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OZET

Ratlarda Kronik Bobrek Yetmezligi Durumunda Dental Pulpadaki
Kalsifikasyonun Mikro Bilgisayarlhh Tomografi ve Histopatolojik Yontemlerle

Incelenmesi

Amag: Bu calisma ile kronik bobrek yetmezliginin dis ve kemik dokularinda
kalsifikasyona etkisinin olup olmadigin1 ve siirece bagli olarak bu etkinin ne dlciide
gerceklestigini mikro bilgisayarli tomografi ve histolojik analizler yardimiyla
degerlendirmeyi amaglamaktadir.

Materyal ve Metot: Calismamizda erkek yetiskin wistar albino 1rki 3 aylik eriskin
ratlar kullanilmistir. Proje icin 3 saglikli kontrol grubu ve bobrek yetmezliginin
gelisiminden sonra gegcen zamana gore 3 kronik bobrek yetmezligi grubu olmak {izere 6
grup olusturulmustur. Hayvanlarda bobrek yetmezligi olusturabilmek icin 80 mg/kg
adenin, tasit ¢oziicii olarak kullanilan %1°lik karboksi metil seliilozda ¢6ziinerek 28 giin
boyunca her giin glinde tek sefer orogastrik gavaj yoluyla per os uygulanmistir. Bu siiregte
kontrol gruplarina tasit ¢oziicii olarak kullanilan %1 karboksi metil seliiloz verilmistir.
Hayvanlar bulunduklar1 gruba gore bobrek yetmezliginin iizerinden gegen 1. 20. ve 40.
giinlerde 1.2 g/kg intraperitoneal etil karbamat tiirevi liretan anestezisi yardimiyla
sakrifiye edilmislerdir. Hayvanlarin alt ¢enelerinden molar disleri icerecek sekilde kemik
bloklar1 edilmistir. Elde edilen bloklar mikro bilgisayarli tomografi yardimiyla dentin ve
kemik yogunlugu a¢isindan incelenmistir. Daha sonra histolojik inceleme i¢in kemik
bloklar kimyasal dekalsifikasyon islemine alinmistir. Dekalsifiye dokulardan hazirlanan
histolojik kesitlerde dis pulpa alanlari mikroskop ve goriintii analiz sistemi ile
Olciilmiistlir. Ayrica pulpa alanlarindaki histolojik yapr ve histokimyasal degisiklikler
degerlendirilmistir.

Bulgular: Kemik ve dentin yogunlugu agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamastir. Histolojik incelemelerde deney gruplarinda kontrol gruplarina gére pulpa
cap1 dis ¢apma gore daha diisiik bulunmustur. Osteopontin, bone sialoprotein, dentin
matriks protein ve tip 1 kollajen Ol¢iimlerinde ise tiim deney gruplarinda kontrol

gruplarina gore daha yiiksk degerler elde edilmistir.



Sonuglar: Kronik bobrek yetmezligi dentin ve kemik yogunluguna planlanan
deney siiresince etki etmezken, pulpa ¢apinda daralmaya neden olabilir. Ayrica sert doku
yapim siireci ile iligkili proteinler kronik bobrek yetmezliginde artma egilimindedir.

Anahtar Kelimeler: Kronik Bobrek Yetmezligi, Kalsifikasyon, Pulpa, Dentin,

Immiinohistokimya



ABSTRACT

Investigation of Calcification in Dental Pulp after Development of Chronic Renal

Failure in Rats by Micro-Computed Tomography and Histopathological Methods

Aim: This study aims to evaluate whether chronic renal failure has an effect on
calcification in tooth and bone tissues and to what extent this effect occurs depending on
the process, using microcomputed tomography and histological analysis.

Material and Method: In our study, 3-month-old adult male Wistar albino rats
were used. For the project, 6 groups were formed, 3 healthy control groups and 3 chronic
renal failure groups according to the time elapsed after the development of renal failure.
In order to create renal failure in animals, 80 mg/kg adenine was dissolved in 1% carboxy
methyl cellulose used as a vehicle solvent and administered per os via orogastric gavage
once a day for 28 days. During this process, 1% carboxy methyl cellulose used as a
vehicle solvent was given to control groups. Animals were sacrificed with the help of 1.2
g/kg intraperitoneal ethyl carbamate derivative urethane anesthesia on the 1st, 20th and
40th days after renal failure, depending on their group. Bone blocks were prepared from
the lower jaws of the animals to include the molar teeth. The blocks obtained were
examined in terms of dentin and bone density with the help of microcomputed
tomography. Then, the bone blocks were subjected to chemical decalcification for
histological examination. The dental pulp areas were measured in histological sections
prepared from decalcified tissues using a microscope and image analysis system. In
addition, the histological structure and histochemical changes in the pulp areas were
evaluated.

Results: No significant difference was found between the groups in terms of bone
and dentin density. In histological examinations, pulp diameter was found to be lower in
the experimental groups compared to the control groups compared to the tooth diameter.
In osteopontin, bone sialoprotein, dentin matrix protein and type 1 collagen
measurements, higher values were obtained in all experimental groups compared to the
control groups.

Conclusion: While chronic renal failure does not affect dentin and bone density

during the planned experiment period, it may cause pulp diameter narrowing. In addition,

Vi



proteins associated with the hard tissue formation process tend to increase in chronic renal
failure.
Keywords: Chronic Renal Failure, Calcification, Pulp, Dentin,

Immunohistochemistry
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: Santigrat derece

: Aluminyum

: Bone Sialoprotein

: Bilgisayarl1 Tomografi

: Kan Ure Azotu

: Bakar

: Dalton

: Dakika

: Dentin Matriks Protein-1

: Deoksiribo Niikleik Asit

: Dentin Sialofosfoprotein

: Hiicre Dis1 Matriks

: Fibroblast Bliylime Faktori 23

: Gram

: Graniillii Endoplazmik Retikulum
: Glomertiler Filtrasyon Hiz1

: Hidroksiapatit

: Interldkin 1 beta

: Kronik Bobrek Hastaligi

: Kilogram

: Kilovolt

: Matris Hiicre Dis1 Fosfoglikoprotein
: Osteopontin

: Riboniikleik Asit

: Small Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein
: Tiimor Nekroz Faktor

: Mikron

viii



SEKILLER DiZiNI

Sekil No Sayfa No
Sekil 3.1. Adenin(Merck KGaA, AIManya) ........ccccceevveiieeeiiiiieeeniieeeeeiieeeeeieee e 13
Sekil 3.2. Karboksi metil seliiloz (Sigma-Aldrich, ABD)........ccccocuviiiiniiiiiiiiiciiees 13
Sekil 3.3. Kontrol grubuna orogastrik gavaj yoluyla karboksi metil seliiloz verilmesi . 14
Sekil 3.4. Intraperitoneal anestezi UYGUIAMAST ...........c.cvovvveveveeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennes 15
Sekil 3.5. Anestezi altinda intrakardiyak kan alinmasi ............cccoocoiiiiniiinnininnn, 15

Sekil 3.6. Bobrek numunelerinin hassas terazi yardimiyla agirliklarinin belirlenmesi.. 16

Sekil 3.7. Alt ¢enelerden elde edilen molar disleri iceren kemik bloklar....................... 16
Sekil 3.8. Orneklerin DataViewer programi yardimiyla hizalanmast ............................ 18
Sekil 3.9. Orneklerde incelenecek alanin ROI igine alinmast ............ccevevvvevevevevevennne. 19
Sekil 3.10. Sagital kesitlerde pulpanin son goriildiigii kesit..........oceveeviiviinicninncnnens 19
Sekil 3.11. Yogunluk incelemesi i¢in dentin kisminin se¢ilmesi...........ceecveerveeciiennnnns 20
Sekil 3.12. Trabekiiler kemikte inceleme i¢in ROI i¢ine alinan alan...............c............. 20

Sekil 4.1. Kontrol 1(solda) ve KBY 1(sagda) grubu deneklerinin bobreklerinin

Makroskobik gOTUNtUST. ......ceervieuiriiriieiirt ettt 29
Sekil 4.2. Kontrol 1 grubunda normal histolojik goriinlimde bobrek parankimi

(y1ldiz) ve glomeriil (G). H&E, X10.....cccoiiiiiiiiiiiiiieeieeeceeee e 30
Sekil 4.3. Kontrol 2 grubunda normal histolojik goriiniimde bobrek parankimi

(yildiz) ve glomeriil (G). H&E, X10.....c.coiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 30
Sekil 4.4. Kontrol 3 grubunda normal histolojik goriinlimde bobrek parankimi

(y1ldiz) ve glomeriil (G). H&E, X10....ccccoiiiiiiiiiiiiieeieeeceeeeeeee e 31
Sekil 4.5. KBY 1 grubunda bobrek parankiminde yaygin inflamatuvar hiicre

infiltrasyonu (yildiz), glomeriiler sklerozis (ok), renal tubiil liimeninde

eritrositler (ok bast). H&E, X10 .....ccciiiiiiiiiiiieiieeieeeeeeecee e 31
Sekil 4.6. KBY 2 grubunda bobrek parankiminde yaygin inflamatuvar hiicre

infiltrasyonu (yildiz), glomeriiler sklerozis (ok), renal tubiil liimeninde

eritrositler (ok bast). H&E, X10 ....ccccoiiiiiiiiieeee e 32
Sekil 4.7. KBY 3 grubunda bobrek parankiminde yaygin inflamatuvar hiicre

infiltrasyonu (y1ldiz), glomertiler sklerozis (0k), renal tubiil liimeninde

eritrositler (ok bast). H&E, X10 .....cccoiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeee e 32



Sekil 4.8. Kontrol 1grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab). H&E, X10 Ve X20.....ccceviiiiiiiiiieiieeieeeeeee e 33

Sekil 4.9. Kontrol 1 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-OPN, IHC, x10

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Kontrol 1 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-BSPII, IHC, x10

Kontrol 1grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-DMP-1, IHC,

XTO VE X200 ..ttt 34
Kontrol 1grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-COL1A1, IHC,

X10 VE X20 ..t 35
KBY 1 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab). H&E, X10 ve X200 ......ccooiiiiiiiiiiiiiieeieieeeeeeeee 35
KBY Ilgrubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),

alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-OPN, IHC, x10

KBY 1 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-BSPII, THC, x10

KBY 1 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-DMP-1, IHC,

XL VE X20 ettt ettt 36
KBY I1grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),

alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-COL1A1, IHC,

XL VE X20 ettt ettt 36
Kontrol 2 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),
alveol kemigi (Ab). H&E, X10 Ve X20 ....cccccuviriiieeiiieeiieeeiieeeee e 37
Kontrol 2 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-OPN, IHC, x10



Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.

Sekil 4.26.

Sekil 4.27.

Sekil 4.28.

Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

Sekil 4.31.

Kontrol 2 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-BSPIL, IHC, x10

Kontrol 2 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-DMP-1, IHC, x10

VE X200 ettt sttt 38
Kontrol 2 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-COL1A1, IHC,

XT0 VE X20 .. 38
KBY 2 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab). H&E, X10 ve X20 ......ccooiiiiiiiiiiiieieeeeieeceee e 38

KBY 2 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-OPN, IHC, x10 ve

KBY 2 grubunda dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-BSPIL, IHC, x10

KBY 2 grubunda dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-DMP-1, IHC,

XL VE X20 ettt ettt
KBY 2 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-COL1A1, IHC,
XL VE X20 ettt ettt 40
Kontrol 3 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab). H&E, X10 ve X20 ......ccoouieiiiiiiiiiieieeeeee e 40
Kontrol 3 grubunun: Dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-OPN, IHC, x10 ve

Kontrol 3 grubunda dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-BSPII, THC, x10

Kontrol 3 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-DMP-1, IHC, x10



Sekil 4.32.

Sekil 4.33.

Sekil 4.34.

Sekil 4.35.

Sekil 4.36.

Sekil 4.37.

Kontrol 3 grubunun dis pulpasi1 (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-COL1A1, IHC,

XL VE X20 .ttt 41
KBY 3 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab). H&E, X10 ve X20 ......ccccuieiienieiiieiieeieecie e 42
KBY 3 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-OPN, IHC, x10

KBY 3 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-BSPII, IHC, x10

KBY 3 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-DMP-1, IHC, x10

KBY 3 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-COL1A1, IHC,
XT0 VE X20 it 43

Xii



TABLOLAR DiZIiNi

Tablo No Sayfa No
Tablo 2.1. Glomeriiler filtrasyon hizina gore kronik bobrek hastaliginin
SINIFlANAITMAST ..ottt 4
Tablo 2.2. Albiiminiiri derecesine gore kronik bobrek hastaliginin siniflandirilmas ..... 5
Tablo 3.1. Mikro bilgisayarli tomografi cihazinin tarama parametreleri....................... 17
Tablo 4.1. Kontrol ve KBY gruplari arasinda biyokimyasal test sonuglarinin
Kars1astirtlmast ... .....oooiuviiiiiiiiie e e et 25
Tablo 4.2. KBY gruplarinin biyokimyasal testlerinin kendi aralarinda
Karslagtirilmast.........coovveieiiieeciie et 26
Tablo 4.3. Kontrol ve KBY gruplarinin dentin ve kemik yogunluklarinin
Kars1lastirtlmast ..........cocviiiiiiiiie e 28
Tablo 4.4. KBY gruplarinin kemik ve dentin yogunluklarinin kendi aralarinda
Kars1lagtirilmast.........eecvieeiiie et e 29
Tablo 4.5. Osteopontinin dokular arasindaki dagiliminin karsilastirilmasi.................... 44
Tablo 4.6. Bone sialoproteinin dokular arasindaki dagiliminin karsilagtirilmast .......... 46
Tablo 4.7. Tip 1 kollajenin dokular arasindaki dagiliminin karsilastirilmast ................ 48
Tablo 4.8. Dentin matriks protein-1 dokular arasindaki dagiliminin karsilastirilmasi .. 50
Tablo 4.9. Pulpa cap1 ve dis ¢ap1 dlglimlerinin gruplar arasinda karsilagtirilmasi......... 52
Tablo 4.10. KBY gruplar1 arasinda histolojik dl¢limlerinin karsilagtirilmast................ 53

xiii



1. GIRIS

Endodontik tedavinin amaci, kok kanal sistemini temizleyerek, sekillendirerek ve
doldurarak apikal periodontitisi Onlemek veya ortadan kaldirmaktir. Mekanik
enstiirmantasyon, kok kanallarinin temizlenmesi i¢in en onemli uygulamalardan biridir.
Endodontik tedavi yapilirken kok kanallarinda organik doku ve mikroorganizma
miktarinin en aza indirilmesi hedeflenmektedir. Bu da ancak kanalin biitiin bolgelerine
ulagilabilmesiyle miimkiin olabilmektedir.

Endodontik tedavi sirasinda bunu zorlastiran bazi faktorler olabilir. Bunlardan biri
pulpada kalsifikasyonlarin varligidir. Kalsifik birikimlerin kanallara erisimi engelledigi
dislerde, kok kanali tedavisi ¢abalar1 sekteye ugrayabilir. Pulpa tasi olan veya kok kanal
obliterasyonu gosteren disler endodontik agidan hem teshis hem de tedavi bakimindan
daha fazla zorluk barndirir [1]. K6k kanalinin yerini belirleme c¢abasi fazla miktarda
dentin kaldirilmasina, disin yapisal olarak ¢ok fazla zayiflatilmasina ve hatta kok
perforasyonlarina neden olabilir [2, 3].

Pulpa tasi olusumunun kesin nedeni bilinmemekle birlikte gelisiminde rol
oynayan bazi faktorler arasinda pulpa kalsifikasyonu, yaglanma, ortodontik dis hareketi,
periodontal hastalik, cesitli sistemik hastaliklar, genetik yatkinlik, bakteriyel enfeksiyon,
derin giiriikler ve restorasyonlar yer alir [4]. Pulpa taslarimin ve pulpa odasi
kalsifikasyonlarinin olusumunun bazi sistemik hastaliklardan etkilenebilecegi ¢esitli
caligmalarda ortaya konmustur. Pulpa kalsifikasyonunun patofizyolojik olarak
arterlerdeki kalsifiye aterom ile benzer olabilecegi diisiiniilmiis ve baz1 ¢aligmalarda
pulpa kalsifikasyonu ile kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur [5-7]. Ratlar iizerinde yapilan bir ¢alismada ise tip 2 diyabeti olan ratlarda
intrapulpal kalsifikasyonun arttigi gézlenmis ve bu hayvanlarin dis pulpalarinda ileri
glikasyon son firlinlerinden pentosidin ve bu iiriinlere yonelik reseptorlerin arttig1 tespit
edilmistir [8].

Pulpa kalsifikasyonunu tetikledigi diistiniilen bir baska sistemik hastalik da kronik
bobrek yetmezligidir. Kronik bobrek yetmezligi (KBY), glomertiler filtrasyon hizinin
azalmasi veya proteiniiri ile tanimlanir [9]. Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda
kalsiyum, fosfor gibi minerallerin metabolizmasindaki bozukluklara bagli olarak ¢esitli

organlarda patolojik kalsifikasyonlar meydana gelmektedir [10-12].



Literatiirde kronik bobrek yetmezligi ve pulpal kalsifikasyon arasindaki iliskiyi
inceleyen bir¢ok retrospektif ¢alisma mevcuttur [ 13-17]. Ancak yapilan kapsamli literatiir
taramasi sonucunda kronik bobrek yetmezligi ile pulpal kalsifikasyon arasindaki iliskiyi
arastiran prospektif bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu c¢alismada amacimiz ratlarda
kronik bdbrek yetmezligi ve pulpal kalsifikasyon arasindaki iliskiyi gostermek ve daha
ileri ¢aligmalar i¢in bir model olusturmaktir.

Yapilan literatiir incelemelerine dayanarak, planladigimiz calismanin
dogrultusunda kronik bobrek yetmezliginin pulpa kalsifikasyonunu artiracagi hipotezi

kurulmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Dental Pulpa

Dental pulpa kendisini mikrobiyal agidan zengin olan agiz ortamindan koruyan
dentin, mine ve sement ile ¢evrili ¢esitli hiicreler, ana yap1 ve fibriller iceren bir bag
dokusudur [18]. Pulpa embriyonik olarak ektomezensimdeki noral krest hiicrelerinden
koken alir. Bu hiicrelerin ¢ogalmasi ve yogunlagmasi sonucu ileride dental pulpaya
doniisecek olan dental papilla meydana gelir.

Olgun pulpa histolojik olarak kabaca dort bolgeye ayrilabilir. Bunlardan birincisi
ve en merkezde bulunani santral pulpadir. Bu bolgede gevsek bag dokusu ve biiyiik damar
ve sinirler bulunur. Santral pulpanin etrafinda ise ikinci tabaka olan hiicreden zengin
tabaka bulunur. Bu bolgede fibroblastlar ve diferansiye olmamis mezensim hiicreleri
vardir. Bu hiicreler sayesinde harabiyete ugramis odontoblastlarin yerine yenileri yapilir.
Bu tabakanin disinda ise tiglincii tabaka olarak hiireden fakir tabaka veya
subodontoblastik tabaka bulunur. Bu bolgenin varligi denin olusumuna baglh olarak
zamanla azalabilir ve kaybolabilir. Pulpanin dordiincii ve en dis tabakasi ise odontoblastik
tabakadir. Bu tabakada bulunan odontoblast hiicreleri pulpanin yiliksek derecede
diferansiye hiicreleridir ve ana fonksiyonlar1 dentin yapimidir. Odontoblastlar dentin
matriksini salgilar ve pulpa merkezine dogru cekilirler. Odontoblastlar, dentin
olusumundaki rollerinin yani1 sira duyusal iletimde de rol oynayabilir [18]. Odontoblastlar
arasinda siki baglantilar, desmozomlar ve bosluklu baglantilar birbirleriyle olan iletisimi
saglar. Odontoblastlar ile sinir lifleri arasinda da bosluklu baglant1 bulunur ve bu baglanti
diisiik elektrik direncine sahip bir yol olusturur [19].

Pulpada bulunan baglica hiicreler fibroblastlar, odontoblastlar, rezerv hiicreler,
histiyositler, lenfositler, plazma hiicreleri, perisitler ve dendritik hiicrelerdir. Fibroblastlar
pulpada en fazla bulunan hiicrelerdir ve temel islevi kollajen ve pulpa matriksinin
olusturulmasidir. Fibroblastlar mikroskop altinda fusiform veya yildizst sekilde
gozlemlenebilirler. Rezerv hiicreler, diferansiye olmamis mezensimal hiicrelerdir ve

pulpanin ihtiyact dogrultusunda cesitli hiicre tiplerine diferansiye olma 6zellikleri vardir.

2.2. Kronik Bobrek Yetmezligi

Kronik bobrek yetmezligi bobrek fonksiyonlarinin ilerleyici ve geri doniisiimsiiz

sekilde kaybi ile kendini gosteren klinik durumdur. Kronik bobrek yetmezligi diinya
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capinda giderek artan bir halk sagligi sorunudur ve prevalansinin diinya ¢apinda %8-16
oldugu tahmin edilmektedir [20]. 2010 Kiiresel hastalik yiikii calismasina gore kronik
bobrek yetmezligi, 1990 yilinda kiiresel 6liimlerin nedenleri listesinde 27. sirada yer
alirken, 2010'da 18. siraya yiikselmistir. 2010 yilindaki liste 1990 yilindaki ile
kiyasladiginda listede en fazla yiikselen ikinci hastalik, HIV ve AIDS in ardindan kronik
bobrek yetmezligidir [20]. Kronik bobrek yetmezliginin tanimi ve siniflandirmasi zaman
icinde gelismistir. Ancak mevcut uluslararasi kilavuzlar kronik bobrek yetmezligini, altta
yatan nedene bakilmaksizin en az 3 ay siireli, 1.73 m*de 60 ml/dk'dan daha az glomeriiler
filtrasyon hiz1 (GFR) ile bobrek fonksiyonunda azalma veya bobrek hasart belirtecleri
veya her ikisi olarak tanimlamaktadir [21].

Kronik bobrek yetmezliginin ana nedenleri arasinda diyabet, hipertansiyon, kronik
glomeriilonefrit, kronik piyelonefrit, obstriiktif iiropati, hipoplastik veya displastik
bobrekler, antiinflamatuar ilaglarin kronik kullanimi, otoimmiin hastaliklar, polikistik
bobrek hastaligl, Alport hastaligi, konjenital malformasyonlar ve uzun siireli akut bobrek
hastalig1 yer alir [22]. Progresif hiperperfiizyon ve hiperfiltrasyon, artan glomeriiler
hasara ve daha fazla bobrek hasarina neden olur [23].

KBY, asagidaki tablolarda gosterildigi gibi, GFR degerine gore bes dereceye ve

albliminiiri siddetine gore li¢c dereceye kategorize edilir [24]:

Tablo 2.1. Glomeriiler filtrasyon hizina gore kronik bobrek hastaliginin siiflandirmasi

Derece GFR degeri ml/ min/1.73m2 Siiflandirma
I >90 Normal veya yiiksek
I 60-89 Hafif yetmezlik
1A 45-59 Hafif ila orta derece yetmezlik
111B 30-44 Orta ila siddetli derece yetmezlik
v 15-29 Ciddi derecede yetmezlik
\Y% <15 Bobrek yetmezligi




Tablo 2.2. Albiiminiiri derecesine gore kronik bobrek hastaliginin siniflandirilmasi

24 saatlik albiiminiiri Albiimin/kreatinin

Kategori mg/24 saat oram M/ Siniflandirma
Al <30 <30 Normalden sapmis
A2 30-300 30-300 Orta
A3 >300 >300 Siddetli

Kronik bobrek yetmezligi, spesifik bir semptomu olmadigindan ¢ogu zaman fark
edilmez ve tani konulamaz veya ileri evrede tam1 konulur [25]. Kronik bdbrek
yetmezliginin yonetimi bobrek hasarmin ilerlemesini geciktirmeyi ve bdbrek fonksiyon
bozukluguna bagl komplikasyonlarin tedavisini amaglamaktadir. flerlemeyi geciktirmek
icin Onerilen Onlemler arasinda protein kisitlamasi, hipertansiyonun siki kontrolii,
anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorlerinin kullanimi ve hiperlipideminin kontrolii
yer alir. Cocuklarda siddetli kronik bobrek yetmezligi genellikle gelisme geriligi, biiylime
geriligi, asidoz, anemi ve renal osteodistrofiye neden olur. Rekombinant eritropoietin,
kalsitriol ve insan biiyiime hormonunun mevcudiyeti bu hastalarin yonetimini 6nemli
Olciide iyilestirmistir.

Kronik bobrek yetmezliginde (KBY) kalsiyum, fosfor ve magnezyum gibi
minerallerin ve D vitamininin homeostazisi degisir. Bu degisiklikler kronik bdbrek
yetmezligi sirasinda erken donemde gelisir ve sonunda ¢cogu hastay1 hastaliklarinin seyri
sirasinda etkiler [26]. Artan paratiroid hormonu (PTH) sekresyonu, kemikten kana
kalsiyum akisini, renal kalsiyum yeniden emilimini ve fosfat atilimini artirarak serum
kalsiyumunu normal tutar. Benzer sekilde, KBY'de renal fosfat atilimi, fibroblast biiytime
faktorii 23 (FGF23) ve PTH'nin artan salgilanmasiyla saglanir. Kismen 1,25
dihidroksivitamin D diizeylerinin azalmasina bagli olarak da KBY'de bagirsaktan fosfat
emilimi azalir. Kalsiyum ve fosforun aksine, magnezyum bir hormon tarafindan
diizenlenmez, ancak KBY ilerledikce magnezyum atilimi artar [27]. Hiicre kiiltiirtinden
ve hayvan modellerinden elde edilen veriler, mineral metabolizma bozukluklarinin
vaskiiler kalsifikasyon, arteriyel sertlik ve ventrikiiler hipertrofinin gelisiminde nedensel

bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir [28-30].

2.3. Tip I Kollajen

Kollajen, insan ve diger memelilerin hiicre dis1 matrisinde olduk¢a bol bulunan bir

proteindir ve viicudun yapisal bitiinliigiiniin korunmasinda kritik bir rol oynar.



Literatiirde tanimlanmis 28 tip kollajen vardir. Bununla birlikte, insan kollajeninin
%90'indan fazlasini temsil eden kollajen sinift tip I, II, III, V ve XI'i igeren fibriller
olusturabilen kollajenlerdir [31]. Tip I kollajen en yaygin kollajen tiiriidiir ve ¢esitli
dokularin yapisal biitiinliigii i¢in gereklidir. Tip I kollajen mineralizasyonun yapisal
cercevesini saglamaktan sorumlu olan ve kemigin organik matriksini olusturan birincil
proteindir. Kemik dokulari, %90 tip I ve az miktarda tip V kollajenden olusan iskelet
tarafindan sabitlenmis hidroksiapatit kristallerine sahiptir [31]. Ayrica osteoblastlar,
osteoklastlar ve osteositler dahil olmak {izere kemik hiicresi aktivitesinin
diizenlenmesinde de 6nemli bir rol oynar [32]. Tip 1 kollajen ilizerine yapilan calismalar,
bu proteini kodlayan genlerdeki mutasyonlarin kirilgan kemiklerle karakterize olan
osteogenezis imperfekta da dahil olmak {lizere cesitli kemik hastaliklarina neden
olabilecegini gostermistir [33]. Kemikte oldugu gibi dentin ve sement de hidroksiapatit
ile mineralize olmus agirlikli olarak tip I kollajen bir yapidir. Bu mineralize yap1, pulpa
bolgesinin yakininda igne benzeriyken mineye yakin bolgelerde plaka seklindedir [34].

G-X-Y {¢lii sarmal yapisindan dolayr Tip I kollajen genellikle tiglii sarmal yap1
olarak tanimlanir. Burada glisin (G) temel bilesen olmak iizere X ve Y bilesenleri
degiskendir ve genellikle prolin ve hidroksiprolin aminoasitlerinden olusur [35]. Bu ii¢
kismin sonsuz tekrar1 ve glisin aminoasidinin sabit konumu sayesinde sarmal sekil
gelismektedir [36]. Kollajen tiirleri, prolin ve lizin kalintilarinin translasyon sonrasi
enzimler tarafindan hidroksillenme derecesine gore farklilik gosterir [37]. Kimyasal
formiiliine gore Tip I kollajenin kiitlesi 300.000 Da veya 300.000 g/mol'diir.

Kollajen sentezi ¢ok adimli bir siirectir. Tip I kollajen hem hiicrelerin iginde hem
de disinda sentezlenir. Cekirdekteki transkripsiyondan sonra, pre-prokollajen zincirleri
ad1 verilen tek polipeptit zincirleri, membrana bagli ribozomlarda doniistiiriiliir. Zincirin
lic ana alam1 vardir: a-zinciri, amino-terminal peptidi ve karboksi-terminal peptidi.
Cekirdegin disinda graniillii endoplazmik retikulumda (GER), ii¢ pro-a zinciri birbirine

baglanir ve tiglii sarmal yapiya sahip bir prokollajen molekiilii haline gelir.

2.4. Osteopontin

Kemik ve dentinin hiicre dis1 matrisi (ECM) birka¢ kollajen olmayan protein
igerir. Kollajen olmayan proteinlerden olusan bir protein kategorisi olan SIBLING (Small
Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein) ailesi osteopontin (OPN), kemik
sialoprotein (BSP), dentin matriks proteini 1 (DMP-1), dentin sialofosfoprotein (DSPP)

ve matris hiicre dis1 fosfoglikoprotein (MEPE) olmak iizere bes proteinden olusur. Bu
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polianyonik SIBLING proteinlerinin kemik ve dentinin mineralizasyonunda 6nemli
biyolojik roller oynadigina inanilmaktadir [38].

Osteopontin (OPN), asidik o6zelliklere sahip ve aspartik asit agisindan zengin,
yiiksek oranda fosforile edilmis bir glikofosfoproteindir. Franzén ve arkadaslar1 [39]
tarafindan kemik dokusunda tanimlanan ilk hiicre dig1t matris proteini olan OPN,
molekiiler agirhigr 44 ila 75 kDa arasinda degisen yaklasik 314 amino asitten olusan
yiiksek oranda fosforile edilmis bir glikoproteindir. Cok fonksiyonlu bir protein olan
OPN, kalp-damar hastaliklari, kanser, diyabet ve bobrek tasi hastaliklari ile inflamasyon,
biyomineralizasyon, hiicre canlilig1 ve yara iyilesmesi siirecinde dnemli iglevlere sahiptir
[40]. Osteopontin tiikiiriik, siit, safra, disin dentin tabakasi, bobrek, beyin, kemik iligi,
endotel hiicresi, diiz kas hiicreleri, iskelet kasi hiicresi, meme bezi hiicreleri, koryon
villusu, desidua tabakasi, rahim, i¢ kulaktaki ganglionlar, tiikiiriik ve ter bezleri, safra ve
pankreas yollar1 gibi ¢cok sayida dokuda bulunur [41, 42]. Kemik dokusunda bulunan
OPN, kemik yapilanmasinda gorev alan osteoblast ve osteoklastlardan salinir. Bununla
birlikte, osteoklastlardan eksprese edilen OPN'nin hidroksiapatiti inhibe ettigi
bilinmektedir, bu da OPN'nin kemik yikimu ile iligkili oldugunu gostermektedir [41, 43].
Gegmiste yapilmis bircok calismada osteopontinin inflamasyon durumunda makrofajlari
ve T hiicrelerini arttirdigr gosterilmistir [41, 44]. Ayrica osteopontinin ektopik
kalsifikasyonu ve asir1 mineralizasyonu baskiladigi, yara iyilesmesinde ve bobrek tasi
olusumunun 6nlenmesinde aktif rol oynadigini 6ne siiren ¢aligmalar da vardir [45-47].
Kemik ve dislerde asir1 mineralizasyonu engellemesi sebebiyle osteopontinin bu
dokularda kirik meydana gelme riskini azalttig1 da soylenebilir [40].

Osteopontin  saliniminin  modiilasyon mekanizmasi heniiz tam olarak
aydinlatilamamis olsa da, farkli hiicre tiplerinde salinim diizeylerinin farkli oldugu
bildirilmektedir [48]. Yapilan baz1 ¢alismalar, D vitamini, interferon uyarict elementler,
glukokortikoidler ve piirinden zengin hizalanmanin OPN salinimini uyarabilecegini
bildirmektedir. Ayrica makrofajlar, tiimor nekroz faktorii-a (TNFa) ve interlokin-1f (IL-
1B), OPN genlerinin transkripsiyonunu ve salinmasini uyarir [41, 48]. Hiicresel diizeyde
yapilan bir bagka c¢alismada ise tiimor hiicrelerinde OPN saliniminin arttigi tespit
edilmistir [49].

Daha once de belirtildigi gibi OPN, kemikler ve disler dahil olmak iizere
mineralize dokularda salinir ve osteoklastik ile osteoblastik hiicreler tarafindan yiliksek
seviyelerde dretilir [50, 51]. Osteopontin sentezinin uyarilmasi kemik yikiminin

tetikleyicisi olarak bilinen kalsitriyol tarafindan gerceklestirilirken, saliman osteopontin
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osteoklastlarin kemik yiizeyine baglanmasina yardime1 olur [52]. Belirtilen bu etkilerden
dolayi, osteopontinin biyomineralizasyon asamasinda kemik hiicrelerinin yapigsmasinin
modiilasyonu, osteoklastik fonksiyonun modiilasyonu ve matris mineralizasyonunun

modiilasyonu dahil olmak tizere 3 ana islevi oldugu soylenebilir.

2.5. Bone Sialoprotein

Bone sialoprotein (BSP) bir diger SIBLINGS ailesi kollajen olmayan proteindir
ve ilk olarak 1972 yilinda si1g1r kortikal kemiginden elde edilmistir [38]. Bone sialoprotein
(BSP), mineralize dokularda yiiksek seviyelerde eksprese edilen, tip I kollajeni
baglayabilen ve hidroksiapatit ¢ekirdegi olusturabilen asidik bir fosfoproteindir [53].
BSP'de yiiksek diizeyde bulunan poli-glutamat dizileri hidroksiapatit (HA)
cekirdeklenme aktivitesi i¢in kritik dneme sahiptir [54]. Osteopontinden farkli olarak,
BSP'nin doku dagilimi sinirlidir ve neredeyse yalnizca kemik, dentin, mineralize kikirdak
ve sement gibi mineralize dokularda bulunur [55]. BSP'nin ayrica hiicre yiizeyi
integrinleri ile etkilesime girerek osteoklastlarin aktivitesine de katkida bulunabilecegini

gosteren ¢aligmalar da mevcuttur [56, 57].

2.6. Dentin Matriks Protein 1

Dentin matriks protein 1 (DMP-1), hiicre baglanmasini ve farklilagmasini
diizenleyen, SIBLINGS protein kategorisinin 6nde gelen bir iiyesi olan ¢ok islevli bir
proteindir [58-60]. DMP-1 ilk olarak si¢an dentininden izole edilmis ve sadece dentin i¢in
spesifik oldugu diisiinlilmiistiir [61]. Daha sonra yapilan cesitli arastirmalar kemikte
DMP-1 ekspresyonunun dentinde oldugundan ¢ok daha yiiksek diizeyde oldugunu
gostermistir [62-64]. Bunun disinda mineralize olmayan beyin, tiikiiriik bezleri ve epitel
kokenli bazi tiimorlerde de DMP-1 varligina rastlanmistir [65-67]. DMP-1 dislerde
agirhikli olarak pulpa hiicrelei, odontoblastlar, peritiibiiler dentin ve sementositlerde
bulunur [68]. Iskelette ise DMP-1, embriyonik gelisim sirasinda birincil hipertrofik
kondrositlerde ve osteoblastlarda yiiksek diizeyde eksprese edilirken dogum sonrasi
osteositlerde yogun olarak bulunur [69, 70].

George ve ark. [61] DMP-1'i cDNA klonlama yoluyla tanimlamis ve bunun
mezenkimal hiicrelerin odontoblastlara farklilasmasini indiikledigini ve mineralizasyonu
destekledigini gostermistir. DMP-1'in bu fonksiyonunun, hem c¢ekirdegi hedef alan bir

transkripsiyon faktorii olmasi hem de mineralizasyonu baslatan hiicre dis1 matriks



proteini olmasi olmak {izere iki yonlii isleve sahip oldugu ge¢miste yapilan ¢alismalarda

One sirtlmistiir [71, 72].

2.7. Adenin

Adenin DNA ve RNA’da bulunan dort ana azotlu bazdan birisidir. Kronik bobrek
yetmezligi modeli gelisimi i¢in cerrahi olmayan bir secenek olarak adenin diyeti gecmiste
sicanlar iizerinde denenerek gelistirilmistir [73-76]. Adenine bagli bobrek patolojisi,
bobrek tiibiilleri i¢inde kristallesen ve bobrek parankiminde yaralanma, iltihaplanma,
tiibiiler atrofi ve fibrozise neden olan bir adenin metaboliti olan 2,8-dihidroksiadenin
olusumundan kaynaklanir [77]. Kiiciik boyutlu kristaller idrar ile atilabilirken, biiyiik
boyutlu kristallerin gelisen bobrek hasarinin sorumlusu oldugu gosterilmistir [77].
Gecmiste yapilan ¢calismalarda uygulanan adenin dozu ile gelisen nefropatinin siddetinin

dogru orantili oldugu goriilmiistiir [78, 79].

2.8. Mikro Bilgisayarh Tomografi Goriintiileme Teknigi

Roentgen'in 1895'te X-1s1nlarini icat etmesinden bu yana, tibbi teshis alaninda bir
devrime yol ag¢t1 ve viicudun i¢ isleyisini invaziv olmayan bir sekilde goriintiilemeyi
miimkiin hale getirdi [80]. Bilgisayar destekli tomografi (BT) goriintiileme sistemleri ilk
olarak 1970’lerin basinda kullanilmaya baslanmistir ve ¢ok sayida diizlemden toplanan
gorlntiiler, farkli dokularin ¢ boyutlu goriintiilerini  olusturmak amaciyla
kullanilmaktadir [81].

Geleneksel bilgisayarli tomografinin diisiik ¢oziintirliigi, disler veya kok kanallar
gibi kiiciik nesnelerin yeterli sekilde goriintiilenmesi icin yetersizdir. Yiiksek
¢Oziintirliikli mikro bilgisayarli tomografi (mikro-BT), dis hekimliginin farkli alanlarinda
birgok uygulamaya sahip nispeten yeni ortaya c¢ikan bir teknolojidir [82]. Klinik BT
tarayicilart yaygin olarak 1 mm?® hacimli voksellerden olusan goriintiiler iiretirken,
1980'lerin baginda gelistirilen X-1ginlt mikrobilgisayarli tomografi (Mikro-BT) sistemleri
cok daha yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir ve 5-50 um araliginda veya BT voksellerinden
yaklagik 1.000.000 kat daha kiiciik hacimli vokseller iiretir [83]. Mikro bilgisayarl
tomografide tarayicinin obje etrafinda hareketi ile ¢ok sayida goriintii olusturulabilir. Bu
goriintliler ‘X ray charge coupled device’ kamera ve bunun bilgisayara aktarilmasi ile
elde edilir. Programlar yardimiyla ¢ok sayida kesit elde edilir ve birlestirilir. Boylece ti¢
boyutlu goriintii olusturulur. Mikro bilgisayarli tomografi ve bilgisayarlh X 1l

tomografide temel prensipler aynidir [84]. Mikro bilgisayarli tomografi goriintiileme



siireci tahribatsiz gerceklestiginden, ayni numunenin i¢ Ozellikleri birgok kez
incelenebilir ve numuneler ek biyolojik ve mekanik testler icin tarandiktan sonra
kullanilabilir [83].

Bu ¢alismada amag kronik bobrek yetmezliginin dental dokularda kalsifikasyona
etkisinin olup olmadiginin, eger etkili ise bu etkinin ne kadar siirede ve hangi muhtemel
mekanizmalarla gergeklestiginin incelenmesidir. Calismamiz bu konu ile ilgili gelecekte
yapilmast muhtemel daha ileri ¢alismalar i¢in prospektif bir hayvan deneyi modeli
olusturacaktir. Arastirmamizda wistar albino irki ratlar kullanilarak, kemik ve sert
dokulardaki ~ mineralizasyon = miktart  mikro-BT  yardimiyla  incelenecektir.
Mineralizasyonun yani sira sert doku metabolizmasiyla iliskileri yukarida anlatilan
osteopontin, bone sialoprotein, dentin matriks protein 1 ve tip 1 kollajen gibi proteinlerin
kemik ve dis dokularindaki seviyeleri dlgiilecektir. Planladigimiz ¢alisma dogrultusunda
“Kronik bobrek yetmezligi gegen zamana bagl olarak dental dokulardada kalsifikasyon

artirir” hipotezi kurulmustur.

10



3. MATERYAL METOT

Bu tez ¢aligmasi; Inonii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma
Merkezi, Inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi ve Indnii
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’na ait laboratuvarlarda
gerceklestirilmistir. Caligsma igin Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu‘nun 24/03/2023 tarih ve 2022/4-2 protokol numarali karar1 ile etik

kurul izni alinmastir.

3.1. Deney Hayvanlar

Calismamizda Wistar albino 1rki 3 aylik erigkin erkek ratlar kullanilmistir. Proje
icin 3 saglikli kontrol grubu ve bobrek yetmezliginin gelisiminden sonra gecen zamana
gore 3 kronik bobrek yetmezligi grubu olmak iizere 6 grup planlanmistir. Yapilan power
analizinde bobrek yetmezligi olan grubun kontrol grubu ile %95 giiven diizeyinde
(0=0,05) ve %80 gii¢ (p=0,20) ile karsilastirilabilmesi i¢in etki biiyiikligli 1,96 olarak
ongoriildiigiinde grup basina alinmasi gereken minimum Orneklem genisligi 6 olarak
hesaplanmistir. Mortalite oraninin yiiksek olmasi ithtimaline kars1 kontrol gruplarindaki
hayvan sayis1 6, kronik bobrek yetmezligi olusturulan gruplarda ise siirenin uzunlugu ile
orantili olarak sirasiyla 9, 10 ve 11 olarak planlanmigtir. Hayvanlar sabit bir 12 saat
aydinlik: 12 saat karanlik dongiisii ile 23 °C sicaklik kontrollii bir odada tutulup standart
pellet laboratuvar yemi ve su ile ad libitum olarak beslenmistir. Deney gruplari
olusturulurken siganlar gruplara basit randomize olarak dagitilmistir. Deneyin bas1 ve

sonunda si¢anlarin viicut agirliklar 6l¢iilmiistiir.

3.2. Hayvanlarda Kronik Bobrek Yetmezligi Olusturulmasi

Hayvanlarda bobrek yetmezligi olusturabilmek i¢in 80 mg/kg adenin (CAS
numarasi: 73-24-5; Thermo Fisher Scientific MA, ABD; Sekil 3.1), tasit ¢oziicli olarak
kullanilan %1°lik karboksi metil selilloz (CMC)’de (Sekil 3.2) ¢oziinerek 28 giin
boyunca, her giin giinde tek sefer orogastrik gavaj yoluyla per os (p.o.) uygulanmistir. Bu
siirecte kontrol gruplarina tasit ¢oziicii olarak kullanilan %1 CMC uygulanmistir (Sekil
3.3). Buna gore deney gruplar1 asagidaki gibidir:
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1. Kontrol grubu: Tasit ¢oziicii olarak kullanilan %1°lik CMC 28 giin boyunca her giin
giinde tek sefer orogastrik gavaj yoluyla p.o. uygulanmistir. 29. giin ratlar sakrifiye

edilmistir.

2. Kontrol grubu: Tasit ¢oziicii olarak kullanilan %1’lik CMC 28 giin boyunca her giin
giinde tek sefer orogastrik gavaj yoluyla p.o. uygulanmistir. 49. giin ratlar sakrifiye

edilmistir.

3. Kontrol grubu: Tasit ¢oziicii olarak kullanilan %1°lik CMC 28 giin boyunca her giin
giinde tek sefer orogastrik gavaj yoluyla p.o. uygulanmistir. 69. giin ratlar sakrifiye
edilmistir.

1. KBY grubu: 80 mg/kg adenin, tasit ¢oziicii olarak kullanilan %1’lik CMC’de
coziinerek 28 gilin boyunca her giin giinde tek sefer orogastrik gavaj yoluyla p.o.
uygulanmistir. 29. giin ratlar sakrifiye edilmistir. Bu KBY’nin 1’inci giinii olarak
kaydedilmistir.

2. KBY grubu: 80 mg/kg adenin, tasit ¢oziicii olarak kullanilan %1’lik CMC’de
coziinerek 28 gilin boyunca her giin giinde tek sefer orogastrik gavaj yoluyla p.o.
uygulanmistir. 49. giin ratlar sakrifiye edilmistir. Bu KBY nin 21’inci giinii olarak
kaydedilmistir.

3. KBY grubu: 80 mg/kg adenin, tasit ¢oziicii olarak kullanilan %1’lik CMC’de
coziinerek 28 giin boyunca her giin giinde tek sefer orogastrik gavaj yoluyla p.o.
uygulanmistir. 69. giin ratlar sakrifiye edilmistir. Bu KBY nin 41’inci giinii olarak

kaydedilmistir.
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Sekil 3.3. Kontrol grubuna orogastrik gavaj yoluyla ila¢ uygulanmasi

Hayvanlar yukarida belirtildigi giinlerde agirliklar1 dlgtildiikten sonra 1.2 g/kg
intraperitoneal etil karbamat tiirevi iiretan (Urethane®, Sigma-Aldrich ABD; CAS
numarast: 51-79-6) anestezisi ile dokular toplandiktan sonra kansiz birakma yontemiyle
Otanazi uygulanarak sakrifiye edilmislerdir (Sekil 3.4). Anestezi uygulamasini takiben
tim hayvanlarin kan numuneleri alinmistir (Sekil 3.5). Daha sonra hayvanlarin
oldiiglinden emin olduktan sonra bobrekleri, meydana gelen hasarin histolojik olarak
incelenmesi amaciyla alinmistir. Alinan bobrekler, agirliklar1 hassas terazi yardimiyla
Olciildiikten sonra histolojik incelemeler yapilana kadar saklanmak iizere formaldehit
soliisyonuna konulmustur (Sekil 3.6). Alt cenede molar disleri igerecek sekilde seklinde
kemik bloklar1 elde edilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.5. Anestezi altinda intrakardiyak kan alinmasi
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Sekil 3.7. Alt ¢cenelerden elde edilen molar disleri iceren kemik bloklar
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3.3. Biyokimyasal Analizler

Biitiin gruplarda deney protokoliiniin tamamlanmasini takiben KBY gelisimini
dogrulamak ve siddetini 6l¢gmek amaciyla anestezi altinda intrakardiyak kan alinmustir.
Alinan kan 6rneklerinde kan iire azotu (BUN), kreatinin, alblimin, kalsiyum, fosfor ve D3
vitamini seviyeleri Inénii Universitesi, Turgut Ozal Tip Merkezi Merkezi, Merkez

Laboratuvari’nda hizmet alimi yapilarak 6l¢iilmiistiir.

3.4. Mikro Bilgisayarhh Tomografi Degerlendirmesi

Sakrifiye edilen hayvanlardan elde edilen molar disleri igeren kemik bloklari
tarama i¢in SkyScan 1172 Micro-CT (Kontich, Belgika) cihazinin numune tutucusuna
yerlestirildi. Daha sonra cihazin kapagi kapatildi ve cihazin iginde bulunan kamera

yardimi ile 6rnegin konumu kontrol edildi.

Tablo 3.1. Mikro bilgisayarli tomografi cihazinin tarama parametreleri

Kv: 85
Amper: 118
Coziiniirlik (pm): 9.98
Dénme adimu : 0.400
Isinlama zamani (dk.) : 1:03:27
Frame averaging : 3
Filtre : Al+Cu

Elde edilen goriintiiler TIFF (Tagged Image File Formati) formatiyla kaydedildi.
Bu goriintiiler NRecon rekonstriiksiyon yazilimi (v.1.6.10.6. Skyscan, Kontich, Belgika)
kullanilarak 250-300 kesit olusturulacak sekilde rekonstriikte edildi. NRecon
programinda ilgi alan1 (ROI) daire se¢ildi ve 6rnegin tamamu ilgi alani igerisinde kaldi.
Secilen goriintiiler TIFF formatindan BMP formatina ¢evrildi.

3B goriintiileme ve analiz i¢in 6rnekler DataViewer programi (v.1.5.2.7.;Skyscan,

Kontich, Belgika) yardimu ile {i¢ diizlemde hizaland1 (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Orneklerin DataViewer programi yardimiyla hizalanmasi

Daha sonra kaydedilen bu goriintiiler CT analyser (CTAn;v.1.16.4.1.;Skyscan,
Kontich, Belgika) programinda agildi. CTAn programinda agilan ham goriintii sayfasinda
kesitler lizerinde hesaplama i¢in her drnek iizerinde ikinci molar digin mine sement
siirinin koronalinde kalan boliim segilerek ROI (region of interest) i¢ine alind1 (Sekil
3.9).
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Sekil 3.9. Orneklerde incelenecek alanin ROI i¢ine alinmasi

Daha sonra ayn1 diizlemde kesitler izlenerek pulpanin en son goriindiigii kesitten

sonraki 10 kesit yogunluk incelemesi icin se¢ildi (Sekil 3.10).

@) tno_rec_529.v0, 090 bmp -
Fe View Image Projction Help
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!

Sekil 3.10. Sagital kesitlerde pulpanin son goriildiigii kesit

Secilen kesitlerde yogunluk incelemesi icin dentin bolgeleri ROI igine alindi

(Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. Yogunluk incelemesi i¢in dentin kisminin segilmesi

Ayni iglemler trabekiiler kemik yogunlugunun hesaplanabilmesi i¢in en son molar

disin apikalinde yer alan trabekiiler kemik i¢in de uyguland: (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Trabekiiler kemikte inceleme i¢in ROI i¢ine alinan alan
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Daha sonra CTAn programinda goriintiilerin 3B analizi yapilmasi i¢in gerekli
boliimler agildi. Olgiim yapilabilmesi icin degerlendirilecek yapmin dogru tresholding
degerleri girildi. Bu degerlere gore dlgiim yapildi.

Yogunluk hesaplamasinda 0.25 ve 0.75 yogunluk degerlerine sahip 2 farkli fantom
cubugu Mikro-BT cihazinin i¢inde Ornekler ile ayni parametrelerde su dolu numune
tutucu icerisinde tarandi. Her bir fantom ¢ubugu ayri ayri ilgi alani icine alinarak
yogunluk degerleri kaydedildi. Cikan bu degerler 0.25 ve 0.75 kalibrasyon degerleri
olarak girildi ve kaydedildi. Daha sonra taranan 6rnekler CT An programinda tekrar acildi

ve yogunluk degerleri hesaplandi.

3.6. Histolojik Analizler

Bobrek ve molar disleri iceren kemik doku ornekleri ¢ikarildi ve %10 notral
tamponlu formaldehit i¢inde 4 giin siireyle tespit edildi. Tespit isleminin ardindan kemik
bloklar giin asir1 degistirilerek yenilenen %10 Formik asit ¢ozeltisi iginde 6 giin boyunca
dekalsifikasyon islemine tabi tutuldu. Dekalsifikasyon islemi tamamlanan kemik bloklar
ve bobrek doku 6rnekleri histolojik doku takip prosediiriine alinarak artan derecelerdeki
etil alkol (%50, %70, %80, %96, ve %99,9) serilerinden, ksilen serilerinden ve erimis
parafin (62 °C) serilerinden gegirilerek parafin bloklar icerisine gdmiildii. Bobrek dokusu
parafin bloklarindan mikrotom ile 5-6 um, kemik bloklardan 6 pm ve 4 pm kalinliginda
kesitler alinarak lamlar {izerine monte edildi. Histolojik inceleme i¢in bobrek kesitleri ve
6 um kalinhigindaki kemik blok kesitleri hematoksilen-eozin (H&E) ile boyandi. 4 pm
kalinligindaki doku kesitlerinde immunohistokimyasal (IHC) ydntemle Osteopontin/
OPN/SPP1 Antibody (AKm2A1): (Sc-21742), (Santa Cruz, Oregon, ABD) ve BSPII
Antibody (LFMb-25): (Sc-73630), (Santa Cruz, Oregon, ABD) ve DMP-1 Antibody
(LFMb-31): (Sc-73633) (Santa Cruz, Oregon, ABD) ve COL1A1 Antibody (3G3): sc-
293182 (Sc-293182) (Santa Cruz, Oregon, ABD) antikorlarin immunreaktiviteleri
belirlendi. Immiinohistokimyasal (IHC) analiz i¢in antikorlar 1/100 oraninda diliie
edilerek kullanildi. Antikorlar i¢in immiinohistokimyasal boyama prosediirii BOND-
MAX Tam Otomatik IHC Boyama Sistemi (Leica-microsystems, Buffalo Grove, ABD)
ile protokole gore uygulandi. inkiibasyondan énce Bond Max iizerinde Epitope Retrieval
2 soliisyonu kullanilarak 30 dakika boyunca antijen geri kazanimi gerceklestirildi.
Kesitler, primer antikor (OPN, BSPII, DMP-1 ve COL1AT) (60 dakika, 37°C) sekonder

antikor (30 dakika, 37°C) ve kromojen ile inkiibe edildikten sonra hematoksilen ile zit
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boyama uygulandi. Boyama islemi tamamlanan kesitler etanol ile dehidrate edildikten
sonra ksilenden gegirilerek lamel ile kapatildi[85, 86].

H&E ve IHC ile boyanmis tiim kesitler Nikon Eclipse Ni-U 1s1k mikroskobu,
Nikon DS-Fi3 mikroskop kamerasi ve Nikon NIS-Elements Documentation 5.02 goriintii
analiz programi (Nikon Corporation, Tokyo, Japonya) ile incelendi. H&E ile boyanmis
olan kesitlerde pulpa ¢ap1 Olgtildii. Pulpa cap1 dlgiimii en genis ve en dar eksenlerde
yapilan 6l¢limlerin ortalamasi hesaplanarak belirlendi. Ayrica ayni kesitler iizerinde dis
cap1 da aynm1 yontemle hesaplandi. Hesaplanan bu degerler birbirine oranlandi.

Immiinohistokimyasal boyama yapilan kesitlerde OPN, BSPII, DMP-1 ve
COL1A1 immunreaktivitelerini belirlemek i¢in preparatlar x10 objektif biiyiitme ile
taranarak incelendi ve her bir antikor i¢in her kesitteki pulpa, dentin, periodontal ligament
ve alveol kemik doku alanlarinda immunreaktivite H Skoru belirlendi.

H Skoru; Boyanma yogunlugunu (i); (i degerleri 0 (boyanma yok), 1 (zayif
boyanma), 2 (orta yogunlukta boyanma) ve 3 (kuvvetli boyanma) olarak belirlenmistir)
ve boyanmis hiicrelerin yiizdesini (P1); (P1 degerleri %0 ile %100 arasinda degismektedir)
iceren histokimyasal skorlama (H-skoru) degerlendirmesine dayanmaktadir. Nihai H-
skoru, asagida gosterilen denklemde oldugu gibi 1 ile Pi'nin carpiminin toplamindan elde

edilmektedir. Dolayistyla bu skor 0 ila 300 araligindadir.

H-score = (0 x Po) + (1 x P1) + (2 x Pz) + (3 x P3)

3.6. istatistiksel Analiz

Calisma verilerinin istatistiksel degerlendirmesi IBM SPSS 24.0 (SPSS Inc.,
Chicago, Illinois, ABD) ile yapildi.

Tim gruplar icin denek sayisi az (N<15) oldugu i¢in parametrik olmayan
karsilastirma yontemleri kullanmilmistir. Buna goére kontrol ve deney gruplarinin hem
histolojik verilerin hem de yogunluk dl¢limlerinin karsilagtirilmasinda Mann-Whitney U
analiz yontemi kullanilmigtir. Kontrol gruplarinin ve KBY gruplarinin kendi iginde
karsilastirilmasi i¢in Kruskal Wallis analiz yontemi kullanilmistir. Anlamli ¢ikan Kruskal

Wallis analiz sonuglari i¢in farkin hangi gruplar arasinda oldugu ise ikili olarak Mann-
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Whitney U analiz yontemi ile karsilagtirilmistir. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Analiz Bulgular:

Deney gruplarinda kronik bobrek yetmezligi olusumunu ve siddetini biyokimyasal
verilerle dogrulamak i¢in tiim deneklerden alinan kan 6rneklerinde albiimin, BUN, fosfor,

kalsiyum, kreatinin, vitamin D3 ve seviyelerine bakilmistir.
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Tablo 4.1. Kontrol ve KBY gruplar arasinda biyokimyasal test sonuglarinin karsilastirilmast

. Kontrol 1 KBY 1 Kontrol 2 KBY 2 Kontrol 3 KBY 3
Olgiim P

Orttss Orttss Orttss Orttss Ort+ss Orttss
Alblimin 3,13+0,18 3,16+0,19 0,941 3,08+0,26 3,13+0,15 0,894 3,1540,08 3,31+0,2 0,07
BUN 25,15€2,28  64,35+£17,04  0,003* 23,13+1,67 27,22+1,34 0,002*  22,51£1,9 27,9+4,78  0,039%
Fosfor 7,52+0,66 8,23+1,62 0,389 7,73+0,81 7,7£1,34 1 9,25+0,76 9,17+1,78 0,55
Kalsiyum 10,08+0,59 10,91£1,38 0,25 10,3+0,53 10,35¢0,21 0,844  10,1240,26  10,29+0,83 0,784
Kreatinin 0,45+0,08 0,9+0,23 0,003*  0,45+0,08 0,49+0,08 0,529 0,52+0,04 0,51+0,07 0,9
Vit D3 18,02+6,68  30,62+10,44  0,039* 21,37+5,72  28,79+9,3 0,071  24,85+2,75 27,8+10,03 0,828

*p<.05; Mann-Whitney U Testi kullanildi.

Dikey siitunlarda deney gruplari sadece kendi kontrol gruplari ile karsilastirilmistir. p<0.05 degerleri istatistiksel farklihig gostermektedir.
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Kontrol 1 ve KBY 1 gruplarindaki deneklerin BUN (p=0,003), kreatinin (p=0,003)
ve vitamin D3 (p=0,039) dl¢limleri arasinda farklilik saptanmistir. KBY 1 grubundaki
deneklerin BUN, kreatinin ve vitamin D3 6l¢iim ortalamalar1 kontrol 1 grubundakilerden
daha ylksektir. Bu farkliliklar KBY 1 grubunun bobrek yetmezligine girdigini
destekleyici veriler olarak kabul edilmistir. Kontrol 1 ve KBY 1 gruplarindaki deneklerin
albiimin, fosfor ve kalsiyum O6l¢timleri arasinda ise farklilik yoktur.

Kontrol 2 ve KBY 2 gruplarindaki deneklerin BUN o&l¢iimleri arasinda anlaml
farklilik saptanmistir (p=0,002). KBY 2 grubundaki deneklerin BUN 6l¢iim ortalamalari
kontrol 2 grubundakilerden daha yiiksek saptanmistir (p=0,002). Ancak Kontrol 2 ve
KBY 2 gruplarindaki deneklerin albiimin, fosfor, kalsiyum, kreatinin ve vitamin D3
Olctimleri arasinda ise anlamli farklilik bulunmadi.

Kontrol 3 ve KBY 3 gruplarindaki deneklerin BUN o6l¢iimleri arasinda anlaml
farklilik saptanmistir (p=0,039). KBY 3 grubundaki deneklerin BUN 6l¢iim ortalamalari
kontrol 3 grubundakilerden daha yiiksektir (p=0,039). Ancak Kontrol 3 ve KBY 3
gruplarindaki deneklerin albiimin, fosfor, kalsiyum, kreatinin, ve vitamin D3 6l¢timleri
arasinda ise anlamli farklilik yoktur. KBY 1 grubunun kreatinin seviyesi kontrol grubuyla
kiyasla yliksekken, KBY 2 ve KBY 3 gruplarinda bdyle bir farklihik goriilmemistir.
Kreatin seviyesinin tek basina KBY gostergesi olamayacagini belirten ¢aligsmalar 1s181inda

histopatolojik incelemeler ile KBY gelisimi kesinlestirildi [87].

Tablo 4.2. KBY gruplarinin biyokimyasal testlerinin kendi aralarinda karsilastirilmasi

.o AKBY 1 BKBY 2 CKBY 3

Olciim p Fark
Orttss Orttss Orttss

Albiimin 3,16+0,19 3,13+0,15 3,31+0,2 0,157

BUN 64,35+17,04 27,22+1,34 27,9+4,78 0,001* A>B,C

Fosfor 8,23+1,62 7,7£1,34 9,17+1,78 0,204

Kalsiyum  10,91+£1,38 10,35+0,21 10,29+0,83 0,328

Kreatinin 0,9+0,23 0,49+0,08 0,51+0,07 0,001* A>B,C

Vit D3 30,62+10,44 28,79+9,3 27,8+10,03 0,732

*p<.05; Kruskal Wallis Testi kullanildi.

Dikey siitunlar birbirleriyle karsilastirilmis olup p<0.05 degerleri istatistiksel farklihig
gostermektedir.

KBY 1, KBY 2 ve KBY 3 gruplarina gore deneklerin BUN ve kreatinin l¢iimleri
arasinda farklilik saptanmistir. KBY 1 grubundaki denekler ile KBY 2 ve KBY 3

grubundaki deneklerin BUN ve kreatinin Olgiimleri bakimindan anlamli farklilik
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saptanmigstir (p=0,001). KBY 2 ve KBY 3 grubundaki deneklerin ise BUN ve kreatinin
Ol¢iimleri arasinda anlamli farklilik yoktur. Bu sonuglar KBY gelisiminin ardindan
hastaligin siddetinin nispeten sabit seyrettigini géstermektedir. Son olarak KBY 1, KBY
2 ve KBY 3 gruplarmma gore deneklerin albiimin, fosfor, kalsiyum ve vitamin D3

Ol¢iimleri arasinda ise farklilik yoktur.

4.2. Mikro Bilgisayarlh Tomografi Bulgular:

Kontrol grubu ile deney gruplari arasindaki kiyaslama, dentin ve kemik yogunlugu
dikkate alinarak yapildi. Her iic deney grubu kendi kontrol gruplariyla ve birbirleri

arasinda karsilagtirildu.
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Tablo 4.3. Kontrol ve KBY gruplarinin gr/cm? cinsinden dentin ve kemik yogunluklarmin karsilastiriimasi

. Kontrol 1 KBY 1 Kontrol 2 KBY 2 Kontrol 3 KBY 3
Olgiim

P P
Orttss Orttss Orttss Orttss Orttss Ortxss
Dentin yogunlugu 1,27+0,02  1,32+0,06 0,071 1,47+0,05 1,38+0,06 0,009* 1,39+0,04 1,38+0,04 0,664
Kemik yogunlugu 0,84+0,16  0,77+0,13 0,245 0,81+0,14 0,8+0,11 0,828 0,76+0,13  0,76+0,13 1

*p<.05; Mann-Whitney U Testi kullanildi.

Dikey siitunlarda deney gruplar sadece kendi kontrol gruplari ile karsilastirilmistir. p<0.05 degerleri istatistiksel farklihg gostermektedir.
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Kontrol 1 ve KBY 1 gruplarindaki deneklerin dentin yogunlugu ve kemik
yogunlugu, dlglimleri arasinda anlamli farklilik yoktur. KBY 2 grubundaki deneklerin
dentin yogunlugu, kontrol 2 grubundakilerden daha disiik iken(p=0,009) kemik
yogunlugu odl¢iimleri arasinda fark saptanmamistir. Kontrol 3 ve KBY 3 gruplarindaki

deneklerin kemik yogunlugu ve dentin yogunlugu arasinda da fark bulunmadi.

Tablo 4.4. KBY gruplarinin gr/cm® cinsinden kemik ve dentin yogunluklarmimn kendi

aralarinda karsilastirilmasi

Olciim KBY 1 KBY 2 KBY 3 p Fark
Ortss Ortss Ortxss

Dentin yogunlugu 1,32+0,06 1,38+0,06 1,38+0,04 0,074

Kemik yogunlugu 0,77+£0,13 0,8+0,11 0,76+0,13 0,772

*p<.05; Kruskal Wallis Testi kullanildi.

Dikey siitunlar birbirleriyle karsilastirilmis olup p<0.05 degerleri istatistiksel farkhihg:
gostermektedir.

KBY 1, KBY 2 ve KBY 3 gruplarina gore deneklerin dentin yogunlugu ve kemik

yogunlugu arasinda farklilik bulunmada.

4.3. Histolojik Analiz Bulgular

Tiim gruplara ait bobrek ornekleri makroskopik olarak incelendi ve deney
gruplarindaki doku hasar1 saptandi (Sekil 4.1). KBY gruplarindaki bobrek orneklerinin
kontrol gruplarina goére daha agik renkli, boyut ve agirlik olarak da daha biiyiik oldugu

gbzlemlendi.

Sekil 4.1. Kontrol 1(solda) ve KBY 1(sagda) grubu deneklerinin bobreklerinin

makroskobik goriintiisti
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Kontrol gruplara (Kontrol-1, Kontrol-2 ve Kontrol-3) ait H&E ile boyanmis
bobrek kesitlerinde her ii¢ grupta benzer sekilde histopatolojik degisiklik ve olusum
saptanmadi. Renal tubiiller, glomeruler ve interstisyel doku alanlar1 normal histolojik

yapida degerlendirildi(Sekil 4.2, 4.3, 4.4).

Sekil 4.2. Kontrol 1 grubunda normal histolojik goriiniimde bobrek parankimi (yildiz)
ve glomertl (G). H&E, X10

Sekil 4.3. Kontrol 2 grubunda normal histolojik goriiniimde bobrek parankimi (yildiz)
ve glomeriil (G). H&E, X10
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Sekil 4.4. Kontrol 3 grubunda normal histolojik goriiniimde bobrek parankimi (y1ldiz)
ve glomertill (G). H&E, X10

Adenin gruplarina (KBY-1, KBY-2 ve KBY-3) ait H&E ile boyanmig bobrek
kesitlerinde parankimal alanlarda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, renal tubiillerde epitel
hasar1 ve yer yer tubiiler dejenerasyon ile tubiil liimeninde eritrositler saptandi.
Glomerullerde yaygin olarak kollaps ve yer yer sklerotik degisiklikler izlendi (Sekil 4.5,
4.6, 4.7). Bu gruplardaki bobrek kesitlerinde izlenen histopatolojik degisiklikler KBY

yoniinde degerlendirildi.

Sekil 4.5. KBY 1 grubunda bobrek parankiminde yaygin inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu (y1ldiz), glomeriiler sklerozis (ok), renal tubiil liimeninde eritrositler (ok

bas1). H&E, X10
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Sekil 4.6. KBY 2 grubunda bobrek parankiminde yaygin inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu (y1ldiz), glomertiler sklerozis (ok), renal tubiil liimeninde eritrositler (ok

bas1). H&E, X10

Sekil 4.7. KBY 3 grubunda bobrek parankiminde yaygin inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu (y1ldiz), glomeriiler sklerozis (ok), renal tubiil limeninde eritrositler (ok

bas1). H&E, X10

Kontrol gruplarina (Kontrol-1, Kontrol-2 ve kontrol-3) ait H&E ile boyanmis dis
iceren kemik doku kesitlerinde her {i¢ grupta benzer sekilde alveolar kemik dokusu,
periodontal ligament, dentin ve pulpa alanlar1 normal histolojik ve histomorfometrik
yapida degerlendirildi.

Dentin dokusu, odontoblast hiicreleri ile tubiiler ve intertubiiler dentin yapilarini
icermekte olup normal histolojik yapida degerlendirildi. Alveolar kemik dokusu matiir

yapida olup izlenen alanlarda periosteum, endosteum ve trabekiiler kemik dokusu olagan
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histolojik yapida izlendi. Dis pulpa alanlari igerisinde mezankimal bag doku olagan yapi1
ve yogunlukta izlendi(Sekil 3.20, 3.30, 3.40).

Kontrol gruplarina ait immunohistokimyasal boyama yapilan dis iceren kemik
doku kesitlerinde OPN, BSP, DMP-1 ve COL1A1 pozitif immunreaktiviteleri alveolar
kemik dokusu, periodontal ligament, dentin ve pulpa alanlarinda degisen tonlarda
kirmizi-kahverenkte boyanma seklinde izlendi(Sekil 4.8, 4.9, 4.10,4.11,4.12,4.13, 4.14,
4.15,4.16,4.17,4.18, 4.19).

KBY gruplarina (KBY-1, KBY-2 ve KBY-3) ait H&E ile boyanmis olan dis igeren
kemik doku kesitlerinde her ii¢ grupta benzer sekilde alveolar kemik dokusu, periodontal
ligament, dentin ve pulpa alanlarinda belirgin patoloji saptanmadi. Ancak pulpa
alanlarinda mezankimal bag doku yogunlugunda kontrol gruplarindakine gore nisbi artis
dikkati ¢ekti. Her ii¢ adenin grubunda da mezankimal bag doku, pulpa kavitesinin biiyiik
kismini dolduracak sekilde izlendi (Sekil 4.13, 4.23, 4.33).

Adenin gruplarina ait immunohistokimyasal boyama yapilan dis igceren kemik
doku kesitlerinde OPN, BSP, DMP-1 ve COL1A1 pozitif immunreaktiviteleri alveolar
kemik dokusu, periodontal ligament, dentin ve pulpa alanlarinda degisen tonlarda,
kirmizi-kahverenkte boyanma seklinde izlendi(Sekil 4.14, 4.15, 4.16, 4.13, 4.24, 4.25,
4.26,4.27,4.34, 4.35, 4.36, 4.37).

Sekil 4.8. Kontrol 1grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab). H&E, x10 ve x20
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Sekil 4.9. Kontrol 1 grubunun dis pulpast (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-OPN, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.10. Kontrol 1 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-BSPII, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.11. Kontrol 1 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-DMP-1, IHC, x10 ve x20
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Sekil 4.12. Kontrol 1 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-COL1A1, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.13. KBY 1 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),
alveol kemigi (Ab). H&E, x10 ve x20

Sekil 4.14. KBY 1grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1), alveol
kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-OPN, IHC, x10 ve x20
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Sekil 4.15. KBY 1 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-BSPIIL, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.16. KBY 1 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-DMP-1, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.17. KBY 1grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1), alveol
kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-COL1A1, IHC, x10 ve x20
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Sekil 4.18. Kontrol 2 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab). H&E, x10 ve x20

Sekil 4.19. Kontrol 2 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-OPN, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.20. Kontrol 2 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-BSPII, IHC, x10 ve x20
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Sekil 4.21. Kontrol 2 grubunun dis pulpasi1 (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-DMP-1, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.22. Kontrol 2 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-COL1A1, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.23. KBY 2 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab). H&E, x10 ve x20
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Sekil 4.24. KBY 2 grubunun dis pulpasi1 (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-OPN, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.25. KBY 2 grubunda dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1), alveol
kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-BSPII, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.26. KBY 2 grubunda dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (P1), alveol
kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-DMP-1, IHC, x10 ve x20
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Sekil 4.27. KBY 2 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-COL1A1, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.28. Kontrol 3 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab). H&E, x10 ve x20

Sekil 4.29. Kontrol 3 grubunun: Dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (Pl),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-OPN, IHC, x10 ve x20
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Sekil 4.30. Kontrol 3 grubunda dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-BSPIIL, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.31. Kontrol 3 grubunun dis pulpasi1 (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-DMP-1, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.32. Kontrol 3 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-COL1A1, IHC, x10 ve x20
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Sekil 4.33. KBY 3 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),
alveol kemigi (Ab). H&E, x10 ve x20

Sekil 4.34. KBY 3 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (P1),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-OPN, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.35. KBY 3 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-BSPII, IHC, x10 ve x20

42



Sekil 4.36. KBY 3 grubunun dis pulpasi (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-DMP-1, IHC, x10 ve x20

Sekil 4.37. KBY 3 grubunun dis pulpas1 (P), dentin (d), periodantal ligament (PI),
alveol kemigi (Ab), pozitif immunreaktivite (ok). Anti-COL1A1, IHC, x10 ve x20

Kontrol gruplariyla deney gruplari arasindaki kiyaslama osteopontin, bone
sialoprotein, dentin matriks protein 1 ve tip 1 kollajen dagilim1 ve yogunlugu ol¢iilerek
yapildi. Bu dort proteinin pulpa, dentin, periodontal ligament ve kemikteki dagilimlari
Olciilerek karsilastirmalar yapildi. Ayrica histolojik kesitlerde kdk capi ile pulpa ¢ap1 ve

bu ikisinin birbirine oran1 gruplar arasinda karsilastirildi.
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Tablo 4.5. Osteopontinin dokular arasindaki dagiliminin karsilastirilmasi

Kontrol 1 KBY 1 Kontrol 2 KBY 2 Kontrol 3 KBY 3
OPN Ort+ss Orttss d Orttss Ort+ss P Ort+ss Orttss
Pulpa 1,6+1,84 58,64+22.81  ,000%  0,6+0,52 94+18,97 000%  1,33+1,41  84+£12,65 ,000%*
Dentin 9+4,59 4,91£3,73 0,039*  2.4+227 13,5+5,8 0004 278+2,11 14+£5,16  ,000*
Periodontal Lig. 75+23,69 59,09+18,14 0,166  52+15,49 110+£21,6 ,000%#  35,56+11,3 108+19,32 ,000%*
Alveol Kemik 32+12,29 50+14,14 0,006%  24+9,66 113+41,65  0,002* 26,67+7,07 124+20,66 ,000%*
Toplam 117,6+£31,02 172,64+42,38 0,003* 79+16,18 330,5+43,87 ,000%* 61,89+9,83 330+36,51 ,000%*

*p<.05; Mann-Whitney U Testi kullanildi.

Dikey siitunlarda deney gruplari sadece kendi kontrol gruplari ile karsilastirilmistir. p<0.05 degerleri istatistiksel farklihg gostermektedir.
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Kontrol gruplar1 ile KBY gruplarinin osteopontin dagilimi agisindan
karsilagtiritlmas1 Tablo 4.5’teki gibidir. Buna gore kontrol 1 ve KBY 1 gruplarindaki
deneklerde pulpa, dentin, alveol kemik ve toplam Glgiimlerde osteopontin i¢in anlamli
farkliliklar goriildi. KBY 1 grubunda pulpa (p=0,000), alveol kemigi (p=0,006) ve
toplam (p=0,003) degerlerde osteopontin kontrol 1 grubuna gore daha yiiksek
bulunurken; dentinde osteopontin miktar1 KBY 1 grubunda kontrol 1 grubuna gore daha
diisiik bulundu (p=0,039). Periodontal ligamentte ise KBY 1 ve kontrol 1 gruplar
arasinda osteopontin dagilimi agisindan fark bulunmadi.

Kontrol 2 ve KBY 2 gruplarindaki deneklerde pulpa, dentin, peridontal lig, alveol
kemik ve toplam oOlgiimlerde osteopontin i¢in anlamli farklilik saptandi. KBY 2
grubundaki deneklerde osteopontin miktar1 pulpa (p=0,000), dentin (p=0,000), peridontal
lig (p=0,000), alveol kemik (p=0,002) ve toplam (p=0,000) Ol¢iimlerde kontrol 2
grubundakilerden daha yiliksek bulundu. KBY 3 grubundaki deneklerde de pulpa
(p=0,000), dentin (p=0,000), peridontal ligament (p=0,000), alveol kemik (p=0,000) ve
toplam (p=0,000) Ol¢limlerde osteopontin miktar1 kontrol 3 grubundakilerden daha
yiiksek bulundu.
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Tablo 4.6. Bone sialoproteinin dokular arasindaki dagiliminin karsilastirilmasi

Kontrol 1 KBY 1 Kontrol 2 KBY 2 Kontrol 3 KBY 3
BSP Ort+ss Orttss Orttss Orttss P Orttss Ortxss
Pulpa 1,6+1,84 15+12,45 ,000%#  21+3,11 46+12,65  ,000*  2,89+3,18 39+£12,87  ,000*
Dentin 2,6+£2,07 3,82+4,14 0,745  3,5+£3,84 48+11,35  ,000*  3,78+3,07 4349,49 ,000%
Periodontal Lig. 2,6+2,07 13,1845,6 ,000%  2,3+£298 76£15,78  ,000%  2,44+3.13 110£23,57 ,000*
Alveol Kemik 15+5,27 13,64+5,05 0,538 16+6,99 44+11,74  ,000*  12,2244.,41 59+12,87  ,000*
Toplam 21,8£6,22  45,64+£11,33  ,000% 23,9£8,01  214+23,19 ,000% 21,33+6,84 251247  ,000%

*p<.05; Mann-Whitney U Testi kullanildi.

Dikey siitunlarda deney gruplari sadece kendi kontrol gruplari ile karsilastirilmistir. p<0.05 degerleri istatistiksel farklihg gostermektedir.
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Kontrol gruplar1 ile KBY gruplarmin bone sialoprotein dagilimi agisindan
karsilastirilmast Tablo 4.6°daki gibidir. KBY 1 grubunun kontrol 1 grubuna gore pulpada
(p=0,000), periodontal ligamentte (p=0,000) ve genel toplamda (p=0,000) daha fazla
bone sialoprotein i¢erdigi tespit edildi. Dentin ve alveol kemikte ise bu iki grup arasinda
anlamli fark saptanmadi. KBY 2 grubunda ise tiim bolgelerde ve genel toplamda bone
sialoprotein miktar1, kontrol 2 grubuna gore anlamli 6l¢iide fazla bulundu (p=0,000).
KBY 3 grubunda da ayni sekilde tiim bolgeler i¢in sonuglar kontrol 3 grubundan yiiksek
bulundu (p=0,000).
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Tablo 4.7. Tip 1 kollajenin dokular arasindaki dagiliminin karsilastiriimasi

Tip 1 Kontrol 1 KBY 1 Kontrol 2 KBY 2 Kontrol 3 KBY 3

Kollajen Orttss Orttss Orttss Orttss P Orttss Orttss

Pulpa 2,2+1,93 37,73£13,67  ,000%* 4+3,65 47+11,6  ,000%* 4,89+4,17 41+9,94 ,000%*
Dentin 1545,27 20+6,33 0,072 15+£5,27  22+6,33  0,021%  15,56+5,27 391197  ,000%
Periodontal Lig. 20+8,17 28,18+11,68 0,105 21+7,38  30+£9,43  0,045% 20£7,07 3249,19  0,011%
Alveol Kemik 14+5,16 18,18+6,03 0,111 19+7,38  21£7,38 0,538  14,44+5,27  40+11,55  ,000%
Toplam 51,2+10,04  104,09+24,17 0,001* 59+11,11 12020 ,000*  54,89+12,24  152+16,87  ,000%*

*p<.05; Mann-Whitney U Testi kullanildi.

Dikey siitunlarda deney gruplari sadece kendi kontrol gruplari ile karsilastirilmstir. p<0.05 degerleri istatistiksel farklihig1 gostermektedir.
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Kontrol gruplar1 ile KBY gruplarmin tip 1 kollajen dagilimi agisindan
karsilagtiritlmasi Tablo 4.7°deki gibidir. Tip 1 kollajen miktar1 KYB 1 grubunda kontrol
1 grubuna gore pulpada (p=0,000) ve genel toplamda (p=0,001) daha yiiksek bulundu.
KYB 2 grubunda ise pulpada (p=0,000), dentinde (p=0,0021), periodontal ligamentte
(p=0,0045) ve genel toplamda (p=0,000) kontrol grubuna gore yiiksek bulundu(p<.05).
KYB 3 grubunda ise tiim bolgelerde ve genel toplamda tip 1 kollajen miktar1 kontrol 1
grubuna gore yiiksek bulundu (p=0,000).
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Tablo 4.8. Dentin matriks protein-1 dokular arasindaki dagiliminin karsilastiriimasi

Kontrol 1 KBY 1 Kontrol 2 KBY 2 Kontrol 3 KBY 3
DMP-1 p p
Orttss Orttss Orttss Orttss Ortxss Orttss
Pulpa T+2,58 38,18+13,28 ,000* 4.843,29 38+10,33 ,000% 3,33+3,16 61+11,01 ,000*
Dentin 14+5,16 18,18+8,74 0,233 13+4,83 20+6,67 0,019* 14,44+5,27 26+6,99 0,002*
Periodontal Lig. 15+5,27 20+8,94 0,184 20+6,67 19+7,38 0,737 17,78+4,41 474+9,49 ,000*
Alveol Kemik 2,2+1,93 31,91+16,43 ,000% 2,2+1,93 36+11,74 ,000% 2,334+2 40+13,33 ,000*
Toplam 38,2+6,32  108,27+£32,26  0,001*  40+8,12 113+17,03  ,000* 37,89+7,22 176+16,47 ,000*

*p<.05; Mann-Whitney U Testi kullanildi.

Dikey siitunlarda deney gruplari sadece kendi kontrol gruplari ile karsilastirilmstir. p<0.05 degerleri istatistiksel farklihig1 gostermektedir.
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Kontrol gruplari ile KBY gruplarinin dentin matriks protein-1 dagilimi agisindan
karsilastirilmast Tablo 4.8’deki gibidir. DMP-1 dagilimi KBY 1 grubunda kontrol 1
grubuna gore pulpada (p=0,000), alveol kemikte (p=0,000) ve genel toplamda (p=0,001)
daha yiiksek bulundu. KBY 2 grubunda ise kontrol 2 grubuna gore periodontal ligament
bolgesi hari¢ olmak iizere tiim bolgelerde DMP-1 daha yiiksek bulundu (p=0,000). KBY
3 grubunda ise tiim bolgelerde DMP-1 kontrol 3 grubuna gore daha yiiksek bulundu
(p=0,000).
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Tablo 4.9. Pulpa ¢ap1 ve dis ¢ap1 dlglimlerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

. Kontrol 1 KBY 1 Kontrol 2 KBY 2 Kontrol 3 KBY 3

Olgiim P P P
Orttss Orttss Orttss Ortxss Orttss Orttss

Pulpa Cap1 169,65+8,79 176,48+7,53 0,067 172,24+14,62 161,9+6,47 0,086 173,58+7,39 154,74+6,78  0,001*

Dis Cap1 402,99+9,22  404,67+8,87 0,65 415,01£16,74 410,34+9,63 0,683 400,1+10,01 407,99+8,78 0,121

Oran 2,38+0,13 2,29+0,09 0,181 2,42+0,16 2,5440,1 0,034* 2,31£0,06 2,64+0,09 ,000%

*p<.05; Mann-Whitney U Testi kullanildi.

Dikey Dikey siitunlarda deney gruplari sadece kendi kontrol gruplari ile karsilastirilmstir. p<0.05 degerleri istatistiksel farkhihigi gostermektedir.
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Kontrol 1 ve KBY 1 gruplarindaki deneklerin dis ¢api, pulpa ¢apt ve bunlarin
birbirine oranlarinda arasindaki iligki Tablo 4.9°da gosterilmistir. Kontrol 1 ve KBY 1
gruplarindaki deneklerin dis c¢api, pulpa ¢ap1 ve bunlarin birbirine oranlarinda arasinda
farklilik yoktur (p=0,067, p=0,65, p=0,181). Kontrol 2 ve KBY 2 gruplarindaki
deneklerin dis ¢ap1 ve pulpa c¢api Olglimleri arasinda da farklilik yoktur (p=0,086,
p=0,683). Ancak bu degerlerin birbirine oraninda KBY 2 grubu daha yiiksek
bulunmustur(p=0,034). KBY 3 grubunda ise dis capinda kontrol 3 grubu ile fark
bulunmazken (p=0,121), pulpa ¢ap1 daha diisiik bulunmustur (p=0,001). Dis ¢apinin
pulpa capima orant da KBY 3 grubunda kontrol 3 grubuna gore yiiksek bulunmustur

(p=0,000).

Tablo 4.10. KBY gruplari arasinda histolojik dl¢timlerinin karsilastirilmasi

. AKBY 1 BKBY 2 CKBY 3

Ol¢iim P Fark
Orttss Orttss Orttss

Pulpa Cap1 176,48+7,53 161,9+6,47 154,74+6,78 ,000* A>B>C

Dis Cap1 404,67+8,87 410,3449,63 407,99+8,78 0,358

Oran 2,29+0,09 2,54+0,1 2,64+0,09 ,000* C>B>A

OPN

Pulpa 58,64+22.81 94+18,97 84+12,65 0,001* B,C>A

Dentin 4,91£3,73 13,5+5,8 14+5,16 0,001* B,C>A

Periodontal Lig. 59,09+18,14 110+21,6 108£19,32 ,000* B,C>A

Alveol Kemik 50+14,14 113+41,65 124+20,66 ,000* B,C>A

Toplam 172,64+42,38 330,5+43,87 330+36,51 ,000* B,C>A

BSP

Pulpa 15+12,45 46+12,65 39+12,87 ,000* B,C>A

Dentin 3,82+4,14 48+11,35 43+9,49 ,000* B,C>A

Periodontal Lig. 13,1845,6 76+15,78 110£23,57 ,000* C>B>A

Alveol Kemik 13,64+5,05 44+11,74 59+12,87 ,000* C>B>A

Toplam 45,64+11,33 214+23,19 251+£24,7 ,000* C>B>A

Tip 1 kollajen

Pulpa 37,73£13,67 47+11,6 4149,94 0,261

Dentin 20+6,33 22+6,33 39+11,97 0,001* C>AB

Periodontal Lig. 28,18+11,68 3049,43 3249,19 0,66

Alveol Kemik 18,18+6,03 2147,38 40+11,55 ,000% C>AB

Toplam 104,09+24,17 120420 152+16,87 ,000* C>AB

DMP-1

Pulpa 38,18+13,28 38+10,33 61£11,01 ,000* C>AB

Dentin 18,18+8,74 20+6,67 26+6,99 0,042%* C>AB

Periodontal Lig. 20+8,94 19+7,38 4749,49 ,000* C>AB

Alveol Kemik 31,91£16,43 36+11,74 40+13,33 0,513

Toplam 108,27+32,26 113+17,03 176£16,47 ,000* C>AB

*p<.05; Kruskal Wallis Testi kullanildi.
Dikey siitunlar birbirleriyle karsilastirilmis olup p<0.05 degerleri istatistiksel farklihg:

gostermektedir
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KBY gruplarinin tiim parametreler i¢in kendi aralarinda karsilagtirilmasi Tablo
4.10’da verilmistir. KBY gruplar arasinda deneklerin dis ¢ap1 Ol¢lim ortalamalari
bakimindan anlamli farklilik yoktur. KBY 1 grubundaki deneklerin pulpa cap1 6l¢tim
ortalamast KBY 2 grubundan, KBY 2 grubundaki pulpa c¢ap1 dl¢iimleri ise KBY 3
grubundakilerden daha yiiksektir(p=0,000). Dis capinin pulpa ¢apina oraninda da yine
KBY 3 grubu KBY 2 grubundan, KBY 2 grubu da KBY 1 grubundan daha yiiksektir
(p=0,000).

Deney gruplari arasinda osteopontin dagilimlart karsilastirildiginda tiim bolgeler
ve genel toplamda KBY 1 grubu KBY 2 ve KBY 3 gruplarindan daha diisiik
bulundu(p=0,001). KBY 2 ve KBY 3 gruplar1 arasinda ise anlamli bir fark yoktur.

Bone sialoprotein dagilimi deney gruplar1 arasinda karsilastirildiginda pulpa ve
dentin bolgesi icin KBY 1 grubu KBY 2 ve KBY 3 gruplarindan daha diisiik
bulundu(p=0,000). KBY 2 ve KBY 3 gruplar arasinda ise benzer sonuglar goriildii.
Periodontal ligament, alveol kemik ve genel toplamda bone sialoprotein dagilimina
bakildiginda ise KBY 3 grubu KBY 2 grubundan, KBY 2 grubu da KBY 1 grubundan
yiiksek bulundu (p=0,000).

Tip 1 kollajenin dokulardaki dagilimma bakildiginda pulpa ve periodontal
ligament bolgeleri i¢in deney gruplar arasinda fark bulunmadi. Dentinde (p=0,001),
alveol kemikte (p=0,000) ve genel toplamda (p=0,000) tip 1 kollajen degerleri ise KBY
3 grubunda KBY 2 ve KBY 1 grubuna gore yiiksek bulunurken, KBY 2 ve KBY 1
gruplari arasinda fark goriilmedi.

Dentin matriks protein 1 dagilimi karsilastirildiginda alveol kemik bolgesi i¢in ti¢
deney grubu arasinda fark goériilmedi. Pulpada (p=0,000), dentinde (p=0,042), periodontal
ligamentte (p=0,000) ve genel toplamdaki (p=0,000) degerlere bakildiginda ise KBY 3
grubu KBY 2 ve KBY 1 gruplarindan yiiksek bulundu. KBY 2 ve KBY 1 gruplar

arasinda ise anlamli bir fark goriilmedi.
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5. TARTISMA

Kronik bobrek yetmezligi bobreklerin islevlerini siirdiirememesi sonucu ortaya
cikan ve bir¢ok organ sistemini etkileyen ciddi bir saglik sorunudur. KBY viicutta mineral
dengesizliklerine, 6zellikle de kalsiyum ve fosfor diizeylerinde anormal degisikliklere yol
acar [12]. Bu durum da kemik ve dis dokularinda kalsifikasyon stireglerini etkileyebilir.
Bu baglamda KBY ’nin dis dokular1 ve iskelet sistemindeki olas1 kalsifikasyon stireci ile
olan iligkisini incelemek bu durumun patofizyolojik mekanizmalarini ortaya koymak icin
gereklidir. Ratlarda bobrek patolojileri insanlardakine benzer sekilde seyrettiginden KBY
arastirmalarinda rat tiirleri siklikla kullanilmaktadir[88-90]. Calismamizda da hem uygun
doku, boyut ve anatomiye sahip olmasi nedeniyle hem de filogenetik skaladaki
siralamasinin diistik olmasi nedeniyle wistar albino tiiri ratlarin kullanilmasi tercih
edilmistir.

KBY'nin patolojik mekanizmalarinm1 agiklamak icin nefrektomi, diyabetik
nefropati, hipertansiyon kaynakli bobrek hasari ve primer glomeriiler nefropati gibi ¢ok
sayida hayvan modeli gelistirilmis ve kullanilmistir [91-98]. Bunlarin disinda yaygin
olarak kullanilan bir bagka yontem de adenin uygulamasi ile KBY olusturulmasidir [73,
95, 99, 100]. Adenin indiiksiyonu yontemi, adenin dozaji ve uygulama siiresine gore
degisen, stabil bir hastalik seyri ve yiiksek bir bagsar1 oranina sahip hafif, orta ve siddetli
kronik bobrek modellerinin iiretilmesine olanak tanir [73, 100]. Ayrica nefrektomi gibi
yontemlerin aksine, cerrahi olmayan ve hayvan dostu olan basit bir gavaj veya diyetle
uygulanabilir. Bu sebeplerden dolay1r ¢alismamizda KBY olusumu i¢in adenin
uygulamas1 secilmis ve 80 mg/kg adenin 28 giin boyunca her giin giinde bir defa
orogastrik gavaj yoluyla uygulanmistir [101].

Calismamizda elde edilen kemik bloklarinda kemik ve dentin yogunluklarinin
Ol¢timii i¢in mikro-BT kullanilmistir. Mikro-BT sistemi, X-151n1 kaynaklar1 ve yiiksek
¢oziinlirliiklii dedektdrler kullanarak, numunelerin 3B olarak yeniden yapilandirilmis
gorintiilerini iiretmek i¢in projeksiyonlarin birden fazla goriintiileme yonii boyunca
dondiiriilmesine olanak tanir [83]. Goriintliileme siireci tahribatsiz oldugundan, aym
numunenin i¢ 6zellikleri bir¢ok kez incelenebilir ve numuneler ek biyolojik ve mekanik
testler i¢in taramadan sonra da kullanilabilir kalir. Calismamizda da bu sebeplerden

dolay1 goriintiileme yontemi olarak mikro-BT secilmistir. Bunun yaninda mikro BT
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incelemesi dokularda hiicresel diizeyde meydana gelen degisiklikleri gdstermede yetersiz
oldugundan, dokulardaki incelemeler immiinohistokimyasal olarak da yapilmistir.

Calismamizda KBY nin dis dokular1 ve trabekiiler kemikteki mineralizasyon ile
arasindaki iligki zamana bagli olarak li¢ grupta incelenmistir. KBY olusturulan deney
gruplarinda kontrol gruplarina goére kemik ve dentin yogunluklari {izerine yapilan
incelemelerde anlamli bir fark bulunmamistir. Diger taraftan literatiirde [102-105]
kalsifikasyon siirecleri ile iligkili oldugu siklikla gosterilen osteopontin, bone
sialoprotein, dentin matriks protein 1 ve tip 1 kollajen gibi markerlar deney gruplarindaki
incelemelerde kontrol gruplarina kiyasla anlamli derecede yiiksek oranda tespit
edilmistir. Ayrica histolojik kesitlerden elde edilen dis ¢ap1 ve pulpa ¢apinin birbirine
oraninda da kontrol gruplariyla kiyaslandiginda deney gruplarinda daha yiiksek
bulunmustur. Bu sonuclar KBY gruplarinda pulpa ¢evresinde dentin formasyonunu ve
sert dokularda mineralizasyon artisinin altyapisinin olusturuldugunu gosterir niteliktedir.
Bu yoniiyle ¢alismamizin sonuglart Mohamed ve ark. [106] fareler {izerinde mineral
metabolizmasi lizerine yaptig1 ¢alismayla uyumludur. Calismamizda KBY gruplarinda
pulpa capinda gorece bir azalma tespit edilirken, dentin yogunlugunda bir artis
saptanmamistir. Bunun nedeni ¢alismamizda incelenen dentin bolgelerinin koronal
bolgede olmasi ve bu bolgedeki dentinin agiz igi streslerden daha fazla etkilenmesiyle
ilgili olabilir. Bunun yaninda ¢alismamizda KBY iizerinden gegen 40 giinliik siirede
koronal dentinin mineralizasyon agisindan etkilenmedigi sdylenebilir.

Osteopontin (OPN), kemik mineralizasyonu, bagisiklik diizenlemesi ve yara
tyilesmesi gibi ¢ok cesitli siireglerde fizyolojik etkileri olan, yaygin olarak ifade edilen
bir proteindir. Osteopontinin, inflamasyonu ve fibrozisi tesvik etmesinin yani sira
kalsiyum ve fosfat metabolizmasini etkileyerek cesitli kronik bobrek yetmezliginin gesitli
formlarinin patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir [107]. Osteopontin seviyesinin
KBY siddeti ile paralel olarak artis gosterdigi ve bu proteinin KBY i¢in 6nemli bir marker
oldugu kabul edilmektedir [108].

Kemik dokusundaki OPN, kemik yapilanmasinda rol oynayan osteoblastlar ve
osteoklastlardan salinir. Osteoklastlardan salinan OPN'nin hidroksiapatiti inhibe ettigi
bilinmektedir, bu da OPN'nin kemik yikimiyla iliskili oldugunu gosterir [41, 43]. Ancak,
OPN’den yoksun si¢anlar iizerinde yiiriitiilen baz1 ¢alismalarda siganlarin kemik ve dis
gelisim siireclerinde herhangi bir anormallik goriillmemistir [109, 110]. Bu c¢alismalar,
ossedz sialoprotein veya fibroneksiyon gibi diger kemik matris proteinlerinin ossedz

hiicreler i¢in gerekli yapisma ve sinyal iglevlerini yerine getirebilecegini gostermistir
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[45]. Calismamizda da OPN deney gruplarinda, kontrol gruplarina gore yiiksek olmasina
ragmen kemik yogunluklarinda bir degisim saptanmamistir. Dentin yogunluklarina
bakildiginda ise KBY 2 grubunun, kontrol 2 grubundan daha diisiik yogunlukta dentine
sahip oldugu goriilmiistiir. KBY 2 grubunda kontrol 2 grubuna gore OPN proteininde
goriilen artis bu proteinin mineralizasyonu inhibe etme 6zelligi ile ilgili olabilir [111,
112]. Calismamiz sonucu elde edilen osteopontin degerleri KBY gelisimi ve seyri ile ilgili
yapilmis ¢ok sayidaki ¢caligmanin verileri ile uyumludur [113-116].

Calismamizda tip 1 kollajen, bone sialoprotein ve dentin matriks protein-1
dagilimlari, KBY gruplarinda kontrol gruplar ile kiyaslandiginda genel olarak daha
yiiksek bulunmustur. Ayrica deney gruplar arasinda da KBY olustugu andan itibaren
zamana bagl olarak bu proteinlerin sert dokularda artig egiliminde oldugu goriilmiistiir
(Tablo 4.10). Bu proteinlerin artig1 sert doku formasyonunu tetikleyerek bu dokularin
daha kirilgan hale gelmelerine neden olabilir[117, 118].

Tip I kollajen, viicutta cesitli dokularin ekstraseliiller matrisinde bulunan ve
organik matrisin yaklasik %90'm1 olusturan baglica yapisal proteindir [32, 119]. Son
zamanlarda yapilan caligmalar, tip 1 kolajenin diizenli mineral birikimi i¢in dinamik ve 3
boyutlu bir iskelet olusturdugunu gostermistir [120-122]. Hidroksiapatit (HA) ve kollajen
fibrilleri, dogal kemik ve dentinin temel yap: taslarini olusturular. Kollajen fibrillerinin
mineralizasyonu, kemik ve dentin gibi sert dokularin yapisal ve mekanik islevlerini
saglamada onemli bir rol oynar [123]. Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore tip 1
kollajen KBY olusturulduktan sonra sert dokularda agirlikli olarak artma egilimindedir
(Tablo 4.7). Bu artis deney gruplarimizdan sonuncusu olan KBY 3 grubunda daha bariz
bir sekilde goriilmektedir (Tablo 4.7). Tip 1 kollajendeki bu artis, bu dokularda meydana
gelecek olan olast sert doku formasyonunun gostergesi olabilir. Dentin yogunlugu
bakimindan KBY gruplarinda bir artis s6z konusu olmasa da, dis ¢apinin pulpa ¢apina
oran1 KBY 2 ve KBY 3 gruplarinda daha yiiksektir. Bu orandaki artisin Mohamed ve ark.
[106] calismasinda gosterildigi gibi dentin formasyonu olusumu sonucu gerceklestigi
goriildii.

Dentin matriks protein-1 (DMP1) ve bone sialoprotein de ¢aligmamizda incelenen
ve KBY gruplarinda artis gézlemlenen proteinlerdir. Bone sialoprotein(BSP), 6zellikle
kemik ve sement olmak iizere mineralize dokularla iligkili bir ekstraseliiler matris (ECM)
proteinidir [124]. Bazi1 c¢aligmalar BSP eksikligi durumunda alveolar kemik
hipomineralizasyonu ve periodontal yikima da katkida bulunan hiicresel olmayan sement

hipoplazisi gelistigini gostermistir [125-128]. Dentin matriks proteini 1, dentin gibi
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mineralize dokularin olusumunda bilinen bir role sahip kollajen olmayan bir matriks
proteinidir [58]. Dentin matriks protein 1'in (DMP1) dentin olusumundaki rolii gegmiste
bircok caligmada gosterilmistir [129-131].

Yaptigimiz ¢alismanin sonuglarina gore osteopontin ve tip 1 kollajenin yani1 sira
bone sialoprotein ve dentin matriks 1 proteinlerinde de deney gruplarinda kemik ve dis
dokularinda anlamli bir artis tespit edilmistir. Bu proteinlerdeki artis, deney gruplarindaki
pulpa capinin dis ¢apina gore olan gorece azalmasi ile birlikte degerlendirildiginde dentin
yapiminin devam etmesi ile ilgili olabilir.

Bu sonuglar kronik bdbrek yetmezliginde dental pulpadaki degisiklikleri
inceleyen c¢ok sayidaki klinik ¢alisma ile uyumludur [13, 15, 16, 106]. KBY gelisen
farelerde dentoalveolar degisiklikleri inceleyen bir calismada dentin miktarinda artis ile
beraber kemik diizensizlikleri saptanmistir [106]. Son donem bobrek hastalari iizerinde
yapilan bir ¢aligmada ise premolar ve molar dislerinde bobrek hastaliginin kronikligi ile
pulpa daralmasi arasinda gii¢lii bir korelasyon bulunmustur [16]. Dental radyolojik
goriintiileme yontemleri kullanilarak KBY hastalarinda pulpal kalsifikasyonun
arastirildigi bir baska calismada siirece bagli olarak kalsifikasyon artis1 tespit edilmistir
[15]. Bunun yaninda pulpa daralmasi ile KBY arasinda anlamli bir iligki tespit
edilemeyen caligmalar da mevcuttur[13, 14].

Ratlar iizerinde yapilan deneysel c¢aligmalarda insan fizyolojisi ile
karsilagtirildiginda yetiskin ratlardaki 1 gilinlik yasam siiresinin insandaki 30 giinliik
sireye denk geldigi belirtilmistir [132-134]. Calismamizda kullanilan ratlar {izerinde
yapilan KBY olusturma protokolii diisiiniildiigiinde son deney grubunda (KBY 3) hastalik
gelisiminden sonraki 40. giin sakrifikasyon islemi yapilmistir. Bu da insan fizyolojisine
uyarlandig1 zaman yaklasik 3 senelik bir siireye denk gelmektedir. Bu siire igerisinde sert
dokularda yogunluk artis1 gozlemlenmezken arastirilan proteinlerde anlamli degisimler
saptanmistir. Hastalifin daha ileri evrelerinde kemik ve dentin gibi sert dokularda

yogunluk ve hacim artiginin daha da siddetlenmesi muhtemeldir [106, 135, 136].
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6. SONUC VE ONERILER

Kronik bobrek yetmezliginin dis ve kemik dokulari iizerine zamana bagl

etkilerinin incelendigi bu hayvan deneyi ¢aligmasinin sinirlamalari dahilinde su sonuglara

varilmistir:

Kronik bdbrek yetmezligi hastaligin ilk evrelerinde kemik ve dentin
yogunlugu iizerinde anlamli bir degisime sebep olmaz. Ancak odontoblastik
aktivite artis ile dentin formasyonun {izerinde bir artis saglayabilir.

Kronik bobrek hastaligi kemik ve dis dokularinda sert doku yapimu ile ilgili
proteinlerden olan tip 1 kollajen, osteopontin, bone sialoprotein ve dentin
matriks protein-1 seviyelerinde artisa neden olabilir. Bunun sonucu olarak
dental dokular daha kirillgan hale gelebilir.

KBY hastalarinda yapilacak endodontik islemler daha fazla zorluk ve
basarisizlik riski igerdiginden bu hasta grubunda daha sik dis hekimi
kontrolleri yapilmaldir.

KBY hastalinda yapilacak endodontik islemler kanallarin daralmasina bagh
olarak daha fazla islemsel hata riski barindirdigindan, bu hastalarda daha
kontrollii davranilmali ve gerekirse ileri tekniklerin uygulanabilmesi i¢in
endodonti alaninda uzman destegi alinmalidir.

KBY hastalarinda endodontik yaklasimlarda daha radikal tedavi tercihleri de
g6z oniinde bulundurulmalidir.

Dis hekimleri hastalarin agiz i¢i ve radyolojik dental muayeneleri sonucu
heniiz teshis edilmemis KBY siiphesi gordiigii durumlarda ilgili boliimlere
hastay1 yonlendirmelidirler.

Bu ¢alisma KBY olusturma protokolii, bekleme siiresi, inceleme yontemleri
gibi parametreleri goz onilinde bulundurularak daha ileri ¢aligmalara rehber

olacaktir.
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