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OZET

Organotipik Modellere Uygulanan Farkl irrigasyon Protokollerinin Apikal
Papillaya Ait Kok Hiicrelerin Canhihigina Etkisi

Rejeneratif endodontik prosediirler pulpa nekrozlu immatiir daimi dislerin
tedavisi icin uygulanabilir bir alternatif olarak ortaya cikmistir. Birgok rejeneratif
endodontik tedavi minimal enstriimentasyonla ya da hi¢ enstriimentasyon
yapilmaksizin gerceklestirilmektedir. Bu nedenle kok kanal dezenfeksiyonunun
saglanmasi rejeneratif endodontik uygulamalar icinde onemli bir yere sahiptir. Fakat
rejeneratif endodontide kullanilan kimyasal ajanlarin bakteriyostatik/bakterisidal
Ozellikte olmas1 yeterli degildir; ayn1 zamanda hastaya ait kok hiicrelerin hayatta
kalma, ¢cogalma ve farklilagsma kapasitesini de artirabilmelidir. Bu ¢alismanin amaci
farkli irrigasyon protokollerinin insana ait SCAP’nin canlilig1 {izerindeki etkisini
degerlendirmektir. Bu calismada insana ait immatiir {i¢iincii molar dislerden elde
edilen SCAP akan hiicre 6lcer kullanilarak karakterize edildi. CD73, CD90 ve CD105
markirlarin1 ayni1 anda eksprese hiicrelerin yiizdesi %90’ tizerindeydi. Karakterize

edilen SCAP tiim deneylerde kullanildi.

Calismada WST-1 yontemi icin 43 adet yeni ¢ekilmis tek koklii insan disi
kullanildi. Disler ¢ekilir ¢ekilmez steril ve soguk HBSS igerisine yerlestirildi. Biitlin
dislerin kron kismi, disin uzun aksima dik olarak kesilerek uzaklastirildi. 5 mm
uzunluga sahip standart kok segmentleri olusturmak i¢in steril edilmis yiiksek hizda
frezler kullanildi. 1,3 mm ¢apinda paralel duvarl kanal yapist hazirlamak i¢in konik
olmayan LSX egeler kullanildi1 ve boylelikle rejeneratif vakalarin cogunda karsilasilan
acik/immatiir apeks taklit edilmis oldu. Biitiin organotipik kok kanal modelleri hava
ile kurutulup, hidrojen peroksit gaziyla steril edildi ve 1 kontrol grubu (n=3) ve 8 deney
grubu (n=5) olmak {iizere rastgele 9 farkli gruba ayrildi. Her grupta farkli bir irrigasyon
protokolii uygulandi: (Grup 1) irrigasyon yapilmadi, (Grup 2) %5 EDTA, (Grup 3)
%17 EDTA, (Grup 4) %1 NaOCl+%5 EDTA, (Grup 5) %2,5 NaOCl+%5 EDTA,
(Grup 6) %5 NaOCl+%5 EDTA, (Grup 7) %1 NaOCl+%17 EDTA, (Grup 8) %2,5
NaOCl+%17 EDTA, (Grup 9) %5 NaOCI+%17 EDTA ile irrigasyon yapildi. Tiim



deney gruplarinda irrigasyon ajani artiklarini uzaklagtirmak amaciyla steril salin
kullanilarak final irrigasyon yapildi. Tiim bu prosediirlerin ardindan izole SCAP, PRP
ile karistirilarak organotipik modeller igerisine ekildi. Bu modeller dik bir sekilde 0,4
um boyutunda porlara sahip transwell insertler (Corning, Tewksbury, MA) igerisine
yerlestirildi, 3 ve 7 giin boyunca inkiibe edildi. Besiyeri ise her 2 giinde bir kez
tazelendi. Irrigasyon protokollerinin SCAP canlilig1 iizerine etkisi WST-1 ydntemi ile
degerlendirildi. Iki farkli degerlendirme zaman i¢in absorbans degerlerini belirlemek
amaciyla mikroplaka spektrofotometri cihazi (BioTek, PowerWave XS2) kullanildi.
Istatistiksel analizlerde Bonferroni diizeltmeli Kruskall-Wallis H testi kullanild

(0=0,05). Grup i¢i degerlendirmeler ise Wilcoxon isaret testi ile yapildi.

SCAP’nin proliferasyonu, xCELLigence RTCA sistemi ve 96 kuyucuklu E-
plate (Roche, Basel, Switzerland) kullanilarak belirlendi. Bu sistemde irrigasyon
protokolleri E-plate kuyucuklarina uygulandi ve ardindan PRP/SCAP siispansiyonu
steril otomatik bir pipet yardimiyla yine E-plate kuyucuklarina ekildi. Tiim deneyler 3
tekrarli olarak ¢alisildi. 116 saat boyunca her kuyucugun empedans degeri
xCELLigence sistemi ile takip edildi ve CI degeri olarak sunuldu. Verilerin analizi i¢in

Bonferroni diizeltmeli Kruskall-Wallis H testi kullanildi (a=0,05).

Apoptotik/nekrotik hiicreler ikili boyama yontemi ile degerlendirildi. Bu
sistemde irrigasyon protokolleri kuyucuklara uygulandi ve ardindan PRP/SCAP
slispansiyonu steril otomatik bir pipet yardimiyla yine kuyucuklara ekildi. Tim
deneyler 3 tekrarli olarak ¢alisildi. 24 saat inkiibasyonun ardindan, floresan atagmanl
inverted mikroskop (DMI6000B, Leica, Germany) yardimiyla her kuyudan bir goriintii
alindi. Tim hiicre ve apoptotik hiicre sayis1t DAPI filtresi altinda belirlenirken,
nekrotik hiicrelerin sayis1 FITC filtresi altinda belirlendi. Elde edilen degerlerle
apoptoz/nekroz orani hesaplandi. Istatistiksel analizlerde Bonferroni diizeltmeli

Kruskall-Wallis H testi kullanildi (0=0,05).

SEM analizi i¢in 9 adet yeni ¢ekilmis tek koklii insan disi kullanildi. Biitiin
dislerin kron kisimlar1 disin uzun aksma dik olarak kesilerek uzaklagtirildi. Kok
kanallar1 ¢alisma boyutunda hazirlandiktan sonra, biitiin kokler longitudinal olarak
ikiye ayrildi. Ornekler hava ile kurutuldu, hidrojen peroksit gazi ile steril edildi ve

rastgele 9 gruba ayrildi. Irrigasyon protokolleri uygulandiktan sonra, izole edilen



SCAP, PRP ile karistirildiktan sonra kok kanallar igerisine ekildi. Ornekler yatay bir
sekilde 12 kuyucuklu mikroplakalara yerlestirildi ve 7giin boyunca inkiibe edildi.
Besiyeri ise her 2 giinde bir kez tazelendi. Ardindan G6rnekler SEM analizi i¢in

hazirlandi. 1 000x ve 10 000% biiylitmede goriintiiler alindi.

WST-1 yonteminde, 3. giinde yapilan Ol¢limlerde Grup 8 en yiiksek
absorbans degerine sahipken, 7. giinde Grup 3’iin en yiiksek absorbans degerine sahip
oldugu goriildii. Her iki zaman 6l¢iimiinde de en diisiik SCAP canlilik orant Grup 6’da

goriildii.

xCELLigence RTCA sisteminde, 116 saat sonunda en yiiksek degerler
EDTA’in tek basina kullanildig1 gruplarda (Grup 2 ve Grup 3) goriiliirken, en diisiik
degerler %5’lik NaOCl’in kullamildig1 gruplarda (Grup 6 ve Grup 9) goriildi. En
yiiksek proliferasyon oranina sahip bu gruplar (Grup 2 ve Grup 3) ile Grup 5, 6 ve 9

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,01).

Ikili boyama yonteminde 24 saat sonunda elde edilen verilere gore en yiiksek
nekroz orant %5 NaOCl+%5 EDTA (Grup 6) ile irrigasyon yapilan grupta
gozlenirken, en diisiik nekroz oran1 %17’lik EDTA (Grup 3) ile irrigasyon yapilan
grupta gdzlendi. Hicbir grupta apoptotik hiicreye rastlanmadi.

SEM analizi sonuglarina gore, sadece EDTA’in kullanildig1 (Grup 2 ve Grup
3) ve %2,5 NaOCl+%17 EDTA ile irrigasyon yapilan grupta (Grup 8), SCAP’nin
kiigiik topluluklar halinde ve diger gruplara gore daha yogun olarak dentin yiizeyine
tutundugu gortildii. %5°lik NaOCl ile irrigasyon yapilan gruplardan (Grup 6 ve Grup
9) 1 000x biiylitmede alinan SEM goriintiilerinde ise, fibrin ag yogunlugunun azaldig1
tespit edildi.

Sonu¢ olarak, %5’lik NaOCl’in dahil edildigi irrigasyon protokollerinin
SCAP iizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu goriildii. NaOCI ile yapilan
irrigasyonun SCAP iizerindeki olumsuz etkilerini geri ¢evirmede ise, %]17’lik

EDTA’in %5’lik EDTA’e gore daha basarili oldugu tespit edildi.

Anahtar  Sozciikler: Apikal Papilla Kok Hiicreleri, Canlilik,

Etilendiamintetraasetik Asit, Irrigasyon, Rejeneratif Endodonti



SUMMARY

Effect of Different Irrigation Protocols on the Survival of Human Stem Cells of

the Apical Papilla in Organotype Models

Regenerative endodontic procedures have emerged as viable “alternatives for
the treatment of immature permanent teeth with pulpal necrosis. Most regenerative
endodontic procedures include minimal to no mechanical instrumentation. Therefore,
root canal disinfection is an important part in regenerative endodontic procedures.
However, chemical agents used in regenerative endodontics must be selected not only
based on their bactericidal/bacteriostatic characteristics but also on their ability to
promote the survival, proliferation and differentiation capacity of the patient’s stem
cells. The aim of this study was to evaluate the effect of different irrigation protocols
on the survival of human SCAP in organotype models. SCAP were isolated from
immature human third molars and characterized by flow cytometry. The percentage of
cells that coexpressed CD73, CD90, and CD105 was >90%. The characterized SCAP

were used in all experiments.

In the study 43 recently extracted with single canal human teeth were used
for WST-1 method. Extracted teeth were immediately placed in sterile ice-cold HBSS.
All teeth were decoronated perpendicular to the long axis. Sterilized high-speed burs
were used to section roots to achieve standardized segment lengths of 5 mm.
Nontapered LSX instruments were used to prepare a parallel-walled canal space with
a constant 1,3 mm diameter. Thus, an open/immature apex was simulated often
observed in regenerative cases. All organotype root canal models were air dried, gas
sterilized with hydrogen peroxide, and randomly divided into 1 control group (n=3)
and 8 experiment groups (n=5). Different irrigation protocols were performed on each
group: (Group 1) no irrigation, (Group 2) 5% EDTA, (Group 3) 17% EDTA, (Group
4) 1% NaOCI+5% EDTA, (Group 5) 2,5% NaOCI+5% EDTA, (Group 6) 5%
NaOCl1+5% EDTA, (Group 7) 1% NaOCl+17% EDTA, (Group 8) 2,5% NaOCl+17%
EDTA, (Group 9) 5% NaOCI+17% EDTA. The final irrigation was done with sterile



saline in all experiment groups to remove residual irrigant. Following this procedures,
isolated SCAP were mixed with PRP and seeded into the organotype models. The
models containing PRP and cells were placed vertically into the transwell inserts
(Corning, Tewksbury, MA) with 0,4 um pore size and incubated for 3 and 7 days and
the medium was refreshed once every 2 days. After all of these procedures, the effect
of irrigation protocols on SCAP survival was evaluated with WST-1 method. To
determine the absorbans value the microplate spectrophotometer was used (BioTek,
PowerWave XS2) for two different evaluation time. Kruskall-Wallis H and post hoc
Bonferroni test were used in statistical analysis (a=0,05). Wilcoxon signed-rank test

used for intra-group comparison.

The proliferation of SCAP was determined using the xCELLigence RTCA
and E-plate 96 system (Roche, Basel, Switzerland). In this system, the irrigation
protocols were applied on the E-plate and then PRP/SCAP suspension was seeded onto
the E-plate via a sterile automatic pipette. These experiments were done in triplicates.
The impedance value of each well was monitored by the xCELLigence system for 116
hours and expressed as a CI value. Kruskall-Wallis H and post hoc Bonferroni test

were used for analysing the data (0=0,05).

Apoptotic/necrotic cells was evaluated with double-staining method. In this
method, the irrigation protocols were applied on the plate and then PRP/SCAP
suspension was seeded onto the plate via a sterile automatic pipette. These experiments
were done in triplicates. After 24 hour incubation, an image was taken from each well
by the inverted fluorescence microscope (DMI6000B, Leica, Germany). While the
number of all and apoptotic cells determining under the DAPI filter, the number of
necrotic cells were determined under the FITC filter. After that apoptosis/necrosis rate
was calculated. Kruskall-Wallis H and post hoc Bonferroni test were used in statistical

analysis (0=0,05).

9 recently extracted with single canal human teeth were used in this study for
SEM analysis. All teeth were decoronated perpendicular to the long axis. After the
root canals were prepared at working length, all roots were split longitudinally. All
samples were air dried, gas sterilized with hydrogen peroxide, and randomly divided

in into 9 groups. After irrigation protocols were applied, isolated SCAP were mixed



with PRP and seeded into the root canals. The samples containing PRP and cells were
placed horizontally into the 12 well plate and incubated for 7 days and the medium
was refreshed once every 2 days. Then the samples were prepared for SEM analysis.

The images were taken at 1 000x and 10 000x magnifications.

In WST-1 method, while the measurements which took place at 3™ day
showed that Group 8 has the highest absorbance value, at 7 day it was seen that Group
3 had the highest absorbance value. The measurements which made 3™ and 7" days

showed that in both time period group 6 had the lowest absorbance value.

In xCELLigence RTCA system, after 116 hours of incubation, the highest
proliferation rates were seen in Group 2 and Group 3 where only EDTA used, in the
meanwhile the proliferation rates were seen in Group 6 and Group 9 where 5% NaOCl
used. There were statistically significant differences between the groups which had the

highest proliferation rates (Group 2 and Group 3) and Group 5,6 and 9 (p<0,01).

According to the datas which obtained by double staining method after 24
hours, the highest necrosis rate observed in Group 6 which was irrigated with 5%
NaOCI+5%EDTA, the lowest necrosis rate observed in Group 3 which was irrigated
with 17% EDTA. There was no apoptotic cell in any group.

According to SEM analysis results it has been seen that, in Group 2 and Group
3 which only EDTA used and Group 8 which irrigated with 2,5% NaOCIl+17% EDTA,
SCAP in small communities attached on dentine surface more consistent than the other
groups. On the other hand, in SEM images which were taken at 1 000x magnification
from Group 6 ve Group 9 which irrigated with 5% NaOCI, it has been detected that

fibre web consistenty has decreased.

As a result, it has been seen that, the irrigation protocols which 5% NaOCl
included have negative effects on SCAP. It has been detected to reverse the negative

effects of NaOClI irrigation on SCAP, 17% EDTA is more successful than %5 EDTA.

Keywords: Ethylenediaminetetraacetic Acid, Irrigation, Regenerative

Endodontics, Stem Cells of the Apical Papilla, Survival



1 GIRiS

Geleneksel dis hekimliginde, optimal kosullar altinda gergeklestirilen bazi
uygulamalarda basar1 oraninin %90’1n iizerinde oldugu belirtilmektedir (Schwartz-
Arad ve ark. 2005). Icerikleri gii¢lendirilmis yeni materyallerin gelisimi, bazi
prosediirlerde teknik hassasiyeti etkileyecek durumlara 6zen gosterilmesi ve halk
arasinda agiz ve dis saghigi konusunda olusan farkindalik bu basar1 oranina
ulagilmasinda etkili olmustur. Son yillarda dental materyallerin biyouyumlulugu
tizerine odaklanilmasi da, tedavi sonrasi dis ve periodonsiyumda olumsuz hiicresel
yanitlar olusmadan giiven verici sonuglarin elde edilmesini saglamistir. Ama yine de
kabul etmek gerekir ki, geleneksel yaklagimlarin ¢ogu sadece disin yapisal biitiinliik,
fonksiyon ve estetiginin geri kazandirilmasina yonelik tedavileri kapsamaktadir ve
genel olarak hala dokulardaki biyolojik canlilig1 tesvik etmeye yonelik tedaviler
degildir. Bu durumdaki bir disin fiziksel savunma mekanizmasi ve agri iletiminde rol
alan sinirlerin olmamasi nedeniyle ilerleyen donemlerde riske maruz kalma ihtimali

artmaktadir (Schmalz ve Smith 2014).

Dentisyon doneminde immatiir disler, travma ve dens evaginatus gibi
gelisimsel dental anomaliler nedeniyle pulpa nekrozu riskiyle karst karsiyadir
(Andreasen ve Ravn 1972, Yip 1974, Kling ve ark. 1986, Andreasen ve ark. 1995,
McCulloch ve ark. 1998, Sobhi ve ark. 2004, Soriano ve ark. 2007). Karma dentisyona
sahip gen¢ hastalarda immatiir daimi bir disin kaybi; ayn1 zamanda fonksiyon kaybu,
malokliizyon ve maksillofasiyal gelisimin yetersizligi gibi yikicit sonuglara neden
olabileceginden, bu disler miimkiin oldugunca agizda tutulmalidir (Diogenes ve ark.
2014). Fakat nekrotik pulpaya sahip immatiir bir digin kok kanal tedavisi cesitli
zorluklar1 da beraberinde getirir (Wigler ve ark. 2013). Mekanik enstriimentasyonla
kok dentininin uzaklastirilmasi, zaten ince olan kok kanal duvarlarin1 daha da kirilgan
hale getirecegi i¢in kontrendikedir. Kok kanal dolgu materyalinin periapikal bolgeye
tagirilmadan kok kanalinin doldurulmasi klinik agidan zordur, ¢linkii birbirinden uzak
kok kanal duvarlarinin olusturdugu biiyiik apikal aciklik kanal dolgu materyalinin
apikalden tagsmasini 6nleyecek gerekli mekanik dayanagi saglayamaz (Wigler ve ark.

2013).



1966 yilinda Alfred L. Frank apikal kapanmay1 tesvik edici bir teknigi
tanimlayan bir makale yaymlamistir. Bu ¢alismada 3 aydan 6 aya kadar, kalsiyum
hidroksit (Ca(OH)2) kullanilarak ger¢eklestirilen pansumanlar sonras1 apikal lezyonun
lyilesmesinin yan1 sira kok apeksinin kalsifiye doku ile kapandig1 da gosterilmistir
(Frank 1966). Bunu takip eden ¢alismalar (Torneck ve Smith 1970, Torneck ve ark.
1973c, Torneck ve ark. 1973b, Torneck ve ark. 1973a) ise bu durumun yeni bir hiicre
poplilasyonunun varligiyla beraber apikaldeki enfeksiyondan sonra canli kalan
rezidiiel papilla ve kok kini hiicrelerinin stimiile olmasiyla iligkili oldugunu ortaya
koymustur. Daha sonra Cvek (1972) tarafindan yapilan bir ¢alismada apeksifikasyon
tedavisi uygulanan 55 adet nonvital daimi kesici disten 50’sinde tedaviden 14-21 ay
sonra iyilesme ve apikal kapanmanin gerceklestigi fakat kok olusumunun devam

etmedigi tespit edilmistir.

Ca(OH): ile yapilan apeksifikasyonun bircok dezavantaji bulunmaktadir.
Uzun bir zaman periyodu boyunca (6-24 ay) c¢oklu seans gerektiren bir tedavi
secenegidir (Kleier ve Barr 1991, Mohammadi ve Dummer 2011) ve bu zaman
zarfinda uzun siire Ca(OH)2’e maruz birakilan dentinin mekanik dayanimi da zarar

gormektedir (Mohammadi ve Dummer 2011).

Ca(OH): ile apeksifikasyon tedavisine alternatif bir prosediir Torabinejad ve
Chivian (1999) tarafindan 6ne siiriilmiistiir. Bu prosediirde, 1 ya da 2 seansta kok kanal
temizligi ve Mineral Trioksit Agregatin (MTA) apikal tika¢ olarak kullanilmasiyla

dolgu materyali tasirilma riski en aza indirilmis ve apikal onarim tesvik edilmistir.

Simon ve ark. (2007) ise acik apeks ve apikal lezyonlu bir diste bu teknigi
sadece bir seansta gergeklestirerek sonuglar1 degerlendirmisler ve Ca(OH): ile
apeksifikasyon tedavisine gore makul ve Ongdriilebilir bir tedavi alternatifi oldugu
sonucuna varmislardir. Her ne kadar bu tedavi sadece 1 seansta olumlu bir iyilesmeyle
sonuclansa da, Ca(OH):2 ile apeksifikasyon tekniginin olusturdugu olumsuz sonuglari
ortadan kaldiramamistir (Mente ve ark. 2009). Yani kok gelisiminin devami
saglanamamigtir ve immatiir dis hala kok fraktiirtine yatkindir (Cvek 1992). Bu
eksiklikler klinisyenleri tedavi sonrasi apikal periodontitisin iyilesmesine ek olarak
pulpa-dentin kompleksinin rejenerasyonu ve kok gelisiminin devamini tesvik ederek

pulpanin normal fizyolojik fonksiyonlarinin geri kazandirilmasini amaglayan biyolojik



temelli prosediirleri arastirmalari i¢in harekete gecirmistir (Neha ve ark. 2011). Bu
noktadan sonra temeli onlarca yil Oncesine dayanan rejeneratif endodontik
uygulamalar nekrotik pulpaya sahip immatiir dislerin tedavisi i¢in uygulanabilir bir

tedavi alternatifi olarak goriilmeye baslanmustir.

1.1 Rejeneratif Endodontinin Tarihcesi

Dis hekimligi tarihinde kaybedilmis ya da hasarli dokularin yerine konulmasi
biiylik 6l¢iide protetik ya da biyouyumlu materyallerle yapilan endodontik tedavilerle
saglanmaktaydi. Bunun aksine rejeneratif tedavilerin amaci, dental doku ve onu

destekleyen yapilarin biyolojik olarak yerine konulmasidir.

Dental dokularda rejeneratif uygulamalar1 destekleyen oOncii g¢alismalar,
bundan yaklasik 65 yil 6nce Dr. B.W. Hermann (1952) tarafindan Ca(OH).’in vital
pulpa tedavisi i¢in kullanilmasiyla baslamistir. Nygaard-Qstby, 1960’larin basinda
rejeneratif endodontik uygulamalara onciiliik ederek, nekrotik pulpa ve apikal lezyona
sahip matiir bir disin apikal ti¢liisiinde yeni vaskiilarize doku olusumunun indiiklendigi
bir ¢aligma ortaya koymustur (Qstby 1961). Bu ¢alismada “K&k kanal sisteminde kan
pihtis1 varligr iyilesmeyi tesvik eder.” hipotezini test etmek amaciyla, temizlenmis ve
medikamentle dezenfekte edilmis kok kanali i¢ine apikalden tasirilan bir kanal egesi
ile kanama uyarilmistir. Ardindan olusan pithtinin koronali kloroperka ile kapatilmis
ve hastalar 17 glinden 3,5 yila kadar farkli zaman araliklarinda takip edilmistir. Daha
sonra tedavi edilen bu disler ¢ekilmis ve yeni olusan doku histolojik olarak
incelenmistir. Tiim dislerde; foraminal genisleme ve asir1 enstriimentasyona bagh
olarak 17 giin gibi erken bir silirede inflamasyon belirtilerinde azalma; nekrotik
dislerdeki patolojik belirtilerde azalma ve apikal kapanmanin radyografi ile goriilmesi
gibi sonuclar elde edilmistir. Histolojik analiz sonuglarina gore, kanal i¢ine dogru
bliyiiyen bag doku, bu yeni olusan doku igerisine gémiilii mineralize doku adalar1 ve
kanal duvarlar1 boyunca ¢esitli seviyelerde mineralize doku gozlenmistir. Ayni
zamanda olugsan kan pihtisinin kanal icindeki yeni dokunun biiyiimesini
destekleyebilecegi de one siirlilmiistiir. Pulpa fibroblasttan zengin bir bag dokusu

oldugu i¢in elde edilen bu bulgular olduk¢a umut vaat edicidir. Fakat kanal igerisinde



istenmeyen hiicre tiplerinin (sementoblastlar) varligi ve istenilen hiicrelerin
(odontoblastlar) olmayist bu protokoliin tam anlamiyla pulpanin histolojik
rejenerasyonunu saglayamadigini gostermistir. Biitlin olumsuzluklara ragmen bu
onciil calisma, ileride rejeneratif endodonti alaninda yapilacak g¢alismalara temel

olusturmustur.

1966 yilinda, dezenfeksiyonun primer olarak seanslar arasi uygulanan
poliantibiyotik patiyla saglandig1 5 vakadan olusan bir ¢alisma yayinlanmistir (Rule
ve Winter 1966). Arastiricilar, gergeklestirilen vakalarda apikal kanamanin
uyarilmasina istemeden neden olmuslardir. Sonug olarak tiim vakalarda hastaliga ait
isaret ve belirtiler azalmis ve kok gelisiminin devam ettigi goriilmiistlir. Ayrica bu
calismada nekrotik pulpali immatiir dislerin dezenfeksiyonu ve kok gelisiminin

uyarilmasi i¢in poliantibiyotik pati ilk kez kullanilmistir.

Bu c¢alismadan 5 yil sonra yapilan baska bir calismada kanal
dezenfeksiyonunun ardindan, bu kez apikal kanama isteyerek uyarilmistir (Nygaard-
Qstby ve Hjortdal 1971). Vital ya da nekrotik pulpaya sahip 47 dis lizerinde yapilan
bu calismada, dislerin genelinde semptomlarin kayboldugu goriilmiistiir. Ardindan 9
giinden 3 yila kadar degisen siirelerde takip edilen bu disler ya ¢ekilmis ya da
cevresindeki yapilarla beraber kok ucu rezeke edilmistir. Yapilan histolojik
incelemede 28 adet diste fibroz bag doku olusumu gozlenirken, 18 adet diste hiicreli
sement varlig1 tespit edilmistir. Tiim bu calisma sonuglarina bakildiginda, kanal
dezenfeksiyonu sonrasi onarimin miimkiin oldugu agikca gosterilmis ve bdylece

giincel rejeneratif tedavilerin temelleri atilmistir.

30 y1l aradan sonra giincel rejeneratif endodontik uygulamalari iceren ilk vaka
2001 yilinda yaymlanmistir (Iwaya ve ark. 2001). Bu vakada nekrotik pulpaya sahip
immatiir bir dise, enstriimentasyon yapilmaksizin, %5’lik sodyum hipoklorit (NaOCIl)
ve %3’liikk hidrojen peroksit (H203) ile kimyasal dezenfeksiyon yapilmis ve kanal ici
medikament olarak siprofloksasin ve metranidazol iceren ikili antibiyotik pati
yerlestirilmistir. Boylece, bu rejeneratif yaklagim ile kayda deger kok gelisiminin elde
edilebilecegi ilk kez gosterilmistir. Ayrica 30 ay sonra dise uygulanan vitalite testlerine

pozitif yanit alinmstir.
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Birkag yi1l sonra sunulan bagka bir vaka raporunda (Banchs ve Trope 2004)
yeni bir protokol tanimlanmistir. Nekroze pulpaya sahip immatiir bir mandibular
premolar, enstriimentasyon yapilmaksizin, %5,25’lik NaOCl ile dezenfekte edilmistir.
Ardindan siprofloksasin, minosiklin ve metranidazol igeren ii¢lii antibiyotik pat1 28
giin boyunca kanalda tutulmustur. Ikinci seansta antibiyotik karisimi salin ile irrige
edilerek uzaklagtirilmis ve apikal kanama uyarilmistir. Olusan kan pihtisinin iizerine,
MTA dikkatli bir sekilde yerlestirildikten sonra, kavite nemli bir pamuk pelet ve gecici
bir restorasyonla kapatilmistir. 2 hafta sonra gecici restorasyon ve pamuk pelet
uzaklastirilarak daimi restorasyon yapilmis ve hastada herhangi bir semptom ve
bulguya rastlanmamistir. Sunulan bu vaka raporunda kok gelisiminin devam ettigi
gorlilmiis ve 2 yilin sonunda vitalite testlerine pozitif yanit alinmistir. Daha da
onemlisi bu vaka raporunda tanimlanan protokol genis kabul gérmiis ve giiniimiizde

en ¢ok kullanilan rejeneratif tedavi protokolii haline gelmistir.

Rejeneratif endodontik uygulamalarda basari kriterlerini tanimlamak zordur,
fakat kok gelisiminin derecesi basariy1 belirleyen énemli bir kriterdir. Buradan yola
cikilarak gerceklestirilen retrospektif bir ¢calismada (Bose ve ark. 2009); rejeneratif
prosediirlerin uygulandigi, cerrahi olmayan kok kanal tedavisinin ve MTA ile
apeksifikasyonun gerceklestirildigi tedavilere ait radyografiler toplanmis, ardindan bu
radyografiler dijital ortamda kok kalinlig1 ve uzunlugunun 6l¢limiine izin veren bir
yazilim programi kullanilarak standardize edilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
rejeneratif prosediirlerle tedavi edilen grupta kok kalinligi ve uzunlugundaki artis diger
gruplara gore belirgin derecede fazladir. Ayrica bu calisma sonuglarina goére, kok
kalinliginda %30 degisiklik olusabilmesi i¢in yaklagik 1 yil siire gerekirken, ayni
basarty1 kok uzunlugunda elde etmek i¢in 3 yil beklemek gerektigi sdylenebilir.

Yapilan giincel ¢aligmalardan birinde (Jeeruphan ve ark. 2012), bu kez
rejeneratif endodontiye ait standart bir protokol, MTA ile immediat apeksifikasyon ve
Ca(OH): ile uzun siireli apeksifikasyonla tedavi edilen disler arasinda klinik sonuglar
degerlendirilmis ve daha 6nce yapilan retrospektif bir calismaya (Bose ve ark. 2009)
benzer bulgular elde edilmistir. Revaskiilarizasyon protokoliiniin uygulandig: dislerde
kok kalinliginda yaklasik %28, kok uzunlugunda ise yaklasik %15 artis gozlenirken;
Ca(OH): ile uzun stireli apeksifikasyonun gergeklestirildigi dislerde kok kalinligindaki
artis %1,5, MTA ile immediat apeksifikasyon uygulanan dislerde ise kok
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uzunlugundaki artis %6 olarak bulunmustur. Ayrica ilk kez bu ¢aligmada, yapilan
tedaviler sonrasi dislerin agizda kalma oranlar1 degerlendirilmistir. Buna gore,
rejeneratif tedavi prosediirlerinin uygulandigi grupta bu oran %100 iken, MTA ile
immediat apeksifikasyonun gergeklestigi grupta %95 ve apeksifikasyon i¢in uzun
stireli Ca(OH)2 kullanilan grupta ise %77 olarak tespit edilmistir. Ca(OH)2’in
kullanildig1 grupta dis kayiplar1 (%23) restore edilemeyecek derecede kok
fraktiirlerinin olusmasindan kaynaklanmigtir. Bu calisma, rejeneratif tedavilerin disin
agizda kalma siiresini olumlu yonde etkiledigini kanitlayan ilk calisma olmasi
nedeniyle onemlidir.

Giincel rejeneratif endodontik uygulamalar genel olarak asagidaki
basamaklar igermektedir (Iohara ve ark. 2009, Huang ve ark. 2010, Sakai ve ark.
2010):

1. Kok kanalimin irrigasyon ajanlariyla dezenfeksiyonu

2. Antibiyotik patlar1 ya da Ca(OH):2 kullanilarak kanal i¢ci medikasyon

3. Periapikal dokular ya da kalan pulpanin mekanik irritasyonu ile kanal i¢ine

kanamanin uyarilmasi

4. Olusan kan pihtisinin iizerine MTA yerlestirilmesi

Bu uygulamalar, pulpa-dentin kompleksine ait hiicrelerin yani sira, dentin ve
kokii igeren hasarli yapilarin yerine konmasi {izerine tasarlanan biyolojik temelli
prosediirler olarak tanimlanmaktadir (Murray ve ark. 2007). Tasarlanan klinik
uygulamalar i¢in doku miihendisligini temel alan klinik 6ncesi ¢calismalarin etkilerini

anlamak ve dis gelisimini kisaca gozden ge¢irmek 6nemlidir.

1.2 Dis Gelisimi

Dis gelisimi, birbirini izleyen morfolojik siirecler (tomurcuk, takke, can)
sonras1 kron, kok ve periodonsiyumun olusmasiyla tamamlanmaktadir. Bu siirec,
ektoderm kaynakli oral epitel hiicreleriyle noral krista kaynakli mezenkimal hiicreleri
igeren bir seri karsilikli etkilesim tarafindan diizenlenir (Thesleff 2003, Volponi ve

ark. 2010).
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Ektodermal kok hiicreler mineyi olusturacak olan ameloblastlara
farklilagirken; noral kristadan go¢ eden mezenkimal kok hiicreler ise ilk olarak dislerin
gelistigi birinci yutak kavsine gelir. Buradan alt ve iist ¢ene taslaklarina dagilir ve
odontoblast, sementoblast/sementosit, osteoblast, kondroblast/kondrosit, melanosit ve

kas hiicrelerine farklilasir (Hargreaves ve ark. 2011, Can 2014).

Odontoblastlar dislerin gelisim doénemi ve yaslanma boyunca pulpa-dentin
kompleksinin en belirgin ve en Ozellesmis hiicresidir. Rejeneratif endodontik
uygulamalarda pulpa-dentin kompleksinin rejenerasyonu i¢in 6nemli sartlardan biri
odontoblastlara farklilagabilen mezenkimal kok hiicreler elde etmektir (Hargreaves ve

ark. 2011).

1.3 Rejeneratif Endodontide Klinik Oncesi Uygulamalar

Doku miihendisligi bir doku ya da organin rejenerasyonu i¢in klinik
stratejilerin gelistirilmesini amaglayan multidisipliner bir bilim dalidir (Langer ve
Vacanti 1993). Rejeneratif endodontik uygulamalarin gelisiminde doku miihendisligi
ilkeleri uygulanirken; hedef dokuyu olusturabilme potansiyeline sahip kok hiicreler,
bu hiicrelerin fonksiyonlarini destekleyen veya yonlendiren biiyiime faktorleri/sinyal
molekiilleri ve olusturulmasi hedeflenen dokunun ii¢ boyutlu yapisini belirleyen doku
iskeleleri olmak tizere ii¢ temel bilesen rol oynamaktadir (Langer ve Vacanti 1993,

Nakashima ve Akamine 2005, Hargreaves ve ark. 2008).

1.3.1 Kok Hiicreler

Kok hiicreler biitlin ¢ok hiicreli canli organizmalarda bulunan; kendini
yenileme (self renewal), cesitli hiicrelere farklilasma (differentiation) ve klon
olusturma yetenegine (clonality) sahip Ozellesmemis hiicrelerdir (Smith 2001,

Weissman ve ark. 2001).
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Kendini yenileme, kok hiicrelerin yasam boyu sayilarin1i korumak {izere
gerektiginde ¢ogalmalar1 anlamina gelir. Bu siire¢ hiicrenin farklilagsmadan korundugu
asamada meydana gelmektedir. Yani bu kavram kok hiicrenin farklilasmadan

cogalmasini tanimlar (Can 2014).

Farklilasma, islevsel olarak olgun bir hiicre olma yolunda geg¢irilen bir dizi
biyokimyasal ve fenotipik olaylar biitlinlidiir. Hiicrelerin yenilenmesi veya doku
onarimlari, kok ve oncii hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilagmasiyla bagarilir. Hiicrede
farklilasmay1 kontrol eden molekiiler islemlerin basinda sinyal iletim sistemi gelir ve

farklilasmay1 kontrol eden sinyal molekiilleri biiylime faktorleridir (Can 2014).

Klon olusturma yetenegi, kok hiicrelerin vazgegilmez Ozelliklerinden biri
olmak durumundadir. Tek bir hiicreden ¢ok sayida yeni kok hiicrenin iiremesi olarak
tanimlanan klonalite, klonun biiyiikliigline gore ve klon olusturma hizina gore kok
hiicreler arasinda yapilacak kiyaslamalarda kullanilan o6lgiitlerdendir. Klonlari
olugturan hiicrelerin kiiltlirde canliliklarin1 korumalari, basariyla dondurulup

coziilebilmeleri ve pasajlanabilmeleri ongoriiliir (Can 2014).

1.3.1.1 Kok Hiicrelerin Simiflandirilmasi

Kok hiicreler farklilagsma yetkinligine gore (Alison ve ark. 2002) ve elde
edildikleri doneme gore (Fortier 2005) iki sekilde siniflandirilmaktadir.

1.3.1.1.1 Farkhilasma Yetkinligine Gore (Alison ve ark. 2002)
Farklilasma yetkinligine gore kok hiicreler dort sinifta incelenebilir.

Totipotent kok hiicreler: Sperm ile yuamurtanin birlesmesinden sonra olusan
hiicre (zigot) tek basina tlim organizmay1 meydana getirebilecek genetik bilgiye ve
giice sahiptir. Viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip olan bu ilk
embriyonel hiicreye “totipotent” (her seyi yapabilen) hiicre denilmektedir (Kansu

2005, Sahin ve ark. 2005). Doéllenmeyi izleyen ilk dort ile bes giin igerisinde tek
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hiicreden meydana gelen tiim hiicreler ayni giice sahiptir ve bu hiicreler rahim igerisine

yerlestirildiginde her biri tek basina bir organizma olusturabilecek giictedir. Erken

embriyonik donemde 4 hiicreden 8 hiicreye kadar olan tiim blastomerler totipotenttir.

Pluripotent kok hiicreler: 5. giinden, yani 2—3 hiicre boliinmesinden sonra
meydana gelen hiicreler “blastosist” denilen kiiresel bir sekil almaktadirlar (Parson
2004, Sagsoz ve Ketani 2008). Embriyoda blastosistin i¢ hiicre kitlesindeki
embriyoblastlara “pluripotent” hiicre denilmektedir (Karasahin 2012). Ug germ
tabakasindan gelisen biitiin hiicreleri (Sonoyama ve ark. 2008) olusturma
potansiyeline sahiptirler; ancak tek baglarina tiim organizmay1 olusturamazlar. Gerekli
ortam saglandiginda bu hiicreler endoderm, ektoderm ve mezodermden kdken alan
yaklagik 250 farkh tiirde hiicreye farklilasabilmektedirler (Rodriguez-Lozano ve ark.
2012).

Multipotent kok hiicreler: Anne karnindaki organizmanin daha sonraki
gelisim asamalarinda hiicreler biraz daha 6zel gérevlere sahip olmakta ve yetiskin kok
hiicrelere dontismektedirler (Verfaillie ve ark. 2002). Bu yetiskin kok hiicreler de
belirli hiicre tiirlerini meydana getirmektedir. Ornegin kan kok hiicresi kemik iliginde
bulunmakta ve gerektiginde beyaz kan hiicreleri, kirmiz1 kan hiicreleri ve kanin
pihtilasmasinda gorev alan trombositlere doniismektedir. Ayni sekilde deri kok
hiicreleri de degisik deri hiicrelerine doniisebilmektedir. Biraz daha 6zellesmis olan bu
kok hiicrelere “multipotent” (¢ok yetili) hiicre denilmektedir (Verfaillie ve ark. 2002,
Kansu 2005, Sagsoz ve Ketani 2008).

Totipotent hiicreler, embriyonun erken evresindeki kok hiicrelerdir.
Pluripotent hiicreler, embriyonun blastosit evresinden itibaren ve fetusta bulunabilen
hiicrelerdir. Multipotent hiicreler ise kordon kani ve yetiskin kok hiicrelerdir

(Verfaillie ve ark. 2002, Kansu 2005, Sagsoz ve Ketani 2008, Karasahin 2012).

Unipotent kok hiicreler: Farklilasmanin en son basamaginda sadece tek bir
hiicre tipini olusturabilme 06zelligine sahip kok hiicrelerdir. Kendi kendini

yenileyebilme yapisi ile kok hiicre 6zelligini korurlar (Alison ve ark. 2002).
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1.3.1.1.2 Elde Edildikleri Doneme Gore (Fortier 2005)
Elde edildikleri doneme gore kok hiicreler ikiye ayrilir.

Embriyonik Kok Hiicreler: Blastosist ad1 verilen 5-6 giinliik embriyonun i¢
hiicre kitlesinde yer alan hiicrelerdir. Pluripotent ozellikte olup ¢ farkli germ
tabakasina doniisebilen bu kok hiicreler, embriyo govdesine ait biitlin hiicre
tabakalarin1 ve onlardan koken alacak olan doku ve organ sistemlerini olusturma

yetkinligine sahiptir.

Yetiskin Kok Hiicreler: Erken embriyo gelisimini tamamlamis bir
organizmada bulunan kok hiicreler olarak tanimlanir. Hasarlanan dokularin
yenilenmesinde gdrev alan bu hiicreler, yasam boyu kok hiicre havuzunu yenileyerek
kok hiicre sayisinin azalmadan siirdiiriilebilmesini garanti altina alir. Yetiskin kok
hiicreler arasinda multipotent olanlarin yani sira unipotent hiicrelere de rastlamak

olasidir.

Glinlimiizde iizerinde en c¢ok c¢alisilan yetiskin kok hiicre tiplerinden biri
mezenkimal kok hiicrelerdir. Mezenkimal kok hiicreler; kemik iligi, yag dokusu,
kemik, periost, sinovyal eklemler, iskelet kasi, deri, periferal kan, periodontal ligament

ve pulpa dahil olmak tizere farkli kaynaklardan izole edilmistir (Mizuno ve ark. 2012).

1.3.1.2 Dental Dokulardan izole Edilen Yetiskin Kok Hiicreler

Pulpa, periodontal ligament ve kemik gibi mezenkimal dokular yetigskin kok
hiicreler acisindan zengin bir potansiyele sahiptir. Bu hiicreler onlarca yil once ilk
olarak kemik iliginde bulunmus olup; fibroblastik gériinlime sahip, kendini yenileyen
ve koloni olusturan hiicreler olarak karakterize edilmistir (Friedenstein ve ark. 1974a,
Friedenstein ve ark. 1974b). Baslangigta stromal kok hiicreler olarak adlandirilmis
olsalar da, daha sonra yaygin olarak kabul géren mezenkimal kok hiicre terimi gegerli

olmustur (Caplan 1991).

2011 yilinda yapilan bir ¢alismada, pulpa nekrozlu immatiir daimi dislerde

apikal kanama uyarilmis ve kok kanali i¢inde mezenkimal kok hiicrelerin varligi
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degerlendirilmistir (Lovelace ve ark. 2011). Rejeneratif endodontik islemler sirasinda
farklilagsmamis mezenkimal kok hiicrelerin kok kanali igine 6nemli 6l¢iideki girisi ilk
kez bu ¢alismayla gosterilmis olup, ayn1 zamanda kanal i¢indeki baz1 mezenkimal kdk
hiicre belirteclerinin (CD105) salinim oraninin sistemik dolagima gdre 700 kat daha
fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu ¢alisma rejeneratif endodontik uygulamalarin

kok hiicre bazli tedaviler oldugunu gdsteren ilk klinik ¢alismadir.

Dental dokulardan izole edilen mezenkimal kdk hiicreler sdyle siralanabilir

(Egusa ve ark. 2012):

e Dental pulpa kok hiicreleri (dental pulp stem cells, DPSCs)

e Apikal papilla kok hiicreleri (stem cells of the apical papilla, SCAP)

e Periodontal ligament kok hiicreleri (periodontal ligament stem cells,
PDLSCs)

e Eksfoliye olmus insan siit disi kok hiicreleri (stem cells from human
exfoliated deciduous teeth, SHED)

e Dental folikiil kok hiicreleri (dental follicle stem cells, DFSCs)

e Dis germi progenitor hiicreleri (tooth germ progenitor cells, TGPCs)

1.3.1.2.1 Dental Pulpa Kok Hiicreleri

DPSCs, ilk olarak Gronthos ve ark. (2000) tarafindan insana ait gomiili
ticlincii biiyiik az1 dislerinden izole edilmistir. Bu hiicrelerin elde edilebilmesi i¢in
disin dikkatle kirilmasi veya kesilmesiyle mekanik olarak disar ¢ikarilan pulpa, ya
kisa siireli enzimatik sindirimden sonra tek hiicre slispansiyonu haline getirilir ya da
eksplant kiiltiir tekniginde oldugu gibi hiicrelerin kendiliginden filizlenerek tek tabaka
hiicre kiimeleri olusturabilmesi i¢in 2 mm?® hacminde doku parcalar1 elde edilerek
kiiltiire edilir (Nakashima ve ark. 2013). Her iki teknikte de DPSCs, yliksek
proliferasyon, kendini yenileme ve bir¢ok hiicre hattina farklilagsabilme 6zelliklerini

sergiler.

DPSCs’nin in vitro ortamda osteoblast, kondrosit, adiposit, miyoblast,

vaskiiler endotel hiicreleri, melanosit, ndronlar ve glia hiicreleri gibi ¢esitli hiicreleri
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olusturabildigi goriilmiistiir (Gronthos ve ark. 2002, Laino ve ark. 2005, Kerkis ve ark.
2006, Ballini ve ark. 2007, Yang ve ark. 2007, Arthur ve ark. 2008, Graziano ve ark.
2008b, Stevens ve ark. 2008, Zhang ve ark. 2008, Koyama ve ark. 2009).

In vivo olarak DPSCs, hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat (HA/TCP)
birlesiminden olusan bir iskeleyle immiin sistemi baskilanmis farelerin deri altina
transplante edildiginde, bu hiicrelerin odontoblastlara farklilagarak dentin/pulpa
benzeri bir yap1 olusturabildikleri gosterilmistir (Gronthos ve ark. 2000, Gronthos ve
ark. 2002, Batouli ve ark. 2003).

Huang ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada DPSCs’nin dentin
tizerinde buyiitiildiigiinde, dentin kanallarinin igine dogru uzanan sitoplazmik

uzantilartyla odontoblast benzeri hiicrelere doniistiigii ortaya konmustur.

1.3.1.2.2 Apikal Papilla Kok Hiicreleri

Insana ait gelisen daimi bir disin apeksinde konumlanan dental papilla
dokusunun fiziksel ve histolojik karakteri ilk olarak Sonoyoma ve ark. tarafindan 2008
yilinda tanimlanmis ve bu doku “apikal papilla” olarak isimlendirilmistir. Gelismekte
olan kokiin apeksine gevsek bir sekilde bagli olan bu doku kolaylikla kokten

ayrilabilir.

Apikal papillada bulunan kok hiicreler pulpadan daha farkli 6zelliklere
sahiptir (Sonoyama ve ark. 2006, Sonoyama ve ark. 2008). Daha apikalde
konumlandig1 i¢in apikal papillanin kollateral dolasimdan faydalandig1 ve boylelikle
pulpa nekrozu boyunca hayatta kalabildigi diistiniilmektedir.

Pulpitis ya da pulpa nekrozunun ileri agamalarinda pulpa kaynakli kok
hiicreler kaybedilir. Periapikal bolgedeki kok hiicrelerin bir araya gelmesi ya da kan
akimiyla kanal i¢ine gonderilmesi zor olsa da miimkiin olabilir (Galler ve ark. 2014).
Yapilan ¢aligmalarda giincel rejeneratif endodontik prosediirlerin bir basamagi olan
apikalden kanamanin uyarilmasi sirasinda apikal alanda bulunan kok hiicre ve biiylime

faktorlerinin  fibrin pitht1  icine yerlesmesiyle pulpa-dentin  kompleksinin
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rejenerasyonunun indiiklendigi gosterilmistir (Murray ve ark. 2007, Petrino ve ark.

2010, Ruparel ve ark. 2012).

Sonoyama ve ark. tarafindan 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada, SCAP’nin
DPSCs’nden farkli olup olmadigini incelemek amaciyla ayni disten izole edilen
DPSCs ve SCAP ayni kosullar altinda kiiltiire edilmistir. Sonug olarak SCAP’nin, daha
yiiksek hizda popiilasyonunu ikiye katladigi, doku rejenerasyon kapasitesinin daha
yiiksek oldugu, daha fazla kok hiicreye 6zgii pozitif yiizey antijeni (STRO-1) igerdigi
ve daha yliksek seviyede antiapoptotik protein (survivin) eksprese ettigi gosterilmistir.
Yine ayni ¢aligmada elde edilen SCAP, HA/TCP bilesiminden olusan bir iskeleyle
immiin sistemi baskilanmis farelere transplante edilmis ve HA/TCP yiizeyi lizerinde

bag dokusu ile birlikte tipik bir dentin tabakasinin olustugu tespit edilmistir.

SCAP’nin heniiz gelismekte olan bir disten elde ediliyor olmasi, bu hiicrelerin
DPSCs’ne kiyasla daha erken donem kok hiicre oldugu kanaatini uyandirmaktadir.
SCAP’nin kok dentininin olusumundan sorumlu olan primer odontoblastlarin,
DPSCs’nin ise reperatif dentin liretmekten sorumlu olan odontoblastlarin kdkeni
oldugu diistiniilmektedir. Bu da SCAP’nin doku onariminda DPSCs’ne kiyasla daha

tistiin oldugu anlamina gelebilir (Huang ve ark. 2009).

SCAP, rejeneratif endodontide biiyiik potansiyele sahip bir dental kok hiicre
grubudur (Huang ve ark. 2008). Bu hiicrelerin kok gelisim stirecinde farklilasmamis
hiicrelerin asil kaynagi olduguna inanilmaktadir (Sonoyama ve ark. 2008). SCAP’nin
odontoblast benzeri hiicrelere farklilastig1 in vivo bir ¢aligma, dentinin yeni bastan (de

novo) sentezi ile sonuclanmistir (Huang ve ark. 2010).

SCAP’nin bir¢ok dentinojenik belirtecin yani sira ndrojenik belirtecleri de
eksprese ettigi yapilan calismalarla ortaya konmustur (Sonoyama ve ark. 2008).
SCAP’nin bu norojenik potansiyelinin, tipki DPSCs gibi noral krista kokenli

olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Gronthos ve ark. 2002).

Yapilan caligmalarda SCAP’nin mezenkimal kok hiicre belirteglerinin
ekspresyonunu saglayarak ve osteoblast, kondrosit ve adiposit gibi mezenkimal hiicre

dizilerine farklilasarak mezenkimal kok hiicre 6zelligi gosterdigi tespit edilmistir
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(Sonoyama ve ark. 2006, Huang ve ark. 2008, Sonoyama ve ark. 2008, Bakopoulou
ve ark. 2011).

1.3.1.2.3 Periodontal Ligament Kok Hiicreleri

Periodontal ligament, sement ile alveol kemigin i¢ duvari arasinda yerlesmis,
disi c¢eneler i¢cinde destekleyen ve karmasik vaskiiler yapiya ve ¢ok sayida hiicre
igerigine sahip yumusak bag dokusudur (McCulloch ve ark. 2000, Seo ve ark. 2004,
Rimondini ve Mele 2009).

PDLSCs, farkli hiicre gruplarina farklilasma potansiyeli olan heterojen bir
hiicre toplulugundan olugmaktadir (Gould ve ark. 1980, Lekic ve ark. 2001, Murakami
ve ark. 2003). Hayvan modelleri lizerinde yapilan ¢alismalarda PDLSCs’nin sement,
periodontal ligament ve alveolar kemik gibi periodontal dokulari rejenere etme
yetenegi ortaya konmustur (Seo ve ark. 2004, Seo ve ark. 2005). Sonoyama ve ark.
(2006) ise PDLSCs’ni immiin sistemi baskilanmis farelere transplante etmis ve bu
hiicrelerle  fonksiyonel bir periodonsiyumun basariyla olusturulabilecegini

gostermistir.

PDLSCs mezenkimal kok hiicre yilizey belirteglerini gostermeleri ve
multipotansiyel farklilasma kapasiteleri sayesinde mezenkimal kok hiicre kaynagi

olarak kullanildig1 i¢in klinik agidan biiyiik 6neme sahiptir (Seo ve ark. 2005).

1.3.1.2.4 Eksfoliye Olmus Insan Siit Disi Kok Hiicreleri

SHED, fizyolojik diigme zamani gelmis siit dislerinin pulpasindan izole
edilmektedir. Odontoblast, adipositler ve noral hiicrelere farklilagsma yetenegine
sahiptir ve SHED’ nin in vivo kosullar altinda kemik olusumu ve dentin {liretimini
indiikledigi gosterilmistir (Miura ve ark. 2003). SHED nin 6zellikle lamelli yapida
kemik benzeri bir matriks olusumunu indiikleyebildigi gdsterilmistir (Miura ve ark.
2003, Seo ve ark. 2008). Sahip oldugu bu farkli 6zelligin siit diginin kendi dogasindan

kaynakli oldugu, yani kdk rezorbsiyonu ve kokii ¢evreleyen yeni kemik olusumunun
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es zamanl gergeklesiyor olmasiyla agiklanabilecegi one siirilmiistiir (Egusa ve ark.
2012).

Kemik iligi kok hiicreleri ve DPSCs ile karsilastirildiginda, SHED nin daha
yiiksek proliferasyon kapasitesine ve hiicre sayisini iki katina ¢ikarma hizina sahip

oldugu tespit edilmistir (Miura ve ark. 2003).

1.3.1.2.5 Dental Folikiil Kok Hiicreleri

Dental folikiil, gelismekte olan dis germini ¢evreleyen ektomezenkimal bir
dokudur. Sement, periodontal ligament ve alveol kemik formasyonunda rol oynayan

onci hiicreleri icermektedir (Felthaus ve ark. 2010).

GoOmiilii tigilincii biiyiik az1 dislerinin folikiillerinden izole edilen DFSCs’nde
farklilasmamis hiicrelere 6zgli yiizey antijenlerinden olan Nestin ve Notch-1
ekspresyonu goriilmiistiir (Morsczeck ve ark. 2005). Uygun ortamda DFSCs’nin
sement, kemik, sinir hiicreleri ve adipositlere farklilasabildigi gozlenmistir (Kemoun

ve ark. 2007, Felthaus ve ark. 2010).

1.3.1.2.6 Dis Germi Progenitor Hiicreleri

Dis germi (pulpa ve c¢evresindeki dokular), embriyonik gelisim boyunca
ektomezenkimal etkilesimler sonucu olusan bir yapidir (Graziano ve ark. 2008a).
Buradaki progenitdr hiicreler dental organ, dental papilla ve dental folikiile

farklilasirlar (Bosshardt 2005).

TGPCs ilk kez Tkeda ve ark. (2008) tarafindan ¢an evresinin ge¢ donemindeki
ticlincii molar dis germinden izole edilmis ve tanimlanmustir. Yiiksek proliferasyon
kapasitesine sahip bu hiicrelerin, in vitro kosullarda ii¢ germ yapragindan kdken alan
osteoblast, sinir hiicreleri ve hepatositlere doniisebilme kapasitesine sahip oldugu

gosterilmistir (Ikeda ve ark. 2008).
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Insanda 6 yas civari, iigiincii molardan elde edilen dis germi dokular1 heniiz
organogenezis asamasindadir. Ugiincii molarlarda organogenezisin dogumdan sonra
gerceklesmesi, yani buradaki embriyonik dokularin bu zamana kadar farklilagsmamis
olmasi bu dokuyu essiz kilmaktadir (Graziano ve ark. 2008a). Bu nedenle ii¢lincii
molarlarin  dis germinden elde edilen kok hiicrelerin, yetigkin hastalarda
gerceklestirilen kok hiicre bazli tedavilerdeki onemini goéz ardi etmemek gerekir

(Yalvac ve ark. 2010).

1.3.1.3 Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu

Diisiik diizeyde immiinojeniteleri nedeniyle hiicresel tedavilere en iyi aday
olan mezenkimal kok hiicreler, yaygin olarak kullanilan dort farkli yontemle
karakterize edilmekte ve izolasyonu yapilmaktadir (Murray ve ark. 2007). Bunlardan
ilki hiicrelerin spesifik antikorlarla boyandiktan sonra, akan hiicre olcer (flow
cytometer) kullanilarak kok hiicre karakterizasyonunun yapildig: floresan aktive hiicre
ayrim teknigidir (fluorescence-activated cell sorting, FACS). Digerleri ise
immiinomanyetik boncuklar kullanilarak, immiinohistokimyasal boyama yapilarak ve
son olarak da fenotip, kemotaksi, cogalma, farklilagma ve mineralizasyon gibi
fizyolojik ve histolojik kriterler kullanilarak kok hiicrelerin karakterize edilmesi ve

ayrilmasidir (Murray ve ark. 2007).

1.3.1.3.1  Akan Hiicre Olcer

Akan hiicre dlger tek hiicre siispansiyonu halindeki hiicrelerin bir akis kanali
boyunca tek hiicre seviyesinde lazer oniinden gecerken yansiyan foton enerjisinin
Ol¢iimiine bagli olarak; hiicrelerin biiyiiklik (0,2-150 pm), graniilarite ve floresans
ozelliklerine gore; hiicre popiilasyonlarini, organelleri veya benzer 6lgiide partikiilleri

kantitatif olarak arastirma imkan1 saglayan bir cihazdir.
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Akan hiicre 6lger sistemi 3 ana sistemden olusmaktadir (Shapiro 2003):

1. Hidrolik Sistem: Partikiillerin lazer 6niinden ge¢isi i¢in tasiyici sistem
olarak gorev alan akis sistemidir.

2. Optik Sistem: Lazer oniinden gecen hiicrelerden aciga ¢ikan sagilimin
capraz ve silindirik filtreler ile toplanarak diizgiin bir sekilde
fotodedektore aktarilmasinda gorev almaktadir.

3. Elektronik Sistem: Elde edilen optik sinyalin fotomultiper tiip (Photo
Multiplier Tubes, PMT) ile ¢cogaltilarak elektrik sinyaline ¢evriminden ve

analiz i¢in bilgisayara aktarimindan sorumludur.

Siispansiyon haline getirilmis hiicrelerin analizi i¢in hiicrelerin floresan
isaretli (FITC, PE, APC, PerCP vb.) monoklonal antikorlar ile direkt ya da indirekt
yoldan isaretlenmesi gerekmektedir. Sistem floresan yogunluk ol¢limii prensibine
dayali oldugundan, isaretli hiicrelerden bu floresan1 agiga ¢ikaracak giic kaynagi
olarak lazer kullanilmaktadir. Bu kaynak argon, kripton, helyum-kadmiyum, helyum-
neon veya daha yiiksek yogunluktaki 151k kaynaklar olabilir.

Stispansiyon halindeki hiicreler hava basinci ile sivi i¢inden gegirilir. Stvinin
cok hizli akis1 yiiksek bir hidrostatik basing olusturur ve bu basingla hiicreler cam ve
quartzdan yapilmis akis kabinine (flow cell) gelirler. Bu kabinin geometrik sekli ve
stvinin laminar akis1 hiicrelerin tek bir sira halinde lazer kaynagi dniinden gegisini

saglar.

Tek hiicre olarak lazer kaynaginin oniinden gegen floresan isaretli hiicrelerin
analizi i¢in sistemde; forward scatter (FS), side scatter (SS) ve floresan (FL-1, FL-2,
FL-3, FL-4 vs.) dedektorleri bulunmaktadir. FS hiicre yilizey alan1 veya biiytikliigii
hakkinda bilgi verirken, SS graniilarite veya hiicre i¢ yapis1 hakkinda bilgi verir.
Ornegin periferik kanda lenfositler, monositler ve graniilositler farkli biiyiikliik ve
graniilariteye sahiptirler. Bu 6zelliklerine gore hiicreler FS/SS histograminda farkli

bolgelerde dagilim gosterirler (Sekil 1.1).

Stispansiyon hiicre popiilasyonlar1 biiyiikliik ve graniilarite 6zelliklerine gore
ayrildiktan sonra bu farkli hiicre popiilasyonlar1 icinden bilgi edinilmek istenen

hiicre/hiicre gruplarinin grafik bir gerceve ile belirlenmesi islemine gating/kapilama
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islemi adi verilmektedir (Sekil 1.1). Bu islemden sonra, sistem verilen komutlara

uygun olarak sadece kapi i¢indeki hiicreler hakkinda bilgi vermektedir (Shapiro 2003).

800 1000

600

SSC-Height

Sekil 1.1 FS/SS histograminda periferik kan hiicrelerinin dagilimi ve kapilanmasi

Floresan dedektorler (FL-1, FL-2 vs.) ise kendi kanallarindan okunacak
antikorlarla boyanmis hiicreleri analiz eder ve bu hiicreler hakkinda yiizde bilgi verir

(Sekil 1.2) (Shapiro 2003).

FL-2 @

Sekil 1.2 FL-1/FL-2 histogrami ile hiicre siispansiyonu i¢indeki farkli hiicre
popiilasyonlarinin floresan yogunluklarina gére gosterimi
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Veri analizi, kapilanan hiicrelerin floresan yogunluklarinin 6nce optik sinyale
daha sonra PMTs ile amplifiye edilerek elektrik sinyaline c¢evrilip bilgisayara

kaydedilmesi ve bu kayitlh veriler iizerinde dl¢iimlerin yapilmasi iglemidir.

Akan hiicre Olcer, siispansiyon halindeki hiicrelerde yiizey antijenlerinin
belirlenmesi (immiinfenotipleme), B ve T hiicre alt gruplarinin tayini, 16semi ve
lenfoma tiplemesi, deoksiriboniikleik asit (DNA) analizi, nétrofil fonksiyonlari
(fagositoz, solunumsal patlama ve kemotaksi), hiicrelerin fonksiyonel 6zelliklerinin
belirlenmesi (hiicre proliferasyonu), hiicre i¢i sitokin tayini ve kromozom analizi gibi

cok genis bir alanda kullanilmaktadir.

Immiinfenotipleme hiicre yiizeyinde eksprese edilen antijenlerin antikor
kullanilarak tanimlanmasidir. Bu antijenik yapilar adezyon, metabolizma ve hiicre
etkilesiminde rol oynayan fonksiyonel membran proteinleridir. Antikorlar bu

antijenlerin ylizeylerindeki epitoplara baglanmaktadirlar (Kishimoto 1998).

Hiicre ylizeyindeki antijenik yapilar giiniimiizde CD (Cluster of
Differentiation) molekiilleri olarak adlandirilmakta ve farkli immiinolojik
fonksiyonlara sahip hiicrelerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Abbas ve ark.

2000). Giiniimiizde CD molekiillerinin sayis1 CD363’e ulagmistir (www.hcdm.org).

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (International Society for Cellular
Therapy, ISCT) mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu icin gerekli minimal
kriterleri tanimlayan bir bildiri yayinlamigtir (Dominici ve ark. 2006). Bu kriterler

asagidaki gibidir:

1. Mezenkimal kok hiicre standart kiiltiir ortaminda plastik ylizeylere
yapismalidir.

2. CD73, CD90 ve CDI105 yiizey molekiillerini eksprese ederken,
CD45, CD34, CD14 ya da CD11b ve CD79a ya da CD19 ve HLA-
DR eksprese etmemelidir.

3. In vitro ortamda osteoblast, adiposit ve kondroblastlara

farklilagsmalidir.
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1.3.2 Sinyal Molekiilleri/Biiyiime Faktorleri

Biiytime faktorleri hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanarak hiicresel
cogalma ve/veya farklilasmayi indiikleyen proteinlerdir. Bir¢ok biiyiime faktorii ¢ok
yonliidiir ve bu sayede cesitli hiicre tiplerinde hiicresel boliinmeyi tesvik eder (Bazley

ve Gullick 2005).

Biiytime faktorleri c¢ogunlukla hiicre proliferasyon hizinin artirilmasi,
hiicrelerin herhangi bir doku tiirtine farklilagmasinin indiiklenmesi, mineral matriks
sentezi ya da sekrete edilmesi i¢in hiicrelerin uyarilmasi gibi kok hiicre aktivitelerini
kontrol etmek amaciyla kullanilir (Martin ve ark. 1998a, Murphy ve ark. 2004, Stevens
ve ark. 2005).

Rejeneratif endodontinin klinik pratiginde 6nemli bir etki olusturulmak
isteniyorsa, oncelikle fonksiyonel bir pulpa rejenerasyonu saglayan ve kayip dentin
yapisini ideal olarak restore edebilen etkin tedavilere odaklanilmasi gerekmektedir. Bu
amac¢ dogrultusunda, doku onarimina aracilik eden biyolojik siireclerin daha iyi

anlagilmasi disin onarim mekanizmasini taklit edebilmesini saglayacaktir.

Dentin, doku cevabi olusturabilen bir¢ok protein igermektedir. Ciiriik,
restoratif materyaller ve asit uygulanmasi gibi bazi prosediirleri takiben dental
dokularin demineralizasyonu biiyiime faktorlerinin salinimina yol agabilmektedir
(Murray ve Smith 2002). Bu biiyiime faktorlerinin tersiyer dentinogeneziste
gerceklesen bircok olaymm sinyal iletiminde anahtar rol oynayabilecegi
disiiniilmektedir (Tziafas 1995, Tziafas ve ark. 1995). Bir¢ok arastirma dentin
kaynakli proteinlerin odontoblasik farklilagsma i¢in yeterli oldugunu gostermistir

(Begue-Kirn ve ark. 1992, Tziafas ve ark. 1995, Casagrande ve ark. 2010).

Dentin matriksinde bulunan, rejenerasyon ve tamirde Onemli role sahip
oldugu diisiiniilen biiylime faktorleri Cizelge 1.1°de gosterilmektedir (Smith ve ark.

2016).
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Cizelge 1.1 Rejenerasyon ve tamirde dnemli role sahip oldugu bilinen biiyiime faktorleri

Dentin matriksinde bulunan anahtar biiyiime

faktorleri
Transforme edici biiyiime faktorii-beta 1

(TGF-B1)

Transforme edici biiyiime faktorii-beta 2
(TGF-B2)

Transforme edici biiyiime faktorii-beta 3
(TGF-g3)

Kemik morfojenik proteini-2
(BMP-2)

Kemik morfojenik proteini-4
(BMP-4)

Kemik morfojenik proteini-7
(BMP-7)

Insiilin biiyiime faktorii-1
(IGF-1)

Hepatosit biiyiime faktorii

Rejeneratif Fonksiyonu

Primer odontoblastik farklilasmada rol oynar.
Tersiyer dentinogenezisi tesvik eder.

DPSCs’nin mineralize fenotipe farklilagmasini upregiile eder.

Odontoblastik farklilasmayi tesvik eder.

In vivo ve in vitro modellerde odontoblastik farklilagsmay1 tesvik eder.
DSPP (dentin sialofosfoprotein)’i indiikler ve alkalen fosfataz aktivitesini artirir.

Odontoblastik farklilagsmay1 artirir.

DPSCs’nin mineralizasyonunu tesvik eder.

DPSCs ve SCAP’nin ¢ogalmasini ve farklilasmasini tesvik eder.

Mezenkimal kok hiicrelerin canliligini, ¢ogalmasini ve migrasyonunu tesvik eder.



8¢

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF)

Adrenomedullin

Fibroblast biiyiime faktorii-2
(FGF-2)

Platelet kaynakl biiyiime faktorii
(PDGF)

Epidermal biiyiime faktorii
(EGF)

Plasenta biiyiime faktorii

Beyin kaynakh nérotrofik faktor

Glial hiicre kaynakh nérotrofik faktor

Bilyiime/Farkhlasma Faktor 15

Siddetli kombine immiin yetmezligi (SCID) olan farelerin deri altina implante edilen dis

segmentlerinde kan damar1 olusumunu tesvik ettigi gdsterilen giiclii anjiojenik faktordiir.

P38 sinyalini tesvik ederek odontoblastik farklilasmay1 tesvik eder.

Kok hiicre kemotaksisi, kokliiliigii ve anjiogenezisi tesvik eder.

Anjiogenezisi ve mezenkimal kok hiicrelerin kemotaksisini tesvik eder.
Odontoblastik farklilagsma siirecini diizenler.

Diger biiylime faktorlerine sinerjik olarak etki eder.

DPSCs ve SCAP’nin nérolojik farklilagmasini artirir.

Anjiogenezisi ve mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmasini tesvik eder.

Noral biiylime ve aksonal odaklanmay1 tesvik eder.

In vivo sinir rejenerasyonunu ve pulpa hiicrelerinin canlilik/proliferasyonunu tesvik eder.
Odontojenik farklilagma boyunca ekspresyonu artar.

Aksonal rejenerasyonu ve hasar sonrasi fonksiyonu tesvik eder.
Noronal onarimda 6nemli rol oynar.



Cizelge 1.1'de (Smith ve ark. 2016) yer alan biiylime faktorleri arasinda
ozellikle TGF- ailesi, odontoblastlarin farklilasmasi ve dentin matriks saliniminin
uyarilmasinda hiicresel sinyal iletimi agisindan énemli bir yere sahiptir. Bu biiyiime
faktorleri odontoblastlar tarafindan salinir ve dentin matriksine ¢okelir (Roberts-Clark
ve Smith 2000). Burada dentin matriksinin diger bilesenleriyle etkileserek aktif bir
formda korunmus olurlar (Smith ve ark. 1998). Saf halde dentin protein pargalarinin
eklenmesi, tersiyer dentin matriksinin salgilanmasindaki artis1 stimiile eder (Smith ve

ark. 2001).

Dis gelisimi ve rejenerasyonda gorev alan bir diger dnemli biiytime faktorii
ailesi BMPs’dir (Aberg ve ark. 1997, Nakashima ve Reddi 2003). insana ait BMP-2
kiiltiir ortaminda yetiskin pulpa kok hiicrelerinin odontoblastik morfolojiye
farklilasmasini tesvik etmektedir (Nakashima ve ark. 1994, Iohara ve ark. 2004, Saito
ve ark. 2004). Ayn1 zamanda BMP-2, BMP-4 ve BMP-7 in vivo kosullarda reperatif
dentin olusumunu indiiklemektedir (Nakashima 1994b, Nakashima 1994a, Six ve ark.
2002).

Yapilan bir ¢calismada insana ait IGF-1, kollajen ile birlikte uygulandiginda
dentin kopriisii ve tiibiiler dentin formasyonunu indiikledigi bulunmustur (Lovschall

ve ark. 2001).

FGF-2 ya da temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF) ise dental pulpada sahip
oldugu anjiojenik potansiyel sebebiyle pulpa rejenerasyonunda énemli bir yere sahiptir
(Ishimatsu ve ark. 2009, Kitamura ve ark. 2012).

Tiim bu sonuglar, biiylime faktorlerinin endodontik ve restoratif materyallere
eklenmesiyle dentin ve pulpa rejenerasyonunun stimiile olma potansiyelini
gostermektedir. Uzun vadede biiylime faktorleri biiyiik olasilikla yetiskin kok hiicreler
ile birlikte doku miihendisligi uygulamalarinda hastalikli dis pulpasinin yerine

konulmasinda kullanilacaktir (Murray ve ark. 2007).

1.3.3 iskeleler

Doku miihendisliginde kok hiicreler ve biiylime faktorlerinden sonra diger

onemli unsur doku iskeleleridir (Nakashima ve Reddi 2003, Sharma ve Elisseeff
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2004). iskele rejenerasyon sirasinda hiicrelerin dogru pozisyonda lokalize olabilmesi;
farklilasma, ¢ogalma ve metabolizmalarinin diizenlenebilmesi; yani rejenere dokunun

formunun belirlenmesi i¢in gereklidir (Salgado ve ark. 2004).

Ekstraselliiler matriksi taklit eden bu yapi, kok hiicrelerin farklilasmasini
kontrol ederek (Yamamura 1985, Bi ve ark. 2007) onlar igin fiziksel destek olusturur.
Yiiksek porozite ve yeterli biiyiikliikteki porlara sahip olmasi, hiicre beslenmesi ve
besinlerin difiizyonu i¢in ¢ok Onemlidir (Sachlos ve Czernuszka 2003). Yeni bir
cerrahi operasyona gerek kalmadan c¢evre dokular tarafindan absorbe edilebilmeli ve

zaman igerisinde biyolojik bozunmaya ugramalidir (Schopper ve ark. 2005).

Iskeleler dogal ve sentetik olmak iizere iki gruba ayrilir. Dogal iskelelere
ornek olarak kollajen, glikozaminoglikanlar, demineralize ya da dogal dentin matriksi,
fibrin pihti, trombositten zengin plazma (Platelet Rich Plasma, PRP), aljinat gibi
hidrojeller (Dobie ve ark. 2002, Fujiwara ve ark. 2006) ve kitosan gibi dogal
polisakkaritler verilebilir (Murray ve ark. 2007, Hargreaves ve ark. 2011).

Polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA), polilaktik-koglikolik asit
(PLGA), poliepsilon kaprolakton (Yang ve ark. 2010), polietilen glikol (PEG) gibi
polimerler ve HA/TCP (Ando ve ark. 2009) gibi biyoseramikler (Yang ve ark. 2009)
ve silika ise sentetik iskeleler grubunda sayilabilir. Bu iskeleler ¢oziinebilir fibroz
yapiya sahip olduklari i¢in doku miihendisliginde basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
Tek sorun yiiksek porozite ve diizenli gézenek boyutunu elde etmede olusan zorluktur

(Murray ve ark. 2007).

Dogal materyallerin en 6nemli avantajlar1 doku uyumlarinin iyi olmasi
nedeniyle herhangi bir toksik reaksiyona veya kronik inflamasyona neden
olmamalaridir. Kdpekler iizerinde yapilan bir ¢alismada (Thibodeau ve ark. 2007),
kopeklere ait 60 immatiir dis enfekte edilip apikal periodontitis varligi dogrulanmis ve
ardindan Tglii antibiyotik pat1 (siprofloksasin, minosiklin, metranidazol) ile kok
kanallariin dezenfeksiyonu saglanmistir. Daha sonra digler 5 gruba ayrilarak; 2 grup
pozitif ve negatif kontrol gruplari olarak diisliniilmiis, bir grupta kanal i¢ine kanama
uyarilmis, diger grupta kanal igine kollajen soliisyon yerlestirilmis, son grupta ise her

ikisi birden uygulanmistir. Kanalda kan pihtisinin olusturuldugu disler radyolojik
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olarak incelendiginde; apikal lezyonda iyilesme, kok boyutu ve duvar kalinliginda artis
gozlenmistir. Bu dislere histolojik olarak bakildiginda; apikal alanda iyilesme, kok
kanal1 i¢cine dogru biiyliyen bir doku ve duvar kalinliginda artis fark edilmistir. Elde
edilen bulgulara gore, iiclii antibiyotik patiyla dezenfekte edildikten sonra kanamanin
olusturuldugu kanallarda daha fazla vital doku olusumu tespit edilmistir. Ayrica
sonuglara gore, kan pihtist varhigimin revaskiilarizasyon i¢in ©6nemli oldugu
vurgulanmustir. Kan pihtis1 i¢indeki fibrin polimer kok hiicrelerinin biiylimesi i¢in bir
matriks ya da iskele gibi islev gormekte, boylece dokunun rejenerasyon olasiligi da
artmaktadir. Sonug¢ olarak dokunun biiylimesinin tesviki i¢in iskele 6nemli bir yere

sahiptir.

Rejeneratif endodontik prosediirlerin uygulandigi vaka raporlarinda ve
yapilan ¢aligmalarda genellikle kullanilan iskeleler apikalden kanamanin

uyarilmastyla olusan dogal fibrin pihti, PRP, kitosan ve hidrojellerdir.

1.3.3.1 Trombositten Zengin Plazma

PRP, vendz kanin hiicresel elemanlarina ayrilmasi ile elde edilen otojen
trombosit konsantrasyonudur (Marx 2004). Bu uygulamalar dogal pihtidaki
eritrosit/trombosit oranini tersine ¢evirerek, trombositlerin konsantre halde ilgili alana

uygulanmasini saglamaktadir.

Trombositler, olusturduklart piht1 formasyonu ve alfa graniilleri igerisindeki
biiylime faktorleri ile yara iyilesmesi ve rejenerasyonda etkin rolleri olan hiicrelerdir
(Carlson ve Roach 2002). Agregasyon sirasinda aktive olarak alfa graniiller
icerisindeki biiylime faktorlerini ortama salarlar. En 6nemli ve anahtar igerikler a

granullerinde bulunur.

Trombositlerin yara bolgesine uygulanmasiyla; icerdikleri PDGF, TGF-p,
VEGF, EGF ve IGF gibi biiyiime faktorleri de konsantre bir sekilde bu bolgeye
uygulanmis olur (Eppley ve ark. 2004, Foster ve ark. 2009). Boylelikle yara
bolgesindeki kok hiicrelerin ¢gogalmasi saglanarak daha ideal bir iyilesme siireci elde

edilmis olur (Nikolidakis ve Jansen 2008, Alsousou ve ark. 2013).
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PRP yiiksek miktarda biliylime faktorii igermesinin yaninda, sahip oldugu
yogun fibrinojen igerigiyle fibrin piht1 olusturmaktadir. Olusan bu ii¢ boyutlu fibrin
piht1 bolgedeki hiicrelerin tutunmasi igin iskele gorevi gormektedir (Sonnleitner ve

ark. 2000).

Rejeneratif endodontik prosediirlerde immatiir daimi dislerin apikal
bolgesinden kanamanin uyarilmasiyla kanal i¢inde pihtt formasyonu olugmakta ve
olusan pihtinin kanaldaki kok hiicrelerin migrasyonunda matriks olarak gorev aldigi
one siirilmektedir (Banchs ve Trope 2004). Kanama ve pihti olusumu yara
iyilesmesinin ilk basamagi ve Onemli bir bilesenidir. Rejeneratif endodontik
prosediirlerde de kanal i¢ine kanamanin uyarilmasinin amaci doku iyilesmesi

olaylarini canlandirmaktir.

Son zamanlarda PRP rejeneratif endodontik uygulamalarda kan pihtisinin
yerine matriks olarak kullanilmaya baslanmis ve bu vakalarda basarili bir iskele
olusumu gozlenmistir (Torabinejad ve Turman 2011, Bezgin ve ark. 2014).
Torabinejad ve Faras (2012) nekrotik pulpaya sahip immatiir bir insan disinin
rejeneratif endodontik tedavisinde PRP kullanarak kanal i¢inde pulpa benzeri bir
dokunun varligini tespit etmistir. Olusan doku uygulamadan 14 ay sonra kanaldan
uzaklagtirilarak histolojik olarak incelendiginde odontoblast ve tipik bir pulpa dokusu

goriilmemesine ragmen, vital pulpa benzeri bag doku varlig1 agikca gosterilmistir.

Bezgin ve ark. (2015) PRP’nin rejeneratif endodontik tedavilerde iskele
olarak kullanimin1 degerlendirdikleri bir klinik ¢aligmada, 18 ay sonunda yaptiklar
klinik ve radyografik incelemelerde PRP’nin kanal i¢inde uygun bir iskele olusturdugu

sonucuna varmislardir.

1.3.3.2 Kitosan

Kitosan, kitinin yiiksek alkali ortamda kismi deasetilasyonu ile elde edilen

dogal bir polimerdir (Kurita 1998). Dogada seliilozdan sonra en ¢ok bulunan protein
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olan kitin, deniz kabuklularinin ve mantarlarin hiicre duvarinda yer alir (Vincent ve

Wegst 2004).

Kitine gore birgok avantaja sahip olan kitosan bagta gida, kozmetik, ziraat,
tip, kagit ve tekstil olmak {izere bir¢ok endiistri dalinda kullanim alan1 bulmustur.
Kitosan hiicre proliferasyonunu ve yapisal doku organizasyonunu uyarici 6zellige
sahip bir materyaldir. Bunun yaninda antibakteriyel ve antifungal 6zelikleri de yara
iyilesmesine olumlu katkida bulunmaktadir. Ayrica yara iyilesmesinde etkin olan
diger biyolojik faktorleri ve makrofaj aktivitesini de etkileyerek hizli yara

iyilesmesinde rol oynar (Hirano 1999, Yi ve ark. 2005, Kurita 2006).

Asetik asitte ¢Oziinmiis kitosan soliisyonlarinin gram (+) ve gram (-)
bakterilerin iiremesini inhibe ettikleri bilinmektedir. Kitosanin bakteri liremesini
baskilayici etkisinin, sahip oldugu amino grubu ile bakteri lizerinde bulunan anyonik
gruplar arasindaki reaksiyona bagli oldugu diisiiniilmektedir (Shgemasa ve Minami

1995).

Kitosan iskeleler biyolojik olarak kendini yenileyebilen ve c¢oziinebilen,
biyouyumlu, antijenik ve toksik olmayan yapilardir (Shigemasa ve ark. 1994).
Ektraselliiler matriks bileseni olan hyaliironik aside benzer yapisal 6zelliklere sahip
olan kitosan, gozenekli yapidadir ve hiicrelerin biiylimesi ve osteokondiiksiyon igin
uygun bir forma sahiptir (Peniche ve ark. 2007, Venkatesan ve Kim 2010). Kitosanin
bu fiziksel, biyolojik ve mekanik o&zellikleri incelenmis ve doku miihendisligi
uygulamalari i¢in olumlu sonuglar olusturdugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir

(Lim ve ark. 2010, Ujang ve ark. 2014).

1.3.3.3 Hidrojeller

Hidrojeller suda kendi agirliklarinin binlerce kat fazlasini absorbe edebilen
hidrofilik polimer baglaridir. Olusturulduklari materyale gore kimyasal olarak kararl

ya da ¢ok kararsiz olabilirler.

Pulpa dokusu, sert dokular gibi fiziksel bir dayanaga ihtiya¢c duymadig1 i¢in

rijit iskeleler yerine rejeneratif pulpa tedavilerinde polimer hidrojel gibi ii¢ boyutlu
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yumusak bir iskele kullanim1 giindeme gelmistir (Dhariwala ve ark. 2004, Trojani ve
ark. 2005). Ayrica kok kanalinin dar bir bosluk olmas1 ve 6zelikle apikal bolgedeki
kompleks anatomi, doku miihendisliginde enjekte edilebilir iskelelerin daha ideal bir

yap1 olusturabilecegini diistindiirmektedir (Piva ve ark. 2014).

Hidrojeller, non-invaziv ozelliktedir ve siringa yardimiyla kok kanalina
kolaylikla yerlestirilebilir (Alhadlaq ve Mao 2005). Dokuya implante edildikten sonra
1s1kla polimerize olabilen rijit bir yapi elde edilmesi iizerine odaklanilarak hidrojellerin

daha kullanisli hale getirilmesi diisliniilmektedir (Luo ve Shoichet 2004).

1.4 Rejeneratif Endodontide Klinik Uygulamalar

Rejeneratif endodontik prosediirler, nekrotik pulpaya sahip immatiir daimi
dislerin tedavisinde c¢esitli apeksifikasyon prosediirlerine alternatif olarak ortaya
cikmigtir. Apikal periodontitisin iyilesmesine ek olarak; yayimlanmis vaka
raporlarinda da goriildiigii iizere kok gelisiminin devam etmesi, pulpada immiin
defansin ve agri iletiminin yeniden olugmasi gibi pulpanin normal fizyolojik
fonksiyonlarinin geri kazandirilmasin1i amaglar (Diogenes ve ark. 2013). Yani
rejeneratif endodontik prosediirlerin esas hedefi, pulpa-dentin kompleksinin

bilesenlerini rejenere etmektir.

2001 yilindan bu yana 6nemli sayida vaka raporu ve vaka serisi yaymlanmig

olup, bunlara bakildiginda (Diogenes ve ark. 2013);

e Kok gelisiminin devam etmesi gibi genel olarak goriilen klinik sonuglar ve
bazen vitalite testlerine normal nosiseptif cevap
¢ Genel olarak karsilasilan teknik zorluklar ve istenmeyen yan etkiler

e Tedavi protokollerinin biiyiik degiskenlik gostermesi
gibi durumlar gozlenmistir.

Tedavi yaklasimlar1 degisiklik gostermesine ragmen gerceklestirilen
vakalarin neredeyse tiimiinde apikal patolojinin geriledigi, kdk uzunlugu ve

kalinliginin arttig1 goriilmiistiir (Law 2013).
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Gilinlimiize kadar yapilan ¢alismalar ve vaka raporlar1 géz ontine alindiginda,
rejeneratif endodontik prosediirlerin 3 6nemli prensibi soyle siralanabilir (Iwaya ve

ark. 2001, Banchs ve Trope 2004):

1. Kok kanal sistemindeki bakterileri elimine etmek
2. Biiyiiyen yeni doku i¢in bir iskele olusturmak
3. Bakteri gecirmeyen bir kapatma olusturarak yeni bir enfeksiyon

olusumunu engellemek

1.4.1 Kanal Debridman ve Dezenfeksiyonu

Enfekte nekrotik pulpaya sahip immatiir dislerin tedavisinde rejenerasyon
Oncesi tam bir dezenfeksiyon saglanmasi 6nemlidir. Bir¢ok rejeneratif endodontik
prosediir minimal enstriimentasyonla ya da hi¢ enstriimentasyon yapilmaksizin
gergeklestirilir. Mekanik enstriimentasyon ince kok duvarlarini daha da zayif hale
getirecegi i¢in (Cvek 1992) ve kok kanalinin apikalinde bulunan vital doku artiklarini
uzaklastirabilecegi i¢in (Iwaya ve ark. 2001) kontrendikedir. Bu nedenle kok kanal
sisteminde enfeksiyonun giderilmesi ve tam bir dezenfeksiyon saglanmasi, ciddi bir
kimyasal debridman ve kanal i¢ci medikamentlerin kullanimina baghdir. Fakat
rejeneratif uygulamalarda, klasik endodontik tedavilerden farkli olarak, kullanilan
kimyasal ajanlarin sadece bakteriyostatik/bakterisidal 6zellikte olmasi yeterli degildir;
ayn1 zamanda hastaya ait kok hiicrelerin hayatta kalma, ¢ogalma ve farklilagsma

kapasitesini de artirabilmelidir (Diogenes ve ark. 2013).

14.1.1 Kanal Debridman ve Dezenfeksiyonunda Kullanilan

Irrigasyon Ajanlar

Giliniimiize kadar yayinlanan rejeneratif endodontik prosediirlerin
uygulandigr vaka raporlarinda genellikle kullanilan irrigasyon ajanlart NaOCl,

etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve klorheksidindir (CHX).
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14.1.1.1 Sodyum Hipoklorit

Kok kanal debridmanimin ilk basamagi, bol miktarda irrigasyon ile kok
kanalindaki enfekte nekrotik organik dokuyu elimine etmektir. Bu amagla bugiine
kadar gerceklestirilen tiim rejeneratif endodontik uygulamalarda NaOCI
kullanilmigtir. Bu vakalarin yaklasik %63’tinde %3’liilk NaOCl kullanilirken,
%36’sinda %5-6’lik NaOCl ve sadece %]1’inde yaklasik %1’lik NaOCl tercih
edilmistir (Diogenes ve ark. 2013).

NaOCl, miikemmel bakterisidal etkinlik (Harrison ve ark. 1990, Vianna ve
ark. 20006) ve yiiksek doku ¢6zme kapasitesine sahip (Hand ve ark. 1978, Harrison ve
Hand 1981), endodontik aletler i¢in etkin lubrikasyon saglayan giiclii bir antibakteriyel
ajandir. NaOCl’in doku ¢6zme potansiyeli, bulundugu konsantrasyona ve sivinin
kanaldaki degisim frekansina baglidir (Hasselgren ve ark. 1988, Parirokh ve ark.
2012).

NaOCl’in yiiksek konsantrasyonlar1 periapikal dokular iizerinde toksik etki
olusturmaktadir (Stojicic ve ark. 2010). NaOCI ile kanal irrige edilirken soliisyonun
periapikal bolgeye tasmasin1 6nlemek icin, enjektor ignesi apikal foramenden 2 mm
kisa olacak sekilde ayarlanmali (Neha ve ark. 2011) ve soliisyon kanal i¢ine yavas bir

sekilde gonderilmelidir (Hulsmann ve Hahn 2000).

Kok kanallarinda bakteri irritasyonunu engellemek i¢in maksimum
antimikrobiyal etkinlige ihtiya¢ duyulsa da, bu antimikrobiyallerin yeni olusacak
dokuyu ¢evreleyen yumusak ve sert dokularin iizerinde minimal toksisite géstermesi
onemli bir konudur. NaOCl’in yiiksek konsantrasyonlarinin SCAP {izerinde toksik etki
olusturabilecegi, kok hiicrelerin dentine baglanmasini Onleyebilecegi ve dentin
kaynakli biliylime faktorlerini denatiire edebilecegi in vitro ve hayvan ¢alismalariyla
gosterilmistir (Zhao ve ark. 2000, Ring ve ark. 2008, Casagrande ve ark. 2010, Trevino
ve ark. 2011).
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14.1.1.2 Etilendiamintetraasetik Asit

EDTA, endodontide ilk olarak Nygaard-Qstby tarafindan 1957 yilinda
kullanilmaya baglanmistir. Bir selasyon ajani olarak EDTA, dentindeki Ca++ iyonlari
ile birleserek selat tuzlari olusturur (Hulsmann ve ark. 2003). Bdylelikle smear
tabakanin inorganik kismi uzaklastirilarak kok kanalinda kullanilan dezenfektanlarin

etkinligi artirilabilir (Niu ve ark. 2002).

EDTA’in dentinin kristal yapisindan Ca++ iyonlarmi uzaklastirmasiyla,
yiizeyel dentin tabakasi demineralize olur. Bu durum TGF-B (Zhao ve ark. 2000),
BMP-2 (Begue-Kirn ve ark. 1992), PDGF, VEGF ve FGF-2 (Roberts-Clark ve Smith
2000) gibi dentine gomiilii biiylime faktorlerinin saliniminmi saglar ve bu biiyiime
faktorleri kok hiicrelerin odontoblastlara farklilagsmasi ve tersiyer dentin olusumunu

stimiile eder (Smith ve ark. 2001).

Yapilan bir calismada insana ait dentin segmentleri %10’luk EDTA ile 10
dakika muamele edildikten sonra dentindeki TGF-B1 varligi taramali elektron
mikroskobuyla (SEM) gosterilmistir. Devaminda EDTA’in dentin yiizeyine 5, 10 ve
20 dakikalik uygulamalar1 sonrasi TGF-B1 miktar1 ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) ile dl¢iilmiis ve zamanla TGF-f1 miktarinda artma oldugu
acikca ortaya konmustur (Galler ve ark. 2015). Bu bulgular rejeneratif prosediirler
sirasinda dentin ylizeyine uygulanan EDTAin, hiicresel davranisi etkilemede dnemli

Olcilide katki saglayabilecegini vurgulamaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda EDTA’in hiicre baglanmasini (Ring ve ark. 2008) ve
kok hiicre farklilasmasini tesvik ettigi tespit edilmistir (Casagrande ve ark. 2010,
Galler ve ark. 2011). EDTA’in kok hiicre iizerindeki etkisini inceleyen bir in vitro
calismada, EDTA uygulanmis dentin yiizeyinin, kok hiicrelerin baglanmasini artirdigi
ve baglanan hiicrelerin odontoblastik/osteoblastik farklilagmasini tesvik ettigi

gosterilmistir (Pang ve ark. 2014).

Hiicre adezyonunun, yiizeyin kimyasal ve topografik ozelliklerinden
etkilendigi bilinmektedir (Roach ve ark. 2005). Yiizey islanabilirligi de bu

Ozelliklerden biridir. Yakin zamanda yiizey islanabilirliginin artmasiyla hiicre
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baglanmasinin tegvik edildigi gosterilmistir (Wei ve ark. 2009, Huang ve ark. 2012).
Bu baglamda EDTA uygulanmis dentin ylizeyinde biiyiilk yogunlukta hiicre
bulunmasi, EDTA’in yiizey 1slanabilirligini artirmasiyla aciklanabilir (Huang ve ark.
2012). Ya da hiicre baglanmasimin artmasi, hidrofilik ylizeye baglanmay1 seven
anahtar adezyon proteini olan fibronektinin, EDTA uygulanmis hidrofilik yiizeye

baglanma miktarindaki artisla iliskili olabilir (Wei ve ark. 2009).

EDTA uygulanmig dentin yiizeyinde olusan dentin dekalsifikasyonuyla
organik matriks igerisindeki kollajen fibriller agiga c¢ikar ve bu durum integrin
reseptorleri iizerinden hiicre baglanmasina olanak taniyan bagka bir model olusturur

(Verdelis ve ark. 1999, Heino ve Kapyla 2009).

Yapilan tim bu calismalar, daha fazla translasyonel arastirmayla bir
yaklagimin klinik olarak nasil uygulanabilir hale geldiginin agik bir 6rnegidir. Biitlin
bu caligmalar sonucunda, EDTA rejeneratif endodontik prosediirlerde sik¢a kullanilan
ve kullanilmast Amerikan Endodontistler Birligi (American Association of
Endodontists, AAE) tarafindan tavsiye edilen bir irrigasyon ajani1 olmustur (AAE
2016).

14.1.1.3 Klorheksidin

CHX; gram-pozitif bakteriler, gram-negatif bakteriler ve mayalar lizerinde
etkili, genis spektrumlu antimikrobiyal bir ajandir. Katyonik yapisindan dolay1 negatif
yiiklii bakteri yiizeyine elektrostatik olarak baglanir ve bakteri hiicre duvarmin dis
tabakasina zarar vererek gecirgen hale getirir. Konsantrasyonuna bagli olarak

bakteriyostatik ya da bakterisidal etki gosterebilir.

CHXin likit ve jel formu endodontide irrigasyon ajani olarak 6nerilmektedir.
Bir¢ok arastirma CHX’in farkli konsantrasyonlardaki antibakteriyel etkinligi tizerine
yogunlagmistir (Gomes ve ark. 2001, Basrani ve ark. 2002). %2’lik CHX’in %0,12’lik
konsantrasyona gore daha yiiksek antibakteriyel etkinlige sahip oldugu yapilan in vitro
calismalarla gosterilmis ve antibakteriyel etkinligin konsantrasyona bagli oldugu

acikca ortaya konmustur (Basrani ve ark. 2003).
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CHX, yiiksek antimikrobiyal etkinlige ve dentin ile etkileserek bu etkiyi
uzatma yetenegine sahip olmasi nedeniyle endodontide kullanimi 6nerilen bir ajandir.
Fakat doku ¢6zme yetenegine sahip degildir. Bu nedenle irrigasyon ajani olarak tek

basina kullanimi 6nerilmemektedir (Okino ve ark. 2004, Haapasalo ve ark. 2010).

%0,12 ile %2 arasindaki konsantrasyonlarda CHX’in lokal ya da sistemik
olarak diistik toksisiteye sahip oldugu gosterilmistir (Loe 1973). Yine %2’lik CHX ile
subgingival irrigasyon yapildiginda gingival dokularda herhangi bir toksisite belirtisi
gozlenmemis (Southard ve ark. 1989), hatta CHX ile yapilan gargaranin periodontal
hastaliklarin iyilesmesini tesvik ettigi goriilmiistiir (Asboe-Jorgensen ve ark. 1974).
Fakat yapilan bir ¢alismada, CHX’in insan derisinden izole edilen fibroblastlar
tizerinde sitotoksik etkisi oldugu tespit edilmistir (Hidalgo ve Dominguez 2001).
Ayrica Faria ve ark. (2007) farenin arka pengesine CHX enjekte ettiklerinde ciddi

toksik reaksiyon olustugunu gézlemlemislerdir.

%0,12’lik ve %2’lik CHX in rejeneratif endodontik uygulamalarda kok kanal
dezenfeksiyonu amaciyla kullanimi ile basarili sonuglar elde edildiginden
bahsedilmektedir (Banchs ve Trope 2004, Shin ve ark. 2009). Fakat farkl irrigasyon
protokollerinin SCAP canlilig1 iizerine etkisinin incelendigi in vitro bir calismada, kok
kanal1 %17’lik EDTA’ten sonra %2’lik CHX ile irrige edilmis ve bunun sonucunda
higbir canli hiicreye rastlanmamustir (Trevino ve ark. 2011). Yapilan bagka bir in vitro
calismada ise farkli irrigasyon soliisyonlarinin DPSCs’nin dentine baglanmasi
tizerindeki etkisi incelenmis, CHX’in kok hiicrelerin dentine baglanmasini 6nledigi ve
kok hiicreler iizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir (Ring ve

ark. 2008).

1.4.1.2 Kanal Debridman ve Dezenfeksiyonunda Kullanilan
Irrigasyon Ajanlariyla flgili Yapilan Calismalar

Herhangi bir rejeneratif tedavinin basarisi i¢in en 6nemli faktor enfeksiyonun
kontrol altina alinabilmesidir. Organotipik kok kanal modelleriyle yapilan bir
calismada (Trevino ve ark. 2011) kok kanallari gesitli irrigasyon ajanlariyla dezenfekte

edilmis, kurulanmis ve ardindan SCAP ve PRP karisimi kanal igerisine
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yerlestirilmistir. Fakat giiclii bir antibakteriyel ajan olan %6’lik NaOCI’in SCAP’1n
hayatta kalma kapasitesini belirgin derecede azalttifi goriilmiistiir. Buna karsin
%17°1ik EDTA kullanildiginda ayn1 kok hiicrelerinin hayatta kalma orani artmistir.
Daha da o6nemlisi %6’lik NaOCl kullanimindan sonra EDTA uygulanmasinin,

NaOCl’in istenmeyen etkilerini azalttig1 tespit edilmistir.

Yapilan in vivo bir ¢galismada (Galler ve ark. 2011), hazirlanan dentin diskleri
birinci grupta sadece %35,25’lik NaOCl, ikinci grupta ise %5,25’lik NaOCI’1 takiben
%17’lik EDTA ile isleme tabi tutulmustur. Ardindan DPSCs, biiylime faktorii iceren
hidrojel iskeleyle beraber dentin disklerine ekilmis ve immiin sistemi baskilanmig
farelerin deri altina yerlestirilmistir. Islemden 6 hafta sonra diskler yerlerinden
¢ikarilmis ve immiinohistokimyasal islemlere tabi tutulmustur. Sadece %5,25’lik
NaOCI kullanilan grupta rezorbsiyon alanlar1 kolayca izlenirken, diger grupta tam
aksine dentin tiibiillerine uzanan odontoblast benzeri hiicrelerin varlig1 gosterilmistir.
Ayrica yapilan immiinohistokimyasal analizler sonucu, sadece %35,25’lik NaOCl
kullanilan grupta DPSCs’nin odontoblast benzeri hiicrelere farklilagsmadigi tespit

edilmistir.

Tedavi sirasinda kok hiicrelerin hayatta kalma olasiliklarini etkileyen
mekanizma tam olarak anlasilamamistir. Daha Once bahsedilen ¢alismalarda kok
hiicreler irrigasyon ajanlariyla dogrudan temas ettirilmemistir (Trevino ve ark. 2011,
Martin ve ark. 2014). Ek olarak bu irrigasyon ajanlari kullanildiktan sonra, kok
hiicreler iizerinde olusabilecek toksisiteyi minimalize etmek i¢in dentin bol miktarda
fosfat tamponlu salin (Phosphate Buffered Saline, PBS) ya da serum fizyolojik ile
durulanmistir. Hatta yiiksek konsantrasyonda (%6) NaOCI’in derin etkilerini nétralize
etmek icin sodyum tiyosiilfat kullanilmasina ragmen toksik etki ortadan
kaldirilamamistir. Bundan dolayr kok hiicreler tizerindeki toksik etkinin, irrigasyon
sonrasinda olusan kimyasal artiklarin direkt etkisiyle iliskili olmadigi, kimyasal
ajanlarin dentin iizerinde kok hiicrelerin yasamina olanak vermeyen bir mikrogevre

olusturmasiyla dolayl olarak meydana geldigi diistintilmektedir (Martin ve ark. 2014).

Esner ve ark. (2011) NaOCl’in insan pulpa hiicrelerinin canlili1 {izerindeki
etkisini arastirdiklar1 caligmalarinda hiicreleri, besiyeri kullanarak seyrelttikleri

%0,33, %0,16, %0,08 ve %0,04’liik NaOCl’e; 5, 10 ve 15 dakika maruz birakmislar
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ve NaOCl’in konsantrasyonu azaldik¢a hiicre canliliginda artis meydana geldigini
tespit etmislerdir. Fakat 10 ve 15 dakika %0,33’liikk NaOCIl’e maruz birakilan pulpa

hiicreleri 151k mikroskopu altinda incelendiginde 6lii halde olduklar1 gézlenmistir.

Yapilan bir calismada, %6°lik NaOCI’in dentine gdmiilii biiylime faktorlerini
(TGF-B vb.) denatiire ettigi gosterilmistir (Okita ve ark. 2007). TGF-B gibi dentin
matriksine gomiilii bliylime faktorleri digerlerinin yani sira, kok hiicre ¢ogalmasinin
ve farklilagsmasinin gii¢lii uyarani olarak bilinmektedir (Smith ve Leaver 1981, Lesot
ve ark. 1986, Smith ve ark. 1990, Liu ve ark. 2007). Dolayisiyla, kullanilan irrigasyon
ajanlarinin olumsuz etkisi, bu soliisyonlarin dentine ait biiyiime faktorleri iizerinde
olusturdugu zararl etki nedeniyle indirekt olarak gerceklesiyor olabilir. Buna karsin,
EDTA dentinden biiylime faktorlerinin salinimini saglayarak biyoyararlanimi artirir
(Lin ve ark. 2012, Caplan 2013). Ayrica olusturdugu demineralizasyon sonucu
mezenkimal kok hiicrelerin dentin yiizeyine tutunmasini saglayarak tedavide olumlu

etki yaratiyor olabilir.

NaOCT’in klinik olarak kullanilan konsantrasyonlarinin SCAP’nin canliligi
ve farklilagmasi iizerinde etkili olup olmadigini degerlendirmek amaciyla yapilan bir
calismada (Martin ve ark. 2014), ¢ekilmis dislerden 5 mm uzunluga ve 1,3 mm kanal
capina sahip standart kok segmentleri hazirlanmistir. Bu 6rnekler %1,5, %3 ve %6’ ik
konsantrasyonlarda 20 mL NaOClI ile irrige edilmistir. Ardindan bu 6rnekler 10 mL
%17°lik EDTA ya da serum fizyolojik ile irrige edilerek ikinci irrigasyon
gerceklestirilmistir. Daha sonra kanalda herhangi bir kimyasal artik kalmamasi i¢in
tiim Ornekler bol miktarda serum fizyolojik ile irrige edilmis ve kurulanmistir. SCAP
bir hyaliironik asit-hidrojel iskele igerisinde biitiin kanallara ekilmis ve 7 giin kiiltiire
edilmigtir. 7 giin sonunda canli hiicrelerin miktar1 luminesans testi ile
degerlendirilirken, odontoblastik farklilasmaya 6zgii protein geni ise kantitatif gercek
zamanli RT-PCR ile test edilmistir. Sonuglara bakildiginda NaOCl’in konsantrasyona
bagli olarak SCAP’nin canlilig1 ve farklilagmasini azalttig1, son irrigasyon ajani olarak
EDTA’in kullanilmasiyla NaOCIl’in zararli etkilerinin tersine ¢evrildigi goriilmiistiir.
Ayrica %1,5’lik NaOCl’in SCAP’nin ¢ogalma ve farklilagmasi iizerinde minimal

olumsuz etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
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1.5 Hiicre Proliferasyon Ol¢iim Yontemleri

Hiicre proliferasyon testleri DNA sentezi, metabolik aktivite, proliferasyon
isaretcileri ve adenozin trifosfat (ATP) iceriginin 6l¢iimiine dayali testler olmak iizere

dort ana grup altinda siniflandirilabilir (Terzioglu ve ark. 2013).

DNA sentezinin belirlenmesine dayali hiicre proliferasyon testlerinde, baslica
radyoaktif (*H timidin) veya floresan 6zellikli (BrdU, EdU) olmak iizere, timidin
analoglar1 kullanilmaktadir. Hiicre proliferasyonu, timidin analoglarimin yeni
sentezlenen DNA’ya katilimi {izerinden izlenebilmektedir (Maghni ve ark. 1999,

Chehrehasa ve ark. 2009).

Metabolizma testleri ve protein icerik testleri kisa donem toksisiteden ziyade
uzun donemde olusacak zarari anlamak i¢in hiicrelerin metabolik veya proliferatif

kapasitelerini 6lgerler (Jenkins 1999).

Proliferasyon isaretcisi temelli testlerde baslica prolifere hiicre ¢ekirdek
antijeni (Proliferating Cell Nuclear Antigen, PCNA) ve fosfohiston H3 i¢in antikorlar
kullanilmaktadir (Muskhelishvili ve ark. 2003).

ATP temelli testler ise hiicre proliferasyonunu belirlemek igin bir diger
alternatif olup, bu testlerde hiicre popiilasyonundaki artan ATP miktarina gore

proliferasyon orani belirlenir (Crouch ve ark. 1993).

Metabolik aktivitenin dl¢iimiine dayali hiicre proliferasyon testlerinde yaygin

olarak,

o 2-(4,5-dimetil-2-tiazol)-3,5-difenil-2H-tetrazolyum bromit (MTT)

e 2 3-bis(2-metiloksi-4-nitro-5-siilfofenil)-5-[(fenilamino)karbonil]-2H-
tetrazolyum hidroksit (XTT)

e 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-
2H-tetrazolyum (MTS),

e 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolyum
(WST-1)
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gibi tetrazolyum tuzlar1 kullanilmaktadir (Maghni ve ark. 1999, Tsukatani ve ark.
2008).

1.5.1 WST-1

Water-soluble tetrazolium salt (WST-1) yapisinda tetrazolyum tuzlari
bulunmaktadir ve bu tuz canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz enzimiyle
formazan kristallerine doniismektedir. Canli hiicre sayisindaki artis ile birlikte
mitokondriyal enzim aktivitesinde de artis olmakta ve bunun sonucunda formazan
kristallerinin miktar1 artmaktadir. Formazan kristalleri artis1 koyu renk olusumuna
sebep olmaktadir, bu da hiicre sayisiyla dogru orantilidir (Mosmann 1983). Calisma
prensibi temel olarak, proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrogenaz enzim
aktivitesi ile tetrazolyumu kullanmasi sonucu goriilen renk degisiminin absorbans
olarak mikroplaka okuyucu ya da spektrofotometre ile Ol¢lilmesine dayalidir

(Mosmann 1983).

1.6 Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi Sistemleri ile Zamana Bagh Hiicre
Proliferasyonunun Belirlenmesi

Gergek zamanl hiicre analizi (Real Time Cell Analysis, RTCA) sistemleri,
etiketleme gerektirmeyen zamana bagl hiicre sayim cihazlaridir. Sistem elektriksel
empedans1 Olgerek ¢aligmaktadir. Empedans Ol¢iimiiyle yasayan hiicre sayisi,

adezyonu ve morfolojisi hakkinda niceliksel bilgiler elde edilmektedir.

Elektrotlarin tizerindeki hiicreler, elektrot-¢cozelti ara yiizeyindeki iyonik
ortami etkiler ve bunun sonucunda elektrot empedans: artar. Ne kadar ¢ok hiicre
elektroda tutunursa empedanstaki artis da o kadar ¢ok olur. Elektrot empedans1 sistem
programinda cell index (CI) olarak ifade edilir. Eger ortamda hiicre yoksa veya
hiicreler elektroda iyi tutunmadiysa CI degeri sifir olur. Elektroda ne kadar ¢ok hiicre
tutunur ve yayilirsa CI degeri de o kadar biiylik olur. Analiz sonucunda zamana bagl

hiicre proliferasyonunu gosteren bir grafik elde edilmis olur.
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1.7 1ikili Boyama Yéntemiyle Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

Hiicre 6liimleri morfolojik ve biyolojik olarak degerlendirildiginde, apoptotik
ve nekrotik hiicre 6liimii olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Apoptoz, programli hiicre
Olimii olarak adlandirilirken; nekroz, hasar yolu ile 6liim anlamini tasimaktadir

(Martin ve ark. 1998b).

Nekroz, hiicrede toksik madde varligi ve oksijen yetersizligi gibi sebeplerden
kaynaklanabilir ve hiicrede sigsme goriiliir. Apoptoz ise fizyolojik ve patolojik
sebeplerden olmaktadir. Apoptoz olan hiicrelerin komsu hiicrelerle baglantis1 kalmaz

ve hiicrede kii¢iilme goriiliir (Martin ve ark. 1998b).

Ikili boyama, floresan maddelerin (Hoechst boyasi, DAPI “4’,6-diamidino-2-
phenylindole”, propidium iodide, akridin orange, etidyum bromiir, FITC “fluorescein
isothiocyanate” vb.) kullanilmasiyla yapilan bir boyama seklidir. Floresan boyalar
DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatini, dolayisiyla nukleusu goriiniir hale
gelir. Canli ve nekrotik hiicre ayrimini yapabilmek i¢in; canli, apoptotik veya nekrotik
tiim hiicreleri boyayabilen bir boya (Hoechst boyas1 vb.) ile sadece nekrotik hiicreleri

boyayabilen bir baska boya (Propidium iodide vb.) beraber kullanilir.

Degerlendirmede normal hiicrelerin ¢ekirdekleri soniik, ¢ekirdekte DNA
dagilmamis ve hiicrede vezikiiller olusmamis olarak goriilecektir. Apoptoza ugramis
hiicre ¢ekirdekleri ise normal hiicre c¢ekirdeklerine gore ¢ok parlak, c¢ekirdek
homojenligi kaybolmus ve DNA pargalanmis sekilde goriilecektir. Hiicre nekroza
ugradiginda veya hiicre zar1 hasar gordiigiinde hiicre ¢ekirdegi kirmiziya boyanir.
Floresan 151k altinda bakildiginda g¢ekirdekleri kirmizi renkte goriinen hiicrelerin

yiizdesi hesaplanarak nekrotik indeks belirlenir.

1.8 Amac

NaOCl ve EDTA endodontide en yaygin kullanilan irrigasyon ajanlaridir ve

her ikisi de rejeneratif endodontik tedavilerde 6nemli bir yere sahiptir.
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Calismamizda,

e Organotipik kok kanal modelleri iizerinde, farkli konsantrasyonlarda
NaOCI ve EDTA’in kullanildig: irrigasyon protokollerinin, immatiir
liclincli molar dislerden elde edilen SCAP’nin canliligi iizerine
etkisinin degerlendirilmesi,

e Yine farkli konsantrasyonlarda NaOCl ve EDTA’in kullanildig:
irrigasyon protokolleri ile yikanmis mikroplaka kuyucuklaria ekimi
yapilan SCAP’nin zamana bagli proliferasyonunun degerlendirilmesi
ve SCAP’ndeki apoptoz ve nekrozun belirlenmesi

amaglanmstir.
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2 GEREC VE YONTEM

2.1 Etik Kurul Onay1

Aragtirma igin gerekli olan etik kurul onay1 Kirikkale Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alindi (04.06.2014 tarih ve 16/05 numarali karar)
(Ek-1). Aragtirmada kullanilacak olan SCAP i¢in disi ¢ekilecek olan tiim bireylere ve
18 yas altindaki bireylerin ebeveynlerine arastirmanin amaci ve yontemine iliskin
ayrintil bilgi verildikten sonra katilimlari i¢in Etik Kurul tarafindan kabul edilmis olan

bilgilendirilmis goniillii onam formu imzalatildi.

2.2 Hastalarin Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

Arastirmada kullanilan SCAP i¢in disi ¢ekilen tiim bireyler Kirikkale

Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi kliniklerine basvuran hastalar arasindan secildi.

1.  Immatiir iigiincii molar disine ¢cekim endikasyonu konulmus olan

2. 16-25 yas arasindaki kadin ya da erkek

3. Cekilecek immatiir {iglincli molar disin kok ucu agiklig1 radyografik
olarak 1,5 mm’den fazla olan

4.  Arastirmaya goniillii olarak katilan

5. Calisma hakkinda bilgilendirilebilecek ve onam alinabilecek
yeterlilikte olan (18 yasindan kiiciik hastalarda onam hastanin ebeveyninden

alinmistir.)
hastalar ¢alismaya dahil edildi.

Ciiriik, pulpal inflamasyon ya da nekroz gibi nedenlerden dolay1 immatiir

ticlincii molar disine ¢ekim endikasyonu konulan hastalar ¢caligsma disinda tutuldu.

Organotipik kok kanal modeli olarak kullanilan disler ise herhangi bir nedenle
¢cekim endikasyonuna sahip tek koklii ve tek kanalli disler olmak iizere, Kirikkale
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi kliniklerine basvuran hastalardan sozlii ve yazil

onam alinarak elde edildi.
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2.3 Hiicre izolasyonu ve Primer Hiicre Kiiltiirii

Kirikkale Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi
Anabilim Dali’nda muayene edilen ve ¢ekim endikasyonu konulan 8 adet immatiir
daimi {i¢iincii molar dis, hastaya ya da hasta ebeveynine bilgilendirilmis goniillii onam
formu imzalatildiktan sonra cekildi. Cekimden hemen sonra disler soguk ve steril
Hank’in Dengeli Tuz Cozeltisi (Hank’s Balanced Salt Solution, HBSS; Biological
Industries, Israel) igerisinde durulandi ve HBSS igeren siselere alinarak ilk 1 saat
icinde, buz kasetleri ile polistiren kutularda laboratuvara tasindi.

Laboratuvara ulastirilan disler laminar akish kabin i¢inde (Airstream Class II,
ESCO, USA) soguk HBSS dolu bir petri kabina yerlestirildi ve apikal papilla HBSS
icerisindeyken 10 numarali steril bistiiri yardimiyla kesilerek disten uzaklastirildi.
Yaklagik 2x2x1 mm boyutunda parcalara ayrildiktan sonra 3 mg/mL kollajenaz
enzimi (SERVA, Germany) ile 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibatorden
(BINDER, Tuttlingen, Germany) c¢ikarilan 6rnekler mikrosantrifiij tiipline alinarak
2500 rpm hizla 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi
ve dipte kalan doku pargalar1 almarak 25 cm? boyutundaki flasklara yerlestirildi.
Minimum essential medium-alpha (%89) (MEM-a; Biological Industries, Israel)
(Sekil 2.1) icine fetal bovine serum (%10) ve penisilin-streptomisin karigimi (%1)
(Biological Industries, Israel) eklenerek besiyeri hazirlandi ve ¢alismanin tiimiinde bu
besiyeri kullanildi. Daha sonra hazirlanan besiyeri pastor pipeti ile nazikge doku
parcalarinin tiizerine damlatildi ve bu sekilde 10 dakika boyunca inkiibatorde
bekletildi. Daha sonra flask icine 3 mL besiyeri ilave edildi (Sekil 2.2) ve tekrar
inkiibatore yerlestirildi. Hiicrelerin ¢ogalmasina paralel olarak her 2 giinde bir kez
besiyeri tazelendi. Hiicreler %70-%80 yogunluga ulastiktan sonra flask ylizeyinden

kaldirilip pasajlandi.
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Sekil 2.1 Calismada kullanilan minimum essential medium-alpha (MEM-a)

Calismanin tiimiinde hiicre kiiltiirleri 37°C’de ve %5 CO: ig¢eren nemli

ortamda genel hijyen kurallarina uyularak inkiibe edildi.

Sekil 2.2 Flask icerisinde primer kiiltiirii yapilmis apikal papilla dokusu
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2.4 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Izole edilen hiicreler, ¢alisma kapsamindaki deneyler icin yeterli miktarda
cogaltilmalar1 amaciyla pasajlandi. Bu islemler i¢in kiiltiir ortamindaki hiicrelerin
tizerindeki vasat uzaklagtirilarak flask 0,5 mL PBS (BioShop, Canada) ile yikandi.
Daha sonra igerisine 0,5 mL %0,25°1ik tripsin-EDTA (Biological Industries, Israel)
soliisyonu ilave edilerek, hiicrelerin flask zemininden ayrilmalari i¢in 3-4 dakika
inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyonun ardindan, hiicrelerin yiizeyden ayrildiklari
mikroskobik olarak gozlendikten sonra, zeminden ayrilan hiicreler kiiltiir vasati ile
yeniden siispanse edilerek yaklasik 1:2 oraninda sulandirildi ve biiyiimeleri istenen
yeni kiiltiir ortamina aktarilarak inkiibasyona birakildi. Ilk pasajdan sonra tiim
orneklere ait hiicreler dondurularak sivi azot tankinda muhafaza edildi. SCAP
karakterizasyonunda 5. ve 6. pasajlar arasindaki kiiltiirlerde bulunan hiicreler

kullanildi.

2.5 Akan Hiicre Olger ile SCAP Karakterizasyonu

Akan hiicre dlger (FACSAria II, BD Biosciences, San Jose, CA) (Sekil 2.3)
ve ISCT’nin bildirisinde (Dominici ve ark. 2006) belirtilmis olan mezenkimal kdk
hiicre yiizeyindeki antijenlere spesifik antikorlar1 iceren Human Mesenchymal Stem
Cell (MSC) Analysis Kit (BD Biosciences, San Jose, CA) (Sekil 2.4) kullanilarak
SCAP karakterizasyonu gergeklestirildi. Human MSC Analysis Kit igerigi Cizelge
2.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.3 Calismada kullanilan akan hiicre dlger
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Sekil 2.4 Human MSC Analysis Kit
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Cizelge 2.1 Human MSC Analysis Kit Icerigi

1T

I

v

VI
VIl
VIII
IX

kontrol edildi ve ardindan kompanzasyon asamasina gec¢ildi. Kompanzasyon i¢in kit
icinde kullanilan tim boyalar (FITC, PerCP-Cy5.5, APC ve PE) igin birer tiip
hazirlandi. Bu tiiplere oncelikle 100 pL. BD Pharmingen™ Stain Buffer (BD
Biosciences, San Jose, CA) konuldu. Daha sonra her birinin {izerine kompanzasyon
boncuklar: ilave edildi ve Cizelge 2.1°de gosterilen V, VI, VII ve VIII numaral
kompanzasyon i¢in hazirlanmis boyali antikorlardan sirastyla 5 pL damlatildi. Bunlara
ek olarak boya icermeyen bir tiip daha hazirlandi. Tiim bu iglemlerden sonra tiipler oda
sicakliginda ve karanlik ortamda 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi biitiin

tiipler akan hiicre 6l¢erde okutuldu. Boylelikle kullanilan boyalarin emisyon sirasinda

VIiAL

hMSC Positive Cocktail

hMSC Positive Isotype Control Cocktail

PE hMSC Negative Cocktail

PE hMSC Negative Isotype Control Cocktail

FITC Mouse Anti-Human CD90

PE Mouse Anti-Human CD44
PerCP-Cy™S.5 Mouse Anti-Human CD105
APC Mouse Anti-Human CD73

PE Mouse IgG2b, k Isotype Control
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CD90 FITC
CD105 PerCP-Cy5.5
CD73 APC

mlgGl1, « FITC
mlgGl1, x PerCP-Cy5.5
mlgGl, k APC

CD34 PE
CD11b PE
CDI19 PE
CD45 PE
HLA-DR PE

mlgGl1, « PE

mlgG2a, « PE

CD90 FITC

CD44 PE

CD105 PerCP-Cy™S5.5
CD73 APC

mlgG2b,

Ornek analizi 6ncesinde kalibrasyon kontrolii yapildi, sistem performansi



spektrumlarinin birbirine ge¢mesi 6nlendi ve daha dogru sonuglara ulasilmasi

saglandi.

Ornek analizi igin kiiltiir ortamindaki hiicreler BD™ Accutase™ Cell
Detachment Solution (BD Biosciences, San Jose, CA) (Sekil 2.5) kullanilarak flask
yiizeyinden kaldirildi ve BD Pharmingen™ Stain Buffer (BD Biosciences, San Jose,
CA) (Sekil 2.5) iginde 1x107 hiicre/mL konsantrasyonu saglayacak sekilde yeniden

sispanse edildi.

Sekil 2.5 Calismada kullanilan BD Pharmingen™ Stain Buffer ve BD™ Accutase™
Cell Detachment Solution

Analiz i¢in 3 tiip hazirlandu:

1.tiip: Bos birakildi.

2.tiip: hMSC Positive Isotype Control Cocktail (20 pl) ve PE hMSC Negative
Isotype Control Cocktail (20 pl) konuldu.

3.tiip: hMSC Positive Cocktail (20 pl) ve PE hMSC Negative Cocktail (20
ul) konuldu.
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Tiplerin her birine, hazirlanan hiicre siispansiyonundan 100 puL eklendi.
Ardindan karanlik ortamda ve oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi hiicreler BD Pharmingen™ Stain Buffer ile iki kez yikand1 ve 300-
500 pL BD Pharmingen™ Stain Buffer i¢inde yeniden siispanse edildi. Ardindan
hiicreler, akan hiicre 6lgerde analiz edildi. 8 farkli 6rnekten izole edilen tiim hiicreler
icin ayni prosedir tekrarlandi. Analizi yapilan SCAP, testlerde kullanilmadan 6nce
biiylimeleri ve morfolojilerini geri kazanmalar1 amaciyla kiiltiir ortamina aktarilarak 1

hafta boyunca inkiibasyona birakildu.

2.6 Organotipik Kok Kanal Modellerinin Hazirlanmasi

Onam formu alinan hastalara ait 43 adet tek koklii ve tek kanalli dis
cekildikten hemen sonra soguk HBSS igerisine yerlestirildi. Steril bir kretuar
yardimiyla gingival ve periodontal dokular uzaklastirildiktan sonra kontaminasyonu
onlemek amaciyla dis yiizeyi %70’lik etanol ile temizlendi ve soguk PBS ile 5 kez
yikandi. Ardindan dislerin kron kisimlari ince bir elmas separe (Isomet, Buehler, Lake
Bluff, IL) kullanilarak uzaklastirildi. Geriye kalan kokiin apikal ve koronal iigliisii de
elmas separe ile uzaklastirildiktan sonra kokiin orta ti¢liisiinden, steril edilmis yiiksek
hizda frezler kullanilarak 5 mm uzunlugunda standardize kok kanal modelleri elde
edildi. Bu modeller steril serum fizyolojik ile devamli irrigasyon altinda Lightspeed
LSX nikel titanyum egeler (Discus Dental, San Antonio, TX) kullanilarak genisletildi
ve #130 numarali ege ile 1,3 mm c¢apinda paralel duvarli kok kanali olusturuldu (Sekil
2.6). Tiim bu islemlerin ardindan organotipik kok kanal modelleri hava ile kurutulup,
hidrojen peroksit gaz plazma sterilizasyonu ile steril edildikten sonra kullanilana kadar

oda sicakliginda muhafaza edildi (Sekil 2.7).
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Sekil 2.6 Organotipik kok kanal modellerinin goriiniimii

Sekil 2.7 Hidrojen peroksit gaz plazma sterilizasyonundan sonra indikatordeki renk
degisimi

2.7 Organotipik Kok Kanal Modellerinin Irrigasyonu

Hazirlanan organotipik kok kanal modelleri irrigasyon yapilmadan 6nce
dentinin rehidrate olmasi i¢in en az 10 dakika boyunca HBSS igerisinde bekletildi.
Ardindan tiim modeller 1 kontrol grubu (n=3) ve 8 deney grubu (n=5) olmak iizere
rastgele 9 farkli gruba ayrildi ve her bir deney grubunda farkl: irrigasyon protokolii

uygulandi.
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Grup 1: Kontrol grubu olarak belirlendi ve higbir irrigasyon ajani

kullanilmadi.

Grup 2: 10 mL %5’lik EDTA (Werax, Spot Dis Deposu Malz. San. Tic. Ltd.
Sti., Izmir, Tiirkiye) ile irrigasyon yapildi.

Grup 3: 10 mL %17°1ik EDTA (Werax, Spot Dis Deposu Malz. San. Tic. Ltd.
Sti., Izmir, Tiirkiye) ile irrigasyon yapildi.

Grup 4: 20 mL %1’lik NaOCI’i (Werax, Spot Dis Deposu Malz. San. Tic.
Ltd. Sti., Izmir, Tiirkiye) takiben 10 mL %5°lik EDTA ile irrigasyon yapildi.

Grup 5: 20 mL %2,5’lik NaOCl’1 takiben 10 mL %5’lik EDTA ile irrigasyon
yapildi.

Grup 6: 20 mL %5’°lik NaOCT’1 takiben 10 mL %5’lik EDTA ile irrigasyon
yapildi.

Grup 7: 20 mL %1°’lik NaOCI’i takiben 10 mL %17’lik EDTA ile irrigasyon
yapildi.

Grup 8: 20 mL %2,5’1ik NaOCl’1 takiben 10 mL %17’lik EDTA ile irrigasyon
yapildi.

Grup 9: 20 mL %5’lik NaOCI’1 takiben 10 mL %17’lik EDTA ile irrigasyon
yapildi.

Tiim bu islemlerin ardindan deney gruplarindaki 6rneklerde, kalan herhangi
bir kimyasal ajan1 uzaklastirmak amaciyla, 20 mL serum fizyolojik ile irrigasyon

yapildi.
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Sekil 2.8 Kok kanal modellerinin irrigasyonu

Irrigasyon sirasinda 18 gauge boyutundaki enjektdr ucu (Ayset Tibbi Uriinler,
Adana, Tirkiye) kanalin koronal agikligina yerlestirildi (Sekil 2.8) ve irrigasyon
soliisyonlart 5 mL/dakika hizla kok kanalma gonderildi. Irrigasyon islemlerinin
ardindan modeller steril kagit konlarla (Sure-endo, Sure Dent, Korea) kuruland1 ve

kullanilana kadar laminar akish kabinde mikroplakalar igerisinde bekletildi.

2.8 PRP’nin Hazirlanmasi

PRP izolasyonu icin 6zel olarak iiretilmis EasyPRP® Kit 10 (Neotec
Biotechnology, Istanbul, Tiirkiye) kullanild: (Sekil 2.9).

Sekil 2.9 Calismamizda kullanilan PRP kit igerigi
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Calismamizdaki tiim testlerde kullanilan PRP, onam formu imzalatilmis ayni
goniillii bireyden elde edildi. Oncelikle EasyPRP enjektoriine 1,5 mL antikoagiilan
(Asit Sitrat Dekstroz Soliisyon A, ACD-A) ¢ekildi. Ardindan ayn1 enjektdre kelebek
kan alma seti baglanarak goniillii bireyden 8,5 mL vendz kan alindi. Enjektore ait alt
hazne, u¢ kisma takildiktan sonra enjektoriin rotu cevrilerek ¢ikartildi. Kan ve
antikoagiilanin tam olarak karisabilmesi i¢in enjektor 2-3 kez hafif¢ce galkalandi ve
santrifiij cithazina (ROTINA 380R, Hettich, Germany) yerlestirildi. 1200 g’de 5 dakika
santrifiij edildi (Sekil 2.10). Ilk santrifiij (soft spin) bittikten sonra enjektoriin rotu
tekrar takildi ve enjektoriin kirmizi kan hiicreleriyle dolu alt haznesi ¢ikartildi.
Enjektoriin i¢inde kalan kirmizi kan hiicreleri de bosaltildiktan sonra, bu kez alt hazne
yerine plastik bir tipa takilarak enjektor rotu ¢ikartildi ve enjektor iginde kalan serum

ikinci santrifiij icin cihaza yerlestirildi.

Sekil 2.10 Ik santrifiijden sonraki goriiniim

Ikinci santrifiij (hard spin) 4500 g’de 12 dakika boyunca serumun trombositce

zengin kismi ile trombositge fakir kismin1 ayirmak amaciyla gergeklestirildi (Sekil
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2.11A). Santrifiij sonras1 alt kistmdaki plastik tipa ¢ikartildi. Enjektor dik bir sekilde
tutularak icerisindeki PRP baska bir enjektore alindi1 ve kullanilana kadar bekletildi
(Sekil 2.11B).

Sekil 2.11 (A) Ikinci santrifiijden sonraki goriiniim (B) izole edilen PRP

2.9 Hiicre Saymmi

Hiicre saymmi hemositometri ile yapildi. Inkiibasyon sonrasinda flask
inkiibatorden alind1 ve laminar akish kabinde flask igerisindeki besiyeri dokiildii.
Ardindan 0,5 mL PBS ile yikandi ve 0,5 mL tripsin-EDTA ilave edilerek 3-5 dakika
inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin yiizeyden ayrildiklari
mikroskobik olarak gézlendikten sonra flaska besiyeri eklenerek hiicreler falkon tiipe
aktarildi ve 2500 rpm hizla 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda

stipernatant atild1 ve tiipiin dibinde kalan hiicre pelleti lizerine 1 mL besiyeri eklendi.
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Pipet yardimiyla pellet ve besiyeri slispanse edildikten sonra karigimdan 10 pL alinip
mikrosantrifiij tiipiine konuldu. Uzerine 10 pL tripan blue (SIGMA-ALDRICH,
St.Louis, Missouri, USA) eklenip homojenize edildi. Hiicre, besiyeri ve tripan blue
karisimindan 10 pL almip hemositometri lamina konuldu. Lam Invitrogen™
Countess hiicre sayim cihazina (Thermo Fisher Scientific, California, USA)

yerlestirildikten sonra sayim yapildi (Sekil 2.12).

| Next sample

Sekil 2.12 Calismada kullanilan hiicre sayim cihazi

2.10 SCAP ve PRP’nin Organotipik Kok Kanal Modellerine

Yerlestirilmesi

Gerekli sayiya ulasan hiicreler, irrigasyon protokolii uygulanmis her bir
organotipik kok kanal modeli igerisinde 2,5x10° hiicre/mL olacak sekilde PRP ile
karistirilarak hazirlandi. Bu islemden 6nce PRP igerisine %10 oraninda kalsiyum
kloriir (CaCl2) eklenerek antikoagiilan etkinin ortadan kalkmasi ve fibrin
polimerizasyonunun ger¢eklesmesi saglandi. Ardindan kok kanal modelleri; 0,4 pm
boyutunda porlara sahip polyester membranli transwell insert (Corning, Tewksbury,
MA) igerisine dik bir sekilde yerlestirildi (Sekil 2.13). Hazirlanan PRP/SCAP
siispansiyonu, her bir kok kanali icerisinde 10 pL olacak sekilde, steril bir pipet
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yardimiyla kanal igerisine yavas¢a enjekte edildi. Ardindan tiim 6rneklere, transwell
ve kuyuyu dolduracak sekilde besiyeri eklendi (Sekil 2.14). 37°C’de, %5 CO:2 ve %95
hava igceren nemli ortamda genel hijyen kurallarina uyularak, 3. ve 7. giinlerde hiicre

canlilig1 test edilmek tizere inkiibe edildi ve her 2 giinde bir kez besiyeri tazelendi.

Sekil 2.13 (A) Calismamizda kullanilan transwell insertler (B) Kok kanal modellerinin
transwell icerisine dik bir sekilde yerlestirilmesi

Sekil 2.14 Kok kanal modelleri yerlestirildikten sonra transwell ve kuyularin besiyeri
ile doldurulmasi
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2.11 WST-1 ile SCAP Canhihiginin Belirlenmesi

WST-1; hiicre proliferasyonu, canliligt ve sitotoksisitesinin radyoaktif
olmayan Ol¢limiinii yapan kullanima hazir kolorimetrik bir reaktiftir. Canli hiicreler
besiyerini sar1 renge donistiiriir ve renk degisimine bagli olarak mikroplaka

okuyucuda absorbans 6l¢iimii yapilarak veri elde edilir.

3. ve 7. giiniindeki deney grubuna ait kok kanal modelleri transwell
icerisinden alinarak 96 kuyucuklu mikroplakalara yerlestirildi. Karanlik ortam
saglanarak kok kanal modellerinin bulundugu tiim kuyucuklara 200 pL fenol red
icermeyen Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Biological Industries,
Israel) konuldu ve iizerine 10 pl Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche, Basel,
Switzerland) ¢ozeltisi ilave edildi (Sekil 2.15). 37°C ve karanlik ortamda 4 saat inkiibe
edildikten sonra kuyucuklardaki hiicre yasayabilirliginin tespiti i¢in 96 kuyucuklu
mikroplakanin absorbans degerleri mikroplaka spektrofotometri cihazinda (BioTek

PowerWave XS2, Winooski, VT, USA) 420 nm’de okundu.

Hiicre canlilig1 asagidaki formiil ile hesaplandi:

deney grubuna ait ortalama absorbans degeri

Hiicre Canlilig1 (%) = x %100

kontrol grubuna ait ortalama absorbans degeri
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Sekil 2.15 Kok kanal modellerinin WST-1 ile inkiibasyon sonrasi goriintimii

2.12 Gercek Zamanh Hiicre Analiz Sistemiyle (xCELLigence RTCA)
Zamana Bagh SCAP Proliferasyonunun Belirlenmesi

xCELLigence RTCA sistemi (Roche, Basel, Switzerland) hiicre kiiltiirii E-
plate’lerinin zeminine yerlestirilmis mikro-elektrotlar sayesinde elektriksel empedans
Olger. Empedans ol¢timii hiicre sayisi, canliligi, morfolojisi ve hareketi dahil olmak

tizere hiicrelerin biyolojik durumu hakkinda kantitatif bilgi verir.

xCELLigence RTCA sistemi ile (Sekil 2.16) hiicre proliferasyonu
degerlendirilirken 96 kuyucuklu E-plate (Roche, Basel, Switzerland) kullanildi.
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Sekil 2.16 Calismamizda kullanilan xCELLigence RTCA sistemi

Bu deney, WST-1 ile hiicre canlilig1 degerlendirilirken belirlenen gruplardaki
irrigasyon ajanlarinin  organotipik kok kanal modelleri yerine mikroplaka
kuyucuklarina uygulanmasiyla gergeklestirildi. Kontrol grubuna ait kuyucuklar
herhangi bir irrigasyon ajani ile yikanmadi. Her grup 3 tekrarli olarak ¢aligildi. Her
kuyucuk igin her irrigasyon ajanindan 200 pL kullanild1 (Sekil 2.17). Irrigasyonu

tamamlanan kuyucuklar laminar akigh kabin igerisinde kurumaya birakildi.

Sekil 2.17 E-plate kuyucuklarinin irrigasyon ajanlari ile yikanmasi
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Flasktaki hiicrelerin yeterli sayiya ulastigi mikroskobik incelemeyle
belirlendikten sonra laminar akisli kabinde flask icerisindeki besiyeri dokiildii.
Ardindan 0,5 mL PBS ile yikandi ve 0,5 mL tripsin-EDTA ilave edilerek flask 3-4
dakika inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin yiizeyden ayrildiklari
mikroskobik olarak gézlendikten sonra flaska besiyeri eklenerek hiicreler falkon tiipe
aktarildi ve 2500 rpm hizla 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
siipernatant uzaklastirildi. Tiiplin dibinde kalan hiicre pelleti iizerine 1 mL besiyeri

eklenerek siispanse edildi ve hiicre sayimi yapildi.

Hiicreler kuyucuklara ekilmeden once E-plate’in her kuyusuna 100 pL
besiyeri konuldu. E-plate etiivde bulunan xCELLigence RTCA sistemine
yerlestirildikten sonra E-plate ile cihazin ayni sicakliga ulasmasi i¢in 5 dakika beklendi
ve 1 dakika cihazda background okumasi yapildiktan sonra E-plate ¢ikarildi. Tiim
kuyucuklara konsantrasyonu 3x10* hiicre/mL olacak sekilde 100 uL PRP/SCAP
siispansiyonu ekildi. Bu islemden 6nce PRP icerisine %10 oraninda CaCl: eklenerek
antikoagiilan etkinin ortadan kalkmasi ve fibrin polimerizasyonunun gerceklesmesi
saglandi. E-plate tekrar etiive yerlestirilip 10 dakika beklendi. 10 dakika sonunda
okuma baslatildi. 116 saat boyunca her kuyunun empedans degeri izlenerek
proliferasyon takip edildi. Sonuglar RTCA Software 1.2 (Roche, Basel, Switzerland)

ile degerlendirildi ve CI degeri olarak sunuldu.

2.13 Ikili Boyama Yontemi ile SCAP’nde Apoptoz ve Nekrozun

Belirlenmesi

2.13.1 Ikili Boyama Yonteminde Kullamlacak Calisma
Soliisyonunun Hazirlanmasi

Ikili boyama metodu ¢ekirdegi boyamakta ve bu sayede apoptoz ve nekrozu
gostermektedir. Kullanilan boyalardan Riboniikleaz A -20 °C’de saklanir. Sitoplazmik
RNA’y1 yok eder ve bdylece sitoplazmanin boyanmasini engeller. Hoechst (33342)
boyas1 +4 °C’de saklanir. Canli hiicreleri soniik mavi renkte, apoptotik hiicreleri ise

parlak beyaz renkte boyar. Bu sayede ger¢ek apoptotik hiicreler belirlenir. Propidium
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iodide ise +4 °C’de saklanir ve canl1 hiicre zarindan gegemez. Fakat 6lii hiicre zarindan

gecerek DNA ve RNA’y1 kirmiziya boyar ve sekonder nekrozu gosterir.

Riboniikleaz A (SERVA, Germany); 1 mL PBS’de 10 mg RNA olacak
sekilde hazirlandi.

Hoechst (33342) (SIGMA-ALDRICH, St.Louis, Missouri, USA); 1 mL
PBS’de 200 pg olacak sekilde hazirlandi.

Propidium Iodide (SIGMA-ALDRICH, St.Louis, Missouri, USA); 1 mL
PBS’de 100 pg olacak sekilde hazirlandi.

Boyalar kullanilana kadar -20 °C’de sakland.

Calismamizda kullanilan soliisyon ise (ikili boyama yontemi calisma
soliisyonu); 10 mL PBS igine Riboniikleaz-A’dan 100 pL, Hoechst (33342)
boyasindan 500 pL, propidium iodide boyasindan 100 pL ilave edilerek hazirlandi.

2.13.2 Deneyin Yapihisi

Ikili boyama yontemi ile apoptoz ve nekroz varhigi degerlendirilirken 96
kuyucuklu mikroplakalar kullanildi. Bu deney, WST-1 ile hiicre canlilig1
degerlendirilirken belirlenen gruplardaki irrigasyon ajanlarinin organotipik kok kanal
modelleri yerine mikroplaka kuyucuklarina uygulanmasiyla gergeklestirildi. Kontrol
grubuna ait kuyucuklar herhangi bir irrigasyon ajani ile yikanmadi. Her grup 3 tekrarh
olarak calisildi ve her kuyucuk i¢in her irrigasyon ajanindan 200 pL kullanildi.
[rrigasyonu tamamlanan kuyucuklar laminar akisli kabin icerisinde kurumaya

birakildi.

Flasktaki hiicrelerin yeterli sayiya ulastigi mikroskobik incelemeyle
belirlendikten sonra laminar akisli kabinde flask igerisindeki besiyeri dokiildii.
Ardindan 0,5 mL PBS ile yikandi ve 0,5 mL tripsin-EDTA ilave edilerek flask 3-4
dakika inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin yiizeyden ayrildiklart
mikroskobik olarak gézlendikten sonra flaska besiyeri eklenerek hiicreler falkon tiipe

aktarildi ve 2500 rpm hizla 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
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siipernatant uzaklastirildi. Tiipiin dibinde kalan hiicre pelleti iizerine 1 mL besiyeri

eklenerek siispanse edildi ver hiicre sayimi yapildi.

Irrigasyonu tamamlanan kuyucuklara konsantrasyonu 5x10* hiicre/mL
olacak sekilde 100 pL. PRP/SCAP siispansiyonu ekildi. Bu islemden 6nce PRP
igerisine %10 oraninda CaClz eklenerek antikoagiilan etkinin ortadan kalkmasi ve
fibrin polimerizasyonunun gergeklesmesi saglandi. Ardindan 37°C’de, %5 CO2 ve
%95 hava iceren nemli ortamda 24 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
hiicreler inverted mikroskop (DMIL LED, Leica, Germany) altinda incelendi ve
vasatlari atilan hiicrelerin tizerine 100 pL ikili boyama ¢aligsma soliisyonu damlatildi.
Hic¢ 151k goérmeyecek sekilde, oda 1sisnda 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda floresan atagmanli inverted mikroskop (DMI6000B, Leica, Germany) (Sekil
2.18) ile DAPI filtresi altinda her kuyucuktan bir goriintii alinarak tiim hiicreler
icerisinde apoptoza ugramis hiicreler ve FITC filtresi (480-520 nm dalga boyunda)
altinda yine her kuyucuktan bir goriintii alinarak nekroza ugramis hiicreler tespit edildi.
Her grup icin ii¢ kuyudaki tiim hiicre, nekrotik hiicre ve apoptotik hiicre sayilari
toplandi. Tiim hiicreler icinde apoptoz ve nekroza ugramis hiicrelerin yiizdesi ve

standart sapmasi hesaplanarak sonuglar degerlendirildi.

Sekil 2.18 Calismada kullanilan floresan atagmanli inverted mikroskop
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2.14 SEM Analizi

SEM analizi i¢in her grupta 1 adet tek kokli dis kullanilmak tizere toplam 9
adet tek kokli disin kron kisimlari elmas separe yardimiyla uzaklastirildi. Kok
kanallar1 Protaper® (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland) doner alet sistemi
ile genisletildi. Genisletmeye SX egesi ile baslandi ve en son F4 (40/0.6) egesi
kullanilarak genisletme tamamlandi. K6k kanallarinin genisletilmesi esnasinda, her
alet degisiminden sonra ve preparasyon sonunda, kok kanallar1 serum fizyolojik ile

irrige edildi ve kagit konlarla kurulandi.

Genigletmenin ardindan kok kanallarinin i¢ yiizeyine dokunulmadan koklerin
bukkal ve lingual yiizeylerine paralel oluklar acildi. Daha sonra bu oluklara
yerlestirilen siman spatiilii yardimiyla disler iki parcaya ayrildi ve hidrojen peroksit

gazi ile steril edildi.

Steril haldeki 18 adet 6rnek, her grupta 2 adet 6rnek olacak sekilde 9 gruba
ayrildi. Ornekler, WST-1 yénteminde organotipik kok kanal modellerine uygulanan
irrigasyon protokolleri kullanilarak laminar akisli kabin icerisinde irrige edildi ve
kurumaya birakildi. Kuruyan drneklerde kok kanali igerisine, konsantrasyonu 2,5x10°
hiicre/mL olacak sekilde 10 pL PRP/SCAP siispansiyonu ekildi. Bu islemden 6nce
PRP igerisine %10 oraninda CaClz eklenerek antikoagiilan etkinin ortadan kalkmasi
ve fibrin polimerizasyonunun gerceklesmesi saglandi. Tiim bu islemlerden sonra

ornekler 7 giin boyunca besiyeri igerisinde inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra drneklere ekilen hiicreler, %2’lik
gluteraldehit ile 30 dakika muamele edilerek fikse edildi. Ardindan tiim O6rnekler
strastyla etanol serisinin (%30, %50, %70, %80, %90 ve saf alkol) her birinde 5 dakika
bekletilerek dehidrate edildi ve kurumaya birakildi.
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Sekil 2.19 Calismada kullanilan altin-palladyum kaplama cihazi

Kurutma islemini takiben SEM incelemesinin yapilabilmesi i¢in her 6rnek
kaplama cihazi (Q150R ES, Quorum, East Sussex, England) kullanilarak altin-
palladyum tabaka ile kaplandi (Sekil 2.19). Hazirlanan 6rnekler (Sekil 2.20) SEM
(Quanta FEG 450, FEI, Eindhoven, Netherlands) altinda incelendi (Sekil 2.21).

Sekil 2.20 Altin-palladyum tabaka ile kaplanan oOrneklerin SEM cihazina
yerlestirilmesi
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Sekil 2.21 Calismada kullanilan SEM cihazi

2.15 istatistiksel Analiz

Bu ¢alismada elde edilen veriler IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Corporation,
New York, USA) programu aracilifi ile analiz edildi. Tiim testlerde gruplar arasindaki
karsilagtirmalara Bonferroni diizeltmeli Kruskall-Wallis H testi ile, grup ici
kargilagtirmalara ise Wilcoxon isaret testi ile bakildi. Tim istatistiksel
degerlendirmelerde anlamlilik diizeyi olarak 0,05 kullanildi ve p<0,05 olmasi

durumunda anlamli farkliligin oldugu kabul edildi.
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3 BULGULAR

3.1 SCAP Karakterizasyonu

8 adet apikal papilla dokusundan izole edilen ve ¢ogaltilan hiicrelerin akan
hiicre olger ile karakterizasyonu Sekil 3.1°de gosterilen basamaklar izlenerek yapildi.
Analiz sonucunda biitiin 6rnekler i¢in CD73, CD90 ve CD105 yiizey markirlarini
birlikte eksprese eden hiicrelerin genel yiizdesi %90’ 1n lizerindeydi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1 Akan hiicre 6lcerde SCAP’nin analizi (A) Tiim popiilasyon icerisinden canli
hiicrelerin kapilanmasi (P1 kapisi) (B) Sadece canli hiicrelerin gosterilmesi (P2 kapisi)
(C) P2 kapisit iginde negatif kokteyldeki antikorlarla boyanmayan hiicrelerin
kapilanmasi1 (P3 kapisi) (D) P3 kapisi i¢inde CD105 pozitif hiicrelerin kapilanmasi (P4
kapisi) (E) P4 kapisi icinde CD73 ve CD90 pozitif hiicrelerin kapilanmas1 (P8 kapisi)
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Tube: MSC BOYALI
Population #Events %FParent %Total
H 2l Events 10.000 A 100,0
' P 84928 89,3 89,3
[l P2 8.928 100,0 89,3
R P3 6.822 76,4 68,2
I e N7 46 3,2
ez £.097 894 61,0
~Has 11 0,2 0,1
B a4 397 5,8 4.0
B @11 52 0,8 0,5
B az-1 6.765 99,2 67,6
B a3-1 2 0,0 0,0
B @4-1 3 0.0 0,0
B @1-2 ] 0,0 0,0
B az-2 6.396 93,6 63,9
X a3-2 5 0,1 0,0
< oa-2 431 6,3 4.3
M r4 5156 75,6 51,6
] @1-3 0 0,0 0,0
HEaz-3 4.879 94,6 48,8
[ a3-3 4 0,1 0,0
< aa-3 273 2,7
- P2 4.711 a1,4] 471
B a1-4 0 0.0 0,0
4] @2-4 4.711 100,0 47,1
£ a3-4 0 0,0 0,0
-~ a4-4 0 0,0 0,0
= L 1.801 20,2 18,0
K re 1.898 21,3 19,0
& p7 6.799 76,2 68,0

Sekil 3.2 Akan hiicre 6l¢erde analizi yapilan hiicrelerin yiizde degerleri

3.2 SCAP Canhhg

Calismada organotipik kok kanal modellerine uygulanan irrigasyon
protokollerinin, SCAP’nin canlilig1 iizerine etkisinin degerlendirildigi WST-1
yonteminde 3. ve 7. giline ait absorbans degerlerinin ortalamalar1 Sekil 3.3 ve Sekil

3.4’te grafiksel olarak gosterilmektedir.
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irrigasyon Protokolleri

Sekil 3.3 WST-1 yontemi ile elde edilen 3. giline ait absorbans degeri ortalamalarinin

graﬁksel gorunumu *[saretli gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,01).

WST-1 yontemi ile 3. giinde elde edilen veriler incelendiginde; en yiiksek
absorbans degeri %2,5 NaOCl+%17 EDTA (Grup 8) ile irrigasyon yapilan grupta
gozlendi ve en diigiik absorbans degerlerine sahip %1 NaOCI+%5 EDTA (Grup 4) ve
%35 NaOCl+%5 EDTA (Grup 6) ile irrigasyon yapilan gruplardaki absorbans degerine
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,01) (Sekil 3.3).

Grup 4 (%1 NaOCl+%5 EDTA) ve Grup 6 (%5 NaOCl+%5 EDTA) disindaki
tiim gruplar kontrol grubuna (Grup 1) gore daha yiiksek absorbans degerine sahip olsa
da, kontrol grubu ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi

(p>0,01) (Sekil 3.3).

Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte (p>0,01), %17’lik EDTA
(Grup 3) ile irrigasyon yapilan grupta absorbans degerinin %5’lik EDTA (Grup 2) ile
irrigasyon yapilan gruba gore daha yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 3.3). Ayrica belli
bir konsantrasyondaki (%1, %2,5 ya da %5) NaOCl’in ardindan, farkli iki
konsantrasyonda EDTA ile irrigasyon yapilan gruplar birbiriyle karsilastirildiginda
(Grup 4 ile 7, Grup 5 ile 8, Grup 6 ile 9); %17’lik EDTA ile irrigasyon yapilan grubun,
%5’1ik EDTA ile irrigasyon yapilan gruba gore daha yliksek absorbans degerine sahip
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oldugu goriildi (Sekil 3.3). Farkli konsantrasyonlardaki NaOCl’in ardindan %5°lik
EDTA kullanilan gruplar (Grup 4, 5 ve 6) kendi aralarinda karsilastirildiklarinda en
yiiksek absorbans degeri %2,5 NaOCl+%5 EDTA (Grup 5) ile irrigasyon yapilan
grupta gozlenirken, %17’lik EDTA kullanilan gruplar (Grup 7, 8 ve 9) kendi aralarinda
karsilastirildiklarinda en yiiksek absorbans degeri %2,5 NaOCI+%17 EDTA (Grup 8)
ile irrigasyon yapilan grupta gozlendi (Sekil 3.3).
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0,3508 EGrupl
0,35 !
' m Grup 2
— 1
£ o3 . 0,2562 Grup 3
c
g 025 i 0,2284 Grup 4
< 0,178 |
2 0,2 0,1573 o 0.153 HGrup 5
_‘E" 0,15 0,1136 HGrup 6
§ 0,1 0,088 B Grup 7
< 0,05 . B Grup 8
B Grup9
0 p

irrigasyon Protokolleri

Sekil 3.4 WST-1 yontemi ile elde edilen 7. giine ait absorbans degeri ortalamalarinin

graﬁksel gérﬁnﬁmﬁ. *[saretli gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,01).

WST-1 yontemi ile 7. giinde elde edilen veriler incelendiginde; en yiiksek
absorbans degerleri sirasiyla %17’lik EDTA (Grup 3), %2,5 NaOCl+%17 EDTA
(Grup 8) ve %1 NaOCl+%17 EDTA (Grup 7) ile irrigasyon yapilan gruplarda gozlendi
ve bu degerler en diisiik absorbans degerine sahip %5 NaOCl+%5 EDTA (Grup 6) ile
irrigasyon yapilan gruptaki absorbans degerine gore istatistiksel olarak anlamli

derecede yiiksek bulundu (p<0,01) (Sekil 3.4).

Grup 4 (%1 NaOCl+%5 EDTA), Grup 6 (%5 NaOCl+%5 EDTA) ve Grup 9
(%5 NaOCl+%17 EDTA) disindaki tiim gruplar kontrol grubuna (Grup 1) gore daha

yiiksek absorbans degerine sahip olsa da, kontrol grubu ile aralarinda istatistiksel
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olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,01). Fakat Grup 4 (%1 NaOCl+%5 EDTA)’iin
sahip oldugu absorbans degeri Grup 8 (%2,5 NaOCl+%17 EDTA)’e gore istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0,01) (Sekil 3.4).

%]17’lik EDTA (Grup 3) ile irrigasyon yapilan grupta absorbans degeri
%35’lik EDTA (Grup 2) ile irrigasyon yapilan gruba gore; 3. giinden daha biiytik bir
farkla yliksek olmasina ragmen, aralarindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi (p>0,01) (Sekil 3.4). Ayrica belli bir konsantrasyondaki (%1,%2,5 ya da
%35) NaOCl’in ardindan, farkli iki konsantrasyonda EDTA ile irrigasyon yapilan
gruplar birbiriyle karsilastirildiginda (Grup 4 ile 7, Grup 5 ile 8, Grup 6 ile 9); %17’lik
EDTA ile irrigasyon yapilan grubun, %5’lik EDTA ile irrigasyon yapilan gruba gore
daha yiiksek absorbans degerine sahip oldugu goriildii. Farkli konsantrasyonlardaki
NaOCl’in ardindan %5’°lik EDTA kullanilan gruplar (Grup 4, 5 ve 6) kendi aralarinda
karsilastirildiklarinda en yiiksek absorbans degeri %2,5 NaOCl+%5 EDTA (Grup 5)
ile irrigasyon yapilan grupta gozlenirken, %17’lik EDTA kullanilan gruplar (Grup 7,
8 ve 9) kendi aralarinda karsilastirildiklarinda en yiiksek absorbans degeri %2,5
NaOCl+%17 EDTA (Grup 8) ile irrigasyon yapilan grupta gozlendi (Sekil 3.4).

3. ve 7. giinde yapilan OSlgiimlerde, SCAP’nin sahip oldugu absorbans
degerlerinin ortalamalar1 Sekil 3.5°te, yiizde canlilik degerleri ise Sekil 3.6’da
grafiksel olarak gosterilmektedir. Grup 3, Grup 4, Grup 5, Grup 7 ve Grup 8’deki
absorbans degeri zamanla artarken; Grup 1, Grup 2, Grup 6 ve Grup 9’daki absorbans
degeri zamanla azalmis ve Grup 2 ve Grup 9°daki bu azalma istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05).

3. glinde yapilan ol¢timlerde Grup 8 (%2,5 NaOCl+%17 EDTA) en yiiksek
absorbans degerine sahipken, 7. glinde Grup 3 (%17 EDTA)’{in en yiiksek absorbans
degerine sahip oldugu goriildii. Her iki zaman 6l¢iimiinde de en diisiik SCAP canlilik

orani ise Grup 6 (%5 NaOCl+%S5 EDTA)’da goriildii.

3. giinde %5’°lik EDTA (Grup 2) ve %17’lik EDTA (Grup 3) ile irrigasyon
yapilan gruplarda kiiltiire edilen hiicreler yakin absorbans degerlerine sahipken, 7.
giinde %17’lik EDTA hiicreler iizerinde olumlu etkisini devam ettirerek en yiiksek
absorbans ve yiizde canlilik degerine ulasti. %17’lik EDTA’in 7. glinde sahip oldugu

bu degerler tlim zaman ve tiim gruplar arasinda goriilen en yiiksek absorbans ve yiizde
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canlilik degeri oldu. %5’lik EDTA ile irrigasyon yapilan grupta kiiltiire edilen

hiicrelerde ise absorbans degerinin 3. giinden 7. giine azaldig1 goriildii.

EDTA tiim konsantrasyonlarinda, %1’lik ve %2,5’lik NaOCl’in olumsuz
etkilerini zamanla tersine cevirse de; %5’lik NaOCl’in olumsuz etkilerini tersine
cevirmede basarili olamadi ve Grup 6 (%5 NaOCIl+%5 EDTA) ve Grup 9 (%5
NaOCl+%17 EDTA)’da absorbans degerlerinin zamanla azaldig1 gézlendi.
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Sekil 3.5 Tiim gruplarda WST-1 yontemi ile elde edilen 3. ve 7. giine ait absorbans degeri ortalamalarinin grafiksel goriiniimii

*[saretli gruplar arasmdaki fark istatistiksel olarak anlamhdw (p<0,05).
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3.3 Zamana Bagh SCAP Proliferasyonu

Calismada kuyucuklara uygulanan irrigasyon protokollerinin, zamana bagl
SCAP proliferasyonu iizerine etkisinin degerlendirildigi ger¢cek zamanli hiicre analiz
sistemine (XCELLigence RTCA) ait 116 saat sonunda elde edilen ortalama CI
degerleri ve standart sapmalar Cizelge 3.1°de; grafikler ise Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil
3.9 ve Sekil 3.10°da gosterilmektedir.

Cizelge 3.1 xCELLigence RTCA sistemine ait 116 saat sonunda elde edilen ortalama
CI ve standart sapma degerleri

Irrigasyon Protokolleri ORT £ SS

1,22 £ 0,97
2,26 = 0,17

2,05+0,16
1,58 £ 0,09

1,73 £ 0,18
0,97 £ 0,37

*Aymi siitunda farkly harf tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,01).
*Aym stitunda ayni harf tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh degildir (p>0,01).

1,11 £ 0,53
0,77 + 0,47
1,73 £ 0,19
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Sekil 3.7 %5 (Grup 2) ve %17’lik EDTA (Grup 3)’in tek basina kullanildig1 gruplarin
kendi aralarinda ve kontrol grubuyla (Grup 1) karsilastirildigr zamana bagli SCAP
proliferasyonu grafigi

116 saat sonunda yapilan 6l¢iimlere gore, irrigasyon ajani olarak %5 ve
%17°1ik EDTA’in tek basina kullanildigr gruplarda (sirasiyla Grup 2 ve Grup 3)
kiiltiire edilen SCAP’nin kontrol grubuna (Grup 1) gore daha yiiksek proliferasyon
oranina sahip oldugu goriildii ve Grup 1 ve Grup 2 arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p<0,01) (Sekil 3.7). Grup 2 ve Grup 3 kendi aralarinda
karsilagtirildiginda ise, SCAP’nin 116 saat boyunca yakin degerlerde proliferasyon
oranina sahip oldugu goriildii ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamadi (p>0,01) (Sekil 3.7).
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Sekil 3.8 %5°lik EDTA kullanilan tiim gruplarin kendi aralarinda ve kontrol grubuyla
(Grup 1) karsilastirildig1 zamana bagli SCAP proliferasyon grafigi

%35’lik EDTA kullanilan tiim gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda en
yiiksek SCAP proliferasyonu sadece %5’lik EDTA kullanilan grupta (Grup 2)
goriiliirken, en diisik SCAP proliferasyonu %5 NaOCI+%5 EDTA’in birlikte
kullanildig1 grupta (Grup 6) tespit edildi (Sekil 3.8) ve aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,01).

%5’lik EDTA (Grup 2) ve %1 NaOCI+%5 EDTA (Grup 4) ile irrigasyon
yapilan gruplarda SCAP proliferasyonu kontrol grubuna (Grup 1) gore daha yiiksek
degere sahipken, %2,5 NaOCl+%35 EDTA (Grup 5) ve %5 NaOCl+%5 EDTA (Grup
6) ile irrigasyon yapilan gruplarda SCAP proliferasyonunun kontrol grubundan daha
diisiik degere sahip oldugu goriildi (Sekil 3.8) ve Grup 2 ile Grup 1, Grup 5 ve Grup
6 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,01).

Farkli konsantrasyonlardaki NaOCl’in ardindan %5’°lik EDTA ile irrigasyon
yapilan gruplar (Grup 4, Grup 5 ve Grup 6) kendi aralarinda karsilastirildiginda;

NaOCI’in konsantrasyonu arttikga SCAP proliferasyonunda azalma meydana geldigi
goriildi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.9 %17’lik EDTA kullanilan tiim gruplarin kendi aralarinda ve kontrol grubuyla
(Grup 1) karsilastirildig1 zamana bagli SCAP proliferasyon grafigi

%17°1ik EDTA kullanilan tiim gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiginda ise
en yiiksek SCAP proliferasyonu sadece %17°lik EDTA kullanilan grupta (Grup 3)
goriiliirken, en diisik SCAP proliferasyonu %5 NaOCl+%17 EDTA’in birlikte
kullanildig1 grupta (Grup 9) tespit edildi (Sekil 3.9) ve aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,01).

%]17’lik EDTA (Grup 3), %1 NaOCl+%17 EDTA (Grup 7) ve %?2,5
NaOCl+%17 EDTA (Grup 8) ile irrigasyon yapilan gruplarda SCAP proliferasyonu
kontrol grubuna (Grup 1) gore daha yliksek degere sahipken, %5 NaOCl+%17 EDTA
(Grup 9) ile irrigasyon yapilan grupta SCAP proliferasyonunun kontrol grubundan
daha diisiik degere sahip oldugu gorildii (Sekil 3.9) ve Grup 3 ile Grup 9 arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,01).

Farkli konsantrasyonlardaki NaOCI’in ardindan %17’lik EDTA ile irrigasyon
yapilan gruplar (Grup 7, 8 ve 9) kendi aralarinda karsilastirildiginda; NaOCl’in
konsantrasyonu arttikca SCAP proliferasyonunda azalma meydana geldigi goriildii
(Sekil 3.9). Fakat 116 saat sonunda % 2,5’lik NaOCI kullanilan grupta (Grup 8) CI
degerinin (1,73063), %1°lik NaOCl kullanilan gruptaki (Grup 7) CI degerini (1,727)
gecmekte oldugu tespit edildi.

Sonuglarin tamami incelendiginde, 116 saat boyunca tiim gruplarda

SCAP’nin yiizeye tutunup, prolifere olabildigi gozlendi (Sekil 3.10).
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116 saat sonunda en yiiksek degerler EDTA’in tek basina kullanildig
gruplarda (Grup 2 ve Grup 3) goriiliirken, en diisiikk degerler %5°lik NaOCl’in
kullanildig1 gruplarda (Grup 6 ve Grup 9) gorildi (Sekil 3.10). En yiiksek
proliferasyon oranina sahip bu gruplar ile Grup 5, 6 ve 9 arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulundu (p<0,01).

Elde edilen sonuglara gore belli bir konsantrasyondaki (%1, %2,5 ya da %5)
NaOCl’in ardindan, farkli iki konsantrasyonda EDTA kullanilan gruplar birbiriyle
karsilagtirildiginda (Grup 4 ile 7, Grup 5 ile 8, Grup 6 ile 9); %17’lik EDTA’in
kullanildig1 gruplar, %5°lik EDTA’in kullanildig1 gruplara gore daha yiiksek CI degeri
gostermistir (Sekil 3.10). Bu nedenle; %5’lik EDTA tek basina kullanildiginda
%17°1ik EDTA’ten daha yiiksek proliferasyon oranmna sahip olsa da, %17’lik
EDTA’in, NaOCl’in olumsuz etkilerini tersine ¢evirmede daha basarili oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 3.10 Tiim gruplara ait zamana bagli SCAP proliferasyon grafigi

. (GrUp 2
e Grup 3
s GrUp 7
s GrUp 8
e Grup 4
e Grup 1

Grup 5
e GTUP 9§
e GTUp 6



3.4 SCAP’nde Apoptoz ve Nekroz Varhgi

Caligmada kuyucuklara uygulanan irrigasyon protokollerinin ardindan
SCAP’nde apoptoz ve nekroz varliginin degerlendirildigi ikili boyama ydntemine ait
24 saat sonunda elde edilen veriler Cizelge 3.2’de, verilerin grafiksel goriiniimii Sekil
3.11°de, mikroskop goriintiileri ise Sekil 3.12, 3.13, 3.14’te sunulmaktadir. Mikroskop

altinda yapilan incelemelerde hicbir grupta apoptotik hiicreye rastlanmamustir.

Cizelge 3.2 Ikili boyama yontemine ait 24 saat sonunda elde edilen yiizde nekroz ve
standart sapma degerleri

Irrigasyon Protokolleri Nekroz (%) £SS

16,90 + 3,46
6,48 + 4,04
5,35 + 3,05
10,99 + 0,58
12,40 + 9,16
Gpe(sNOCL%SEDTA a
8,03 + 6,66
10,39 + 0,58
18,89 + 4,00

*Aym stitunda farkly harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,01).
*Aym stitunda ayni harf tastyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh degildir (p>0,01).
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Sekil 3.11 ikili boyama ydntemine ait 24 saat sonunda elde edilen yiizde nekroz
degerlerinin grafiksel goriiniimii

Ikili boyama yonteminde 24 saat sonunda elde edilen verilere gore en yiiksek
nekroz oranlart %5’lik NaOCl’in kullanildig1 gruplarda (Grup 6 ve Grup 9)
gozlenirken, en diisiik nekroz oran1 %17’lik EDTA (Grup 3) ile irrigasyon yapilan
grupta gozlendi (Sekil 3.11).

Istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte (p>0,01), %17’lik EDTA
(Grup 3) ile irrigasyon yapilan grupta nekroz oranmin %5’lik EDTA (Grup 2) ile
irrigasyon yapilan gruba gore daha diisiik oldugu gozlendi (Sekil 3.11).

Belli bir konsantrasyondaki (%1, %2,5 ya da %5) NaOCl’in ardindan, farkl
iki konsantrasyonda EDTA kullanilan gruplar birbiriyle karsilastirildiginda (Grup 4 ile
7, Grup 5 ile 8, Grup 6 ile 9); %17’lik EDTA’in kullanildig1 grubun, %5’lik EDTA’in
kullanildig1 gruba gore daha diisiik nekroz oranina sahip oldugu goriildii (Sekil 3.11).
Bu nedenle; %17°lik EDTA’in NaOCI’in olumsuz etkilerini tersine ¢evirmede %5’°lik

EDTA’ten daha basarili oldugu goriillmektedir.

Farkl1 konsantrasyonlardaki NaOCl ve EDTA ile irrigasyon yapilan gruplarin
tiimiine bakildiginda ise (Grup 4, 5, 6, 7, 8 ve 9); NaOCl’in konsantrasyonu arttik¢a

nekroz oraninda da artis meydana geldigi goriilmektedir.
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Sekil 3.12 Grup 1 (kontrol), Grup 2 (%5 EDTA) ve Grup 3 (%17 EDTA)’iin DAPI ve
FITC filtreleri altindaki floresan atagmanli inverted mikroskop goriintiileri
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DAPI FITC

Grup 4

Grup 5

Grup 6

Sekil 3.13 Grup 4 (%1 NaOCl+%5 EDTA), Grup 5 (%2,5 NaOCl+%5 EDTA) ve Grup
6 (%5 NaOCl+%5 EDTA)’nin DAPI ve FITC filtreleri altindaki floresan atagmanli
inverted mikroskop goriintiileri
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DAPI FITC

Grup 7

Grup 8

Grup 9

Sekil 3.14 Grup 7 (%1 NaOCl+%17 EDTA), Grup 8 (%2,5 NaOCl+%17 EDTA) ve
Grup 9 (%5 NaOCl+%17 EDTA)’un DAPI ve FITC filtreleri altindaki floresan
atagmanli inverted mikroskop goriintiileri
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3.5 SEM Analizi

SEM incelemesi sonucunda tiim gruplarda elde edilen farkli biiyiitmelerdeki

goriintiiler Sekil 3.15 ile Sekil 3.32 arasinda sunulmaktadir.

Kontrol grubundaki (Grup 1) goriintiilere bakildiginda dentin yiizeyinin
tamamen smear tabakayla kapl oldugu goriildii (Sekil 3.15). 10 000x biiyiitmede ise

smear lizerinde yogun olmayan fibrin ag yapist gozlendi (Sekil 3.16).

Tim gruplardan alinan SEM goriintiileri incelendiginde, SCAP’nin fibrin ag
ortiisii iginde yuvarlak sekil aldig1 ve hiicre uzantilariyla dentin yiizeyine baglandigi
goriildii. PRP’nin sahip oldugu bu fibrin ag ortiistinlin, mikro gozenekli yapisiyla;
hiicrelerin madde aligverigine engel olmayan, hiicreleri hapseden ve onlara tutunma
ylizeyi saglayan, hiicre-hiicre etkilesimine izin veren bir ortam olusturdugu tespit

edildi (Sekil 3.24).

Sadece EDTA’in kullanildigt (Grup 2 ve Grup 3) ve %2,5’lik NaOCIl’in
ardindan EDTA’in iki farkli konsantrasyonu ile irrigasyon yapilan gruplardan (Grup 5
ve Grup 8) 1 000x ve 10 000% biiylitmede alinan SEM goriintiilerinde, fibrin ag
yapisinin daha yogun oldugu ve hiicre-hiicre arasi etkilesimlerin varligr goézlendi

(Sekil 3.17, Sekil 3.18, Sekil 3.19, Sekil 3.20, Sekil 3.29, Sekil 3.30).

Sadece EDTA’in kullanildig1 (Grup 2 ve Grup 3) ve %2,5’lik NaOCl’in
ardindan %17’lik EDTA ile irrigasyon yapilan grupta (Grup 8), SCAP’nin kiiciik
topluluklar halinde ve diger gruplara gore daha yogun olarak dentin yiizeyine

tutundugu goriildii (Sekil 3.17, Sekil 3.19, Sekil 3.29).

%5°1ik NaOCl ile irrigasyon yapilan gruplardan (Grup 6 ve Grup 9) 1 000x
bliyiitmede alinan SEM goriintiilerinde ise, fibrin ag yogunlugunun azalmasi nedeniyle

acik dentin tiibiillerinin daha goriiniir hale geldigi tespit edildi (Sekil 3.25, Sekil 3.31).
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PM | 20.00 kV | 2.42e-3 Pa | 1000 x S mm | ETD HUBTUAM

———— 10 pm E—

10000 x | 7.5mm | ETD HUBTUAM

Sekil 3.16 Grup 1 (kontrol)’den 10 000x biiylitmede alinan 6rnek SEM goriintiisii
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100 pm
8mm | ETD [l HUBTUAM

30.00kV | 2.25e-2Pa | 10000x | 9.5mm | ETD HUBTUAM

Sekil 3.18 Grup 2 (%5 EDTA)’den 10 000x biiylitmede alinan 6rnek SEM goriintiisii
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HvV ure mag [ WD t —— 100 ym
2Pa | 1000x | 94 mm HUBTUAM

—— 10 ym —

30.00 kv | 1.23e-2Pa | 10000 x | 9. iTi HUBTUAM

Sekil 3.20 Grup 3 (%17 EDTA)’ten 10 000x biiyiitmede alinan 6rnek SEM goriintiisii
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HUBTUAM

Sekil 3.22 Grup 4 (%1 NaOCl+%5 EDTA)’ten 10 000x biiyiitmede alian 6rnek SEM goriintiisii
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30.00kV | 6.83e-3Pa | 10000 x | 129 mm | ETD HUBTUAM

Sekil 3.24 Grup 5 (%2,5 NaOCl+%5 EDTA)’ten 10 000x biiylitmede alinan 6rnek SEM goriintiisii
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pressure mag [ pm ——

30.00 kv | 7.14e-3 Pa | 1000 x I HUBTUAM

Sekil 3.25 Grup 6 (%5 NaOCl+%5 EDTA)’dan 1 000x biiyiitmede alman érnek SEM goriintiisii

pressure mag [ WD det — 10 pm —
30.00kv | 1.18e-3 Pa | 10000x | 3.9 mm | ETD HUBTUAM

Sekil 3.26 Grup 6 (%5 NaOCl+%5 EDTA)’dan 10 000x biiyiitmede alinan 6rnek SEM goriintiisii
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6/30/2016 HV I WD det —100 pm ———
12:59:20 PM | 30.00 kV | 2.32e- 1000x | 9.7 mm | ETD HUBTUAM

mag
10000 x | 9.6 mm HUBTUAM

Sekil 3.28 Grup 7 (%1 NaOCl+%17 EDTA)’den 10 000% biiyiitmede alinan 6rnek SEM goriintiisii
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2016 B pressure _m-ag O wD |

2:33:51PM | 30.00kV | 1.26e-3Pa | 1000x | 5.2 mm | ETD piiil

WD
30.00kvV | 1.35e-3Pa | 10000 x | 5.3 mm | ETD HUBTUAM

Sekil 3.30 Grup 8 (%2,5 NaOCI+%17 EDTA)’den 10 000x biiyilitmede alinan 6rnek SEM goriintiisii
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e 3

mag [ WD et , — 100 ym ——™

20.00kV | 2.78e-3Pa | 1000x | 10.6 mm | ETD pARil HUBTUAM

Sekil 3.31 Grup 9 (%5 NaOCI+%17 EDTA)’dan 1 000x biiyiitmede alinan 6rnek SEM goriintiisii

6/29/ Y pressure . maé O WD det 10 ym ———
2:35:38 PM | 30.00kV | 2.90e-3Pa | 10000x | 3.4 mm | ETD HUBTUAM

Sekil 3.32 Grup 9 (%5 NaOCl+%17 EDTA)’dan 10 000% biiyiitmede alinan 6rnek SEM goriintiisii
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4 TARTISMA VE SONUC

Biyolojik acidan bakildiginda, endodontinin amaci apikal periodontitisi
onlemek ya da tedavi etmektir. Bu amaca yonelik en uygun yontem, pulpal
inflamasyon olustugunda pulpa sagligin1 korumak iken, pulpa nekrozu varliginda

pulpal doku rejenerasyonunu saglamaktir.

Rejeneratif endodontik prosediirler, dentin ve kok yapilarinin yani sira pulpa-
dentin kompleksinin hiicrelerini de igeren; hasarli, hastalikli ve kayip dokular1 yerine
koymak ve pulpa-dentin kompleksinin normal fizyolojik fonksiyonlarini ayni kékenli
canli dokularla restore etmek iizere tasarlanan biyolojik temelli prosediirler olarak

tanimlanmaktadir (Murray ve ark. 2007).

Rejeneratif endodontik tedavilerin temeli, 1960’larin basinda Nygaard-Qstby
tarafindan nekrotik pulpa ve apikal lezyona sahip matiir bir disin apikal iicliistinde yeni
vaskiilarize doku olusumunun indiiklendigi bir ¢aligsma ile atilmistir. Bu ¢aligma ileride
rejeneratif endodonti alaninda yapilacak calismalara onciiliik etmis ve benzer
protokoller nekrotik pulpali immatiir daimi dislerin tedavisinde de kullanilmaya
baslanmigtir. Hatta yayinlanan son vaka raporlarinda nekrotik pulpali immatiir daimi
dislerin 0Ozellikle biyolojik temelli endodontik tedavilere cevap verebilecegi
gosterilmektedir (Hargreaves ve ark. 2008). Ancak giiniimiize kadar uygulanan
rejeneratif prosediirler kapsaminda ¢ok sayida teknik, irrigasyon ajani ve kanal ici
medikament kullanilmis ve tedavi protokoliinde standardizasyon tam olarak
olusturulamamustir (Cotti ve ark. 2008, Hargreaves ve ark. 2008, Jung ve ark. 2008,
Bose ve ark. 2009, Hargreaves ve ark. 2013). Bu durum rejeneratif endodontik
tedaviler hakkinda daha ¢ok translasyonel ¢alismaya ihtiya¢ oldugunun bir gostergesi

olarak degerlendirilebilir.

Herhangi bir rejenerasyon prosediiriiniin basarili olabilmesi i¢in irrigasyon
ajanlari; hem bakterisit/bakteriyostatik 6zellikleri, hem de hastaya ait kok hiicrelerin
proliferasyon kapasitesini ve canliligin1 tesvik etme yetenegi goz Oniinde
bulundurularak se¢ilmelidir. Bu kriterler irrigasyon ajanlarinin endodontik tedavideki

klasik kullanim kriterlerinden ¢ok farklidir. Bu nedenle irrigasyon ajanlarinin hastaya
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ait hiicreler lizerinde kimyasal etkisini inceleyen az sayida ¢alisma bulunmaktadir
(Trevino ve ark. 2011, Martin ve ark. 2014). Rejeneratif endodontik tedavilerin daha
Ongoriilebilir tedaviler olabilmesi i¢in kullanilan irrigasyon ajanlarinin tiim yonleriyle

degerlendirilmesine ihtiyag¢ vardir.

Calismamizda farkli konsantrasyonlarda NaOCl ve EDTA’in kullanildig:
irrigasyon protokollerinin SCAP’nin canlilig1 lizerine etkisinin degerlendirilmesinde,
tic boyutlu formu ve fonksiyonuyla in vivo organa benzeyen organotipik modeller
kullanild1. Boylelikle farkli irrigasyon ajanlariyla muamele edilmis dentin gibi ev
sahibi dokular ile apikal dental dokulardan izole edilen hiicreler ve doku iskeleleri
arasindaki etkilesimin degerlendirilmesi yapildi. Ciinkii dentinin mezenkimal kok
hiicrelerin ¢ogalmasimi ve farklilagsmasini etkileyen fizyolojik konsantrasyonlarda
biiylime faktoriine sahip oldugu bilinmektedir (Smith ve ark. 1995, Cassidy ve ark.
1997). Dentin geleneksel kiiltiir ortamlarinda mevcut olmayan ekstraselliiler matriks
proteinleri ve ylizey molekiillerinin benzersiz bir bilesimidir (Bronckers ve ark. 1989).
Demarco ve ark. (2010) dentinin DPSCs’nin farklilagsmasi iizerine etkilerini
inceledikleri c¢aligmalarinda; dentine ait morfojenlerin, DPSCs’nin odontoblastlara
farklilagmasinda ve pulpa benzeri bir doku elde edilmesinde dnemli bir role sahip

oldugunu tespit etmislerdir.

Trevino ve ark. (2011) insan dis koklerinin organotipik model olarak
kullandiklar1 bir ¢alismada; bu modelin rejeneratif prosediirlerin taklit edilmesine
olanak saglamakla beraber, arastirmacilarin ¢esitli irrigasyon ajanlari, medikamentler,
hiicreler, biiylime faktorleri ve doku iskelelerinin pulpa-dentin kompleksinin
rejenerasyonu lizerine etkisini in vitro olarak degerlendirmesine de izin verecegini
ifade etmislerdir. Boylelikle hayvan modelleri ve insan deneylerinden Once
organotipik modellerin arasgtirma yontemi olarak kullanilabilecegi sonucuna
varmislardir. Tiim bu nedenler ve daha dnce yapilmis benzer ¢alismalarla (Trevino ve
ark. 2011, Martin ve ark. 2014) kiyaslanabilirlik agisindan, calismamizda anatomileri
ayni tipte olan insan dis koklerinden elde edilen standardize kok kanal boyutlarina

sahip organotipik modeller kullanildi.

Irrigasyon ajanlarmm kok hiicreler iizerindeki etkilerinin incelendigi

calismalarda giliniimiize kadar farkli dental dokulardan izole edilen bir¢ok yetiskin kdk
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hiicre kullanilmigtir (Casagrande ve ark. 2010, Pang ve ark. 2014). Gelisimini
tamamlamamis dislerin kok ucunda yer alan apikal papilla, rejeneratif prosediirlere
katilmas1 muhtemel kok hiicrelerden zengin bir kaynaktir (Lovelace ve ark. 2011). Bu
dokudan izole edilen SCAP de konumundan dolay1 rejeneratif endodonti alaninda

bliytik ilgi uyandirmaktadir.

Sonoyama ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada, SCAP’nin DPSCs’ne gore
daha yiiksek hizda popiilasyonunu ikiye katladigini, doku rejenerasyon kapasitesinin
daha yiiksek oldugunu, daha fazla kok hiicreye 6zgii pozitif yiizey antijeni i¢erdigini

ve daha yiiksek seviyede antiapoptotik protein eksprese ettigini tespit etmislerdir.

Yine Sonoyama ve ark. (2008) SCAP ve DPSCs’ni karsilastirdiklar1 bagka
bir ¢alismada ayni siire igerisinde SCAP’nin DPSCs’ne gore 2-3 kat daha fazla
cogaldigini, histolojik olarak apikal papillanin pulpadan farkli bir doku oldugunu ve
apikal papillanin giiglii bir mezenkimal kok hiicre kaynagi oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica apikal papilla ve burada bulunan kok hiicrelerin daha apikalde
konumlanmasindan dolay1 kollateral dolasimdan faydalandigi ve boylelikle pulpa

nekrozu boyunca hayatta kalabildigini diistinmektedirler.

Huang ve ark. (2008) apikal papillanin kdk olusumundaki roliiniin klinik
vakalarla gosterilebilecegini belirtmiglerdir. Komplike kron kirigina sahip immatiir bir
disin tedavisinde pulpa tamamen ekstirpe edilmis fakat apikal papillaya miidahale
edilmemistir ve sonug olarak kok ucu olusumu gézlemlenmistir. Yine ayni sekilde
mini domuzlart model olarak kullandiklart bir pilot calismada (Huang ve ark. 2008),
kok gelisiminin erken doneminde disin bir kokiinde apikal papilla cerrahi olarak
uzaklastirllmis ve pulpa dokusu saglam olmasina ragmen kok gelisiminin durdugu
gozlenmistir. Apikal papillanin uzaklagtirlmadigi ayni disin diger koklerinde ise

normal biiylime ve gelisimin devam ettigi tespit edilmistir.

Huang ve ark. (2009) SCAP’nin heniiz gelismekte olan bir disten elde ediliyor
olmasindan dolayi, bu hiicrelerin DPSCs’ne kiyasla daha erken donem kok hiicre
oldugunu diistinmektedirler. Ayrica SCAP’nin kdk dentininin olusumundan sorumlu
olan primer odontoblastlarin, DPSCs’nin ise reperatif dentin tiretmekten sorumlu olan

odontoblastlarin kdkeni olabilecegini belirtmislerdir.
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Abuarqoub ve ark. (2015) farkli konsantrasyonlarda olusturulmus platelet
lizatlarinin DPSCs ve SCAP iizerindeki etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, bu
hiicrelerin izolasyon sonrasi kiiltiirdeki davranislarini da incelemisler ve SCAP
kiiltiirtinde kolonilerin hem daha ¢ok sayida hem de daha erken siirede olustugunu
gozlemlemislerdir. Ayrica SCAP bir hafta sonra yeterli yogunluga ulastigi igin
pasajlanirken, DPSCs’nin ayni yogunluga ancak iki hafta sonunda ulasabildigini tespit
etmislerdir. Yukarida belirtilen nedenlerle bu calismada rejeneratif endodontik
prosediirler i¢in zengin bir kaynak oldugu belirtilen apikal papilla dokusundan izole

edilen SCAP kullanildi.

Apikal papilla, kok hiicrelerin yani sira farkli hiicre tiirlerini de icerdiginden
(fibroblastlar vb.) hiicresel olarak heterojen bir yapiya sahiptir (Sonoyama ve ark.
2006, Sonoyama ve ark. 2008). Ek olarak kok hiicre popiilasyonu da kendi i¢inde farkli
ylizey markirlarin1 eksprese eden hiicrelerden olusmaktadir. SCAP’nin ilk
karakterizasyonu bir ylizey markir1 olan STRO-1 ekspresyonuna dayali yapilmistir
(Sonoyama ve ark. 2008). Fakat STRO-1 pozitif hiicrelerin SCAP popiilasyonunun
kiigiik bir kismin1 olusturdugu agik bir sekilde gdsterilmektedir (Huang ve ark. 2009,
Bakopoulou ve ark. 2011, Wu ve ark. 2012).

Ruparel ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada gercek mezenkimal kok hiicre
karakterizasyonu i¢in minimal kriterleri g6z 6niinde bulundurarak (Dominici ve ark.
2006) CD73, CD90 ve CDI105 ekspresyonuna odaklanmiglar ve bu markirlarin
ekspresyon profillerini lazer taramali konfokal mikroskop, mezenkimal kok hiicreye
spesifik gercek zamanli RT-PCR ve akan hiicre dlcer ile degerlendirmislerdir. Sonug
olarak apikal papillanin CD73, CD90 ve CD105 pozitif hiicrelerden olusan yogun bir
popiilasyona sahip oldugunu tespit etmislerdir. Lazer taramali konfokal mikroskopla
yapilan degerlendirme sonrasi ise apikal papilla ve hiicrelerinin mezenkimal kok
hiicreler icin gerekli markirlar1 (CD73, CD90 ve CD105) eksprese ettigini ortaya
koymuslardir. Ayn1 zamanda bu incelemede apikal papilla ve dental pulpa arasindaki
fark da vurgulanmaktadir. Cilinkii dental pulpa hiicrelerinin sadece kiiciik bir kisminin
mezenkimal kok hiicrelerden olustugu tespit edilmistir (Gronthos ve ark. 2000,
Ruparel ve ark. 2013). Ayrica bu calismayla SCAP’nin sahip oldugu yiiksek

proliferasyon orani ve farklilasma potansiyeli gibi diger farkliliklarin, bu hiicrelerin
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klinik 6ncesi ¢alismalarda kullanimin1 ve klinik prosediirlerdeki roliinii destekledigi
ifade edilmistir. Bu nedenle bu ¢alismada da SCAP’nin karakterizasyonu; CD73,
CD90 ve CD105 yiizey antijenlerinin ekspresyonuna dayali olarak gerceklestirilmistir.

Dentin ylizeyine kok hiicre adezyonu daha dnce degerlendirilmis 6nemli bir
konudur ve hiicreler kdk kanalina yerlestirilirken iskele yardimiyla {i¢ boyutlu bir
bliylime ortami saglanmasi gerekir (Elseed ve ark. 2009). Rejeneratif endodontik
tedavilerde iskele olusturulmasi i¢in Onerilen protokol, periapeksten kasitli olarak
kanamanin uyarilmasi ve kok kanali iginde fibrin piht1 olusumunun saglanmasidir
(AAE 2016). Fibrin piht1 iskelelerin basar1 oraninin yiiksek oldugunu gosteren birgok
vaka raporu yayinlanmistir (Iwaya ve ark. 2001, Banchs ve Trope 2004, Bose ve ark.
2009, Ding ve ark. 2009, Lenzi ve Trope 2012, Sonmez ve ark. 2013), fakat her zaman
kanal i¢cine kanamanin uyarilmasi miimkiin degildir (Cehreli ve ark. 2011, Nosrat ve
ark. 2012, Bezgin ve ark. 2015). Bu nedenle arastirmacilar kanama varliginda ya da
yoklugunda kullanilabilecek diger {i¢ boyutlu iskeleleri incelemeye baslamislardir
(Geisler 2012). Vendz kanin hiicresel elemanlarina ayrilmasi ile elde edilen otojen
trombosit konsantrasyonu PRP da bu iskelelerden biridir ve hastalardan kolaylikla elde

edilebilir (Sachdeva ve ark. 2015).

PRP; bas-boyun cerrahisi, kardiyovaskiiler cerrahi ve agiz ve ¢ene cerrahisi
dahil olmak {iizere ¢esitli cerrahi alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bir¢cok
aragtirmaci rejeneratif endodontik tedavilerde, PRP’y1 fibrin piht1 iskelesi ile beraber
kullanirken (Jadhav ve ark. 2012, Jadhav ve ark. 2013, Martin ve ark. 2013); bazi
arastirmacilar PRP’y1 tek basina kullanmiglar ve basarili bir iskele olusumunun
gbzlendigini bildirmislerdir (Torabinejad ve Turman 2011, Bezgin ve ark. 2014).
Fakat PRP’nin bu basarisint dogrulamak icin prospektif ¢aligsmalara ihtiya¢ oldugunun

da altim1 ¢izmislerdir.

Bezgin ve ark. (Bezgin ve ark. 2015) fibrin pithti ve PRP’nin rejeneratif
endodontik  tedavilerde iskele olarak kullanimini  karsilastirdiklar1  klinik
caligsmalarinda; iki grup arasindaki basar1 oraninda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadigini tespit etmislerdir. Buna ragmen PRP grubunda tam iyilesme ve apikal
kapanmanin tamamlanmasi i¢in gereken siirenin daha kisa oldugu gozlemlenmistir.

Ayrica PRP’nin kullanildig1 grupta vitalite testlerine alinan pozitif cevap oraninin,
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fibrin piht1 grubuna gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Buradan yola ¢ikarak
arastirmacilar, PRP’nin rejeneratif endodontik tedaviler i¢in kullanilabilir bir iskele

oldugu sonucuna varmiglardir.

PRP hakkinda diger bir 6nemli konu ise; PRP’dan salinan biiyiime
faktorlerinin iyilesmenin uyarilmasi i¢in mitogenez, kemotaksi, farklilasma ve
metabolizma gibi hiicresel siire¢lerin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip olmasidir.
Bir¢ok biiyiime faktorii icermekte olan PRP’nin kok hiicrelerin proliferasyonunu,
canliligini ve farklilasmasini tesvik ettigi yapilan in vitro ¢alismalarla gosterilmistir

(Marx 2004, Doucet ve ark. 2005, Kasten ve ark. 2006, Vogel ve ark. 2006).

Trevino ve ark. (2011) cesitli irrigasyon ajanlarimin SCAP canliligi
tizerindeki etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, hiicreleri PRP ile beraber kok kanal
modelleri igerisine yerlestirdiklerinde hiicre canliliginin tesvik edildigini tespit
etmislerdir. PRP kullanilmayan negatif kontrol grubunda ise canli hiicreye
rastlanmamistir. Bu nedenle biz de ¢alismamizda SCAP’ni organotipik kok kanal

modelleri icerisine yerlestirirken PRP’y1 iskele olarak kullanmayn tercih ettik.

NaOCl, endodontide en sik kullanilan dezenfeksiyon ajanidir. Miikemmel
bakterisidal etkinlige (Harrison ve ark. 1990, Vianna ve ark. 2006, Martinho ve Gomes
2008) ve doku ¢6zme kapasitesine (Hand ve ark. 1978, Harrison ve Hand 1981, Yang
ve ark. 1995) sahiptir. Bu iki 6zellik rejeneratif endodontik uygulamalarda minimal
enstriimentasyon yapilan ya da hi¢ mekanik enstriimentasyon yapilmayan immatiir
dislerin dezenfeksiyonu icin ¢ok onemlidir (Hargreaves ve ark. 2013). Bu nedenle
bugiine kadar gergeklestirilen tiim rejeneratif endodontik uygulamalarda farkl
konsantrasyonlarda NaOCI kullanilmigtir (Diogenes ve ark. 2013). Yapilan
translasyonel = caligmalarda NaOCl tek basina  kullanildiginda,  biitiin
konsantrasyonlarda hiicre canliligin1 azalttigi (Martin ve ark. 2014) ve yiksek
konsantrasyonlarda dentindeki biiylime faktorlerini denatiire ettigi (Zhao ve ark. 2000)
tespit edilmistir. Bu nedenle AAE, NaOCI kullaniminin ardindan EDTA ile irrigasyon
yapilmasini 6nermektedir (AAE 2016). Bizim ¢alismamizda da rejeneratif endodontik
uygulamalarda kullanilabilecek en ideal irrigasyon protokoliinii tespit etmek amaciyla,
sadece NaOCl kullanmak yerine; %1, %2,5 ve %5’lik NaOCIl’in kullanildig1 gruplarda
final irrigasyon ajani olarak %5’lik veya %17’lik EDTA kullanildi.
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EDTA ise endodontide kok kanal tedavisi sirasinda sikc¢a kullanilan bir
selasyon ajanidir. Bakteriyel enfeksiyon varliginda NaOCl ile beraber kullanildiginda,
smear tabakasini uzaklastirip dentin tiibiillerini agarak; irrigasyon ajanlari, kanal i¢i
medikamentler ve kok kanal dolgu patlarinin dentin tiibiillerine girisine izin verir ve
boylece bu ajanlarin bakterisidal/bakteriostatik etkilerinin maksimuma ulagmasini
saglar (Aktener ve Bilkay 1993, Oksan ve ark. 1993, Srivastava ve Chandra 1999). Bu
ozelliklerine ek olarak selasyon etkisiyle, dentine gomiilii biiylime faktorlerinin
salimimini tesvik ettigi i¢in rejeneratif endodontik prosediirlerde kullanilmasi yapilan
caligsmalarla desteklenmektedir (Begue-Kirn ve ark. 1992, Tomson ve ark. 2007). Bu
bliylime faktorlerinin dental dokulardaki kok hiicrelerin ¢ogalmasini, hayatta
kalmasini ve farklilasmasini tesvik ettigi bilinmektedir (Finkelman ve ark. 1990,
Roberts-Clark ve Smith 2000, Almushayt ve ark. 2006). Rejeneratif endodontik
tedavilerde NaOCl’in olumsuz etkilerini tersine g¢evirerek hiicre canlilig1 tizerinde
olusturdugu olumlu etkisinden dolay1, ¢alismamizda da EDTA hem tek bagina hem de
NaOCl'in ardindan final irrigasyon ajan1 olarak, %5’lik ve %]17’lik

konsantrasyonlarda kullanildi.

Literatiirde hiicre canliliginin tespiti i¢in bircok yontem ve hazir ticari kit
bulunmaktadir (Terzioglu ve ark. 2013). Martin ve ark. (2014) yaptiklar ¢alismada
farkli konsantrasyonlardaki NaOCl’in SCAP’nin canlilig1 iizerine etkisini, canli
hiicrelerin luminesansint Olgerek sonug¢ veren CellTiter-Glo reaktifini kullanarak
degerlendirmiglerdir. Trevino ve ark. (2011) g¢aligmalarinda %6’lik NaOCl, %17’lik
EDTA ve %2’lik CHX’in farkli kombinasyonlarinin kullanildigi irrigasyon
protokollerinin SCAP’nin canlilif1 {izerine etkisini immiinohistokimyasal teknikler
kullanarak lazer taramali konfokal mikroskop altinda degerlendirmiglerdir. Bu
calismada ise organotipik kok kanal modelleri tizerinde, farkli konsantrasyonlarda
NaOCl ve EDTA’in kullanildig1 irrigasyon protokollerinin, SCAP’nin canlilig
tizerine etkisinin degerlendirilmesinde WST-1 kiti kullanilmistir. Boliinme dongiisiine
giren canli hiicrelerde metabolik aktivitede artig goriilmektedir, bu nedenle metabolik
aktivitenin Olg¢iilmesi de sik kullanilan hiicre canlilig1 tespit yontemlerinden biridir
(Rode 2008). Bu yontemde yaygin olarak tetrazolyum tuzlarimi igeren Kkitler
kullanilmaktadir. WST-1 kiti de bunlardan biridir ve canli hiicrelerin metabolik

aktivitelerini Olger (Rode 2008). Tetrazolyum tiirleri karsilagtirildiginda en iyi
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alternatif WST-1 gibi goriinmektedir. Cilinkii diger tuzlara goére daha verimli
tiikketilmekte ve daha ¢cabuk renk degisimi gostermektedir (Smith 2012). Ayrica diisiik
hiicre sayilarini belirlemede, MTT ve XTT’ye gore daha yiiksek hassasiyete sahip
oldugu tespit edilmistir (Rode 2008).

Rejeneratif endodontik prosediirlerden sonra dnemli sayida farklilasmamig
mezenkimal kok hiicrenin kok kanal sistemi igerisine gonderildigi 2011 yilinda
yapilan bir ¢aligma ile ortaya konulmus (Lovelace ve ark.) ve bu bulgu rejeneratif
endodontik tedaviler i¢cin doniim noktast olmustur. Daha Once gergeklestirilen
rejeneratif endodontik tedavilerde kullanilan protokoller ile nekrotik pulpaya sahip
immatir diste sadece maksimum dezenfeksiyon saglanmasi amacglanmis, irrigasyon
ajanlarinin kok hiicreler tizerindeki etkisi dikkate alinmamistir. Bu nedenle literatiirde
irrigasyon ajanlarinin kok hiicreler iizerindeki etkisini degerlendiren az sayida ¢alisma

bulunmaktadir.

Martin ve ark. (2014) farkli konsantrasyonlardaki NaOCl’in SCAP’nin
canlilig1 ve farklilagmasi tiizerine etkisini arastirdiklar1 calismalarinda, NaOCl’in
konsantrasyona bagli olarak SCAP canliligin1 azalttigini tespit etmislerdir. %0,5, %1,5
ve %3’lik NaOCl kullanilan gruplarda SCAP’nin canliliginda benzer oranlarda
azalma goriiliirken, %6’lik NaOCl’in anlamli 6lgiide SCAP’nin canliligin1 azalttig
gozlemlenmistir. Buna karsin %]17’lik EDTA’in final irrigasyon ajani olarak
kullanildig1 gruplarda, NaOCI’in SCAP canlilig1 iizerindeki negatif etkilerinin tersine
cevrildigi ve herhangi bir islem yapilmamis olan kontrol grubuna yakin sonuglar elde
edildigi tespit edilmistir. En yiiksek hiicre canliligi ise sadece %17 EDTA’nin

kullanildig1 grupta goriilmiistiir.

Trevino ve ark. (2011) %6’lik NaOCl, %17’lik EDTA ve %2’lik CHX’in
farkli kombinasyonlarinin kullanildigi irrigasyon protokollerinin SCAP’nin canlilig1
lizerine etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda; sadece %17°lik EDTA ile irrigasyon
yapilan grupta, %6’lik NaOCl ve %17°lik EDTA ile irrigasyon yapilan gruba gore

hiicre canliliginin daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Ring ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢aligmada 10 farkli irrigasyon ajaninin DPSCs

tizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. Bu calismaya gore en yliksek sitotoksisite
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degerleri %6°lik NaOCI’in kullanildig1 gruplarda goriiliirken, en diisiik sitotoksisiteye
sahip grubun %17’lik EDTA’in kullanildig1 pozitif kontrol grubu oldugu tespit

edilmistir.

Farklt irrigasyon protokollerinin SCAP canlilign {izerine etkisini
inceledigimiz bu c¢alismayla daha Once yapilmis benzer caligmalar arasindaki en
onemli fark; onceki ¢alismalarda EDTA’in sadece %]17°lik konsantrasyonunun kok
hiicreler iizerindeki etkisi incelenirken (Ring ve ark. 2008, Trevino ve ark. 2011,
Martin ve ark. 2014), bu calismada EDTA’in hem %5’lik hem de %17’lik
konsantrasyonlarinin kok hiicreler tizerindeki etkisi incelenmistir. Bu kapsamda daha
diisiik konsantrasyona sahip EDTA soliisyonunun kok hiicreler iizerinde olusturacagi

negatif ya da pozitif etkilerin arastirilmas1 amag¢lanmustir.

Organotipik modellere uygulanan farkli irrigasyon protokollerinin SCAP
canlilig1 tizerine etkisini WST-1 yontemi ile inceledigimiz bu caligmada, 7.giin
sonunda en yiiksek deger %17’lik EDTA ile irrigasyon yapilan grupta (Grup 3)
gozlenirken; %17°lik EDTA kullanilan gruplar i¢inde en diisiik deger ise %5
NaOCl+%]17 EDTA ile irrigasyon yapilan grupta (Grup 9) gozlenmistir. Yapmis
oldugumuz ¢alismada her ne kadar farkli bir yontem kullanilmis olsa da, elde edilen
sonuglar daha 6nce yapilan ¢alismalarla benzerlik géstermektedir (Ring ve ark. 2008,

Trevino ve ark. 2011, Martin ve ark. 2014).

EDTA’in dentinin kristal yapisindan Ca++ iyonlarin1 uzaklastirmasiyla,
yiizeysel dentin tabakasi demineralize olur. Bu durum TGF-B (Zhao ve ark. 2000),
BMP-2 (Begue-Kirn ve ark. 1992), PDGF, VEGF ve FGF-2 (Roberts-Clark ve Smith
2000) gibi dentine gomiilii biiylime faktdrlerinin salintmin1 saglar. Bu biiyiime
faktorlerinin dental dokulardaki kok hiicrelerin ¢ogalmasini, hayatta kalmasini ve
farklilagmasini tesvik ettigi bilinmektedir (Finkelman ve ark. 1990, Roberts-Clark ve
Smith 2000, Almushayt ve ark. 2006). EDTA’in kok hiicre iizerindeki etkisini
inceleyen bir in vitro ¢alismada, EDTA uygulanmis dentin yiizeyinin, kok hiicrelerin
baglanmasim1  artirdigit  ve baglanan hiicrelerin  odontoblastik/osteoblastik
farklilasmasin1 tesvik ettigi gosterilmistir (Pang ve ark. 2014). Ayrica EDTA
uygulanmis dentin yiizeyinde olusan dentin dekalsifikasyonuyla organik matriks

icerisindeki kollajen fibriller agiga ¢ikar ve bu durumun integrin reseptdrleri tizerinden
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hiicre baglanmasina olanak taniyan baska bir model olusturabilecegi diisiintilmektedir

(Verdelis ve ark. 1999, Heino ve Kapyla 2009).

Hiicre adezyonunun yiizeyin kimyasal ve topografik &zelliklerinden
etkilendigi bilinmektedir (Roach ve ark. 2005). Yiizey 1slanabilirligi de bu
ozelliklerden biridir. Yakin zamanda yiizey islanabilirliginin artmasiyla hiicre
baglanmasinin tegvik edildigi gosterilmistir (Wei ve ark. 2009, Huang ve ark. 2012).
Bu baglamda EDTA uygulanmis dentin yiizeyinde biiyiikk yogunlukta hiicre
bulunmasi, EDTA’in yiizey 1slanabilirligini artirmasiyla agiklanabilir (Huang ve ark.
2012). Ayrica hiicre baglanmasindaki artigin, hidrofilik yiizeye baglanmay1 seven
anahtar adezyon proteini fibronektinin, EDTA uygulanmis hidrofilik yiizeye baglanma
miktarindaki artisla iliskili olabilecegi olas1 mekanizmalar arasindadir (Wei ve ark.

2009).

%5’lik  ve %17’lik EDTA’in  SCAP canliligt iizerine etkisini
karsilagtirdigimiz bu yontemde, %5°lik EDTA’in hem tek bagina (Grup 2) hem de tim
NaOCI konsantrasyonlariin ardindan kullanildig gruplara bakildiginda (Grup 4, 5, 6)
kok hiicreler iizerinde %17’lik EDTA kadar olumlu etkiler (Grup 3, 7, 8 ve 9)

olusturamadig1 gézlenmektedir.

Gilinitimiize kadar yapilmis olan ¢aligmalarda %5’lik EDTA’nin SCAP’nin
canlilig1 lizerine etkisinin arastirildigi herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu
nedenle bu gruba ait verilerin bagka arastirmalarla kargilastirilmast miimkiin degildir.
Fakat EDTA’in farkli konsantrasyonlarinin smear uzaklastirma etkinligi ve dentinde
olusturdugu demineralizasyon derecesinin arastirildigi  ¢alismalarda; farkhi
konsantrasyonlardaki EDTA’in (%1, %5, %10 ve %15) smear uzaklastirma
etkinliginde bir fark olmadig1 (Sen ve ark. 2009), fakat yiiksek konsantrasyona sahip
EDTA soliisyonunun dentinde daha fazla demineralizasyona neden oldugu
bildirilmistir (Serper ve Calt 2002). Bunun sonucunda %17’lik EDTA, dentinde daha
fazla demineralizasyon olusturarak, dentine gomiilii biiyiime faktdrlerinin saliniminda

%35’1lik EDTA’e gore daha olumlu etki olusturuyor olabilir.

Organotipik modellere uygulanan farkli irrigasyon protokollerinin SCAP

canlilif1 lizerine etkisini inceledigimiz bu ¢alismada en yiiksek deger sadece %17’lik
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EDTA’in kullanildig1 grupta (Grup 3) izlenirken, ikinci en yiiksek deger ise %2,5
NaOCl+%17 EDTA ile irrigasyon yapilan grupta (Grup 8) gozlenmistir. Her ne kadar
%35’lik EDTA, SCAP’nin canliligini tesvik etmede ya da NaOCI’in olumsuz etkilerini
tersine ¢evirmede %17’lik EDTA kadar basarili olamasa da; %5’lik EDTA’in final
irrigasyon ajani olarak kullanildig1 gruplar arasinda da (Grup 4, 5, 6) en yiiksek deger
%2,5 NaOCl+%5 EDTA kullanilan grupta (Grup 5) gézlenmistir. Bu durumun smear
tabakasinin etkin bir sekilde uzaklastirilmasi ve bu sekilde SCAP’nin agik dentin
tiibiillerine daha iyi baglanmasiyla iliskili olabilecegini diisiinmekteyiz. Literatiirde
giiniimiize kadar yapilan ¢aligsmalarda kok kanallarinda smear tabakasinin organik ve
inorganik igeriginin ikisini birden uzaklagtirabilen bir soliisyon bulunmadigindan kok
kanallariin irrigasyonunda organik ve inorganik ¢oziiclilerin birlikte kullanilmasi
tavsiye edilmektedir (Baumgartner ve ark. 1984, Tatsuta ve ark. 1999). Yamashita ve
ark. (2003) %2’lik CHX, %2,5’lik NaOCl ve %2,5’lik NaOCl ve %17’lik EDTA’in
birlikte kullaniminin kok kanallarindaki smear tabakasi iizerinde etkinliklerini
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda en etkili sonuglarin %2,5’lik NaOCl ve %17’lik
EDTA’in birlikte kullanilmasiyla elde edildigini bildirmislerdir. Benzer sekilde
yapilan baska ¢alismalarda da %2,5’lik NaOCIl ve %17’lik EDTA soliisyonlarinin
birlikte kullaniminin kok kanallarindaki smear tabakayir uzaklastirmada etkin
konsantrasyonlar oldugu bildirilmistir (Menezes ve ark. 2003, de Vasconcelos ve ark.

2007, Goel ve Tewari 2009).

Daha 6nce yapilmis benzer ¢alismalardan farkli olarak bu ¢aligmada, ¢esitli
irrigasyon protokollerinin SCAP canlilig1 ve proliferasyonu iizerine etkisi ikinci bir
yontemle incelenmistir. Boylelikle literatiirde ilk kez irrigasyon soliisyonlar1 dentin
yerine mikroplaka kuyucuklarina uygulanarak, bu soliisyonlarin dentin yoklugunda

kok hiicreler tizerindeki etkilerinin degisip degismedigi arastirilmistir.

Zamana bagli SCAP proliferasyonunun degerlendirildigi ger¢ek zamanl
hiicre analizi (xCELLigence RTCA) verilerinin tamami incelendiginde, 116 saat
boyunca tiim gruplarda SCAP’nin kuyucuk yiizeyine tutunup, prolifere olabildigi
gozlenmistir. Bu durum kullanilan hicbir irrigasyon protokoliiniin SCAP iizerinde

toksik etki olusturmadigin1 gostermektedir. Ancak prolifere olma hizlarindaki
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farklilik, kullanilan irrigasyon ajanlarimin konsantrasyonlarma bagli olarak

degismektedir.

Gergek zamanli hiicre analiz sistemine ait bulgular degerlendirildiginde
sadece %5°lik (Grup 2) ve %17°1ik EDTA (Grup 3) ile irrigasyon yapilan gruplarin
116 saat boyunca birbirine yakin CI degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir. Ek olarak
belli bir konsantrasyondaki (%1, %2,5 ya da %35) NaOCl’in ardindan, farkli iki
konsantrasyonda EDTA kullanilan gruplar birbiriyle karsilagtirildiginda (Grup 4 ile 7,
Grup 5 ile 8, Grup 6 ile 9); %17°lik EDTA’in NaOCl’in etkilerini tersine ¢evirmede
daha bagarili oldugu gozlense de, aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir. Fakat deney gruplari kendi aralarinda kiyaslandiklarinda en iyi
sonuglarin EDTAin tek basina kullanildig1 gruplarda (Grup 2 ve Grup 3) elde edildigi
goriilmektedir. Bu gruplara ait kuyucuklara bakildiginda (Grup 2 ve Grup 3) ise SCAP
proliferasyonunun 116 saat boyunca kontrol grubundan daha yiiksek seviyede
seyrettigi tespit edilmistir. Bu da EDTA’nin SCAP {izerinde toksik etki

olusturmadiginin ve tam tersine olumlu etkiler yaptiginin bir gostergesidir.

Gergek zamanli hiicre analiz sisteminde, NaOCl ve EDTA’in birlikte
kullanildig1 gruplara bakildiginda, NaOCIl’in konsantrasyonu arttik¢a hiicrelerin
proliferasyon oraninin azaldig1 goriilmektedir. En diisiik CI degerleri %5’lik NaOCl’in
kullanildig1 gruplarda (Grup 6 ve Grup 9) tespit edilmistir. Kuyucuklar irrigasyon
sonrast her ne kadar bol miktarda serum fizyolojik ile durulanmis olsa da,
konsantrasyona bagli etkinin devam etmesi kimyasal artiklarin ortamdan
uzaklastirilamadigim diisiindiirmektedir. Fakat bazi1 arastirmacilar sodyum tiyosiilfat
gibi notralize edici bir ajan kullanilmasina ragmen yiiksek konsantrasyonda (%06)
NaOCl’in kok hiicreler iizerindeki toksik etkisinin ortadan kaldirilamadigini tespit
etmiglerdir (Martin ve ark. 2014). Bu nedenle toksik etkinin, kimyasal ajanlarin dentin
tizerinde kok hiicrelerin yasamina olanak vermeyen bir mikrogevre olusturmasiyla
dolayl olarak meydana geldigini diisiinmektedirler. Fakat bizim ¢aligmamizdaki bu
yontemde NaOCl, dentin yerine kuyucuklara uygulandigi i¢in bdyle bir mekanizmanin
varligindan s6z etmek miimkiin degildir. Bu nedenle toksik etkinin devam etmesine
sebep olacak baska mekanizmalar {lizerinde durulmali ve bu konuyla ilgili yeni

calismalar tasarlanmalidir.
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Yaptigimiz c¢alismada kuyucuklara uygulanan irrigasyon protokollerinin
ardindan SCAP’nde apoptoz ve nekroz varliginin degerlendirildigi ikili boyama
yontemine ait mikroskobik incelemede, 24 saat sonunda hicbir grupta apoptotik
hiicreye rastlanmamigtir. Bu sonug, hiicreleri intihara siiriikleyecek herhangi bir
durumun var olmadigmi gostermektedir. Deney gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiklarinda en diisiik nekroz oranlarinin EDTA’in tek basina kullanildigi
gruplarda (Grup 2 ve Grup 3) elde edildigi goriilmektedir. Fakat %5°lik (Grup 2) ve
%17°1ik EDTA (Grup 3) ile irrigasyon yapilan gruplarin birbirine yakin nekroz
oranlarina sahip oldugu goriilmiistiir. Ek olarak belli bir konsantrasyondaki (%1, %2,5
ya da %5) NaOCl’in ardindan, farkli iki konsantrasyonda EDTA kullanilan gruplar
birbiriyle karsilastirildiginda (Grup 4 ile 7, Grup 5 ile 8, Grup 6 ile 9); %17°1ik EDTA
kullanilan gruplarda daha diisiik nekroz oranlar1 gozlense de, aralarinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir. NaOCl ve EDTA’in birlikte kullanildigi
gruplara bakildiginda ise, NaOCIl’in konsantrasyonu arttikca hiicrelerdeki nekroz
oraninin arttig1 goriilmektedir. En yiiksek yiizde nekroz degerleri %5°lik NaOCl’in
kullanildig1 gruplarda (Grup 6 ve Grup 9) tespit edilmistir.

Ikili boyama yontemiyle elde edilen bulgular gercek zamanli hiicre analizi
bulgularini dogrular niteliktedir. Literatlirde bu yontemlerle irrigasyon soliisyonlarinin
SCAP fiizerine etkisinin arastirildigi herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
nedenle bu yontemlere ait verilerin baska arastirmalarla karsilagtirilmasi miimkiin

degildir.

Yaptigimiz bu ¢alismada, WST-1 yontemi ile elde edilen bulgular
degerlendirildiginde; %17’lik EDTA’in %5°lik EDTA’e gére SCAP {lizerinde daha
olumlu sonuglar olusturdugu gozlenirken, ger¢cek zamanli hiicre analizi ve ikili
boyama yonteminde %5’lik ve %17°lik EDTA’in birbirine yakin sonuglar verdigi
tespit edilmistir. Bu durum EDTA’in kok hiicreler {izerinde olusturdugu birgok olumlu
etkinin, sahip oldugu konsantrasyona bagli olarak dentin {izerinde meydana getirmis
oldugu degisikliklerden kaynaklandigin1 gostermektedir. Yine WST-1 yontemi ile elde
edilen bulgular degerlendirildiginde; NaOCl ve EDTA’in birlikte kullanildig:
gruplardan  %5’lik ve %]17’lik EDTA kullanilan gruplar kendi iclerinde
karsilagtirildiginda, en iyi sonuglar %2,5’lik NaOCl ile irrigasyon yapilan gruplarda
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gozlenmistir. Ayn1 gruplar arasinda gercek zamanli hiicre analizi ve ikili boyama
yontemleri kullanilarak yapilan karsilastirmalarda ise; NaOCl’in konsantrasyonuna
bagli olarak SCAP’ndeki proliferasyon oraninin azaldigi ve nekroz oraninin arttigi
tespit edilmistir. Bu farkliligin; WST-1 yonteminde %2,5’lik NaOCl ve %]17’lik
EDTA kullaniminin smear tabakasini etkin bir sekilde uzaklastirarak SCAP’nin agik
dentin tiibiillerine daha iyi baglanmasini sagladigindan, buna karsin gergek zamanl
hiicre analizi ve ikili boyama yonteminde, kuyucuklardaki kimyasal artiklar ortamdan
uzaklastirilamadigi i¢in  konsantrasyona bagli etkinin devam etmesinden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

SEM analizine ait goriintiiler incelendiginde, tiim gruplarda SCAP’nin fibrin
ag ortiisli icinde yuvarlak sekil aldig1 ve hiicre uzantilariyla dentin yiizeyine baglandigi
tespit edilmistir. Sadece EDTA’in kullanildigr (Grup 2 ve Grup 3) ve %2,5’lik
NaOCl’in ardindan EDTA’in iki farkli konsantrasyonu ile irrigasyon yapilan
gruplardan (Grup 5 ve Grup 8) 1 000x ve 10 000x biiyiitmede alinan SEM
goriintiilerinde, fibrin ag yapisinin daha yogun oldugu ve hiicre-hiicre arasi
etkilesimlerin varligi gézlenmistir. Sadece EDTA’in kullanildigi (Grup 2 ve Grup 3)
ve %2,5’lik NaOCI’in ardindan %17’lik EDTA ile irrigasyon yapilan grupta (Grup 8),
SCAP’nin kii¢iik topluluklar halinde ve diger gruplara gore daha yogun olarak dentin
ylizeyine tutundugu goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuclarin EDTA’in dentin
ylizeyinde meydana getirdigi olumlu degisikliklerle ve her iki soliisyonun birlikte
kullanildig1 gruplarda smear tabakasinin etkin bir sekilde uzaklastirilarak SCAP’nin

acik dentin tiibiillerine daha 1yi baglanmasiyla iliskili olabilecegini diistinmekteyiz.

%35’lik NaOCl ile irrigasyon yapilan gruplardan (Grup 6 ve Grup 9) alinan
SEM goriintiilerinde ise, fibrin ag yogunlugunun azalmasi nedeniyle agik dentin
tiibiillerinin daha gortiniir hale geldigi tespit edilmistir. Bu durumun %5°1lik NaOCIl’in
dentinde meydana getirdigi olumsuz etkinin, %5’lik ve %17’lik EDTA kullanilmasina

ragmen tersine ¢evrilememesi nedeniyle olustugu diistiniilmektedir.

Literatiirde PRP iskele igerisinde kok kanalina gonderilen SCAP’ni SEM
analizi ile degerlendiren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu
yontemlere ait verilerin baska aragtirmalarla karsilastirilmast miimkiin degildir. Ancak

PRP; biyouyumlu, ii¢ boyutlu, mikro gézenekli, hiicre tutunmasini saglayabilecek ve
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kok hiicreleri fiziksel olarak hapsedebilecek bir matriks (iic boyutlu iskele)
saglamaktadir. Bu durum, PRP’nin in vivo olarak dise ait dokularin onarimi ve

rejenerasyonunu hizlandirabilecegi kanaatini uyandirmistir.

Rejeneratif endodontik tedavilerde kullanilan irrigasyon ajanlarinin kok
hiicrelerin canlilig1 iizerindeki etkileri tedavilerin basartyla sonuglanmasi acisindan

biiylik 6nem tagimaktadir. Bu in vitro ¢alismaya ait bulgular degerlendirildiginde;

1. WST-1, gercek zamanh hiicre analizi ve ikili boyama yontemlerinin;
rejeneratif endodontik tedavilerde uygulanan irrigasyon protokollerinin
SCAP iizerine etkisinin degerlendirilmesi i¢in uygun yontemler olduguna

2. SEM analizinin, SCAP’nin dentine baglanmasinin ve olusan fibrin ag
yapinin incelenmesi i¢in uygun bir yontem olduguna

3. PRP’nin sahip oldugu ii¢ boyutlu ve mikro gbzenekli yapiyla, SCAP i¢in
uygun ve kullanilabilir bir iskele olduguna

4. %S5’lik ve %17°lik EDTA’in, SCAP iizerinde olumlu bir etkiye sahip
olduguna

5. %5’lik NaOCl’'in  kullanildig1 gruplarda, SCAP’nde canlilik ve
proliferasyon oraninin azaldigina ve nekroz oraninin arttigina

6. NaOCl ile yapilan irrigasyonun SCAP iizerindeki olumsuz etkilerini geri
cevirmede, %17°lik EDTA’in %5’lik EDTA’e gore daha basarili
olduguna

7. SCAP i¢in en olumlu sonuglara, %2,5’lik NaOCl ve ardindan %17°lik
EDTA ile yapilan irrigasyon protokoliiyle ulasildigina

dair sonuglar elde edilmistir.

Rejeneratif endodontik uygulamalarin alan1 hizla gelismektedir. Doku
miithendisligi ilkeleri tizerine kurulu rejeneratif endodontide, tiim hizla gelisen alanlara
benzer olarak, klinik 6ncesi arastirmalar biiylik 6nem tagimaktadir. Giiniimiize kadar
rejeneratif endodontik uygulamalari igeren onlarca farkli vaka yaymlanmistir. Fakat
bunlarin ¢ogunda uygulanan standart bir irrigasyon protokolii yoktur. Bizim
calismamizda SCAP’nin canlilig1 ve proliferasyonunu olumlu yonde etkileyecek en
uygun irrigasyon protokoliinii tespit etmek ve rejeneratif endodontide uygulanan

irrigasyon protokollerinin standardizasyonuna katki saglamak amaciyla, EDTA’in

114



daha oOnce rejeneratif endodontik uygulamalarda kullanilmamis olan 9%5’lik
konsantrasyonu ile olusturulan irrigasyon protokolleri degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuclarin literatiire gercek anlamda katki sagladigini diisiinmekteyiz. Ancak bu
konudaki ¢aligmalar heniiz sinirli sayida oldugu i¢in in vivo ve in vitro daha ¢ok

calismaya ihtiya¢c duyulmaktadir.
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E Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyasi ile ilgili belgeler aragirmanin/alismanin gerekee, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak
E-’ﬂ incelenmis ve Tilrkiye llat; ve Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin alinmasi nin ardindan yaraiimesi uygun
i g bulunmug olup arag /calig bagvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadigina
= toplantiya katilan etik kurul gye tam sayisinin salt gogunlugu ile karar verilmigtir.
Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/calismalar igin Tarkiye llag ve Tibbi Cihaz Kurumu'ndan izin alinmasi
gerekmektedir.
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7  OZGECMIS

Merve OZGUVEN AKBULUT 18.08.1989 tarihinde Bolu’da dogdu. 11k ve
orta 6grenimini Bolu’da, lise 6grenimini ise Ankara’da tamamladi. 2011 yilinda Gazi

Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi’nden mezun oldu.

Kirikkale Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti Anabilim Dali’nda

2012 yiliin Aralik ayinda arastirma gorevlisi olarak uzmanlik 6grenimine bagladi.
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