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OZET

KUCUK, F. Sodyum Hipoklorit, Farkli Konsantrantrasyonlardaki Ozonlu Su ve
Farkh Enerji Yogunluklarinda Uygulanan Diyot Lazer Irradiasyonunun Pulpa
Hiicreleri Uzerindeki Biyolojik Etkisi. Yakin Dogu Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstiitiisii, Pedodonti Anabilim Dal, Doktora Tezi, Tez Danismam1 Prof. Dr.

Serap Cetiner, Lefkosa, 2021

Amag: Tez c¢alismamizda rejeneratif tedavilerde altin standart olarak kabul
edilen %]1,5 NaOCI irrigasyon ajaninin sitotoksisitesini siit diginden elde ettigimiz
pulpa hiicrelerini kullanarak, farkli konsantrasyonlardaki ozonlu ve farkli enerji
yogunluklarindaki diyot lazer ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmesidir.

Gerec ve Yontem: 11 yasinda sistemik hastalig1 olmayan ve iyi bir agiz hijyenine
sahip hastanin kanin disinden pulpa hiicreleri elde edilmistir. Deney gruplarindaki
hiicreler %1,5 NaOCl, 2 mg/l, 4 mg/l, 8 mg/l ve 16 mg/l ozonlu su, 2,5 j/cm?, 5 j/cm?,
7,5 jlem?* ve 10 j/cm? enerji yogunluklarindaki diyot lazerle 5 dakika muamele
edilmistir. Deneyin pozitif kontrol grubu i¢in kiiltiir vasat1 igerisinde yanlizca hiicreler
kullanilmis olup negatif kontrol grubu i¢inse kuyucuklara sadece distile su eklenmistir.
Deney gruplarinin ajanlarla 5 dk muamele edilmesi sonrasinda ise, uygulama aninda
(0. saat) ve 48. saatte hiicreler lizerinde olusan biyolojik etkinin degerlendirilebilmesi
icin MTT yoOntemi ile sitotoksisite analizi yapilmistir.

Bulgular: Ozonlu su ve lazer irradyasyon gruplari her iki zaman periyodunda hiicreler
iizerinde toksik bir etki yaratmazken, %1,5 NaOCIl o6zellikle 48. zaman periyodunda
ciddi diizeyde toksik bir etkiye neden olmustur.

Sonug: Yapilan ¢alismalarda endodontik patojenler {izerinde antimikrobiyal etkinligi
kanitlanan lazer ve ozonlu su uygulamalarinin ¢alismamizda siit disinden elde edilen
pulpa hiicreleri iizerinde sitotoksik etki yaratmadiklari ve proliferatif etki gosterdikleri
goz oniinde bulunduruldugunda rejeneratif endodontik tedavilerde irrigasyon ajani

olarak dnerilebilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: diyot lazer, irrigasyon, ozonlu su, siit disi pulpa hiicreleri,

sitotoksisite
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ABSTRACT

KUCUK, F. Evaluating biological effects of diode laser, ozonated water and
sodium hipochlorite on primary dental pulp cell. Near East University, Instute of
Health Science Department of Paediatric Dentistry, PhD Thesis, Supervisor Prof.
Dr. Serap CETINER, Nicosia, 2021.

Aim: The aim of this study was to evaluate the cytotoxic/proliferative effects of
NaOCl, ozonated water and diode laser on primary dental pulp cells.

Materials and Methods: Human primary dental pulp cells were isolated from
exfoliated primary canine teeth of an 11-year old patient with good systematic and oral
heatlh. The experimental groups were treated with; %1,5 NaOCl, 2 mg/l, 4 mg/l, 8
mg/l ve 16 mg/l ozonated water , 2,5 j/cm?, 5 j/cm?, 7,5 j/cm? ve 10 j/cm? diode laser
irradition for 5 minutes. Positive control group included only cells in culture media
and negative control group were determined as distilled water. Cytotoxicity was
evaluated by using MTT assay.

Results: All experimental groups induced proliferation rate at O hour time point. At
48 hour time point proliferation was decreased but no cytotoxic effect was evaluated.
Unless ozonated water and laser irradiated groups NaOCl showed cytotoxic effect on
human primary dental pulp cells especially at 48 hour time point.

Conclusion: Considering our findings, due to proliferative effect of laser irradiation
and ozonated water on primary dental pulp cells; laser irradition and ozonated water
can be used as an alternative or adjuvant irrigating agent for regenerative endodontic

therepies.

Key words: diode laser, irrigation, ozonated water, primary dental pulp cells,

cytotoxicity
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1.GIRIS ve AMAC

Travmatik dental yaralanmalar diinya genelinde degerlendirildiginde oldukga
yiiksek oranlar raporlanmaktadir. Ozellikle okul ¢ocuklarinda meydana gelen dental
yaralanmalar sonucunda, kok gelisimleri heniiz tamamlanmamis olan keser disler
etkilendigi i¢in, vital veya devital tedaviler gerekli olabilmektedir. Komplike olgularda
sement tabakasinin, pulpanin damar-sinir sisteminin ve Hertwig epitel kok kininin
zarar gérmesi nedeniyle bu dislerde kok gelisiminin durma ihtimali ¢ok yiiksektir. Kok
gelisimi tamamlanmamis bir disin canliligini yitirmesi sonucunda kanal tedavisi
gereksinimi oldugu zaman, apikale dogru kok kanal duvarlarinin inceligi ve apeksin
cok genis olmasi, tedavi sirasinda prognozu kotii yonde etkilemektedir (Friedlander ve
ark., 2009). Bu dislerin en uygun tedavi yontemi ile sag kalim oranin1 arttirmak ¢ocuk
dis hekimlerinin 6nemli sorumluluklarindan biridir. Revaskiilarizasyon tedavisi,
apeksifikasyon tedavisine alternatif olarak son yillarda rutin kullanima girerek dislerin

sag kalim orani arttirilmistir (Nosrat ve ark., 2011).

Geleneksel apeksifikasyon tedavisinde en sik uygulanan medikament olan
kalsiyum hidroksitin kullaniminda, apikal bariyerin olusma siiresi 24 aya kadar
uzayabilmektedir. Bu dezavantaji ortadan kaldirmak i¢in mineral trioksit aggregat
(MTA) ile tek seansta apeksifikasyon tedavisi Onerilmis ve basarili sonuglar elde
edilmistir. Ancak belirtilen her iki tedavi yonteminde de, kok dentininin ince ve kisa
kalmasma bagli zayif kuron/kok orani, diste ileride fraktiir olusumuna neden
olabilmekte, ayrica pulpanin reinnervasyon ve revaskiilarizasyonu da
saglanamamaktadir (Rafter, 2005). Bu nedenle giliniimiizde a¢ik apeksli ve devital
immatiir daimi dislerde, apeksifikasyon tedavisinde gozlenen dezavantajlarin
eliminasyonu ve kanal boslugu i¢inde yeni pulpal dokunun olusturulmasi hedeflenerek
rejeneratif endodontik yaklagimlar giindeme gelmistir (Banchs ve Trope, 2004; Chen
ve Jin, 2010). Rejeneratif endodontik tedavi prosediirlerindeki tedavi felsefesi, kok
kanalinin dezenfeksiyonu, doku iskelesi ile kok hiicre saglanmasi ve ideal ortiiciiliik
saglayan koronal restorasyon sonucu devitalize, enfekte olmayan immatiir geng daimi
dislerde doku tamirinin gergeklesme potansiyeli {izerine kurulmustur (Hargreaves ve

ark., 2008).



Revaskiilarizasyon, vitalitesini kaybetmis bir dise vitalite kazandirarak dokularin
tamiri ve rejenerasyonuna izin vermeyi amaglayan bir tedavi yontemidir. Tedavinin
temel uygulama alanini olusturan agik apeksli, geng disler zengin bir damarlanmaya
sahiptir ve gelisim evresinde herhangi bir hasar karsisinda rejenerasyon 6zellikleri
oldukca fazladir. Revaskiilarizasyon tedavisinde kanal dezenfeksiyonunu takiben
olusturulan kan pihtisinin matriks gorevi gordiigii ve yeni doku olusturmak iizere
hiicrelerin ¢ogaldig1 ve farklilastig1 diistiniilmektedir. Tedavide kok kanal boslugu,
rejenere olmus pulpa ya da periodontal dokularla dolmaktadir ve uzun siireli
radyografik incelemeler sonucu zamanla pulpa boslugunun ileri derecede daraldig:
veya radyoopak mineralize doku ile doldugu gozlemlenmistir. Histolojik olarak bu
dokular kemik ve dentine benzemektedir (Hargreaves ve ark., 2008).

Rejeneratif endodontinin basarisi i¢in bazi kriterlerin saglanmasi gerekmektedir.
Bunlar kanal i¢inde ¢ok iyi dezenfeksiyon saglanarak enfeksiyonun yok edilmesi, sert
doku olusumundan sorumlu kok hiicrelerin kok kanalina migre olabilmesi, kanal
icinde hiicre bliylimesini ve damar gelisimini destekleyebilecek ideal bir hiicre
iskelesinin olusturulabilmesi, kanal i¢ine gd¢ eden kok hiicrelerin proliferasyonu ve
farklilagsmasinda gorev alacak sinyal molekiillerinin ortamda bulunabilmesi ve ¢ok iyi
bir koronal tikama saglanmasi olarak siralanabilmektedir. Bu kriterler saglandiginda
revaskiilarizasyon tedavileri ile travma ya da ¢liriik nedeniyle enfekte olmus immatiir
dislerin tedavisinde yliksek basari oranlari elde edilebilmektedir (Bezgin ve Sonmez,
2015). Kok kanal sisteminde yer alan floranin polimikrobiyal ve dinamik yapida
olmasi sebebiyle, tedavi siiresince uygulanacak antibakteriyel ajanin se¢imi kritik bir
noktadir. Glinimiiz rejeneratif endodontik tedavi rehberlerinde irrigasyon ajani
olarak %1,5 NaOCI kullanimi &nerilmektedir. Ancak sodyum hipoklorit kullanimi
rejenerasyon tedavileri baglaminda diisiliniildiigiinde, rejenere olan pulpa dokusunun
yeniden dentin yiizeyine tutunma yetenegini engelleyebilecegi (Ring ve ark., 2008)
veya doku rejenerasyonunu tesvik edebilen dentin matriks proteinlerini denature
edebilecegi (Cassandra ve ark., 2010) yoniinde endiseler vardir. Ayrica, sodyum
hipoklorit apikal papillanin kok hiicreleri gibi pulpa rejenerasyonunda énemli bir rol
oynayabilen proliferatif hiicrelere toksik olabilir (Martin ve ark., 2014).

Bu nedenlerle kok kanallarimin dezenfeksiyonu amaciyla NaOCl’ye alternatif

irrigasyon ajanlar1 ve tekniklerinin arastirilmasi giincelligini korumaktadir. Son



yillarda ozon ve cesitli lazer sistemlerinin irrigasyon ajani olarak kullanilmalari
onerilmektedir.

Yapilan literatiir taramasinda, ozonun, bugiine kadar kok kanal
dezenfeksiyonunda gaz ve sivi haldeki formlarinin kullanilarak, farkli konsantrasyon
ve uygulama siirelerindeki etkinliklerinin kargilastirmali olarak degerlendirildigi, fakat
bu caligmalarin in vitro kosullarda gergeklestirildigi goriilmektedir. Calismalarda
kullanilan ozon jeneratdrlerinin farkli olmasi, uygulanan ozon konsantrasyonunun
farkli olmasina neden olabilmekte ve her firmanin tavsiye ettigi uygulama siiresinin
degisiklik gostermesi de sonuglarin birbiri ile tutarlilik géstermemesine yol agmaktadir.
Ancak bu calismalarin sonuglarina dayanilarak varilan en énemli nokta, kok kanal
dezenfektan1 olarak kullanilan ozonun etkinliginin, uygulama siiresi ve
konsantrasyonuna bagli oldugudur. Endodontik irrigasyon ajanlarinin periapikal ve
oral mukozal dokularda toksik olmamasi gerekmektedir.

Dis hekimligi uygulamalarinda kendine genis yelpazede yer bulan lazer sistemleri,
endodonti alaninda da kok kanal sisteminin dezenfeksiyonu, smear tabakanin
kaldirilmasi, apikal rezeksiyon ve kok kanal sisteminin sekillendirilmesi gibi ¢esitli ve
farkli uygulamalarda kullanilmaktadir (Stabholz ve ark., 2004).

Lazer sistemlerinin, kok kanal tedavisinde debris ve smear tabakasini
kaldirabilmesi yaninda dentin dokusuna daha fazla penetre olarak kok kanal
sistemindeki karmagik yapinin icerisinde ulasilamayan bdlgelere erisilmesini sagladigi
ileri stirtilmektedir (Schoop ve ark., 2004).

Ozellikle ¢ocuk hastalarda islem siiresinin kisaligi da gbéz Oniinde
bulunduruldugunda kooperasyon kaybinin da Oniine gecilebilmektedir (Kavrik ve
Kiigtiikyllmaz,  2020). Son  yillarda  diyot lazerlerin  antibakteriyal
etkinliginin %90’larda oldugu raporlanmistir (Beer ve ark. 2012).

Yapilan ¢aligmalar dogrultusunda rejeneratif endodonti prosediiriinde heniiz net
bir irrigasyon protokolii olmadigi, bu nedenle bu konu {izerinde arastirmalara devam
edilmesi ve yapilacak caligmalarin kullanilacak olan sistem veya ajanlarin doz ve
uygulama siirelerine gore planlanmasi gerektigi bildirildiginden (Ayoub ve ark., 2020),
bu tez calismasinda farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ozonlu su ve farkli enerji
yogunluklarinda uygulanan diyot lazerin siit disi pulpa hiicrelerine toksisitesi ve hiicre

proliferasyonuna etkileri sodyum hipoklorit ile karsilastirmali degerlendirilerek



rejeneratif endodontik tedavilerde ozonlu su ve diyot lazer irradyasyonunun irrigasyon

ajani olarak kullanilabilirliginin arastirilmasit hedeflenmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Acik Apeksli Immatiir Daimi Disler

Tiim disler agiz i¢erisine gelisimlerini tamamlamamis olarak stirmektedirler. Post-
eriiptif mine gelisimine ek olarak, daimi diglerin ii¢ yillik siire icerisinde koklerin
olusumu da devam etmektedir. Koklerin gelisimi tamamlanana kadar, kokler kisa, kok
uclar agik, dentin belirgin sekilde ince ve dentin tiibiilleri de belirgin bir sekilde
genistir (Cameron ve Widmer, 2013).

Kok gelisimi mine ve dentin olusumunun olmasi gereken semento-enamel
birlesigine ulagtigi anda baslar. Bu fazda i¢ ve dig mine epiteli stratum intermedium ve
stellate reticulum tarafindan daha fazla ayrilmayip, ayn1 zamanda da Hertwig epitel
kok kinmi olusturmak amaciyla ¢ift katli epitel duvar olarak gelismeye devam
etmektedir. Radiikiiler hiicreler odontoblastlara doniisiip dentin olusmaya basladigi
zaman Hertwig epitel kdk kin1 bozunmaya baslayip devamliligin1 kaybeder. Hertwig
epitel kok kiinin atiklar1 kdk yiizeyinin dig yiiziinde epitel ag1 veya tiibiil olarak
devamliligint siirdirmektedir (Kumar, 2015). Hertwig epitel kok ki kok veya
koklerin seklinin belirlenmesinden sorumludur. Epitel diyafram pulpaya olan apikal
acikligi cevreleyip daha sonra apikal foramene doniismektedir. Ac¢ik apeks gelisimleri
devam eden immatiir diglerde bulunur ve yaklagik 3 yil igerisinde gelisim
tamamlandiktan sonra kapanmaktadir (Kumar, 2015).

Geng  stirekli  diglerin  travmatik  yaralanmalari  ¢ok  yaygin  olup
cocuklarin %30’ unu etkilemektedir (Andreasen ve ark., 2018). Yaralanmalarin biiyiik
bir kism1 kok gelisimi tamamlanmadan meydana gelmektedir (Andreasen ve Ravn,
1972) ve pulpa enflamasyonu veya nekrozla sonuglanabilmektedir. Hertwig epitel kok
kin1 gelen travmalara olduk¢a hassasiyet gosterir ancak apikal bolgedeki
vaskiilarizasyon ve seliller kompozisyonun derecesine bagli olarak pulpa
enflamasyonu ve nekroz meydana gelse bile kok olusumu devam edebilmektedir
(Pindborg, 1955; Andreasen, 1967). Kok gelisimininde 6nemli role sahip olan Hertwig
epitel kok kininin pulpa hasarindan sonra canliligin1 devam ettirebilmek ¢ok 6nemlidir.
Hertwig epitel kok kininin tamamen zarar gordiigii durumlarda normal kok gelisimi

durmaktadir (Torneck, 1982).



Geleneksel apeksifikasyon tedavisi yillardir bu dislerin tedavisinde rutin olarak

uygulanmaktadir (Frank, 1966; Rafter, 2005; Huang, 2009).

2.2. Devital Acik Apeksli Immatiir Dislerde Endodontik Tedaviler

Dis pulpasini igeren dental travma, dental anomali varlig1 veya ¢iiriik sonucunda
pulpa canliligi etkilenebilmektedir (Flanagan, 2014). immatiir dislerde pulpa
canliliginin kayboldugu durumlar, direk olarak kok gelisimini etkileyeceginden; dis
koklerinin kisa ve ince bir dentin duvariyla kalmasiyla sonuglanarak kok fraktiirii
riskini de arttirmaktadir (Cvek, 1992; Lauridsen ve ark., 2012; Shabahang, 2013).

Bu dislerin tedavisinde ge¢misten gilinlimiize kadar farkli tedavi yontemleri
kullanilmigtir. Kullanilan yontemler; kok kanalinin kiint ve genis bir giitaperka ile
doldurulmasi, kisa dolum teknigi, periapikal cerrahi ile birlikte giita perka ila
doldurulmasi, apikal boélgenin kalsiyum hidroksit ile tikanmasi ve sonrasinda daimi
kanal dolumunun yapilmasi ve rejenerasyon/revitalizasyon tedavisidir (Frank, 1966;

Rafter, 2005; Huang, 2009).

2.2.1.Kiint uclu giitaperka veya hekim tarafindan olusturulmus kalin giitaperka

teknigi

Ik olarak Stewart (1963) tarafindan tanitilan bu teknik, kiint uclu veya hekim
tarafindan kiigiik giitaperka konlarinin birlestirilmesiyle 6zel olarak hazirlanan tek bir
giitaperkanin kanal dolum patiyla birlikte kanal liimenine yerlestirilmesiyle
saglanmaktadir (Friend, 1967). Ancak bu teknik, kanal liimeninin apeks genisliginden
daha dar olmasi nedeniyle (Friend, 1966; Pollack, 1967); etkin bir kondenzasyon
saglanamayacagindan ve mekanik preparasyondan sonra zaten ince olan kanal
duvarlariin belirgin bir sekilde daha da incelecek olmasindan dolay1 basarili

bulunmamistir (Friend, 1967).



2.2.2.Kisa dolum teknigi

Bu yontem ilk defa Moodnik(1963) tarafindan Onerilmistir. Yontem, nekrotik
pulpanin tamamen kanal liimeninden uzaklagtirilarak kanal liimeninin apeksten daha
koronalde doldurulmasi seklinde yapilmaktadir. Ancak, kanalin apikalinde
doldurulmamis kisminda mikroorganizma kalabilmesi iyilesmeyi negatif yonde

etkilemesi nedeniyle teknik basarili sonug¢ vermemistir (Morse ve ark., 1983).

2.2.3.Periapikal cerrahi teknigi

Bu teknikte kanal liimeni, apekste tam bir tikama saglayabilmek amaciyla
giitaperka ve kanal pati ile taskin bir dolum olacak sekilde doldurulduktan sonra,
bolgeden flep kaldirilarak apikal bolgenin cerrahi olarak uzaklastirilmasi esasina
dayanmaktadir (Das ve ark., 2014).

Teknigin bir¢ok arastirmaci tarafindan kabul gormeme nedenleri arasinda; zaten
yetersiz olan kuron-kok oranin daha ¢ok yetersiz kalmasi, temelinde cerrahi prosediir
yer aldig1 icin ¢ocuk hastalarda kooperasyon eksikligine neden olmasiyla birlikte
psikolojik travmaya yol acabilmesi, kokiin kesilmesi nedeniyle belki olugabilecek kok
gelisimini tamamen ortadan kaldirmasi, kdk duvarlari ince oldugu i¢in cerrahi
operasyonda kullanilan doner alet nedeniyle kirilma riskinin olmasi, kok duvarlari ince
oldugu i¢in retrograd olarak yerlestirilecek olan materyalin oOrtiiclilik kabiliyetinin
yetersiz kalmasi ve amalgam kullanilarak yapilan islemlerde periapikal bolgedeki
dokularin irritasyonu ve adaptasyon problemi sayilabilmektedir (Frank, 1966; Friend,
1967; Zeldow, 1967; Michanowicz, 1967; Steiner, 1968; Heithersay, 1970; Duel,
1973).

2.2.4.Apikal bolgede sert doku olusumunun kalsiyum hidroksit ile indiiklenmesi

ve kok kanal dolgusunun yapilmasi(kalsiyum hidroksit apeksifikasyonu)

Yukarida bahsedilen tekniklerin basari orani oldukg¢a diisiik seyredince apikal
bariyer olusturma ve kok gelisimini devam ettirebilme fikri 1960’11 yillarda ortaya

cikmistir (Kaiser, 1964; Frank, 1966). Apikal bariyer olusturarak konvansiyonel



endodontik tedaviden daha basarili sonuclar elde edilebilecegi diisiiniilerek bir¢ok
teknik One strilmiistiir. Bu tekniklerin ¢ogu nekrotik dokunun tamamen
uzaklastirilmasini takiben, kok kanalinin dezenfeksiyonu saglandiktan sonra bir
medikamanla kapatilmas1 yoniinde gelistirilmistir (Rafter, 2005).

Apikal bariyer olusturmak icin kalsiyum hidroksitin kullanilmasi ilk olarak 1964
yilinda Kaiser (1964) tarafindan onerilmistir. Kaiser (1964), kalsiyum hidroksit ile
kafurlastirilmis paraklorofenoliin karistirilip uygulanmasinin apikal bolgede kalsifiye
bariyer olusumunu indiikleyecegini one siirmiistiir. Bu diisiinceden yola ¢ikarak 1966
yilinda ise Frank (1966) kalsiyum hidroksit kullanilarak apeksifikasyon teknigini
tanimlamistir. Kalsiyum hidroksit ve kafurlastirilmis paraklorofenoliin karistirilip
uygulanarak apikal bariyer olusturma teknigi yapilan c¢alismalar dogrultusunda
olduke¢a basarili sonuglar vermistir (Steiner, 1968; Van ve Natkin, 1970; Dylewski,
1971). Daha sonra Klein ve Levy (1974) kafurlagtirilmis paraklorofenol yerine belirgin
bir sekilde daha az toksik olan Cresatin kullanmislardir. Olusacak olan inflamatuar
cevabl ve sitotoksiteyi azaltmak amaciyla kalsiyum hidroksit; serum fizyolojik
(Citrome ve ark., 1979), steril su (Michanowicz, 1967; Wechsler ve ark., 1978) veya
distile su (Binnie ve Rowe, 1973) ile karistirilarak kullanilip basarili sonuglar elde
edilmisgtir.

Kalsiyum hidroksitin yliksek pH (11.8) degerine sahip olmasmin sert doku
formasyonunu indiiklemesinde yiiksek etkinligi oldugu diisiiniilmektedir. Pulpasiz
immatiir maymun disleri kullanilarak yapilan bir arastirmada, kalsiyum hidroksit ve
pH degeri 4.4 olan kalsiyum klorit karsilastirilarak sert doku bariyeri olusumuna
bakilmigtir ve ¢ikan sonuglar da yine kalsiyum kloritin yiiksek pH degeri nedeniyle
daha basarili oldugunu desteklemistir (Javelet ve ark., 1985). Kalsiyum hidroksitin
apikal bariyer olusturabilme bagaris1 ayni zamanda antibakteriyel etkinlige sahip

olmasina dayanmaktadir (Bystrom ve ark., 1985; Estrela ve ark., 1998).
2.2.5.Apikal bolgenin MTA ile tikanmasi ve kok kanal dolgusunun yapilmasi
Kalsiyum hidroksit apeksifikasyon tedavisinde basarili sonuglar vermesine

ragmen arastiricilar yeni materyaller lizerinde de ¢aligmalarini siirdiirmiislerdir. MTA,

ilk olarak 1993 yilinda Torabinejad ve ark. tarafindan Loma Linda Universitesi



bilinyesinde biyoaktif ve biyouyumlu bir materyal olarak tanitilmigtir. MTA nin tozu,
ince hidrofilik trikalsiyum silikat parcaciklari, trikalsiyum oksit ve silikat oksit
icermektedir. Diigiik ¢ozlntirligi, yiiksek biyouyumluluk ve tikayabilirlik 6zelligi ile
dentinden biraz daha fazla radyoopasiteye sahip bir materyal olarak bilinmektedir
(Torabinejad ve ark., 1993; Torabinejad ve ark., 1995a). MTA da kalsiyum hidroksit
gibi yiiksek bir pH degerine sahip oldugundan materyalin antibakteriyel 6zelligi bu
duruma baglanmaktadir (Torabinejad ve ark., 1995b).
MTA’nin kullanim alanlart;
- Cerrahi veya cerrahi olmayan retrograd kanal dolgusu (Torabinejad ve
ark., 1993; Torabinejad ve ark., 1995c).
- Direk pulpa kapaklamasi (Ford ve ark., 1996)
- Bifurkasyon bolgesinde veya kokte meydana gelen perforasyonlarin
tamiri (Arens ve Torabinejad, 1996; Ford ve ark., 1995)
- Apeksifikasyon (Shabahang ve ark., 1999; Shabahang ve Torabinejad,
2000) olarak siralanabilir.
Yapilan bir c¢alisgma sonucunda MTA’nin apikalde olusturdugu sert
dokunun yogunlugunun kalsiyum hidroksite gore daha fazla oldugu
bildirilmistir (Shabahang ve ark., 1999). Tedavi siiresinin kisa olmasi bu tedavi

yonteminin en biiyiik avantajidir (Rafter, 2005).

2.2.6.Rejenerasyon/revitalizasyon/revaskiilarizasyon tedavisi

Kalsiyum hidroksit ve MTA apeksifikasyon tedavileri yillarca %74-100 arasinda
basar1 oran1 gdstererek agik apeksli immatiir daimi dislerin tedavisinde kullanilmistir
(Pradhan ve ark., 2006; Hargreaves ve ark., 2013). Yiiksek basar1 ylizdesine ve tedavi
sonrasinda gayet basarili apikal bariyer veya tikanma saglanmasina ragmen; digin
gelisiminin devam etmemesi, kalsiyum hidroksitle yapilan apeksifikasyon tedavisinde
islem siiresinin uzun olmasi ve ince olan kdk-dentin yapisinin zayif kalmasi sebebiyle
arastiricilar dentin-pulpa kompleksinin rejenerasyonunu indiikleyecek biyolojik tedavi
yaklasimlarina yonelmislerdir (Boufdil ve ark. 2020). In vivo ve in vitro arastirmalar
sonucunda ise; multipotent kok hiicreler olarak tanimlanan dis pulpasindan elde edilen

kok hiicrelerin (Gronthos ve ark., 2000), eksfoliasyon zaman1 gelmis siit disinden elde



edilen kok hiicrelerin (Miura ve ark., 2003) ve apikal papilla kok hiicrelerinin
(Sonoyama ve ark., 2008) odontoblast benzeri hiicrelere farklilasabildikleri
bildirilmigtir. Daha sonra ise bu multipotent mezenkimal kok hiicrelerden
faydalanilarak, pulpa-dentin kompleksinin rejenere edilmesi iizerine bir¢ok hayvan
caligmalar1 yapilmis ve rejeneratif endodontinin temelleri atilmigtir (Cordeiro ve ark.,
2008; Huang ve ark., 2010; Kim ve ark., 2010; Iohara ve ark., 2011).

Rejeneratif endodonti, zarar goren dis dokularinin; dentin ve kdk yapilari, pulpa-
dentin kompleksi, fizyolojik olarak yer degistirilmesi esasina dayanan biyolojik
temelli bir tedavi yaklasimi olarak tanimlanmaktadir (Diogenes ve ark., 2016).

Revaskiilarizasyon, olgunlasmamis daimi disler igin gelistirilmis bir tedavi
seklidir. Tedavi sonrasinda disin canliligi geri kazandirilip, kok gelisiminin
tamamlanmas1 hedeflenmektedir. Kok gelisimi siirecinde, ince ve kirilgan olan kok
dentin yapis1 optimum kalinliga ulasarak, kok kirigi riskinin azalmasi saglanmaktadir.
Digin innervasyon ve vaskiilarizasyonunu kaybetmesi, olusabilecek enfeksiyonlara
kars1 daha direngsiz olmasina neden olacagindan, revaskiilarizasyonun dise canliligini
yeniden kazandirmasi da tedavinin bir diger dnemli avantaj1 olarak gosterilmektedir
(Kim ve ark., 2018).

Nekrotik agik apeksli daimi diglerde rejeneratif endodonti prosediirii ilk olarak
Nygaard-Ostby tarafindan, tagkin enstriimantasyon yapilarak kanal liimeni igerisine
kanama  saglanarak kismi  kanal dolgusu yapilip tamir potansiyeli
kesfedilmistir(Nygaard, 1961). Daha sonra Iwaya ve ark. 2001 yilinda
revaskiilarizasyon adiyla bir tedavi yontemi bildirerek enfekte olmus nekrotik agik
apeksli premolar bir diste kok gelisiminin tamamlanarak dentin duvarlariin
mineralize bir dokuyla kalinlastigini bildiren bir vaka raporu yaymlamislardir (Iwaya
ve ark., 2001). Bu calismanin ardindan yayinlanan vaka raporlarinda da, kalsiyum
hidroksit ve ti¢lii antibiyotik pat1 kullanilarak yapilan rejeneratif tedavilerde teknigin
etkinligi kanitlanmistir (Banchs ve Trope, 2004; Jung ve ark., 2008; Thomson ve
Kahler, 2010).

Rejeneratif endodonti protokoliinde ii¢ dnemli basamak bulunmaktadir;

1. Kok kanal sisteminin dezenfeksiyonunun saglanmasi

2. Yapi iskelesi varligi
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3. lyi bir koronal tikanmanin saglanmasi (Bezgin ve Sonmez, 2015;

Diogenes ve ark., 2016; Galler, 2016)

2.3.Acik Apeksli Immatiir Dislerin Rejeneratif Tedavi Endikasyonu

Amerika Endodontistler Birligi’nin yayinladigi rejeneratif endodontik tedavilerin
klinik degerlendirmesi rehberine gore baz1 devital acik apeksli immatiir daimi diglere
rejeneratif endodontik tedavi endikasyonu konulabilirken bazilarina hem rejeneratif
endodontik tedavi hem de MTA ile apikal bariyer olusturup kok kanal tedavisini
tamamlama endikasyonu konulabilmektedir (AAE, 2018). Cvek’in (1992) kok
gelisiminin smiflandirilmasi baz almarak 1., 2. ve 3. evre gelisim agamalarindaki
dislere kdkler hala kisa ve ince dentin duvarlar ile genis apikal agikliga sahip olduklari
icin, apeksifikasyon tedavisiyle de kok gelisimi saglanamayacagindan, rejeneratif
endodontik tedavi endikedir. 4. evredeki disler ise hemen hemen apikal kapanma
gerceklestiginden ve dentin kalinligi da yeterli olarak degerlendirildiginden hem
rejeneratif endodontik tedavi secenegi hem de MTA ile apikal tikama olusturularak
tedavi edilebilmektedir (Kim ve ark., 2018).

Cvek’in Kok Gelisim Asamalarint Siiflandirmasi (Cvek, 1992).

(A) (8) ©) (D) (E)

A) 1. Evre, < kok gelisimi

B) 2. Evre, kok gelisiminin %2’si tamamlanmis

C) 3. Evre, kok gelisiminin 2/3’{i tamamlanmis

D) 4. Evre, apikal foramen kapanmamis; kok gelisimi neredeyse tamamlanmis

E) 5. Evre, apikal foramen kapanmis; kok gelisimi tamamlanmis
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Agik apeksli diglerde apikal foramenin ¢ap1 da rejeneratif endodonti endikasyonu
konulmadan oOnce degerlendirilmesi gereken onemli kriterlerden biridir. Yapilan
ototransplantasyon ¢alismalar1 sonucunda apikal foramenin ¢ap1 1 mm’nin altinda ise
rejeneratif endodontik tedavinin kontrendike oldugu bildirilmistir (Andreasen ve
ark.,1990). Yapilan bir ¢calisma sonucunda apikal foramenin 1 mm’den daha genis
oldugu vakalarda, kok gelisiminin daha fazla oldugu bildirilmistir (Estefan ve ark.,

2016).

Rejeneratif endodontik tedavi klinik protokolii

Amerikan Endodonti Dernegi’nin rejeneratif iglemler i¢in yayiladigi klinik rehber
(AAE, 2018):

Vaka Se¢imi

-Nekrotik pulpali ve agik apeksli dis

-Post-kor endikasyonu olmayan final restorasyon

-Koopere hasta/ebeveyn

-Prosediirde kullanilacak olan antibiyotiklere ve medikamanlara alerjisi olmayan
hastalar

Bilgilendirilmigs Onam

-Iki veya daha fazla randevu gereksinimi

-Antimikrobiyal ajanlarin kullanim1

-Kuron/kdk renklenmesi, tedaviye yanit alamama, agri/enfeksiyon gibi potansiyel
yan etkiler

-Tedavi alternatifleri:  MTA  apeksifikasyonu, tedavi  yapilmamasi,

cekim(kurtarilabilir degilse)

Ilk Randevu

-Lokal anestezi, rubber dam ile izolasyon saglanmasi ve kanal giris kavitesinin
agilmasi

-Irrigasyon soliisyonunun periapikal bolgeye tasma ihtimalini azaltacak bir

sistemle(ucu kapali, yandan agiklig1 bulunan igne veya EndoVac sistemi gibi) 20 ml
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NaOCl ile bol ve nazik irrigasyon. NaOCl’nin diisiik konsantrasyonda kullanimi
onerilmektedir. Apikal dokulardaki kdk hiicreler tizerindeki sitotoksik etkiyi azaltmak
icin irrigasyon ignesi kok ucunda 1mm geride konumlandirilmali, %1,5’luk NaOCl ve
sonrasinda da serum fizyolojikle irrigasyon. (Her iki irrigant da 20ml/kanal, 5 dakika).
-Kanallar kagit konlarla kurutulur.
-Kalsiyum hidroksit veya diisiik konsatrasyonda iiclii antibiyotik pati yerlestirilir.
Eger {i¢lii antibiyotik pati kullanilacaksa;

1. Renklenme riskini azaltmak amaciyla pulpa odas1 bir dentin baglayici
ajanla oOrtiiliir.

2. 1:1:1 oraninda  siprofloksasin:metronidazol:minosiklin  final
konsantrasyonu 1-5 mg/l olacak sekilde karistirilir. Uglii antibiyotik pati dis
renklenmesiyle iligkilidir. Kok kanal dezenfektani olarak minosiklin
icermeyen ikili antibiyotik pati veya minosiklin yerine alternatif olacak
antibiyotikler(klindamisin,amoksisilin,sefaklor) tercih edilebilir. Klinisyenler
bu caligmalarin yiiksek konsantrasyonlarda {iglii/ikili antibiyotik pati
kullanilarak yapildigini ancak limitli ¢calismalardan dolay1 daha yiiksek bir
konsatrasyon onerisinin yapilamayacaginin farkinda olmalidirlar.

-Secilen medikaman kok- kanal sistemi icerisine yerlestirilir.

-Eger iiclii antibiyotik pati tercih edilmisse, yerlestirilen patin mine-sement siniri
altinda kalmasina dikkat edilmeli(kuron renklenmesini azalmak igin).

-3-4 mm kalinliginda Cavit, IRM, cam iyonomer siman veya baska bir gegici

restoratif materyal ile ortilir.

Ikinci Randevu (ilk randevudan 1-4 hafta sonra).

-Baglangi¢ tedavisine verilen yanit degerlendirilir. Eger inatg1 enfeksiyon
belirtileri/semptomlar1 varsa antimikrobiyal veya alternatif bir antimikrobiyal
distiniliir.

-Vazokonstriktdr igermeyen %3 mepivacaine ile anestezi, rubber dam izolasyonu

-Bol ve nazik bir sekilde %17 EDTA ile irrigasyon

-Kagit konlar ile kurutma

-Tagkin enstrumantasyon ile kok-kanal sistemine kanama saglama (endo file,

endo explorer) (Onceden egimlendirilmis K tipi bir egenin apikal acikligi 2 mm
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geemesi ile biitlin kanalin mine-sement birlesimine kadar kan dolmasi indiiklenir). Kan
pihtisi olusturmak icin alternatif olarak trombositten zengin plazma (PRP),
trombositten zengin fibrin (PRF) veya otolog fibrin matriks (AFM) kullanilabilir.
-3-4 mm kalinliginda restoratif materyale izin verilecek seviyede (mine-sement

sinirindan 3 mm apikale dogru) kanama durdurulur.

~Kan pihtis1 lizerine eger gerekliyse CollaPlug, Collacote, Collatape gibi
rezorbe olabilen bir matriks yerlestirilir. Kaplama materyali olarak beyaz MTA
yerlestirilir.

~Kaplama materyalinin iizerine 3-4 mm kalinliginda cam iyonomer siman(Fuji
IX, GC Amerika, Alsip, IL) nazikge yerlestirilir ve 40 saniye siireyle polimerizasyon
saglanir. MTA dis renklenmesiyle iliskilidir. Estetik kaygi olan disler i¢in MTA nin
alternatifleri (Biodentine, Septodont, Lancastad, PA, ABD; Endosequence BC RRM-
Fastset Putty, Brasseler, ABD) diistiniilmelidir.

-Anterior ve premolar disler- Collatape/Collaplug uygulanir, 3 mm
renklenmeye neden olmayan bir restoratif materyalle kapatilarak mineye bizotaj
yapilarak kompozit rezin ile restore edilebilir.

-Molar disler veya porselen-metal kuronlu disler- Collatape/CollaPlug
uygulanir, 3 mm MTA yerlestirilir ve ardindan rezin modifiye cam iyonomer siman

veya alasimla restore edilir.

Takip (6-12-24 ay)
-Klinik ve radyolojik muayene
-Agn, yumusak dokuda sislik veya fistiil yok (birinci ve ikinci randevular
arasinda siklikla gézlenmektedir)
-Apikal radyolsensinin iyilesmesi (genellikle tedaviden 6-12 ay sonra gozlenir)
-Kok duvarlarinin genigliginde artig (bu durum genellikle kok uzunlugunda
bariz bir artigtan dnce gézlenmektedir ve tedaviden 12-24 ay sonra meydana gelir)
-K6k uzunlugunda artig
-Pulpa vitalite testlerine pozitif yanit
-I1k iki y1ldan sonra yillik takip dnerilir.

-k degerlendirmede ve takip randevularinda CBCT &nerilmektedir.

14



-Rejeneratif endodonti prosediirlerinin basar1 derecesi birincil, ikincil ve tiglinctil
hedeflere erismekle Olciilebilir.

Birincil hedef: Semptomlarin eliminasyonu ve kemiksel iyilesmenin kaniti

Ikincil hedef: Kok duvarinin kalinlasmas: ve/veya kok uzunlugunda artis (arzu
edilir ancak muhtemelen gerekli degildir)

Ucgiinciil hedef: Vitalite testlerine pozitif yanit (eger basarilirsa daha organize bir

canli pulpa dokusunun belirtisidir).

Avrupa Endodontisler Birligi nin rejeneratif endodonti prosediirii i¢in yayinladigi

rehber (Galler ve ark., 2016):

Ilk Randevu

-Dis temizlenir, lokal anestezi yapilir( tercihe gore), izolasyon ve dezenfeksiyon
saglanir (iso-Betadine)

-Giris kavitesi acilir.

-Endodontik aletler kullanilarak nekrotik pulpa dokusu uzaklastirilir.

-Ko6k kanal duvarlarinin mekanik temizlenmesinden kaginilmalidir.

-%1,5-3 NaOCl ile irrigasyon yapilir (20 ml, 5 dakika). Ucu kapal1 yanlar1 delikli
igne kullanilir ve vital dokulardan 2 mm yukarida konumlandirilir. NaOCI
konsantrasyon se¢imi hem canli dokular ici toksik diizeyde olmamali hem de etkin
dezenfeksiyon saglamalidir.

-Kanama veya eksuda varliginda irrigasyon arttirilabilir.

-Canl1 dokular tizerinde NaOCI’nin yarattig1 toksik etkiyi azaltmak icin serum
fizyolojikle irrigasyon yapilir (5 ml).

-Kagit konlarla kurutulur.

-%17 EDTA ile 20 ml irrigasyon yapilir.

-Renklenmeye sebep olmayan kalsiyum hidroksit preparati kanala homojen olarak
gonderilir. Yayinlanan vaka raporlarinda daha basarili sonug elde etmek igin
siprofloksasin, metronidazol ve minosiklinden olusan ii¢lii antibiyotik pat1 kullanimi1
Onerilmistir. Ancak i¢lii antibiyotik pat1 tercih edilirken renklenme, sitotoksisite,
kanal duvarlarindan zor sokiilmesi ve antibiyotik direnci de g6z Onilinde

bulundurulmalidir.
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-Segilen koronal tikama materyali ile kapatilir.

Ikinci randevu (2-4 hafta sonra)

-Enflamasyon belirtileri gegmemisse, kalsiyum hidroksitle pansuman yapilir.
Eger hasta disfaji veya ates gibi semptomlari anamnezde belirtmigse sistemik
antibiyotik regete edilebilir.

-Dis temizlenir, anestezi uygulanir, bolgenin deznfeksiyonu ve izolasyonu
saglanir.Anestezi yapilacak vazokontriktorsiiz tercih edilir. Anestezi tercih edilirken
hastanin kooperasyonu, anksiyetesi ve bir onceki randevudaki agr1 diizeyi de goz
oniinde bulundurulmalidir.

-Gegici restorasyon kaldirilir.

-Canl1 dokularda 2 mm yukarda konumlanan kapali uglu, yanlar1 delikli bir igne
ile %17 EDTA ile irrigasyon yapilir (20 ml, 5 dk).

-Canli hiicreler ilizerinde EDTA’nin toksik etkilerini azaltmak amaciyla serum
fizyolojik ile irrigasyon yapilir (5 ml).

-Kagit konlar ile kok kanali kurutulur.

-Kanal aletleri ile rotasyon hareketi yapilarak kanamanin saglanmasi (40 H tipi
ege).

-Dis eti marjinin 2 mm altina kadar kanama saglaniktan sonra kan pihtist olusumu
icin 15 dakika beklenir.

-Ko6k kanalinin ¢apindan daha genis ¢apta ve 2-3 mm boyunda kollajen matriks
kesilerek kan pihtisi iizerine yerlestirilir.

-MTA veya trikalsiyum silikat siman kollajen matriks {izerine mine-sement
siirinin 2-3 mm altinda olacak sekilde, homojen ve ince bir tabaka olarak yerlestirilir.
Materyal ile kanin temas etmesinden sonra renklenme olmasindan kaginilmalidir.

-Akicy, 1sikla sertlesen cam iyonomer siman veya kalsiyum hidroksit siman
yerlestirilir.

-Kavite duvarlari elmas bir frezle veya aliiminyum oksit ile piirtizlendirilir.

-Adeziv restorasyon yapilir.

Takip

-Takipler 6,12,18 ve 24 ay sonra yapilmalidir. Daha sonra ise 5 y1l boyunca yilda
bir kez hasta takip edilmelidir.
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-Uzun siireli enfeksiyon varliginda, inflamasyon belirtilerinin uzun slirmiigse
(ikinci randevuda pansuman gerekmisse), inflamasyona bagli kok rezorpsiyonu varsa)
kontroller 3 ayda bir yapilmalidir.

-Ortodontik tedavi s6z konusuysa hasta daha kisa araliklarda takip edilmelidir.

Basar1 Kriterleri

-Agr1 olmamasi

-Inflamasyon belirtisi olmamas1

-Periapikal lezyonun iyilesmesi

-Kokiin kalinliginin ve uzunlugunun artmasi
-Eksternal kok rezorpsiyonu olmamasi
-Vitalite testine olumlu yanit vermesi
-Hasta tarafindan kabul edilebilir olmas1
-Renk degisimi olmamasi

-Yeni bir periodontal ligamentin radyografik olarak goriilmesi (Galler ve ark.,
2016)

2.4. Kok Kanal Sisteminin Dezenfeksiyonu

Rejeneratif endodonti prosediiriinde, hem kok ylizeyinin kirilganligini
arttirmamak hem de mekanik temizleme sirasinda apikal papilla kok hiicrelerinin ve
rezidiiel pulpa hiicrelerinin zarar gormesi nedeniyle kanal i¢i preparasyon
onerilmemektedir (Lin ve ark., 2014).

Kok kanal sistemin etkin dezenfeksiyonu, rejenerasyona, tamir mekanizmasina ve
kok hiicre aktivitesine olumsuz etki yaratacak enfeksiyona neden olan patojenlerin
uzaklastirilabilmesi nedeniyle rejeneratif endodonti prosediiriiniin 6nemli bir pargasini
olusturmaktadir (Fouad ve Nosrat, 2013; Lin ve ark., 2014). Acik apeksli dislerin
dentin tiibiillerine daha derin penetrasyon gdstermesi de dezenfeksiyon agamasinda
etkin bir antibakteriyel irrigasyon ajan1 kullanilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir
(Kakoli ve ark., 2009; Fouad ve Nosrat, 2013; Fouad, 2017). Dezenfeksiyon

etkinliginin bir diger 6nemi de dentin iizerindeki biyofilmi uzaklastirarak rejeneratif
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tedavi prosediiriinde 6nemli bir yeri olan biiytime faktorlerinin dentinde salimina engel
olmamaktir (Cameron ve ark., 2019).

Rejeneratif endodonti prosediiriinde etkin bir kimyasal dezenfeksiyonun yani sira,
irrigasyon ajanlarinin ve kanal i¢i medikamanlarin ortamda bulunan ve rejenerasyon
mekanizmasinda etkin rol oynayan kok hiicreler tizerindeki sitotoksik ve proliferatif
etkileri de 6nem arz etmektedir (Diogenes ve ark., 2013). Amerikan Endodontistler
Birligi ve Avrupa Endodontistler Birligi’nin yayinladiklar1 rejeneratif endodonti
prosediirii rehberlerinde diisiik konsantrasyonda sodyum hipoklorit (NaOCl) (%1,5)
ve %17’lik konsantrasyonda etilen diamin tetraasetik asitin (EDTA) apikal bolgeye
s1zint1 yapmayacak bir sistemle irrigasyonunun uygun olacagini bildirmislerdir (Galler
ve ark., 2016a; AAE, 2018). Yiiksek konsantrasyondaki NaOCl ile irrigasyonun apikal
papilla kok hiicreleri lizerine etkilerinin belirgin bir sekilde toksik olmasi nedeniyle
diisiik konsantrasyon onerilmektedir (Trevino et al., 2011; Martin et al., 2014). EDTA
ise dentini demineralize ederek dentin matriksinden biliylime faktorlerinin salimini

saglamaktadir (Yamauchi ve ark., 2011; Galler ve ark., 2015).

2.4.1. Rejeneratif endodonti prosediiriinde kullanilan irrigasyon ajanlar:

2.4.1.1. Sodyum hipoklorit (NaOCl)

Ik olarak beyazlatma ajani olarak piyasaya siiriilen NaOCl, Koch ve Pasteur’iin
kontrollii labaratuvar caligmalarina dayanarak 19. yiizyilin sonlarinda dezenfeksiyon
ajan1 olarak kabul gérmiistiir (Mohammadi, 2008). Birinci Diinya Savasi’nda Henry
Drysdale Dakin ve Alexis Carrel, Dakin’nin titizlikle yiiriittiigii enfekte olmus nekrotik
dokular iizerinde cesitli sollisyonlarin etkinligini arastirdigi ¢aligmalar sonucunda
tamponlanmis %0,5 NaOCI kullanim alanmi enfekte olmus yaralanmalar igin
genisletmislerdir (Dakin, 1915).

Genis spektrumlu olan NaOCI, hem sporosidal hem de viriisidal etkinlige sahip
olmakla birlikte nekrotik doku ¢oziiciiliigii de giigliidiir (Austin ve Taylor, 1918;
Valera ve ark., 2009). Bu ozellikleri nedeniyle 20. yiizyilin baslarinda endodonti
prosediirlerinde ana dezenfektan ajan olmay1 bagsarmistir (Grossman, 1943; Zehnder

ve ark., 2003). Endodonti alaninda NaOCI genis spektrumlu bir ajan olmasi nedeniyle
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Enterococcus, Actinomyces ve Candida gibi direng gosteren mikroorganizmalar
iizerinde etkinlik saglamaktadir. Ucuz olmasi, erisim kolaylig1 ve uzun raf dmrii gibi
avantajlara sahiptir (Heling ve ark., 2001; Mahmoudpour ve ark., 2007; Nadalin ve
ark., 2009).

NaOCI’nin hem en etkili hem de minimum toksik etki yarattig1 konsantrasyonlari
konusu ise tartismali bir konudur. Dakin’in soliisyonu olarak bilinen %0,5
konsantrasyondaki NaOCI acik yaralarin tedavileri i¢in kullanildigindan, endodontik
alanda daha basarili sonuglar elde edilmesi i¢in konsantrasyon miktarinin arttirilmasi
gerektigi bildirilmistir (Grossman, 1943). Yani NaOCl’nin, antibakteriyel etkinlik
saglayip nekrotik doku ¢oziiniirliiglinli saglamasi i¢in hem yiiksek konsantrasyonda
olmasi hem de minimal toksik etki gostermesi gerekmektedir (Spangberg ve ark., 1973;
Khademi ve ark., 2007). %S5,25 konsantrasyonunda NaOCI periapikal dokulara
uygulandigi zaman irritasyona sebep oldugu gosterilmistir (Hiilsmann ve Hahn,
2000). %0,5’1ik NaOCl ve serum fizyolojikle, %5,25’lik NaOCI karsilastirildig:
zaman dentinin elastik modiiliisiinii ve biikiilme dayanikliligini azalttigi bulunmustur
(Sim ve ark., 2001). Bu durum NaOCl’nin dentinin kollajen matriksinde yarattigi
proteolitik aktivasyona baglanmaktadir. Bunun yamisira %0,5 ve %5,25
konsantrasyonlardaki uygulamalarda mikroorganizma canliligi arasinda bir fark
goriilmemistir (Bystrom ve Sunvqvist, 1985). In vitro deneyler sonucunda %]l
konsantrasyondaki NaOCI’'nin endodontik tedaviler sirasinda nekrotik pulpa
dokusunu etkin miktarda ¢6zdiigii sdylenmektedir (Sirtes ve ark., 2005). Genel olarak
NaOCl toksisitesi yiliksek bir ajan olarak bilinmektedir (Gernhardt ve ark., 2004).

Yapilan rejeneratif endodontik tedavi klinik ¢alismalarinin %97’sinde NaOCI
kendi basma veya diger ajanlarla birlikte kombine olarak irrigasyon ajani1 olarak
kullanilmistir (Kontakiotis ve ark., 2015). Rejeneratif endodonti protokoliinde hala
daha bir standardize irrigasyon protokolii olmamasina ragmen; Diogenes ve ark. (2013)
bu calismalarin %63 tinde, %3’liik NaOCI; %36’sinda %5-6 oraninda degisen yiiksek
konsantrasyon NaOCI; %1’inde ise diisiik konsantrasyonda (%1) NaOCI kullanildig1
bildirmistir (Diogenes ve ark., 2013). Yapilan bir diger ¢alismada ise sodyum
hipokloritin kok hiicreler iizerindeki toksik etkisinin doza bagli olarak degistigi

sonucuna varilmistir (Alkahtani ve ark., 2014).
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2.4.1.2. Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA)

EDTA, smear tabakasini kaldirmak i¢in kullanilan selasyon bir ajandir ancak
antibakteriyel etkinligi diisiiktiir (Mohammadi, Shalavi, Soltani, ve Asgary, 2013).
Rejeneratif endodontik prosediirlerinde de dentini demineralize ederek biiylime
faktorlerinin salimin1 sagladig1 (Galler ve ark., 2015) ayn1 zamanda da NaOCl’nin
apikal papilla kok hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisini azaltti§i igin tercih
edilmektedir (Martin ve ark., 2014). Dentin dokusu EDTA ile muamele edildikten
sonra dental pulpa kaynakli kok hiicrelerin dentine adezyonunu, migrasyonunu ve
farklilagsmasini da indiiklemektedir (Galler ve ark., 2016b). Amerikan Endodontistler
Birligi, sodyum hipoklorit smear tabakadaki inorganik bilesikleri ¢6zemedigi igin
rejeneratif endodontik tedavi protokoliinde %17 oranindaki EDTA kullanimin

onermistir (AAE, 2018).

2.4.1.3. Klorheksidin

Klorheksidin, rejeneratif endodontik prosediirlerde, Candida albicans (C. albicans)
ve Enterecoccus faecalis (E. faecalis) tizerindeki antibakteriyel etkinliginden dolay1
irrigasyon veya intrakanal medikamani olarak NaOCI ile kombine veya tek basina
kullanibilmektedir (Basrani, 2005). Ancak yapilan bir ¢alismada %1073-2 arasinda
degisen klorheksidin konsantrasyonlarinin apikal papilla kok hiicreleri {izerinde
konsantrasyona bagli sitotoksik bir etki yarattigi sonucuna varilmistir. Ayni ¢aligma
kapsaminda %1077-10" konsantrasyonlarindaki klorheksidinin herhangi bir toksik etki
yaratmadigi tespit edilmistir (Widbiller ve ark., 2019). Yapilan in-vitro ¢aligmalar
sonucunda ise %2 oranindaki klorheksidinle muamele edilen dentinin insan disi
pulpasi ve apikal papilla kok hiicreleri iizerinde toksik etki yarattigi ve ayni1 zamanda
bu hiicrelerin kok kanal dentinine yapismasini engelledigi ileri siiriilmiistiir (Ring ve

ark., 2011).
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2.4.1.4. Sitrik asit

Sitrik asit, potansiyel antibakteriyel etkisi olan bir gelasyon ajanidir (Di Lenarda
ve ark., 1996). Sitrik asit de EDTA gibi smear tabakanin inorganik bilesigini ¢ozerek,
dentini dekalsifiye ederek biiylime faktorlerinin salimini saglamaktadir (Di Lenarda
ve ark., 2000). Hristov ve ark. (2018), %10’luk sitrik asitle %17’lik EDTA’nin apikal
papilla kok hiicreleri tizerinde ayni etkiye sahip oldugunu raporlayarak, %1’lik NaOCl
ile rejeneratif endodonti prosediirinde %17°lik EDTA yerine kullanilabilecegini
bildirmistir. Yapilan bir diger aragtirmada ise, %10’luk sitrik asitin EDTA’dan daha
biyouyumlu oldugu ve TGF-B1 biiyiime faktoriiniin de salimmin EDTA’ya oranla
daha fazla oldugu raporlanmistir (Chae ve ark., 2018).

2.5.Kok Kanal Dezenfeksiyonu icin Onerilen Yeni Uygulamalar

Rejeneratif endodontik tedavide klinik basarinin saglanabilmesi i¢in kok kanal
sistemi igerisinde etkin bir dezenfeksiyon saglamanin yani sira, bu prosediir i¢in hem
antibakteriyel etkinligi hem de biyouyumlulugu yiiksek bir irrigasyon ajani se¢ilmesi
gerekmektedir. Biyouyumluluk, biiytime faktorlerinin dentin matriksinden salimi ve
apikal papilla kok hiicrelerinin farklilagip kok gelisiminin devam edebilmesi agisindan
bliylik 6nem arz etmektedir (Ayoub ve ark., 2020).

Rejeneratif endodontik tedavi uygulanacak olan dislerde mekanik temizleme
onerilmediginden, sadece kimyasal ajanlarla kdk kanal sisteminin dezenfeksiyonu
saglanacagindan uygulanacak olan ajanlarin antimikrobiyel etkinligi yiiksek olmalidir.
Ancak mevcut irrigasyon ajanlarinin antimikrobiyal etkinligi degerlendirildiginde,
ozellikle rejeneratif endodontide bu ajanlarin tek basma degil de maksimum
dezenfeksiyonun saglanabilmesi i¢in kombine kullanimlar1 6nerilmektedir (Haapasalo
ve ark., 2014). Yapilan ¢alismalar dogrultusunda rejeneratif endodonti prosediiriinde
henliz net bir irrigasyon protokolii olmadigi, bu nedenle bu konu iizerinde
arastirmalarin devam etmesi ve kullanilacak olan sistem veya ajanlarin hangi dozda ve
sireyle uygulanmalarinin uygun olacagi dogrultusunda planlanmasi gerektigi

bildirilmistir (Ayoub ve ark., 2020).
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2.5.1. Lazer uygulamasi

Lazer kelimesi Ingilizcesi ‘Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation’ olan uyarilmig radyasyon yayilimi ile 1s1k siddetinin arttirilmasi anlamina
gelen ve temel olarak lazerin ¢caligsma prensibini de anlatan bu tanimin bas harflerinden
olusturulmustur (Coluzzi, 2004).

Ik olarak 1960 yilinda Theodore Harold Maiman, yakut tasindan kirmizi 151k
yayilmasini saglayan lazer cihazini gelistirmistir (Maiman, 1960). Dis hekimliginde
lazer kullanimi1 1964 yilinda dis kesim islemiyle baglamistir (Stern ve Sognnaes, 1964).
Endodonti alanindaki ilk lazer uygulamasi ise, in vitro olarak apikal foramenin
kapatilmasi amaciyla karbondiyoksit lazerin kullanilmasi ile 1971 yilinda baslamistir
(Weichman ve Johnson, 1971).

Kok kanal sisteminin dezenfeksiyonun saglanmasi i¢in son zamanlarda lazer ve
fotodinamik uygulamalar1 gibi degisik uygulamalar da popiilerlik kazanmigtir
(Hamblin ve Hasan, 2004). Endodontik islemler i¢in lazer kullanim1 1971 yilinda 6ne
strilmiistiir, bircok lazer kok kanal sisteminin bakteriyel eliminasyonu igin
kullanilmistir.

Dis hekimliginde kanal dezenfeksiyonu icin siklikla Neodymium:YAG lazer
(Nd:YAG), Erbium:YAG laser (Er:YAG), erbium ve chromium:YSSG lazer
(Er,CR:YSSG), diyot lazer ve karbondioksit (CO.) lazerler kullanilmaktadir (Saydjari
ve ark., 2017).

Kok kanal sisteminin dezenfeksiyonu ve ortamda bulunan endodontik
patojenlerin eliminasyonunun zor olmasi nedeniyle, teknoloji ilerledik¢ce yeni
sistemler de gelistirilmeye baglanmistir. Yapilan ¢aligsmalar dogrultusunda, NaOCl ve
kalsiyum hidroksitin dentin tiibiillerine olan limitli penetrasyonu nedeniyle
dezenfeksiyon etkilerinin de sinirli oldugu bildirilmistir. Lazer 1s18inin karakteristik
ozellikleri nedeniyle dentin tiibiillerine penetrasyonunun daha derin olacagi belirtilmis,
bu nedenle de dezenfeksiyon etkinliginin de fazla olacag bildirilmistir.

Moshonov ve ark. (1995) Nd:YAG lazer ve sodyum hipokloritin dezenfeksiyon
etkinligini karsilagtilastirdiklar1 ¢alismalarinda, iki ajanin da antimikrobiyal etkisini
yikksek ancak lazerin etkinligini anlamli derecede daha yiiksek oldugunu

belirtmislerdir. Klinke ve ark. (1997) ise Nd:YAG lazerlerin farkli dentin kalinliklar
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iizerinde bakteri eliminasyon etkinligini aragtirmis ve 1000 pm dentin kalinligindan
sonra lazer etkinliginin azaldigin1 ancak bakterisidal etkinligin de hala yiiksek
oldugunu bildirmislerdir.

Beer ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢aligma sonucunda 810 nm diyot lazerlerin
bakteriyel etkinligini %98.8 oldugunu raporlamislardir.

Lazer uygulamalari, direng gosteren E. faecalis gibi mikroorganizmalarin
eliminasyonunda etkin bir dezenfeksiyon yapmaktadir (Le Goff ve ark., 1999).

Yapilan c¢aligsmalar dogrultusunda lazer uygulamasmin hiicre gocli ve
proliferasyonu sagladigi (Avci ve ark., 2013; Amaroli ve ark., 2015) kemik olusumunu

uyardigi (dos Santos ve ark., 2017) gézlenmistir.

2.5.1.2.Dis hekimliginde kullanilan lazerler

2.5.1.2.1.Argon lazerler

Argon lazer, aktif argon gazi ile dolu mavi-yesil 151k yayan bir lazer ¢esididir.
Enerjisi yiiksek elektrik akimi ile saglanan, devamli ve aralikli atim modlar1 bulunan
argon lazerler goriiniir 151k yayan tek cerrahi lazer tipidir. Dis hekimliginde 488 nm
dalgaboyu ve 514 nm dalgaboyu kullanilir ve bunlar sirasiyla mavi ve mavi yesil 11k

olarak bilinmektedir (Coluzzi, 2004).

2.5.1.2.2. Diyot lazerler

Diyot, aliiminyum veya indiyum, galyum ve arsenigin kombinasyonundan olusan
yart iletken kristallerden iiretilen kat1 aktif bir lazerdir. Aliiminyum igeren aktif madde
ile indiyum iceren aktif maddedin dalga boylar1 yaklasik olarak 810-980 nm
arasindadir. Diyot lazerlerin en biiylik avantajlarindan biri de kiiciik ve portatif
olmalaridir (Coluzzi, 2004). Yapilan ¢aligmalar diyot lazerlerin fibroblast

proliferasyonunu da arttirdigini géstermistir (Pereira ve ark., 2002).
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2.5.1.2.3. Neodimyum:YAG(Nd:YAG) lazerler

Bu lazer tipi kat1 aktif, nadir elementler olan itriyum ve aliiminyum ile kombine
olmus ve neodimyum iyonlariyla giiclendirilmis garnet kristalidir. Dis hekimliginde
kullanilan Nd: Y AG lazerin dalga boyu 1064 nm, modu ise atimlidir. Pigmente dokular
tarafindan emilimi oldukg¢a yiiksektir, iyi bir hemostaz saglar, yumusak doku
insizyonunda oldukga etkilidir. Maliyetinin ¢ok olmasi ve cihazin biiyiik olmasi
dezavantajlarindandir (Coluzzi, 2004).

Nd:YAG lazerler kok kanal sisteminin dezenfeksiyonunda en sik kullanilan lazer
cesididir. Antimikrobiyal etkisini ortaya g¢ikardigi 1s1 ve bakterinin iginde lazere

duyarli olan kromoforlar sayesinde lokal olarak saglamaktadir (Klinke ve ark., 1997).

2.5.1.2.4. Holmiyum:YAG(Ho:YAG) lazerler

Ho:YAG lazerler, kromium ile hassaslagtirilmis, holmiyum ve tulyum iyonlari ile
giiclendirilmis yitriyum aliiminyum garnet kat1 kristali icermektedir. Dalga boyu 2100
nm olup fiber optik bir sistemdir (Coluzzi, 2004). Nd:YAG ve CO; lazerlerin karigimi
olarak diisiiniilebilirler. CO; lazerler gibi yumusak dokuyu kolay kaldirabilme
ozellikleri bulunur ancak hizlar1 daha diistiktiir. Hemostaz 6zelligi ise CO; lazerlerden
daha iyi ancak Nd:YAG lazerlerden daha diisiiktiir. Bunun nedeni de hemoglobin
absorbsiyonlarinin az olmasina baglanmaktadir (Bader, 2000). Ho:YAG lazerler daha
cok temporamandibiiler eklemin artroskopik ameliyatlarinda kullanilmaktadirlar

(Coluzzi, 2004).
2.5.1.2.5. Karbondioksit (CQO») lazerler

CO; lazerler, aktif maddesi gazdir olan yumusak doku lazerleridir. Hidroksiapatit
tarafindan en fazla absorbe edilen lazerdir(Dederich ve Bushick, 2004). Dalga boyu

10600 nm’dir. Kolaylikla yumusak dokuyu insize edebilir ve koagiilasyonu saglar
(Coluzzi, 2004).
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2.5.1.2.6. Erbiyum:YAG lazerler

Erbiyumla giiclendirilmis yitriyum aliiminyum garnet kati kristal aktif ortami
vardir. Dalga boyu 2940 nm’dir (Coluzzi, 2004). Ortaya ¢ikma nedeni, CO2 ve
Nd:YAG lazerlerin sert dokular1 buharlastirabilmek i¢in yiiksek enerji yogunluguna
ihtiya¢ duymalar1 ve bu nedenle olusan yan etkilerdir (Dederich ve Bushick, 2004).

2.5.1.2.7.Diisiik enerjili lazer tedavisi

Diistik enerjili lazer irradyasyonu dalgaboyu araligi 600-1000 nm, uygulanacak
olan giiciin de 1-500 mW arasinda degisen kirmizi 151n veya yakin-kizilotesi lazerleri
ifade etmektedir. Bu tip 1s1ma diisiik enerji yogunlugunda (0,04-50 j/cm?) devamhi
veya atimli modlarda uygulanabilmektedirler. Diisiik enerjili lazer tedavisi hiicre
apoptozisini engelleyebilir ve buna karsin proliferasyonu, migrasyonu ve adezyonu
arttirabilir (Huang ve ark., 2009). Diisiik dozlarda (2 j/cm?) proliferasyonu uyarirken,
yiiksek dozlarda (16 j/cm?) proliferasyonu inhibe edebilirler(Bolton ve ark., 1995).
Ancak hiicre proliferasyonunun uyarilmasi bu dozlar aralig1 disinda da gosterilmistir
(Byrnes ve ark., 2009).

Diistik enerjili lazer tedavisi tipta ve dis hekimliginde terapotik amagli kullanilan
bir tekniktir. Temel olarak lazer 15181 enerjisinin sicaklikta fazla bir artisa neden
olmadan, biyostimiilasyon etkisi yaratmak i¢in canli dokular iizerine uygulanmaktadir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda uygulanan dokuda ani bir sekilde sicaklik artisina neden
olmadig1 goriilmiis, 1s1 artisinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu bildirilmistir (+£1°C)
(Hrnjak ve ark., 1995). Cesitli arastiricilar da fibroblast slispansiyonuna uygulanan
diisiik seviyeli lazer irradyasyonu sonucunda 1sinin degismedigini dogrulamislardir
(Boulton, 1986; Quickenden ve Danniels, 1993).

Cerrahi bir uygulama olmadigindan, uygulamadan sonra herhangi bir 6dem veya
enflamasyona rastlanmamasi da teknigin avantajlarindandir. Genel olarak helyum
neon veya karbondiyoksit lazerler herhangi bir temas olmadan hedef dokuya devamli

modda uygulanarak bolgede biyostimiilatif etki yaratirlar (Convissar, 2015).
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Diistik enerjili lazer tedavisi dis hekimligi uygulamalarinda biyostimiilasyon, anti-
inflamatuvar etki ve rejeneratif etkisini diisiik 1s1da gergeklestirebildigi i¢in yerini

almistir (Mishra ve Mishra, 2011).

2.5.1.2.7.1.Diisiik enerjili lazer terapisinin hiicre proliferasyonu saglamasinin

molekiiler mekanizmasi

Diistik enerjili lazer terapisinin hiicre proliferasyonu, hiicre biiyiimesi (Yu ve ark.,
1996) ve farklilasmasi (Conlan ve ark., 1996) gibi biyolojik progesleri indiikledigi
bilinmektedir. Diisiik seviyeli lazer terapisinin bir¢ok hiicre hatti lizerinde yarattigini
proliferatif etki ¢alisilmig (Conlan ve ark., 1996; Yu ve ark., 1996; Stadler ve ark.,
2000; Shefer ve ark., 2002; Jia ve Guo, 2004; Stein ve ark., 2005) ancak molekiiler
mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir (Zhang ve ark., 2009). Diisiiniilen bir klasik
mekanizma; lazer enerjisinin intraselliiler kromoforlar tarafindan emildigi ve He-Ne
lazer uygulandiktan sonra ATP seviyesinin neredeyse iki katina ¢iktig1 ve boylece
metabolik enerjinin de iki katina ¢iktig1 yoniindedir (Karu ve ark., 1995). ATP, ¢coklu
P2 niikleotid reseptor alt tipi araciligi ile intaselliiler kalsiyum konsantrasyonunu

arttirmaktadir (Kalthof ve ark., 1993; Corr ve Burnstock, 1994; Kitajima ve ark., 1994).

2.5.1.2.7.2.Diisiik enerjili lazer terapisinin ¢calisma mekanizmasi

Lazer, hiicrelerdeki fotoreseptorlere etki edebilir. Bu etki de fotobioyoloji veya
biyostimiilasyon olan adlandirilmaktadir. Fotobiyostimiilasyonun, mitokondrideki
elektron tagima zincir enzimleri araciligiyla, hiicredeki endojen propirinler veya
sitokrom c ile yiiksek hiicre solunumunu indiikleyerek olustugu (Lubart ve ark., 1992),
bunun da hiicresel metabolizma ve fonksiyonunu arttirdig bilinmektedir (Karu, 1989;
Yu ve ark., 1997). Disiik enerjili lazer terapisinin biyostimiilasyon etkisi,
mikrosirkiilasyonda artisa, ATP iiretiminde, RNA ve DNA sentezinde artisa neden
olmakta ve bdylece hiicresel oksijenlesme, beslenme ve rejenerasyonun gelismesini
saglamaktadir (Takac ve Stojanovi¢, 1998). Fotonlar hiicreye girerek mitokondri veya
hiicre zarindaki biyolojik kromoforlar tarafindan rahatlikla emilirler. Bu kromoforlar

lazer radyasyonu ile kuvvetli bir sekilde etkilesime girerler. Olusan fotonik enerji ATP
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seklinde kimyasal enerjiye donlislir ve hiicresel fonksiyonlarla hiicre proliferasyon
diizeyinde artis meydana gelir. Hiicre zar1 gecirgenligi degisir, bunu takiben hedef
hiicrelerde fizyolojik degisiklikler meydana gelir. Lazerin biyostimiilasyon etkisinin
biytkligii ise; kullanilan dalgaboyuna ve hiicrenin lazer uygulamasi sirasinda

bulundugu fizyolojik faza bagli oldugu bildirilmistir (Pinheiro ve ark., 2002).

2.5.1.2.7.3.Hiicre proliferasyonu i¢in kullanilan lazer cesitleri

Maksimum hiicre proliferasyon oranini yakalamak i¢in bir¢ok farkli lazer tipi
denenmis olmasina ragmen esas olarak basar1 He-Ne ve GaAlAs lazerlerde
saglanmistir. Literatiirde ¢aligmalarin cogunun He-Ne lazerle yapildig goriilmektedir

(Pogrel ve ark., 1997).

2.5.2.0zon terapi

Alman asilli Christian Friedrich Schonbein ozon terapisinin babasi olarak
bilinmektedir. Schonbein suya ilk kez elektriksel bosalma gerceklestirdigi zaman
etrafa kendisine ¢ok garip gelen bir koku yayilmig, bu yiizden Yunancada da koku
anlamma gelen Ozon kelimesini kullanmistir. 1857 yilinda, Werner Von Simen ilk
ozon jeneratoriinii gelistirmis, 1870 yilinda ise Lender tarafindan ilk kez ozonun kan
pirifikasyonu ig¢in terapotik kullanimi raporlanmigtir. 1885 yilinda, Kenworthy
tarafindan ozonun medikal uygulamalarda kullanilabilirligini anlatan bir literatiir
yaymlanmistir. 1892 yilinda ozon, Ohmuller tarafindan i¢gme suyu i¢in bir dezenfektan
olarak degerlendirilmistir. 1933 yilinda Fisch, ozonun enfekte olmus yaralanmalarda
ve kronik periodontal enfeksiyonlarda kullanilabilecegini kesfetmistir. Fisch ozonu
Avusturyali cerrah Ernst Payr’1 tedavi etmek ic¢in kullanmistir. Bu yillarda naylon,
dakron ve teflon gibi ozon-direngli materyallerin bulunamamasi nedeniyle 1950
yilindan bu materyallerinin iiretimine kadar ozon terapi zor ve smirli olarak
kullanilabilmigtir. 1950°1i yillarda Alman fizik¢i ve doktor Joachin Hansler doktor,
Hans Wolff’a katilarak medikal olarak kullanilabilen ilk ozon jeneratoriinii
gelistirmislerdir. Gelistirdikleri dizayn modern cihazlarin temelini olugturmaktadir

(Bocci, 2004).
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Ozon, 47.98 g/mol molekiiler agirliginda oksijenin triatomik bileseni olarak
bilinmektedir. Termodinamik olarak bu bilesen yiiksek derecede kararsiz olup, basing
altinda saf oksijene doniismektedir (Bocci, 2006). Ozon gazinin yiiksek potansiyelde
oksidasyon o6zelligi bulunmaktadir. Ozon antimikrobiyel ajan olarak kullanildig:
takdirde, kloritten bakteri, viriis, mantar ve protozoalara karst 1,5 kat daha fazla
antimiktobiyel 6zellige sahiptir. Bunun yaninda kan dolagimini ve immiin cevabi hiicre
sayisini ¢ogaltarak arttirmaktadir (Mohammadi ve ark., 2013).

Ozon; ozonlu su, ozonlu zeytin yagi ve oksijen/ozon gaz bilesimi olarak agiz
dokularina uygulanabilir (Seidler ve ark., 2008). Endodontide ozonun kullanilmasi
antimikrobiyal etkinligine yogunlasarak tercih edilmektedir. Nagayoshi ve ark. (2004a)
0,5-4 mg/l dozlarindaki ozonlu suyun gram pozitif ve gram negatif bakterilerin
eliminasyonu iizerinde yiiksek bir etkiye sahip oldugunu raporlamislardir (Nagayoshi
ve ark., 2004a).

Ozon, saf olarak degil ancak ozon/oksijen karigimi yada distile su veya
demineralize edilmis su ile birlikte soliisyon olarak medikal uyglamalarda
kullanilabilmektedir. Ozon/oksijen karigiminin doku dostu oldugu bilinmektedir.
Medikal amach kulanilacak olan ozon karisimi, saf medikal oksijen kullanilarak,
ultraviyole sistemle, elektriksel bosalma veya soguk plazma sistemiyle elde
edilmektedir. Medikal alanda kullanilacak olan ozon karisimi, %0,05-%5 saf
ozon, %95-%99,95 saf oksijen oranlarinda hazirlanmaktadir.

O3 molekiiliinlin kararsiz bir molekiil olmasi1 nedeniyle uygulamalardan hemen
once hazirlanmasi gerekmektedir. Ozon karigimi hazirlandiktan sonra 1 saat dolmadan

karigimdaki ozon miktarinin yarisi oksijene doniigmektedir(Arita ve ark., 2005).

2.6.In-vitro Sitotoksisite Testleri

Kimyasal, biyolojik veya fiziksel etkenler hiicreler tizerinde farkli derecelerde etki
yaratabilirler. Bir maddenin, toksik olup olmadigi hiicre {izerinde yarattiklar
degisikliklere bakilarak anlasilabilir. In vitro sitotoksisite testleri ise maddelerin veya
ila¢ niteligi tasiyan ajanlarin hiicre kiiltiiriinde toksik olup olmadiklarinin kisa bir
zaman periyodunda anlagilmasinda kullanilan metodlardir. Sitotoksik terimi, hiicre

tizerine zararl etki yaratan, hiicre 6liimii anlamina gelmektedir. Sitotoksisite testleri
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de temel olarak hiicrelerin maruz birakildigi madde veya durum karsisinda canli/6li

kalma oranlarinin belirlenmesi i¢in kullanilir (Riss ve Moravec, 2004, 2006).

2.6.1.Sitotoksisite ve Hiicre Canlilig1 Testlerinin Simiflamasi

2.6.1.1. Boya ile yapilan testler

Boya ile hiicre canliliginin 6lgiilmesi en basit ve siklikla kullanilan metodlardan
biridir. Bu metodda canli hiicreler boyay1 almazken, 6lii hiicreler boyanmaktadirlar.
Boya metodu kolay goriinse de ¢ok sayida ornek kullanilmasi gerekliligi teknigi
zorlastirip zaman kaybina da yol agmaktadir (Yip ve Auersperg, 1972). Bu metodla
membranin biitiinliigii saptanabilir. Bu metod i¢in kullanilabilecek olan boyalar; eozin,
Congo kirmizisi, eritrosin B ve tripan mavisi olarak sayilabilir (Bhuyan ve ark., 1976;
Krause ve ark., 1984). Bu boyalar arasinda ise en sik kullanilan1 tripan mavisi olarak

bilinmektedir (Aslantiirk ve Celik, 2013; Eisenbrand ve ark., 2002).

2.6.1.1.1.Tripan mavisi testi

Bu metod hiicre kiiltiirii icerisindeki Olii/canli hiicre sayisinin belirlenmesini
saglar. Tripan mavisi negatif yiiklii bir molekiildiir. Tripan mavisi testinde canli
hiicreler boyay1 disartya atarken, ©lii hiicrelerde bu mekanizma gergeklesemez
(Strober, 1997).

Avantajlari;

- Basit uygulanabilir bir tekniktir (Ruben, 1988).

- Membran biitiinliigiiniin belirlenmesinde etkin bir metoddur (Ruben,
1988).

- Boyaya maruz kaldiktan hemen sonra 6lii hiicreler maviye boyanir

(Stone ve ark., 2009).
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Dezavantajlart;
- Hiicre sayimi1 hemasitometre kullanilarak yapildigindan, %10’luk bir
yanilma oran1 gosterebilir (Ruben, 1988)
- Saglikli hiicrelerle, fonksiyonunu kaybetmeye devam eden hiicreleri
ayirt etmek icin kullanimi uygun degildir (Kim ve ark., 2016).
- Boya maddesi memeli hiicreleri iizerinde toksik etki yaratmaktadir

(Kim ve ark., 2016).

2.6.1.1.2.Eritrosin B testi

Eristrosin B canli hiicreleri boyayan bir metod olarak bilinmektedir. Caligsma
prensibi tripan mavisi ile ayni sekilde gerceklesmektedir (Aslantiirk, 2018).
Avantajlar
- Biyouyumludur.

- Ucuzdur (Kim ve ark., 2016)

Dezavantajlari
- Deney agamasi uzun stirmektedir.

- Uygulama kolaylig1 yoktur(Kim ve ark., 2016)

2.6.1.2.Kolorimetrik testler

Kolorimetrik testlerin prensibi, biyokimyasal markeri o6lgerek hiicrelerin
metabolik aktivitelerinin belirlenmesi seklindedir. Kolorimetrik testlerde kullanilan
maddeler hiicre canlihigi karsisinda renk degistirirler ve bu degisim de

spektrofotometre ile dl¢lilmektedir (Prébst ve ark., 2017).
2.6.1.2.1.MTT testi
MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyltetrazoluim bromide) testi, hiicre

canliligin1 6l¢mek i¢in siklikla kullanilan kolorimetrik testlerden biridir (Mosmann,

1983). Bu metodda, hiicrelerin mitokondriyel aktivitesi belirlenerek hiicre canliligi
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saptanmaktadir (Stone ve ark., 2009). Bu test li¢ asamada ger¢eklesmektedir; birinci
asamada hiicreler belirlenen siire boyunca aragtirilacak olan maddeyle etkilesimde
birakilirlar, ikinci agamada deney maddesi ortamdan uzaklastirilip tetrazolyum bilesigi
vasata eklenerek 1-4 saat arasinda inkiibe edilir, son asamada ise renk degisimi
spektrofotometre ile dlgiilerek olii/canlt hiicre orani belirlenmektedir (Mosmann, 1983;

Riss ve Moravec, 2004).

Avantajlar
- Teknik, boyama metodlarina gore daha basarilidir.
- Uygulamasi kolay ve giivenilirdir.
- Hem hiicre canliligi hem de sitotoksite testleri i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Stone ve ark., 2009).
Dezavantajlari
- MTT formazan suda ¢ézlinemeyen bir maddedir ve buna bagli olarak
hiicrelerde formazan kristalleri olusturur. Bu nedenle 6l¢iim yapilmadan 6nce
dimetik siilfoksit(DMSO) gibi bir ¢dziicliye maruz birakilma gerekliligi
vardir(Stone ve ark., 2009).
- Yanlig-pozitif ve yanlig-negatif sonuglar ¢ikmamasi i¢in deneylerin

tekrarlanmasi gereklidir (Stone ve ark., 2009).

2.6.1.2.2.MTS testi

MTS (5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4,5-dimethyl-thiazoly)-3-(4-sulfophenyl)
tetrazoluim) testi de kolorimetrik testler arasinda yer almaktadir. Bu metodun temelini
canlt hiicrelerin metabolik aktiviteleriyle, tetrazolyum tuzlarinin renkli formazan
kristallerine doniistiirmesi olusturmaktadir. Olusan formazan kristallerinin miktari,
canlu hiicre sayisin1 baglidir ve 492 nm dalgaboyunda spektrofotometrede 6l¢iimleri
ve sayimlar1 yapilmaktadir.

Avantajlar

- Uygulamasi kolay olan bir tekniktir.
- Kesin ve hizli sonuglar verir (Berg ve ark., 1994; Tominaga ve ark.,

1999).
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Dezavantajlari
- Spektrofotometredeki 492 nm olan dalga boyu, hiicre c¢esitine,
inkiibasyon zamanina ve hiicre miktarina bagl olarak degiskenlik gdsterebilir

(Cory ve ark., 1991).

2.6.1.2.3.XTT testi

Baska bir kolorimetrik sitotoksisite testi olan XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulphophenyl)-5-carboxanilide-2H-tetrazolium, monosodyum tuzu) ilk olarak
Scudiero ve ark. tarafindan tanitilmistir (Scudiero ve ark., 1988). XTT, MTT testinin
aksine suda ¢oziilebilen bir boya ortaya ¢ikarmaktadir ve bu nedenle baska bir ¢oziicii
maddeye gerek duymamaktadir. XTT, hiicre canliligini ve proliferasyonunu 6lgmek
icin kullanilabilecek ideal bir testtir. XTT prensibinde, tetrazolyum tuzu indirgenerek
suda c¢oOzinebilen turuncu renkli formazan bilesikleri olusur, daha sonra
spektrofotometre veya ELISA okuyucu ile dl¢limler yapilarak hiicre canlilig1 tespit
edilir (Scudiero ve ark., 1988).

Avantajlar

- Hizli, kullanimi kolay ve giivenilir bir metoddur.
- Duyarlilig1 ve kesinlik yiizdesi yiiksektir.
Dezavantajlari
- XTT, canli hiicrelerin mitokondrial dehidrogenaz aktivitesine bagl
olarak sonug verir bu nedenle hiicrelerdeki bu mekanizma bazen pH, hiicresel
iyon konsantrasyonu, enzimatik diizenleme ya da diger ¢evresel faktorlerden
de etkilenebilmekte, bu durum da Ol¢limlerin hatali sonug¢ vermesine neden

olabilmektedir (Aslantiirk ve Celik, 2013).

2.6.1.2.4.WST-1 testi

WST-1, (2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H

tetrazolyum monosodyum tuzu) hiicre kiiltiiriindeki proliferasyon hizin1 &lgen

kolorometrik bir testtir. Bu metodda tetrazolyum tuzu olan WST-1, mitokondriyal
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dehidrojenaz enzimiyle suda hayli yiiksek oranda ¢oziilebilen formazana diiniistiiriiliir.
Hazir olan formu direkt olarak kuyucuklardaki vasat ortamina eklenerek 30 dakika-4
saat boyanmanin ger¢eklesmesi i¢in inkiibe edilir. Daha sonra ise 450 nm dalga

boyunda spektrofotometrede okutulup sonuglar elde edilir (Ishiyama ve ark., 1993).

2.6.1.2.5.WST-8 testi

WST-8  (2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-
2H tetrazolyum monosodyum tuzu), suda yliksek ¢oziiniirliigii olan hem sitotoksisite

hem de hiicre proliferasyonunu 6lgebilen kolorimetrik testlerden bir tanesidir.

2.6.1.2.6.LDH enzim salinim testi

Sitotoksisite testlerinde kullanilan bir diger yontem de hasarli/6li hiicrelerden
vasata salinan laktak dehidrojenaz(LDH) aktivitesinin belirlenmesidir (Korzeniewski
ve Callewaert, 1983; Decker ve Lohmann-Matthes, 1988). Laktat dehidrojenaz, tim
hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir. Hiicreler, toksik etkilere maruz kaldig1
zaman plazma membran biitiinliikleri bozularak, LDH enzimi hiicrelerden vasata geger.
Bu mekanizmaya bagli olarak da LDH enzim aktivitesi Olgiilerek hiicre hasari

degerlendirilmektedir (Lappalainen ve ark.,1994; Riss ve Moravec, 2006).

2.6.1.3.Florometrik testler

2.6.1.3.1.Alamar mavisi testi

Alamar mavisi testi, Erb ve Ehlers (1950) tarafindan, biyolojik sivilarda ve siitte
bakteriyel kontaminasyonun belirlenmesi amaciyla kullanilmis, daha sonra Ahmed ve
ark. (1994) , bu testi hiicre kiiltiiriine uyarlamistir (Ahmed ve ark., 1994; Erb ve Ehlers,
1950).

Bu metod temel olarak, alamar mavisi (resazurin) adli bilesigin, canli hiicreler
tarafindan resorufin bilesigine doniistiiriilmesi esasina dayanmaktadir. Resazurin,

oksidatif formda bulunan koyu mavi renkte bir redoks boyasidir. Resazurin, hiicre
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zarindan serbestce gecgerek hiicrelere girer ve burada indirgenerek floresans 6zellikteki
pembe renkli resorufin bilesigine doniisiir. Olii hiicreler, metabolik aktivitelerini
kaybettiklerinden resazurini indirgeyemez ve floresans sinyali olusturamazlar. Olugan
sinyaller, florometre kullanilarak tespit edilir ve canli hiicre sayisi arttik¢a sinyal
siddetlenir (Ahmed ve ark., 1994; Riss ve Moravec, 2006; Silva ve ark., 2016).
Resazurin, PBS igerisinde ¢oziinebilir. Hiicrelerin toksik madde ile etkilesimi
sonrasi, resazurin tastyan test belirteci, direkt olarak vasata eklenerek uygun

inkiibasyon periyodu sonrasinda 6l¢iim yapilir ve test tamamlanir (Silva ve ark., 2016).

2.6.1.4.Luminometrik testler

2.6.1.4.1.ATP testi

Adenozin trifosfat (ATP) molekiilii, biyolojik sistemlerde enerji kaynag: olarak
gorev yapar ve metabolik olarak aktif tiim hiicrelerde bulunmaktadir (Crouch,
Kozlowski, Slater, ve Fletcher, 1993). Hiicre 6liimiinii takiben, hiicrenin ATP sentez
yetenegi de kaybolur ve endojen ATPazlar mevcut ATP’yi hizli bir sekilde yikima
ugratirlar. Bu nedenle intraselliiler ATP igerigi, hiicre canliliginin temel gostergesi
olarak nitelenmis ve canlilik belirleme metodlar1 arasinda yerini almistir (Lomakina
ve ark., 2015; Riss ve Moravec, 2006).

Lusiferaz ve bu enzimin substrati olan lusiferin, test belirteci olarak kullanilarak,
hiicrelerde bulunan ATP araciligi ile liminesans olusumu saglanir. Bu enzim,
oncelikle lusiferin ile ATP’yi birbirine baglayarak lusiferil-AMP ara iiriiniinii
meydana getirir. Bu iiriin ise magnezyum iyonlar1 varliginda, oksijen ile reaksiyona
girerek oksitlenir ve eksite enerji diizeyindeki bir bilesik olan oksilusiferine doniisiir.
Oksilusiferin, kararli enerji diizeyine donerken fazla enerjisini foton olarak yayar ve
sari-yesil renkte 151k olusturarak 560 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir

(Fan ve Wood, 2007; Lomakina ve ark., 2015).

2.6.1.4.2.Gercek zamanh (Real Time) PCR testi

Canlilik testlerinin birgogu, hiicreleri yok eden veya daha ileri incelemelere izin

vermeyen son test formatindadir ve bu da deney maddesinin kinetigini ve gergek
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zamanli analizini miimkiin kilmamaktadir. Toksisite, zaman ve doza bagl oldugu igin
farkli doz araliklarinin etkileri ancak farkli zamanlarda incelenerek anlasilabilir. ATP
testine benzer sekilde bu testte de lusiferaz enzimi kullanilmaktadir. Ancak bu testte
kullanilan lusiferaz enzimi, farkli bir canlidan elde edilir. Lusiferaz prosubstrati olarak
ise koelenterazin denilen bir madde kullanilmaktadir (Duellman ve ark., 2015). Gergek
zamanli biyoliiminesans testinin dezavantajlarindan biri, vasata eklenen prosubstratin,
canlt hiicrelerce metabolize edilerek bir siire sonra tiiketilmesi iken digeri, testin

yiiksek maliyetidir (Riss ve ark., 2016).

2.7.Hiicre Kiiltiirii

In-vitro hiicre Kkiiltiirleri, biyokimyasal ve biyomekanik mikro-ortamlardan
etkilenen hiicre farklilagmasi, go¢ ve biiyiimeyi igeren hiicre davraniglarinin altinda
yatan mekanizmay1 anlamak amaciyla siklikla kullanilir. Bu mekanizmalarin agiga
kavusturulmasi in-vivo islemler agisindan biiyiilk 6nem tasimaktadir (Huh ve ark.,
2011). Hiicre kiiltiirii caligsmalarinda sicaklik, pH, ozmotik basing ve oksijen ve
karbondioksitin kismi basinglar1 gibi fizikokimyasal kosullarin sabit tutulabilmesiyle
fizyolojik sartlar etkin bir sekilde saglanabilmektedir. Canli viicuduna alinan
maddelerin ¢esitli yollarla disar1 atilmalar1 ve bir kismiin da bagisiklik sistemi
tarafindan ortadan kaldirilmasi nedeniyle, materyal ile ilgili daha kisith bilgi
edinebilirken bu oran hiicre kiiltlirtinde %90°’lara kadar ¢gikmaktadir (Lepekhin ve ark.,
2002).

Ik olarak 1951 yilinda John Hopkins Universitesi’nde Dr. George Otto Gey
agresif serviks adenokarsinomlu kadin hastadan tan1 koyabilmek amaciyla biyopsi alir
ve aldig1 biyopsi 6rneginden ilk kez insan kaynakli 6liimsiiz hiicre hattin1 kesfeder.
Hastanin anisina ise adinin ve soyadinin hecelerinden (Henrietta Lacks) olusan ‘HeLa’
ismini verir ve tiim diinyada bu hiicre hatt1 kullanilmaya baslanir (Scherer ve ark.,

1953).

35



2.8.Sitotoksisite Testlerinde Kullanilan Hiicre Tipleri

Dis hekimliginde kullanilan materyallerin sitotoksisite testlerinin yapilmasi iki
acidan 6nem arz etmektedir. Bu testler hem hayvan ve insan ¢alismalarina olan ihtiyaci
biiylik oranda azaltmakta hem de materyaller ve materyallerin igerisindeki bilesikler
molekiiler diizeyde hiicrelerle etkilesime girerek enflamasyon, nekroz, immunogenez
ve karsinogenez gibi cevaplarin belirlenebilmesine katki saglamaktadir (Costa, 1991;
Hodgson, 2004).

Yapilan sitotoksisite testlerinde uygun bir hiicre hattt segmek cok Onemlidir.
Daimi hiicre hatlari, standart hiicre hatlar1 veya dis etinden, periyodonsiyum veya
pulpadan elde edilen birincil hiicre hatlar1 bu testlerde kullanilmak {izere
onerilmektedir (Geurtsen, 2000). Genel olarak daimi hiicre hatlar1 homojen bir
morfoloji ve fizyoloji gosterirler. Buna karsilik olarak ise birincil hiicre hatlarinin
yasam stireleri kisadir ve heterojendirler. Ancak, birincil hiicre hatlar1 kullanilirken in-

vivo durumlar daha iyi taklit edilebilir (Geurtsen, 2000).

2.9.Konu ile Tlgili Yapilan Calismalar

Raj ve ark. 2020 yilinda L929 fare fibroblastlar1 {izerinde yaptiklar1 aragtirmada
triphala ve %5,25°lik NaOCl’yi 24. saat ve 48. saat periyotlarinda karsilastirmislardir.
Calisma sonucunda kullanilan sodyum hipokloritin istatiksel olarak anlamli derecede
hem triphalaya hem de kontrol grubuna gore toksik etki gdsterdigi, buna karsin
triphalanin toksik etkisinin olmadigi bildirilmistir (Raj ve ark., 2020).

Karkehabadi ve ark. (2018), NaOCl(%5,25), EDTA(%]17), MTAD, CHX(%?2) ve
QMix’in periodontal ligament hiicreleri tizerindeki toksik etkilerini arastirmislardir.
Yapilan g¢aligma sonucunda MTAD ve NaOCI’'nin zamana bagli olarak hiicre
canliligint disiirdigi tespit edilmisti. MTAD ve NaOCI karsilastirildiginda ise
MTAD’1n sitotoksik etkisinin daha az oldugu goriilmiistiir (Karkehabadi ve ark., 2018).

Scott ve ark. 2018 yilinda Endocyn, %6 NaOCl, %17 EDTA ve %2 klorheksidinin
apikal papilla kok hiicreleri lizerindeki biyolojik etkilerini arastirmiglardir. Sonuglar
Endocyn’in geleneksel tedavide kullanilan irrigantlara gore daha az toksik etki

yarattigini, sodyum hipoklorit ve klorheksidinin 10 dakikalik hiicrelerle muamele
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sonucunda %80 oraninda hiicrelerin canliliginin azaldig1 ve bir saat sonrasinda ise
hiicrelerin tamamen canliliklarini kaybettiklerini gostermistir (Scott ve ark., 2018).

Nagayoshi ve ark. (2004a), distile su, 4 mg/l ozonlu su, %2,5 NaOCIl ve fosfatla
tamponlanmis salinin fare fibroblastlar1 iizerindeki sitotoksik etkilerini MTT
kullanarak aragtirmiglardir. Distile su, ozonlu su ve fosfatla tamponlanmis salin;
hiicreler {lizerinde toksik bir etki yaratmazken, NaOCI istatistiksel olarak anlamli
diizeyde hiicre canliliginda azalmaya neden olmustur (Nagayoshi ve ark., 2004a).

Nogales ve ark. (2016) 2 mg/l, 5 mg/l ve 8 mg/l ozonlu su konsantrasyonlarinin
sitotoksik diizeylerine 0, 24, 48 ve 72. saatlerde MTT kullanarak bakmislardir.
Sonuglara bakildiginda; 0 zaman periyodunda 5 mg/l ve 8 mg/l ozonlu su gruplarinin
2 mg/l ozonlu suya gore anlamli diizeyde daha az hiicre canliligi gosterdikleri
saptanmistir. 24. saat zaman periyodunda ise tiim gruplarinin canlilik diizeylerinde
artig gézlenmistir. Bu zaman periyodunda 2 mg/l ozonlu su diger gruplara gore anlamli
derecede hiicre proliferasyonu saglamistir. 48. Ve 72. Saat periyotlarinda ise tiim
gruplarin hiicre canliliklar artis gostermistir ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (Nogales ve ark., 2016).

Huth ve ark. (2006) insan agiz epiteli hiicreleri ve gingival fibroblastlar tizerinde
ozon gazi, ozonlu su, sodyum hipoklorit, klorheksidin ve hidrojen peroksitin sitotoksik
etkilerini degerlendirmislerdir. Calisma bulgular1 degerlendiririldiginde ozon gazinin,
ozonlu suya oranla sitotoksik etkisinin daha fazla oldugu, ozonlu suyun ise diger tiim
ajanlardan daha biyouyumlu oldugu ve alternatif bir antiseptik ajan olarak
kullanilacabilecegi bildirilmistir (Huth ve ark., 2006).

Zaccara ve ark. (2015) dis pulpasindan elde edilen kok hiicreler {izerinde diisiik
seviyeli diyot lazerin proliferatif etkisini aragtirmiglardir. Arastirmada 0,5 ve 1 j/cm?
enerji yogunluklarinin 24, 48,72 ve 96. Saat periyotlarindaki hiicre canliliklar
degerlendirilmistir. 1 j/cm? enerji yogunlugunda lazer uygulanan hiicrelerin kontrol
grubuna gore 72 ve 96. Saat periyotlarinda hiicreler iizerinde istatistiksel olarak
anlamli diizeyde proleferatif etki yarattig1 saptanmistir (Zaccara ve ark., 2015).

Ginani ve ark. (2018), diyot lazer, 0,5 j/cm? ve 1 j/cm? enerji densitelerinde
eksfoliyasyon zamani gelmis siit disi kok hiicreleri iizerine uygulanarak proliferatif
etkilerinin 0 ve 48. saatlerde degerlendirildigi ¢alismada her iki enerji yogunlugunun

da hiicre proliferasyonunu arttigini ancak 0,5 j/cm?’ye gore 1 j/em? enerji
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yogunlugunun anlamli derecede daha ¢ok proliferatif etki gdsterdigi bildirilmistir
(Ginani ve ark. 2018).

Paschalidou ve ark. (2020) eksfoliyasyon zamani gelmis ¢ekilmis siit diglerinden
elde edilen kok hiicreler iizerine 4, 8 ve 16 j/cm? enerji yogunluklarinda diyot lazer
uygulayarak proliferatif etkileri degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda 4 ve 16
j/em? enerji yogunlugundaki parametrelerin proliferatif etkisi daha fazla bulunmustur

(Paschalidou ve ark., 2020).
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3.GEREC VE YONTEM

‘Sodyum Hipoklorit, Farkli Konsantrasyonlardaki Ozonlu Su ve Farkli Enerji
Yogunluklarinda Uygulanan Diyot Lazer Irradyasyonunun Pulpa Hiicreleri
Uzerindeki Biyolojik Etkisi® isimli aragtirmamiz, Yakin Dogu Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dali Klinigi ve Yakin Dogu Universitesi
Hiicre ve Doku Kiiltiirii Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Arastirmada yer almis
olan hastalarin anamnezleri yasal temsilcilerinden detayli bir sekilde alinarak,
caligmanin temel amaci ve prosediirii hakkinda detayli bilgi verilerek aydinlatilmig
onam formu imzalatilmistir (Bkz: EK 1. Arastirma i¢in Aydinlatilmis Onam formu).
Aragtirmanin onay1 Yakin Dogu Universitesi Bilimsel Arastirmalar Degerlendirme
Etik Kurulu Bagkanlig1 tarafindan alinmigtir (Bkz: EK 2. Etik Kurul Onay Belgesi,
onay numaras1 YDU/2018/55-536).

3.1. Arastirmaya Dahil Edilecek Hasta ve Dis Secim Kriterleri

Arastirmanin hasta se¢im kriterlerinde sistemik veya genetik olarak genel saglik
acisindan saglikli kabul edilebilen ¢ocuk hastalar se¢ilmistir. Arastirmanin dis se¢im
kriterleri ise; diste enfeksiyon varligi, apse veya fistiil olmamasi, dental dokularin
higbirinde ¢iiriik varlig1 olmamasi ve fizyolojik rezorpsiyon gozlenebilen eksfoliasyon

zamani gelmis disler calismamiza dahil edilmistir.
3.2. Arastirmanin Hipotezleri

Arastirma kapsaminda 4 adet hipotez olusturarak ¢aligmaya baglanmistir.
Olusturulan hipotezler agagida sunulmustur.
1. Ozonlu su, uygulanan her konsantrasyonda biyouyumluluk gostererek
hiicre proliferasyonunu indiikler.
2. Diyot lazer irradyasyonu uygulanan tim enerji yogunluklarinda
biyouyumluluk gdstererek hiicre proliferasyonunu indiikler.
3. Ozonlu su uygulanan her konsantrasyonda, %1,5 NaOCl’den daha
biyouyumludur.
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4. Diyot lazer uygulanan her enerji yogunlugunda, %1,5 NaOCI’den daha
biyouyumludur.

3.3.Hiicrelerin Elde Edilmesi ve Kiiltivasyonlar:

Hasta se¢im kriterleri dogrultusunda 11 yasindaki hastadan, eksfoliasyon zamani
gelmis siit kanin disleri Yakin Dogu Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti
Anabilim Dal1 Klinigi’nde ¢ekilmistir.

Dis ¢ekiminden once disler %2’lik klorheksidin soliisyonu (Gluco-Chex %2,
Cerkamed, Polonya) ile dezenfekte edilmislerdir (Resim 3.3.1.).

Cekilen siit dislerinin bukkal ve lingual yiizlerinden steril bir elmas frezle
(REF:80631457534014 FG, Meisinger, Almanya), su sogutmali yiiksek devirli aletler
kullanilarak digse paralel olacak g¢ekilde oluklar agilmistir. Steril bir agiz spatiilii
yardimt ile dislerin kuronlar iki pargaya boliinmiis ve steril bir ekskavator ile dis
pulpasina erisim saglanarak ekstirpe edilmistir (Resim 3.3.2.).

Dis pulpalar ekstirpe edildikten hemen sonra igerisinde hiicre vasati bulunan
falkon tiiplere aktarilarak Yakin Dogu Universitesi Hiicre ve Doku Laboratuvari’na

gotirilmistiir.

Resim 3.3.1. Gluco-Chex %2, Cerkamed, Polonya

40



Resim 3.3.2. Kuronu iki parcaya boéliinmiis siit disi(pulpa ekstirpe edilip hemen

laboratuvara aktarilmistir)

3.4 Hiicre Izolasyonu

Pulpa dokusu laboratuvara aktarildiktan sonra, 25 c¢cm?’liik flasklara alinarak 1
mm?® hacminde pargalara ayristirilarak, 1mg/ml oraninda kolajenaz Tip 1 (Sigma
Aldrich, Saint Louis, Amerika Birlesik Devletleri) (Resim 3.4.1.) ile enzimatik
ayrisimlart yapilmak iizere eppendorf tiiplerine yerlestirildikten hemen sonra,
inkiibatore almarak 37 °C, %5 CO; hava ortaminda bir saat boyunca inkiibe
edilmislerdir. Islem &ncesi hazirlanan enzimatik soliisyona, kontaminasyonu 6nlemek
icin mavi filtre (Minisart Plus, 0.20 um) (Resim 3.4.2.) kullanilarak, filtreleme iglemi
yapilmistir.

Bir saatin sonunda hiicre igeren enzim kokteyli 5 dakika siireyle 2000 rpm’de
santrifiij edildi (Resim 3.4.3.). Eppendorf tiiplerinin tabanina ¢oken hiicrelerin ¢ogalip
idame edilebilmesi i¢in Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu’nun (DMEM High
Glucose, Thermo Fischer Scientific)(Resim3.4.4.) i¢ine %15 Fetal Bovin Serum (FBS)
(Life Technologies, Amerika Birlesik Devletleri)(Resim3.4.5.), %1 Amphoterisin B
(Gibco, Life Technologies) (Resim3.4.6.), %1 Penisilin-Streptomisin (Life
Technologies, Amerika Birlesik Devletleri) (Resim3.4.7.), %1 Gentamisin (Life
Technologies, Amerika Birlesik Devletleri) (Resim3.4.8.), %1 L-Glutamin(Capricorn
Scientific, Ebsdorfengrug, Almanya) (Resim 3.4.9.) eklenerek elde edilen kiiltiir vasati
kullanildi.

Hiicrelerin 25 cm? ‘liik flasklarda, 37°C, %100 nem ve %5 CO,igeren etiivde %80
yogunluga ulasmasi beklendi (Resim 3.4.10-13). Bu siiregte hiicrelerin kiiltiir vasatlari

haftada ii¢ kez degistirildi. Hiicreler %80 yogunluga ulastiginda ise, deney i¢in yeterli
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miktarda hiicreye ulasabilmek adina hiicrelerin subkiiltiirleri yapildi (Resim3.4.14).
Hiicrelerin subkiiltiirlerini yapmak amaciyla, hiicre flasklarindaki kiiltiir vasati
uzaklastirilip, %0,25 tripsin EDTA (Resim 3.4.15) ile hiicreler 4 dakika siire ile
yikanarak farkli 25 cm?’lik flasklara boliindii. Arastirmamizda hiicreler ii¢ kez
subkiiltiire edilerek (pasajlanarak) deneylerde 3. pasaj hiicreleri kullanildi (Resim
3.4.16).

Resim 3.4.1. Kollajenaz Tip-1, Sigma Aldrich

Resim 3.4.2. Mavi filtre (Minisart Plus, 0.20 pm)

Resim 3.4.3. Santrifiij Cihaz1
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Resim 3.4.6. %1 Amphoterisin B Resim 3.4.7. %1 Penisilin-Streptomisin
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Resim 3.4.8. %1 Gentamisin Resim 3.4.9. L-Glutamin
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Resim 3.4.10. 48 saatlik kiiltivasyon sonrasi siit disi pulpa hiicreleri (Magnifikasyon 500 pm)

Resim 3.4.11. 5 giinliik kiiltivasyon sonrasz siit disi pulpa hiicreleri (Magnifikasyon 500 pm)
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Resim 3.4.12. 7 giinliik kiiltivasyon sonrasz siit disi pulpa hiicreleri (Magnifikasyon 500 pm)

Resim 3.4.13. 9 giinliik kiiltivasyon sonrasz siit disi pulpa hiicreleri (Magnifikasyon 500 pm)
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Resim 3.4.14. ikinci pasajlamadan énce siit disi pulpa hiicreleri (Magnifikasyon 500 pm)
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Resim 3.4.15 %0.25°lik tripsin EDTA

1
NN
k_v\c\\y'

Resim 3.4.16. %80 doygunluga ulasan 3. Pasaj siit disi pulpa hiicreleri (Magnifikasyon 500 pm)
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3.5 Siit Disi Pulpa Hiicrelerinin Thoma Lam Kullanilarak Sayilmasi

Kiiltive edilmis hiicreler %80 yogunluga ulastiklarinda pasajlama prosediiriindeki
gibi tripsinize edilerek flask tabanindan kaldirilip santrifiij islemi uygulanmustir.
Falkon tiipiiniin dibine ¢6ken hiicrelerin lizerlerindeki supernatant atilarak 2 ml kiiltiir
vasati ilave edilmistir. Dibe ¢oken hiicreler bu kiiltiir vasati ile homojen hale gelene
kadar pipetaj islemi ile kanigtinlmistir. Homojen hale getirilen hiicre
stispansiyonundan 10 pl hiicre siispansiyonu alinarak thoma laminda (Superior
Marienfeld, Paul Marienfeld GmbH ve Co. KG, Almanya) hiicre sayim alanina
konularak inverted mikroskop (Olympus IX53 Inverted MICROSCOPE; Tokyo,
Japonya) ile hiicre sayimi gergeklestirilmistir. Hesaplamanin ardindan elde edilen
veriler dogrultusunda 96 kuyucuklu ekim kabinda her kuyucuga 200 pl’de 5x10°

sayida hiicre olacak sekilde hiicre siispansiyonlar1 eklenmistir.
3.6 Ozonlu Su Hazirlanmasi

Ozonlu su hazirlamak i¢in medikal amagta kullanilmak {izere iiretilen ozon
jeneratorli kullanildi (Enaly, OZX-300AT, Sangay, Cin) (Resim 3.6.1). Kullanilan
ozon jeneratori 0.1-70 mg/l araligindaki dozlarda ozonlu su iiretebilecek kapasiteye
sahiptir. Kullanici kilavuzuna gore belirlenen siireler dikkate alinarak 32 mg/1, 16 mg/l,
8 mg/l ve 4 mg/l olmak iizere dort farkli konsantrasyonda ozonlu su iiretildi. Ozonlu
su kiiltlir vasatina 1:1 oraninda eklendi boylece istenilen deney dozlari olan 16 mg/l, 8
mg/l, 4 mg/l ve 2 mg/l elde edildi (Resim 3.6.2.). Ozon kararli yapida olmadigi i¢in

iiretilen ozonlu su deneylerde kullanilmadan hemen 6nce elde edildi.

Resim 3.6.1. Ozon Jeneratorii Resim 3.6.2. Deneyden hemen 6nce

hazirlanmis ozonlu su
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3.7 %1,5 NaOCP’nin Elde Edilmesi

Kiltir vasati ve deney soliisyonlarinin diiliisyon orant 1:1 olarak
belirlendiginden, %3 oraninda NaOCl, 3 kisim saf NaOCl ile 7 kisim serum fizyolojik
karigtirilarak elde edildi (Resim 3.7.1).

Resim 3.7.1. Hazirlanan %3 NaOCl

3.8 Lazer irradiyasyonu(LI)

Deneyde Gallium-Aluminum-Arsenide (GaAlAs) diyot lazer (Primo Dental Lazer,
Medency, Italya) kullanildi (Resim 3.8.1). Yiizey alan1 0.28 cm? olan biyostimiilasyon
probu (Resim 3.8.2) hiicrelere 0,5 cm uzaklikta konumlandirilarak siirekli modda
uygulanmistir. Deneyde dort farkli enerji yogunlugunda lazer irradiyasyonu
uygulanmigtir. Bunlar; 2,5 j/cm?, 5 j/cm?, 7,5 j/cm? ve 10 j/cm? enerji yogunluklarinda,

asagidaki parametreler uygulanarak belirlenmistir.
Li1: 0.1 W, 7 saniye, 980 nm dalga boyu, siirekli mod
Li2: 0.2 W, 7 saniye, 980 nm dalga boyu, siirekli mod
Li3: 0.3 W, 7 saniye, 980 nm dalga boyu, siirekli mod

Li4: 0.4 W, 7 saniye, 980 nm dalga boyu, siirekli mod
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Resim 3.8.1. Gallium-Aluminum-Arsenide (GaAlAs) diyot lazer

Resim 3.8.2. GaAlAs diyot lazerin biyostiimiilasyon probu
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3.9 Arastirma Deney Gruplar

Arastirmada kulanilan test ajanlarinin siit disi pulpa hiicreleri tizerindeki biyolojik

etkilerini saptamak amaciyla dokuz deney, iki kontrol grubu olusturulmustur.

%1,5 NaOCl grubu

0,1 W, 7 saniye, 980 nm dalga boyu, siirekli mod lazer irradyasyon grubu
0,2 W, 7 saniye, 980 nm dalga boyu, siirekli mod lazer irradyasyon grubu
0,3 W, 7 saniye, 980 nm dalga boyu, siirekli mod lazer irradyasyon grubu
0,4 W, 7 saniye, 980 nm dalga boyu, siirekli mod lazer irradyasyon grubu
16 mg/l Ozonlu su (OS) grubu

8 mg/l Ozonlu su (OS) grubu

4 mg/1 Ozonlu su (OS) grubu

2 mg/1 Ozonlu su (OS) grubu

Pozitif kontrol grubu (PK)

Negatif kontrol grubu

3.10 Hiicre Canlihigi Testi (MTT Analizi)

Caligmamizda hiicresel canlilik deneyleri i¢in 4 adet 96 kuyucuklu hiicre ekim

kab1 kullanilmistir. Deneyler 0. ve 48. saat olmak {izere iki farkli zaman araliginda

yapilmistir.
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3.10.1 0. saat zaman periyodu icin yapilan MTT analizi

1. 96 kuyucuklu ekim kabina deneyden 24 saat dnce; %1,5 NaOCl grubu, ozonlu
su gruplari ile pozitif ve negatif kontrol gruplarinin 0. saat ol¢limlerini yapabilmek
amaciyla her deney ve pozitif kontrol gruplart i¢in altisar kuyucuga 100 pl kiltiir
vasatinda 5x103 hiicre ekimi yapilmis, negatif kontrol grubu i¢in alt1 kuyucuga serum
fizyolojik eklenmistir. %1,5 NaOCI ve farkli konsantrasyonlarda ozonlu suyun siit disi
pulpa hiicrelerine uygulandiktan hemen sonraki biyolojik etkilerini Olgmeyi
amagladigimiz aragtirmamizin bu boliimiinde, rejeneratif endodontik tedavi irrigasyon
protokiiliinde irrigasyon amagli kullanilacak ajanlarin 5 dakika uygulanma
Onerileri(Galler ve ark., 2016a; AAE, 2018) dikkate alinarak hiicre vasati igerisine
eklenen solusyonlar 5 dakika sonra toplanmistir. Hemen sonrasinda hiicresel canlilik
ve proliferasyonu saptamak amaci ile mitokondriyal aktivitenin degerlendirilmesi i¢in
MTT analiz yontemi kullanildi. Analiz i¢in fosfatlanmis tamponlu su (PBS) igerisinde
5 mg/ml 2-(3,5-diphenyltetrazol-2-ium-2-yl)-4,5-dimethyl-1,3-thiazole;bromide
(Thiazolyl blue tetrazolium bromide, 98%, Acros Organics, Cin) MTT soliisyonu
¢oziilerek hazirlanmig ve kullanilmak iizere filtrelenmistir. Bu soliisyonun DMEM ile
diliisyonu 1:9 olarak hazirlanmistir (1: MTT, 9: DMEM). Kiiltiir vasatlari toplandiktan
sonra 200 pl of MTT soliisyonu kuyucuklara eklenerek 37 °C’de 4 saat inkiibe

edilmisgtir.

2. ikinci 96 kuyucuklu ekim kabina ise deneyden 24 saat dnce lazer grublarinin
0. saat Olgtimlerini yapmak amaciyla her deney ve kontrol grublari igin altisar
kuyucuga 200 pl kiiltiir vasatinda hiicre ekimi yapilmis negatif kontrol grubu igin alti
kuyucuga serum fizyolojik eklenmistir. Lazer irradyasyonu da ¢alismada belirlenen
parametrelerde, ancak diger gruplarin lazerden etkilenecegi diisiiniilerek ayri bir 96
kuyucuklu ekim kabinda her grup arasinda iki bos kuyucuk birakilarak uygulandiktan
hemen sonra, lazer gruplarinin hiicresel canlilik ve proliferasyonunun saptanmasi ve
mitokondrial aktivitenin degerlendirilmesi i¢in MTT analizi yukarida anlatildigi gibi

yapildi.
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3.10.2 48. saat MTT analizi

1. Calsmanin bu asamasinda da 96 kuyucuklu ekim kabina deneyden 24 saat dnce;
NaOClI grubu ,ozonlu su gruplari ile pozitif ve negatif gruplarin 48. saat dlgiimlerini
yapabilmek amaciyla her deney ve pozitif kontrol grubu i¢in altisar kuyucuga 100 pl
kiiltiir vasatinda 5x10° hiicre ekimi yapilmis, negatif kontrol grubu i¢in alt1 kuyucuga
serum fizyolojik eklenmistir. %1,5 NaOCl ve farkli konsantrasyonlarda ozonlu suyun,
48 saat sonra siit disi pulpa hiicrelerine biyolojik etkilerini 6lgmeyi amagladigimiz
aragtirmamizin bu boliimiinde, rejeneratif endodontik tedavi irrigasyon protokolleri
irrigasyon Onerileri(Galler ve ark., 2016a; AAE, 2018) dikkate alinarak hiicre vasati
icerisine 100 pl eklenen solusyonlar 5 dakika sonra toplanmistir. Deneyin yapildigi 96
kuyucuklu ekim kab1 37° C’de 100% nem ve 5% CO, iceren etiivde 48. saat 6l¢timleri

icin bekletilmistir.

2.1kinci 96 kuyucuklu ekim kabina ise deneyden 24 saat 6nce lazer grublarinin 48.
saat Olglimlerini yapmak amaciyla her deney ve kontrol grublari i¢in altisar 6rnek
olacak sekilde toplam 24 kuyucuga 200 pl kiiltiir vasatinda hiicre ekimi yapilmisg
negatif kontrol grublari i¢in 6 kuyucuga serum fizyolojik eklenmistir. Lazer
irradyasyonu da ¢alismada belirlenen parametrelerde, ancak diger gruplarin lazerden
etkilenecegi diisiinerek ayr1 bir 96 kuyucuklu ekim kabinda her grup arasinda iki adet
bos kuyucuk birakilarak uygulandiktan hemen sonra kullanilan hiicre ekim kabi1 lazer
grublariin 48. saat Ol¢limleri i¢in 37 C’de 100% nem ve 5% CO, igeren etiive
kaldirildi. 48. saatin sonunda hiicresel canlilik ve proliferasyonu saptamak amaci ile
mitokondriyal aktivitenin degerlendirilmesi icin tiim 48.saat deney orneklerine MTT

Analizi 0. Saatte uygulandig1 yontemle yapildi.

Caligmadaki tiim deney kuyucuklarma 200 ul of MTT soliisyonu eklenerek
37 °C’de 4 saat inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki MTT soliisyonlar1 toplanarak,
formazan kristallerini ¢dzebilmek i¢in kuyucuklara 20 pl Dimetil Siilfoksit
(DMSO,Biomatik Corporation, Kanada) yerlestirilmistir. Hemen sonra caligmada
kullanilan 4 adet 96 kuyucuklu hiicre ekim kaplari, mikroplaka okuyucuya (Molecular
Devices, VersaMax Microplate Reader, ABD) aktarilarak, optikal yogunluklar1 (OY)
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540 nm dalga boyunda 3 tekrar yapilarak okutulmustur. Optikal yogunluk degerleri

asagidaki formiil kullanilarak hiicre canliligi hesaplanabilmesi i¢in kullanilmistir.

(Deney Grubu O0Y degeri—Negatif Kontrol Grubu OYdeger)
(Pozitif Kontrol Grubu 0Y degeri—Negatif Kontrol Grubu OY degeri)

%Hiicre Canhihgi= x 100

it

SUFFERED SOLUTION |
™ oi:7.40
™ Pngiae

Resim 3.10.1. Fosfatlanmis Tamponlu Su(PBS)

(8 scientific inc.
n
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Resim 3.10.2. MTT
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L SURLANE

Resim 3.10.3. Dimetil Siilfoksit

Resim 3.10.4. inkiibator
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3.10.5. Molecular Devices, VersaMax Microplak okuyucu

3.11 istatistiksel Analiz

Veriler bilgisayarda SPSS 25.0 (Statistical Packages of Social Sciences) programi
ve GraphPad Prism 7.00 kullanilarak analiz edildi. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilks testi ile degerlendirildi. Agiklayici istatistikler stirekli
degiskenler i¢in ortalama =+ standart sapma seklinde gdosterildi. Gruplar arasi
varyanslarin homojenligi Levene testi ile degerlendirildi. Gruplar arast normal
dagilima uyan ve varyanslart homojen olan dlglimlerin karsilastirilmasinda ANOVA
testi, istatistiksel olarak anlamli bulunan dl¢timler i¢in, post-hoc test olarak Tukey testi
kullanildi. Varyanslari homojen olmayan ol¢iimler icin Welch ANOVA testi,
istatistiksel olarak anlamli bulunan 6l¢timler i¢in post-hoc test olarak Dunnett's T3 testi
kullanildi. Grup iginde zaman i¢i degisim eslenik Orneklem t testi ile

degerlendirilmistir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4.BULGULAR

Rejeneratif endodontik tedavilerde irrigasyon ajani olarak kullanilmasi
onerilen %1,5 NaOCl’ye alternatif irrigasyon ajani olarak kullanilabilecegi diistiniilen
farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis ozonlu su ve farkli enerji yogunluklarinda
uygulanacak diyot lazer irradyasyonunun, siit disi pulpa hiicrelerine toksik veya
proliferatif etkilerinin degerlendirilmesini amacgladigimiz bu c¢alismada uygulama
yapilan tiim gruplarda ve kontrol grubunda 0. ve 48. saat zaman periyotlarinda hiicresel
canlilikta meydana gelen degisimler; MTT analizi yontemi ile 6lgiiliip optik yogunluk
degerleri ve hiicre canlilig1 yiizde degerleri tespit edilerek tiim deney gruplarini birbiri

ile karsilagtirmak amaciyla standart sapmalari belirlenerek degerlendirilmislerdir.

4.1 Tiim zaman periyotlarinda ozonlu su gruplar ile %1,5 NaOCI grubundan

elde edilen verilerin degerlendirilmesi

Caligmanin ozonlu su gruplari, %1,5 NaOCl grubu ve pozitif kontrol grubu
arasindaki hiicre canlilig1 ylizdelerinin karsilastirildigi boliimde 0. saat igin ANOVA
testi, 48. saat icin Welch ANOVA testi yapilmistir (Tablo 4.1.1.).

Yapilan degerlendirme sonucunda hem 0. hem de 48. saatte ozonlu su
gruplartyla %1,5 NaOCI grubundan elde edilen hiicre canlilig1 yiizdeleri ile pozitif

kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05).
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Tablo 4.1.1. Ozonlu su gruplari, %1,5 NaOCl ve pozitif kontrol grubunun hiicre canliliklarinin 0. saat periyodu i¢in ANOVA

ve 48. saat periyodu i¢in Welch ANOVA istatistiksel analiz sonuglari

Alt str Ust siir
PK 6 100 0 0 100 100 100 100 0,0022*
%]1,5 6 76,4285 41,70927 17,0277 32,6573 120,1997 41,57 153,86
NaOCl
16mg/1 6 149,4287 31,09635 12,695 116,795 182,0623 99 187,29
(Sjlflg/l 6 148,8573 25,2439 10,3058 122,3655 175,3492 118,71 180,43
‘(‘)Irslg/l 6 126,5712 33,27837 13,5858 91,6477 161,4947 82,71 161,57
(2)1:g/1 6 154,4285 32,12943 13,1168 120,7107 188,1463 111,86 195,86
?:tal 30 131,1428 42,60807 7,77913 115,2327 147,0529 41,57 195,86
PK 6 100 0 0 100 100 100 100 0,000°*
%]1,5 6 15,2712 9,80593 4,00325 4,9805 25,5619 5,69 32,22
NaOCl
16 mg/l 6 76,4903 15,25965 6,22972 60,4763 92,5043 50,7 94,11
(8:)S mg/l 6 95,5123 6,86136 2,80114 88,3118 102,7129 88,08 105,36
?S mg/l 6 102,3445 28,52653 11,6459 72,4077 132,2813 58,74 137,91
gs mg/l 6 145,6128 32,10729 13,1078 111,9183 179,3074 118,62 191,36
%?tal 30 87,0462 47,37842 8,65008 69,3548 104,7376 5,69 191,36

Bu farkliligin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in gruplarin 0. saat
dilimi i¢in ikili kargilastirmasi Tukey testi ile 48. saat dilimi i¢in ikili kargilastirma ise

Dunnett’s T3 testi ile yapilmistir.
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4.2. 0. saat zaman periyodunda ozonlu su gruplari, %1,5 NaOCI grubu ile pozitif

kontrol grubu verilerinin karsilastirmah degerlendirilmesi

Yapilan Tukey testi sonucuna gore 2 mg/l OS grubunun hiicre canlilik yilizdesi
pozitif kontrol grubunun ortalamasina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha
fazladir (p<0,05). 2 mg/l konsantrasyonundaki ozonlu su, uygulamanin hemen
arkasindan yapilan Olglimlerde anlamli diizeyde daha fazla hiicre canlilig
saptandigindan proliferasyon 6zelligi gostermistir (p<0,05).

16 mg/l, 8 mg/l ve 2 mg/l OS gruplarinin hiicre canlilik yiizdeleri % 1,5 NaOCl
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazladir (p<0,05) (Tablo 4.2.1).

Ozonlu su gruplarinin kendi aralarinda yapilan karsilastirma sonuglar1 rakamsal
farkliliklar gosterse de bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05)

(Sekil 4.2.1).
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Tablo 4.2.1. 0. saatte ozonlu su gruplari, %1,5 NaOCI grubu ile pozitif kontrol grubu arasindaki farkin istatistiksel

analizi

Alt siir Ust siir
%1,5 23,5715 17,4542 0,755 -29,5 76,6599
NaOCl
16 mg/1 OS -49,42867 17,4542 0,079 -103 3,6598
8 mg/l OS -48,85733 17,4542 0,085 -102 42311
4 mg/l OS -26,57117 17,4542 0,653 -79,7 26,5173
2 mg/l OS -54,42850" 17,4542 0,042 -108 -1,3401
PK -23,5715 17,4542 0,755 -76,7 29,5169
16 mg/1 OS -73,00017* 17,4542 0,003 -126 -19,912
8mglOS  -72,42883" 17,4542 0,003 -126 -19,34
4mglOS  -50,14267 17,4542 0,073 4103 2,9458
2mgllOS  -78,00000° 17,4542 0,001 -131 24912
PK 49,42867 17,4542 0,079 23,66 102,517
%1,5 73,00017* 17,4542 0,003 19,91 126,089
NaOCl
8 mg/l OS 0,57133 17,4542 1 -52,5 53,6598
4 mg/1 OS 22,8575 17,4542 0,778 -30,2 75,9459
2 mg/l1 OS -4,99983 17,4542 1 -58,1 48,0886
PK 48,85733 17,4542 0,085 -4,23 101,946
%1,5 72,42883" 17,4542 0,003 19,34 125,517
NaOCl
16 mg/1 OS -0,57133 17,4542 1 -53,7 52,5171
4 mg/1 OS 22,28617 17,4542 0,795 -30,8 75,3746
2 mg/l1 OS -5,57117 17,4542 1 -58,7 47,5173
PK 26,57117 17,4542 0,653 -26,5 79,6596
%1,5 50,14267 17,4542 0,073 -2,95 103,231
NaOCl
16 mg/1 OS -22,8575 17,4542 0,778 -75,9 30,2309
8 mg/l OS -22,28617 17,4542 0,795 -75,4 30,8023
2 mg/l1 OS -27,85733 17,4542 0,607 -80,9 25,2311
PK 54,42850" 17,4542 0,042 1,34 107,517
%1,5 78,00000" 17,4542 0,001 2491 131,088
NaOCl
16mg/l0S  4,99983 17,4542 1 48,1 58,0883
8mgl0S 557117 17,4542 1 47,5 58,6596
4mglOS  27,85733 17,4542 0,607 252 80,0458
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2001
Hl
T -I- %1.5 NaOCl
150
[ 16 mg/L OS
1004 T B 8mg/L OS
Bl 4 mgLOS
504 2 mg/L OS
0-

PK  %1.5NaOCl 16 mg/LOS 8 mg/LOS 4 mg/L OS 2 mg/L OS

Sekil 4.2.1. 0. saat periyodunda ozonlu su gruplarinin hiicre canlilig yiizdelerinin karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi

4.3 48. saat zaman periyodunda ozonlu su gruplari, %1,5S NaOCI grubu ile pozitif

kontrol grubu verilerinin karsilastirmal degerlendirilmesi

Ikili karsilastirmalar1 analiz etmek amaciyla yapilan Dunnett’s T3 testi
sonuglarina gore %1,5 NaOCI grubunun hiicre canlilifi yiizdesi pozitif kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diistik saptanmistir (p<0,05).

Tiim ozonlu su gruplarinin canli hiicre yiizdeleri %1,5 NaOCI grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha fazladir (p<0,05).

Pozitif kontrol grubuyla ozonlu su gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir
fark yoktur (p>0,05) (Tablo 4.3.1).

Ozonlu su gruplarinin ikili karsilastirma sonuglar1 degerlendirildiginde sadece 16
mg/l OS ve 2 mg/l OS gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir. 2 mg/1
OS grubunun canli hiicre ortalama ytizdesi 16 mg/l OS grubuna gore anlaml diizeyde

daha fazladir (p<0,05) (Sekil 4.3.1.).
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Tablo 4.3.1. 48. saat ozon gruplari ile %1,5 NaOCI grubunun pozitif kontrol grubu ile karsilastirmasinin istatistiksel

analizi

Ust siir

Alt siir

84,72883" 4,00325 66,27 103,186
NaOCl
16 mg/l 23,50967 6,22972 0,106 -5,21 52,2317
8 mg/l 4,48767 2,80114 0,778 -8,43 17,4023
4 mg/l -2,3445 11,6459 1 -56 51,3487
2 mg/l -45,61283 13,1078 0,14 -106 14,8202
PK -84,72883" 4,00325 0 -103 -66,272
16 mg/l -61,21917" 7,4051 0 -89,5 -32,908
8 mg/l -80,24117" 4,88594 0 -98,7 -61,793
4 mg/l -87,07333" 12,3148 0,004 -139 -34,956
2 mg/l -130,34167" 13,7054 0,001 -189 -71,468
PK -23,50967 6,22972 0,106 -52,2 52124
%]1,5 61,21917" 7,4051 0 3291 89,5305
NaOCl
8 mg/l -19,022 6,83051 0,236 -46,8 8,7228
4 mg/l -25,85417 13,2075 0,585 -71,9 26,2112
2 mg/l -69,12250" 14,5128 0,021 -128 -10,726
pozitif -4,48767 2,80114 0,778 -17,4 8,4269
%]1,5 80,24117" 4,88594 0 61,79 98,6892
NaOCl
16 mg/l 19,022 6,83051 0,236 -8,72 46,7668
4 mg/l -6,83217 11,978 1 -59,5 45,8636
2 mg/l -50,1005 13,4037 0,099 -110 9,4003
PK 2,3445 11,6459 1 -51,3 56,0377
%]1,5 87,07333" 12,3148 0,004 34,96 139,191
NaOCl
16 mg/l 25,85417 13,2075 0,585 -26,2 77,9195
8 mg/l 6,83217 11,978 1 -45,9 59,5279
2 mg/l -43,26833 17,534 0,309 -108 21,4018
PK 45,61283 13,1078 0,14 -14,8 106,046
%1,5 130,34167" 13,7054 0,001 71,47 189,216
NaOCl
16 mg/l 69,12250" 14,5128 0,021 10,73 127,519
8 mg/l 50,1005 13,4037 0,099 9,4 109,601

43,26833 17,534 0,309 -21,4 107,938
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Sekil 4.3.1. 48. saat periyodunda ozonlu su gruplarmin hiicre canlilif1 yiizdelerinin karsilagtirmali olarak degerlendirilmesi

4.4 Tiim zaman periyotlarinda Li gruplan ile %1,5 NaOCIl grubundan elde

edilen verilerin degrlendirilmesi

Caligmanin lazer gruplart ile pozitif kontrol grubu arasindaki hiicre canliliklarinin
yiizdelerinin karsilastirildigi boliimde ANOVA testi 0 ve 48. saatler igin ayr1 ayri
yapildi(Tablo 4.4.1.).

Yapilan degerlendirme sonucunda, hem 0. hem de 48. saat zaman dilimlerinde
lazer gruplarindan elde edilen hiicre canlilig1 yiizdeleri ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05).

Anlamli farklarin hangi gruplar arasinda oldugunun belirlenmesi amaciyla,
gruplar arast normal dagilima uyan ve varyanslart da homojen olan Ol¢limlerin

karsilastirilmasinda post hoc test olarak Tukey testi kullanildi.
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Tablo 4.4.1. Lazer gruplari ile pozitif kontrol grubu arasindaki hiicre canliliklarinin yiizdelerinin 0. ve 48. saat periyotlarinda

karsilagtirilmasiim ANOVA analizi sonuglari

Alt Smir  Ust Sir

PK 6 100 0 0 100 100 100 100 0,001*
%1,5 6 76,4285 41,70927  17,02774 32,6573 120,1997 41,57 153,86
NaOCl

2,5 6 183,1427 54,83139  22,38482  125,6007  240,6847 93,86 251,57
jlem?

Li

5 6 168,7142 27,80963  11,35323  139,5298 197,8986 140,14 215,57
jlem?

LI

7,5 6 182,2857 67,03996  27,36895  111,9315  252,6398 121,29 305,57
jlem?

Li

10 6 151 46,51584  18,99001  102,1846  199,8154 81,86 195
jlem?

LI

Total 36 143,5952 59,00119  9,83353 123,632 163,5583 41,57 305,57
PK 6 100 0 0 100 100 100 100 0,000*
%1,5 6 15,2712 9,80593 4,00325 4,9805 25,5619 5,69 32,22
NaOCl

2,5 6 92,6323 26,58391  10,85284 64,7342 120,5304 62,36 131,48
jlem?

LI

5 6 106,631 26,1702 10,68394 79,1671 134,0949 67,58 139,92
jlem?

Li

7,5 6 137,6425 67,16488  27,41995 67,1573 208,1277 71,2 265,71
jlem?

LI

10 6 150,1675 52,53023  21,44538 95,0404 205,2946 104,56 224,72
jlem?

Li

Total 36 100,3908 56,32856  9,38809 81,3319 119,4496 5,69 265,71

4.5 0. saat zaman periyodunda Li gruplari, %1,5 NaOCI grubu ile pozitif kontrol

grubu verilerinin karsilagtirmah degerlendirilmesi

Lazer gruplar1 ve pozitif kontrol grubunun Tukey test analiz sonuglarina gore:

2,5j/em?, 5 j/em? ve 7,5 j/em? L1 gruplarmin hiicre canlilik yiizdeleri, %1,5 NaOCl
grubunun hiicre canlilik yilizdesinden istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksektir
(p<0,05)

2,5 jlem? ve 7,5 j/em? LI gruplarinda dlgiilen hiicre canlilik yiizdeleri pozitif
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksektir (p<0,05).

Bu sonuglar degerlendirildiginde 2,5 j/cm? ve 7,5 j/lcm? enerji yogunluklari ile
lazer irradyasyonu uygulamasinin hemen arkasindan yapilan oOl¢limlerde anlamli

diizeyde hiicre proliferasyonu goézlenmistir (p<0,05) (Tablo 4.5.1).
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Tablo 4.5.1. 0. saat zaman periyodunda lazer gruplari ile %1,5 NaOCl ve pozitif kontrol grubunun Tukey test sonuglar:

Ust siir

Alt siir

%]1.5 NaOCl 23,5715 26,01025 -55,5411 102,6841
2,5 jlem?Li -83,14267" 26,01025 0,035 -162,2553 -4,03

5 jlem?Li -68,71417 26,01025 0,118 -147,8268 10,3985
7,5 jlem?Li -82,28567" 26,01025 0,038 -161,3983 -3,173
10 j/em? Li -51 26,01025 0,387 -130,1126 28,1126
Pozitif kontrol ~ -23,5715 26,01025 0,942 -102,6841 55,5411
grubu

2,5 jlem?Li -106,71417" 26,01025 0,004 -185,8268 -27,6015
5 jlem?Li -92,28567" 26,01025 0,015 -171,3983 -13,173
7,5 jlem?Li -105,85717" 26,01025 0,004 -184,9698 -26,7445
10 j/em?Li -74,5715 26,01025 0,074 -153,6841 4,5411
Pozitif kontrol  83,14267" 26,01025 0,035 4,03 162,2553
grubu

%]1.5 NaOCl 106,71417" 26,01025 0,004 27,6015 185,8268
5 jlem?Li 14,4285 26,01025 0,993 -64,6841 93,5411
7,5 jlem?Li 0,857 26,01025 1 78,2556 79,9696
10 j/em? Li 32,14267 26,01025 0,816 -46,97 111,2553
Pozitif kontrol ~ 68,71417 26,01025 0,118 -10,3985 147,8268
grubu

%]1.5 NaOCl 92,28567" 26,01025 0,015 13,173 171,3983
2,5 jlem?Li -14,4285 26,01025 0,993 -93,5411 64,6841
7,5 jlem?Li -13,5715 26,01025 0,995 -92,6841 65,5411
10 j/em? Li 17,71417 26,01025 0,983 -61,3985 96,8268
Pozitif kontrol ~ 82,28567" 26,01025 0,038 3,173 161,3983
grubu

%]1.5 NaOCl 105,85717" 26,01025 0,004 26,7445 184,9698
2,5 jlem?Li -0,857 26,01025 1 -79,9696 78,2556
5 jlem?Li 13,5715 26,01025 0,995 -65,5411 92,6841
10 j/em?Li 31,28567 26,01025 0,832 -47,827 110,3983
Pozitif kontrol 51 26,01025 0,387 -28,1126 130,1126
grubu

%]1.5 NaOCl 74,5715 26,01025 0,074 -4,5411 153,6841
2,5 jlem?Li -32,14267 26,01025 0,816 -111,2553 46,97

5 jlem?Li -17,71417 26,01025 0,983 -96,8268 61,3985
7,5 jlem?Li -31,28567 26,01025 0,832 -110,3983 47,827

66



Lazer gruplarmin kendi aralarinda yapilan karsilagtirma sonuglari rakamsal
farkliliklar gosterse de bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05)

(Sekil 4.5.1.).
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Sekil 4.5.1. 0. saat periyodunda lazer gruplarmin hiicre canliliginin gruplararasi karisilastirilmasi

4.6 48. saat zaman periyodunda LI gruplan, %1,5 NaOCI grubu ile pozitif
kontrol grubu verilerinin karsilastirmah degerlendirilmesi

%1,5 NaOCl grubunda hiicre canlilig1 yiizdesi 48. saatte pozitif kontrol grubuna
gore istatistiksel diizeyde anlamli oranda diigsmiistiir(p<0,05).

Tiim lazer gruplarinda 48. saat hiicre canlili1 yiizdeleri istatistiksel olarak anlamli
oranda %1,5 NaOCI grubundan yiiksek bulunmustur(p<0,05).

Tiim lazer gruplarinin hiicre canlilik ytizdeleri pozitif kontrol grubundan rakamsal

olarak yiiksek olsa da bu fark anlamli ¢ikmamigtir(p>0,05) (Tablo 4.6.1).
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Tablo 4.6.1. 48. saat lazer gruplari ile %1,5 NaOCI grubu ve pozitif kontrol grubu karsilagtirmalarinin Tukey analizi

Alt siir Ust siir

%1.5 84,72883" 22,05836 0,007 17,6362 151,8214
NaOCl

2,5 jlem? 7,36767 22,05836 0,999 -59,7249 74,4603
LI

5 jlem? -6,631 22,05836 1 -73,7236 60,4616
Li

7,5 jlem? -37,6425 22,05836 0,538 -104,7351 29,4501
LI

10 j/cm? -50,1675 22,05836 0,236 -117,2601 16,9251
Li

Pozitif -84,72883" 22,05836 0,007 -151,8214 -17,6362
kontrol

grubu

2,5 jlem? -77,36117" 22,05836 0,017 -144,4538 -10,2686
Li

5 jlem? -91,35983" 22,05836 0,003 -158,4524 -24,2672
LI

7 jlem? -122,37133" 22,05836 0 -189,4639 -55,2787
LI

10 j/cm? -134,89633" 22,05836 0 -201,9889 -67,8037
Pozitif -7,36767 22,05836 0,999 -74,4603 59,7249
kontrol

grubu

%]1.5 77,36117" 22,05836 0,017 10,2686 144,4538
NaOCl

5 j/em? LI -13,99867 22,05836 0,987 -81,0913 53,0939
7,5 jlem? -45,01017 22,05836 0,344 -112,1028 22,0824
LI

10 j/cm? -57,53517 22,05836 0,126 -124,6278 9,5574
Li

Pozitif 6,631 22,05836 1 -60,4616 73,7236
kontrol

grubu

%1.5 91,35983" 22,05836 0,003 24,2672 158,4524
NaOCl

2,5 jlem? 13,99867 22,05836 0,987 -53,0939 81,0913
LI

7,5 jlem? -31,0115 22,05836 0,723 -98,1041 36,0811
Li

10 j/cm? -43,5365 22,05836 0,38 -110,6291 23,5561
LI

Pozitif 37,6425 22,05836 0,538 -29,4501 104,7351
kontrol

grubu

%]1.5 122,37133" 22,05836 0 55,2787 189,4639
NaOCl

2,5 jlem? 45,01017 22,05836 0,344 -22,0824 112,1028
Li

5 jlem? 31,0115 22,05836 0,723 -36,0811 98,1041
LI

10 2,5 -12,525 22,05836 0,992 -79,6176 54,5676
jlem?

pozitif 50,1675 22,05836 0,236 -16,9251 117,2601
%1.5 134,89633" 22,05836 0 67,8037 201,9889
NaOCl

2,5 jlem? 57,53517 22,05836 0,126 -9,5574 124,6278
5 jlem? 43,5365 22,05836 0,38 -23,5561 110,6291
7,5 jlem? 12,525 22,05836 0,992 -54,5676 79,6176
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Yine tiim lazer gruplarinin canli hiicre yiizdeleri arasinda rakamsal farkliliklar olsa

da bu farklar istatistiksel olarak anlamli degildir(p>0,05)(Sekil 4.6.1.).
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Sekil 4.6.1. 48. saat periyodunda lazer gruplarinin hiicre canliliginin gruplararasi karisilagtiriimasi
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4.7 Lazer gruplarinin 0. ve 48. Saat zaman periyotlari verilerinin karsilastirmal

degerlendirilmesi

0. ve 48. saatler arasinda lazer gruplar1 arasinda anlamli bir artis veya azalmanin

istatistiksel analizi paired samples t test kullanilarak yapilmistir (Tablo 4.7.1).

Tablo 4.7.1. 0. ve 48. Saat periyotlar1 arasinda lazer gruplarinin hiicre canlilig1 yiizdelerinin artis veya azalmasiin

istatistiksel analizi

0. saat
48. saat
0. saat
48. saat
0. saat

48. saat

0. saat
48. saat
0. saat

48. saat

76,4285
15,2712
183,143
92,6323
168,714
106,631
182,286
137,643
151

150,168

A N N N & S

(=)

41,7093
9,80593
54,8314
26,5839
27,8096
26,1702
67,04

67,1649
46,5158
52,5302

17,0277
4,00325
22,3848
10,8528
11,3532
10,6839

27,369
27,42
18,99
21,4454

0,023*

0,003*

0,013*

0,338

0,964

Gruplar i¢inde 0. saat ve 48. saat arasindaki Olgiimlerin ortalamalar1 arasindaki

fark, %1,5 NaOCl, 2,5 j/cm? ve 5 j/cm? gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamlidur.

Bu gruplarda 48. saatlerde ortalamalar, 0. Saate gore anlamli diizeyde azalmistir

(p<0,05) (Sekil 4.7.1).

70



3001

Bl X
[ %1.5Na0Cl

200 I -|- ] Li
Li2
T B s

100
. Li4

(=)
L
gy L

Saa ¢

X Saa[
Sagr
Saqr
S«?a[ -
Saqs

" Sags
Saa ¢
S‘?Q ¢
S‘?Q ¢
Saa ¢

Sekil 4.7.1. 0. ve 48. saat periyotlarinda lazer gruplarmin hiicre canlilig1 yiizdeleri

7,5 j/lem? LI grubunun 48. saatte canli hiicre yiizdesi rakamsal olarak diismiis
ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
10 j/em? Li grubunda ise 0 ile 48 saat arasinda hiicre canlilig1 yiizdeleri sabit

kalmugtr.
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4.8 Lazer gruplarinin 0. ve 48. Saat zaman periyotlar: verilerinin karsilastirmal
degerlendirilmesi
0. ve 48. Saatler arasinda ozon gruplar1 arasinda anlamli bir artig veya azalmanin

istatistiksel analizi paired samples t test kullanilarak yapilmistir (Tablo 4.8.1).

Tablo 4.8.1. 0. ve 48. Saat periyotlar1 arasinda ozonlu su gruplarmin hiicre canlilig1 yiizdelerinin artis veya azalmasinin

istatistiksel analizi

0. saat 76,4285 6 41,70927 17,02774 0,023*

48. saat 15,2712 6 9,80593 4,00325

0. saat 149,4287 6 31,09635 12,69503 0,004*
48. saat 76,4903 6 15,25965 6,22972

0. saat 148,8573 6 25,2439 10,30578 0,004*
48. saat 95,5123 6 6,86136 2,80114

0. saat 126,5712 6 33,27837 13,58584 0,151
48. saat 102,3445 6 28,52653 11,64591

0. saat 154,4285 6 32,12943 13,11678 0,714

48. saat 145,6128 6 32,10729 13,10775

Yapilan paired samples t test sonuglarina gore 0. ve 48. saat zaman dilimlerinde
Olgtimlerin ortalamalar1 arasinda %1,5 NaOCl, 16 mg/l OS ve 8 mg/l OS gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamlidir. Bu gruplarda 48. saatte saptanan canli hiicre
ortalama ytizdeleri 0. saate gére anlamli diizeyde azalmistir(p<0,05).

4 mg/1 OS grubunda 48. saatte canli hiicre ortalama ytizdesi rakamsal olarak diigse
de bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

2 mg/l OS grubu ise 0 ve 48. saat dilimlerinde canli hiicre ortalama ytizdelerinin

birbirine ¢ok yakin oldugu saptanmistir (Sekil 4.8.1).
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Sekil 4.8.1. 0. ve 48. saat periyotlarinda ozonlu su gruplarinin hiicre canlilig yiizdeleri
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5.TARTISMA

Geleneksel endodontik tedavilerde de rejeneratif endodontik tedavilerde de
dislerin sag kalim sansin1 arttirmak i¢in kok kanal sisteminden endodontik patojenlerin
arindirilmasi 6nemli bir islem basamagidir (Goldman ve ark., 1982). Acik apeksli
dislerde kok dentin kalinligi yetersiz oldugundan, rejeneratif endodontik tedavi
prosediirlerinde mekanik temizleme Onerilmemekte ya da minimum diizeyde
yapilmasi gerektigi savunulmaktadir (Kim ve ark., 2018). Bunun yani sira gelisimini
tamamlamamis acik apeksli dislerde, bakterilerin dentin tiibiillerine penetrasyonu kok
olusumu tamamlanmis dislere gore daha fazladir. Bu durum degerlendirildiginde kok
kanal sisteminden bakteri eliminasyonu sadece kimyasal dezenfeksiyonla saglanacagi
icin segilen irrigasyon ajanlarin antimikrobiyal etkinliginin yiiksek olmasi ve etki
derinliginin de fazla olmasi1 beklenir (Kakoli ve ark., 2009; Fouad ve Nosrat, 2013).

Rejeneratif endodontik tedavi hiicre temelli bir biyolojik tedavi alternatifi olup
apeksogenezisi de indiiklemektedir (Berkhoff ve ark., 2014). Bu nedenle rezidiiel
pulpa hiicreleri ve apikal papilla kok hiicrelerinin varligi tedavi basarisini etkileyen bir
diger onemli faktordiir (Banchs ve Trope, 2004). Kok kanal dezenfeksiyonu igin
kullanilan irrigasyon soliisyonlarinin antimikrobiyal etkinliginin yani1 sira bu hiicreler
izerindeki sitotoksik etkilerinin de minimum diizeyde olmasi beklenir (Essner ve ark.,
2011).

NaOCl, genis spektrumlu bir antimikrobiyal irrigasyon ajani olup hem geleneksel
kok kanal tedavisinde hem de rejeneratif endodontik tedavide altin standart olarak
rutin kullanilmaktadir (Spangberg ve Pascon, 1988). Kok kanal irrigasyon ajani
olarak %0,5-5,25 arasinda degisen konsantrasyonlarda tercih edilmektedir
(Mohammadi, 2008).

NaOCT’nin altin standart olarak kabul gérmesi iki nedenle agiklanmaktadir;

1. Pulpa dokusunu ¢6zmesi
2. Antibakteriyel etkinligi

Bakteriler pulpa dokusunu besin kaynagi olarak kullandiklar i¢in NaOClI’nin hem
vital (Rosenfeld ve ark., 1978) hem de nekrotik (Svec ve Harrison, 1977) pulpa
dokusunu uzaklastirmasi irrigasyon ajani olarak kullanilmasinda avantaj kabul
edilmektedir. Sadece bu 0Ozelligi bile bakterilerin beslenme kaynagini ortadan

kaldirdig1 i¢in NaOCIl’ye bakterisidal etkinlik kazandirmaktadir (Waltimo ve ark.,
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2005). Ancak NaOCl'nin segici olmayan bu doku ¢oziiniirligi ayn1 zamanda
periapikal bolgeye ve canli dokuya da zarar verdigi i¢in agik apeksli dislerde veya
irrigasyon sirasinda periapikal dokuya tagsmasi halinde dezavantaj olarak
degerlendirilmektedir (Kuruvilla ve Kamath, 1998).

Doku ¢oziintirliigli avantajinin yani sira yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi
konsantrasyonlarda hiicreler lizerinde toksik etki yaratmakta ve dokularda irritasyona
neden olmaktadir (Trevino ve ark., 2011; Mollashahi ve ark., 2016).

NaOCl’'nin rejeneratif endodonti prosediiriinde toksik etkisini minimuma
indirmek i¢in diisiik konsantrasyonda uygulanmasi Onerilmektedir ancak bir
calismada %1,3 ve %2,5 NaOCl’nin, %35,25 konsantrasyondaki NaOCI ile
karsilastirilmig; tiim konsantrasyonlarin ayni siirede uygulanmasi sonucunda %1,3
ve %2,5 NaOCl'nin, %S5,25 NaOCI kadar E. faecalis lizerinde etkili olmadigi
anlagilmistir (Retamozo ve ark., 2010).

Oliviera ve ark.(2007), %5,25 ve %1,5 NaOCl ile %2 klorheksidinin E. faecalis
tizerindeki etkinliklerini arastirdiklart calismalarinda %35,25 NaOCl ve %2
klorheksidini etkili bulurken 9%1,5 NaOCl’nin etkinligini yetersiz olarak
raporlamislardir (Oliveira ve ark. , 2007).

Rejeneratif endodontik tedavilerde irrgiasyon ajani olarak NaOCI’nin kullanimi
diisiiniildiiginde ajanin rejenere olan pulpa dokusunun dentine baglanmasini
engelleyebilecegi ya da dentin matriksinin proteinlerini denature edecegi endiseleri
artmaktadir (Casagrande ve ark., 2010). Tiim bunlarin yan1 sira NaOCl, stabil olmayan
kararsiz bir molekiill olmasina bagli olarak kok kanal sisteminde kalici bir
antimikrobiyal etki saglayamayacagindan, rejenerasyon olusabilmesi ic¢in gerekli
aseptik ortami da olusturamaz (Fouad, 2011).

NaOCl'nin hiicreler iizerinde olumsuz etki yaratmasi nedeniyle alternatif
irrigasyon ajani arastirmalart yapilmaktadir. Son yillarda dis hekimliginde neredeyse
her alanda popiilerlik kazanan lazer uygulamalarinin yani sira ozonlu su da
antibakteriyel etkinlikleri degerlendirilerek NaOCI’ye alternatif olarak sunulmustur.

Bu nedenlerle arastirmamizda konvansiyonel irrigasyon ajani olan NaOClI’nin
rejeneratif tedavilerde uygulanmasi Onerilen %1,5 konsantrasyonunun, c¢esitli

konsantrasyonlarda ozonlu su ve farkli enerji yogunluklarinda lazer irradyasyonunun
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stit disi pulpasindan elde edilmis hiicreler iizerindeki sitotoksik/proliferatif etkilerinin
degerlendirilmesi amaglanmugtir.

Son zamanlarda ozonun tip ve dis hekimligi alanlarinda faydali bir terapotik ajan
olmas1 yoniinde verilerin artmasiyla birlikte kullanim alani genislemistir (Lynch ve
Baysan, 2001; Lynch ve ark., 2001). Ozon; bakteri, viriis ve mantarlara kars1 yliksek
antimikrobiyal etkinligi olan, bakterilerin hiicre duvarlarini ve hiicre ¢eperlerini okside
ederek yok edebilen giiclii bir ajandir (Baysan ve ark., 2000; Nagayoshi ve ark., 2004).
Ozon, patojenik mikroorganizmalarin ¢cogalmasina engel olarak, nétralize ederek veya
hiicre duvarlarini yikima ugratarak dezenfeksiyon saglar (Baysan ve ark., 2000).

Ozon, oral dokulara gaz, ozonlu su ve ozonlu yag olarak uygulanabilmektedir
(Nagayoshi ve ark., 2004a; Nagayoshi ve ark., 2004b; Cardoso ve ark., 2008).

Yapilan bir ¢aligmada ozonlu suyun gaz formundan daha biyouyumlu oldugu
gosterildigi i¢in ¢alismamizda ozonun gaz formu yerine ozonlu su tercih edilmigtir
(Huth ve ark., 20006).

Ozonlu suyun antimikrobiyal etkisini degerlendirmek igin bir¢ok arastirma
yapilmistir (Nagayoshi ve ark., 2004a,b; Cardoso ve ark., 2008; Nogales ve ark., 2014;
Pinheiro ve ark., 2018).

Nagayoshi ve ark. (2004a) yaptiklart bir ¢calismada, 0,5- 4 mg/l konsantrasyon
araligindaki ozonlu suyun gram pozitif ve gram negatif bakteriler tizerindeki
antimikrobiyal etkinliginin gli¢lii ve hizli oldugu sonucuna vararak ozonlu suyun kok
kanal sisteminin dezenfeksiyonunda kullanilmasinin yararli olacagini bildirmislerdir
(Nagayoshi ve ark., 2004a).

Cardoso ve ark. (2008) 24 mg/l konsantrasyonundaki ozonlu suyun Candida
albicans, Enterecoccus faecalis ve kok kanalindaki endotoksinler iizerindeki
antimikrobiyal  etkisini  aragtirmiglardir.  Calisma  sonucunda  uygulanan
konsantrasyonundaki ozonlu suyun ilk anda Candida albicans ve Enterecoccus faecalis
iizerinde anlamli diizeyde antimikrobiyal etki gosterdigini ancak 7 giin sonunda bu
etkinin azaldigin1 ve endotoksinler iizerinde etki saglayamadigini bildirmislerdir
(Cardoso ve ark., 2008).

Nogales ve ark. (2014) ise 2 mg/l, 5 mg/l ve 8 mg/l konsantrasyonlarindaki ozonlu
suyun Staphylococcus aureus, Enterecoccus faecalis ve Pseudomonas aeruginosa

iizerindeki antimikrobiyal etkisini degerlendirdikleri c¢alismalarinda, en yiiksek
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konsantrasyondaki ozonlu suyun en etkin antimikrobiyal etkiyi gosterdigini
raporlamiglardir (Nogales ve ark., 2014).

Pinheiro ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢calismada %2,5 NaOCl, %2 klorheksidin ve 40
mg/l konsantrasyonundaki ozonlu suyun Enterecoccus faecalis, Candica albicans ve
Streptococcus mutans tizerindeki antimikrobiyal etkisini degerlendirmislerdir.
Arastirmacilar, tim irrigasyon ajanlarinin ayni diizeyde antimikrobiyal etkiye sahip
olduklarini1 bildirmigler ve ozonlu suyun biyouyumlulugu nedeniyle alternatif bir
irrigasyon ajani olabilecegini savunmuslardir (Pinheiro ve ark., 2018).

Ozonlu suyun antimikrobiyal etkinligi iizerine yapilan aragtirmalarda bir¢ok farkli
ozon konsantrasyonunun antimikrobiyal olarak kullanilmasi Onerilmistir. Ancak
yapilan antimikrobiyal c¢alismalara ragmen ozonlu suyun sitotoksik ve/veya
proliferatif etkisi ile ilgili literatiirde kisith sayida calisma yapildigi goriillmektedir
(Nagayoshi ve ark., 2004a; Huth ve ark., 2006; Nogales ve ark., 2016).

Bu nedenle antimikrobiyal etkinlik tespit edilen calismalardaki dozlar goz
onlinde bulundurularak bizim c¢alismamizda genis bir konsantrasyon araligi tercih
edilmis; 2 mg/l, 4 mg/l, 8 mg/l ve 16 mg/l ozonlu su konsantrasyonlar1 hazirlanarak
stit diginden elde edilen pulpa hiicreleri iizerindeki biyolojik cevabinin arastirilmasi
hedeflenmistir.

Endodonti alaninda lazerin ilk uygulamast 1971 yilinda Weichman ve Johnson
tarafindan in-vitro olarak apikal forameni ortmek amaciyla karbondioksit lazer
kullanimiyla gergeklestirilmistir (Weichman ve Johnson, 1971). Klinik olarak
kullanim ise, 90’l1 yillarin sonlarinda ince ve esnek fiberlerle, endodontik lazer
uclarinin gelistirilmesiyle baslamistir. Giiniimiizde endodonti alaninda lazer sistemleri,
pulpa kapaklamasi, pulpotomi, kok kanal sisteminin dezenfeksiyonu ve apikal cerrahi
gibi bir¢ok islemde kullanilmaktadir (Stabholz ve ark., 2004).

Kok kanal sisteminin dezenfeksiyonu i¢in, 2940 nm dalga boyuna sahip Er:YAG,
2780 nm dalga boyuna sahip Er,Cr:YSGG, 1064 nm dalga boyuna sahip Nd:YAG,
635-980 nm dalga boylar1 arasinda bulunan diyot, 532 nm dalga boyuna sahip
potasyum tatanil fosfat(KTP) ve 9600-10600 nm dalga boyuna sahip CO, lazer
sistemleri tercih edilmektedir. Nd:YAG, KTP ve diyot lazerlerin dalgaboylar1 su ve
hidroksiapatit tarafindan zayif emilmesi nedeniyle ve dentinde diger lazer tiirlerine

gore daha derine penetre olarak bakterisidal etki gosterdikleri igin tercih
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edilmektedirler (Moritz, 2006). Bunun yani sira diyot lazerlerin gii¢lii antimikrobiyal
etkisi; geleneksel kok kanal irrigasyon ajanlari 100 um’ye kadar etkinlik gosterirken
diyot lazerlerin 1000 um’ye kadar etkinlik saglamasina baglidir (Asnaashari ve
Asnaashari, 2011; Castelo ve ark., 2012).

Cekilmis insan disleri kullanilarak diyot lazerin E. faecalis iizerinde etkisinin
arastirildigi bir caligmada, lazer irradyasyonundan sonra %99,91 oraninda E. Faecalis
miktarinda azalma oldugu saptanmistir (Moritz ve ark., 1997). Yine benzer bir
calismada ise %100 oraninda bir azalma meydana geldigi raporlanmis ve bu basari
diyot lazerin dentin pentrasyonunun iyi olmasina baglanmistir (de Souza ve ark., 2008).

Escherichia coli(E. coli) ve E. faecalis lizerinde, Nd:YAG, Er:YAG, Er,Cr:YSGG
ve diyot lazerin etkinliginin aragtirildigi in vitro bir ¢alismada, arastirmacilar, tim
lazerlerin etkin bir sekilde E. coli ve E. faecalis sayisinda azalma sagladigini1 ancak
Nd:YAG ve diyot lazerin etkinliginin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Schoop
ve ark., 2004).

Diyot lazerin antimikrobiyal etkinligine yoOnelik son yillarda yapilan ¢alisma
sonuglari; kok kanal sistemi diyot lazerle dezenfekte edildigi zaman antimikrobiyal
etkinliginin yeterli diizeyde olmasi nedeniyle endodontik tedavilerde kullanilabilecegi
yoniindedir (Kaiwar ve ark., 2013; Bitter ve ark., 2017; Dai ve ark., 2018; Estrela ve
ark., 2018).

Rejeneratif endodontik tedavide kok kanal sisteminin dezenfeksiyonu kadar kok
hiicrelerin varlig1 ve zarar gérmemeleri de olduk¢a Onemlidir. Ortamda bulunan
enfeksiyon veya primer enfeksiyon kaynagi ortadan kaldirilamazsa rejenerasyon veya
tamir mekanizmasi ¢alisgamaz (Kim, 2016). Bu dogrulta dezenfeksiyon ajanlarindan
beklenen iki Ozellik antimikrobiyal etkinligin fazla olmasi ve biyouyumluluk
gostermesidir. Ancak konvansiyonel dezenfeksiyon ajanlari bu iki 6zelligi ayn1 anda
gosterememektedirler. Kok kanal mikrogevresinin rejenerasyona olanak saglamasi
icin en az 5-log (%99,999) bakteriyel diisiis saglamasi gerekmekte fakat
konvansiyonel dezenfeksiyon ajanlarina bakildigi zaman bu etkinlik diizeyine
ulagsamadiklar goriilmektedir (McGurkin ve ark., 2005; Siqueir ve ark., 2007; Zhu ve
ark., 2013; Neidrauer ve ark., 2014). Ayn1 zamanda konvansiyonel dezenfeksiyon

ajanlarinda segici bir hedef alma 6zelligi olmadigindan kok kanal bosluguna gog
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edecek projenitor/kok hiicrelere de zarar vermektedirler. Bu nedenle lazer terapisi
alternatif olarak Onerilen sistemler arasinda yer almaktadir (Kim, 2016).

Diistik seviyeli lazer terapisi hiicresel diizeyde biyouyumlu oldugu, alerjik bir
reaksiyon gostermedigi ve kullanim kolaylig1 sagladigindan tip ve dis hekimligi gibi
bir¢ok saglik alaninda uygulanilmaktadir (Koutna ve ark., 2003). Diisiik seviyeli lazer
olarak degerlendirilen diyot lazerlerin gingival fibroblastlarin proliferasyon hizini
arttirdig1 bildirilmistir(Posten ve ark., 2005). Yapilan bir ¢alismada 0,5-4 j/cm?
arasinda degisen enerji yogunluklarinda uygulanan diyot lazerin birgok hiicre hatti
iizerinde proliferatif etki yarattig1 bildirilmis ancak ¢aligma sonuglarinda uygulanan
yiiksek dozlarin hiicreler iizerindeki negatif etkisi raporlanmistir (AlGhamdi ve ark.,
2012).

Teknoloji ile birlikte gelisen lazer teknolojisi de géz dniinde bulunduruldugunda,
diistik seviyeli lazerler olan diyot lazerlerin hiicre lizerindeki biyolojik etkisinin daha
iyi anlasilabilmesi i¢in, farkli lazerlerle ve farkli parametlerde hedef dokuya yonelik
caligmalar yapilmasi gerekliligi vurgulanmistir (Mussttaf ve ark., 2019). Bu nedenle
¢aligmamizda Galium-Aluminyum-Arsenid (GaAlAs) diyot lazer 2,5 j/cm?2,5 j/cm?,
7,5 j/lem? ve 10 j/cm? enerji yogunluklarinda siit disinden elde edilen pulpa hiicreleri
lizerine uygulanmistir.

Hiicre kiiltiirti, dis hekimliginde kullanilan materyallerin biyolojik etkilerinin ve
lokal irritasyonlarinin incelenmesi i¢in kullanilabilen bir yontemdir(Schmalz, 1994).

Bir maddenin biyolojik davraniginin anlagilabilmesi igin hiicresel diizeyde toksik
olup olmadiginin belirlenmesi gerekmektedir. In-vitro sitotoksisite testleri de ila¢ veya
insanda kullanilacak olan terapotik ajanlarin toksisitelerinin degerlendirilebilmesi
amaciyla hiicre kiiltiiriinde gergeklestirilen 6l¢lim metodlaridir. Farkli mekanizmalara
sahip ¢ok sayida sitotoksisite testi bulunmaktadir (Tokur ve Aksoy, 2017). Ideal bir
sitotoksisite testi; hizli olmali, giivenilir olmali, giivenli olmali, test materyali ile
etkilesime girmemeli, bunlarin yani sira etkinligi yiiksek ve ucuz olmaldir.
Sitotoksisite test metodu secerken test edilecek olan materyalin etki mekanizmasi goz
oniinde bulundurularak se¢ilmelidir. Ayni zamanda sitotoksisite testini secerken hiicre
kiiltiirtinde uygulanacak hiicre tipini de géz onilinde bulundurmak gerekir (Aslantiirk,

2018).
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MTT analizi, hiicre canliligt ve proliferasyon hizinin belirlenebilmesi igin
kullanilan en yaygin metodlardan biridir. MTT testi sonucunda canli hiicreler
tarafindan olusturulan formazan kristalleri ayn1 zamanda aktivitesi devam eden ancak
dinlenme halinde olan hiicreler tarafindan da olusturulabilmekte bu nedenle
proliferasyon goriilmese bile hiicre aktivitesi tespit edilebilmektedir. Kolorimetrik
testlerin temel 6zelliklerinden biri de hizli olmalaridir. Substrat, deney materyali ile
etkilesime girmediginden yikama basamagina gerek olmadan spektrofotometrede
okunabilir, bu da teste hem hiz kazandirir hem de O6rnek arasindaki gesitliligi
minimuma indirerek daha homojen test sonuglar elde edilmesini saglar. Olusan renk
degisikligi goz ile de tespit edilebildiginden hizli bir gézlem yapmak i¢in oldukg¢a hizli
ve pratik bir test olarak kabul edilmektedir. MTT nin formazana indirgenmesinin
yapilan ¢alismalar sonucunda birgok hiicre hattt {izerinde gerceklesebildigi
gozlenmistir. Bu nedenle hiicre canlilig1 testlerinde rahatlikla g¢esitli hiicre hatlar
kullanilarak uygulanabilmektedir (Mosmann, 1983).

Sahip oldugu avantajlar ve etkinligi degerlendirildiginde ayn1 zamanda da ozon
ve calisgmamizda kullanilan diyot lazer hiicreler ile temas ettikleri zaman
gerceklestirdikleri biyokimyasal etkilerde mitokondriyi hedef aldiklarindan (Karu,
200;1Bocci, 2004; Bocci, 2010), caligmamizda bir kolorimetik sitotoksisite testi olan
MTT tercih edilmistir.

Calismamizin 0. saat zaman periyodunda %1,5 NaOCI grubunun hiicre sayisinda
azalma  gozlenirken tiim ozonlu su gruplart hiicre proliferasyonunu
indiiklemistir. %1,5 NaOCI grubu %76,42 hiicre canlilig1 gosterirken 16 mg/1, 8 mg/l,
4 mg/l ve 2 mg/l ozonlu su gruplari sirast ile %149,42; %148,85; %126,57 ve %154,42
hiicre canlilig1 gostermistir. Bu zaman periyodunda 2 mg/l ozonlu su grubunun hiicre
sayisindaki artig istatistiksel olarak anlamli bulundu. NaOCI grubunun hiicre
canliligindaki azalma ise 8 mg/l ozonlu su haricindeki tiim ozonlu su gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Ozonlu su gruplarinin kendi aralarinda rakamsal
olarak fark olmasina ragmen, bu fark anlamli bulunmada.

Bu veriler degerlendirildiginde 2 mg/l konsantrasyondaki ozonlu su hiicre
proliferasyonunu diger deney gruplarina gore daha fazla indiiklediginden 0. zaman

periyodunda diger gruplara gore daha basarili bulunmustur.

80



Caligmamizin 48. saat zaman periyodunda %1,5 NaOCIl deney grubu %15,27
hiicre canlilig1 yiizdesiyle siit disi pulpa hiicreleri iizerinde istatistiksel olarak anlamli
diizeyde sitotoksik etki gdstermistir. Ayni zaman periyodunda 16 mg/l, 8 mg/l, 4 mg/I
ve 2 mg/l konsantrasyonlarindaki ozonlu su gruplarinda ise sirasi
ile %76,49; %95,51; %102,34 ve %145,61 hiicre canlilig1 saptanmugtir.

Bu zaman periyodunda tiim ozonlu su gruplarinin hiicre canliligi ortalama yiizdesi
diiserken, 2 mg/l ozonlu su grubu diger gruplara oranla hiicreler {lizerinde yliksek bir
proliferatif etki gostermistir. Bunun yan1 sira zamansal olarak ozonlu su gruplarinin
arasindaki fark degerlendirildiginde, 2 mg/l ozonlu su grubu hari¢ diger gruplarinin
ortalama yiizdelerinde anlamli diizeyde diisiis saptanmuistir. 48. saat sonuglarina gore,
calismada kullanilan ozonlu su konsantrasyonlarinda hiicre canliligi ortalama
ylizdelerinde diisiis saptanmasina ragmen deneyde kullanilan tim ozonlu su
konsantrasyonlar1 biyouyumlu olarak degerlendirilmistir. 48. saat zaman diliminde de
baslangigta oldugu gibi 2 mg/1 ozonlu su grubu siit disi pulpa hiicreleri lizerinde yiliksek
proliferatif etki gostermistir.

Calismada farklt konsantrasyonlarda ozonlu suyun siit disi pulpa hiicreleri
tizerindeki biyolojik etkilerinin 0. ve 48. saat degerlendirme sonuglar1 birbirleri ile
ve %1,5 NaOCl, pozitif deney grubu ile karsilagtirildiginda elde edilen veriler 2 mg/1
ozonlu su kullaniminin rejeneratif endodontik tedavilerde irrigasyon ajani olarak %1,5
NaOCl’ye alternatif olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Ozonun bir varyasyonu olan oksijen molekiilii, 0ozona da en biiyiik avantajlarindan
biri olan oksidatif giiciinii kazandirmaktadir (Nogalesve ark., 2008; Bocci, 2010).
Oksidatif giiciin sonucunda ise bir oksidatif stres olusmakta ve bu stres olusan reaktif
oksijen tiirlerinin de nedeni olarak bilinmektedir. Reaktif oksijen tiirleri de hidrojen
peroksit veya siiperoksit anyonlar gibi serbest radikalleri olusturmaktadir (Bocci,
2010). Olusan serbest radikaller adenozin trifosfat(ATP) olusturmak i¢in mitokondriyi
uyarirlar.  Fizyolojik olan degerlendirildiginde bu uyar1 hiicrelerin metabolik
aktivitelerini ve hiicre canliligini arttirmakta (Nagayoshi ve ark., 2004a), bizim
calismamizda da saptanan ozonlu suyun proliferatif etkisini agiklamaktadir.

Alkahtani ve ark. (2014)’nin %5,25 NaOCl’nin 0.5, 0.1, 0.025, 0.0125, ve 0.005
mg/ml konsantrasyonlarinda mezenkimal kaynakli kok hiicreler tizerindeki sitotoksik

etkisini  arastirdiklar1  ¢alismalarinda, konsantrasyon artttkca NaOCI’nin
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sitotoksisitesinin arttig1 bulgulanmig ve irrigasyon ajani olarak miimkiin olan en diisiik
konsantrasyonda kullanilmasi gerektigi sonucuna varilmistir(Alkahtani ve ark., 2014).
Rejeneratif endodontik tedavi protokollerinde irrigasyon ajani olarak kullanilmasi
onerilen NaOClI bizim ¢alismamizda da siit disi pulpa hiicreleri i¢in sitotoksik olarak
saptanan sonuglar Alkahtani ve ark. (2014) bulgularin1 destekler niteliktedir.

Caligma sonuglarimizin NaOCl’nin zamana bagli olarak sitotoksik etkisinin
arttigini gostermistir. Calisma sonuglarinda elde edilen bu bulgu literatiirde konu ile
ilgili yapilan ¢aligsma sonuglari ile de uyumludur (Nagayoshi ve ark., 2004a; Scott ve
ark., 2018; Karkehabadi ve ark., 2018; Raj ve ark., 2020).

Nagayoshi ve ark. (2004a) yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada 4 mg/l ozonlu su
konsantrasyonunun sitotoksitesi distile su ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
Yapilan c¢alisma sonucunda 4 mg/l ozonlu suyun ve distile suyun optik yogunluk
degerleri arasinda bir farklilik bulunmamistir. Yapilan calismada hiicrelerin ozonlu su
ile temasinin 2 dakika oldugu bildirilmis bu noktada bizim metodumuzla bahsedilen
calismada farklilik vardir. Nagayoshi ve ark.(2004a) ¢alismasinda kontak zamanin az
olmasindan dolay1 proliferatif etki olmadigi diisiiniilebilir. Kendi ¢calismamizda kontak
stiresini 5 dakika olarak belirlerken hem Amerikan Endodontistler Birligi hem de
Avrupa Endodontistler Birligi’nin rejeneratif endodontik tedavi i¢in hazirladiklar
klinik rehberler dikkate alinmis ve 5 dakika olarak belirlenmistir. Ayni zamanda
belirtilen calismada hiicre canlilik yiizdeleri bildirilmediginden karsilastirma
yapilamamistir (Nagayoshi ve ark., 2004a).

Nogales ve ark. (2016) 2 mg/1, 5 mg/l ve 8 mg/l ozonlu suyun 0, 24, 48 ve 72. saat
periyotlarinda hiicre canliliklarin1 degerlendirdikleri ¢alismada; hiicrelere 5 dakika
ozonlu su ile muamele edildikten sonra yaptiklart 0. saat 6l¢iimlerinde hi¢bir dozda
proliferatif etki gozlememislerdir (Nogales ve ark., 2016). Bu noktada bizim
sonuclarimizda bu ¢aligma sonuglart farklilik gostermektedir. 24, 48 ve 72. saatlerde
ise rakamsal olarak bizim caligmamizla farklilik gosterse de bu periyotlarda
proliferatif etki arastirmacilar tarafindan bildirmistir. Nogales ve ark. yaptigi
calismada da veriler degerlendirildiginde en iyi proliferatif etkiyi 2 mg/l ozonlu su
grubu saglamistir. Rakamsal diizeyde bizim ¢alismamizda ortalama yiizdelerin daha
fazla olmasi da ¢alismada kullanilan siit disi pulpa hiicrelerinin yiiksek proliferatif

etkisine baglanmistir.
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Calismamizin diyot lazer deney gruplari ve %1,5 NaOCl grubundan 0. saat
periyodunda elde edilen veriler, pozitif kontrol grubu ile karsilastirildiginda; %1,5
NaOCI grubunun canli hiicre yilizdesinde azalma, tiim diyot lazer gruplarinda ise canl
hiicre sayilarinda artis saptanmistir. %1,5 NaOCl grubu %76,42 hiicre canliligi
gosterirken, 10 j/cm?, 7,5 j/em?, 5 j/em® ve 2,5 j/em?® LI gruplarinda sirasi
ile %151, %182,25, %168,71 ve %183,14 hiicre canliligr ile tim gruplarda hiicre
proliferasyonu saptanmustir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede 2,5 j/cm? ve 7,5
j/lem? LI gruplarindaki proliferasyon verileri pozitif kontrol grubuna gére anlaml
diizeyde artis gosterirken diger lazer gruplarindaki rakamsal artiglar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamaigstir. Yine dort farkli enerji yogunlugunda diyot lazer uygulanmis
deney gruplarinin kendi aralarinda canli hiicre sayilarinda farkliliklar olsa da
istatistiksel olarak anlaml1 bir fark saptanmamustir.

Caligmanin diyot lazer uygulama parametresinin 48. saat periyodu bulgulari
degerlendirildiginde %1,5 NaOCI grubunun hiicre canlilig1 pozitif kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. 48. saat Ol¢limlerinde elde
edilen %15,27 canli hiicre yiizdesiyle %1,5 NaOCl c¢alisma sonuglarimiz
degerlendirildiginde ISO standartlarina (ISO, 2009) gore sitotoksik olarak kabul
edilmistir. 10 j/cm?, 7,5 jlem? 5 jlem?® ve 2,5 j/em? LI gruplarinda sirasi
ile; %150, %137,6, %106,6 ve %92,6 hiicre canlilig1 saptanmustir. 48. saat lazer
gruplarindan elde edilen verilen %1,5 NaOCl grubu ile karsilastirildiginda %1,5
NaOCl’nin istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiikk canli hiicre yilizdesine sahip
oldugu izlenmistir. Yine, 48. saat lazer gruplar1 6l¢tim verileri pozitif kontrol grubu ile
kargilastirildiginda gozlenen rakamsal farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Bunun yani sira lazer gruplarinin 48. saat sonuglar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda rakamsal farkliliklar olsa da bu fark istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmemistir.

0. ve 48. saat periyotlar1 i¢in zamansal degisim g6z Onilinde
bulunduruldugunda %1,5 NaOCl, 2,5 j/cm? ve 5 j/cm? enerji yogunlugundaki lazer
gruplariin anlaml diizeyde hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu saptanmustir.
7,5 ve 10 j/em? enerji yogunluklarina sahip gruplarin proliferasyon oraninda

istatistiksel olarak anlamli bir diisiis yasanmadig1 icin ve 48. saat periyodunda diger
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lazer gruplarma oranla daha iyi proliferatif etki gosterdikleri i¢in bu zaman
periyodunda daha basarili olarak degerlendirilmislerdir.

Farkli enerji yogunluklarinda uygulanan diyot lazer irradyasyonunun siit disi
pulpa hiicreleri lizerine biyolojik etkilerinin arastirilarak rejeneratif endodontik tedavi
protokollerinde irrigasyon ajani olarak kullanilmasi 6nerilen %1,5 NaOCl’ye alternatif
olarak  kullanilabilirligini  degerlendirmeyi  amagladigimiz  c¢alismanin  bu
parametresinde 10 j/cm? LI grubu 0. ve 48. saat periyotlarinda gosterdigi proliferasyon
etkisi ve zamana bagli olarak degismemesi nedeniyle en basarili enerji yogunlugu
olarak degerlendirilmistir.

Yapilan kaynakca taramasinda diyot lazer sistemlerinin hiicre proliferasyonun
izerine etkilerinin degerlendirildigi kisith sayida ¢aligma oldugu ve farkli sonuglar
verildigi goriilmektedir.

Zaccara ve ark. (2015), diyot lazerin dis pulpasindan elde edilen kok hiicreler
iizerine proliferatif etkilerini degerlendirmek iizere yaptiklar1 ¢alisma sonucunda 1
j/em? enerji yogunlugunda uygulanan lazerin 72. ve 96. saat periyotlarinda istatistiksel
olarak anlamli derecede hiicre proliferasyonu gosterdigini raporlamislardir.

Ginani ve ark. (2018) da siit disi kok hiicrelerine 1 j/cm? enerji yogunlugunda
uygulanan lazerin 48. saat zaman diliminde anlamli diizeyde hiicre proliferasyonu
gosterdigini bulgulayarak benzer sonug bildirmislerdir.

El-Dahab ve ark. (2020) ise 0,5 j/cm? enerji yogunlugunun daimi dis kok hiicreleri
izerinde daha iyi bir hiicre proliferasyonuna neden oldugunu saptamislardir.

Bu ¢aligma sonuglariin aksine Paschalidou ve ark. (2020) ‘nin ¢alisma sonuglari
4 ve 16 j/cm? enerji yogunlugunda uygulanan diyot lazerin hiicre proliferasyonu
iizerinde daha etkili oldugu yoniindedir. Bizim de ¢alisma bulgularimiz bu ¢alisma
bulgularini destekler nitelikdedir.

Diyot lazerlerin hiicre iizerine etkisinin degerlendirildigi ¢aligmalar ¢ogunlukla in
vitro kosullarda, farkli hiicre tipleri kullanilarak, cesitli dalgaboyu, enerji yogunlugu,
lazer 15181 siddeti ve farkli uygulama siireleri uygulanmakta; buna bagli olarak da
celiskili sonuglar verilmektedir. Giiniimiizdeki mevcut veriler degisik parametrelerin
kullanimina bagli hem pozitif hem de negatif sonuglar oldugu yoniindedir.

Dis hekimligi uygulamalarinda arastirmacilar, diyot lazer sistemlerinin molekiiler

ve hiicresel diizeyde uygulandiklar1 dokular {izerinde olumlu etkileri oldugu
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konusunda goriis birligi i¢indedirler. Diyot lazerlerin en biiyiik avantaji uygulanan
bolgedeki hiicreler iizerinde 1s1 artisina bagli herhangi bir zarar vermemesidir
(Mcdaniel, 2015). Yiiksek enerji yogunluklu sert doku lazerlerinin aksine diyot
lazerler dusiik enerji vererek sadece ilgili dokuya fotodinamik etki yaparlar
(AlGhamdi ve ark., 2012). Bu ¢alisma bulgular1 da bu goriisleri destekler niteliktedir.
Yine yakin gegmiste arastirmacilar diisiik enerji yogunlugunda kullanilan kirmizi veya
near-infrared 1s1k iliiminasyonlu diyot lazer sistemlerinin hiicre apoptozisini de
engelledigini bildirerek diyot lazerlerin rejeneratif endodontik tedavilerde
kullanilabilecegine yonelik bir avantajini daha gostermislerdir (Huang ve ark., 2009;

AlGhamdi ve ark., 2012).
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6.SONUC ve ONERILER

Elde ettigimiz siit disi pulpa hiicreleri iizerinde; rejeneratif tedavi protokolii

igerisinden yer alan ve altin standart olarak degerlendirilen %1,5 NaOCl ile ¢esitli

konsantrasyonlarda ozonlu ve farkli enerji yogunluklarindaki diyot lazer

irradyasyonunun biyolojik cevabini arastirdigimiz tez ¢aligmamizda;

1.

%1,5 NaOCl’nin sitotoksik bir ajan oldugu ve zamana bagli olarak
sitotoksik etkisinin arttig1,

Tiim ozonlu su gruplarinin uygulama aninda kullanilan hiicreler {izerinde
proliferatif etki sagladigi, ancak 48. zaman periyodunda 16 mg/l ve 8 mg/1
ozonlu su gruplar1 proliferatif etki gostermezken herhangi bir sitotoksiteye
de neden olmadigi, 4 mg/l ozonlu suyun minimal diizeyde bir proliferatif
etkiye neden oldugu ancak 2 mg/l ozonlu suyun her iki zaman periyodunda
da anlaml1 diizeyde hiicrelerde proliferasyon mekanizmasini uyardigi ve bu
proliferatif etkinin zamana bagli olarak stabil kaldig1,

Lazer uygulamasmin ardindan ise; 2,5 j/em? ve 7,5 j/em? enerji
yogunluklar1 ile uygulama yapilan gruplarin uygulama aninda anlamli
diizeyde proliferasyon mekanizmasini uyardigi, 5 j/cm?ve 10 j/cm? enerji
yogunluguyla muamele edilen gruplarin da prolifere oldugu ancak bu
etkinin anlamli diizeyde olmadigi; 48. zaman periyodunda ise enerji
yogunlugu rakamsal olarak artarken hiicreler iizerinde proliferatif etkinin
de arttig1, zamansal olarak da 7,5 j/cm? ve 10 j/cm? enerji yogunlugu ile
muamele edilen hiicrelerin proliferasyon oranlarinda anlamli diizeyde
azalma meydana gelmedigi sonuglarina varilmigtir.

Rejeneratif  endodontik  tedavi i¢in  Onerilen klinik  rehberler

degerlendirildiginde; kesin bir dezenfeksiyon prosediiriiniin olmadigi ve bu

konuda arastirmalarin siirdiigii goriilmektedir. Tedavinin prognozunda

basarinin yakalanmasi ve digin sag kalim oranini arttirmak icin, rejeneratif

endodontik tedavilerde kullanilmasi gereken ideal irrigasyon ajaninin hem

antimikrobiyal etkinliginin fazla olmasi hem de sitotoksik etkisinin olmamasi

beklenmektedir. Endodontik patojenler iizerinde son yillarda antimikrobiyal

etkinlikleri ile popliler hale gelen ozonlu su ve lazer sistemlerinin,
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calismamizin siirlar1 dahilinde ve bulgularimiz 1s18inda hiicreler tizerindeki
proliferatif etkileri de degerlendirildiginde alternatif veya yardimei bir
antimikrobiyal ajan olarak uygulanabilecekleri goriilmektedir.

Konuyla ilgili in-vivo arastirmalarin yapilmasi gerekliligi ile birlikte
ozellikle lazerin proliferatif etki mekanizmasinin aragtirilabilmesi i¢in farkli tip
lazerlerin, farkli enerji yogunluklar1 ve hedef hiicre popiilasyonlari belirlenerek

prosediiriin standardize edilmesi gerekmektedir.
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EK 2.ARASTIRMA AMACLI CALISMA ICiN AYDINLATILMIS ONAM
FORMU

Kok hiicreler ile ilgili yeni bir aragtirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi “Cesitli
frrigasyon Ajanlari, Lazer ve Ozon Terapisinin Siit Disi Kaynakli K6k Hiicreler
Uzerinde  Odontoblastik  Indiiksiyonlarmin ~ ve  Sitotoksik  Etkilerinin
Degerlendirilmesi”dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi neriyoruz. Bu arastirmaya katilip katilmamakta
serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliilik esasina dayalidir. Kararimizdan once
arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra
aragtirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu arastirmay1 yapmak istememizin nedeni, gelisen tip diinyas ile birlikte; dislerden

elde edilebilecek kok hiicrelerin varliginin saptanmasini ve cesitli hastaliklarda tedavi

edici dzelliklerinin oldugunun ortaya ¢ikmasim gdstermektir. Yakin Dogu Universitesi

Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dal1’nin katilimi ile gergeklestirilecek bu
calismaya katiliminiz arastirmanin basarisi i¢in dnemlidir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz

Bu ¢aligmaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismaya
katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak, ancak calismanin kalitesini denetleyen
gorevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca geregi halinde incelenebilecektir.

Eger arastirmaya katilmayi1 kabul ederseniz. Cocugunuzun diisme zamani gelmis siit

disi: cekim sonrasi atilmak verine, cekimi vapilan disinin, vukarida bahsettigimiz

sebepler i¢in kullanilacaktir. Bu ¢alismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir {icret

istenmeyecektir. Caligmaya katildiginiz igin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik
olmayacaktir. Yine ¢aligmanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢gekmek hakkina da

sahipsiniz.
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Katihmer Goriisme tanigi Arastirmaci

Adi, soyadi: Adi, soyadi: Adi soyadi, unvani:
Adres: Adres: Adres:

Tel. Tel. Tel.

imza imza: imza:

ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCiN AYDINLATILMIS ONAM FORMU

(Katilimcinin / Hastanin Beyant)

Sayin Dt. Ferdiye KUCUK tarafindan Pedodonti Anabilim Dali’nda kok hiicre
konusunda bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki
bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya “katilime1” olarak
davet edildim.

Eger bu aragtirmaya katilirsam arastirmaci ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inaniyorum. Arastirma sonuclarin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli glivence verildi.
Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayl1 olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii
tibbi miidahalenin saglanacagr konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilagtigimda; herhangi bir saatte, Dt.
Ferdiye Kiigiik’ii 6802030/2606 (is) veya 05428538841 (cep) no’lu telefonlardan ve
YDU Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti AD adresinden arayabilecegimi biliyorum.
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Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem,
bu durumun tibbi bakimimma ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima
belli bir diisiinme siiresi sonunda ad1 gecen bu arastirma projesinde “katilimer” olarak
yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katihmer
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

Imza

Goriisme tanigi
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

Imza:

Arastirmaci

Adi soyadi, unvanu:
Adres:

Tel.

Imza
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Yabanci Dilleri Okudugunu Konusma Yazma
Anlama
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