunda periapikal lezyon alani pozitif kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede daha kiiciiktii (p<0,01). Histopatolojik degerlendirmelerde enflamasyon
siddeti karsilastirildiginda, semi-kantitatif degerlendirmede gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulundu (p<0,01). Selenyum grubunda periapikal lezyon alanlar1 pozitif
kontrol grubuna gore daha kiigiiktii (p<0,01). Periodontal ligamentin kollajen reaksiyonu Picro
Sirius Red boyama ile degerlendirildiginde Selenyum grubu orneklerinde enflamatuvar
reaksiyonun azalmasinin yani sira periodontal ligament ve ¢evre bag doku yapisinin korunmusg
oldugu saptandi. Gram boyama kullanilarak bakteri yerlesimi degerlendirildiginde pozitif
kontrol grubu 6rneklerinde en yiiksek skor degerleri gozlenirken, selenyum grubu ile arasinda
istatistiksel fark tespit edildi (p<0,01). immunohistokimyasal analizde pozitif kontrol grubunda
IL-6, HIF-1, COX-2 ve Kaspaz-3 ekspresyon diizeyleri diger gruplara gére anlamli derecede
daha yiiksek bulunurken, HIF-1 ve COX-2 ekspresyon diizeyleri gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulundu (p<0,01). qRT-PCR yo6ntemi kullanilarak otofajik belirteg
diizeyleri degerlendirildiginde Beclin-1, ATG3, ATG7, ATG12 ve ATG16L1 ekspresyonu
agisindan tiim grup karsilagtirmalarinda istatistiksel fark tespit edildi (p<0,05). Pozitif kontrol
grubunda en yiiksek ATGS ekspresyon seviyesi izlenirken, selenyum grubunda pozitif kontrol
grubuna gore 6nemli diizeyde azalma gozlendi. ATG16L1 ekspresyonu agisindan tiim grup
karsilagtirmalarinda istatistiksel fark tespit edildi (p<0,05). Pozitif kontrol grubunda en yiiksek
ATG16L1 ekspresyon seviyesi izlenirken, selenyum grubunda pozitif ve negatif kontrol
gruplarina gore dnemli diizeyde azalma gozlendi. Western blotlama yapilarak degerlendirilen
Beclinl, ATG5, LC3-II, LC3-11/LC-3I, fosfo-p38 MAPK/p38 MAPK, p62/SQSTML1 protein
ifadesi diizey analizlerinde biitiin guplar arasinda anlamli farklilik goriilmistiir (p<0,05).
Beclinl, ATGS5, LC3-II, fosfo-p38 MAPK/p38 MAPK ifadelerinde pozitif kontrol gruplarinda

en yiiksek ekspresyonlar izlenmistir.

Sonug: Ratlarda deneysel olarak olusturulan periapikal lezyonlarda selenyumun antioksidan ve
antienflamatuvar etkileri gosterilmis; periapikal kemik yikimini azalttigi goriilmiistiir. Ayrica
sistemik selenyum uygulamasi periapikal lezyon patogenezinin p38 MAPK sinyal yolagi
tizerinden diizenlendigini gostermistir. Bununla birlikte selenyum uygulamasinin otofajik
akista rol oynayan markerlarin protein diizeylerini otofajiyi azaltacak yonde etkiledigi
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Periapikal lezyon, Selenyum, Otofaji, Mitojenler tarafindan aktive

edilmis protein kinaz, Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyon
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MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE (MAPK) IN PERIAPICAL LESIONS;
THE EFFECTS OF SELENIUM

Objective: The aim of this study is the evaluation of MAPK pathway and autophagic cell
activity in the experimental periapical lesion model and the possible effects of the antioxidant

activity of selenium.

Materials and Methods: In this study, 30 adult Sprague-Dawley rats were randomly divided
into 3 groups, positive control, negative control and selenium group. Periapical lesion was
induced in mandibular first molars in the positive control and selenium groups. Rats in the
selenium group were applied to intraperitoneal 0.1 mg/kg selenium during 28 days, the same
dose of serum in the rats in the positive control and negative control group were performed.
At the end of twenty-eight days, the rats were sacrificed. Periapical lesion area was examined
radiographically and histomorphometrically; inflammation severity was evaluated
histopathologically. The penetration of microorganisms along the root canal and periapical
tissues were determined by Gram staining. Periodontal ligament collagen was detected by
Picro Sirius Red staining. Periapical IL-6, HIF-1, COX-2 and Kaspaz-3 expression density
was evaluated with immunohistochemical analysis. The MAPK signal pathway evaluation
was examined by the p38 MAPK/phospho-p38 MAPK protein expression level using
Western-blot method. In the evaluation of cellular autophagic expressions flow by the LC3-
11/1, Beclin-1, ATG3, ATG5, ATG7, ATG12, ATG16-L1 mRNA gene expression level with
quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR), in the evaluation of the cellular
autophagical flow by Beclin-1, ATG5, LC3-Il, LC3-11/1, p62/SQSTM1 expressions were
evaluated by WB methods of protein expression levels. The mRNA gene expression level was
evaluated with the quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR) with the
evaluation of the cellular autophagic flow with Beclin-1, ATG5, LC3-1lI, LC3-1l/]I,
p62/SQSTML1 protein expression level WB methods. The data was checked with the Levene
test where the data provides the prerequisites of parametric tests. The data obtained in the field
were evaluated with the analysis of variance (ANOVA) in the factorial order. Tukey test was
used from multiple comparison methods in determining the difference between group
averages. In the analysis of the score data obtained by histopathological, Gram staining and
immunohistochemical evaluation results the Duncan test was used to determine the difference
between the analysis and group averages of variance. One-way variance analysis was used to
evaluate the data of the groups of the groups. The floor exchange in mRNA and protein
statements were analyzed by two independent sampled t test.
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Results: As a result of the radiographic evaluation of the positive control and the selenium
group, the periapical lesion area in the selenium group was significantly smaller than the
positive control group (p<0.01). In histopathological evaluations, there was a statistically
significant difference between the groups in semi-quantitative evaluation compared to the
intensity of inflammation (p<0.01). The selenium group took statistically significantly lower
inflammation score values according to the positive control group. There was a statistically
significant difference between the two groups in the histomorphometric evaluation of
periapical lesion areas in positive control and selenium groups (p<0.01). Periapical lesion
areas in the selenium group were smaller than the positive control group (p<0.01). When the
collagen reaction of the periodontal ligament, the collagen reaction was evaluated with Picro
Sirius Red staining, in addition to the reduction of the inflammatory reaction in the selenium
group samples, as well as periodontal ligament and environmental bond tissue structure was
preserved. When the bacterial layout was evaluated using Gram staining, the highest score
values were observed in the positive control group samples, while the statistical difference
was found between the selenium group (p<0.01). In immunohistochemical analysis, IL-6,
HIF-1, COX-2 and Kaspaz-3 expression levels in the positive control group are significantly
higher than other groups, while HIF-1 and COX-2 expression levels were statistically
significant differences between groups (p<0.01). The statistical difference was found in all
group comparisons of Beclin-1, ATG3, ATG7, ATG12 and ATG16L1 expression when the
autophagic token levels are evaluated using the gRT-PCR method (p<0.05). No statistical
difference was detected in terms of negative control and selenium groups in terms of ATG5
expression (p> 0.05). In the positive control group, the highest ATG5 expression level was
monitored, while the result of the positive control group was observed in the selenium group.
The statistical difference was detected in all group comparisons in terms of ATG16L1
expression (p<0.05). In the positive control group, the highest ATG16L1 expression level is
monitored, while the selenium group was significantly reduced in the positive and negative
control groups. The Western blotting was evaluated by beclinl, ATG5, LC3-II, LC3-II/LC3-
I, phospho-p38 MAPK /p38 MAPK, p62/SQSTML1 protein expression level analysis was a
significant difference between all groups (p<0.05). Beclinl, ATG5, LC3lII, phospho-p38
MAPK/p38 MAPK statements in positive control groups were monitored in the highest

expression.

Conclusion: The antioxidant and anti-inflammatory effects of selenium are shown in the

experimental periapical lesion model and it has also been seen to reduce periapical bone
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destruction. Selenium, which is known to increase antioxidant enzyme synthesis, is thought
in periapical lesions that are experimentally generated in the rats showed anti-inflammatory
effects also selenium has been seen to reduce periapical bone destruction. In addition, systemic
selenium application has shown that the p38 MAPK pathogenesis of the periapical lesion
pathogenesis is arranged over the p38 MAPK signal pathway. However, the selenium
application has been shown to influence the protein levels of markers in the autophagic flow

to reduce autophagy.

Key Words: Periapical lesion, Selenium, Autophagy, Mitogen activated protein kinase, the

guantitative real-time polymerase chain reaction
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