YAKIN DOGU UNIVERSITESI

Egitimde 37 Vil

KUZEY KIBRIS TURK CUMHURIYETI
YAKIN DOGU UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

DiYOT LAZER, OZONLU SU VE CESITLI iRRIGASYON
AJANLARININ SUT DiSI KOK HUCRELERINDEKI
APOPTOTIK ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

HAMIT TUNC

DOKTORA TEZi

PEDODONTI ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. SERAP CETINER

2019-LEFKOSA



TEZ SINAV TUTANAGI




BEYAN

“Diyot Lazer, Ozonlu Su ve Cesitli Irrigasyon Ajanlarmin Siit Disi Kok Hiicrelerindeki
Apoptotik Etkilerinin Degerlendirilmesi” baslikli tez ¢alismasinin kendi ¢alismam
oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin safhalarda etik dist
davranigimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde
elde ettigimi, bu tez calismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimai, yine bu tezin ¢alisilmasi
ve yazimi strasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini

beyan ederim.

Hamit TUNC



TESEKKUR

Doktora kariyerime baglamamda en biiyiik destek¢im olan ve tez ¢alismamin
her asamasinda bilgi, tecriibe ve fedakarliklariyla bana biiyiik destek veren akademik
nosyonu agisindan kendime 6rnek aldigim danismanim saym hocam Prof. Dr. Serap

CETINER’ ¢;

Tez caligmamin laboratuvar asamasinda bilgi ve birikimlerini benimle
paylasan desteklerini esirgemeyen bizi kirmayip katkilarini sunan ve bize zaman

ayiran sayin Prof. Dr. Seda Vatansever ve saym Do¢.Dr. Eda Becer’ ¢;

Tez izleme komitesinde ve tez jiirisinde bulunmayi kabul ederek beni

onurlandiran ve tezime katkida bulunan sayin Do¢. Dr. Tugba Bezgin’ e;

Tez calismamin her asamasinda benimle birlikte olan, her tiirlii zorlukta ve
sikintida benden desteklerini esirgemeyen bana yol gosterip ablalik yapan, kok hiicre
ve hiicre kiiltiirii calismasini keyif olarak zevkle yapmami ve 6grenmemi saglayan

sayin Yrd. Dog. Dr. Aylin Islam Yazgm’ a;

Pedodonti anabilim dalinda ¢alismami keyifli hale getiren, her tiirlii zorlukta
benden yardimlarini esirgemeyip hep yanimda olan mutlulugumu paylastigim bolim
arkadaslarim ablam Yrd. Dog. Dr. Damla Aksit Bigak® a, Yrd. Dog. Dr. Ozkem Azmi
Oge’ye, Dt. Nilsii Sakalli’ ya, Dt. Ayse Ekinci’ ye, Dt. Yelda Kog’ a, Dt. Alaa Al-
Mashharawi’ ye ve Dt. Dila Ozyilkan’ a;

Bende yeri ayri olan; ¢alisma ve oda arkadasim, her seyden 6nce kardesimden
ayrt gormedigim, her animda yanimda olup desteklerini ve yardimlarini benden

esirgemeyen Dt. Serenad Cirakoglu ve degerli esi Serkan Cirakoglu’ na;

Doktoraya basladigim gilinden beri klinikte benden desteklerini ve yardimlarini
esirgemeyen hasta bakarken olmazsa olmazim giiler yiizlii klinik asistanimiz canim

ablam Dilek Tiifekgi’ ye;

Hayatima girdigi giinden beri bana her konuda destek olup yanimda olan, zorlu
tez donemimin her aninda mutlulugumu paylasip stresime ve iiziintiime ortak olan,

varligiyla mutlulugu bana yasatan en biiyiik sansim, degerlim, yol arkadasim, biricik



prensesim Dt. Erensu Uzar ile manevi olarak desteklerini her zaman hissettiren Zafer

Uzar ve Hiilya Uzar’ a;

Hig¢ kuskusuz beni ben yapan, sahip oldugumdan dolay1 gurur duydugum, her
zaman bana yol gosterip ne olursa olsun yanimda olan, bu meslegi segmeme sebep
olan, idoliim ve hayrani oldugum canim babam Dt. Yasar Tung’ a; her tiirlii kahrimi
ve nazimi ¢ekip benim bugiinlere gelmemde en biiyiik emege sahip olan ailemizin
sultan1 nese kaynagimiz biricik annem Nevin Tung¢’ a; canimdan Gtem, kiiclik
sultanim, dert ortagim, mutlu oldugumda benden daha ¢ok mutlu olan ve beni

diinyanin en sansli abisi yapan biricik kardesim Gokge Tung’ a;

Diinya goriisii olarak 6rnek aldigim, “Biz cahil dedigimiz zaman, mektepte
okumamis olanlar1 kastetmiyoruz. Kastettigimiz ilim ve hakikati bilmektir. Yoksa
okumus olanlardan en biiylik cahiller ¢iktig1 gibi, hic okumak bilmeyenlerden de
hakikati goren gergek alimler ¢ikabilir” s6ziinii diistur edindigim, olmasaydi olmazdik
diislincesiyle nefes aldigim her an aklimdan ¢ikmayacak olan, diinyaya bir kere daha
benzerinin gelmeyecegine inandigim ulu onder Gazi Mustafa Kemal Atatiirk’ e

tesekkiirli borg bilirim.



Vi

ICINDEKILER
TEZ SINAV TUTANAGL...........coosviiieeeeesieesses s s ese st senen s I
BEYAN . . ii
TESEKKUR ......ooooiiiiiieeceeeee et enas st n st sn e enes s aanenaes iv
SIMGELER VE KISALTMALAR .........coooiiiiieeeee et IX
TABLOLAR ..ottt ettt Xiv
SEKILLER .......ooiiiiieeeeeeeeeeee ettt ettt en s XV
(@ )4 N OSSPV UPPTOPRURO XVii
ABSTRACT ettt bbb e Xviii
(O 3 0 21 £ TN 1
2. GENEL BILGILER ........cooooiiiiiiiiice s 5
2.1.Rejeneratif Endodontinin Geligim STUIECT .......cviviieieiierieieie e 5
2.2 KOK HUCTEIBY ...t 10
2.2.1.Diferansiyasyon Yeteneklerine Gore Kok HUcreler .........ccoovvvveivciennen, 10
2.2.2.Elde Edildikleri Doneme Gore KOk HUCreler ..., 12
2.2.3.Dental Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler..........ccccooeiiiiniiinnne. 15
2.3.Rejeneratif Endodontik Tedavilerde Uygulanan Klinik Prosedirler ............... 20
2.3.1.Kok Kanal Sisteminin DezenfekSIYOnU ...........ccocvevvienenineninisieeieen 21

2.3.2. K&k Kanal Sisteminin Dezenfeksiyonuyla Ilgili Alternatif Yaklasimlar . 25

2.4.10-Vitro TOKSISIte TESIEIT......cvuiveviieieiiieisicieieesiee s 41
2.5 APOPEOZIS ..ttt bbbt 44
2.6.Konuyla Ilgili Yapilan CaliSmalar .............cccocevvrvieeverersnieereieieeseeceeesenenenn, 47

3. GEREG VE YONTEM ....cceooiiiiiiieiieseee sttt 50



vii

3.1.Tez Calismasinda Test Edilmek Uzere Belirlenen Hipotezler......................... 50
3.2.Kok Hucrelerin Cozdirilmesi ve KUItIVASYONU .........coiveveiieiieriecieseec e 51
3.3.SHEDs’lerin Pasajlanmast ............ccoooveiiiiiiiiiiiiiiiicsece e 54
3.4.Deney Gruplarinin Belirlenmesi ..........coceeieiiiiiiiiiiieiieeee e 56
3.4.1.Sitotoksisite Analizi I¢in Deney Gruplarinin Belirlenmesi ...................... 56

3.4.2.Immiinohistokimyasal ~Apoptoz Analizi i¢in Deney Gruplarmnm

Belirlenmesi .......cccviiiiiiic 57
3.5.SHEDs’lerin Thoma Lami1 Kullanilarak Sayilmast..........c.cccoovvviiiiiiiiiiinnn, 57
3.6.Deneyde Kullanilan irrigasyon Soliisyonlarinin Hazirlanmasi........................ 58
3.7.Deneyde Kullanilan Diyot Lazer Parametreleri............cccooveviiiiieiiiincnnene. 58
3.8.Sitotoksisitenin Belirlenmesi I¢in Kullanilan MTT Analizi..........cccccovvvnnee.. 59

3.9.Hicre Oliminiin Tespiti i¢in Kullamlan Immiinohistokimyasal Apoptoz

AN LT ZE e et r e e e e e r e ———————————— 60
3.10.IStAtISHKSE] ANALIZ . ..e.veeveeeeeeee e eeee e e e e eeeeeeeeeseeseeseese et e eeesreeeereaeeseesesseseens 63
A, BULGULAR ... 64

4.1.Tim Zaman Periyotlarinda Kontrol Grubundan Elde Edilen MTT Analizi
BUIGUIATT.....oviiiii 64

4.2.Tiim Zaman Periyotlarinda EDTA Soliisyonu Gruplarindan Elde Edilen MTT
ANalizi Bul@Ulari.........ccoooiiii 65

4.3. Tiim Zaman Periyotlarinda NaOCI Soliisyonu Gruplarindan Elde Edilen MTT
ANalizi Bul@ulari.........ccoooiiii 67

4.4.Tim Zaman Periyotlarinda Ozonlanmis Su Gruplarindan Elde Edilen MTT
Analizi Bulgulari.........ccoooiiiiiiii 69

4.5.Tiim Zaman Periyotlarinda Diyot Lazer Irradyasyonu Gruplarindan Elde Edilen
MTT Analizi Bululart ..o 71

4.6.TUm Zaman Periyotlarinda Elde Edilen MTT Analizi Bulgularinin Gruplar
Arast Karstlagtirtlmas.........ooiivieiiiiiiiiiciici e 73



viii

4.7.Deney Gruplarindan Elde Edilen Immiinohistokimyasal Apoptoz Analizi

BUlGUIATT. .. s 76
5. TARTISMA .....oooimiieieieeeeeeeeeeese et 81
6. SONUC VE ONERILER...........ccceoiiiiiieeeeeeeee e, 97
7. KAYNAKLAR ...ooooieveeeeeeee et 100
EK 1. ETIK KURUL RAPORU .......c.cvviiiiieieecieeeeeseeesses s sessses s 132

8. OZGECMIS ...ttt 133



iX

SIMGELER VE KISALTMALAR



%

°C

MY

pg/ml

pl

pm
ABMSCs
AEB
ALP

Ar

ASCs
ATP
BMMSCs
Ca
Ca(OH);
CHX

cm

Co

CO

Yuzde

Kicuktar

Buyduktir

Derece santigrat

mikrogram

mikrogram/mililtre

mikrolitre

mikrometre

Alveoler kemik kaynakli mezenkimal kok hiicreler
Amerikan endodontistler birligi
Alkalen fosfataz

Argon

Yetiskin kok hiicreler
Adenozin trifosfat

Kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicreler
Kalsiyum

Kalsyum hidroksit
Klorheksidin

santimetre

santimetrekare

Kobalt

Karbon dioksit



Cu
DFPCs
dk
DNA
DPSCs
EDTA
ELISA
Er,Cr:YSGG
Er: YAG
ESCs
Fe
FITC
g/mol
GMSCs
H202
Ho:YAG
HOCI
HSCs

Hz

jlem?
LDH

LIF

Bakir

Dental folikul progenitor hiicreleri
dakika

Deoksiribo nikleik asit

Dis pulpas1 kok hiicreleri

Etilen diamin tetra asetik asit

Enzyme Lnked Immunosorbent Assay

Erbiyum, Kromium: Yttrium Skandium Galium Garnet

Erbium: Yttriyum-aliminyum-garnet
Embriyonik kok hticreler

Demir

Fluorescein isothiocyanate

Mol basina diisen kiitle gram/mol
Gingival mezenkimal kok hiicreler
Hidrojen peroksit

Holmiyum:Yttrium Aliminyum Garnet
Hipokloroz asit

Hematopoetik kok hicreler

Hertz

Joule

Joule/santmetrekare (Enerji yogunlugu)
Laktat dehidrojenaz

L&semi inhibe edici faktor

Xi



LLLT

MAPC

mJ

ml

mm

Mn

MSCs

MTA

MTS

Diistik Seviyeli Lazer Terapisi
Multipotent yetiskin progenitor hiicre
Milijoule

Mililitre

milimetre

Manganez

Mezenkimal kok hucreler

Mineral trioksit agregat

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-

stlfofenil)-2H-tetrazolyum

MTT
NADH
NaOClI
Nd: YAG
nm

Os

OCL"
OH"
PDL
PDLSCs
PRF
PRP

RET

3-(4,5-dimetiltiyazol- 2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromur
Nikotinamid adenin din(ikleotit
Sodyum hipoklorit

Neodiyum: Yttriyum-aliminyum-garnet
Nanometre

Ozon

Hipoklorit iyonu

Hidroksil

Periodontal ligament

Periodontal ligament kok hicreleri
Trombosit acisindan zengin fibrin
Trombosit agisindan zengin plazma
Rejeneratif endodontik tedavi

saniye

Xii



SCAPs
SH
SHEDs
TGPCs
TUNEL
W
w/cm?

WST

tetrazolyum

XTT

karboksianilid

Xiii

Apikal kok hucreleri

Sulfhidril

Eksfoliye olmus siit dislerinden elde edilen kok hiicreler
Dis germi progenitor hiicreleri

TdT-dUTP nick-end-labelling

Watt

Watt/santimetrekare (Gii¢ yogunlugu)

2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)- 5-(2,4-disulfofenil)-2H-

2,3-bis-(2-  metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum-5-



Xiv

TABLOLAR

Tablo 4.1.1. TUm zaman periyotlarindaki kontrol gruplarinin optik yogunluk

degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve Tukey post-hoc testinin p degerleri......64

Tablo 4.2.1. Tim zaman periyotlarindaki EDTA gruplarinin optik yogunluk

degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve Tukey post-hoc testinin p degerleri......65

Tablo 4.3.1. Tim zaman periyotlarindaki NaOCl gruplarinin optik yogunluk

degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve Tukey post-hoc testinin p degerleri......68

Tablo 4.4.1. Tim zaman periyotlarindaki Ozonlanmis Su gruplarinin optik yogunluk

degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve Tukey post-hoc testinin p degerleri......70

Tablo 4.5.1. Tiim zaman periyotlarindaki Diyot Lazer gruplarinin optik yogunluk

degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve Tukey post-hoc testinin p degerleri......72

Tablo 4.7.1. Deney gruplarinin TUNEL pozitif hiicre yiizdelerinin tanimlayici
IStatistikIeri. ... .. ..o 80

Tablo 4.7.2. Deney gruplarmnin TUNEL pozitif hiicre yiizdelerinin Dunn’s post-hoc
teStININ P degerleri.. .. ..o 80



XV

SEKILLER

Sekil 2.2.3.1: Dental doku kdkenli mezenkimal kok hiicre kaynaklari.................. 15
Resim 3.2.1. Laminar flow ultraviyole kabin......................oo, 51
Resim 3.2.2. Laminar flow kabinde filtreleme islemi..........................coeeeen. 52
ReSIM 3.2.3. SUDANYOSU. ... .ot 52
Resim 3.2.4. Santrifiij Clhazi..........ooooiiiiii e 53

Resim 3.2.5. Flask tabanina yapisip prolifere olan kok hiicreler Magnifikasyon: 500

UL ettt e 53
Resim 3.3.1. %80 yogunluga ulasan kok hiicreler Magnifikasyon:500 pm............. 54
Resim 3.3.2. Pasaj 3 kok hiicreler Magnifikasyon: 500 pm...............ocoeviiinninn. 55

Resim 3.3.3. %80 yogunluga ulasan Pasaj 3 kok hiicreler Magnifikasyon: 500 pm...55

Resim 3.3.4. 96 kuyulu ekim kabinin tabanina yapisan Pasaj 3 kok hiicreler
Magnifikasyon: 500 M. ... ..ot 56

Resim 3.6.1. Medikal 0zon jeneratoril...........coovoieiiiiiiiii e, 58

Resim 3.9.1: Pozitif Kontrol Grubu Immiinohistokimyasal TUNEL Boyamasi
Magnifikasyon: 20 M. ... 62

Sekil 4.2.1. . SHEDs’lerde EDTA soliisyonlarinin 5, 10 ve 15 dakika uygulanmasi

sonucu % hicresel Canlilik. ......oooviiemmin e 67

Sekil 4.3.1. SHEDs’lerde NaOCI soliisyonlarinin 5, 10 ve 15 dakika uygulanmasi

sonucu % hiicresel canliliK. ..........ouounn e 69

Sekil 4.6.1. SHEDs’lerde deney soliisyonlar1 ve diyot lazer irradyasyonun 5 dakika

uygulanmasi sonucu % hiicresel canlilik..................oo 74

Sekil 4.6.2. SHEDs’lerde deney soliisyonlar1 ve diyot lazer irradyasyonun 10 dakika

uygulanmasi sonucu % hiicresel canlilik..................o 75



XVi

Sekil 4.6.3. SHEDs’lerde deney soliisyonlar1 ve diyot lazer irradyasyonun 15 dakika

uygulanmasi sonucu % hiicresel canlilik. ... 76

Resim 4.7.1: Kontrol Grubu Immiinohistokimyasal TUNEL Boyamasi
Magnifikasyon: 20 M. e e 77

Resim 4.7.2: EDTA (%17) Grubu Immiinohistokimyasal TUNEL Boyamasi
Magnifikasyon: 20 M. e e 77

Resim 4.7.3: NaOCl (%1) Grubu Immiinohistokimyasal TUNEL Boyamasi
Magnifikasyon: 20 M. ... 78

Resim 4.7.4: Ozonlanmis Su (10 pg/ml) Grubu Immiinohistokimyasal TUNEL
Boyamasi Magnifikasyon: 20 JM.........ooiiii e 78

Resim 4.7.5: Diyot Lazer (1.5 j/cm?) Grubu Immiinohistokimyasal TUNEL Boyamas1
Magnifikasyon: 20 M. ... e 79



Xvii

OZET

TUNC, H. Diyot lazer, ozonlu su ve cesitli irrigasyon ajanlarmn siit disi kok
hiicrelerindeki apoptotik etkilerinin degerlendirilmesi. Yakin Dogu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Pedodonti Anabilim Dali, Doktora Tezi, Tez
Damismani Prof.Dr. Serap CETINER Lefkosa, 2019.

Amag: Tez calismamizin amaci; EDTA, NaOCl, ozonlu su ve diyot lazer
irradyasyonunun eksfoliye siit dislerinden elde edilmis kok hiicreler iizerindeki
sitotoksik ve apoptotik etkilerinin degerlendirilmesidir. Gereg¢ ve Yontem: Deney
gruplarindaki kok hiicreler EDTA (%5, %8.5, %17), NaOCI (%1, %2.5, %5), ozonlu
su (5, 10, 20 pg/ml) ve GaAlAs diyot lazere (0.5, 1, 1.5 j/cm?) maruz birakilmustir.
Kontrol grubundaki hiicreler ise DMEM, %15 fetal sigir serumu, %1 glutamin, %1
penisilin-streptomisin, %1 gentamisin ve amfoterisin B iceren standart kaltlr
vasatinda inkiibe edilmistir. Tiim deney guplarindaki hiicreler deneysel prosediirlerden
sonra 5, 10 ve 15 dakikalik periyotlar olacak sekilde 37°C’ de inkiibe edilmistir.
Hiicresel canlilik ve proliferasyon MTT yontemi ile analiz edilmistir. Apoptotik
hicrelerin tespit edilmesi icin terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
deoxyuridine triphosphate nick end labelling (TUNEL) yontemi kullanilmistir.
Apoptotik analiz icin 10 pg/ml ozonlu su; 1.5 j/ cm? enerji yogunluklu diyot lazer;
17% EDTA ve 1% NaOCI grubu segilmistir. Bulgular: EDTA ve NaOCI gruplarinin
MTT analiz sonuglar1 kontrol, ozonlu su ve diyot lazer gruplariyla kiyaslandiginda tiim
zaman periyotlarinda EDTA ve NaOCI gruplarinda hiicresel canlilifin anlamh
derecede azaldig1 tespit edilmistir. Apoptotik analiz sonuclar1 degerlendirildiginde ise
ozonlu su ve diyot lazeer gruplarinda EDTA ve NaOCIl gruplarina kiyasla anlamh
derecede daha diisii TUNEL-pozitif hiicre tespit edilmistir. Sonuc¢lar: Calismamizin
sonuglari, diyot lazer ve ozonlanmis suyun kok kanal dezenfeksiyonunda
kullaniminin, rejenerasyonun saglanmasi agisindan uygun bir yontem olabilecegini

diistindiirmektedir.

Anahtar Sozcukler: Irrigantlar, Diyot lazer irradyasyonu, Kok hiicre, Apoptosis,
Sitotoksisite
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ABSTRACT

TUNC H. Evaluation of apoptotic effects of diode laser irradiation, ozonated
water and various irrigant solutions on stem cells from exfoliated deciduous teeth.
Near East University Institute of Health Science Department of Pediatric
Dentistry, PhD Thesis, Supervisor Prof.Dr. Serap CETINER Nicosia, 2019.

Aim: This study aimed to evaluate cytotoxicity and apoptosis of Gallium-Aluminum-
Arsenide (GaAlAs) diode laser irradiation, sodium hypochlorite (NaOCI), ozonated
water and ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) on stem cells from human
exfoliated deciduous teeth (SHEDs). Materials and Methods: Cells were exposed to
EDTA (5%, 8.5%, 17%), NaOCl (1%, 2.5%, 5%) ozonated water (5, 10, 20 pg/ml)
and GaAlAs diode laser irradiation (energy densities of 0.5, 1, 1.5 j/cm?). Culture
medium included D-MEM, supplemented with 15% foetal bovine serum, 1% L-
glutamine, 1% penicillin-streptomycin, 1% gentamycin, amphotericin-B and served as
control group. The cells in all experimental groups were incubated at 37 °C for 5, 10
and 15 min after experimental procedures. Cell viability and proliferation were
analysed with the 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide
(MTT) assay. For detection of apoptotic cells, the terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick end labelling (TUNEL) method
was performed. 17% EDTA; 1% NaOCI; 10 pg/ml ozonated water; 1.5 j/ cm? diode
laser irradiation groups were selected for TUNEL assay. Results: The percentage of
cell viability in all EDTA and NaOCI groups showed a significant reduction compared
to the control, diode laser irradiation and ozonated water groups at 5th, 10th and 15th
minutes respectively. The lowest percentage of TUNEL-positive cells was
significantly observed in ozonated water and diode laser irradiation compared to
EDTA and NaOCI respectively. Conclusions: Ozonated water and diode laser
irradiation may be used for regeneration during disinfection step of endodontic

treatments.

Keywords: Irrigants, Diode laser irradiation, Stem cell, Apoptosis, Cytotoxicity



1. GIRIS

Dental pulpa genellikle karyojenik ve periodontal kaynakli bakteriler
tarafindan meydana getirilen enfeksiyonlar, dental travma ve tedavi sirasinda
uygulanan prosedurler sebebiyle hasar gérmektedir (Gong ve ark., 2016). Enfekte ve
nekrotik pulpanin rutin klinik tedavi protokolii; kok ve kron pulpasinin ekstripe
edilmesi ve ekstripe edilen pulpanin yerine biyouyumlu inorganik bir materyal
konularak kanal dolgusunun yapilmasini igeren kok kanal tedavisidir (Gong ve ark.,

2016). Geleneksel kok kanal tedavisi ile basarili sonuglar alinsa da;

1. Endodontik tedavi uygulanan dislerde kullanilan kanal dolgu materyali
sebebiyle meydana gelen renklenmeler ve periapikal mikrosizintt sonucu
tekrarlayan enfeksiyonlar (loannidis ve ark., 2013; Eramo ve ark., 2017),

2. Restoratif tedavi protokollerinin bir sonucu olarak diste meydana gelen asir1
madde kaybi ve koronal sizint1 gibi komplikasyonlar (Eramo ve ark., 2017
Corsentino ve ark., 2018),

3. Pulpast ekstripe edilmis diglerin ¢evresel degisimleri algilama yeteneklerini
kaybetmesi sonucu sekonder ciiriiklerin ilerlemesinin hastalar tarafindan

farkedilemez hale gelmesi(Ajay Sharma ve ark., 2015),
gibi zorluklar tedavinin uzun dénem basarisini etkilemektedir.

Enfeksiyon kontrolii ve agrinin giderilmesinde tatmin edici klinik basariya
karsin, kok kanal tedavisi gibi klasik tedavi yontemleri sadece kok kanal boslugunun
orijinal iglevini geri getirmeden kapatilmasini amaglamaktadir (Mao ve ark., 2012).
Ancak, kok kanal tedavisi uygulanan dislerde duyusal fonksiyon kaybi ve dogal
savunma mekanizmalarinin eksikligi nedeniyle dis kiriklar1 ve tekrarlayan enfeksiyon
gibi ¢esitli komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (Mao ve ark., 2012). Buna ek olarak
kok gelisimi sirasinda, pulpada meydana gelen patolojik degisiklikler, kok gelisiminin
durmast ile sonuglanarak dentinin yerlesimini engelleyebilir (Farhad ve ark., 2016).
Bu baglamda, kokiin gelisim agsamasi tedavi planlamasinda dikkate alinmas1 gereken

6nemli bir faktordir (Farhad ve ark., 2016). Acik apeksli ve nekrotik pulpali



olgunlasmamuis dislerde ise, rejeneratif endodontik tedaviler (RET) kok gelisimini ve
apikal kapanmay1 desteklemektedir (Galler, 2016).

Pulpal rejenerasyon fikri, Ostby' nin (1961) yaptig1 bir ¢alismada pulpal
boslukta kan pihtilagmasin1 takiben bu bosluga dogru dokunun ige biiyiimesini
gostermesiyle giindeme gelmistir. Banchs ve Trope (2004) ise, minimal
enstriimantasyonu, bol irrigasyonu ve antimikrobiyal intrakanal ilacin yerlestirilmesini
ve ardindan kok kanalinda kanamanin stimule edilmesini igeren modifiye bir klinik
protokol gelistirmislerdir. Son donemlerde ise rejeneratif endodontik tedaviyle, dental
pulpa boslugunun enfeksiyonunun kontrol altina alinmasi ve daha sonra kok dentininin
kalinlagsmas1 ile kok apeksinin normal olgunlagsmasina neden olacak vital doku
biiylimesinin desteklenmesi amaglanmistir (Nosrat ve ark., 2013). Bu yeni tedavi
stratejisinin optimal hedefi, kok gelisimini destekleyecek olan saglikli pulpa-dentin
kompleksinin hasar gérmiis pulpa dokusuyla yer degistirmesini saglamaktir (Miralles
ve ark., 2018). Rejeneratif tedaviler, bakteriden yoksun olan kok kanal boslugunun
icinde uygun bir iskele ve kok hiicrelerin varliginda, pulpa dokusunun
rejenerasyonunun miimkiin olabilecegi teorisine dayanmaktadir (Hargreaves ve ark.,
2008). Rejenerasyonun kesintisiz ve koordineli bir sekilde ger¢eklesmesi igin, kok
kanal mikro-ortam1 uygun sekilde hazirlanmali ve dezenfekte edilmelidir (Kim, 2016).
Bu baglamda, rejeneratif tedaviler kok kanal sisteminin mekanik enstriimantasyondan
daha cok kimyasal olarak debrislerden temizlenmesine dayanan uygulamalardir
(Miralles ve ark., 2018). Ciinkii mekanik enstriimantasyonun yapilmasi zaten agik olan
apikal foramenin uygun olmayan sizdirmazlik 6zelligi gostermesine ve az gelismis
kok yapist nedeniyle, disin kiriklara karsi savunmasiz kalmasina sebep olmaktadir

(Asgary ve ark., 2016).

Rejeneratif endodontik tedavide en dnemli basamak olan kdk kanal sisteminin
kimyasal dezenfeksiyonu igin, Ucll ve ikili antibiyotik patlar, etilen diamin tetra asetik
asit (EDTA), cesitli konsantrasyonlarda sodyum hipoklorit (NaOCI), klorheksidin
(CHX) ve NaOCI ile CHX kombinasyonlart kullanilmaktadir (Mollashahi ve ark.,
2016; Yang ve ark., 2016). Ancak NaOCI’ nin apikalden go¢ eden mezenkimal kok
hicrelerin proliferasyonunu ve dentinden salgilanan biiyiime faktorlerini inhibe edici
etkileri nedeniyle rejeneratif tedavilerde antibakteriyel irrigasyon ajanlariyla ilgili
tartigmalar devam etmektedir (Martin ve ark., 2014). Buna ek olarak NaOCI ile



irrigasyondan sonra CHX kullanimimin sitotoksik bir c¢okelti meydana getirdigi
bilinmektedir (Trevino ve ark., 2011). Almeida ve arkadaslarinin (2015) yaptig1 bir
calismada, EDTA' nin, farkli konsantrasyonlarda NaOCI' nin doku ¢6zme kapasitesini
olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir. EDTA' nin NaOCI' nin pulpa dokusunu ¢6zme
kabiliyeti lizerindeki olumsuz etkisi klinik olarak 6nem tasimaktadir ve kok kanal

tedavisi sirasinda birlikte kullanilmamasi gerekmektedir (Almeida ve ark., 2015).

Endodontik irrigasyon ajanlarinin etkili antimikrobiyal aktiviteye sahip
olmalari, ayrica periapikal ve oral mukozal doku tzerinde ise sitotoksik etki
gostermemeleri gerekmektedir. Bununla birlikte, kullanilan irrigasyon ajanlarinin
Ozellikle 1srarci apikal periodontitis vakalarinda bir anti-enflamatuvar etki
gostermeleri klinik basariy1 arttiracaktir (Huth ve ark., 2009). EDTA ve NaOCI’ nin
birlikte kullaniminin yarattigi klinik dezavantajlardan dolay1 alternatif irrigasyon

protokolleri i¢in ¢alismalar devam etmektedir (Azarpazhooh ve ark., 2008).

Bu arayislarin bir sonucu olarak dis hekimliginde ozon ve lazer kullanimina
olan ilgi, ag1z boslugu ile iliskili enfeksiydz hastaliklar sayesinde gliindeme gelmistir
(Sing ve ark., 2014; Borges ve ark., 2017). Son ¢aligmalar su formunda ozonun;
ornegin dis ¢iirligli, periodontal uygulamalar, endodontik tedavi ve prostodontik
rehabilitasyon gibi geleneksel tedavilere destek olarak kullanildiginda buyuk
avantajlar saglayacagini belirtmektedir (Kaul ve ark., 2014; Kumar ve ark., 2014).
Guclt  bakterisidal, fungisidal ve virisidal 6zellikleri, 6zellikle endodontik
uygulamalar icin ozonu daha cazip bir hale getirmektedir (Kumar ve ark., 2014). Buna
ek olarak anti-enflamatuvar etkisi de endodontik enfeksiyonlarin tedavisinde 6nemli

bir avantajdir (Kumar ve ark., 2014).

Dental lazerlerin en biiyiik avantaji ise dezenfeksiyonun basarisini biiyiik
Olglide etkileyen anormal kanal morfolojilerinden kaynaklanan zorluklarin oniine
gecmesidir (Borges ve ark., 2017). Buna ek olarak rutin irrigasyon protokollerine
oranla dental lazer uygulamalarmin daha yuksek dentin penetrasyonu kabiliyetinin
olmasi bu yontemi kanal i¢i dezenfeksiyon icin daha cazip hale getirmektedir (Borges
ve ark., 2017).

Arastirmamizda esas olarak hedeflenen, rejenerasyonun saglikli bir sekilde

saglanabilmesi i¢in gerekli olan kanal i¢i kimyasal dezenfeksiyonda siklikla kullanilan



EDTA ve NaOCI’ nin olumsuz etkilerine kars1 ozonlanmig su ve diisiik seviyeli diyot
lazer uygulamasinin, eksfoliye olmus insan siit dislerinden elde edilen kok hiicreler
(SHEDsS) tizerindeki hiicresel canliliga etkisini arastirmaktir. Bu sekilde rejeneratif
endodontik tedavilerde klinik basariy1 arttirmak i¢in ozonlanmis su ve diyot lazer
alternatif bir dezenfeksiyon protokoli olarak tercih edilebilir. Ciinkii kullanilan
dezenfeksiyon ydnteminin antimikrobiyal etkisinin yaninda proliferasyonu istenilen
hlcreler (zerine sitotoksik ve apoptotik etkisi klinik basari sansini azaltmakta ve

beklenen rejenerasyonun saglanmasi zorlasmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Rejeneratif Endodontinin Gelisim Siireci

Dis dokularinin rejenerasyonu igin ilk yaklagimlar, Ostby' in “endodontik
tedavide kan pihtisinin roliini” degerlendirdigi 1960’ lara kadar uzanmaktadir (Ostby,
1961). Ostby (1961), pulpa rejenerasyonu lizerine yaptigi bir calismada, kok kanalinin
1/3 apikal kisminda kalan kan pihtisinin tizerini koloroperka pati ile kapatip hastalarini
U¢ buguk yila kadar diizenli araliklarla takip etmistir. Yaptigi takiplerde kan pihtisinin
kademeli olarak graniilasyon dokusu ve fibr6z bag dokusu ile yer degistirdigini, ancak
doku olusumunun eksik kaldigini ve tiim kok kanalin1 doldurmadigini buna ek olarak
da dentin duvarlarinin rezorptif aktiviteye yenik diistiigiinii goézlemlemistir. Bu
caligma ile istenilen rejenerasyon gozlemlenemediginden, yirmi yildan uzun bir
stredir pulpa rejenerasyonu igin arastiricilar; dezenfeksiyon, kok kanal hazirhigr ve
doldurma i¢in gelismis sistemlere odaklanmistir (Galler, 2016). 1966 yilinda kanal igi
dezenfeksiyon i¢in ilk defa kombine antibiyotik pat kullanilmistir (Rule ve Winter,
1966). Rule ve Winter yaptiklar1 ¢alismada (1966) seanslar arasinda uyguladiklari
antibiyotik pat ile kanal i¢i dezenfeksiyonu saglamis fakat kanal egesinin apikalden
tagmasi sonucu istemsiz bir sekilde kanamanin indiikklenmesine sebep olmuslardir
(Rule ve Winter, 1966). Bu protokoliin sonucunda ise kombine antibiyotik patlar
sayesinde saglanan dezenfeksiyonu takiben kanamanin indiklenmesiyle tim
vakalarda semptomlar azalmis ve kokiin gelisiminin devam ettigi goriilmiistiir (Rule
ve Winter, 1966). 1971 yilinda yapilan bagka bir ¢aligmada ise antibakteriyel pat ile
dezenfeksiyonun ardindan, apikal kanama bilingli bir sekilde indiiklenmistir (Ostby ve
Hjortdal 1971). 3 yila kadar yapilan kontrollerde cesitli sebeplerden dolay1 ¢ekilmis
veya apikal rezeksiyon uygulanmis dislerde yapilan histolojik degerlendirmelerde bazi
dislerde fibroz bag dokusu gozlenirken bazi dislerde ise hiicreli sement bulundugu
tespit edilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda revaskiilarizasyon protokoliinde
dezenfeksiyonun ne kadar onemli oldugu bir kez daha kanitlanmistir (Ostby ve

Hjortdal 1971).



Skoglund ve arkadaglarinin (1978) bir kopek modelinde kok kanalinda
vaskiiler ag gelisimi iizerine yaptiklar1 bir ¢calismada; reimplante ve ototransplante
edilen dislerde, vaskiiler agin tiim kok kanalin1 doldurdugunu ve sadece 3 hafta sonra
koronal alana ulastigini belirtmislerdir. Dahasi, pulpa nekrotik olsa bile, kalan pulpa
dokusunun, hiicrelerin kok kanalin1 yeniden olusturmasi igin bir dncii olarak énemli
bir islevi yerine getirdigini gostermislerdir. Ototransplantasyondan 6nce pulpa
dokusunun kok kanalindan tamamen uzaklastirilmasinin ise revaskiilarizasyonu
olumsuz yonde etkiledigi gozlenmistir. Dental travma alaninda yapilan bu ¢alisma ile
birlikte kok kanalinda revaskiilarizasyonun, kok gelisiminin tamamlanmasi igin

gerekli oldugu anlasilmistir.

Gunumuzde uygulanan rejeneratif endodontik tedaviler i¢in klinik basari
konusunda garpici yenilikler ise 1970 ve 1990 yillar1 arasinda yapilan ¢aligmalardan
koken alinarak gelistirilmistir (Skoglund ve ark., 1978; Galler, 2016).

Iwaya ve arkadaslar1 (2001), nekrotik pulpaya sahip immatiir bir dise,
uyguladiklar1 tedavi protokoliinde herhangi bir enstriimantasyon yapilmadan, %5’lik
NaOCI ve %3’liik hidrojen peroksit (H202) ile kimyasal dezenfeksiyon yapmis ve
kanal ici antibakteriyel medikamen olarak da siprofloksasin ve metranidazol iceren
antibiyotik pat yerlestirmistirlerdir. Bu tedavi protokolu ile “revaskiilarizasyon” terimi
literatiire kazandirilmigtir. Buna ek olarak ilk kez tespit edilebilir derecede kok
gelisiminin meydana geldigi gosterilmis ve yapilan rutin kontrollerde ilk tedaviden 30

ay sonra dise yapilan vitalite testlerine de pozitif yanit alinmistir (Iwaya ve ark., 2001).

Immatiir dislerde rejeneratif endodontik tedavinin daha ileri girisimlerine yol

acan ilk ve en 6nemli vaka raporu Banchs ve Trope (2004) tarafindan yayimlanmastir.

Branch ve Trope (2004) yaptiklari klinik ¢alismada, immatiir nekrotik pulpaya
sahip premolar dise enstriimantasyon yapmadan %35.25 konsantrasyonda NaOCl ile
kimyasal dezenfeksiyon sagladiktan sonra kok kanalina antibakteriyel medikamen
olarak metronidazol, siprofloksasin ve minosiklin igeren antibiyotik pat uygulayip 28
giin boyunca bekletmislerdir. 28 giinlin sonunda antibiyotik pat kanaldan serum
fizyolojik ile irrigasyon yapilarak uzaklastirilip kanal egesi apikalden tasirilarak
kanama indiiklenmistir. Daha sonra kanama kontrolii saglanarak olusan kan pihtisinin

Uzeri mineral trioksit agregat (MTA) ile kapatilarak kavite gegici olarak restore



edilmistir. Gegici restorasyon 14 giin sonra kaldirilarak daimi restorasyon yapilmistir.
Yapilan klinik ve radyografik kontrollerde hastada herhangi bir semptomun olmadigi
kok gelisiminin devam ettigi tespit edilmistir. iki y1lin sonunda ise dis vitalite testlerine

pozitif yanit vermeye baslamistir (Branch ve Trope, 2004).

Ik olarak 2012 yilinda, immatiir dislere uygulanan tedaviler sonrasi dislerin
sag kalim oranmin degerlendirildigi bir ¢alismada rejeneratif protokollerin
uygulandigi dislerde %100, MTA kullanilarak apeksifikasyon uygulanan dislerde %95
ve Ca(OH): ile apeksifikasyon uygulanmis dislerde ise bu oranin %77’ ye diistigii
belirtilmistir (Jeeruphan ve ark. 2012). Rejeneratif tedavi yontemleri sayesinde
immatiir diglerin agizda kalma siirelerinin de olumlu yonde etkilendigi ilk olarak

yapilan bu ¢alisma ile gosterilmistir (Jeeruphan ve ark. 2012).

RET’lerle ilgili en giincel ve kabul goren tedavi protokolu ise Amerikan
Endodontistler Birligi (AEB) (2018) tarafindan yayinlanmistir. Yapilan bu en giincel
tedavi protokoliine gore; AEB, rejeneratif endodontik tedavilerin nekrotik ve immatiir
pulpaya sahip olan dislere, koronal restorasyonu icin post/kor yapisina ihtiyaci
olmayan dislere ve protokolii tamamlamak i¢in gerekli olan medikamentler ile
antibiyotiklere kars1 alerjisi olmayan ve uyumlu hastalara uygulanmasi konusunda

fikir birligine varmustir.

RET’ler igin klinik uygulamalar asagidaki basamaklari igermektedir
(https://www.aae.org, Erisim tarihi: 25.09.2018):

Ilk Randevu:

» Lokal anestezinin ardindan disin lastik ortl ile izolasyonu saglanip, giris
kavitesi prepare edilmelidir.

» Kok kanallar1, dezenfeksiyon i¢in kullanilan soliisyonlarin periapikal bosluga
tagmasini engelleyecek bir irrigasyon teknigi kullanilarak (6r., Kapali uglu ve
yandan perfore (acilan) igne veya EndoVac ™) ilk olarak 20 ml NaOCI (20
ml / kanal, 5 dakika) ile daha sonra salin veya EDTA (20 ml / kanal, 5 dakika)
ile irrige edilir. Apikal dokulardaki kok hiicreler Gizerindeki sitotoksik etkiyi en

aza indirmek igin irrigasyon ignesinin ucu KOk ucundan yaklasitk 1 mm



yukarida olacak sekilde yerlestirilerek diisitk NaOCI konsantrasyonu (% 1.5
veya daha az) tercih edilerek irrigasyon yapilmalidir.

Kanallar paper point kullanilarak kurutulur.

Kok kanallarina Ca(OH); veya {i¢lii ya da ikili antibiyotik pat yerlestirilir. Eger
ticlii antibiyotik pat yerlestirilecekse;

1) Diste meydana gelebilecek renklenmeyi engellemek icin pulpal duvarlara
dentin bonding ajan uygulamasi dnerilmektedir

2) Karisim 1:1:1 oraninda siprofloksasin:metronidazol:minosiklin i¢erecek
sekilde 1-5 mg/ml konsantrasyonda olmalidir. ikili antibiyotik pat
kullanilacaksa minosiklin olmadan siprofloksasin ve metronidazol kullanilarak
hazirlanmalidir. Bir bagka alternatif olarak da iiclii antibiyotik pata minosiklin
yerine klindamisin, amoksisilin veya sefaklordan biri tercih edilmelidir.
Hazirlanan kanal i¢i medikamenler kanal i¢ine siringa ile yerlestirilebilir.

Son olarak ise kavite Cavit™, IRM™, cam iyonomer veya baska bir gegici
dolgu materyali ile gecici olarak restore edilmelidir. Bir sonraki randevu 1-4

hafta sonrasina verilmelidir.

Ikinci Randevu:

>

A\

[k tedavi yanitinin degerlendirilmesinin ardindan eger kalict enfeksiyon
belirtileri varsa, antimikrobiyal veya alternatif medikamenler ile ek tedavi
diistiniilmelidir.

%?3’liik vazokonstriiktor igermeyen mepivakain ile anestezi yapildiktan sonra
dise lastik ortu yerlestirilerek izolasyon saglanmalidir.

%17 EDTA ile (20 ml/kanal, 5 dakika) irrigasyon yapilmalidir.

Kok kanallar1 paper point ile kurutulmalidir.

Bir kanal egesi apikalden tasirilarak kok kanalinda kanama saglanmalidir.
(Hedeflenen kok kanallarmin  mine-sement birlesimine kadar kanla
dolmasidir.) Kan pihtilagmasina alternatif olarak trombosit agisindan zengin
plazma (PRP), trombosit agisindan zengin fibrin (PRF) veya otolog fibrin
matriks (AFM) kullanilabilir.

Kanal agizlarina 3-4 mm restoratif materyal yerlestirmeye izin verecek sekilde
kanama durdurulmahdir. Gerekirse kan pihtist iizerine CollaPlug™,

Collacote™, CollaTape™ gibi bir rezorbe olabilen matriks ve son olarak da



MTA yerlestirilmelidir. MTA renklenmeye sebep olabileceginden yerine

biyoseramikler veya trikalsiyum silikat simanlar kullanilabilir.

Kontroller (6. 12. ve 24. aylar):

Klinik ve Radyografik Degerlendirmeler,

Agr1, yamusak dokuda sislik veya fistiil yolu bulunmamalidir. (siklikla birinci
ve ikinci randevular arasinda gorulur).

Apikal radyolusensinin azalmasi beklenmektedir. (genellikle tedaviden 6-12
ay sonra gozlemlenir)

Kok duvarlarin  kalinhiginda ve kok uzunlugunda artis gozlenmelidir.
(genellikle kok uzunlugundaki belirgin artis genellikle 12-24 ay sonra goralir)
Vitalite testlerine pozitif yanit alinmalidir.

Konik 1s1nl1 kompiiterize tomografi ile degerlendirme ilk ve diger kontrollerde

onerilmektedir (https://www.aae.org, Erisim tarihi: 25.09.2018).

AAE tarafindan RET’ lerin basar1 derecesinin yorumlanabilmesi i¢in birtakim

hedefler belirlenmistir.

Birincil hedef: Semptomlarin ortadan kaldirilmas: ve kemik iyilesmesinin
saglanmasidir.

Ikincil hedef: Kok duvarlarmin kalinliginda ve/veya kék uzunlugunda artisin
tespit edilmesidir.

Uclincll hedef: Vitalite testine pozitif cevap alinmasidir (https://www.aae.org,
Erigim tarihi: 25.09.2018).

Biitlin bu gelismelere ve diizenlemelere ragmen rejeneratif endodonti alaninda

doku miihendisligi teknolojileri de uygulamaya sokularak rejeneratif endodontik

tedavinin sonuglarini daha da iyilestirmek ve normale en yakin fonksiyonel bir pulpa-

dentin kompleksi olusturmak amaglanmaktadir (Ferroni ve ark., 2015). Pulpa-dentin

kompleksinin basarili rejenerasyonu, doku miihendisliginin; kok hiicreler, biiylime

faktorleri ve yapi iskeleleri olmak tiizere ii¢ temel bilesenine ihtiya¢ duymaktadir
(Beffa ve ark., 2017).
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2.2. Kok Hucreler

Kok hiicreler, cogalma yetenegi olan, kendini yenilemeyi basarabilen ve uygun
kosullar altinda 6zel hiicrelere farklilasabilen, 0zellesmemis hicrelerdir (Dulak ve
ark., 2015). Buna ek olarak kok hiicreler nakledildikleri dokular1 islevsel olarak
prolifere etme kabiliyetine sahiptir (Gronthos ve ark., 2000). Kok hiicreler birtakim
temel Ozelliklere sahiptirler (llic ve Polak 2011; Avcilar ve ark., 2018):

— Kendini Yenileme: Kok hiicrelerin sahip olduklar1 siirsiz kendini yenileme
kabiliyetleri en yiiksek seviyeye erken embriyonik donemde ulasmaktadir. Kok
hiicreler bdliinebilme yeteneklerini sonraki jenerasyonlara aktarilabilirken
farklilasma yeteneklerinde azalma meydana gelmektedir.

— Ogzellesmemis  Hiicreler: Belirli bir dokuya 06zgii fonksiyonlari
farklilagsmadiklar siirece yerine getirme yetenegine sahip degildirler.

— Farklilagabilme: Kok hiicreler kemik, kas, sinir, kan gibi birgok dokuya

farklilagabilme yetenegine sahip hiicrelerdir.

Kok hicreler farklilasma yeteneklerine ve elde edildikleri doneme gore ayri

siiflamalar kullanilarak kategorize edilmektedir (Kolios ve Moodley, 2013).

2.2.1.Diferansiyasyon Yeteneklerine Gore Kok Hucreler

2.2.1.1.Pluripotent Kok Hucreler

Pluripotent kok hiicreler tiim doku ve organlarin gelistigi; ektoderm, endoderm
ve mezoderm katmanlarindan ortaya ¢ikan biitlin viicut hiicrelerine farklilagsabilen
hicrelerdir. Ancak totipotent hiicrelerin aksine tek baglarina bir organizmay1
olusturacak potensiyele sahip degildirler. Embriyonik kok hiicreler (ESCs) olarak da
adlandirilan pluripotent kok hiicreler ilk olarak blastokistin i¢ hiicre tabakasindan

koken almaktadir (De Miguel ve ark., 2010).

2.2.1.2.Totipotent Kok Hucreler

Totipotent veya omnipotent hiicreler en farklilagmamis hiicrelerdir ve erken
gelisim evresinde bulunurlar. Ddllenmis bir yumurta hiicresi ve ilk iki bolinmeden
sonra olusan hiicreler, embriyonik ve ekstra-embriyonik dokulara farklilagarak,
embriyo ve plasenta olustururlar. Bir organizmay1 olusturabilecek giice sahip olan bu

kok hiicrelere “totipotent kok hiicreler” adi verilmektedir (Rossant, 2001).
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2.2.1.3.indiiklenmis Pluripotent Kok Huicreler

Takahashi ve Yamanaka (2006) yaptiklar1 ¢alisma ile somatik hiicrelerin
yeniden programlanarak bu hiicrelerden pluripotent kok hiicrelerin elde edilebilecegini
gostermislerdir. Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler, somatik hiicrelerin KIf-4, c-
Myc, Sox2, Oct % gibi genlerle mutasyona ugratilmasi sonucu pluripotent 0zellik
kazanmasiyla elde edilen hiicrelerdir. Buna ek olarak Takahashi ve Yamanaka’nin
(2006) calismasini takip eden siire igerisinde Yu ve arkadaslar1 (2007) Oct4, Sox2,
Nanog ve Lin28 gen kombinasyonunun da indiiklenmis pluripotent kok hicre

eldesinde kullanilabilecegini gostermislerdir.

2.2.1.4.Multipotent Kok Hucreler

Multipotent kok hicreler bircok dokuda bulunan ve tek bir germ katmanina ait
hlcrelere farklilasabilen hiicrelerdir (Kolios ve Moodley, 2013). Kemik iligi, yag
dokusu, kemik, gobek kordonu kani ve periferik kan dahil olmak tiizere g¢esitli
dokulardan elde edilebilirler (Augello ve ark., 2010). Bu hicreler, adipoz, kemik,
kikirdak ve kas dokusu gibi mezoderm kokenli dokulara farklilasabilirler (Kolios ve
Moodley, 2013).

2.2.1.5.0ligopotent Kok Hicreler

Oligopotent kok hiicreler, 6zgul bir doku iginde kendi kendini yenileyebilir ve
2 veya daha fazla farkli hiicre grubu olusturabilirler (Kolios ve Moodley, 2013).
Hematopoetik kok hicreler, hem miyeloid hem de lenfoid soylara farklilasabildikleri

i¢in oligopotent kok hiicrelerin tipik bir 6rnegidir(Kim ve ark., 2005).

2.2.1.6.Unipotent Kok Hucreler

Unipotent kok hiicreler, gelismis bir organizmada tek bir spesifik hiicre tipine
farklilagma yetenegi olan hiicrelerdir (Fortier, 2005). Ornegin kas dokusundaki
unipotent kok hiicreler yalnizca kas dokusuna farklilasma yetenegine sahiptirler
(Bentzinger ve ark., 2012). Unipotent kok hiicreler, doku rejenerasyonlarinda etkili
olabilirler fakat biyuk capta doku harabiyetinin rejenerasyonunda pluripotent kdk

hiicrelere ihtiyag duyulmaktadir (Fortier, 2005).
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2.2.2.Elde Edildikleri Doneme Goére Kok Hucreler
2.2.2.1.Embriyonik Kok Hucreler

ESCs, dollenmeden 5 ila 6 giin sonra implantasyon dncesi embriyonun bir
asamasi olan, blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen pluripotent karakterde kdk
hicrelerdir (Kolios ve Moodley, 2013). Bu hiicreler; endoderm, mezoderm ve
ektoderm dokusuna farklilasabilme yetenegine sahiptirler (Yao ve ark., 2006).
Blastokist, 2 hiicre katmanina, yani embriyoyu olusturan i¢ hiicre tabakasina ve
plasentay1 olusturacak trofoblastlar olarak adlandirilan dis hiicre tabakasina sahiptir
(Bongso A, 2006). I¢ hiicre tabakasindan koken alan hiicreler trofoblastlardan
ayrilirlar ve ¢ok spesifik kosullar altinda embriyonel kok hiicre hatlarini olusturururlar
(Bongso A, 2006). ESCs Nanog ve Oct4 gibi transkripsiyon faktorlerinin varligi ile
tanimlanmaktadir (Hambiliki ve ark., 2012). Bu faktorler, kok hcrelerin, kendini
yenileme yetenegini kaybetmeden farklilasmamis bir halde kalmasini saglarlar (Wang
ve ark., 2012). Genetik anormallikleri olmayan farklilasmamis bir halde kiiltiirlenmis
ESCs; ESCs hatti olarak dondurulup-¢ozdirilerek calismalar ve tedaviler igin
kullanilabilmektedirler (Kolios ve Moodley, 2013). Bu baglamda ESCs’ nin kultlire
edilecekleri ortam, hiicrelerin farklilasmadan kalabilmesi ag¢isindan biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Embriyonik fibroblast hiicrelerinin besi ortami ya da anti-differentiation
cytokine leukemia inhibitory factor (LIF) iceren ortamlarin kullanilmasi
Onerilmektedir (Thoma ve ark., 2012; Heydarkhan-Hagvall ve ark., 2012). ESCs’ den
bu yollarla; kemik, kan, kalp ve deri gibi birtakim hiicre tipleri laboratuvar sartlarinda
elde edilmistir (Zabierowski ve Herlyn, 2010; Hematti, 2011; Dias ve ark., 2011; Xu
ve ark., 2011). ESCs bu 6zelliklerinden dolay1 birtakim hastaliklarin tedavisi i¢in timit
verici olsa da blastokistlerin kullanilmas: ile ilgili etik problemler oldugundan bu
hiicreler yerine yetiskin kok hiicreler ayni amaglar i¢in tercih edilmektedir (Conrad ve
Huss, 2005).

2.2.2.2.Yetiskin Kok Hiicreler

Yetiskin kok hiicreler (ASCs); dogum sonrasi hemen hemen tum doku ve
organlarda mevcut olan, multipotent veya unipotent karakterde olan farklilasmamis
hicrelerdir (Dulak ve ark., 2015). ASCs kemik iligi, plesenta ve gobek kordun kanina
ek olarak bircok dokudan izole edilebilmektedir. ASCs'lerin elde edildikleri

dokulardan bazilar1 su sekilde siralanabilir:
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- Kalp

— Bobrek

— Beyin

— Deri

- GO0z

— Gastro-intestinal sistem
— Karaciger

— Pankreas

- Meme

— Ovaryum

— Prostat ve testis

— Dental dokular (Blau ve ark., 2001; Rai ve ark., 2013; Pisciotta ve ark., 2015).

ASCs dokularda bulunduklari mikrogevre igerisinde yiiksek telomeraz
aktivitesi gostermelerine ragmen, ESCs kadar yiiksek bir farklilasma potansiyeline
sahip degildirler ve buna bagl olarak progenitor hiicre olusturma kapastesileri daha
diistiktiir. ASCs, bulunduklar1 dokulardaki degisikliklerden etkilenerek prolifere
olabilirler veya dokuya 6zgii hiicre ¢esitlerine farklilasabilirler (Fuchs ve ark., 2004).

ASCs’ nin sayilart dokularda sinirhidir ve doku harabiyeti veya hastalik
sonucunda tahrip olmus hiicrelerin yerine gecerek dokuda homeostazin ve
rejenerasyonun saglanmasinda etkilidirler. Fakat ASCs’ ler, ESCs’ ye oranla kiiltiir
ortamlarinda uzun sure 6zelliklerini koruyarak prolifere olamazlar (Simsek, 2012). En
genis ASCs kaynaklart mezenkimal kok hiicreler (MSCs) ve hematopoetik kok
hiicreler (HSCs) dir (Ates, 2016).

2.2.2.2.1.Hematopoetik Kok Hucreler

Kan, oksijen tastyan kirmizi kan hiicreleri, immiinolojik beyaz kan hiicreleri ve
hemostaza aracilik eden trombositler gibi ¢esitli yap1 ve hiicreler i¢erir. HSCs, kendini
yenileyebilme ve buna ek olarak kirmizi kan hiicreleri, immiinolojik beyaz kan
hicreleri ve trombosit gibi kan hticrelerine farklilagsma kabiliyeti olan yetiskin kdk
hiicreler olarak tanimlanir (Nakajima-Takagi ve ark., 2014). Son zamanlarda en goze

carpan hematopoetik hiicre kaynagi kemik iligidir. Kemik iligindeki HSCs’nin ii¢ ¢esit
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kok hiicre toplulugunu igerdigi diistiniilmektedir (Pittenger ve ark., 1999;Dieterlen-
Liévre ve ark., 2002; Reyes ve ark., 2002; Ates, 2016).

1. Hemanjioblastlar: Hematopoetik ile endotel kok hiicrelerin énculeri

2. Mezenkimal kok htcreler: Stroma, kas hticreleri, osteoblast, kondrosit ve
adipositler gelisebilir.

3. Multipotent yetiskin progenitér hiicreler (MAPC): Ektoderm, mezoderm ve
endodermal hicrelerine farklilasabilirler. Bu hicre dizilerinin birbirine

farklilagabilme 6zelligi ile birlikte bir¢ok farkli tipte hiicre meydana gelebilir.

2.2.2.2.2.Mezenkimal Kok Hucreler

MSCs kemik iligi, yag dokusu, gobek kordonu ve plesenta gibi bir¢cok biyolojik
yapidan elde edilebilen kok hiicrelerdir (Naji ve ark. 2019). MSCs uygun uyaranlarla
osteojenik, kondrojenik ve adipojenik olmak iizere ii¢ temel hiicre c¢esidine
farklilasabilen; CD73, CD54 (ICAM-1), CD105, CD39, CD49¢ (a5- integrin) gibi
belirteclerle karakterize fibroblast benzeri multipotent hiicrelerdir (Pittenger ve ark.,
1999; Pansky ve ark., 2007). Buna ek olarak MSCs hem mezoderm kokenli olan hem
de mezoderm kokenli olmayan hiicrelere farklilasma yetenegine sahiptir (Krause ve
ark., 2001). MSCs’ lerin laboratuvar ¢alismalarinda ve hiicresel tedavi yontemlerinde
ilgi odagi haline gelmesinin baslica sebepleri su sekilde siralanabilir (Kim ve Cho,

2013):

—  In-vitro kiiltiir ortaminda kok hiicre dzelliklerini koruyarak kolaylikla prolifere
olabilirler.

— MSCs’ lerin osteoblast, kondrosit ve adiposite diferansiyasyonlarinin yaninda
kalp, karaciger, pankreas, sinir sistemi gibi bir¢cok farkli doku hiicresine de
diferansiyasyon kapasiteleri vardir.

— Hasarli dokulara goé¢ etme kabiliyetinin yani sira goc ettikleri dokularin
rejenerasyonuna ve birtakim faktorler salgilama yoluyla doku/hiicre tamirine
katki saglarlar.

— Dokularda reddedilme ihtimalinin ¢ok diisiik olmasi, revaskiilarizasyon etkisi
ile anjiyogeneze Kkatki saglamasi ve anti-enflamatuvar etki gostermeleri tedavi

amagli kullanimlarin1 daha cazip hale getirmektedir (Naji ve ark. 2019).
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2.2.3.Dental Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hucreler

Diger kok hiicre kaynaklarina oranla dental dokular, etik problemlere yol
agcmamasindan ve bu dokulardan kok hiicre elde etmenin kompleks bir yontem
gerektirmemesinden dolay1 son yillarda popiiler hale gelmistir (Yalvac ve ark., 2009;
Har ve Park 2015). Dis dokusundan elde edilen MSCs' lerin sekiz ana populasyonu
bulunmaktadir (Estrela ve ark., 2011; Hass ve ark., 2011):

— Dis pulpas1 kok hiicreleri (DPSCs)

— Diisme zamani gelmis (eksfoliye) siit disi pulpasi kok hicreleri (SHEDS)
— Apikal papilla kok hicreleri (SCAPS)

— Dental folikul progenitor hiicreleri (DFPCs)

— Periodontal ligament kok hucreleri (PDLSCs)

— Gingival mezenkimal kok hiicreler (GMSCs)

— Alveoler kemik kaynakli mezenkimal kok hiicreler (ABMSCs)

— Dis germi progenitor hiicreleri (TGPCs)

PDLSCs | | SHED | [ DPscs |

ABMSCs

Sekil 2.2.3.2: Dental doku kokenli mezenkimal kok hiicre kaynaklari

2.2.3.1.Dis Pulpas1 Kok Hiicreleri
DPSCs, mezenkimal kok hiicre yapisinda olan yliksek proliferasyon, ¢ogalma
ve farklilagsma yetenegine sahip olan multipotent 6zellikli mezenkimal kok hucrelerdir

(Gronthos ve ark., 2000). Ayrica insanda ilk olarak tanimlanan yetiskin dental kaynakli
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kok hucreler DPSCs’lerdir. Cekim endikasyonu konmus dislerden ve siklikla da yirmi
yas dislerinden veya ortodontik tedavi amaciyla ¢ekilen dislerden elde edilirler. Yirmi
yas disleri, gelisimlerini en son tamamlayan disler oldugu icin, bu gelisim siirecinin
erken donemindeki pulpadan elde edilen DPSCs’ lerin proliferasyon, ¢ogalma ve
farklilasma potansiyelleri daha yiiksektir (Graziano ve ark., 2008). DPSCs

karakterizasyonu icin;

— osteojenik farklilagmanin erken evresinde osteopontin,

— gec mineralize doku farklilasmasinda kemik sialoprotein,

— odontoblast farklilasmasinda dentin sialoprotein ve dentin matriks proteini 1,

— kalsifiye ve mineralize doku farklilasmasinda alkalen fosfataz,

— CD14, CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD105, CD166 gibi belirtecler
kullanilmaktadir (Gronthos ve ark., 2002; Hadaegh ve ark., 2014).

Bu belirleyicilere ek olarak STRO-1 ve telomeraz aktiviteleri, DPSCs' nin
farklilasma mevcudiyetini gostermektedir (Har ve Park 2015). Diislik telomeraz
aktivitesi, DPSCs' nin farklilastigin gosterir. Ote yandan, telomeraz aktivitesi yiiksek
oldugunda, DPSCs farklilagmamistir (Odorico ve ark., 2001).

DPSCs dis pulpast iginde normal sartlarda inaktif olmasina ragmen, pulpal
dokuda bir yaralanma oldugunda aktif hale gelir. Ayrica, diger dental dokulardan
tiiretilen MSCs’ ler ile benzer sekilde, DPSCs bir¢ok farklilagsma ve kendini yenileme
sureclerinden gecmektedir (Hadaegh ve ark., 2014;Har ve Park 2015). in-vitro
kosullarda DPSCs; adipositler, osteoblastlar, odontoblastlar, kondrositler, miyositler,
kardiyomiyositler, aktif noronlar, melanositler ve hepatosit benzeri hucrelere
farklilagsabilmektedir (Demarco ve ark., 2011).

2.2.3.2. Diisme Zamam Gelmis (eksfoliye) Siit Disi Pulpas1 Kok Hiicreleri

Alttan siirmekte olan daimi dis sebebiyle diigme zamani gelmis (eksfoliye) ve
cekim endikasyonu konmus siit dislerinden elde edilir. DPSCs ve kemik iliginden elde
edilen mezenkimal kok htcreler (BMMSCs) ile kiyaslandiginda daha yiiksek
proliferasyon kabiliyetinin oldugu ve daha olgunlagsmamis multipotent hiicreleri
igerdigi, fakat kompleks pulpa-dentin yapisi olusturmak i¢in DPSCs’ den daha yetersiz
oldugu bildirilmistir (Miura ve ark., 2003; Shi ve ark., 2005). SHEDs osteojenik,

kondrojenik ve adipojenik farklilagmalarinin yani sira dokularda fonksiyonel
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revaskiilarizasyonun saglanmasinda da rol oynamaktadir (Har ve Park, 2015;

Nakajima ve ark., 2018). SHEDs karakterizasyonu i¢in kullanilan belirtegler;

— CD14, CD34, CD44, CD45, CD73, CD90, CD105, CD166,

— embriyonik kok hiicre belirtecleri olan Oct4 ile Nanog,

— noral kok hicre belirteci olan nestin,

— evreye 0Ozgl embriyonik belirtecler olan SSEA- ve SSEA-4 seklinde
siralanabilir (Har ve Park, 2015).

2.2.3.3. Apikal Papilla Kok Hucreleri

Apikal papilla, kok gelisimi gelisimi devam eden dislerde bulunur. Dental
papilla dis olusumuna katkida bulunur ve SCAPS, olgunlasmamis daimi dislerin
apikal papillasindan izole edilen mezenkimal kok hiicre benzeri hicrelerdir
(Sonoyama ve ark., 2006). DPSCs ve SHEDs gibi SCAPs; STRO-1 ve CD146
belirtecleri igin pozititken CD34 ve CDA45 belirtegleri icinse negatiftir (Zhai ve ark.,
2018). SCAPs klonal hiicre populasyonu, apikal papilla dokusunu sindirmek ve tek bir
hiicre siispansiyonu hazirlamak i¢in tip I kollajenaz ve notr proteaz kullanilarak
kalturleme yoluyla elde edilebilir (Zhai ve ark, 2018). Hucreler, odontoblast benzeri
hlcrelere, adiposit hiicrelerine ve néron benzeri hiicrelere doniistliriilmek iizere in-
vitro olarak indiiklenebilir (Zhai ve ark., 2018). Ayrica, SCAPs DPSCs’ lere oranla
daha yiiksek proliferatif kapasite ve mineralizasyon potansiyeline sahip oldugundan,
doku rejenerasyonu i¢in daha uygun oldugu diisiinulmektedir (Bakopoulou ve ark.,
2011). SCAPs, kok dentini yapimi devam ederken primer odontoblastlarin kaynagi
olarak gorilmektedir. Buna karsin DPSCs ise, reperatif dentinin olusturulmasi igin
ihtiya¢ duyulan odontoblastlarin kaynagidir. PDLSCs'ler ile kiyaslandiginda, SCAPs
3. pasajda PDLSCs’ye oranla daha yiksek bir proliferasyon kapasitesine sahipir (Han
ve ark., 2010). In vivo olarak, SCAPs’ lerin dentin-pulpa benzeri kompleksler ve
kemik benzeri doku Uretebildikleri gosterilmistir (Bakopoulou ve ark., 2011). Buna ek
olarak, yapilan bir hayvan ¢alismasinin sonuglari; SCAPs ile PDLSCs’ lerin birlikte
kullanimimin in-vivo olarak kokte meydana gelen defekti rejenere ederek kok-
periodontal ligament kompleksi olusturabilecegini gostermistir (Sonoyama ve ark.,
2006).
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2.2.3.4. Dental Folikul Progenitor Hucreleri

Dis folikiilii ekto-mezenkimden tiireyen gevsek bir bag dokusu kapsiiliidiir ve
gelismekte olan dis germini ¢evreler. Dis folikiilii periodontal ligament hiicrelerine ve
osteoblastlara farklilagabilen progenitor hiicreleri icermektedir (Luan ve ark., 2006).
DFPCs genel olarak iigiincii molar dislerin keselerinden elde edilen hiicrelerdir. Plastik
ylzeylere tutunabilmeleri, DPSCs' lerin kiiltiirleme sirasinda insan dental
folikiillerinden izole edilmesini kolaylastirmaktadir (Morsczeck ve ark., 2005).
DFPCs'lerin karakterizasyonu igin Stro-1, CD105 ve CD90 ile Nestin ve Notch-1 gibi
diger mezenkimal kok hiicrelerin belirtegleri kullanilmaktadir. Ayrica, DFPCs' ler,
BMMSCs' lere ve PDLSC'lere benzer multipotensi sergiler (Zhai ve ark., 2018).
DFPCs, heterojenliginden dolayr periodontal ligament (PDL) hicrelerine,
osteoblastlara ve sementoblastlara farklilasabilir. Yapilan bir ¢alismada farelere
transplante edilen DFPCs'lerin kollajen salgilayan PDL fibroblastlarina farklilasarak,
sement/PDL benzeri doku iiretmek igin bitisik kemik ve sementum yilizeyindeKki
fiberlerle etkilesime girdigi gosterilmistir (Handa ve ark., 2002). Ek olarak,
DFPCs'lerin 15 pasajdan sonra bile morfolojik, proliferatif, immin ve mineralizasyon
Ozellikleri devam etmektedir (Chalisserry ve ark., 2017). Bu 6zellikleri de, DFPCs’
leri rejeneratif tedavilerde kullanimlart i¢in daha cazip hale getirmektedir (Guo ve ark.,
2012).

2.2.3.5.Periodontal Ligament Kok Hucreleri

Periodontal ligament, disler ile alveolar fossanin i¢ duvari arasinda yer alir ve
fibroz bag dokusu ile gevrilidir. Coklu hiicre tiplerinin varlig1, periodontal ligamentin,
homeostazin muhafaza edilmesinden ve periodontal doku olusturulmasindan sorumlu
olan kok hiicreleri igerdigini gosterir (Zhai ve ark., 2018). PDLSCs ilk olarak 2004
yilinda mezenkimal kok hiicre ile iligkili belirtegler kullanarak kesfedilmistir (Seo ve
ark., 2004). PDLSC'ler, in-vitro olarak osteoblast benzeri hiicreler, adipositler ve
kollajen olusturan hiicrelere farklilasabilirler (Chamila Prageeth Pandula ve ark.,
2014). Bu hucreler, mezenkimal kok hicre belirtecleri STRO-1 ve CD146 / MUC18'i
ile embriyonik kok hiicre belirteglerini eksprese eder (Chamila Prageeth Pandula ve
ark., 2014). Buna ek olarak, PDLSCs’ ler artmis seviyelerde tendon-spesifik
transkripsiyon faktorleri eksprese ederler ve bu durum PDLSCs' lerin benzersiz

postnatal mezenkimal kok hiicre populasyonuna ait oldugunu ifade etmektedir. Ayrica,
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PDLSC'lerin immiin sistemi baskilanmig farelere transplantasyonunun, yogun Tip I-
kolajen doku igeren sement/PDL dokusu olusturdugu goriilmiistiir (Seo ve ark., 2004).
Bu kolajen-pozitif dokular, sharpey liflerinin fizyolojik baglanimini taklit ettiginden,
PDLSC'ler osteoblast benzeri hiicreleri, sement/PDL dokusu ve sharpey liflerinin
olusumunu indukleyebilirler (Ding ve ark., 2010). Mandibular molar dislerin
periodontal alaninda cerrahi islemler sirasinda olusturulan defektlerin tamirinde
PDLSCs’ ler kemotaksis yoluyla periodontal ligament bosluguna go¢ ederek bu
defektlerin rejenerasyonunda rol oynamaktadir. Bu durum PDLSC'lerin periodontal
doku rejenerasyonunda kullanilabileceginin bir kanit1 olarak gortilmektedir (Park ve
ark., 2012). PDLSCs' ler sadece kok yiizeyinde degil, ayn1 zamanda alveoler kemik
yiizeyinde de farklilagsma ve ¢ogalma yetenegine sahiptir (Wang ve ark., 2011).

2.2.3.6.Gingival Mezenkimal Kok Hucreler

Gingival doku, kimyasallar ve bakteriler gibi farkli uyaranlara kars1 bir engel
olarak hareket ederek 6nemli bir rol oynar ve skar olusumu yerine yaralanmadan sonra
MSCs' lerin diseti dokularinda bulundugunu diisiindiiren essiz bir iyilesme siireci
sergiler (Hakkinen ve ark., 2000). Ilk olarak Zhang ve arkadaslar1 (2009) diseti
dokularinda kok hiicre dogasini gosteren bir progenitoér/stromal hicre populasyonu
izole etmislerdir. GMSCs’ lerin karakterizasyonu icin CD yiizey antijenleri ile birlikte
Oct-4, Sox-2, Nanog, Nestin, SSEA-4 ve Stro-1 gibi belirleyiciler kullanilmaktadir
(Tang ve ark., 2011; Wang ve ark., 2011). GMSC'ler, bittin kok hdcrelerin temel
ozelliklerinden olan kendi kendini yenileme ve c¢ok degiskenli farklilasma
ozelliklerine ek olarak, benzersiz immiinomodulatér fonksiyonlara sahiptir (Zhang ve
ark., 2009). GMSCs’ler uzun sureli kilturlerde stabil fenotip ve telomeraz aktivitesi
gosterirler ve timorojenik degildirler (Tomar ve ark., 2010). GMSCs'ler, in-vitro
olarak mineral, yag ve kikirdak benzeri matris olusturma kapasitesiyle ¢ok yonlii
farklilagsma potansiyeline sahiptirler (Chalisserry ve ark., 2017). GMSC'ler, mitojen
stimiilasyonuna yanit olarak T hiicresi proliferasyonu iizerinde giiclii bir inhibitor etki
saglama yetenegine sahiptir. GMSC'ler kismen interferon indukleyicisinin (IFF- vy)
araciligiyla anti-enflamatuvar etkilerini gosterir (Zhang ve ark.,2009). GMSC'lerin,
klinik olarak rezeke edilmis dis eti dokularindan bir yan iiriin olarak elde edilmeleri
diger dental kaynakli MSCs' lere oranla daha kolay oldugundan; bu o6zellikleri
GMSCs’ leri daha gekici alternatifler haline getirmektedir (Zhang ve ark., 2009).
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2.2.3.7.Alveoler Kemik Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

ABMSCs basarili izolasyonu ve kiiltiirii ilk olarak Matsubara ve arkadaglar
(2005) tarafindan gerceklestirilmistir. Izole edilmis hiicreler, plastisite ve koloni
olusturma 6zelliklerinin yani sira ig seklinde fibroblast benzeri morfolojiye sahiptirler
(Matsubara ve ark., 2005). ABMSCs, CD73, CD90, CD105 ve STRO-1 yuzey
belirleyicilerini eksprese ederken, hematopoetik belirleyiciler olan CD14, CD34 ve
CD45 eksprese etmezler (Park ve ark., 2012;Mason ve ark., 2014). ABMSCs yiiksek
alkalin fosfataz (ALP) ekspresyonu ile osteoblastik farklililasmaya ugrayabilirler
(Matsubara ve ark., 2005). Buna ek olarak diger kok hiicre populasyonlarina benzer
sekilde kondrojenik ve adipojenik farklilasma potansiyelleri vardir (Pekovits ve ark.,
2013).

2.2.3.7. Dis Germi Progenitor Hiicreleri

TGPCs, c¢an doneminde tgilincii molar dis germinin dis mezenkiminde
tamimlanan bir kok hiicre populasyonudur (lkeda ve ark., 2008). TGPCs
populasyonlari, igsi sekildeki morfolojilerini ve yiiksek cogalma oranlarini koruyarak,
yaklasik 60 pasaja kadar genisletilebilir ve muhafaza edilebilirler (Chalisserry ve ark.,
2017). TGPCs’ lerin karakterizasyonu i¢in, MSCs iliskili belirleyiciler olan STRO-1,
CD' ler ve mezenkimal fenotip gosteren pluripotansifiliskili genler (nanog, okt4, sox2,
kif4 ve ¢ myc) kullanilir (Guven ve ark., 2013). Ayrica TGPCs, adipositler,
osteoblastlar/odontoblastlar, kondrositler ve néronlara farklilasma kabiliyeti de dahil
olmak tizere, diger dental MSCs' lere benzer sekilde bir¢ok doku hiicresine farklilagsma

kapasitesine sahiptirler (Chalisserry ve ark., 2017).

2.3.Rejeneratif Endodontik Tedavilerde Uygulanan Klinik Prosedirler

RET'in  klinik  protokoli, yayinlanan ¢alismalar goz  Oniinde
bulunduruldugunda 6nemli Olclide farkliliklar gostermektedir ve bu farkli tedavi
protokolleri farkli sonucglara neden olabilmektedir (Kontakiotis ve ark. 2015). Bu
nedenle literatiirde RET'lerin sonucunu degerlendirmek imkansiz hale gelmektedir.
Intrakanal kan pihtisinin varh@ veya yoklugu ile RET'te kullanilan irrigasyon
soliisyonlariin konsantrasyonlar1 ve intrakanal ilag tiirlinden bagimsiz olarak, farkli
tedavi protokollerinin kanal duvarlarinin kalinlagsmasimi ve kok gelisiminin devam
etmesi konusunda kesin bir basar1 saglamamasina ragmen klinik semptomlarin ve

apikal periodontitisin ortadan kaldirilmasini saglayabilmistir (Diogenes ve ark., 2013).
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AAE, klinisyenlerin nekrotik pulpa ve apikal periodontitis gozlenen olgunlagmamis
daimi disleri tedavi etmelerine rehber olabilmek amaciyla “Rejeneratif Prosediir i¢in
Klinik Protokol” yayinlamistir. Bununla birlikte, AAE ayrica bu hususlarin olas1 bir
bilgi kaynagi olarak goriilmesi ve bu alanin hizli gelisen dogas1 goz oniine alindiginda;
klinisyenlerin, baska yerlerde de erisilebilir kaynaklar oldugunda yeni bulgularin aktif
olarak gozden gecirmesi gerektigini vurgulamaktadir (https://www.aae.org, Erisim
tarihi: 25.09.2018). Artan kok kanali duvar1 kalinligr ve / veya artan kok uzunlugu,
AAE tarafindan istenen bir RET sonucu olarak gosterilse de; avrupa endodondistler
birligi, kok kalinliginin ve uzunlugunun artmasinin bir dizi basar kriterinden yalnizca
biri olarak kabul etmektedir (Galler ve ark., 2016). RET icin hem klinik hem de
arastirma perspektifinden standart bir klinik protokol ve kesin sonug¢ kriterleri

gerekmektedir (Galler ve ark., 2016).

Rejeneratif endodontik tedavilerle pulpasi nekroze olan immatiir daimi diglerin
kok kanalmin  dezenfeksiyonunun saglanmast ve apikalden kanamanin
indiiklenmesiyle; apikal lezyonlarin iyilestirilmesinin yani1 sira kdk gelisiminin devam
etmesi ve pulpa benzeri doku sayesinde dise canliliginin geri kazandirilmasi
amaglanmaktadir (Diogenes ve ark., 2013). Rejeneratif endodontinin dogusundan
gunumiize kadar gelen siire¢ icerisinde yapilan vaka raporu calismalarinin biiyiik
cogunlugunda kok gelisiminin devam ettigi ve apikaldeki lezyonun geriledigi
bildirilmistir (Fang ve ark., 2018). Rejeneratif endodontik uygulamalarda basarili

sonuclarin alinabilmesi;

— kok kanal sisteminin dezenfeksiyonu,
— pulpa benzeri dokunun olusabilmesi i¢in apikal kanamanin indiiklenmesiyle
kok hiicrelerin prolifere olmasini saglayacak olan yapi iskelesinin

olusturulmasi,
gibi faktorlere baglhidir (Banchs ve Trope, 2004).

2.3.1. Kok Kanal Sisteminin Dezenfeksiyonu

Klinisyenler genellikle RET'lerde enfekte olmus kok kanallarindan mekanik
yontemlerle debrislerin uzaklastirilmasina karsi1 ¢ikmaktadir. Bu prosediirlerde,
geleneksel endodontik tedaviye benzer sekilde, mikrobiyal kontrol ¢ok Gnemlidir.

Asirt hassas ve az gelismis kok duvarlart olan disler, mekanik enstrimantasyon igin
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bir kontrendikasyon olusturur. Bunun sonucu olarak, kimyasal debridman RET'lerde
dezenfeksiyonun ana sekli olmaya devam etmektedir (Diogenes ve ark., 2014). Bu

amagcla kullanilan irrigasyon soliisyonlari;

— Genis bir antimikrobiyal spektruma ve yliksek etkinlige sahip olmali,

— Proteinleri ve nekrotik dokuyu ¢ozebilmeli,

— Aletlerle erisilemeyen alanlara ulasmak igin diisiik ylizey gerilimine sahip
olmal1 (dentin tubdlleri),

— Rezidiiel bakteriler, tedavi sonrasi hastaligin tekrarlama nedenlerinden biri
olabileceginden, kullanilan irrigasyon soliisyonu uzun siireli antibakteriyel etki
sunmali,

— Kok kanallarindan debrisleri uzaklastirabilmeli,

— Antijenik, toksik ve kanserojen olmamalidir (Kandaswamy ve Venkateshbabu,
2010; Vianna ve ark., 2006).

Bu amagla RET’lerde NaOCIl, CHX ve EDTA gibi irrigasyon soliisyonlari
kullanilmaktadir (https://www.aae.org, Erisim tarihi: 25.09.2018).

2.3.1.1.Sodyum Hipoklorit

NaOCIl, RET'ler dahil olmak (zere endodontik prosedirlerde kimyasal
debridman i¢in en yaygin kullanilan irrigasyon solusyonudur (Diogenes ve ark., 2013).
Dis hekimligi klinik uygulamalarinda %0.5 1ile %6 arasinda degisen
konsantrasyonlarda kullanilmaktadir (Williamson ve ark., 2009). Mikemmel
antibakteriyel etki, doku ¢c6zme kapasitesi ve endodontik aletler icin etkili lubrikasyon
gibi istenen 6zelliklere sahiptir (Vianna ve ark., 2006). Antibakteriyel etki ve doku
cozme Kkapasitesi, tipik olarak asgari veya hic mekanik preparasyon icermeyen,
RET'lerde immatiir dislerin dezenfeksiyonu i¢in gok 6nemlidir (Vianna ve ark., 2006).
NaOCI’nin yapisindaki klorin (giiclii bir oksidan), temel bakteriyel enzimlerin siilfidril
(SH) gruplarinin geri doniisiimsiiz oksidasyonuna yol agarak bu bakteriyel enzimleri
inhibe eder ve antimikrobiyal etki gosterir. NaOCI, su ve tuz olusturan amino asitleri
notralize eder ve bu reaksiyon nétralizasyon reaksiyonu olarak adlandirilir. Hidroksil
iyonlarinin ¢ikisi ile pH'da bir azalma meydana gelmektedir (Heling ve ark., 2001).
Hipokloroz asit, NaOCl ¢ozeltisinde bulunan bir bilesik olup; organik doku ile temas

ettiginde bir ¢oziicii olarak hareket eder ve protein amino grubuyla kombine edilen
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kloru serbest birakarak hiicre metabolizmasina miidahale eden kloraminleri olusturur.
Hipoklordz asit (HOCI) ve hipoklorit iyonlart (OCI), amino asit gruplarinin
komponentlerine ayrilmasina ve hidrolize yol agar. NaOCl’'nin yiiksek pH'sina
(hidroksil iyonlar etkisi) dayanan antimikrobiyal etkinligi, kalsiyum hidroksitin etki
mekanizmasi ile benzerlik gostermektedir (Estrela ve ark., 2002). Yiiksek pH'l1
NaOCI; sitoplazmik membran biitiinliigiinde geri doniisiimsiiz bir enzimatik
inhibisyon, hilicre metabolizmasinda biyosentetik degisiklikler ve lipidin
peroksidasyonunda goézlenen fosfolipidlerin komponentlerine ayrilmasina onciilik
etmektedir (Radcliffe ve ark., 2004). Kloraminleri olusturan amino asitin
kloraminasyonu, hiicresel metabolizmaya miidahale ederek birtakim reaksiyonlara
sebep olur. Bu reaksiyonlardan biri olan oksidasyon, hidrojeni klor ile degistirerek geri
doniistimsiiz bakteriyel enzimatik inhibisyonu tesvik eder (Radcliffe ve ark., 2004).
Bu enzim inaktivasyonu, klorun amino gruplari ile reaksiyonu ve bakterinin sulfidril
enzim gruplariin (sistein) geri doniisiimsiiz oksidasyonu iginde goézlemlenebilir
(Mohammadi, 2008). Bu nedenle, NaOCI, hidroksil iyonlar1 ve kloraminasyon
iceriginden kaynaklanan geri doniisiimsiiz inaktivasyonu destekleyen bakteriyel
esansiyel enzimatik bolgeler Gzerine etki ederek antimikrobiyal aktivite gosterir.
Sodyum hipoklorit lipitleri parcaladiginda; yagl asitleri, sabun ve gliserol ile
sonuglanan, organik dokunun ¢6ziinmesi olarak da adlandirilan sabunlastirma
reaksiyonuna sebep olur (Mohammadi, 2008). Bu antibakteriyel etkinin kok
kanallarinda goriilebilmesi i¢in %1, %2.5 ve %5 gibi ¢ok ¢esitli konsantrasyonlarda
NaOCl soliisyonlar1 kullanilmaktadir. Bu konsantrasyonlarla ilgili yapilan ¢aligmalar
ise her ili¢ konsantrasyonda da NaOCl’in istenen diizeyde antibakteriyel etkinlik

gosterdiginin kanit1 niteligindedir (Siqueira ve ark., 2000).

2.3.1.2.Klorheksidin

CHX, 1940'larin sonlarinda Birlesik Krallik'ta gelistirilmistir ve kok kanal
dezenfeksiyonu ile endodontik enstriimantasyon sirasinda NaOCl'nin yerini alacak
umut verici bir irrigasyon ajani olarak Onerilmistir (Davies ve ark., 1954). CHX
antibakteriyel 6zellikleri sebebiyle, farkli agiz hastaliklarinda yardimei bir tedavi ajant
olarak kullanilmaktadir. CHX ayrica miikemmel antiseptik 6zelliklere sahiptir ve
periodontal hastaligi olan bireylerde dental biyofilmin kimyasal kontroliinde

kullanilmaktadir. CHX' in bir endodontik irrigant olarak ana kisitlamasi, pulpa
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dokusunu ¢zememesidir (Okino ve ark., 2004; Rogas ve Siqueira, 2011). CHX’ in bu
olumsuz &zelligine ragmen, CHX ile irrige edilen dentin, antibakteriyel olarak daha
kararli bir yap1 kazanir. CHX tarafindan salinan pozitif yiiklii iyonlarin emilimi, dentin
yuzeyinde bakteriyel kolonizasyonu 6nler ve bu etki CHX uygulamasindan sonra da
devam eder (Athanassiadis ve ark., 2007). CHX, lipopolisakkaritler ve fosfolipitler ile
bakterinin hiicre zarinda etkilesime giren hidrofobik ve lipofilik bir molekildiir
(Gomes ve ark., 2001). CHX'in yararli etkileri, pozitif yiikiiniin bakteri hiicre duvarlari
tizerinde negatif yiiklii fosfat ile etkilesimi ve bakteri hiicrelerinin ozmotik dengesini
degistirme kabiliyetine baglidir. Bu durum hiicre duvar1 gegirgenligini artirir ve
CHX'in hicrelere girmesine izin verir. Yiiksek konsantrasyonlarda (>2%), CHX
sitoplazmik igeriklerin ¢okelmesine neden oldugu i¢in bir bakterisittir; daha diisiik bir
konsantrasyonda (% 0.2) ise fosfor ve potasyumun hiicre yapilarindan sizmasina neden
olarak bakteriyostatik etki gosterir (Athanassiadis ve ark., 2007). NaOCI’ ye ek olarak
CHX, PDL ve gingival fibroblastlar1 olumsuz etkileyen baska bir endodontik
irrigantdir (Chang ve ark., 2001; Tsourounakis ve ark., 2013). CHX'e bagl anafilaktik
reaksiyon olasilig1 dikkat edilmesi gereken énemli komplikasyonlardan bir tanesidir
(Torricelli ve Withrich, 1996). Buna ek olarak ciltte, CHX’ e maruz kaldiktan sonra
Quincke 6demi ve trtiker gibi akut alerjik reaksiyonlar goriildiigii bildirilmistir

(Snellman ve Rantanen, 1999).

2.3.1.3.EDTA

EDTA, son irrigant olarak NaOCl'den sonra genellikle jel ve soliisyon gibi
cesitli formlarda ve iki ve ti¢ degerlikli metal iyonlarinin baglarini ayirmak i¢in yaygin
olarak kullanilan bir selasyon amino asitidir (Haapasalo ve ark., 2014). EDTA dort
karboksilat ve iki amin grubu ile metallere baglanir ve 6zellikle manganez (Mn), bakir
(Cu), demir (Fe), kalsiyum (Ca) ve kobalt (Co) ile giiclii kompleksler olusturur. EDTA
normal sartlarda, bir poli aminokarboksilik asit olup; renksiz, suda ¢6ziiniir bir katidir.
Dis hekimligi uygulamalarinda kullaniimasinin asil nedeni ise, Ca*? ve Fe* gibi metal
iyonlarmin ayrigsmasini saglayan bir alt1 digli ligand ve selasyon ajanit olmasidir
(Mortazavi ve ark., 2012). Dentinde bulunan Ca*? iyonlarmi1 da selasyon yoluyla
ortadan kaldirarak demineralizasyona neden olur ve sonug¢ olarak kok kanallarinin
dentin gecirgenligini arttirir (Serper ve Calt, 2002). EDTA, %5 ile %17 arasinda

degisen konsantrasyonlarda ve diger irrigantlarla birlikte kullanilir (Haapasalo ve ark.,
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2014). Selasyon ajanlarinin etkinligi genellikle; kok kanal uzunlugu, malzemenin
penetrasyon derinligi, dentin sertligi, uygulama siiresi, pH ve konsantrasyon gibi
bircok faktdre baghdir (Serper ve Calt, 2002). Smear tabakasinin ¢ikarilmasi igin
oOnerilen sure yaklasik iki dakikadir, ancak kalin tabakalar veya rejeneratif endodontik
uygulamalar (kanal bagina 5 dakika) daha uzun irrigasyon siireleri gerektirebilir
(Halsmann ve ark., 2003). Smear tabakasi; nekrotik ve enfekte olmus kok kanalinin
enstriimentasyonu sirasinda mikroplart ve mikrobiyal antijenleri icerdigi i¢in kok
kanallarindan uzaklastirilmalidir (Haapasalo ve ark., 2014). EDTA’ nin dentin ile 5 dk
temas1 sonucunda ise, 20-30 um derinlikle sinirli olacak sekilde dekalsifiyona sebep
olabildigi bildirilmistir (Mohammadi ve ark., 2013). EDTA sadece dentin ve smear
tabakasinin (hidroksiapatit) inorganik kismini etkiler ve smear tabakasinin tamamen
uzaklastirilmasi, yalnizca NaOCI ile birlikte son irrigant olarak EDTA’ nimn

kullanilmasiyla elde edilebilir (Haapasalo ve ark., 2012).

2.3.2.K6k Kanal Sisteminin Dezenfeksiyonuyla Ilgili Alternatif Yaklagimlar
Pulpal periapikal lezyonlarin patogenezinde mikroorganizmalarin énemli rol
oynadigr kanitlanmigtir (Mohammadi ve ark.,, 2017). Enfekte kanaldaki
mikroorganizmalarin miktarindaki azalma, c¢esitli enstriimantasyon teknikleri,
irrigasyon soliisyonlar1 ve intrakanal antimikrobiyal ilaclarin kullantminmi gerektirir
(Mohammadi ve ark., 2017). Kanalin mekanik olarak hazirlanmasi, dzellikle kompleks
anatomisi olan olgularda ve 0zellikle endodontik rejeneratif uygulamalarda, bakterisiz
bir kanali indiikleyemez (Peters ve ark., 2001). Tersine, ex vivo ve klinik dokimanlar
kanalin mekanik olarak hazirlanmasinin kanal duvarlarin1 dayaniksiz hale getirdigini
ve bu mekanik prosediirle bakterilerin tamamen uzaklastirllmasinin tek basina

miimkiin olmadigin1 géstermistir (Peters ve ark., 2001).

Bu nedenle, mikroorganizmalar1 6ldiirmek ve artik dokular1 ¢ikarmak igin
dezenfeksiyon/irrigasyon zorunludur (Mohammadi ve ark., 2017). Kanal ici
dezenfeksiyon icin dental lazer sistemleri ve ozonlanmis su gibi geleneksel
uygulamalara oranla daha doku dostu sistemler alternatif olarak onerilmektedir
(Estrela ve ark., 2007; Bahrololoomi ve ark., 2017).
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2.3.2.1.0zon

1839'da, Christian F. Schonbein, ilk olarak bir elektrik kokusu ile keskin bir
gazin ortaya ¢iktigini fark etti. Daha sonra, 1857'de Wener Von Siemens bir ozon
jeneratorii tasarladi. Oksijen/ozon tedavisi, insanlar lizerinde uzun bir aragtirma
gecmisi ile klinik ve terapétik uygulamalarda kullanilmaktadir. Ilk tibbi uygulama ise
1870'de Lender’ in test tiiplerinde kani saflastirmaya baslamistir. Bu uygulamadan
sonra ise Avrupa ve Amerika'da ozonun kullanildigi tibbi uygulamalar
yaygmlasmustir. Fisch, 1930'da Isvicre'de dis hekimliginde diizenli olarak ozon
kullandi1 (Sanini, 2011).

Ozon (03), U¢ oksijen atomu ve 47.98 g/mol molekiil agirlig1 olan {i¢ atomlu
bir molekiildiir. Termodinamik olarak, bu molekiil, belirli sicaklik ve basing
kosullarinda kisa bir yar1 dmiir ile saf oksijene ayrisan oldukc¢a kararsiz bir bilesiktir
(Bocci, 2006). Ozon, yogunluk olarak oksijenden 1.6 kat daha yogun ve buna ek olarak
suda oksijenden 10 kat daha fazla ¢ozlnlr (570 mg/L). Ozon radikal bir molekil
olmamasina ragmen, florin ve siilfattan sonra en giiclii {i¢iincii oksitleyicidir (Bocci,
2006). Ozon dogal olarak molekiiler oksijenin (O2) aktif oksijen atomlarina foto-
ayrisma yoluyla ayrilmasiyla iiretilir ve daha sonra oksijen molekiilleri ile reaksiyona
girer. Bu gegici radikal anyon hizla protonlanir, hidrojen trioksit (HO3) Uretir ve bu da
daha gicli bir oksidan olan hidroksil radikaline (OH") ayrisir (Mohammadi ve ark.,
2013).

Klinik ortamda, bir oksijen/ozon jeneratori oksijeni elektriksel desarj alaniyla
yildinm stimile ederek ozona donistiriir. Ozon gazi ise yuksek oksidasyon
potansiyeline sahiptir ve bu 6zelliginden dolay1 bakterilere, virlislere, mantarlara ve
protozoalara karsi antimikrobiyal ajan olarak kullanildiginda sodyum hipokloritin
antibakteriyel etkinliginin ana bileseni klorinden 1,5 kat daha etkilidir ve ayn1 zamanda
Ozellikle rejeneratif endodontik uygulamalarda pulpa benzeri doku rejenerasyonun
saglanabilmesi ig¢in Onemli olan kan akisinin ve immin sistemi de uyarabilme

kabiliyetine sahiptir (Mohammadi ve ark., 2013).
Ozon, asagidaki formlarda oral dokulara uygulanmaktadir:

— Ozonlanmis su,

— Ozonlanmis zeytinyagi,
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— Oksijen/ozon gazi.

Ozonlanmig su ve zeytinyagi uygulandiklar1 tedavilerde, oksijen / ozon
yakalama ve birakma kapasitesine sahip olan ideal bir dagitim sistemi olarak gdrev
almaktadir. Bu uygulama sekilleri, bireysel olarak veya dental hastalig1 tedavi etmek

i¢cin kombinasyon seklinde kullanilir (Seidler ve ark., 2008).
Ozonlanmis Su

Ozonlanmis su bakteri, mantar, protozoa ve virlislere karsi gilicli bir
antimikrobiyal madde olarak bilinir (Kim ve ark., 1999). Ozonun sulu fazdaki
avantajlari; etki giicii, kullanim kolayligi, mutajenik olmamasi, hizli antimikrobiyal
etki gostermesi ve tip ile dis hekimliginde kullanilan aletler igin dezenfeksiyon
¢ozeltisi olarak kullanilmaya uygun olmasidir (Nagayoshi ve ark., 2004). Buna ek
olarak ozonlanmig su, gram pozitif ve negatif oral mikroorganizmalar ve Candida
Albicans’in yasayabilirligini azaltarak oral enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasinda
kullanilmaktadir (Restaino ve ark., 1995). Yapilan ¢alismalar ozonlanmis suyun biitiin
bu antibakteriyel ozelliklerine ek olarak doku iyilesmesinde etkili oldugunu ve

hiicreler tizerinde proliferatif etki yarattigini1 gostermektedir (Huth ve ark., 2006).
Tipta Ozon Uygulamalari

Ozon gaz formunda uygulandiginda, alerjik solunum yolu hastaliklar1 olan
hastalarda hem akciger fonksiyonunu olumsuz yonde etkilemekte hem de
enflamatuvar hava yolu yanitlarinda artisa sebep olmaktadir (Holz ve ark., 2002). Gaz
formunda Os'iin giivenli kullanimi i¢in 6zel uygulama teknikleri gelistirilmistir. Bagka
bir deyisle, gaz ozonunun tasinmasinda ve yoOnetilmesindeki zorluk nedeniyle,
etkinligini arttirmak i¢in baz1 yontemler ve cihazlar tanitilmigtir (Mohammadi ve ark.,
2013). Ornegin, derideki yaralarin tedavisi gibi lokal uygulamalarda, pratik ve
kullanigh bir yontem olarak transkiitandz O3z gazi uygulamasi onerilmektedir; kapali
bir sistem sayesinde diisiik (subatmosferik) basingta, ortam havasina ozon kagisi
olmadan uygulama saglanmaktadir (Elvis ve Ekta, 2011). Ozonlanmis su Ozellikle
dental uygulamalarda, bir sprey olarak veya sikistirilmis formda uygulanir
(Mohammadi ve ark., 2013). Ozon, esas olarak bagirsak hastaliklarinin tedavisinde

kullanilan ve sistemik olarak uygulanan rektal insiiflasyonun disinda, oto-hemoterapi
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gibi sistemik bir tedavi segenegi olarak da kabul gormektedir. Bu sekilde hiicre
metabolizmasin1 aktive ederek iyilesmeyi hizlandirir. Ayrica ozon, lokomotor
sistemdeki agrilarin tedavisinde kas ici veya eklem icine enjeksiyonlar seklinde

destekleyici olarak uygulanmaktadir (Bocci, 2006).
Dis Hekimliginde Ozon Uygulamalar:

Ozon, dis hekimliginde gaz veya sivi formda uygulanan g¢esitli tedavi
yontemlerinde tedaviye yardimei olarak kullanilmaktadir. Ozon bu sekilde, geleneksel
tedavilere ek olarak kullanildiginda biiyiik avantajlar saglamaktadir (Virtej ve ark.,
2007). Ozonun karyojenik bakterilere karsi ciddi bir antibakteriyel etkisi vardir ve bu
da ¢iiriik olusumuna sebep olan asidojenik bakterilerin yok edilmesine neden olur
(Das, 2011). Ozon, ¢iiriikk olusumu sirasinda asidojenik bakteriler tarafindan tiretilen
pirtivik asiti, remineralizasyonu destekleyen asetik aside dekarboksilatlayabilir (Das,
2011). Yiiksek ¢iirtik riski olan hastalarda ozon ile yapilan tedavi, ¢giirtik ilerlemesini
onemli Olcude azalttigindan koruyucu dis hekimligi klinik uygulamalarinda yerini
almigtir (Zaura ve ark., 2007). Kavitasyon gostermeyen ciiriik lezyonlari, kavitasyonlu
ciiriik lezyonlarindan daha fazla remineralize olma kapasitesine sahiptir (Zaura ve ark.,
2007). Caligmalar, ozon uygulamasinin, kavitasyon gostermeyen ciiriik lezyonlarini
klinik olarak tersine ¢evirebilecegini gostermistir (Holmes ve ark., 2003; Baysan ve
ark., 2004). Buna ek olarak, ozon tedavisinin, noninvaziv olmasinin, geleneksel dis
hekimligine kiyasla hastada anksiyete durumunu tetiklemedigi de belirtilmektedir
(Dahnhardt ve ark., 2006).

Yapilan ¢alismalarda ozonlanmis suyun insan oral epitel hiicreleri, gingival
fibroblast hicreleri ve periodontal hicreler (zerinde yuksek biyo-uyumluluk
kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir (Ebensberger ve ark., 2002; Huth ve ark.,
2006). Ozonun agiz boslugunda epitelyal yara iyilesmesi tizerindeki etkisi Filippi
(1997) tarafindan gozlenmistir. A§1z mukozasindaki iyilesme hizini arttirmak igin
giinliik olarak ozonlanmig suyun kullanilabilecegi bildirilmistir. Bu etki, post-operatif
ikinci gunde dahi goriilebilmektedir. Ayrica yapilan bu ¢aligmanin sonuglart ozon
tedavisi uygulanan hastalarin, kontrol grubuna kiyasla, daha hizli ve sistemik ilag¢
ithtiyact olmaksizin oral lezyonlarinin iyilestigini desteklemektedir (Flippi, 1997). Dis

cekildikten sonra ozon uygulamasi ¢ekim sonrasi goézlenen komplikasyonlari
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azaltmaktadir (Sivalingam ve ark., 2016). Peri-implantitisin 6nlenmesi igin yeterli ve
diizenli bir plak kontrol rejimi saglanmalidir. Ozon, gii¢lii antimikrobiyal 6zelligi
sayesinde peri-implantitise neden olan mikroorganizmalari 6ldiiriir. Ayrica, ozon doku
kanlanmasinin artmasina bagl olarak pozitif bir yara iyilesme etkisi gosterir (Isler ve
ark., 2018). Ozonun kemik metabolizmasi ve kemigin onarim siireci iizerinde olumlu
bir etkisi vardir. Kronik mandibular osteomyelitli hastalarin medikal ozona maruz
kalmalarinin nonspesifik diren¢ ve T-hiicresel bagisikligin daha tam ve hizh
normallesmesini sagladigi, boylece klinik tedaviyi hizlandirarak komplikasyonlarin
insidansini azalttig1 goriilmiistir (Agapov ve ark., 2001). Avulse dislerin izotonik
olmayan ozonlanmis su ile iki dakika yikanmasi sadece mekanik temizlik saglamakla
kalmaz, ayn1 zamanda replantasyondan 6nce dis ylizeyinde kalan periodontal hiicreler
tizerinde hicbir olumsuz etkisi olmaksizin kok yiizeyinin dezenfeksiyonunu saglar
(Ebensberger ve ark., 2002). Cardoso ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada (2008)
ise, C.albicans, E. faecalis ve kok kanallarindan endotoksinlerin giderilmesinde
ozonlanmis suyun etkinligi degerlendirilmistir. Bulgular, ozonlanmis suyun hem
C.albicans hem de E.faecalis'e karsi uygulandiktan hemen sonra etkili oldugunu ortaya
koymustur (Cardoso ve ark., 2008). Huth ve arkadaslar1 (2006), planktonik ortamda
ve tek-tlr biyofilmlerde kilturlenen E.faecalis, C.albicans, Peptostreptococcus micros
ve Pseudomonas aeruginosa'ya karsi ozonlanmis suyun ve gaz formunda ozonun
etkinligini degerlendirmislerdir. Sonuglar, gaz formda ozonun ve ozonlanmis suyun,
test edilen mikroorganizmalara kars1 etkili oldugunu ve endodontik dezenfeksiyon igin

kullanilabilecegini gostermistir (Huth ve ark., 2006).

2.3.2.2.Lazerler

1955’te Gordon ve arkadaslari, elektromanyetik spektrumda mikrodalgalarin
uyarilmasini ilk gosterenlerdi. 1958 yilinda, Schawlow ve Townes, goriiniir ya da optik
kisimlarda ve foton veya kiziltesi formunda radyant enerjinin yayilmasini uyarmanin
miimkiin oldugunu ortaya c¢ikarmistir ki bu durumda hizla lazerin gelismesine yol
acmistir. Bu caligsmalar 1s181nda, bir flag lambasindan gelen yogun 1s1k darbeleriyle bir
yakut gubugun uyarilmasi esasina dayanarak calisan ilk lazer 1960 yilinda Maiman
tarafindan gelistirilmistir. 1960'l1 yillarin baslarina gelindiginde, dis sert ve yumusak
dokularla ilgili temel lazer parametreleri gelistirilmeye baglanmistir. Bu yillarda lazer

sistemlerde aktif madde olarak rutin kullanilan tek materyal sentetik yakut
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oldugundan, mine ve dentin ile doku etkilesimini aragtirmak i¢in yakut lazer
kullanilmistir (Mohammadi, 2009). Yakut lazerin dis hekimliginde potansiyel
kullanimlarini arastiran ilk arastirmacilar ile Goldman ve arkadaslariydi (1964). Yakut
lazer ile yapilan ilk deneylerden sonra, klinisyenler argon (Ar), karbon dioksit (CO>),
Neodiyum: Yttriyum-aliminyum-garnet (Nd: YAG) ve Erbium: Yttriyum-aliminyum-
garnet (Er: YAG) lazerleri de iceren diger lazer tiplerini de kullanmaya baslamigslardir
(Sulewski, 2000). Endodontide ilk lazer kullanimi, yiiksek gii¢li kizil6tesi karbon
dioksit (COy) lazer ile apikal foramenin in-vitro kapatilmasini ¢alisan Weichman ve

Johnson tarafindan bildirilmistir (Weichman ve Johnson, 1971).

LAZER, “Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation”
(Uyarilmis Isimanin Yaymmi ile Isigin Giiclendirilmesi) kisaltmasidir (Mohammadi,
2009). Lazer 15181, tek bir foton dalga boyundan meydana gelmektedir (Aoki ve ark.,
2004). Lazer 1sininin olugmasi, uyarilmis bir atomun uyarilarak foton yaymasi esasina
dayanmaktadir. Bir fotonun bir atom tarafindan yayilmasi, bir sonraki fotonun
salinmasin1 ve benzerlerini uyarir. Bu uyarilmis 1s1ma, dogada baska hicbir yerde
bulunmayan uyumlu (eszamanli dalgalar), monokromatik (tek dalga boyu) ve 1s18in
toplanmis formunu (paralel 1ginlar) tiretir (Mohammadi, 2009). Lazerin uygulandigi
dokudaki etkisi uygulanma suresine, dalga boyuna, glcine, enerjisine, tipine ve
moduna baghdir (Goldman, 1964). Dalga boyu, dalga iizerinde aym fazdaki iki nokta
arasindaki uzaklik olarak tamimlanir (Coluzzi, 2004). Lazerler ise 151k enerjisini
yogunlastirabilir ve dokular1 dogal 1s1iktan ¢cok daha diisiik bir enerji seviyesinde giiclii
bir sekilde etkileyebilir (Mohammadi, 2009). Yayilan foton, fotonun sagildig:
elektronun o andaki enerjisinin durumuna bagli olarak belirli bir dalga boyuna sahiptir.
Ayni durumdaki elektronlu iki 6zdes atom, ayni dalga boylu fotonlar1 serbest birakir.
Buna bagli olarak lazerin 6zellikleri de dalga boyuna baghdir. Isik dalga boylarina
gore mor Otesi, goriiniir 151k ve kizil Otesi seklinde kategorize edilebilir.
Elektromanyetik spektrumun ultraviyole bdliimiinden yayilan bu dalga boylar ise,
endodontik tedavinin dezenfeksiyon asamasinda iimit verici goriinmektedir (Clayman

ve Kuo, 1997).

Lazer uygulamalarinda enerji birimi olarak ‘Joule’ (J) ve ‘milijoule’ (mJ) (1

J=1000 mJ) kullanilmaktadir (Goldman ve ark., 1964, Coluzzi 2004). Fotonlarin
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tasidiklar1 enerji miktar1 dalga boyuyla ters orantili olacak sekilde; dalga boyu
kisaldik¢a artmaktadir (Monroe, 2002). Lazerin giicli ‘Watt” (W) ile ifade edilmektedir.
Watt birim zamanda yapilan isi ifade etmektedir. Frekans; lazer 15181inin uygulandigi
bolgeye ulasirken saniyede meydana gelen atimin sayisidir (‘pulse per second’ (pps)

veya ‘Hertz’ (Hz)) (Coluzzi 2008).

Lazer uygularken gz 6nlnde bulundurulmasi gereken en énemli noktalardan
birisi, uygulama sirasinda kullanilacak parametrelerin uygulanacak bdolgeye ve
uygulama amacina uygun secilmesidir (Coluzzi, 2004; Convissar, 2004). Isik
yogunlugu veya 151k konsantrasyonu olarak da adlandirilan gii¢ yogunlugu; birim
alanda bulunan foton konsantrasyonudur ve w/cm? olarak ifade edilir (Convissar,
2004). Lazer atiminin siiresi uygulanan dokuda 1siy1 asir1 derecede ylikseltmemek
amaci ile kesintili (pulse) ve daha diisiik enerji seviyelerinde siirekli (continuous)
olarak uygulanabilir. Ornegin sert doku lazerlerinin atim siireleri mikro saniyeler ile
ifade edilir. Sert dokuya gore daha az enerji uygulanan yumusak dokularda ise
uygulama sekli siirekli ve bununla birlikte siresi ise daha uzun olabilmektedir
(Dederich, 1993). Atim siiresi kisa olan lazerlerde gili¢ yerine her atim i¢in birim
alandaki enerji miktar1 seklinde ifade edilen enerj yogunlugunu (j/cm?) kullanmak
daha dogrudur (Ozcan ve Sevimay, 2016). Dental uygulamalarda mine, sement ve
dentin gibi disetine oranla daha sert dokularda lazerin farkli enerji seviyelerinde
kullanilmas1 gerekmektedir. Farkli hiicreler ve dokular yapilar1 nedeniyle lazer
151gminin hedeflenen bolgede farkli oranlarda yayilmasina sebep oldugundan lazerin
atim ve uygulanma siiresinin yani sira dalga boyunun ve giiciinlin de tedaviye uygun
secilmesi doku veya hiicresel yanitin dogru olabilmesi agisindan biiyiikk 6nem

tasimaktadir (Coluzzi, 2004; Convissar, 2004).
Lazer Doku Etkilesimi

Lazer doku etkilesiminin mekanizmasini anlamak icin fotonlarin dokuya nasil
nifuz ettigine ve fiziksel davraniglarinin nasil olduguna hakim olmak gerekmektedir.
Fotonlar doku ylizeyine ¢arptiginda, kirilma indeksi degisimi nedeniyle fotonlarin bir
kismi1 (% 4 ile 10 oraninda) yansir. Yiizeye niifuz eden fotonlar daha yiiksek kirilma

kapasitesine sahip olan bir ortama girdiginden kirilirlar. Buna ek olarak kirilan fotonlar
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anizotropi faktdrii olarak ifade edilen olasilik fonksiyonuna gore dokularda dagilabilir

veya yonlerini degistirir (Cammarata ve Wautelety, 1999).

Fototermal Etki: Lazer kullanimimin temel prensibi klinisyenin tedavi amacina
ulagsmak i¢in en diisiik ortalama enerjiyi veya giicii kullanmasidir. Hedef dokunun lazer
enerjisi ile birincil etkilesimi fototermaldir; yani 11, emilir ve hedef dokunun

sicakligini yiikseltir (Mohammadi, 2009).

— 42-45°C: Hiperterminin baslangici, ii¢ boyutlu yapida meydana gelen
degisiklikler ve kollajenin biiziigmesi.

— 50°C: Enzimatik aktivitenin azaltilmasi.

— 60°C: Proteinlerin  denatiirasyonu, kollajenlerin ~ pihtilasmasi,  zar
gecirgenliginin artmasi.

— 100°C: Dokunun tamamen kurumasi ve vakiiollerin olusumu.

— >100°C: Buharlagsma ve doku karbonizasyonunun baslangici.

— 300-1000°C: Dokunun termoablasyonu, fotoablasyon ve bozulma (Thomsen,
1991).

Dokularin sicakliginin  100°C’nin {izerine ¢ikmasi hiicresel proteinlerin
yikilmasina ve hiicre i¢inde bulunan suyun buharlagmasina sebep olur ve bu durum
vaporizasyon olarak adlandirilmaktadir. Hiicre i¢indeki suyun buharlagsmasi sonucu
hilcre icinde meydana gelen kiigiik patlamalar dokularin ablasyonuna sebep olmaktadir
(Coluzzi ve Goldstein, 2004). Doku lazer enerjisini emmeye devam ederse;
karbonizasyon ve onu takiben dokularda ciddi hasarlar meydana gelmektedir.
Subablatif sicakliklarda, diger doku etkileri gozlenecektir. Doku, foto biomodiilasyon
etkilerinin meydana gelebilmesi i¢in normal viicut 1sis1 olan 37°C'yi birkag¢ derece
gececek sekilde 1sitilabilir. Bu etki i¢in minimum 1s1ya ihtiyag¢ vardir, bu nedenle bu
tip lazer uygulamalarina “disiik seviyeli lazer terapisi” denir (Gao ve Xing, 2009).
50°C'de ise, cogu bakteri inaktive olarak dezenfekte edilmis bir ortam elde edilebilir
(Asnaashari ve ark., 2016). Koagiilasyon ve protein denatiirasyonu yaklasik olarak
60°C'de gerceklesir ve hemostazin saglanmasi ve denatiire graniilasyon dokusunun
yumusak dokudan uzaklastirilmasi i¢in sicakligi saglayabilen bir lazer kullanilabilir.
Benzer sekilde, yaklasik 80°C yumusak doku kesilerinin “kapatilmasi” i¢in etkili bir
sicakliktir (Steiner, 1994). Tiim lazerler hem hedef hem de hedef olmayan doku
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Uzerinde termal bir etkiye sahip oldugundan, uygulayici, uygulama sirasinda
istenmeyen sicakligin kontrol edilmesini saglamak i¢in bu etkiyi dikkate almalidir

(Thomsen, 1991).

Fotokimyasal Etki: Lazerin uygulandigi dokular {izerinde termal etki olmadan
meydana getirdigi degisikliklerden biri de fotokimyasal etkisidir. Bu kimyasal etki
lazer 1s181min igerdigi fotonlarin sahip oldugu yiiksek enerji sayesinde molekiillerin
baglarinin ¢oziinmesi ile gozlenir. Bu ¢oziinme birtakim kimyasal reaksiyonlarin
baslamasina sebep olur. Lazer 15181 uygulandig1 hiicreye niifuz ederek mitokondrinin
fonksiyonunda, hiicrenin iirettigi adenozin trifosfat (ATP) miktarinda ve hiicresel
solunumda artisa sebep olur. Sonug olarak da protein sentezi ile DNA ve RNA

formasyonu artar (Vogel ve Venugopalan, 2003).

Fotomekanik Etki: Lazerin yiiksek enerjiye sahip olmasi uygulandigi dokuda ani bir
sicaklik artisina sebep olmaktadir. Bu yiiksek enerjinin uygulandigi doku tizerinde
dalgalar seklinde yayilmasi, dokunun pargalanmasina ve basincin yiikselmesine sebep
olur (Visuri ve ark., 1996). Lazer 1s1nina maruz kalan dokuda optik 6zellikler degiserek
dogrusal olmayan degisiklikler meydana gelir. Lazer uygulanan dokuda meydana
gelen 1s1 artis1, dokuyu buharlastiracak sicakligi gecerse bu 1s1 enerjisi doku tarafindan
abzorbe edilir. Bu reaksiyonda dokuda patlamalar seklinde buharlagma olmasina sebep
olur. Bu durum dokunun daha derin kisimlarina ilerlerse buna foto parcalayici etki
denir ve sonug olarak dokuda ¢ukurlar olusmasina sebep olur (Vogel ve Venugopalan,

2003).
Lazerlerin Siniflandirilmasi

Lazerler; bulundurduklar1 aktif maddeler, 15181n hareketleri, dalga boyu ve
enerjisi gibi birtakim 6zelliklerine gore simiflandiriimaktadir (Coluzzi, 2005; Ozcan ve

Sevimay, 2016).

1. LAZERIN AKTIF MADDESINE GORE SINIFLANDIRMA
e Kati Lazerler: Nd:YAG, Ho:YAG, Er:YAG, Ruby, Alexandrite,
Er,Cr:YSGG
e Gaz Lazerler: CO2, Ar/Krypton, Excimer (Excited Dimer), Ultraviolet (UV),
He-Ne
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e Sivi Lazerler: Boya (¢esitli) (VIS)
e Elektronik Lazerler: Yari iletkenler, Diyot Lazerler (infrared-IR)
2. LAZER ISIGININ DALGA BOYUNA GORE SINIFLANDIRMA
e Mor 6tesi (ultraviolet-UV) spektrum (140-400 nm)
e  GOrlnar (visual-VIS) spektrum (400-700 nm)
e Kzl 6tesi (IR) spektrum (700 nm ve iistii)
3. LAZER ISIGININ ENERJISINE GORE SINIFLANDIRMA

e Soft lazer
e Mid lazer
e Hard lazer

4, LAZER ISIGININ HAREKETINE GORE SINIFLANDIRMA
e Kaesintisiz 11k verenler (continuous)
e Atiml (kesintili) 151k verenler (pulse)

e Dalgali akim olarak 151k verenler (choop) (Coluzzi, 2005; Ozcan ve Sevimay,

2016).
Lazerlerin Dis Hekimliginde Kullanim Alanlar:

Dis hekimliginde ortodonti bransinda dis hareketinin hizlandirilmasi ve buna
bagl agrilarin azaltilmasinda, disin agiga ¢ikarilmasi, braketlerin sebep oldugu diseti
ve yumusak dokudaki diizensizliklerin yeniden sekillendirilmesinde kullanilirken,
pedodontide ve endodontide ise vital pulpa tedavilerinde, ¢iiriiglin teshisinde, kavite
preparasyonu ve kanal dezenfeksiyonunda kullanilir (Martens, 2011;Alsayed Hasan
ve ark., 2017). Lazerler periodontoloji alaninda gingivektomi ve gingivoplasti gibi
diseti cerrahilerinde, kemik sekillendirmesinde, implant iistiiniin agilmasinda, aftoz
Ulserler gibi oral lezyonlarin ve periodontal cep tedavisinde kullanilmaktadir (Behdin
ve ark., 2015). Seramik kronlarin ve simanlarin disten uzaklastirilmasi, kron boyunun
uzatilmasi, dis ylizeyinin piiriizlendirilmesi, dis preparasyonunda sonra olusabilecek
kanamalarin kontrol altina alinmasi ise lazerlerin protetik dis tedavisinde kullanim

alanlaridir (Gurney ve ark., 2016).

Lazerin kullanildig1 oral cerrahi islemler arasinda ise yumusak dokuda bulunan

patolojilerin uzaklastirilmasi ve biyopsisi, alveoler kretlerin ve toruslarin diizeltilmesi,
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iyilesmenin hizlandirilmasi i¢in biyostimiilasyon ve kanamanin durdurulmasi

sayilabilir (Asnaahari ve ark., 2014).

2.3.2.2.1.Dis Hekimliginde Kullamlan Lazerler

Argon Lazerler

Argon lazerler, yiiksek akimli elektrik salinimi ile enerjisi arttirilan aktif bir
argon gazi kaynagma sahip lazerlerdir. Is181 goriiniir spektrumda olacak sekilde,
strekli ve kesikli dalga atim modlarinda fiber optik ile iletebilen tek cerrahi lazer
cihazidir. Argon lazerlerin dis hekimliginde kullanilan, mavi renkte 488 nm ve mavi

yesil renkte 514 nm olacak sekilde iki dalgaboyu bulunmaktadir (Coluzzi, 2004).

488-nm olan dalga boyu, kompozit restoratif materyallerde rezinin
polimerizasyonuna neden olan en yaygin kullanilan fotobaslatici olan kamforokinonu
aktive etmek icin gereken dalga boyudir. Uygulama yapilan yilizeye temas olmayacak
sekilde kullanildiginda, bu mavi 1s1k hiizmesinin sapmast asiri miktarda foton tlireterek
polimerizasyon i¢in yeterli enerjiyi saglamaktadir. Bu baglamda yapilan ¢aligmalar,
lazerle polimerize edilen rezinin siradan mavi filtreli 1s1kla polimerize edilen rezine
kiyasla kuvvetlere karsi direncinin arttigin1 buna ek olarak da sertlesme siiresinin
kisaldigin1 gostermektedir. Argon lazerler ayrica 1s1kla aktive edilen beyazlatici jeller
ve Ol¢li malzemeleri gibi baska laboratuvar ve klinik malzemeleri i¢in de

kullanilmaktadir (Powell ve ark., 1995).

514 nm dalga boyunda, hemoglobin, hemosiderin ve melanin igeren dokularda
optimum emilime sahiptir. Bunun bir sonucu olarak da dokular tzerinde hemostatik
etki gostermektedir. Bu etkinin uygulanan dokuda goriilebilmesi i¢in kiiciik ¢aph
esnek fiberglas uca sahip argon lazer hedef dokuyla temas edecek sekilde
kullanilmalidir (Finkbeiner, 1995).

Fiberglas uygulama ucu tzerinde biriken cerrahi yan trinler temizlenmelidir,
aksi halde ug iizerinde kalan bu birikintiler lazer enerjisini emer ve verimliligi etkiler.
Akut enflamatuvar periodontal hastalik ve hemanjiyom gibi yuksek derecede
vaskilarize lezyonlar, argon lazer tedavisi igin idealdir (Kutsch, 1995).

Argon lazerin olusturdugu dalga boyundaki 11k sert doku ve suda absorbsiyon

yetenegine sahip degildir. Bu ozelliginden dolay1 argon lazerler yumusak doku



36

cerrahisinde sert dokulara minimal etki gosterdiginden ya da hi¢ etki
gostermediginden dolay1 giivenli bir sekilde kullanilabilmektedir. Argon lazerin her
iki dalga boyu da ciliriik teshisinde kullanilmaktadir. Argon lazer 15181 dise
tutuldugunda, hastalikli, ¢iirlik alan koyu turuncu-kirmizi renkte goriiniir ve ¢evredeki

saglikli yapilardan kolayca ayirt edilebilir (Coluzzi, 2004).
Neodmiyum: Yttrium Aliminyum Garnet (Nd:YAG) Lazerler

Nd:YAG lazerler, neodmiyum iyonlar1 ile giliclendirilmis, yttrium ve
aliminyum gibi toprak elementleri ile kombine edilmis bir kristal olan garnet i¢eren
kat1 aktif bir ortama sahiptir. Bu aktif ortam, diyot lazerin yari iletken olan silikon

devre levhasindan ¢ok farklidir ve 15181 pompalama mekanizmasi bir flag lambasidir

(Coluzzi, 2004).

Nd:YAG lazerin dis hekimligi i¢in iiretilen mevcut modelleri, elektromanyetik
spektrumun goriinmez yakin kizil 6tesi kisminda bulunan 1064 nm'lik bir dalga
boyuna sahiptir. (Raffetto ve Gutierrez, 2001). Bu lazerler sadece mikro-saniyeyle
ifade edilen kisa atim stireleri ile serbest ¢alisan kesintili atim modunda ¢alismaktadir
ve doku ile temas edebilen kicuk, esnek fiberlere sahiptir. Lazer enerjisi melanin
tarafindan yiiksek oranda emilir, ancak argon lazerlerin aksine hemoglobin tarafindan
daha az emilir ve yaklasik % 90'1 su yoluyla iletilir. Nd:YAG lazerler, nispeten uzun
doku soguma siiresi ile serbest calisan, kesintili atim ve yiiksek tepe gii¢lerini
kullanarak calistigindan dis yumusak dokularinin kesilmesi, sulkuler debridmaninin
uzaklastirilmast ve kanamanin kontrol altina alimmasi gibi yaygin klinik
uygulamalarda kullanilmaktadir (Coluzzi, 2004). Serbest calisan kesintili atim modu
ayrica klinisyenin ince ve hassas dokuyu, ¢evredeki 1s1 birikimini onleyerek daha
giivenli bir sekilde tedavi etmesini saglar. Ancak, Nd: YAG lazerin dise komsu alanda
yapilan yumusak doku cerrahisinin giivenli ve hassas olmasini saglayan dalgalarinin
dis yapist ile ¢ok az etkilesimi vardir. Pigmente yiizeyli ¢liriik lezyonlar, saglkli
mineye herhangi bir zarar verilmeden uzaklastirilabilir (White ve ark., 1993).

Buna ek olarak; oral iilserlerin tedavisi, disin ¢liriige kars1 daha direngli hale
getirilmesi, dentin hassasiyetinin giderilmesi, periodontal tedavi, mine veya dentinin
parizlendirilmesi, kavite ve kok kanali sterilizasyonu ile pulpa kuafajinda

kullanilirlar.  Nd: YAG optik fiberin bu islermlerden sonra temizlenmesi
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gerekmektedir; aksi halde, lazer 15131 etkinligini hizla kaybedecektir (Ozcan ve
Sevimay, 2016).

Karbondioksit (COz2) Lazerler

COz lazerler, aktif ortamu elektriksel desarj akimi ile salinan CO2 molekulleri
ve gaz halinde bir karisim igeren sizdirmaz bir tiipe sahip lazerlerdir. Dalga boylari
10600 nm olan CO; lazerler, akimlar1 kesintili ve kesintisiz modda uygulayabilme
kabiliyetine sahiptirler (Coluzzi, 2004).

COz2’in sahip oldugu dalga boyu, su tarafindan iyi emilir. Yumusak dokuyu
kolayca kesebilir veya kanama kontrolii saglayabilir bunula birlikte dokuya
penetrasyon derinligi ¢ok degildir. Ek olarak, yogun fibr6z dokunun
buharlastirilmasinda etkilidir. Hizl1 doku etkilesimi kapasitesine sahiptir. CO> lazerin
sahip oldugu dalga boyu genel medikal cerrahide etkin olarak kullanilan dalga
boylarindan biridir (Wider-Smith ve ark., 1995; Ozcan ve Sevimay, 2016).

CO:2 lazerlerde, olusturulan 1sinin tasinmasi i¢in geleneksel optik fiberler
kullanilmaz. Buna ek olarak COz2 lazerler kanamasiz ve uygulama ucu hedef dokuya
temas ettirilmeden islem yapilmasina olanak sagladigi i¢in son derece kontrolliidiir.
Ancak dokunma hissinin olmamasi cerrah igin bir dezavantaj olusturmaktadir

(Coluzzi, 2004; Ozcan ve Sevimay, 2016).

10600 nm dalga boyuna sahip CO- lazerler, kullanilan dental lazerler arasinda
hidroksiapatitde, en yuksek emilim giclne sahip lazerlerdir. Bu nedenle, yumusak
doku cerrahisi sirasinda bu yumusak dokuya komsu dis yiizeyi, gelen lazer 1ginindan
korunmalidir. Bu koruma sulkusa yerlestirilen bir metal ekipman ile saglanabilir. CO2
lazer cihazlarmin siirekli dalga emisyonu ve iletim sistemi teknolojisi, sert doku
uygulamalarini sinirlar ¢linki uzun atim stireleri ve diistik pik kuvvetleri nedeniyle dis

yapisinda karbonizasyon ve ¢atlama meydana gelebilir (Pogrel ve ark., 1993).
Holmiyum:Yttrium Aliminyum Garnet (Ho:YAG) Lazerler

Ho:YAG lazerler, dalga boyu 2100 nm ve Nd:YAG ile CO; lazerlerin karisimi
olan, holmiyum ve tulyum iyonlariyla gii¢lendirilmis aliminyum garnet kristal iceren
lazerlerdir (Kautzky ve ark., 1997). Ho:YAG lazerlerin CO> lazerlere benzer yumusak
doku kaldirma ozellikleri vardir. Buna ek olarak CO: lazerlere oranla daha iyi;
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Nd:YAG lazerlere oranla ise daha diisiik hemostatik etkiye sahiptirler. Bu diisiik
etkinin sebebi Ho:YAG lazerlerin hemoglobin tarafindan absorbsiyonunun daha az
olmasidir. Dokulara hizli bir sekilde ve ylizeyel etki gostermesi anestezi gereksinimini
ortadan kaldirir. Ho:YAG lazerler, dis hekimliginde dis c¢evresindeki yumusak
dokularin agindirilmasi ve insizyonu, kavite sterilizasyonu ve periodontal tedaviler

icin kullanilmaktadir (Ozcan ve Sevimay, 2016).
Erbiyum: Yttrium Aliminyum Garnet (Er:YAG) Lazerler

CO:2 ve Nd:YAG tip lazerlerin sert dokular1 ancak yiiksek enerji seviyelerinde
buharlastirabilmesi ve bu yliksek enerji seviyesinin olusturdugu yan etkilerden dolay1
Er:YAG lazerler gelistirilmistir. Er:YAG lazerler 2940 nm dalga boyunda 1s1n iireten,
erbiyumla takviye edilmis, kati1 bir yttrium aliminyum garnet kristalinden olusan aktif
bir ortama sahiptir (Ozcan ve Sevimay, 2016). Er:-YAG lazerler fiber optikle birlikte
reflektorlii bog hortum dagitim sistemi ile serbet calismaya izin veren atim moduna
sahiptirler. Bu lazer sistemleri ile yapilacak kavite preparasyonlari ve yiizey
piiriizlendirme gibi islemler su sogutmasi ile yapildigindan iglem sirasinda meydana
gelen 1s1 degisimi 3°C’nin altina diismiistiir ve preparasyon kabiliyeti normal doner
aletlerle kiyaslanabilecek derecededir (Martinez-Insua ve ark., 2000). Buna ek olarak
bu lazer sistemleri kok kanal dezenfeksiyonu ve yumusak dokular Gzerinde etkili
olmasina ragmen hemostatik etkileri sinirhidir (Stabholz ve ark., 2003). Hasta konforu
acisindan avantajlar arasinda ise; islem sirasinda agriy1r olusturmadigi i¢in anestezi
gereksinimini ortadan kaldirmasi, huzursuzluk ve agriya sebep olan vibrasyon ile ses

olusturmamast sayilabilir (Ozcan ve Sevimay, 2016).

Erbiyum, Kromium: Yttrium Skandium Galium Garnet (Er,Cr: YSGG)

Lazerler

Er,Cr:YSGG lazerlerin aktif ortami, erbium ile kromium eklenmis yttriyum
skandiyum galyum garnet kati kristalken bu ortam 2780 nm dalga boyunda 1sin
uretmektedir. Yalnizca fiber optik bir sisteme sahiptirler ve bu lazerler kullanilarak
yapilacak islemler i¢in su ve hava sogutmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Er,Cr:YSGG
lazerlerin tirettigi enerji digin kristal yapisinda bulunan su ve hidroksiapatit yapidaki
hidroksil grubuyla birleserek etkisini gostermektedir. Mineral iceriklerdeki suyun

vaporizasyonu hacim artigsina sebep olur ve sonug olarak da su molekdllerinin artan
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kinetik enerjisine bagli olarak gevre dokularda mikro ablasyonlar meydana getirir ve

bu sisteme hidrokinetik sistem ad1 verilir (Coluzzi, 2004).

Er,Cr:YSGG lazerlerin kavite preparasyonu kabiliyetleri, déner aletlere oranla
sert dokulart kesme hizlar1 daha yavas oldugundan smirlidir. Fakat Er,Cr:YSGG
lazerler, mine ve dentin gibi yizeylerde herhangi bir catlak ve smear tabaka
olusturmadan piiriizlendirme saglayarak bonding sistemlerin basarisini arttirmaktadir.
Bu lazerlerle yapilan islemlerde pulpada herhangi bir hassasiyet olusmadigindan
cogunlukla lokal anestezi gereksinimi yoktur (Ozcan ve Sevimay, 2016). Er,Cr:YSGG
lazerler yumusak dokulara ise diisiik derecede etkinlik gdsterirler bu yiizden yumusak
doku uygulamalarinda derin dokulara zarar vermezler. Bu zayif etki derinliginden

dolay1 hemostatik etkileri oldukg¢a zayiftir. (Wallace ve ark., 2004).

Er,Cr:YSGG lazerlerin dis hekimliginde kullanildigi uygulama alanlar
arasinda; cliriik uzaklastirilmas1 ve kavite preparasyonu, kok kanali ve kavite
dezenfeksiyonu, dentin hipersensitivitesinin azaltilmas1 ve pulpa kuafaji sayilabilir
(Eversole ve ark., 1997).

Diyot Lazerler

Diyot lazerlerin semikondiiktor igerigi galliyum-aliminyum-arsenid ve diyot
kombinasyonundan olusmaktadir. Bu kombinasyon, elektrik akimi ile aktif hale
getirdiginde 790 ile 980 nm araliginda olacak sekilde kizil 6tesi enerji yaymaktadir.
Dis hekimliginde ise 810 nm ile 980 nm aras1 diyot lazerler kullanilmaktadir. Bu kizil
Otesi enerji ile lazer 1sinlarinin olusturduklart 1s1 uygulandiklart yumusak dokularda
ablasyon meydana getirmektedir. Bu olayin sonucu olarak da lazer uygulanan dokuda
1stya bagli hasar ve karbonizasyon gozlenmektedir. Fakat karbonizasyon, dokunun
sogutulmasiyla engellenebilmektedir. 980 nm dalga boyuna sahip diyot lazerler bu
sahip olduklari enerji ile pulpa dokusu gibi su yoninden zengin olan dokularda
absorbsiyon o0zelligi yliksek oldugundan pulpa tedavilerinde giivenli bir sekilde
kullanilabilirler. Diyot lazerlerin sert doku etkisinin diisiik olmasi; sahip olduklari
siddetli gii¢ ¢ikisiyla agiklanabilir (Saltzman ve ark., 2005). Cesitli diyot lazer
tipleriyle yapilan c¢alismalar, diyot lazerin pulpa iizerinde yara iyilesmesini
hizlandirdigr ve histopatolojik olarak pulpadaki termal zararin azaldigim

gostermektedir (Utsunomiya, 1998).
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Diyot lazerler karasteristik oOzellikleri bakimindan Nd:YAG lazerler ile
benzerlik gostermektedirler. Buna ek olarak diyot lazerler Nd:YAG lazerler ile
kiyaslandiginda daha diisiik termal yan etkilere ve doku penetrasyonu Ozelligine
sahiptir. Diyot lazerlerin yaydiklar1 1sinlarin bir kismi heniiz uygulama ucundayken
1stya doniisiip, sicak ug¢ denilen duruma sebep olmaktadir. Bu 1sinan ug¢ nedeniyle de
uygulanan dokuda koagiilasyon meydana gelip buharlasma olmaktadir. Diyot lazerin
glic seviyeleri arttirilip soguma siirelerinin uzatilmasiyla dokular1 kesme ozelligi

arttirilarak termal zararl etkileri de azaltilmistir (Sulieman, 2005).
Diisiik Seviyeli Lazer Terapisi (LLLT)

Diistik seviye lazer tedavisi (LLLT), doku onarimim1 desteklemek,
enflamasyonu azaltmak veya analjeziyi indiiklemek i¢in kullanilan 11k uygulamasidir
(genellikle diisiik giligte bir diyot ile uygulamir). LLLT, birgok hiicre tipinin
cogalmasini uyaran tedaviler arasinda goze carpmaktadir (Staffoli ve ark., 2017).
LLLT kullanilmasinin asil amaci, viicut hiicrelerine dogrudan biyostimiilatif 151k
enerjisi saglamaktir. Absorbe edilmis lazer enerjisi, molekiillerin ve hiicre atomlarinin
uyarilmasina neden olur. LLLT’nin, in vivo ve in vitro olarak fotobiyomodulasyonun
etkilerini tegvik etmek ve uyarmaktan, hiicre gelisimini ve Oncii hiicrelerin
rejenerasyonunu uyarmak ile anti-enflamatuvar etkiyi arttirmaya kadar birgok
durumdan sorumlu oldugu rapor edilmistir. LLLT viicut hiicrelerine dogrudan
biyostimiilatif 151k enerjisi saglamaktir. Absorbe edilen lazer enerjisi, doku sicakligini
onemli Olcude arttirmadan, molekiillerin ve hiicre atomlarinin uyarilmasina neden

olmaktadir (Ebrahimi ve ark., 2012).

LLLT, enflamasyonu azaltmak, agriyr hafifletmek veya yara iyilesmesini
desteklemek amaciyla konake1 hiicreleri dogrudan stimiile etmek icin tek basina 151k

veya 151k hareketini kullanir. LLLT kullanilan baslica dental uygulamalar arasinda,

— Cene kemiklerindeki agr1 bolgesinde analjezik etki saglanmasi,

— Cene kemigi bolgesinde iyilesmeyen kemik ve yumusak doku lezyonlarinin
tedavisinde iyilesmenin hizlandirilmasi ve desteklenmesi,

— Rekurrent aftoz stomatit lezyonlar1

— Pulpal biyostimulasyon (pulpotomi sonrasi sekonder dentin yapimi),
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— TME hasar1 ya da artritik hastaliklar ve hasarlanmig noral dokularin
rejenerasyonunun saglanmasi sayilabilir (Carrol ve ark., 2014; Ozcan ve

Sevimay 2016).

2.4.In-Vitro Toksisite Testleri

Bir hicreye olan etkisi hicrenin 6limuyle sonuglanan maddeler igin sitotoksik
terimi kullanilmaktadir. Bu tiir siiphesi bulunan maddelerin hiicre lizerinde 6limciil
etkisinin bulunup bulunmadiginin arastirildigi ¢alismalara ise sitotoksisite
arastirmalar1 denilmektedir (Riss ve Moravec, 2004). Bir maddenin sitotoksik etkisi o
maddenin dozuna ve 0 maddeyle etkilesim siiresine bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Hicrelerin proliferasyonunu olumsuz yonde etkileyen, apoptoz ve
nekroz gibi dontigsiimlere sebep olan maddeler o hiicre i¢in sitotoksik madde olarak
kabul edilmektedirler (Galluzzi ve ark., 2009). Sitotoksisite testleri metodolojik olarak
fiziksel, kimyasal veya biyolojik materyaller ile hicrenin etkilesimi sonrasinda
canlilik oranlarinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir (Niles ve ark., 2007).
Sitotoksisite testindeki en dnemli noktalardan biri deney sonunda canli ve 6lii hiicre
miktarinin hatasiz bir sekilde belirlenmesidir (Adan ve ark., 2016). Sitotoksisitenin
tespit edilmesi i¢in enzimatik, kolorimetrik ve liiminesans testler kullanilmaktadir

(Fan ve Wood, 2007).

Enzimatik metodlarda hiicreden sizan enzimler 6lii veya canli hiicrelerin
sayisinin belirmesinde onemli rol oynamaktadir. Ornegin bozulmadan o6zelligini
koruyan laktat dehidrojenaz (LDH), hiicresel canliligin belirlemensi igin siklikla
kullanilmaktadir (Tokur ve Aksoy, 2017). Canli olan tiim hiicrelerin sitoplazmasinda
bulunan bir enzim olan laktat dehidrogenaz hucrelerin membran butunligi
bozuldugunda hiicre i¢i ortamdan dis ortama sizar. Bu durumdan yola ¢ikarak in-vitro
kiltir ortamlarinda hiicresel canlilik oranini 6lgmek ic¢in vasata sizan LDH
enziminden yararlanilmaktadir (Lappalainen ve ark., 1994). LDH testi ile dlgilen
enzimatik aktivitenin zamana bagl olarak dogal yikimlanmaya ugrayabilmesi, pH ve
vasat kompozisyonundan etkilenebilmesi, hassasiyetini diisiiren dezavantajlarindan
bazilaridir (Galluzzi ve ark., 2009). Bir diger enzimatik yontem olarak ise diaforaz
ezimiyle birlikte resazurin boyasi kullanilmaktadir. Canliligin tespiti i¢in, enzim ve

boya hiicreler iizerine eklenerek on dakika inkiibe edlir. On dakikalik siire igerisinde
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eklenen diaforaz enziminin aracilik ettii reaksiyon sonucunda, ortamda bulunan
resazurin boyast nikotinamid adenin dinlkleotit (NADH) tarafindan indirgenerek
floresans yapida bulunan resofurine doniisiir. Hiicresel canlilik, resofurinin
olusturdugu floresans sinyallerinin bir florometre cihazi ile Olglilmesyle tespit

edilmektedir (Riss ve Moravec, 2006).
Kolorimetrik metodlar,

— 3-(4,5-dimetiltiyazol- 2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromar (MTT),

— 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-stlfofenil)-2H-
tetrazolyum (MTS),

— 2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-silfofenil)-2H-tetrazolyum-5-  karboksianilid
(XTT),

— 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)- 5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum (WST),

gibi tetrazolyum tuzlarmin hiicre kiltiiriine uygulanmasiyla meydana gelen renk
degisikligi esasina dayananarak 6lii ve canli hiicrelerin analiz edilmesine olanak

saglamaktadir (Feoktistova ve ark., 2016).

Liminesans metodlar igin floresans 6zellikleri olan maddeler; biyoliiminesans
metodlar igin ise lusiferaz ad1 verilen enzim gruplari ve substratlar kullanilarak 6lii ve
canlt hiicre degerlendirmesi yapilmaktadir. Buna ek olarak daha gelismis
biyoliminesans metod sistemlerinde toksisitesi degerlendirilen madddenin hiicreye
verdigi zarar yalnizca test yapilirken degil etkilesim siresince de incelenebilmektedir
(Duellman ve ark., 2015).

MTS, XTT ve WST Sitotoksisite Testleri:

Sitotoksisite testleri i¢in kullanilan XTT, MTS ve WST gibi tetrazolyum tuzlari
negatif yiiklii olmalar1 nedeniyle hiicre zarin1 gegme yetenegine sahip degildirler. Bu
bilesikler kullanilarak yapilacak toksisite testlerinde ise; bilesiklerin hiicre zarim
gecebilmeleri icin fenazin etil siilfat ve fenazin metil siilfat gibi elektron alici
molekdllere ihtiya¢ duyulmaktadir. Kullanilan bu araci bilesikler hiicre zarindan veya
hiicre zarini1 gecip sitoplazmaya girerek elektron alip tekrar vasata gegerek tetrazolyum
tuzlarini indirgerler. Bu reaksiyon sonucunda ise tetrazolyum tuzlarinin indirgenmesi

ile olusan formazan kristalleri vasat veya suda ¢oziinebilir hale gelirler (Riss ve ark.,
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2016). Olusan formazal kristallerinde hiicresel canlilik oranina gére meydana gelen
renk degisimleri ise spektrofotometre cihazi yardimiyla 6l¢iiliir (Riss ve Moravec,

2004).
MTT Sitoksisite Testi:

Hiicrelerin canlilik agisindan metabolik aktivitelerinin degerlendirilmesi i¢in
genellikle tercih edilen kolorimetrik metodlar; mitokondriyal enzimlerin aktivitesine
bagli olacak sekilde meydana gelen renk degisikligiyle hiicresel canliligin tespit
edildigi yontemlerdir (Keiser ve ark.,, 2000). Kolorimetrik toksisite analiz
metodlarinda kullanilan tetrazolyum tuzlari heterosiklik organik yapida bulunan
maddelerdir. Bu tuzlar elektron alarak negatif ylklendiklerinde formazan yapisina
dontiserek renk degistirirler. Tetrazolyum tuzlarinda bulunan baglar canli ve aktif
mitokondrilerde bulunan enzimler vasitasiyla kirilir ve renk degisimi meydana gelir.
Bu renk degisimi yalnizca canli hiicrelerde meydana gelir (Rajabzadeh ve ark., 2019).
Buna kargin canliligini kaybetmis hiicreler bu tuzlarda bulunan baglar1 kiramadigindan
eklenen kiiltiirde renk degisikligi meydana gelmemektedir (Riss ve Moravec, 2004).
Biyolojik alanda, yalnizca canli hiicrelerin renk degisikligi meydana getirmesi
nedeniyle 6li ve canli hiicrelerin tespitinde, sitotoksisite testlerinde tetrazolyum tuzlar
kullanilmaktadir (van Meerloo ve ark., 2011). Pozitif yiiklii olmasi ve hiicre
membranindan gecerek hiicre igine girip mitokondriyal aktivite lizerinden hiicresel
canlilig1r tespit ettigi icin sitotoksite testlerinde siklikla MTT bilesikleri
kullanilmaktadir. Bu yontem ile hiicresel canlilikta biiylik bir éneme sahip olan
mitokondriyal dehidrogenaz enziminin aktivitesi dl¢ilmektedir (Glven ve ark., 2011).
Hicre ile reaksiyona girmeden 6nce normal sartlarda sar1 renkte olan suda ¢oziilebilen
tetrazolyum tuzlar1 hiicrede mitokondride bulunan mitokondriyal dehidrogenaz enzimi
ile reaksiyona girdikten sonra suda ¢6ziinmeyen tetrazolyum formazan kristallerine
dontigerek hiicresel canliliga gore degisecek sekilde ¢esitli tonlarda mor renk
almaktadir (Keiser ve ark., 2000). Diger hiicresel ve mitokondriyal fonksiyonlari
bozulmamis hiicreler mor renk ile boyanirken 6lii ve mitokondriyal fonksiyonu
bozulmus hiicreler ise boyanmaz. Elde edilen bu renkler mikro plaka okuyan
spektrofotometre ile absorbans dalga boyu degeri 540 nm olacak sekilde dl¢iilmektedir

(Galluzzi ve ark., 2009).
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2.5.Apoptozis

Nekroz, pasif sekilde devam eden ve kontrolsiiz meydana gelen hiicre 6liimii
olarak tamimlanirken, apoptoz; nekrozun aksine fizyolojik ya da mekanik veya
kimyasal bir takim uyaranlar vasitasiyla meydana gelen aktif ve kontrollii morfolojik
degisikliklerle karakterize olan hiicre 6limudir (Kerr ve ark., 1972). Immun cevabin
fizyolojik sinirlar icerisinde ilerlemesi i¢in ¢ok hiicreli canlilarda bulunan organlarin
ve dokularin igerdigi hiicre sayilarinin normal sinirlar igerisinde kalmasi
gerekmektedir. Hiicre sayisindaki bu denge yeni olusan ve 6len hiicreler arasindaki
oran ile saglanmaktadir (Elliott ve Ravichandran, 2010). Cok hiicreli canlilar olan
memelilerde bu hayati 6neme sahip dengenin saglanmasinda en biiyiik etki, programli
hicre 6lim0 olan apoptozdur (Horvitz, 2003). Hucrenin intihar etmesi olarak da
tamimlanan apoptoz, hiicrenin kendisi tarafindan meydana getirilen aktif
reaksiyonlarin baglamasiyla gézlenmektedir. Bu siirece giren hiicrede hem morfolojik
hem de hiicre i¢i biyokimyasal degisiklikler meydana gelir. Meydana gelen morfolojik
degisimler sonucu apoptotik siirece giren hiicre komsu hiicrelerden uzaklasarak, daha
yuvarlak bir sekil alir ve ¢ekirdek ayrilmasi meydana gelerek kromatin yogunlasir.
Hiicre i¢i sitoplazmada bulunan organellerde degisiklikler meydana gelirken hiicre
zarinda kabarciklar olusur. Bu olay1 takip eden siiregte hiicre daha kiigiik yuvarlak
sekil alarak kopar ve apoptotik cisimler meydana gelir. Bu evreden sonra morfolojik
olarak degisen ve apoptotik cisim haline gelen hiicreler, makrofajlar tarafindan tespit

edilerek fagosite edilirler (Gliveng ve Giveng, 2017).

Apoptotik surece giren hiicrelerde meydana gelen bu morfolojik degisimlere
sebep olan birtakim molekiiler reaksiyonlar tanimlanmigtir. Bu etkilerin biiyiik bir
kismi, hiicre i¢inde bulunan 6zel substratlarin proteolitik pargalanmasiyla bagslatilir.
Biitiin bu reaksiyonlarin sonucu olarak apoptotik siiregteki huicrenin yok edilmesi igin
yapisal ve sinyal molekiillerinde birtakim degisiklikler meydana gelir. Apoptotik
stirecin erken evresinde hiicresel membranin i¢ kisminda bulunan spesifik yiizey
fosfolipitlerinden olan fosfatidilserin dis yiizeye c¢ikar. Bu durum laboratuvar
caligmalarinda apoptozun erken doneminde gozlenen bir belirte¢ olarak kabul edilse
de in-vivo sartlarda da 6lmekte olan hiicrelerin fagositoz i¢in makrofajlar tarafindan

bulunmasini saglayan bir sinyaldir (Andersen ve Rathmell, 2015).
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Apoptotizisin Tespit Edilmesinde Kullamlan Yoéntemler
Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Bu boyama metodu ile boyanmis olan 6rnekler 1sitk mikroskobu altinda
incelenebilmektedir. Hemotoksilen-cozin boyamasi doku 6rneklerinde kullanilabildigi
gibi hiicre kiiltiirii boyamalarinda da kullanilmaktadir. Bu boyama yonteminin igerdigi
hematoksilen, kromatini boyayabilme kabiliyetine sahiptir. Bu 6zelliginden dolay1
apoptotik siirece giren hiicreleri nukleusta meydana gelen morfolojik degisikliklere

gore degerlendirmeye olanak saglar. Morfolojik olarak meydana gelen degisiklikler:

e Hicrede ve sitoplazmada boyut olarak meydana gelen kugilmeler
e Kromatinin kii¢iiliip yogunlasmis goriinmesi

e Hiicre ¢ekirdeginde kiiciilmeler veya parcalanmalar, seklinde siralabilir (Giiles

ve Eren, 2008).
Floresan Boyama Metodu

Bu boyama metotu DAPI, Hoechst ve propidyum iyodur gibi floresan boyalar
kullanilarak yapilan bir boyama metodudur. Bu boyama metodunda kullanilan boyalar
DNA’ ya olan afinitelerinden dolay1 hiicre ¢ekirdegini ve kromatini goriilebilir hale
getirmektedir. in vitro hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda Hoechst ve propidyum iyodiir
boyalarinin kombine kullanimi ile canli ve 6lii hiicrelerin tespit edilmesi saglanir.
Horchst boyasi tim hiicreleri (canli veya 6lii) boyarken propidyum iyodiir boyasi ile
yalnizca 6lii hiicreler boyanarak ayirt edilmektedir. Apoptotik hiicreler bu boyama ile
hematoksilen-eozin boyama yonteminde oldugu gibi kromatinin yogunlasmasina ve

hiicre ¢ekirdegindeki kiriklara bakilarak tayin edilmektedir (Arican ve ark., 2014).
Agaroz Jel Elektroforezi

Ultraviyole 1s1k altinda DNA pargalari, agardz jellerin floresan bir boya
(ethidiyum bromid) ile boyanmasi sonucunda goriintiilenebilmektedir. Floresan
boyanin DNA zincirlerinin arasina girmesiyle DNA parcalar1 agaroz jelde goriiniir
hale gelir. Apoptoza ugrayan hiicrelerde ise kromatinlerde meydana gelen par¢alanma
300 veya 360 nm dalga boyuna sahip 1s1kta agardz jel lizerinde tipik olarak merdiven

benzeri goriintli verir (Giiles ve Eren, 2008).
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Anneksin V yontemi

Fizyolojk olarak normal yasamsal faaliyetlere sahip olan hiicrelerin hiicre
zarlarinin sitoplazamaya bakan kisimlarinda fosfatidilserin yer almaktadir. Hiicrenin
fizyolojik olarak normal olan faaliyetleri apoptoz yoniinde degisiklik gosterirse hiicre
zarmin sitoplazma kisminda bulunan fosfatidilserin lipidleri bu i¢ kisimdan hiicre
disina sizmaya baslar. Fakat bu durum hicrenin henliz apoptotik siirecin erken
evresinde bulundugunu gostermektedir. Hiicre disina sizan fosfatidilserine duyarh
olan Anneksin V proteini FITC gibi floresan 6zelligi olan bir madde ile isaretlenip, bu
lipide baglanarak erken apoptotik siiregte olan hiicrelerin ayirt edilmesine olanak
saglar. Bu Anneksin V-FITC yapisinin hiicrelere baglanma miktarinin 6l¢iimii ise flow

sitometri cihazi ile analiz edilmektedir (Crowley ve ark. 2016).
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Bakteriyel, viral veya paraziter enfeksiyonlarin serolojik teshis yontemlerinden
biri olan ELISA testi apoptozun tespit edilmesinde de kullanilmaktadir. Apoptozda ilk
gbzlenen reaksiyon DNA pargalanmasi ve niikleozomlarin sitoplazmaya salinmasidir.
Nikleozom, temel kromatin birimidir ve histonlarla DNA'min birlesmesi sonucu
olusur. ELISA testi ile apoptozun tespit edilmesi ise, niikleozomlarin bir ¢ift
monoklonal antikor tarafindan spesifik olarak taninmasina dayanmaktadir (Salgame

ve ark., 1997).
Western Blotting

Wester blottting, kaspaz, bcl-2 ve sitokrom c gibi apoptoza 6zgl proteinlerin,
bu proteinlere 6zel antikorlar ile isaretlenmesi esasina dayanan bir metotdur. Bu
yontem ile hiicrede biriken apoptoza 6zgi proteinlerin eksprese edilip edilmedikleri,

miktarlar1 veya kirilip kirilmadiklar tespit edilebilmektedir (Elmore, 2007).
TUNEL Yontemi

“TdT-dUTP nick-end-labelling” kelimelerinin kisaltilmasi olan TUNEL
yontemi, apoptotik surecgte olan ve yapida meydana gelen DNA kiriklarinin in situ
olarak ve hiicre kiiltliriinde tespit edilmesine olanak saglar. Apoptotik reaksiyonlar

sonucu DNA’da meydana gelen bu kiriklar terminal deoksiniikleotidil transferaz
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(TdT) kullanilarak oldukc¢a hassas bir sekilde isaretlenebilmektedir (Giiles ve Eren,
2008).

Biitiin bu bilgiler 1s18inda aragtirmamizda; “ Eksfoliye olmus insan siit
dislerinden elde edilen kok hiicreler (SHEDs) iizerinde; diisiik seviyeli diyot lazer
uygulamasi ve ozonlanmis su ile EDTA ve NaOCI’ nin sitotoksik ve apoptotik etkileri

arasinda fark vardir” hipotezini test etmek amaglanmaktadir.

2.6.Konuyla ilgili Yapilan Cahsmalar

Karkehabadi ve arkadaslart (2018) yaptiklar1 bir ¢aligmada irrigasyon igin
kullanilan NaOCl, EDTA, MTAD, CHX ve QMix soliisyonlarinin periodontal
ligament kok hiicresi tizerindeki toksik etkilerini incelemislerdir. 1, 5 ve 15 dakikalik
stire sonunda elde edilen verilere gore periodontal ligament kdk hicreleri Gzerinde
MTAD diger irrigasyon soliisyonlar ile karsilastirildiginda en diistik toksik etkiye
sahipken toksisitesi en yiiksek olan soliisyon ise EDTA olarak bildirilmistir.

Teixeira ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada (2018) %2.5 NaOCl, 17%
EDTAve 1% perasetik asitin fibroblastlar tizerindeki toksik etkileri karsilagtirilmigtir.
1, 2 ve 4 saatlik zaman periyotlari i¢in her bir soliisyon %0.01, %0.05 ve%0.1 oraninda
dilue edilerek fibroblastlarin kiiltiir ortamina eklenmistir. Fibroblastlar i¢in hiicresel
canlilik incelendiginde, % 2.5 NaOCl'nin tiim zaman araliklarinda % 0.05 ve % 0.1'lik
diliisyonlariin sitotoksik oldugu; %17'lik EDTA'nin ise 2 ve 4 saatlik siire sonunda
% 0.1'lik diliisyonunun sitotoksik oldugu tespit edilmistir. %1 perasetik asitin % 0.1'lik
diltsyonu ise 2 ve 4 saatlik stire sonunda sitotoksik etki gostermistir. Sonug olarak ise
%1 perasetik asit, % 2.5 NaOCI ve % 17 EDTA'ya oranla daha az sitotoksik etki

gostermistir.

Viola ve arkadaslar1 (2018) perasetik asit ile NaOCl’in sitotoksik ve hiicresel
savunma mekanizmasi tzerindeki etkilerini karsilastirmislardir. Fibroblastlar 10
dakikalik siire boyunca %1 perasetik asit ve %2.5 NaOCl ile kiiltive edilmislerdir.
Yapilan bu caligmanin sonuclarina gore perasetik asit grubunda, NaOCl grubuna
kiyasla daha diisiik hiicre canlilifi ve daha yiiksek nekrotik hiicre yiizdesine tespit

edilmistir. Her iki soliisyonda da hiicre metabolizmasinda azalma, hiicre iskeletinde ve
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dis morfolojide bozulmalar nedeniyle nekrotik hiicre 6liimii tespit edilmistir. Bununla
birlikte, bu degisiklikler NaOCl ile karsilagtirildiginda diisiik perasetik asit dozlarinda

dahi gozlenmistir.

Alkahtani ve arkadaslar1 (2014) yaptiklar1 calismada QMix ile NaOCl1’in kemik
iligi mezenkimal kok hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini ve hticresel morfolojide
meydana getirdikleri degisiklikleri 2, 4 ve 24 saatlik surelerde karsilastirmiglardir. Her
Uc¢ zaman periyodunda, QMix, toksisite testlerinin sonuglarina gére kontrol grubundan
ve NaOCl'den istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha ylksek bir hicre
yasayabilirligi yilizdesi gostermistir. Hiicresel morfoloji analizinin sonuglarina gore
ise, QMix c¢ozeltisine maruz kalan hiicrelerde, hiicre duvarinin ¢ok az biiziilmesi ve

par¢alanmasiyla, minimal morfolojik degisiklikler gdozlenmistir.

Widbiller ve arkadaglarinin (2019) yaptiklart bagka bir ¢aligmada ise CHX’in
apikal kok hiicreleri iizerindeki toksik etkileri arastirilmistir. Apikal papilla kok
hticreleri CHXin %2 ile %107 arasinda degisen diliisyonlar: ile inkube edilerek 60
dakika boyunca kok hiicrelerin canlilig: analiz edilmistir. Iki dakika sonra apikal
papilla kék hiicreleri tizerinde CHX’in biitiin dilusyonlar1 i¢in herhangi bir toksik etki
gdzlenmemistir. % 102nin altindaki diliisyonlarda ise, 60 dakikalik gdzlem boyunca
onemli bir sitotoksik etki goOrilmemistir, ancak daha yiiksek diliisyonlar
konsantrasyona bagli bir sekilde apikal papilla kok hiicreleri tzerinde toksik etki
gostermislerdir. Bes dakika sonra, % 0.1 -% 2 araliginda degisen dlilisyonlarda
kloheksidinin meydana getirdigi hiicre hasar1 %50’ye ulasmis ve zaman i¢inde giderek

artmistir.

Ebensberger ve arkadaslarinin (2002) periodontal kok hiicreler lizerine yaptigi
bir ¢alismada 2.5-3.5 pg/ml konsantrasyonda izotonik olmayan su formunda ozonun
hiicreler lizerinde herhangi bir toksik etkisinin bulunmadigin1 ve salinla kiyalandiginda

daha yuksek prolferatif etkilere sahip oldugunu bildirmislerdir.

Huth ve arkadaglar1 (2006) yaptiklar1 ¢caligmada oral epitel hiicreler iizerinde
gaz ve su formunda ozon, CHX, NaOCI ve hidrojen peroksitin toksik etkileri
degerlendirilmistir. Yapilan ¢alismanin sonuglarina gore gaz formunda ozon, CHX ve
NaOCl ile esdeger diizeyde toksik etki gOstermesine ragmen su formunda ozon

uygulamasinda toksik etkinin aksine proliferatif etki gdzlendigi rapor edilmistir.
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Nogales ve arkadaslar1 (2016) yaptiklar1 ¢alismada 2, 5 ve 8 pg/ml
konsantrasyonda ozonlanmis suyun fibroblastlar {izerindeki toksik etkilerini 0, 24, 48
ve 72 saatlik siire boyunca arastirmiglardir. Calismadan elde edilen sonuglara gore
ozonlanmis suyun hi¢bir konsantrasyonda toksik olmadigi1 buna ek olarak 6zellikle 48
ve 72 saatlik zaman periyotlar1 sonunda 5 ve 8 pg/ml konsantrasyonda ozonlanmig

suyun anlamli derecede artmis proliferasyona sebep oldugu bildirilmistir.

Akdeniz ve arkadaslarimin (2018) yaptig1 bir calismada gingival fibroblast
hiicreleri tizerinde bisfosfonatlarin toksik etkisinin 60 pg/pl konsantrasyonda ozon
uygulamasiyla azaltilacagi ve ozonun hiicreler lizerinde iyilestirici ve proliferatif etki
gosterdigi bildirilmistir.

Ginani ve arkadaslarinin (2018) diisiik seviyeli lazer terapisinin dental pulpa
kaynakli kok hiicreler iizerine proliferatf ve toksik etkilerini degerlendirmek amaciyla
yaptiklar1 calismada 0.5 ve 1 j/cm? enerji yogunluklarimi kullanmuslardir. ilk lazer
uygulamasin1 takiben 0, 24, 48 ve 72 saatlik slireler sonunda her iki enerji
yogunlugunda da herhangi bir toksik etki etki gozlenmezken buna ek olarak bu enerji
yogunluklarindaki lazer uygulamasinin kok hiicreler iizerinde proliferatif etki
gosterdigini bildirmislerdir. Buna ek olarak 1 j/cm? enerji yogunlugundaki lazer
uygulamasinin 48 ve 72 saatlik stireler sonunda 0.5 j/cm? enerji yogunlugundaki lazer
uygulamasindan ve kontrol grubundan anlamli diizeyde daha yuksek prolifertif etki

gosterdigini bildirmislerdir.

Rizzi ve arkadaslar1 (2016) yaptiklar1 ¢alismada pre-odonblastik hiicre hatlari
lizerine cesitli enerji yogunluklarinda (0.65-32.47 jlcm?) kizil otesi diyot lazer
uygulamasinin 0, 5, 15, 30 ve 60 dakikalik siireler sonundaki toksik ve proliferatif
etkilerini degerlendirmislerdir. Yapilan bu calismanin sonuglar1 biitiin enerji
yogunluklariin hiicreler Uzerinde herhangi bir toksisiteye sebep olmadan proliferatif

etkiye sahip olduklarini géstermistir.

Barboza ve arkadaslarinin (2014) mezensimal kok hiicreler {izerine 0.5 ve 1
jlcm? enerji yogunluklu lazer uygulamasmin toksik ve proliferatif etkilerini
degerlendikleri ¢alismada, uygulanan enerji yogunluklarinin hiicreler {izerinde
herhangi bir morfolojik degisiklige sebep olmadan 6zellikle 48 ve 72 saat sonunda

yuksek proliferatif etkileri oldugunu bildirmislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

“Diyot Lazer, Ozonlu Su ve Cesitli irrigasyon Ajanlarinm Siit Disi Kok
Hiicrelerindeki Apoptotik Etkilerinin Degerlendirilmesi” isimli tez ¢alismasi YDU
Deneysel Arastirma Merkezi Hiicre Kiiltiiri ve YDU Tip Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Tez ¢alismasina baglanmadan 6nce gerekli etik
kurul onay1r “Yakimn Dogu Universitesi Bilimsel Arastirmalar Degerlendirme Etik
Kurulu” ndan alinmistir (Bkz. EK 1. Etik Kurul Onay Belgesi, onay tarihi: 22.02.2018
ve onay belgesi no: 2018/55-526) .

Yapilan tez c¢alismasinda  endodontik  tedavilerde  kok  kanali
dezenfeksiyonunda kullanilan EDTA ve NaOCl’e alternatif olarak Onerilen
ozonlanmis su ve diyot lazer uygulamasinin diisme zamani gelmis siit dislerinden elde
edilmis kok hiicrelerin canliligina olan etkisi MTT analizi ve immunohistokimyasal
apoptoz analizi olan TUNEL testi yontemiyle arastirilmistir. Tez ¢alismasinda daha
once YDU/2015/34-243 numarali etik kurul onay1 ile yapilmis olan doktora tezinde
kullanilan karakterize edilmis ve dondurulmus diisme zamani gelmis siit disi kok

hiicreleri kullanilmastir.

3.1.Tez Cahsmasinda Test Edilmek Uzere Belirlenen Hipotezler
Kullanilan irrigasyon soliisyonlar1 ve diyot lazer irradyasyonunun SHEDs
tizerindeki biyolojik cevabinin belirlenmesi igin g¢alismamizda 2 adet hipotez

belirlenmistir:

1. In vitro kosullarda SHEDs iizerinde EDTA, NaOCl, ozonlanmis su ve diisiik
seviyeli diyot lazer irradyasyonunun toksik etkileri arasinda fark vardir.

2. Klinik uygulamarda kullanilan EDTA ve NaOCIl dozlariyla, ozonlanmis su ve
diyot lazer irradyasyonunun hiicresel canliliga en fazla zarar veren dozlarinin

apoptotik etkileri arasinda fark vardir.
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3.2.Kok Hucrelerin Cozdurulmesi ve Kultivasyonu

Tez ¢alismasinda karakterize edilmis ve -80°C’ de dondurulmus SHEDs’ler
kullanilmigtir. Hiicrelere su banyosunda ¢ézdiirme islemi yapilmadan 6nce laminar
flow kabinde kiiltiir vasati hazirlanmistir. 50 ml kiiltiir vasat1 i¢in; 25 ml Dulbecco’s
modified Eagle’s Medium (D-MEM) (Biochrom, Berlin, Germany), 500 pl penisilin-
streptomisin (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Germany), 500 pl L-glutamin
(Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Germany), 200 pl amfoterisin-B (Gibco, New
York, USA), 1 ml gentamisin (Gibco, New York, USA), 7.5 ml fetal sigir serumu
(FBS, EURX, South America, Brazil) 50 ml’lik hacme sahip falkon tiiplerde (Thermo
Fisher Scientific, Canada) karistirildiktan sonra toplam 50 ml oluncaya kadar DMEM
eklenmigtir. Olusan bu vasat karigimi 0.22 pm siringa filtresinden (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) gegirilerek baska bir 50 ml’lik falkon tiipe alinmtistir. Dort vial
donmus pasaj 2 (P2) SHEDs 37°C 1s1s1 olan su banyosunda (Huber CC-208B with
Pilot ONE, Germany) ¢o6zdiirtilmiistiir.

Resim 3.2.1. Laminar flow ultraviyole kabin
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Resim 3.2.2. Laminar flow kabinde filtreleme islemi

Resim 3.2.3. Su banyosu

Her bir erimis vial ayr1 ayr1 olacak sekilde, 4 tane 3 ml kiiltiir vasati eklenmis
15 ml’lik falkona alinarak 5 dakika boyunca 37°C’ de 1000 RPM devirde santrif(ij
edilmistir (Sigma 3-18 K, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Germany).
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Resim 3.2.4. Santrifiij cihaz

Santrifiij isleminin ardindan her bir vialin eklendigi falkon icin dibe ¢oken
hiicrelerin iizerindeki silipernatant atilip falkona tekrar 3 ml kiiltiir vasati1 eklenerek
calkalama islemiyle 4 adet 3 ml homojen hiicre siispansiyonlar1 elde edilmistir. Daha
sonra 2 ml kiiltiir vasati bulunan flasklara hiicre siispansiyonlari eklenerek kiiltivasyon
islemi tamamlanmistir. Hiicrelerin kiiltive edildigi 4 flask 37°C’de 5% CO2
yogunluklu hava olacak sekilde inkiibe edilmistir. inkiibasyona birakilan flasklardaki
kiiltiir vasat1 2 giinde bir 5ml vasatla yenilenmistir. Kok hiicrelerin ¢ogalmalar1 her
vasat degisimi sirasinda inverted mikroskop (Olympus IX53 Inverted MICROSCOPE;
Tokyo, Japonya) ile incelenip, kok hiicrelerin flask tabanindaki yogunlugu %80’e

ulasinca pasajlama prosediiriine baglanmistir.

Resim 3.2.5. Flask tabanina yapisip prolifere olan kok hiicreler

Magnifikasyon: 500 pm
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3.3.SHEDs’lerin Pasajlanmasi
Kiiltivasyonu takiben %80 yogunluga ulasan kok hiicreler; proliferasyon

kapasitelerinde herhangi bir inhibisyon gézlenmemesi igin pasajlanmiglardir.

Resim 3.3.1. %80 yogunluga wulasan kok hiicreler
Magnifikasyon:500 um

Pasajlama islemi i¢in %80 yogunluga ulasmis hiicre iceren flasklardaki kiiltiir
vasati atilarak her bir flaska 2.5 ml Tripsin-EDTA ilave edilmis ve flasklar 37°C’de
5% CO2 yogunluklu hava ortaminda 10 dk inkiibe edilmistir. Tripsinize edilen kdk
hiicrelerin tizerine 2.5 ml kiltir vasat1 eklenerek olusan ¢6zelti, pipetaj yapilarak 15
ml’lik falkon tiiplere alinmistir. Bu islemi takiben falkon tiipler santrifiij cihazinda
(Sigma 3-18 K, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Germany) 5 dakika siireyle 1000
RPM devirde santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonunda olusan hiicre ¢okeltileri
tzerindeki supernatant atilip 2 ml kiiltiir vasat1 eklenerek olusturulan homojen hiicre
cozeltileri 3 ml kiiltiir vasat1 eklenmis 25 cm®liik flasklara aktarilarak pasajlama

islemi tamamlanmistir. Tez ¢alismamizda Pasaj 3 kok hiicreler kullanilmigtir.
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Resim 3.3.2. Pasaj 3 kok hucreler Magnifikasyon: 500 pm

Resim 3.3.3. %80 yogunluga ulasan Pasaj 3 kok hiicreler Magnifikasyon: 500 pm
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Resim 3.3.4. 96 kuyulu ekim kabimin tabanmna yapisan Pasaj 3 kok hiicreler
Magnifikasyon: 500 pm

3.4.Deney Gruplarinin Belirlenmesi

3.4.1.Sitotoksisite Analizi Icin Deney Gruplarimin Belirlenmesi
Sitotoksisite analizi igin EDTA, NaOCl, Ozonlanmis su ve diyot lazer
uygulamasinin yapildig1 12 deney grubu ve bir adet kontrol grubu olusturulmustur:

Grup 1: %5 EDTA

Grup 2: %8.5 EDTA

Grup 3: %17 EDTA

Grup 4: %1 NaOCI

Grup 5: %2.5 NaOCI

Grup 6: %5.25 NaOClI

Grup 7: 5 pg/ml Ozonlanmis Su

Grup 8:10 pg/ml Ozonlanmis Su

Grup 9:15 pg/ml Ozonlanmis Su

Grup 10: 0.5 j/cm? diyot lazer irradyasyonu
Grup 11: 1 j/lcm? diyot lazer irradyasyonu
Grup 12: 1.5 j/lcm? diyot lazer irradyasyonu
Grup 13: Kontrol Grubu
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Hiicresel canliligin tespit edilebilmesi icin MTT analizi, her grup i¢in 5., 10. ve
15. dakikalarda tekrarlanmistir. Bu amagla her bir zaman periyodu icin ayr1 96 kuyulu
ekim kab1 kullanilmistir. Ekim yapilacak 96 kuyulu ekim kaplar1 deney protokoliine
baslanmadan once her bir kuyuya hiicre ekimi yapilarak 24 saat boyunca 37°C’de 5%
CO2 yogunluklu hava ortaminda inkiibe edilmistir. Deney gruplarinda hiicre ekilen her
kuyuya, 100 pl kiiltiir vasat: ve 100 pl ilgili test solusyonu toplamda 200 ul’lik karisim
olacak sekilde eklenmistir. Kontrol grubu ve diyot lazer gruplarina ise 200 pl kulttr

vasat1 eklenmistir.

3.4.2.immiinohistokimyasal Apoptoz Analizi I¢in Deney Gruplarinn
Belirlenmesi

Calismanin bu basamaginda, MTT deney gruplarimizda EDTA ve NaOCl i¢in
klinik protokol dozlar1, ozonlanmis su ve diyot lazer irradyasyon gruplari i¢inse MTT
analizi sonuglarinda toksisitesi en yiiksek ¢ikan deney gruplar segilerek SHEDs’lerde
olusacak Olim tipini tespit etmek amaciyla immiinohistokimyasal apoptoz testi

uygulanmistir.

Grup I: %17 EDTA

Grup 1l: %1 NaOCI

Grup III: 10 pg/ml Ozonlanmis Su

Grup IV: 1.5 j/em?Diyot Lazer irradyasyonu
Grup V: Negatif Kontrol Grubu

Grup VI: Pozitif Kontrol Grubu

3.5.SHEDs’lerin Thoma Lam Kullanilarak Sayilmasi

Kiltive edilmis kok hiicreler %80 yogunluga ulastiklarinda pasajlama
proseduriindeki gibi tripsinize edildikten sonra flask tabanindan kaldirilarak santrifiij
islemi uygulanmistir. Falkon tup dibine ¢Oken hucrelerin Uzerlerindeki supernatant
atilarak 2 ml kiiltiir vasat1 ilave edilmistir. Dibe ¢oken hiicreler bu kiiltiir vasati ile
homojen hale gelene kadar pipetaj islemi ile karigtirnllmistir. Homojen hale getirilen
hilcre stispansiyonundan 10 pl hiicre siispansiyonu alinarak thoma laminda (Superior
Marienfeld, Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Germany) hiicre sayim alanina
konulmus ve inverted mikroskop (Olympus 1X53 Inverted MICROSCOPE; Tokyo,
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Japonya) ile hiicre sayim1 gergeklestirilmistir. Calismada 96 kuyulu ekim kabinda her
kuyuya 200 pl’de 5x10°sayida hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonlar1 eklenmistir.

3.6.Deneyde Kullanlan irrigasyon Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan EDTA ve NaOCl soliisyonlar kiiltiir vasatiyla 1:1, 1:2,
1:4 oraninda diliie edilerek EDTA i¢in %17, %8 ve %5; NaOCI i¢in ise %5, %2.5 ve
%1 olarak hazirlanmistir. Tez calimamizin ozonlanmis su gruplarinda yer alan deney
orrnekleri i¢in; iki kez distile edilmis steril suyun medikal ozon jeneratoriiyle
(Humazon ProMedic Medikal Ozon Jeneratori, Humares, Bruchsal, Germany) 5
dakika siiresince ozonlanmasiyla 5 pg/mil, 10 pg/ml ve 20 pg/ml konsantrasyonlarda
ozonlanmis su hazirlanmistir. Hazirlanan ozonlanmis sular +4°C’ de muhafaza
edilerek laminar flow kabine ulastirilmis ve soliisyonlar kiiltiir vasatiyla 1:1 oraninda
diliie edildikten sonra 0.22 pm siringa filtresiyle filtre edilerek 96 kuyulu ekim

kaplarina eklenmistir.

HUMAZON® promedic
> [ I :
= [

Resim 3.6.1. Medikal ozon jeneratdru

3.7.Deneyde Kullanilan Diyot Lazer Parametreleri
Tez ¢aligmamiz i¢in 980 nanometre dalga boyuna sahip Galliyum Aliminyum
Arsenit (GaAlAs) (Medency Primo dental laser, Vicenza, Italya) dental diyot lazer



59

kullanilmistir. Uygulanan lazer parametreleri asagidaki formiil kullanilarak j/cm?

birimiyle ifade edilen enerji yogunluguna doniistiiriilmiistiir.

uygulama siiresi (s)x watt

uygulanan lazer basliginin alani = i/em?

Calismamizda diyot lazer 0.5 j/lcm?, 1 jlcm?, 1.5 jlcm? olmak iizere 3 farkl
enerji yogunlugunda ve uygulama alani ucu 0.28 cm? olarak kullanilmistir. 3 farkl
enerji yogunlugunun elde edilebilmesi i¢in diyot lazerin glic modu sirasiyla 0.014,
0.028 ve 0.042 W’ a ayarlanmistir. Uygulanan biitiin enerji yogunluklarinda devamli
atim (continuous mode) moduyla 10 saniye irradyasyon uygulanmigtir. Uygulama
sirasinda lazer baghigi 96 kuyulu ekim kabinda ilgili kuyularin 0.5 cm iizerinde

tutulmustur.

3.8.Sitotoksisitenin Belirlenmesi I¢in Kullamilan MTT Analizi

Hiicresel canlilik testi yapilmadan 24 saat 6nce her bir zaman periyodu toplam
3 adet 96 kuyulu ekim kabina her bir kuyuda 200 pl kiiltiir vasatinda 5x10% sayida
hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Ekimden 24 saat sonra sirasiyla 5 dakikalik
araliklarla 6nce 15, sonra 10 ve daha sonra 5 dakika siireyle inkiibe edilecek olan ekim
kaplarina deneyde kullanilan irrigasyon soliisyonlar1 ve 3 farkli enerji yogunlugunda
diyot lazer irradyasyonu uygulanmistir. Deney protokoliiniin ardindan her bir zaman
periyoduna uygun olacak sekilde 96 kuyulu ekim kaplar1 37°C’de 5% CO2 yogunluklu
hava ortaminda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicresel canlihigi ve
proliferasyonun tespit edilmesi amaciyla, deney gruplar1 ve kontrol grubu igin 5, 10 ve
15 dakikalik siireler sonunda 3- [4,5-dimetiltiyazol-2-il] -2,5 difenil tetrazolyum
bromir (MTT) indirgenmesi ile mitokondiyal aktivitenin degerlendirilmesi igin MTT

analiz yontemi kullanilmistir:

e Analizigin; MTT s6lusyonu, salinle tamponlanmis fosfat ¢ozeltisinde 5 mg/ml
MTT tozu (thiazolyl blue tetrazolium bromide, 98%, Fisher Scientific, USA)
olacak sekilde aliminyum folyo ile kaplanmis falkon tiipte el ile ¢alkanarak
hazirlanmustir.

e Her kuyuda bulunan kiiltir vasatlar1 ve deney soliisyonlar1 pipetle
uzaklastirildiktan sonra hazirlanan MTT soliisyonu 96 kuyulu ekim kabindaki

her kuyuya 1:9 oraninda 10 pl MTT soliisyonu, 90ul kiiltiir vasati olacak
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sekilde eklenmistir. Bu islemi takiben her bir zaman periyodu igin olan 96
kuyulu ekim kaplari aliminyum folyo ile kapatilarak 37 ° C'de 4 saat siireyle
inkiibasyona birakilmustir.

e Inkiibasyon siiresi bitiminde her kuyudaki MTT soliisyonu pipetajla
uzaklastirildiktan sonra her bir kuyuya 50 pl dimetil sulfoksit (D2650; Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) eklenerek formazan kristallerinin cozilmesi
saglanmistir.

e Calismada kullanilan 3 adet 96 kuyulu ekim kaplar1 absorbans degeri 540 nm
dalga boyunda mikro plaka okuyucu spektrofotometre (Versa Max Tunable

e Microplate Reader, Molecular Devices, San Jose, USA) ile analiz edilmistir.

e Elde edilen optik yogunluk degerleri asagidaki formiil kullanilarak hiicresel

canlilik yilizdesine gevrilmistir:

deney grubu optik yogunluk ortalamasi
Y8 P yos X 100 = % Huicresel Canhlihk

kontrol grubu optik yogunluk ortalamasi

Uygulanan formile gore hiicresel canliligi %50’ nin altina diistiren doz inhbitor

doz olarak esas alinmistir.

3.9.Hiicre Oliimiiniin Tespiti i¢cin Kullamlan immiinohistokimyasal Apoptoz
Analizi

Apoptotik hiicrelerin tespiti icin uygulanan TUNEL yontemi, Greticinin
talimatlarina uygun olacak sekilde “ApopTag Plus Peroxidase in situ apoptozis
saptama kiti” (S7101; Merck Millipore, ABD) kullanilarak yapilmistir. Apoptotik
analiz i¢in klinik endodontk rehberlerde 6nerilen uygulama dozu olan %17 EDTA, %1
NaOCI ve diger ozonlanmis su ve diyot lazer irradyasyonu gruplarina gore hicresel
canlilikta daha fazla azalmaya sebep olan 10 pg/ml ozonlanmis su ve 1.5 j/lcm? enerji
yogunluklu diyot lazer irradyasyonu ve zaman periyodu olarak da 15 dakika
secilmistir. Irrigasyon soliisyonlar1 ve diyot lazer uygulanmadan 24 saat dénce KOk
hlcreler 24 gozlii ekim kabina ekilmistir. Ekim isleminden dnce her bir géze 6nceden
otoklavda steril edilmis 12 mm yuvarlak lameller presel yardimiyla yerlestirilip 15
dakika sure ile 500 pl fetal sigir serumu eklenerek bekletilmistir. 15 dakikanin sonunda
fetal sigir serumu pipetaj yapilarak gozlerden uzaklastirilmigtir. Bu islem siiresince

kullanilacak flasktaki SHEDs’ler 2.5 ml Tripsin-EDTA eklenerek 10 dk 37°C’de 5%
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CO2 yogunluklu hava ortaminda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan flask
tabanindan kalkan hiicrelere 2.5 ml kiiltiir vasat1 eklenerek toplanip 15 ml’lik falkon
tipe alimmustir. Falkon tiip 5 dakika 1000 RPM’de santrifiij edilmistir. Santrifij
isleminin ardindan hiicrelerin iizerindeki slipernatant atilarak falkon tiipe 2 ml kiltur
vasati eklenip hiicre ¢okeltisi homojen hiicre stspansiyonu oluncaya kadar vasat ile
pipetaj yontemi kullanilarak karistirilmistir. Daha sonra bu hicre stuspansiyonundan
10 ul pipetaj ile alinarak thoma lam1 sayimini takiben 24 g6zlii ekim kabinda her bir
gozde 5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Ekim isleminden 24 saat sonra,
irrigasyon soliisyonu olarak %17 EDTA, %1 NaOCI ve 10 pg/ml ozonlanmis su her
bir solisyondan ilgili goze 250 pl deney soliisyonu 250 pl kiiltiir vasat1 1:1 dille
edilerek eklenmistir. 1.5 j/cm? diyot lazer irradyasyonu uygulanacak gozlere ise 500
ul kiiltlir vasati eklenmistir. Deney protokolii; test ajanlari ilgili gézlere uygulandiktan
sonra SHEDs’ler 15 dakika 37°C’de 5% CO2 yogunluklu hava ortaminda inkiibe
edilerek tamamlanmistir. 15 dakikalik inkiibasyonun sonunda hiicrelerin tizerindeki
test soliisyonlar1 ve kiiltiir vasat1 pipetaj ile uzaklastirilarak her bir gz 1 ml salinle
tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi (Phosphate Buffered Saline, Ph:7.3, Medicago) ile

yikanmistir. Bu iglemin ardindan fiksasyon ve TUNEL analizi agamasina gegilmistir:

e Hiicreler salinle tamponlanmis fosfat ¢cozeltisinde ¢oziilerek elde edilmis %4
paraformaldehit soliisyonunda 30 dakika oda sicakliginda fikse edilmistir.

e Fiksasyon isleminin sonunda hiicrelerin tizerindeki paraformaldehit soliisyonu
uzaklastirilarak hiicreler 3 kez 5’er dakika toplamda 15 dakika boyunca salinle
tamponlanmis fosfat ¢cozeltisi ile yikanmistir.

e Yikama isleminin ardindan hicrelere, hiicre zarlarinin permeabilizasyonunu
saglamak amaciyla buz iistiinde 15 dakika boyunca salinle tamponlanmig fosfat
¢ozeltisinde dilue edilmis Triton-X 100 (T8532; Sigma Aldrich, St. Louis,
USA) uygulanmustir.

e Permeabilizasyon isleminden sonra hiicreler 2 kez daha 5 dakika siireyle
salinle tamponlanmis fosfat ¢cozeltisi ile yikanmustir.

e Hiicreler, endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in oda sicakliginda 30
dakika boyunca metanolde ¢6ziinmiis %3 hidrojen peroksit iginde inkiibe

edilmistir.
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e Inkiibasyondan sonra hiicreler 2 kez daha 5 dakika streyle salinle
tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi ile yikanmuastir.

e Bu asamalardan sonra, hiicreler 5 dakika siireyle oda sicakliginda dengeleme
tamponu ile onun ardindan ise TdT-enzimi ile 1 saat streyle 37 ° C'de nemli
ve bu enzim 1518a duyarli oldugu i¢in 24 gozlii ekim kabina aliminyum folyo
sarilarak karanlik hale getirilen bir ortamda inkiibe edilmistir.

e Daha sonra bu reaksiyonlarm, oda sicakliginda 10 dakika boyunca
durdurma/yikama tampon ¢6zeltisi ilave edilerek durdurulmasinin ardindan
hicreler tekrar 3 kez 5’er dakika salinle tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi ile
yikanip oda sicakliginda 30 dakika boyunca anti-digoksigenin peroksidaz ile
inkiibe edilmistir.

e Her deney basamagi ardindan yapilan salinle tamponlanmis fosfat ¢ozeltisi
yikamalari ile kullanilan kit komponentlerinin etkilerinin devam etmesi ve
birbiri ile karigmasi engellenmistir.

e Immiino-etiketlemeyi gorsellestirmek icin yapilan boyama, optik mikroskop
(Olympus 1X53, Tokyo, Japonya) altinda diaminobenzidin (DAB) cozeltisi
(ScyTek, West Logan, Amerika Birlesik Devletleri) ve Mayer’s hematoksilen
eozin (Sigma Aldrich, St. Louis, ABD) ile yapilmustir.

Uygulanan metotun apoptotik hiicreleri boyayabildiginin dogrulanmasi i¢in
kullanilan apoptoz kitinin i¢inde yer alan pozitif kontrol grubu boyanarak mikroskop

goriintlisii alinmigtir (Resim 3.9.1.).
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Resim 3.9.1: Pozitif Kontrol Grubu Immiinohistokimyasal TUNEL
Boyamasi1 Magnifikasyon: 20 pm

TUNEL-pozitif apoptotik hcreler, kontrol ve her bir deney grubunun
immiinohistokimyasal boyama orneginde rastgele secilen 5 alan ile sayilmistir. Her
alanda kahverengi boyanmis apoptotik hiicrelerin yiizdesi, asagidaki denklem ile

belirlenmistir:

Herbir alandaki TUNEL metoduyla boyanmis hiicre sayisi1

X 100 = %TUNEL-pozitif Hicre

Toplam Hiicre Sayisi

3.10.istatistiksel Analiz

TUNEL testinde elde edilen veriler, Dunn’s post-hoc testi ile tamamlanan
Kruskal Wallis analizi ile istatistiksel olarak analiz edilmistir. Her irrigasyon
soliisyonu ve diyot lazer irradyasyonu grubu igin gruplar arasi ortalama optik yogunluk
degerleri ve hiicresel canlilik yiizdeleri arasindaki fark, One-Way ANOVA analizi
ardindan Tukey's post hoc testi ile ¢oklu karsilastirmalar yapilarak analiz edilmistir.
Anlamlilik seviyesi % 5 olarak belirlenmistir (p<0.05) ve elde edilen tim veriler

‘Graphpad Prism 6.0’ istatistik programi kullanilarak analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

EDTA, NaOCl, ozonlanmis su ve diyot lazer irradyasyonunun siit diglerinden
elde edilmis kok hiicrelerin canlilig1 {izerine etkisini degerlendirmek amaciyla
yaptigimiz tez calismamizda, Uygulama yapilan biitlin gruplarda ve kontrol grubunda
biitiin zaman periyotlarinda hiicresel canlilikta meydana gelen degisimler MTT analizi
yontemiyle olgiiliip optik yogunluk degerlerinin ve TUNEL yoOntemiyle tespit edilen
TUNEL pozitif hucrelerin yizdelerinin ortalamalari tiim deney gruplarint birbiri ile

kiyaslamak amaciyla standart sapmalar1 belirlenerek karsilastirilmistir.

4.1.Tiim Zaman Periyotlarinda Kontrol Grubundan Elde Edilen MTT Analizi
Bulgular:

Tiim zaman periyodlarinda kontrol gruplarindan MTT analizi ile elde edilen
verilerin karsilagtirildigi One-Way ANOVA testini takiben yapilan Tukey’s post-
hoccoklu karsilastirma testinin sonuglarina gore gruplarim 5, 10 ve 15 dakikalik
inkiibasyonlar sonucu gostermis oldugu optik yogunluk degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamigtir (p>0.05). Ancak en yiiksek optik yogunluk
degeri 2,026+0,02833 ile 5. dakikadaki kontrol grubunda elde edilirken en diisiik optik
yogunluk degeri 1,708+0,004484 ile 15. dakika kontrol grubunda elde edilmistir. 10.
dakika kontrol grubunda ise optik yogunluk degeri 1,839+0,05244 olarak tespit
edilmistir (Tablo 4.1.1.).

Tablo 4.1.1. Tiim zaman periyotlarindaki kontrol gruplarinin optik

yogunluk degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve Tukey post-hoc testinin p

degerleri.
Y
Grup 13 5dkvs10dk |5dkvs15dk | 10 dkvs15dk
5 dk 2,026+0,028 >0,9999 >0,9999 -
10dk | 1,839+0,052 >0,9999 - >0,9999
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15dk | 1,708+0,004 - >0,9999 >0,9999

4.2.Tiim Zaman Periyotlarinda EDTA Soliisyonu Gruplarindan Elde Edilen
MTT Analizi Bulgular:

EDTA’nn %5 (Grup 1), %85 (Grup 2) ve %17 (Grup 3) lik
konsantrasyonlarinin uygulandig1 gruplardaki ortalama optik yogunluk ve hiicresel
canlilik yiizdesi degerleri arasindaki fark biitiin zaman periyotlari, kendi iginde ve
diger zaman periyotlar1 ile One-Way ANOVA testini takiben yapilan Tukey’s post-
hoc ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak karsilastirilmistir. Yapilan istatistiksel analiz
sonuglarina gore 5 dakikalik inkiibasyon periyodu sonucunda 1.161+0.06405 degeri
ile en yliksek ortalama optik yogunluk degerine Grup 1 sahipken bu grubu Grup 2
1.182+0.08289’ luk ortalama optik yogunluk degeri ile takip etmektedir. Grup 3 ise
1.132+0.1296 degeri ile en diisiik ortalama optik yogunluk degerini gostermistir. 5
dakikalik inkiibasyon periyodu g6z oniinde bulundurularak dozlara gore ortalama
optik yogunluk degerleri arasinda mevcut olan farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (biitiin karsilagtirmalar i¢in p degerleri; p>0.05). Grup 1, 2 ve 3 (in elde
edilen ortalama optik yogunluk degerleri uygulanan formiille % hiicresel canliliga
doniistiiriildiigiinde ise Grup 1’in %57.32+3.163, Grup2’nin %58.38+4.088 ve Grup
3’lin de %55.88+6.395’1ik hiicresel canliliga sahip oldugu tespit edilmistir. Ortalama
hiicresel canlilik ytizdesi degerlerinin arasindaki fark da ortalama optik yogunluk
istatistiksel olarak anlamli  bulunmamistir

degerlerinde oldugu gibi (biitlin

karsilastirmalar igin p degerleri; p>0.05) (Tablo 4.2.1.).

Tablo 4.2.1. Tim zaman periyotlarindaki EDTA gruplarimin optik yogunluk

degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve Tukey post-hoc testinin p degerleri.

p
Gl Gl G2
Grupl Grup 2 Grup 3 VS VS VS
G2 G3 G3
5 dk 1.161+0.064 1.182+0.082 1.132+0.129 >0,999 >0,999 >0,999
10 dk 1,099+0,137 1,101+0,107 1,051+0,017 >0,999 >0,999 >0,999
15 dk 0,4372+0,057 0,4619+0,095 0,3703+0,104 | >0,999 >0,999 >0,999
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Gruplar aras1 degerler 10 dakikalik inkiibasyon siiresi iginde
karsilastirildiginda en yiiksek deger 1,101+0,1074 ortalama optik yogunluk degeri ile
Grup 2’ ye ait iken bu grubu 1,099+0,1371 ortalama optik yogunluk degeri ile Grup 1
takip etmistir. En diisiik degerin gozlendigi Grup 3’ teki ortalama optik yogunluk
degeri ise 1,051£0,01714 olarak tespit edilmistir. Grup 1,2 ve 3’iin ortalama optik
yogunluk degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (butln
karsilastirmalar i¢in p degerleri; p>0.05). Ortalama optik yogunluk degerlerine paralel
olarak hiicresel canlilik ylizdesi degerleri Grup 1’de %59,76+7,454; Grup 2’de
%59,86%5,834 ve Grup 3’de ise %57,15+0,9334 olarak tespit edilmistir. Bu ortalama
hiicresel canlilik yiizdeleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(biitiin karsilagtirmalar igin p degerleri; p>0.05). Inkiibasyon siirelerine gore kiyaslama
yapildiginda ise 10 dakikalik inkiibasyon siiresinin sonunda Grup 1, 2 ve 3 ten elde
edilen ortalama optik yogunluk ve hiicresel canlilik yiizdesi degerlerinin, 5 dakikalik
inklibasyon periyodu sonundaki degerlerden daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Ancak iki inkiibasyon periyodu arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml

bulunmamustir (biitiin karsilastirmalar i¢in p degerleri; p>0.05).

Tiim EDTA soliisyonu gruplarinda 15 dakikalik inkiibasyon periyodu esas
alindiginda SHEDs’lerde hiicresel canliligin %50°nin altina diistiigii tespit edilmistir.
En ylksek ortalama hiicresel canlilik yiizdesi %25,59+3,363 ile Grup 2’de gbzlenirken
en diisiik ortalama hiicresel canlilik ytizdesi ise %21,67+6,101 Grup 3’te gdzlenmistir.
Grup 1°deki ortalama hiicresel yiizdesi ise %27,03+5,581 olarak tespit edilmistir. Her
3 grup arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (bltin
karsilastirmalar i¢in p degerleri; p>0.05). Ortalama optik yogunluk degerleri
incelendiginde Grup 1, 2 ve 3’te siwrasiyla 0,4372+0,05741, 0,4619+0,09543 ve
0,3703%0,1042 olarak tespit edilmistir. Bu degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (biitiin karsilastirmalar i¢in p degerleri; p>0.05). 15 dakikalik
inkiibasyon siiresi sonundaki ortalama optik yogunluk ve hiicresel canlilik yiizdesi
degerlerinin, 5 dakikalik ve 10 dakikalik inkiibasyon siireleri sonundaki degerlerden
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha disiik oldugu tespit edilmistir (bUtun
karsilastirmalar igin p degerleri; p<0.0001). (Sekil 4.2.1.)
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Sekil 4.2.1. SHEDs’lerde EDTA soliisyonlarimin 5, 10 ve 15 dakika uygulanmasi

sonucu % hiicresel canhlik.

**Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Biitin EDTA gruplarin hiicresel canlilik
yiizdeleri birbirleri ile karsilastirilarak degerlendirildi. p<0.05 5 dakikalik zaman periyoduna; °p<0.05

10 dakikalik zaman periyoduna gore anlamlilik seviyesi olarak belirlendi.

4.3.Tiim Zaman Periyotlarinda NaOCI Soliisyonu Gruplarindan Elde Edilen
MTT Analizi Bulgular:

NaOCI soliisyonunun %1 (Grup 4), %2.5 (Grup 5) ve %5 (Grup 6) olmak lizere
biitlin gruplarinin tiim inkiibasyon periyotlarindaki ve periyotlar arasindaki ortalama
optik yogunluk degeri ve hiicresel canlilik yiizdesi ortalamalarinin farki,One-Way
ANOVA testini takiben yapilan Tukey’s post-hoc ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak
karsilastirilmistir. 5 dakikalik inkiibasyon periyodunun sonunda Grup 4, 5 ve 6’daki
ortalama optik yogunluk degerleri sirasiyla 1,264+0,08525; 1,26+0,0955 ve
1,119+0,1235 olarak elde edilmistir. Ortalama optik yogunluk degerleri hiicresel
canlilik yiizdesi ortalamasina cevrildiginde ise Grup 4’lin %62,4+4,205, Grup 5’in
%62,22+4,714 ve Grup 6’nin ise %55,25+£6,095°1lik bir hiicresel canlilik yiizdesine
sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.3.1.). Biitiin bu degerler arasindaki fark ise
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istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (biitiin karsilagtirmalar i¢in p degerleri;

p>0.05).

Tablo 4.3.1. Tiim zaman periyotlarindaki NaOCI gruplarimin optik yogunluk

degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve Tukey post-hoc testinin p degerleri.

p
G4 G4 G5
Grup 4 Grup 5 Grup 6 VS VS VS
G5 G6 G6
5 1,264+0,085 1,26+0,095 1,119+0,123 >0,9999 0,9995 0,9998

dk
10 1,115+0,107 1,067+0,042 1,072+0,060 >0,9999 >0,9999 >0,9999
dk
15 | 0,6506+0,061 0,6196+0,046 0,5898+0,039 >0,9999 >0,9999 >0,9999
dk

NaOClI gruplarmin 10 dakikalik inkiibasyon periyodu bitiminde sahip olduklar1
ortalama optik yogunluk degerleri Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’ da sirasiyla,
1,115+0,107, 1,067%0,0423 ve 1,072+0,0601 olarak elde edilmistir. Ortalama
hiicresel canlilik yiizdesi %60,62+5,819’luk ortalama yiizdeyle en yiiksek Grup 4’de
gozlenmistir. Grup 5 ve Grup 6 sirastyla %58%2,301 ve %58,27+3,269 ortalama
hiicresel canlilik yiizdeleriyle birbirine yakin sonucglar vermistir. 10 dakikalik
inkiibasyon periyodu kendi i¢inde degerlendirildiginde NaOCI gruplarinin ortalama
degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (bltin
karsilagtirmalar igin p degerleri; p>0.05). 10 dakikalik inkiibasyon periyodu sonunda
ortalama optik yogunluk ve hiicresel canlilik yiizdeleri, 5 dakikalik inkiibasyon
stiresindeki degerlere oranla azalmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (biitlin karsilastirmalar i¢in p degerleri; p>0.05).

15 dakikalik inkiibasyon siiresinin sonunda biitiin NaOCI gruplarindaki
ortalama hiicresel canlilik yiizdesi %50’nin altina diismiistiir. 15 dakika inkiibasyon
sonucu elde edilen ortalama hiicresel canlilik yiizdeleri Grup 4 i¢in %37,42+2,453;
Grup 5i¢in %36,27+2,714; Grup 6 igin ise %35,97+1,916 olarak tespit edilmistir. Elde
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edilen ortalama optik yogunluk degerleri ise Grup 4’te 0,6506%0,06138, Grup 5’te
0,6196+0,04638 iken Grup 6’da 0,5898+0,03941 seklindedir. 15 dakikalik inkiibasyon
periyodu kendi icinde degerlendirildiginde NaOCI gruplarmin ortalama degerleri
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (biitiin karsilagtirmalar i¢in
p degerleri; p>0.05). NaOCI gruplari inkiibasyon siirelerine gore kiyaslamaya dahil
edildiginde ise; 15 dakikalik inkiibasyon siiresi sonundaki ortalama optik yogunluk ve
hiicresel canlilik yiizdesinin degerleri 5 ve 10 dakikalik inkiibasyon siireleri sonundaki
degerlerden istatiksel olarak anlamli diizeyde diisiik ¢cikmistir (biitiin karsilastirmalar

icin p degerleri; p<0.0001) (Sekil 4.3.1.).
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Sekil 4.3.1. SHEDs’lerde NaOCI soliisyonlarinin 5, 10 ve 15 dakika uygulanmasi

sonucu % hiicresel canlhlik.

**Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Biitin NaOCI gruplarin hiicresel canlilik
ylzdeleri birbirleri ile karsilastirilarak degerlendirildi. p<0.05 5 dakikalik zaman periyoduna; °p<0.05

10 dakikalik zaman periyoduna gore anlamlilik seviyesi olarak belirlendi.

4.4.Tiim Zaman Periyotlarinda Ozonlanmis Su Gruplarindan Elde Edilen MTT
Analizi Bulgular:

Ozonlanmis suyun 5 pg/ml (Grup 7), 10 pg/ml (Grup 8) ve 20 pg/ml (Grup 9)
konsantrasyonlardaki soliisyonlarinin tiim inkiibasyon periyotlari sonundaki ortalama

optik yogunluk degerleri ve hiicresel canlilik yiizdeleri One-Way ANOVA testini
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takiben yapilan Tukey’s post-hoc ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak
karsilagtirilmistir. 5 dakikalik inkiibasyon periyodu sonundaki ortalama hucresel
canlilik yiizdesi degerleri Grup 7 i¢in %97,88+1,78; Grup 8 icin %98,63+£3,835 ve
Grup 9 icin ise %101,3+£2,686 olarak bulunmustur. Elde edilen bu hiicresel canlilik
yiizdesi verilerine paralel olarak ortalama optik yogunluk degerleri de Grup 7, 8 ve 9
icin sirasiyla 1,983+0,03611, 1,998+0,07761 ve 2,052+0,05447 bulunmustur (Tablo
4.4.1.). Her 3 grup igin 5 dakikalik inkiibasyon periyodunda elde edilen ortalama optik
yogunluk degerleri ve hiicresel canlilik yiizdeleri arasindaki istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (biitiin karsilastirmalar i¢in p degerleri; p>0.05).

Tablo 4.4.1. Tiim zaman periyotlarindaki Ozonlanmis Su gruplarmmin optik

yogunluk degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve Tukey post-hoc testinin p

degerleri.
p
G7 G7 G8
Grup7 Grup 8 Grup 9 VS VS VS
G8 G9 G9

5dk | 1,983+0,036 1,998+0,077 2,052+0,054 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999

10dk | 1,932+0,039 1,901+0,036 1,907+0,038 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999

15dk | 1,775+0,037 1,72+0,025 1,725+0,067 | >0,9999 [ >0,9999 | >0,9999

10 dakikalik inkiibasyon periyodunda da Grup 7, 8 ve 9’ da gozlenen ortalama
optik yogunluk ve hiicresel canlilik yiizdesi degerleri ozonlanmis suyun tiim
konsantrasyonlarinin =~ SHEDs’ler  iizerindeki  toksik  etkisinin  olmadigin
gostermektedir. Ortalama optik yogunluk degerleri bakimindan degerlendirildiginde
Grup 7, 8 ve 9’da sirastyla; 1,932+0,03995, 1,901+0,03679 ve 1,907+0,03826 olarak
tespit edilmistir. Bu ortalama optik yogunluk degerleri hiicresel canlilik yiizdesine
cevrildiginde ise bu ii¢ grup i¢in yine sirasiyla %105,1+2,174, %103,4+2 ve
%103,7+2,079 olarak bulunmustur. Bu her iki parametre istatistiksel olarak analiz
edildiginde ise ozonlanmis su gruplarindan 10 dakikalik inkiibasyon periyodu sonunda
elde edilmis bu degerler arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (bitin

karsilastirmalar igin p degerleri; p>0.05). Inkiibasyon siireleri esas almarak yapilan
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istatistiksel karsilagtirmada ise 10 dakikalik inkiibasyon periyodu sonunda ortalama
optik yogunluk ve hiicresel canlilik yiizdeleri, 5 dakikalik inkiibasyon siiresindeki
degerlere oranla artis goOstermesine ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (biitiin karsilastirmalar igin p degerleri; p>0.05).

15 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda ortalama hiicresel canlilik ylizdesi
Grup 7, 8 ve 9 sirastyla %103,9+2,214, %100,7+1,524 ve %101+3,953 olarak tespit
edilmistir. Ortalama optik yogunluk degerlerine bakildiginda ise en yiiksek ortalama
1,775+0,03782 ile Grup 7°de; en diisiik ortalama 1,72+0,02599 ile Grup 8’de
gozlenirken bu deger Grup 9’da 1,725+0,0675 olarak tespit edilmistir. 15 dakika
inkiibasyon siiresi esas alinarak yapilan karsilastirmada gruplar aras1 degerler arasinda
istatistiksel olarak anlamli dlizeyde bir fark bulunmamustir (biitiin karsilastirmalar i¢in
p degerleri; p>0.05). Inkiibasyon periyotlar1 arasindaki ortalama optik yogunluk
degerleri ve hiicresel canlilik yiizdeleri karsilastirildiginda ise biitiin gruplar igin en
yiiksek degerler 10 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda elde edilmistir. Inkiibasyon
sirelerine gore ortalama optik yogunluk degeri ve hiicresel canlilik yiizdesinde
gozlenen farklar istatistiksel olarak anlamli diizeyde fark bulunmamistir (biitiin

karsilastirmalar igin p degerleri; p>0.05).

45.Tiim Zaman Periyotlarinda Diyot Lazer Irradyasyonu Gruplarindan Elde
Edilen MTT Analizi Bulgularn

Diyot lazer irradyasyonu uygulanan gruplarin biitlin inkiibasyon periyotlari
sonundaki ortalama optik yogunluk degerleri ve hiicresel canlilik yiizdeleri One-Way
ANOVA testini takiben yapilan Tukey post-hoc ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak
karsilastirilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore 5 dakikalik inkiibasyon
periyodu sonundaki ortalama optik yogunluk degerleri Grup 10, 11 ve 12 i¢in sirasiyla
1,953+0,03291, 1,943+0,06127 ve 2,047+0,147 olarak bulunmustur. Ortalama
hiicresel canlilik yiizdesi degerlendirildiginde ise Grup 10, 11 ve 12 igin sirastyla
%96,39+1,625, %95,91+3,028 ve %101,1+7,257 bulunmustur (Tablo 4.5.1.). 5
dakikalik inkiibasyon periyodu sonucunda elde edilen bu ortalama optik yogunluk
degerleri ve hiicresel canlilik yiizdeleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (biitiin karsilastirmalar igin p degerleri; p>0.05).
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Tablo 4.5.1. Tiim zaman periyotlarindaki Diyot Lazer gruplarmin optik

yogunluk degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve Tukey post-hoc testinin p

degerleri.
p
G 10 G 10 G11
Grup 10 Grup 11 Grup 12 VS VS VS

G11 G12 G12
5dk | 1,953+0,032 | 1,943+0,061 | 2,047+0,147 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
10dk | 1,869+0,060 | 1,852+0,049 | 1,81+0,027 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
15dk | 1,727+0,051 | 1,734+0,074 | 1,707+0,045 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999

10 dakikalik inkiibasyon periyodu sonunda elde degerler analiz edildiginde
ortalama optik yogunluk degeri en yiiksek 1,869+0,06058 degeri ile Grup 10’ da tespit
edilmistir. Grup 11’in 10 dakikalik inkiibasyon periyodu sonunda sahip oldugu
ortalama optik yogunluk degeri ise 1,852+0,04983 olarak tespit edilmistir. En diisiik
ortalama optik yogunluk degeri Grup 12°de 1,81+0,02778 degeri ile tespit edilmistir.
Ortalama hiicresel canlilik yiizdesi Grup 10, 11 ve 12 igin sirastyla %101,7£3,297,
%100,7+2,709 ve %100,1+0,6034 olarak bulunmustur. 10 dakikalik inkiibasyon
periyodu sonunda elde edilen ortalama degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (biitiin karsilastirmalar igin p degerleri; p>0.05). 5 ve 10
dakikalik inkiibasyon periyodu sonunda elde edilen veriler birbiri ile
karsilagtirildiginda ise Grup 10 ve 11 i¢in degerler artis gosterirken Grup 12’de
azalmistir. Fakat bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (bUtln

karsilastirmalar igin p degerleri; p>0.05).

Grup 10, 11 ve 12’nin 15 dakikalik inkiibasyon periyodu sonundaki ortalama
optik yogunluk degerleri sirastyla 1,727+0,05167, 1,734+0,07465 ve 1,707+0,04522
olarak tepit edilmistir. Bu degerlerin formiile uygun sekilde doniistiirtilmesiyle elde
edilen ortalama hiicresel canlilik yiizdesi degerleri Grup 10, 11 ve 12 i¢in sirasiyla
%101,1+3,025, 101,5+4,373 ve %99,91+2.646 olarak tespit edilmistir. Elde edilen
biitiin bu veriler istatistiksel olarak analiz edildiginde ise aralarindaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (bUtln karsilastirmalar i¢in p degerleri; p>0.05). 5, 10
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ve 15 dakikalik inkiibasyon periyodu sonundaki degerler ele alindiginda Grup 12 i¢in
en ylksek degerler 5 dakikalik inkiibasyon periyodu sonunda elde edilirken; Grup 10
icin 10 dakikalik inkiibasyon periyodu sonunda, Grup 11 i¢in ise 15 dakikalik
inkiibasyon periyodu sonunda elde edilmistir. 5, 10 ve 15 dakikalik inkiibasyon
periyodu sonundaki degerler arasindaki farklar ise istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (biitiin karsilastirmalar igin p degerleri; p>0.05).

4.6.Tiim Zaman Periyotlarinda Elde Edilen MTT Analizi Bulgularinin Gruplar
Arasi Karsilastirilmasi

5 dakikalik inkiibasyon periyodu sonunda tiim EDTA ve NaOCI gruplarindaki
ortalama optik yogunluk ve hiicre canlilik yiizdesi degerleri; kontrol, ozonlanmis su
ve diyot lazer gruplari ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur (biitiin karsilagtirmalar i¢in p degerleri; p<0.0001). Grup 6 ise %55.25 *
6.095’lik ortalama hiicresel canlilik yiizdesi ve 1,119+0,1235’lik ortalama optik
yogunluk degeri ile biitiin deney gruplar1 arasindaki en diisiikk degere sahip grup
olmustur. Grup 9 %101,3%£2,686 ortalama hiicresel canlilik yiizdesi ve 2,052+0,05447
ortalama optik yogunluk degeri ile biitiin gruplar arasinda en yiiksek degere sahip grup
olarak tespit edilmistir. Fakat bu degerin EDTA ve NaOCIl gruplarindan elde edilen
degerler ile arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli diizeyde tespit edilirken; kontrol
grubu, diger ozonlanmig su ve diyot lazer gruplari ile arasindaki fark ise istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (EDTA ve NaOCIl gruplar ile Grup 9 karsilagtirmasi
i¢in pdegerleri, p<0.0001; kontrol grubu, diger ozonlanmis su ve diyot lazer gruplari
ile Grup 9 karsilastirmasi i¢in p degerleri, p> 0.05). 5 dakikalik inkiibasyon periyodu
sonundaki degerler géz oniinde bulunduruldugunda; kontrol, ozonlanmis su ve diyot
lazer gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (biitiin

karsilastirmalar igin p degeri; p> 0.05) (Sekil 4.6.1.).
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Sekil 4.6.1. SHEDs’lerde deney soliisyonlar1 ve diyot lazer irradyasyonun S

dakika uygulanmasi sonucu % hiicresel canhlhik.

**Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Biitiin gruplarin hiicresel canlilik yiizdeleri
birbirleri ile karsilastirilarak degerlendirildi. 2p<0.05 kontrol grubuna; °p<0.05 ozonlanmis su

gruplarma gore; °p<0.05 diyot lazer irradyasyonu gruplarina gore anlamlilik seviyesi olarak belirlendi.

10 dakikalik inkiibasyon periyodu sonunda da, tim EDTA ve NaOCl
gruplarinda, kontrol, ozonlanmig su ve diyot lazer gruplarina gore ortalama optik
yogunluk degeri ve ortalama hiicresel canlilik yiizdeleri istatistiksel olarak anlaml
dizeyde azalmistir (biitiin karsilagtirmalar i¢in p degeri; p<0.0001). 5 dakikalik
inkiibasyon periyodundan farkli olarak, Grup 3 (%17 EDTA), 10 dakikalik inkiibasyon
periyodunda sirasiyla %57,15+0,9334 ve 1,051+0,01714 degerleri ile en diisiik
ortalama hiicresel canlilik yiizdesi ve optik yogunluk degerine sahip grup olarak tespit
edilmistir. 10 dakikalik inkiibasyon periyodu sonunda 5 dakikalik siire sonundaki gibi
sirastyla %103,7+2,079 ve 1,907+0,03826 degerleri ile en yiiksek ortalama hicresel
canlilik yiizdesi ve optik yogunluk degeri, Grup 9°da (20 pg/ml ozonlanmis su) tespit
edilmistir. Bu degerler diger gruplar ile karsilastirildiginda ise sadece tiim EDTA ve
NaOCl gruplarindan istatistiksel olarak anlamli dlzeyde artis gostermistir (btun
karsilagtirmalar i¢in p degeri; p<0.0001) (Sekil 4.6.2.).
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Sekil 4.6.2. SHEDs’lerde deney soliisyonlar1 ve diyot lazer irradyasyonun 10

dakika uygulanmasi sonucu % hiicresel canlilik.

**Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Biitiin gruplarin hiicresel canlilik yiizdeleri
birbirleri ile karsilastirilarak degerlendirildi. 2p<0.05 kontrol grubuna; °p<0.05 ozonlanmis su

gruplarina gore; °p<<0.05 diyot lazer irradyasyonu gruplarina gére anlamlilik seviyesi olarak belirlendi.

15 dakikalik periyot sonunda, Grup 3, %21.67+6.101 ve 0,3703+0,1042
degerleri ile SHEDs'lerde sirasiyla en diisiik ortalama hiicresel canlilik yiizdesi ve
optik yogunluk degerlerini gostermistir. Bu elde edilen veriler kontrol, ozonlanmis su
ve diyot lazer gruplar ile kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik bulunmustur (biitiin karsilastirmalar i¢cin p degeri; p<0.0001). Grup 7’de (5
ug/ml ozonlanmis su) %103.9 £ 2.214 ve 1,775+0,03782 ile sirasiyla en yiiksek
hiicresel canlilik yiizdesi ve optik yogunluk degerleri tespit edilmistir. Grup 7°de elde
edilen bu degerler ile diger ozonlanmis su, diyot lazer gruplar1 ve kontrol grubundan
elde edilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (biitiin
karsilastirmalar icin p degeri; p> 0.05). 15 dakikalik periyot sonunda elde edilen tiim
EDTA ve NaOCI gruplariin degerleri diger zaman periyotlarinda elde edilen EDTA
ve NaOCl gruplar ile diger deney gruplarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde

diisiik bulunmustur (biitiin karsilastirmalar igin p degeri; p<0 0001) (Sekil 4.6.3.).



76

S 150+
=
c
o
=
< 100-
x
=
8 50
O  ERSRERUTIEPPORRIE. ERER R ROOE  RESES
o ab,c a,b,c ab,c a,b,c
: LMW
'U
£ o -
S g ,\°\°(0 e @\‘}\ S O 37 O Q7 O &
7 N Y © §F & &
Qg \\g Qg 6§0 .§0 §0

Sekil 4.6.3. SHEDs’lerde deney soliisyonlar1 ve diyot lazer irradyasyonun 15

dakika uygulanmasi sonucu % hiicresel canlilik.

**Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Biitiin gruplarin hiicresel canlilik yiizdeleri
birbirleri ile karsilastirilarak degerlendirildi. 2p<0.05 kontrol grubuna; °p<0.05 ozonlanmis su

gruplarina gore; °p<<0.05 diyot lazer irradyasyonu gruplarina gore anlamlilik seviyesi olarak belirlendi.

4.7.Deney Gruplarindan Elde Edilen immiinohistokimyasal Apoptoz Analizi
Bulgular:

Kontrol grubu, irrigasyon soliisyonlar1 (%17 EDTA, %1 NaOCI, 10 pg/mi
Ozonlanmis su) ve 1.5 j/cm? diyot lazer irradyasyonu uygulandiktan sonra, tiim
gruplarda TUNEL pozitif hiicreler tespit edilmistir (Resim 4.7.1.; Resim 4.7.2.; Resim
4.7.3.; Resim 4.7.4.; Resim 4.7.5.).
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Resim 4.7.1: Kontrol Grubu Immiinohistokimyasal TUNEL
Boyamasi1 Magnifikasyon: 20 pm

Resim 4.7.2: EDTA (%17) Grubu Immiinohistokimyasal TUNEL
Boyamasi1 Magnifikasyon: 20 pm
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Resim 4.7.3: NaOCl (%1) Grubu immiinohistokimyasal TUNEL
Boyamasi1 Magnifikasyon: 20 pm

Resim  4.7.4: Ozonlanmis Su (10  pg/ml)  Grubu
Immiinohistokimyasal TUNEL Boyamasi1 Magnifikasyon: 20 pm
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Resim 4.7.5: Diyot Lazer (1.5 j/cm?) Grubu immiinohistokimyasal
TUNEL Boyamasi1 Magnifikasyon: 20 pm

TUNEL pozitif hiicrelerin ylzdeleri en yiiksek deger olan % 39,89 = 11,54 ile
Grup I’de (% 17 EDTA) tespit edilmistir. Bu gruptan sonra en yiiksek deger ise
%31.15£10.64 ile Grup II’de (%1 NaOCl) tespit edilmistir. Grup I ve II’de tespit
edilen bu TUNEL pozitif hiicrelerin ylizdeleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (biitiin karsilastirmalar igin p degeri; p> 0.05). Grup V (Negatif
kontrol grubu) %3.33 + 7.45 ile en diisiik TUNEL pozitif hiicre oranina sahipken bu
grubu %10.67 + 2.93’1ik yiizde ile Grup III (10 pg/ml Ozonlanmis su) ve %13.24 +
7.61 ile Grup IV (1.5 jlcm? Lazer) izlemistir. Grup I’den elde edilen deger Grup I1I,
IV ve V’den elde edilen degerler ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
dizeyde yiiksek bulunmustur (Grup III ve IV igin p degeri, p<0.001; Grup V igin p
degeri, p<0.0001). Grup I’de oldugu gibi Grup II’den elde TUNEL pozitif hiicre
yluzdesi de Grup III, IV ve V’den istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (Grup III ve IV i¢in p degeri, p<0.05; Grup V i¢in p degeri, p<0.001).
(Tablo 4.7.1., Tablo 4.7.2.)
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Tablo 4.7.1. Deney gruplarinin TUNEL pozitif hiicre yiizdelerinin tanimlayici

istatistikleri
Deney Gruplari % TUNEL Pozitif Hicre = Standart
Sapma

Grup | (%17 EDTA) % 39,89 + 11,54

Grup 11 (%1 NaOCl) %31.15+10.64

Grup I (10 pg/ml Ozonlanmis su) %10.67 £ 2.93

Grup IV (1.5 jlcm? Lazer) %13.24 £ 7.61

Grup V (Kontrol) %3.33£7.45

Tablo 4.7.2. Deney gruplarimin TUNEL pozitif hiicre yiizdelerinin Dunn’s post-

hoc testinin p degerleri

Deney Gruplari p*
Grup I vs Grup 1l 0,5081
Grup I vs Grup 111 0,0003*
Grup I vs Grup IV 0,0007*
Grup I vs Grup V <0,0001*
Grup Il vs Grup Il 0,0094*
Grup Il vs Grup IV 0,0264*
Grup Il vs Grup V 0,0004*
Grup 11 vs Grup IV 0,9890
Grup H1'vs Grup V 0,6634
Grup IV vs Grup V 0,3876
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5. TARTISMA

Mikroorganizmalar, pulpal ve periapikal hastalik olusumunda 6nemli bir
etiyolojik role sahiptirler (Cardoso ve ark.,, 2008). Mikroorganizmalarin yok edilmesi
ve kok kanal sisteminde optimum dezenfeksiyonun saglanmasi hem geleneksel
endodontik tedavinin hem de rejeneratif endodontinin en 6nemli hedeflerinden
birisidir (Diogenes ve ark., 2013). Bununla birlikte baz1 komplikasyonlar, dzellikle iyi
mekanik enstriimantasyon yapmanin zor olabilecegi karmasik morfolojik kok kanal
yapilaria sahip siit ve geng¢ daimi dislerde endodontik tedavinin bagarisini olumsuz
yonde etkileyebilir (Wang ve ark. 2013). Ayrica, tek basina mekanik aletler, kompleks
pulpa morfolojisinin anastomozlarini, lateral kanallarini, dentinal tiibiillerini etkili bir
sekilde dezenfekte edemez (Mohammadi ve Shalavi, 2012). Bu nedenle, irrigasyon
soliisyonlart endodontik tedavinin etkinliginde anahtar rol oynamaktadir. Kok
kanallarinda irrigasyon sollisyonlarmin klinik  kullanimi, kok kanallarinin
lubrikasyonu ve dezenfeksiyonu, organik ve inorganik dokularin ¢éziilmesi ve kok
kanalindan debrislerin ¢ikarilmasini saglar (Escobar ve ark., 2010). Bu 6zelliklerin
yani1 sira, irrigasyon sollisyonu segerken; smear tabakasi temizleme etkinligi, enfekte
bolgeye diflizyon, biyouyumluluk, toksisite, uzun vadeli antimikrobiyal ve antifungal
etkiler gibi bazi1 faktorler goz 6niinde bulundurulmalidir (Serper ve ark., 2001). Oral
kaynakli kok hiicreler, dentin-pulpa kompleksinin fizyolojik rejenerasyonu igin
gereken doku gelisiminde tedavi edici kaynaklar olarak gorev almaktadir (Schmalz ve
Snith, 2014). Dentin-pulpa benzeri doku elde edilmesi rejeneratif endodontik
tedavilerin en dncelikli amaci oldugundan rejeneratif endodontik tedavide kullanilan
irrigasyon ajanlar1 sadece maksimal antibakteriyel etki saglamakla kalmayip aym
zamanda periapikal dokulara tagsmas1 durumunda da minimal toksik etki gostermelidir

(Escobar ve ark., 2010; Beffa ve ark., 2017).

NaOCl; genis spektrumlu antibakteriyel aktivitesi, organik ve nekrotik doku
¢cozlinme kapasitesi ve direncli Enterococcus, Candida ve Actinomyces tlrlerine etki
edebilmesi nedeniyle endodontik islemlerde % 0.5 ile %S5.25 arasinda degisen

konsantrasyonlarda en yaygin olarak kullanilan irrigasyon ¢ozeltisidir (Pinheiro ve
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ark., 2018). Her ne kadar NaOCl konsantrasyonunun arttirilmasit daha iyi bir sekilde
doku ¢6zmesine ve daha yliksek antibakteriyel etkinlige yol acsa da, ¢evre dokularin
toksisitesinde artisa sebep olmaktadir (Serper ve ark., 2001). Smear tabakasinin
tamamen uzaklastirilmasi, ancak NaOCl ile EDTA birlikte kullanildiginda
basarilabilir. Ciinkii EDTA, dentin ve smear tabakasinin inorganik kismini etkiler
(Haapasalo ve ark., 2014). Bununla birlikte, EDTA, hcreyi 6ldiirmeden bakteriyel
hiicre zarim1 zayiflattifindan, ¢ok az antimikrobiyal aktivite gosterir veya hig
gostermez (Stojicic ve ark., 2012). NaOCI ve EDTA'nin dezavantajlarinin {istesinden
gelmek igin gesitli alternatifler arastirilmaktadir (Escobar ve ark., 2010; Botton ve ark.,
2016). Son yillarda ozon gazi, ozonlanmis su ve farkli lazer uygulamalarinin dis
hekimliginde endodontik  dezenfeksiyon yontemi olarak kullanilabilirligi
arastirtlmaktadir (Buldur ve Kapdan, 2017; Pirnat ve ark., 2011). Ozonlanmis su;
bakterileri, viriisleri, mantarlar1 ve protozoalar etkileyen, alternatif bir antimikrobiyal
irrigasyon ajani olarak oOnerilmektedir. Ozonlanmis su; mutajen olmamasi, hizli
antimikrobiyal etki gdstermesi ve kolay uygulanmasi gibi bircok avantaja sahiptir
(Estrela ve ark., 2007).

Endodontik tedaviler sirasinda dezenfeksiyon amaciyla kullanilmasi 6nerilen
lazerler ile ilgili yapilan ¢aligmalar umut vericidir (Beer ve ark., 2012; Saydjari ve ark.,
2016). Kok kanal tedavisinin bagari orani, lazer iginlamasinin antibakteriyel etkinligi
ile arttirilabilir (Bahrololoomi ve ark., 2017). Lazerlerin antibakteriyel etkileri iki
temel mekanizma ile agiklanabilir. Birinci mekanizmaya gore, lazer 15181 kok dentini
(substrat) tarafindan giigll bir sekilde emilir ve substrata bagli mikroorganizmalarin
oliimiiyle sonuglanan bir 1s1 artist meydana gelir. Ikinci mekanizma ise, bakterilerin
dogrudan lazer 15181n1 emmesini ve hasar gérmesiyle aciklanmaktadir (Pirnat ve ark.,

2011).

NaOCl ve EDTA’ nin yiiksek toksisite potansiyeli ve yan etkileri g6z 6énunde
bulunduruldugunda tez ¢calismamizda; EDTA ve NaOCl’e alternatif irrigasyon ajanlari
olarak kullanilabilecegi 6nerilen ozonlanmis su ve diyot lazerin sitotoksik ve apoptotik

Ozelliklerinin karsilagtirilmasi1 amaglanmastir.

Hayvan modelleri, bir¢ok agidan genel olarak kabul edilen sinirlamalara

ragmen, cogu kisi tarafindan toksisite analizleri i¢in en uygun fizyolojik sistemler
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olarak kabul edilmektedir ve bu durum diinya genelinde toksikolojik degerlendirme
i¢in diizenlenen kilavuzlarin gogunda belirtilmektedir (Sjoberg, 2017). Ancak, in-vivo
calismalar ile ilgili etik, maliyet ve zaman endiselerinin yani sira, hayvan deneylerinde
elde edilen sonuglarin insanlara uyarlanmasi konusundaki belirsizlik, bu modellerin
dezavantaji olarak gosterilmektedir (Knight, 2008; Arrowsmith ve Miller, 2013).
Fizyolojik olarak uygun kiiltiir ortaminda hedef dokudan elde edilen yeterli miktarda
hilicre tizerinde yapilan in-vitro sitotoksisite testleri hedef organlardaki yan etkilerin
tanimlanmasi ve hayvan deneyleriyle karsilastirildiginda, organizmadaki olasi yan etki
sonuglarinin ¢ok daha kisa siirede alinmas1 ve karakterizasyonlarinin belirlenmesi gibi
avantajlara sahiptir (Soldatow ve ark., 2013). In vitro sitotoksisite ¢alismalarinda
kullanilan kok htcreler, sinirsiz ve tutarli bir hiicre kaynagi sunan ve herhangi bir
hiicre tipine farklilasma potansiyeline de sahip olan hicrelerdir (Takahashi ve
Yamanaka, 2006). Calismamizda tiim bu avantajlar ve etik nedenler de goz 6nunde

bulundurularak, model olarak hiicre kiltiri tercih edilmistir.

Oral doku ve periapikal bolgeden; apikal papilla kok hicreleri, dental folikdl
kok hucreleri, periodontal ligament kok hiicreleri, gingival mezenkimal kok hiicreleri,
dental pulpa kok hiicreleri ve diisme zamani gelmis siit disi pulpasi kok hiicreleri gibi
cok cesitli eriskin kok hiicre populasyonlar: izole edilebilmektedir (Diogenes ve ark.
2013). Bu kok hiicreler tip alaninda birgok brangda biitiinliigii bozulmus ve calisamaz
hale gelmis doku ve organlarin rejenerasyonunun saglanmasi i¢in umut veren tedavi
kaynaklar1 olarak goriilmektedir (Nuti ve ark., 2016). Yapilan in-vitro ve hayvan
deneyi ¢alismalar1 da, 6zellikle DPSCs ve SHEDs’lerin noral, otoimmun, endokrin,
kas, kardiyak ve vaskiiler ile iskelet sistemi dejenerasyonu gibi cok genis bir yelpazeye
yayilan hastaliklar i¢in tedavi edici potansiyellerinin bulundugunu desteklemektedir

(Kanafi ve ark., 2014; Xing ve ark., 2015; Chalisserry ve ark., 2017).

DPSCs’ler, Gronthos ve arkadaslart tarafindan izole edilen yiiksek
proliferasyon, ¢ogalma ve farklilasma yetenegine sahip olan oral doku kaynakli
yetiskin mezenkimal kok hiicre kaynaklaridir (Gronthos ve ark.,, 2000). BMMSCs’ler
ile kiyaslandiginda DPSCs’ler proliferatif kapasitesi daha ylksek olan klonojenik
hlcre populasyonlaridir (Gronthos ve ark., 2000). SHEDs’ler ise ilk olarak Miura ve
arkadaslar1 tarafindan izole edilen ¢esitli hiicre tiplerine farklilasabilen yiiksek

proliferatif kapasiteye sahip klonojenik hiicre populasyonlaridir (Miura ve ark., 2003).
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SHEDs ve DPSCs kullanilarak yapilan in-vitro deneyler bu iki hicre
populasyonlarinin biyolojik olarak farkliliklara sahip oldugunu gostermektedir
(Nakamura ve ark., 2009). Yapilan DNA mikrodizi analizleri; fibroblast blyime
faktorti (FGF), timor biiytime faktori B (TGF R), kollajenler (Kollajen 1, 111, VII ve
XII) ve proteoglikanlar (glipikan ve versikan) gibi birkag sitokin sayesinde
pluripotens, hiicre proliferasyonu ve ekstraselliller matriks ile iligkili birka¢ genin
SHEDs’lerde DPSCs’lere oranla daha yiiksek miktarlarda eksprese edildigini
gostermistir (Howard ve ark., 2010; Novais ve ark., 2019). Bu raporlar, SHEDs'lerin
daha uzun kultivasyon sureleri boyunca korunurken, DPSC'lerin ise plastisitelerini bir
slire sonra kaybettiklerini kanitlamistir (Kerkis ve Caplan, 2012). Yapilan giincel bir
calismada ise, in-vitro Kkiiltivasyon sirasinda SHEDs ve DPSCs'ler arasinda;
SHEDs'lerde DPSCs'lere kiyasla artmig CD73 ekspresyonu ile birlikte daha yiiksek
proliferasyon orani ve osteojenik farklilasma oldugu gosterilmistir (Wang ve ark.,
2018). Bir diger calismada, SHEDs'in daha yiiksek seviyelerde alkalin fosfataz,
osteokalsin, B [lI-tbdlin, tirozin hidroksilaz, mikrotlbul-iligkili protein 2 ve
DPSCs'lerden daha fazla nestin Grettigi bildirilmistir (Rosa ve ark., 2016). Tiim bu
bulgular, SHEDs ve DPSCs'ler arasinda farkliliklar yoniinde ongoriilen kanitlar
desteklemektedir. Buna ek olarak SHEDs'lerin izolasyonu, her cocugun siit dislerinin
fizyolojik olarak diistiigli diistiniildiigiinde az ya da hi¢ travmaya neden olmayan basit
ve uygun bir islemdir. Bu nedenle ileride hastaliklar1 ya da yaralanmalar1 tedavi etmek
ve in-vitro ¢alismalarda kullanmak igin kok hiicre elde edilmesi ve depolanmasi
konusunda SHEDs’lerin izolasyonu miikemmel bir firsattir (Arora ve ark., 2009).
Sahip oldugu birgok avantajin yani sira yiisek proliferatif kapasitesi ve diger oral kok
hiicre kaynaklarina oranla izole edilebilme kolayligi nedeniyle c¢alismamizda
planlanan hiicre kulttri modelinde kok hiicre populasyonu olarak SHEDs’ler tercih

edilmistir.

Hiicre kiiltiirii metodunun siklikla tercih edildigi ¢alismalardan olan in-vitro
sitotoksisite ¢caligmalari; test edilmek istenen materyalin, hedef dokudan elde edilmis
hicre kilturundeki hiicre biiyiime orani ve hiicrelerin morfolojik 6zellikleri {izerine
etkisinin kontrol gruplari kullanilarak degerlendirildigi yontemlerdendir (Uzun ve

Bayindir, 2011). Yontemin avantajlar arasinda;
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1. Yalnizca hiicresel boyutta meydana gelen ve spesifik reaksiyonlarin
degerlendirilebilmesi,

2. Klinik c¢alismalara ve hayvan deneylerine oranla kullanilacak materyalin
etkisinin ¢ok daha hassas bir sekilde degerlendirilmesine imkan vermesi,

3. Fazla sayida materyalin diger ¢alisma tiplerine kiyasla ¢ok daha kisa siirede
degerlendirilmesine olanak saglamasi,

4. Uygulanan metotlarin standardize edilebilir olmasinin elde sonuglarin yapilan
diger caligmalar ile karsilastirilmasini kolaylastirmasi,

5. Klinik ¢aligmalara ve hayvan deneylerine oranla daha genis bir uygulama
alanina sahip olmasi,

6. Hiicre kiiltlirii kullanilarak yapilan toksisite testleri hassas sonuglar
verdiginden, toksik materyallerin klinik ve hayvan calismalarina ge¢ilmeden
kullanimlarina son verilmesine olanak saglamalari,

7. Bu metotlar kullanilarak yapilan ¢alismalarin sonucunda elde edilen verilerin
istatistiksel olarak yorumlanabilmesi (kantitatif olmasi) ve karsilastirilabilir
sonuglara ulagilabilmesi, sayilmaktadir (Uzun ve Bayindir, 2011; Rajabzadeh
ve ark., 2019).

Yapilan c¢alismalarin sonuglari, laboratuvar ortaminda hiicre kiiltiirii
kullanilarak yapilan sitotoksisite testlerinin in-vivo ¢aligmalar ile uyumlu ve benzer
sonuglar verdigini bildirmektedir (Cenni ve ark., 1999; Rajabzadeh ve ark., 2019). Bu
bulgular, kullanilacak materyalin canli {izerinde zararli etkilerinin olup olmadigini
tespit etmek igin hiicre kiiltiirii kullanilarak yapilan sitotoksisite testlerinin oldukca
giiclii ve gecerli metotlar oldugunu gostermektedir (Rajabzadeh ve ark., 2019). Bu
amacla hiicre kiilttirti kullanilarak yapilan toksisite testleri hiicreden sizan enzimlere
ve mitokondriyal metabolizmaya ait reaksiyonlara duyarlidir (Giiven ve ark., 2011).
Enzimlere duyarli olan toksisite testlerinden biri olan LDH testi toksik materyal maruz
kalmasi1 sonucunda hiicreden sizan enzimlere duyarli bir test olup; pahali bir yontem
olmasi, enzim aktivitesinin zamana bagli olarak bozulmasi, kiiltiir vasatinin pH’s1 ve
igeriginden etkilenmesi gibi birtakim dezavantajlara sahiptir (Galluzzi ve ark., 2009).
Mitokondriyal aktiviteye bagli hiicresel oliimii degerlendiren MTT testleri ise
mitokondriyal dehidrogenaz enzimine duyarli olan testlerdir (Pelin ve ark., 2019).

MTT kullanilarak yapilan hicre kilturt toksisite testi diger yontemlere oranla daha
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hizli, kolay, hassas ve tekrarlanabilir oldugundan sik tercih edilen bir yontemdir (Adan
ve ark., 2016). Buna ek olarak MTT testi, arastirmacinin toksik materyalin
biyouyumlulugu konusunda fikir sahibi olmasini saglamasinin yani sira elde edilen
sonuclar sayesinde, proliferatif etki gosteren materyallerin sonuglarinin  da
karsilagtirilabilir sekilde elde edilmesini saglamaktadir (Stockert ve ark., 2018). Bu
baglamda, farkli irrigasyon soliisyonlart ve diyot lazer irradyasyonunun hiicresel
toksisitesini belirlemek ve ¢alismada test edilen materyallerin hiicre proliferasyonuna

etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla calismamizda MTT analizi tercih edilmistir.

Yapilan bir¢ok laboratuvar ve hayvan calismalari; biyouyumlulugu aragtirilan
materyallerin toksik etkisini hiicreleri apoptotik siirece sokarak gosterdigini
desteklemektedir (Elmore, 2007; Viola ve ark., 2018). Hiicrenin yasamsal
faaliyetlerini saglikl1 bir sekilde devam ettirebilmesindeki en dnemli faktér bulundugu
cevre sartlaridir (van Meerloo ve ark., 2011). Mekanik stresler ve kimyasallar, hiicre
6limiine neden olan baslica stres kaynaklarindandir. Normal sartlarda hiicreler bu
streslere ve onlarin sonucunda meydana gelen hasarlara karsi birtakim sinyal
mekanizmalariyla cevap veren savunma sistemlerine sahiptirler. Ancak bu sinyal
yolaklarinda meydana gelen hasar kalici olabilir. Hiicrenin bu stres kaynaklarina kars1
ne zaman Oliim karar1 verecegi ve bu karari tetikleyen sinyallerin neler olduklar stres
kaynaklarinin toksik etki mekanizmasmin bilinmesinde biiyiikk bir 6neme sahiptir
(Andersen ve Rathmell, 2015). Ciinkii apoptoz, komsu hiicrelere zarar vermeden ve
onlar1 kotii yonde etkilemeden veya kalict hasar birakmadan yalnizca hedeflenen
hiicrelerin yok edilmesidir. Apoptozun bu karakteristik 6zellikleri 15181inda uygulanan
irrigasyon  ajant  veya dezenfeksiyon yonteminin enfeksiyondan sorumlu
mikroorganizmalarin 6liimiine sebep olmasi beklenirken, rejenerasyonu saglayacak
hiicreleri de apoptoza ugratmamasi, tedavinin klinik basarisini olumlu yonde

etkileyecektir (Iohara ve ark., 2014).

Stres kaynaklar1 kisa siireli olduklarinda apoptozis ya da diger hiicresel 6liim
sekli olan nekroza sebep olurken, devam edip kronik hale geldiklerinde ise hiicresel
morfolojide meydana gelen degisikliklerle kendini belli eden otofaji olarak
adlandirilan hiicrenin kendi kendini sindirmesine sebep olurlar. Dis stresler sonucu
gerceklesen 6limin genellikle nekrotik tipte olustugu belirtilse de, Green ve Llambi

(2015) meydana gelen 6liim sekillerinin, etkenin dozuna, maruz kalma suresine ve
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etkilenen hucrelerin tipine gore apoptotik veya otofajik hiicre 6limu de olabilecegini

gostermislerdir.

Hiicrenin maruz kaldigi kimyasallar veya mekanik stresler, 8-hidroksi-2 -
deoksiguanozinin olusumu yoluyla oksidatif hiicre hasart ve yikict DNA
modifikasyonlarina neden olur ve apoptotik hiicre 6liimiinii tetikleyebilir (Kalyuzhny,
2011). Calismamizda apoptotik hiicrelerin diger hiicrelerden ayirimini yapabilmek
amaciyla 8-hidroksi-2"-deoksiguanozin’e duyarli immiinohistokimyasal apoptoz

belirleme yontemi olan TUNEL testi kullanilmistir.

Tez calismamizda kullanilan irrigasyon soliisyonlarinin konsantrasyon
araliklar1 ve uygulama siireleri (5, 10 ve 15 dakika) Amerikan Endodontistler
Birligi'nin klinik kilavuzlari (https://www.aae.org, Erisim tarihi: 25.09.2018)
izlenerek; diyot lazer irradyasyonunun enerji yogunluklari ise Huth ve arkadaslarinin

calismasi (2009) esas alinarak belirlenmistir.

Endodontide irrigasyon ajani olarak kullanilan NaOCI, hiicreler iizerinde
sitotoksik etki gostermesi, periapikal bolgeye ulasirsa bu bolgede akut yaralanmaya
sebep olmasi gibi birtakim dezavantajlara sahiptir. Kok kanal tedavisi sirasinda
NaOClI’'nin ¢evre dokulara tasmast durumu "hipoklorit kazasi" olarak
adlandirilmaktadir; Bu durum akut semptomlara ve potansiyel olarak ciddi kalict
hasarlara neden olmaktadir (Farook ve ark., 2014). Canli dokularla temas1 halinde
NaOCl, ¢evre dokulart oksitleyerek hizli hemoliz ve iilserasyona, notrofil gogiiniin
onlenmesine ve endotelyal ve fibroblast hiicrelerinin yok olmasina neden olur. Bu
yluksek toksisite potansiyeli, NaOCl kullaniminin ¢esitli komplikasyonlara ve kazalara
yol agmasina sebep olmaktadir (Guivarc’h ve ark., 2017). Apikal foramenden istem
dis1 tasacak sekilde yapilan sodyum hipoklorit enjeksiyonu genellikle genis apikal
foramene sahip dislerde ya da kok kanal hazirlig1 veya resorpsiyona ugramis koklerde
apikal daralma ortadan kalktig1 i¢in daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Ek olarak, irrigasyon
sirasinda asir1 basing veya irrigasyon ignesinin ucunun kok kanalinda sikismasi,
NaoClI’ nin apikal dokularla temas etmesine neden olarak yumusak doku ve kemikte
kimyasal yaniklara ve bunun sonucu olarak da doku nekrozuna yol agacaktir (Bither
R. ve Bither S., 2013). Yiiksek doku ¢6zme kapasitesinden dolay1 NaOC1’nin dokulara

tagsmas1 halinde olusan hemoliz, cogunlukla aninda veya sonradan hematoma neden
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olur (Behrents ve ark., 2012; Guivarc’h ve ark., 2017). Guivarc’h ve arkadaslari (2017)
NaOCl’nin apikal dokulara tasmasi nedeniyle olusan komplikasyonlarla ilgili
yayinlanan 52 vaka raporunu incelemisler; 46 vakada hastaya anestezi uygulanmasina
ragmen agri, 17’sinde kanama ve 49’unda ise 6dem bulgusu oldugunu bildirmislerdir.
NaOCT’nin apikal dokulara tagsmasinin fasiyal siniri etkileyerek ndrolojik bozukluklara
ve mimik kaslarinda paresteziye sebep oldugu da bir bagka calismada bildirilmistir
(Pelka ve Petschelt, 2008). Biitiin bu dezavantajlarina ek olarak NaOCI organik doku
¢ozme Ozelligi nedeniyle, dentin tiibiillerine kisith derecede penetre olabilme
kapasitesine sahiptir. Yapilan ¢alismalar endodontik enfeksiyonlardan sorumlu olarak
kok kanalindan en ¢ok izole edilen bakteri olan E.faecalis’in dentinde 1000 um’ ye
varan derinliklere penetre olma kabiliyeti oldugunu gostermektedir (Vatkar ve ark.,
2016; Kirsch ve ark., 2017). NaOCI ise kok kanal tedavisi sirasinda prepare edilen
kanallarda 39 ila 62 pm derinlige kadar dentinde penetre olma kabiliyetine sahiptir
(Giardino ve ark., 2017). Bu nedenle dentin tubullerinin agilmasi ve inorganik smear
tabakanin uzaklastirilabilmesi i¢gin NaOCl EDTA ile kombine kullanilmaktadir
(Haapasalo ve ark., 2014). Ancak yapilan ¢alismalar EDTA’nin, 5 dakika icinde 20-
30 pm derinlige kadar olacak sekilde smear tabakay1 uzaklastirdigi; buna ek olarak
dentin lizerindeki selasyon etkisinin, kok kanallarinin apikal ti¢lii kisminda neredeyse
yok denebilecek kadar az oldugunu gostermektedir. Sonug¢ olarak, EDTA'nin tikali
dentin tiibiillerini klinik olarak fayda saglayacak derecede acamadigi ve ¢ok dar
kanallarda biriken ¢ozelti miktarinin duvarlarin demineralizasyonunu etkilemeyecek
kadar kiiciik oldugu sonucuna varilmistir (Violich ve Chandler, 2010). Yapilan bir
baska calismada EDTA kullanilarak yapilan selasyon islemi ¢cok yavas oldugundan,
mekanik temizleme sirasinda EDTA ¢ozeltisinin kullanilmasinin smear tabakay1
uzaklastirip dentin tiibiillerindeki bakteriyel kontaminasyonun elimine edilmesinde
yeterli etkisinin olmadig1 gosterilmistir (Violich ve Chandler, 2010). Direk
antibakteriyel etkisi diistiniildiigiinde ise; EDTA, bakterinin hiicre zarinin dis kisminda
bulunan katyonlarla selasyon yoluyla reaksiyona girerek hiicreyi o6ldiirmeden
bakterinin hiicre zarimi zayiflatmaktadir (Stojicic ve ark., 2012). Bu o6zelliginden
dolay1 EDT A'nin antimikrobiyal aktivitesi az veya hi¢ yoktur (Stojicic ve ark., 2012).
Konuyla ilgili yapilan bir ¢alisma, % 17 EDTA ¢o6zeltisinin, 60 dakikalik temas

stiresinden sonra bile E. faecalise karsi hicbir bakterisidal aktivite gdstermedigini
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bildirmektedir (Arias-Moliz ve ark., 2008). Ayrica NaOCl ile EDTA’nin kombine
kullanim1 NaOCl’nin agiga ¢ikardigi aktif klorin miktarinda azalmaya sebep olarak
NaOCTI’nin antibakteriyel etkinligini olumsuz yonde etkilemektedir (Almeida ve ark.,
2015). Buna ek olarak EDTA ve NaOCI o6zellikle fizyolojik kok rezorpsiyon sirecine
giren siit disleri ile genis apikal agikliga sahip olan geng¢ daimi dislerin kok kanallarinin
dezenfeksiyonunda apikal bolgeye tasma riski daha yiiksek oldugundan giivenli olarak
kullanilmas1 konusunda biiyiik riskler tasimaktadir (Escobar ve ark., 2010; Botton ve
ark., 2016). Tiim bu dezavantajlar nedeniyle endodontik tedavilerde kullanilacak ideal

irrigasyon ajanlari arayislar giincelligini korumaktadir.

Son yillarda ozonlanmig su endodontik enfeksiyonu olan dislerin kok
kanallarinda irrigasyon ajani olarak 6nerilmektedir (Nagayoshi ve ark., 2004; Hems
ve ark., 2005). Konu ile ilgili yapilmis ¢aligsmalar; ozonlanmis suyun, immunolojk
herhangi bir yan etki olusturmadan NaOCl kadar antibakteriyel etkinlige sahip
oldugunu ve kok kanallarinda irrigasyon i¢in kullaniminin NaOCI’ ¢ok daha giivenli
oldugunu gostermektedir (Estrela ve ark., 2007; Cardoso ve ark., 2008). Pinheiro ve
arkadaglarinin yaptigr ¢alismada (2018), ozonlanmis suyun asiri kurvatirli Kok
kanallarinda bulunan E.faecalis tizerinde % 98.02’lik bir mikrobiyal azalma sagladigi
gosterilerek ozonun kok kanallarinin dezenfeksiyonu i¢in timit verici bir ajan oldugu
bildirilmistir. G6ztas ve arkadaslar1 da (2014) genotoksik etkisinin olmamasi, hizli
antimikrobiyal etkisi ve kullanim kolayligi gibi avantajlari nedeniyle ozonlanmig
suyun irrigasyon ajani olarak kullanilabilecegini vurgulamiglardir. Ozonun etki
mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi, bu ¢aligmalarin sonuglar ile klinik uygulamalar
arasindaki iliskiyi giiglendirmektedir. Oksijenin bir varyasyonu olarak ozonun en
blytk ozelliklerinden biri oksidatif giictidir (Leewananthawet ve ark., 2019).
Oksidatif giiciiniin neden oldugu oksidatif stres, tekli oksijen, hidrojen peroksit ve
stiperoksit anyonlar1 gibi serbest radikallere doniisen reaktif oksijen tiirlerinden (ROS)
sorumludur. Serbest radikallerin iiretilmesi nedeniyle, ozon dikkate deger bir
antimikrobiyal etkiye sahiptir (Xu ve ark., 2019). Tekli oksijen, hidrojen peroksit ve
siiperoksit anyonlari, bakteriyel hiicre ¢eperi ve zarinin ¢oklu doymamis yag asidini
okside ederek bakteriyel zarin bozulmasina ve ayni zamanda dokulara oksijen
saglayarak bagisiklik sisteminin diizenlenmesi ile doku iyilesmesine neden olur

(Nogales ve ark., 2016). Ozonun NaOCI ile benzer antimkrobiyal etkinlige sahip
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olmasi ¢esitli calismalarla gosterilmesine karsin, smear tabakay1 uzaklastirma etkinligi
konusunda yeterli veri yoktur. Arastirmacilar kanal i¢i dezenfeksiyonda
antimikrobiyal etkinlikle birlikte smear tabakanin uzaklastirilabilmesi amaciyla lazer

sistemleri de denemektedirler (Lindstrom ve ark., 2017; Beer ve ark., 2012).

Son caligmalar, ozonlanmig suyun dis hekimliginde genel antimikrobiyal
etkisinin arastirilmasina odaklanmistir ve ozonlanmis suyun, Enterococcus faecalis,
Candida albicans ve Pseudomonas aeruginosa gibi gram pozitif ve gram negatif
mikroorganizmalara kars1 énemli 6l¢iide etkili oldugunu gostermistir (Zan ve ark.,
2016). Huth ve arkadaslar1 (2009) ozonlanmis suyun antibakteriyel etkisinin %2.25
NaOCl ile benzer oldugunu bildirmistir. Bir baska c¢alismada, E.faecalis ile enfekte
olan kok kanallarina ozonlanmis su uygulanmistir. Ozonlanmis suyun uygulamadan 6
saat sonra bile antimikrobiyal etkinlik gosterdigi bulunmustur (Gozts ve ark, 2014).
Tez c¢alismamizda da, Huth ve arkadaglarinin (2009) calismasinda kullanilan
bakterisidal etkisi olan ozonlanmis su dozlarinin sitotoksisitesi, SHED'ler lizerinde test
edilmistir. Tiim inkiibasyon periyodlar1 ele alindiginda ¢alismamizda ozonlanmis su
SHEDs’ler iizerinde toksik veya herhangi bir yan etki gdstermemistir. Elde ettigimiz
bu sonuclar ozonlanmis suyun sitotoksisitesini aragtiran Nogales ve arkadaglarinin
(2016) ¢alismasindaki bulgulariyla paralellik gostermistir. Al-Saadi ve arkadaslarinin
(2015) si8ir osteoblastlar1 iizerinde ozonlanmis suyun toksisitesini arastirdigi
caligmalarinda da; tez ¢alismamizla uyumlu bir sekilde 24 saatlik siire sonunda
ozonlamis suyun herhangi bir toksik etkisini bulunmadigi gosterilmistir. Nitekim Huth
ve arkadaglar1 (2006), ozonlanmis suyun antiaging aktivitesinin uyarict ve yiiksek
oksitleyici giicliniin etkisiyle hiicre i¢i metabolizmay1 uyardigini gostermislerdir. Tez
calismamizda, ozonun su formunun tercih edilmesinin sebebi ise gaz formunda ozonun
respiratuvar sistemde meydana getirebilecegi komplikasyonlardir (Bocci ve ark.,

2006).

Test edilen diger irigasyon ajanlar1 olan NaOCl ve EDTA, tiim zaman
araliklarinda SHED'lerde ozonlanmis su ve diyot lazer irradyasyonu gruplarindan
istatistiksel olarak dnemli Olctide daha fazla sitotoksisite gostermistir. Bu elde etmis
oldugumuz bulgularimiz Karkehabadi ve arkadaslarinin (2018) EDTA ve NaOCI
sollisyonlariin %17 ve %5’ lik konsantrasyonlarinin periodontal ligament hiicreleri

tizerindeki sitotoksisitesini degerlendirdikleri ¢alismanin bulgulariyla benzerlik
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gostermektedir. NaOCl, kok kanallarindaki yiiksek antimikrobiyal aktivitesi nedeniyle
tercih ediliyor olsa da, toksisite ve yetersiz dentinal tlibiil penetrasyonu gibi birtakim
dezavantajlara sahiptir (Afkhami ve ark., 2017). Klinik uygulamalarda, EDTA,
NaOClI'nin dentinal tiibiil penetrasyonunu arttirmak igin selasyon ajanmi olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu kombinasyon, antimikrobiyal kapasite, doku
¢Ozme giicli, pH seviyesi ve kok kanali mikro-ortaminda serbest klor salgilamasi gibi
NaOCI'nin amaglanan 6zelliklerinin bozulmasina neden olur (Vouzara ve ark., 2016).
Botton ve arkadaslar1 (2015) CHX, sitrik asit, EDTA ve NaOCI irrigasyon
¢ozeltilerinin toksisitesini zaman igerisinde (24 saat ve 72 saat) test etmis ve 72 saatte
hiicre yasayabilirliginde en diisiik toksisite seviyesinin % 2 CHX ve% 17 EDTA
kombinasyonu ile elde edildigini belirtmistir. Nitekim bizim de ¢alismamizda, EDTA
gruplarinda, test edilen tiim konsantrasyonlarin tiim zaman araliklarinda 6nemli 6l¢iide

toksik oldugu tespit edilerek Botton ve arkaslarinin (2015) gortisleri desteklenmistir.

Antimikrobiyal o6zellikleri nedeniyle son yillarda endodontik tedavilerin
ozellikle kok kanal sterilizasyonu asamasinda birgok arastirmaci bakteri biyofilmini
ortadan kaldirmak igin diyot lazer, Er,Cr:YSGG, Nd:YAG, Ho:YAG lazer gibi ¢esitli
lazer sistemlerini arastirmaktadirlar. Sahar-Helfit ve arkadaslari (2015), yaptiklart
calismada Er,Cr:YSGG lazerin, biiyiik apikal foramene sahip kok kanallarinda canli
mikrobiyal populasyonu azalttigini ancak tiim bakterileri yok etmedigini
belirtmislerdir. Ozkan ve arkadaslarinin (2014) Er,Cr:YSGG lazerin daimi premolar
dislerde C.Albicans iizerine antibakteriyel etkinligini degerlendirdikleri ¢aligmanin
sonuglar1 ise Er,Cr:YSGG lazerin antibakteriyel etkinliginin NaOCl’den az ancak
smear tabakasini kaldirma etkinliginin fazla oldugunu gostermektedir. Lindstrom ve
arkadaslarinin  (2017) Nd:YAG lazerin apikal periodontitisli hastalarin  kok
kanalindaki bakteriyel azalmaya etkisini arastirdiklar1 randomize kontrollii klinik
calismada; kullanilan Nd:YAG lazerin antibakteriyel etkinlik agisindan kontrol
grubuyla herhangi bir farkinin olmadigimi belirtmislerdir. Gouw-Soares ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada (2000) Ho:YAG lazerin, 300 um’lik kesitlerde
E.faecalis’in ortalama %90,31'ini ortadan kaldirdig1 bildirirken; Gutknecht ve
arkadaslar1 (2004) ise, diyot lazerin 3W gii¢ ile devamli atim modunda kullanilmasinin
kok dentininde 500 mikron derinlige kadar ayni oranda bakteriyel azalmay1 sagladigini

gozlemlemistir.
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Schoop ve arkadaslarinin (2004), lazerin yogunlugu arttik¢a etkinligi artar
hipoteziyle yola ¢ikarak yapmis oldugu ¢aligmada ise diyot lazerin 1.5 W'lik bir giigle
dis ylizeyinde degisiklikler meydana getirebildigi ve bu degisikliklerin lazerin

bakterisit etkisini artirdigin1 gézlemlemistir.

Beer ve arkadaglar1 (2012), diyot lazerin kok kanalinda % 98.8 oraninda
bakteriyel bir azalma sagladigi, buna ek olarak giris kavitesinin de lazerle
1sinlanmasinin 6nemli Slgiide daha da iyi sonuglar verdigini belirterek; diyot lazeri,

“modern endodonti i¢in son teknoloji ekipman” olarak tanimlamiglardir.

Pirnat ve arkadaslar1 (2011), diyot lazerin P.gingivalis, E.coli ve E.faecalis
tizerindeki dogrudan etkisini incelemislerdir. Arastiricilar calisma sonuglarina gore
diyot lazer sisteminin E.coli ve E.faecalis gibi pigmente olmayan bakteriler tizerinde
dogrudan bir bakterisit etkisi oldugunu rapor etmislerdir. Kizilotesi lazer 1s1g1min bu
bakterisit etkisi icin iki olas1 teoriyi 6ne siirmiislerdir. ilk teori; bakterinin bulundugu
substrat tarafindan bu 1s1n1n absorbe edilmesi, ikincisi teori ise bakterinin dogrudan bu
15101 absorbe etmesini, ifade etmektedir. Neelakantan ve arkadaglar1 da (2015) diyot
lazerin E. fecalis biyofilmlerini azaltmada ultrasonik aktivasyon ve konvansiyonel

siringa ile irrgasyondan daha etkili oldugunu bildirmistir.

Diyot lazerlerin dezenfeksiyon amaciyla iiretilen uzun, ince ve esnek kuartz
fiberden olusan endodontik uglart kanal i¢inde kullanimlarini diger lazer tiirleriyle
kiyaslandiginda oldukga kolaylastirmaktadir (Beer ve ark., 2012). Diyot lazerlerin
penetrasyon derinligi 0.5 ile 3 mm aras1 oldugundan, hem antibakteriyel etkinligi fazla
hem de diger yumusak doku lazerlerine oranla termal yan etkisi azdir (Milliard ve ark.,
1993). Buna ek olarak yapilan ¢alismalar; 980 nm dalga boyundaki diyot lazerin, kanal
icindeki bakterilerin sayisinda etkili bir sekilde azalmaya neden oldugunu ve bu
etkinin geleneksel irrigasyon yontemlerine oranla daha uzun sire etkinligini korudugu
icin kabul edilebilir oldugunu bildirmektedir (Gutknecht ve ark., 2004; Romeo ve ark.,
2015). Yine Ortega-Concepcion ve arkadaslar da (2017) GaAlAs diyot lazerin cevre
sert dokulara zarar vermemesi ve kullanim kolayligi gibi avantajlari oldugunu
vurgulamislardir. Lazer 1sinlariin enerji yogunluklari hiicrelerdeki bir diger 6nemli
parametredir. Hiicrelerin biyostimilasyonunun, 10 j/cm? ile 0.001 j/cm? araligindaki

enerji yogunluklarinda meydana gelebilecegi 6ne siiriilmiistiir (Byrnes ve ark., 2005).
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Bu bilgilerin aksine, Karu (1995), enerji yogunlugunun artmasinin fotoreseptorlere
zarar verdigini ve bu islemin lazer 1sinlarinin hiicreler {izerindeki biyolojik uyarici
etkilerinin azalmasiyla sonuglandigini gostermistir. Bu nedenlerden dolayi, tez
calismamizda lazer irradyasyonu i¢in diisiik enerji yogunluklari (0.5, 1 ve 1.5 j/cm?)
kullanilmistir. Diyot lazer irradyasyonunun SHEDs'ler tizerindeki toksik etkileri MTT
testiyle analiz edildiginde, tez ¢aligmamizin sonuglarinda Zaccara ve arkadaglarinin
(2015) yapmus olduklar1 ¢alismalarinda oldugu gibi, butlin zaman dilimlerindeki tim
enerji yogunluklar1 icin hiicre canliliinda herhangi bir azalma saptanmamuistir.
Bununla birlikte, lazer irradyasyonu, her bir doz uygulandiginda doza bagimli ve
kimdulatif bir biyolojik etki géstermektedir (Huang ve ark., 2009). 15 dakika sonundaki
degerler goz oniinde bulunduruldugunda bu dozlarda diyot lazer irradyasyonunun
SHEDs’ler iizerinde biyostiimulatif etki gosterdigi tespit edilmistir. Ginani ve
arkadaslar1 (2018) tarafindan yapilan bir calismada da, 0.5 j/cm? ve 1 jlcm? enerji
yogunluguna sahip diyot lazer irradyasyonunun, daha uzun zaman periyotlarinda (24,
48 ve 72 saat) SHEDSs'lerin proliferasyon oranini arttirdigi bulgulanmigtir. Tez
calismamizin sonuglart diyot lazer irradyasyonunun 5 10 ve 15 dakikalik zaman
periyotlart sonunda toksik etkilerinin bulunmadigini géstermektedir. Elde ettigimiz bu
bulgular Ginani ve arkadaslarinin (2018) calismasinda elde ettikleri bulgulara uyacak
sekilde uzun zaman araliklarinda diyot lazer irradyasyonunun proliferatif etki
gosterebilecegini desteklemektedir. Diisiik seviyeli lazer irradyasyonunun etkilerinin
potansiyel mekanizmalari, mitokondriyal membran potansiyeli (MMP), arttirilmis S
faz oran1 ve sitokrom c oksidaz (CCO) aktivitesini de igeren mitokondriyal biyogenez
ile acgiklanabilir (Yin ve ark., 2017; Wang ve ark., 2018). Buna ek olarak, diisiik
seviyeli lazer irradyasyonunun hiicre sinyal yolaklarin1 da etkileyerek hiicre
cogalmasini ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) aktivasyonunu indiikler
(Ogita ve ark., 2015). Lazer 1smlarinin fotonlari, esas olarak mitokondrinin solunum
zincirinde emilir, bu nedenle mitokondriyal membran potansiyelini (MMP) uyarir
(Mvula ve ark., 2010). Mvula ve arkadaslar1 (2010), lazer irradyasyonunun elektron
tasima zincirindeki elektronlarin aktivitesini uyardigini ve ATP aktivitesinde artisa yol
actigini belirtmistir. Tez ¢aligmamizda da, kullanidigimiz enerji yogunlugundaki diyot
lazer irradyasyonunun SHED'lerin yasam dongiisii tizerinde kontrol grubuyla benzer

sonuglara sebep olmasi, bu potansiyel mekanizma ile agiklanabilir. Elde edilen bu
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sonuclar kok hiicrelerde mitokondriyal aktiviteyi arttirarak hiicre proliferasyonuna

daha uzun vadede katkida bulunabilecegini diisiindliirmiistiir.

Rejeneratif endodontik tedavilerdeki amaca uygun olarak antibakteriyel
etkinlik gosterilebilecegi yapilan c¢aligmalarla ileri siiriilen GaAlAs diyot lazer bu
avantajinin dogrulugunu test etmek amaciyla tez calismamizda kullanilmak iizere

secilmistir.

Tez ¢aligmamizda kullanilan 980 nm dental diyot lazerin rettigi lazer 1ginlart
hiicrelerde ve dokularda birtakim fotobiyolojik ve fotokimyasal reaksiyonlar meydana
getirmektedir (Eduardo ve ark., 2008). Bu reaksiyonlar, fotonlarin hiicrelere girmesi
ve ardindan mitokondri veya hiicre zarinda bulunan kromoforlar tarafindan emilmesi
ile agiklanir ve bdylece lazer isinlari, hiicrelerin ve dokularin fonksiyonlarinin
normallestirilmesini saglar. Lazer dalga boylari, kromoforlarla giicli sekilde
reaksiyona girer. Bu fotonik enerji, iyilesmenin saglanmasinda ve agrinin
giderilmesinde kullanilmak tizere hiicre tarafindan iiretilen bir adenozin trifosfat
(ATP) formu olarak kimyasal enerjiye donistirilir (Schindl ve ark., 2000).
Caligmamizda 980 nm dalga boyunda kullandigimiz diyot lazer SHEDs’ler {izerinde
test ettigimiz tiim Ol¢clim zamanlarinda toksik bir etki yaratmamistir. Rizzi ve
arkadaglariin (2016) keratinositler ve yine ayni arastiricilarin 2018 yilinda fare pre-
odontoblastik hiicre hatlar1 lizerinde yaptiklar1 ¢alismalarda kullandiklar1 980 nm
dalga boyunun hiicreler tizerinde herhangi bir toksik etki gostermeyen sonuglari bizim
bulgularimizi destekler niteliktedir. Ancak, Moore ve arkadaslar1 (2005) 810 nm dalga
boyunda tez calismamizda kullandigimiz enerji yogunluguna oranla daha yiiksek
enerji yogunluguyla (10 j/cm?) uygulanan lazer irradyasyonunun uzun vadede hiicreler
tizerinde toksik etkiye sahip oldugunu vurgulamiglardir. Arastiricilarin sonuglarinin
bizim c¢alisma sonuglarimizla Ortiismeme nedeni kullandiklar1 yiiksek enerji
yogunluguyla aciklanabilir. Nitekim, Hawkins ve arkadaslarinin (2006) yaptig1 632.8
nm dalga boyunda yiiksek ve diisiik enerji yogunluklarinin (2.5, 5 ve 16 j/cm?) uzun
zaman periyodundaki (2 gin) etkilerini degerlendirdigi c¢alismada diisiik enerji
yogunluklu lazer irradyasyonunun hiicreler {izerinde toksik etkisinin bulunmadigini

gosteren bulgular: bizim bulgularimizi destekler niteliktedir.
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Calismamizin MTT analizi sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde tiim
ozonlanmis su ve diyot lazer irradyasyonu gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamaistir. Bu sonuglar kullandigimiz enerji yogunlugundaki diyot lazer
uygulamalar1 ve ozonlanmis su konstrasyonlarinin endodontik tdavilerde NaOCl ve
EDTA uygulamalarina alternatif olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak
kullandigimiz dozlardaki ozonlanmis suyun antibakteriyel etkinligi ¢esitli calismalarla
gosterilmesine karsin, yaptigimiz kaynak taramasinda diyot lazerin antibakteriyel
etkinligiyle ilgili herhangi bir c¢alismaya rastlanmamistir. Konuyla ilgili yeni

caligsmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii) doku homeostazi ve hastaliklarda rol
oynayan dogal bir siirectir. Ayrica, apoptotik yollar tedavilerin hedeflerini olusturmak
icin biiyilk 6nem tasimaktadir. Ancak endodontik tedavilerde kullanilan irrigasyon
ajanlarimin apoptotik mekanizmasi konusunda yapilan in vitro hiicre kiiltiirli ve hayvan
calismalar1 yetersiz oldugundan tez calismamizda kullandigimiz ajanlarin apoptotik
mekanizmalarin1 degerlendirmek de diger bir hedefimiz olmustur. Bu amagla
calismamizda DNA parcalanmalarin1 tespit ederek apoptotik hiicreleri gosteren
TUNEL immdinohistokimyasal boyama yontemi kullanmilmistir.  Llena ve
arkadaglarmin (2018) yaptig1 bir ¢alismada, apoptozun aslinda pulpaya; reperatif
dentin olusturmasi1 ve enflamatuvar yanita karsi kendini korumasi i¢in alan sagladigi
belirtilmektedir. Ancak yuksek sitotoksik uyaranlar hicrelerin fizyolojik déngusin
etkileyip programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozise ugramasina neden olmaktadir.
Bu slire¢ sonunda ise hiicreler koruma mekanizmasini canli tutamayip rejenerasyonu
saglama kabiliyetlerini yitirmektedirler. Basarili pulpal rejenerasyona anjiyogenez ve
vaskiilogenezin yani sira norogenezin de eslik etmesi temeldir (Nakashima ve ark.,
2009). SHEDs’ler normal sartlarda iistiin anjiyogenik ve ndrojenik potansiyele sahiptir
ve VEGF, NGF, BDNF, NPY, GM-CSF ve GDNF dahil bir¢cok anjiyogenik ve
norotrofik faktorl suprese edebilmektedir (Bronckaers ve ark., 2013; Gervois ve ark.,
2015). SHEDs'lerden gelen bu trofik faktorler, anjiyogenez ve ndral rejenerasyonu
tesvik etmenin yani sira proliferasyonu ve gocii uyarir, apoptozu azaltir ve
immiinosupresyonu arttirir (Iohara ve ark., 2014). Tez ¢alismamizda, SHEDs'lerde
yuksek sitotoksik etkiye sahip olan NaOCIl ve EDTA sollsyonlarinin, 15 dakikalik
inkibasyon periyodu sonunda sirasiyla %31.15+10.64 ve %39.89+11.54 oranlarinda
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yiiksek TUNEL pozitif hiicre ylizdelerine sahip oldugu tespit edilmistir. Calismamizin
TUNEL analizinde elde ettigimiz yiiksek degerlere NaOCl ve EDTA’nin yiiksek
toksisitesinin neden oldugu disiiniilmiistiir. Sonug¢larimiz NaOCl ve EDTA
soliisyonlarnin, olgunlasmamis nekrotik pulpaya sahip dislerin rejenerasyon
tedavilerinde uygun ajanlar olmadigini gostermektedir. Bu sonuclar Ballal ve
arkadaglarinin (2013) hamster fibroblast hiicre hatlar1 iizerinde EDTA’ nin apoptotik
etkilerini arastirdig1 calismanin sonuglarini desteklemektedir. Viola ve arkadaslarinin
yaptig1 (2018) galismanin sonuglari ise NaOCl’in fibroblastlar {izerinde yuksek
toksisitesi nedeniyle hiicre 6liimiine neden oldugunu, bu hiicre 61imiinin az miktarda
apoptoz, daha yuksek oranlarda ise nekrotik hiicre 6lumiyle sonuglandigini

gostermektedir.

TUNEL testinin sonuglarina gore, ozonlanmis su ve diyot lazer
irradyasyonunun uygulandigi hiicrelerin g¢ekirdeklerinin DAB ile boyanmasindan
sonra, hicre morfolojisinde; nikleer parcalanma veya pyknotik cekirdek gibi
morfolojik farkliliklar bulunmamistir. Tiim gruplarda SHEDs’ler tipik fibroblast
benzeri sekil morfolojilerini korumustur ve ozonlanmis su (%10.67 £+ 2.93) ve diyot
lazer irradyasyonu (%13.24 + 7.61) gruplarinda EDTA ve NaOCI gruplarina gore
anlaml diizeyde daha diisiik oranda TUNEL pozitif hiicre yiizdesi tespit edilmistir.

Calismamizda kullanilan tiim irrigasyon ajanlarinin SHEDs’ler {izerindeki
apoptotik etkilerinin arastirlldigi  TUNEL analizi sonucglar1 genel olarak
degerlendirildiginde, MTT analizlerinde sitotoksisitesi diisiik bulunan ajanlar
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha az apoptotik etki gostermistir. Diyot lazer
irradyasyonu grubundan elde edilen TUNEL analizi sonuglarimiz ise Ginani ve
arkadaslarinin  (2018) diyot lazerin apoptotik etkilerini degerlendirdikleri
calismalarmin sonuclart ile benzerlik gostermektedir. Akdeniz ve arkadaslarinin
(2018) ozonlanmig suyun gingival fibroblastlar Uzerinde apoptotik etkilerini
degerlendirmek amaciyla yaptiklar: ¢alismada ozonlanmis suyun hiicreler {izerinde
diisiik apoptotik etkiler meydana getirdigi sonuglar1 bizim c¢alisma sonuglarimizi

desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

In-vitro kiiltiir ortaminda, SHEDs’lere EDTA, NaOC], ozonlanmis su ve diyot
lazer irradyasyonu uygulanarak; dental kaynakli kok hiicrelere uygulanan bu
irrigasyon soliisyonlar1 ve diyot lazerin sitotoksik ve apoptotik etkilerinin tespit

edilmesinin amaglanip; arastirildigi tez ¢alismamizin sinirlari dahilinde;
Sitotoksisite analizlerinin sonuglarina gore:

e Diyot lazer irradyasyonu ve ozonlanmig su gruplarinin tiimii, SHEDs'ler
tizerinde tiim zaman periyotlarinda herhangi bir sitotoksik etkiye neden
olmamustir.

e 5 dakikalik periyot sonunda; deney gruplari kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda tiim EDTA ve NaOCI gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik hiicresel canlilik yiizdesi ve
optik yogunluk degeri tespit edilirken tiim ozonlanmis su ve diyot lazer
irradyasyonu gruplari ile konrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Tiim gruplar arasinda en diisiik hiicresel canlilik
yiizdesi ve optik yogunluk degeri %5 NaOCI grubunda tespit edilmistir. En
yuksek hiicresel canlilik ve optik yogunluk degeri ise 20 plg/ml ozonlanmis su
grubunda tespit edilmistir.

e 10 dakikalik periyot sonunda; 5 dakikalik periyot sonundaki sonuglara benzer
sekilde tim EDTA ve NaOCI gruplarinda; tim ozonlanmis su, diyot lazer
irradyasyonu ile kontrol gruplariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde daha diisiik hiicresel canlilik yiizdesi ve optik yogunluk degeri
tespit edilirken, tiim ozonlanmis su ve diyot lazer irradyasyonu gruplari ile
konrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Tiim
gruplar arasinda en diisiik hiicresel canlilik yiizdesi ve optik yogunluk degeri
%17 EDTA grubunda tespit edilmistir. En yiiksek hiicresel canlilik ve optik
yogunluk degeri ise 5 dakikalik periyot sonunda oldugu gibi yine 20 pg/ml

ozonlanmis su grubunda tespit edilmistir.
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e 15 dakikalik periyot sonunda; tiim EDTA ve NaOCI gruplarinda hiicresel
canlilik yiizdesi %50 nin altina diismiistiir. Bu degerler tiim ozonlanmis su,
diyot lazer irradyasyonu ile kontrol gruplariyla karsilastirildiginda ise
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik bulunmustur. Tiim gruplar
arasinda en diisiik hiicresel canlilik yiizdesi ve optik yogunluk degeri 10
dakikalik periyot sonunda oldugu gibi %17 EDTA grubunda tespit edilmistir.
En yiksek hiicresel canlilik ve optik yogunluk degeri ise 5 pg/ml ozonlanmis
su grubunda tespit edilmistir.

e EDTA ve NaOCl soliisyonlar1 tiim zaman periyotlart g6z Oniinde
bulundurulduguna 15 dakikalik periyot sonunda 5 ve 10 dakikalik periyotlar
sonundaki degerleriyle karsilastirildiginda SHEDs'ler iizerinde istatistiksel
olarak anlamli diizeyde ytiksek sitotoksik etkiler gdstermistir.

e Ozonlanmig su ve diyot lazer gruplarinda 5, 10 ve 15 dakika sonunda
SHEDs’ler iizerinde herhangi bir sitotoksik etki gozlenmemistir. Her iki grup
iginde; 5, 10 ve 15 dakikalik periyot sonundaki degerler birbirleriyle ve kontrol
grubu ile kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir

fark bulunmamastir.
Apoptoz analizlerinin sonuglarina gore:

e Immunohistokimyasal TUNEL boyamas1 sonuglarma gére 15 dakikalik siire
sonunda diyot lazer irradyasyonu ve ozonlanmis su gruplarinda, EDTA ve
NaOCIl gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik
TUNEL pozitif hiicre ylizdesi elde edilmistir.

e En yiksek TUNEL pozitif hiicre yiizdesine sahip grup %17’ lik EDTA olarak
tespit edilirken bu grubu sirastyla %1°lik NaOCl, 1.5 j/cm? diyot lazer
irradyasyonu ve en diisiik TUNEL pozitif hiicre degeri ile 10 pg/ml ozonlanmis

su grubu takip etmistir.

Calismamizin sitotoksisite ve apoptoz analizi sonuglar1 degerlendirildiginde,
kullandigimiz ozonlanmis su ve diyot lazerin siit diglerinden izole edilen kdk hiicreler
Uzerinde herhangi bir sitotoksik etkisi gdzlenmemis ve buna bagli olarak apoptotik
etkileri de diisiik bulunmustur. Tez ¢alismamizdan elde ettigimiz sonuclar, diyot lazer

ve ozonlanmis suyun kok kanal dezenfeksiyonunda kullaniminin, endodontik
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tedavilerde rejenerasyonun saglanmasi agisindan uygun bir yontem olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ancak in vitro kosullarda elde ettigimiz bu sonuglarin in vivo

caligmalarla desteklenmesi gerektigi inancindayiz.

Sonug olarak; ideal bir rejeneratif endodontik tedavinin gergeklestirilebilmesi
icin kullanilacak dezenfeksiyon yoOntemleri, mikroorganizma populasyonunu
tamamen elimine edip smear tabakasi ile debrisi uzaklastirirken ilgili dokularin
rejenerasyonunu da saglamalidir. Fakat giiniimiizde, biitiin bunlar1 yerine getirebilen
tek bir ajan veya sistem bulunmamaktadir. Bu 0zelliklere sahip irrigasyon
soliisyonlarin ve dezenfeksiyon yontemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢alismalarin
devam etmesi ve yapilacak olan c¢alismalarin mutlaka in vivo c¢alismalarla

desteklenmesi gerekmektedir.
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