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OZET
T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
DIS HEKIMLIGI FAKULTESI
Gokeen SAHIN

Ortodonti Anabilim Dah

Uzmanlik Tezi/ KONYA-2019

Bu calismanin amaci kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre uygulamasinin ortodontik
dis hareket hiz1 lizerine olan etkisinin degerlendirilmesidir.

Calismaya 12 haftalik 30 adet Wistar cinsi disi rat dahil edildi (ortalama agirhigi
270.28+10.29 gr). Bir adet ratla yapilan 6n ¢alismada ortodontik aparey planlamasi ve ayni ratin
femur kemik iliginden hiicre izolasyonu yapildi. Elde edilen hiicrelerin mezenkimal kok hiicre
ozellikleri dogrulandi. Ratlar negatif kontrol grubu (NKG: dis hareketi i¢in aparey uygulanmayan
grup, n=9), pozitif kontrol grubu (PKG: dis hareketi i¢in aparey kullanilan, kok hiicre uygulanmayan
grup;(n=10) ve kok hiicre enjeksiyonu grubu (KHEG; dis hareketi i¢in aparey kullanilan ve kok hiicre
enjekte edilen grup, n=10) olarak rastgele {i¢ gruba ayrildi. Genel anestezi altinda polivinil siloksan
Ol¢cli malzemesi ile ratlarin baglangi¢ maksilla modelleri elde edildi; PKG ve KHEG’ye apareyler
yerlestirildi. KHEG’ye uygulanan mezenkimal kok hiicreler enjeksiyondan 6nce GFP ile isaretlendi
ve her bir enjeksiyonda 250.000/25 ul olacak sekilde 1, 6 ve 11. giinlerde digin hareket yoniinde
periodontal ligament (PDL) araligina enjekte edildi. Birinci molarin mezial yonde hareketini saglamak
amaciyla 14 giin Ni-Ti sarmal yaylarla 50 gr-f uygulandi. Deney sonunda ratlarin maksilla Slgiileri
tekrar alindi. Dekapitasyon sonrasi maksillalar ¢ikarildi. Algt modelleri tizerinde ve mikro bilgisayarl
tomografi (mikro-BT) ile ortodontik dis hareketi miktarlar1 ve PDL araligi mesafesi dl¢iildii, ayrica
maksiller kemikte dis hareketi yoniinde alveolar kemigin mikroyapisint gosteren kemik yogunlugu,
kemik hacmi/toplam hacim orani, trabekiiler kalinlik ve trabekiiler sayi,trabekiiler seperasyon
parametreleri degerlendirildi. Anlamlilik degeri p<0.05 olacak sekilde istatistiksel analiz yapildi.
Parametrelerin grup i¢i karsilastirilmasinda iki bagmmli orneklem t testi, gruplar arasi
karsilagtirilmasinda ise Tek Yonlii Varyans analizi, Kruskal Wallis, Conover-Iman testleri kullanildu.

Mikro-BT ile yapilan ortodontik hareket miktar1 6l¢timiinde, KHEG’de PKG’ye gore anlamli
artis bulunurken, (p<0,001) PDL aralik mesafesi, disin hareket yoniinde ve hareketin tersi yoniinde
KHEG’de, NKG’ye gore daha yiiksek, PKG’ye gore daha diisiik bulundu (p<0,001). Dis hareketi
yoniinde alveolar kemigin ilgili bolgesinde internal mikroyapisal parametrelerini gosteren degerlerden
kemik hacmi/toplam hacim orani ortalamalar1 karsilastirildiginda, KHEG ve NKG arasmda fark
¢ikmazken (p>0,05), PKG’ye gore anlamli artis oldugu tespit edildi (p<0,001). Kemik mineral
yogunlugu ortalamasinin gruplar arasi karsilastirilmasmnda; NKG, PKG’den anlamli olarak yliksek
bulunurken (p<0,05), NKG ile KHEG arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadig: tespit
edildi (p>0,05). Trabekiiler seperasyon degerlendirmesinde, gruplar arasmda anlamli farklilik
bulunmamistir (p>0,05). Diger parametrelerde; KHEG ve PKG arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmazken (p>0,05), her iki grup da NKG ye gore daha diigiik bulunmustur.

Ortodontik dis hareket hizina mezenkimal kok hiicre etkisini degerlendirdigimiz
calismamizda, mezenkimal kok hiicre uygulamasinin dis hareket hizini anlamli derecede artirdigi,
kemik kalite ve kantitesini belirleyen Ol¢imlerde yeni olusan kemik kalitesi iizerine pozitif etki
gosterdigi gozlenmistir. Bulgularimiz 1s1¢inda mezenkimal kok hiicre uygulamalarinin ortodontik dis
hareketi tizerine etkinliginin degerlendirildigi yeni klinik ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicre; Ortodontik dis hareketi; Rat.
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ABSTRACT

NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
FACULTY OF DENTISTRY
Gokeen SAHIN
Department of Orthodontics

Specialization thesis/ Konya 2019

In this study, we aimed to evaluate the effect of bone marrow-derived mesenchymal stem cell
application on rate of orthodontic tooth movement.

Thirty Wistar female rats aged 12 weeks were included in the study (mean weight 270,28 +
10,29 g). Cell isolation was performed from the bone marrow of the femur of one rat and its
mesenchymal stem cell characteristics were confirmed by preliminary study. The rats were randomly
divided into three groups as negative control group (NKG; appliance unapplied group for dental
movement, n=9), positive control group (PKH; appliance applied for dental movement, no stem cell
group, n=10) and stem cell injection group (KHEG; appliance applied and stem cell injected group for
dental movement, n=10). Under general anesthesia; initial maxilla models of rats were obtained with
polyvinyl siloxane impression material, appliances were applied in PKG and KHEG. Mesenchymal
stem cells which injected to KHEG were labeled with green fluorescent protein (GFP) before the
injections. For each injection (1, 6 and 11.th days), 250,000/ 25 ul cells injected into the periodontal
ligament (PDL) interval in the direction of the tooth movement. In order to move the first molar in the
mesial direction, 50 gr of force was applied with Ni-Ti coil springs for 14 days. At the end of the
study, maxillary measurements of rats were taken again. Maxilla of rats were removed after
decapitation. Orthodontic tooth movement amounts were measured on cast models and micro
computed tomography (micro-CT). PDL interval, bone density, bone volume / total volume ratio,
trabecular thickness, trabecular number and trabecular seperation which are the parameters of the
microstracture of the alveolar bone, was measured. Statistical analysis was performed with a p value
of <0.05. Two dependent samples t test was used for the comparison of the parameters within the
group, and One Way Variance analysis, Kruskal Wallis, Conover-Iman tests were used for the
comparison of the groups.

There was a significant increase in the rate of orthodontic tooth movement measured by
micro-CT in KHEG compared to the PKG (p <0,001). In the KHEG, the PDL space was higher than
the NKG and lower than the PKG (p <0.001). When the mean BV / TV ratio was compared between
the values showing internal microstructural parameters in the related region of the alveolar bone in the
direction of tooth movement, no significant difference was found between KHEG and NKG (p>0.05),
but a significant increase was found compared to PKG (p <0.001). In the comparison of the mean
bone mineral density between groups; NKG was found to be significantly higher than PKG (p <0.05),
no statistically significant difference was found between NKG and KHEG (p> 0.05). There was no
significant difference between the groups in trabecular seperation evaluation (p> 0.05). In other
parameters; there was no statistically significant difference between KHEG and PKG (p> 0.05), NKG
was higher than other groups.

In our study, we evaluated the effect of mesenchymal stem cells on orthodontic tooth
movement and it was observed that stem cell application significantly increased the tooth movement.
In the measurements of bone quality and quantitation, it was observed that stem cell application
increased the rate of tooth movement and also had a positive effect on newly formed bone quality.
According to this findings we hope that mesenchymal stem cell applications will enter into clinical
practice in the future with additional studies.

Keywords: Mesenchymal stem cell, Orthodontic tooth movement, Rat.
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1. GIRIS VE AMAC

Ortodontik dis hareketi, mekanik kuvvet uygulamasma bagli dis kokiini
cevreleyen dokularda meydana gelen yeniden yapilanma sonucu olugmaktadir.
Alveolar kemik tizerine etki eden basin¢ yeniden yapilanmaya bagh dis hareketini
basglatmaktadir. Disler hedef pozisyona ulastig1 zaman alveolar kemik, periodontal
ligament ve sementumda meydana gelen yeniden yapilanma ve yenilenme
sonucunda periodontal doku normal yapisina donmektedir. Osteoblastlar gerilim
tarafinda yeni kemik olustururken, osteoklastlar basing tarafinda alveolar kemigi

rezorbe etmektedir. (Meikle 2006; Long ve ark. 2013).

Ortodontik tedaviler genellikle sabit mekaniklerle gerceklestirilir, ortalama
tedavi stiresi 18 ile 24 ay araliginda degismektedir. Ancak anomalinin siddetine gore
bu siire uzayabilmektedir. Uzamis tedavi siirelerinin periodontal problemler, kok
rezorpsiyonu, beyaz nokta lezyonlar1 ve hastanin tedaviye uyumsuzlugu gibi yan
etkilere neden oldugu ¢aligmalarda bildirilmistir (Travess ve ark. 2004; Jung ve Cho
2011). Bu nedenle ortodontik dis hareketinin hizlandirilmasma yonelik ¢alismalar
uzun siiredir giindemdedir (Soma ve ark. 1999; Kawasaki ve Shimizu 2000;

Nishimura ve ark. 2008; Almpani ve Kantarci 2015).

Dis hareketlerini hizlandirma girisimi mekanik direncin azaltilmas1 amaciyla
hem korteksi hem de alveolar kemigin medullasmi tamamen kesen cerrahi bir islem
olan osteotomi ile baslamistir. Kole (1959), uygulanan islemin invaziv etkisini
azaltmak i¢in, medullaya girmeden kemik korteksinin tek basma delindigi
kortikotomi islemini tanimlamistir. Bu yontemlerin her biri tedavi siirelerinin dnemli
Olclide kisalmasini saglamakta; fakat invaziv olmalar1 nedeniyle beraberinde bazi
riskler tagimaktadir. Cerrahi teknikler gelistikce, tedavi siirelerini kisaltmak igin,
periodontal ligamentin distraksiyonu, dento-alveol yapmin distraksiyonu, alveolar
dekortikasyon, mikroosteoperforasyon, plazmadan zengin fibrin uygulamasi,
piezosizyon ve kortisizyon gibi minimal invaziv yontemler tanimlanmistir (Fleming
ve ark. 2015b). (Amit ve ark. 2012; Almpani ve Kantarci 2015; Alfawal ve ark.
2016; Tehranchi ve ark 2018; Shahabee ve ark. 2019).



Cerrahi olmayan teknikler mekanik vibrasyon, diisiik doz lazer,
elektromanyetik atimlar, farmakolojik ajanlar, diisiik yogunluklu ultrason gibi
yontemler olarak tanimlanmistir (Almpani ve Kantarci 2015; Sakata ve ark. 2014;
Seifi ve ark. 2007). Gelecekte bireysellestirilmis tedavi segeneklerinin
uygulanabilmesi, tedavi siiresinin kisaltilarak yan etkilerin en aza indirgenebilmesi
icin minimal invaziv teknolojilerin gelistirilmesi gerekmektedir (Pilipchuk 2015;

Cochran 2015).

Kemik hiicrelerinin aktivitesini etkileyerek ortodontik dis hareketini
hizlandirmasi beklenen ve invaziv olmayan yontemlere ilgi artmaktadir. Son yillarda
ozellikle rejeneratif tipta, kirik iyilesmesi ve kemik rekonstriiksiyonunda kok hiicre
tedavisinin etkileri iizerine artan sayida ¢aligmalar yapilmistir (Worthley ve ark.
2015; Feng H. 2019). Mezenkimal kok hiicre (MKH) kemik iligi, kas, karaciger,
plasenta, periferik kan, dental pulpa ve yag dokusunda bulunmaktadir. MKH’ nin
uygun biyolojik ve kimyasal yontemlerle uyarildiginda; kemik, kikirdak, yag dokusu,
kas ve sinir hiicresine farklilasabildigi gosterilmistir (Hakki 2015; Hakki ve Karadz
2016). In vivo ve in vitro ¢alismalarda kemik iligi kaynaklit MKH’lerden farklilagmis
osteoblastlarin, periodontal, oral ve kraniyo-fasiyal mineralize dokularda yenilenme
saglayabilecegi ve biyo-miihendislik alanlarinda kullanilabilecegi bildirilmistir (Hu

ve ark. 2006; Hakki1 ve ark. 2014).

Son yillarda dis hekimliginde farkli alanlarda deneysel ve klinik
uygulamalara konu olan kok hiicre uygulamalarinin, ortodontik dis hareket hizi
tizerine etkilerini inceleyen bir arastirmaya literatiirde rastlanmamistir. Bu
caligmanin amaci, kemik iligi kaynaklit MKH uygulamasmin ortodontik dis hareket

hiz1 lizerine olan etkisinin degerlendirilmesidir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Periodonsiyum

Periodonsiyum, dis ve kemik arasinda siki bir sekilde tutunarak dislerin
alveolar kemikle kusatilmasi ve desteklenmesini saglayan dokudur. Periodonsiyum
periodontal ligament (PDL), dis kokiinli kaplayan sement ile disin soket duvarini
olusturan kemik arasinda yerlesen yumusak 6zel bir bag dokusudur; kollajen lif

demetleri, hiicreler, noral ve vaskiiler yapilar ve doku sivilarindan olugmaktadir.

Disler, etrafinda kemikle baglantisini saglayan PDL sayesinde hareket
etmektedir. PDL’nin temel islevi, dislerin ¢igneme kuvvetlerine dayanmasini
saglamak ve disleri yuvalarinda desteklemektir (Nishimura ve ark.2008). Ayrica
PDL, cigneme swrasinda cenenin dogru konumlanmasini saglamak i¢in duyu
reseptorleri gibi calisma kapasitesine sahiptir. Doku homeostazisi, onarim ve
yenilenmesi i¢in bir hiicre deposudur.Yaklasik olarak 0,2 mm genisliginde bir alani
kaplamaktadir. Kok boyunca olan yerlesimine baglh olarak PDL genisligi degiskenlik
gostermektedir; en ince kismi kokiin iicte bir orta kisminda olmak iizere kalinligi
0,15 - 0,38 mm arasinda degismektedir (Nanci 2000). PDL alaninin biiyiik bir kismui,
hiicreler aras1 maddeye gomiilii olan, esas olarak tip I kollajen lif demetleri

tarafindan kaplanmaktadir.

PDL alaninda liflerin yani sira, farkli fonksiyonlara sahip paradental hiicreler
bulunmaktadir. Bu hiicreler; PDL hiicrelerinin yaklasik %50-60'm1 olusturan
fibroblastlar, osteoblastlar ve sementoblastlar gibi sentez yapan hiicreler;
osteoklastlar, fibroblastlar, sementoklastlar gibi resorptif hiicreler; farklilagsmamis
mezenkimal hiicreleri igeren progenitdr hiicreler; makrofajlar, mast hiicreleri ve
lenfositler gibi savunma hiicreleri, ve Hertwig'in epitelyal kok kilifinin kalmntilar:
gibi epitel kaynakli hiicrelerdir. PDL alan1 vaskiiler sistemden saglanan ve
interstisyel sivi olarak bilinen doku sivisiyla doludur. Bu sivi dolu bolme PDL
alanmin, dislere yiiklenen kuvvetleri dagitmasina ve bir sok emici olarak islev

gormesine izin vermektedir. (Nanci ve Bosshardt 2006, Li ve ark. 2018).

Sementum ise dislerin koklerini kaplayan ve esas olarak periodontal ligament

liflerinin tutunmasina hizmet eden sert, avaskiiler bag dokusudur (Nanci ve



Bosshardt 2006). Sementum ve alveolar kemige giren liflerin terminal kisma,
Sharpey lifleri olarak adlandirilmaktadir. Bu lifler kendi i¢inde ana liflere, aksesuar
liflere ve elastik liflere ayrilmaktadir. Dig boyunca oryantasyonlarina ve yerlerine
gore primer lifler ayrica, transseptal lifler (veya interdental ligament) ve
alveolodental lifler seklinde ayrilabilmektedir. Transseptal lifler, dis dizilimini
saglamak icin bitisik dislerin sementumuna baglanirken, alveolodental lifler ise
dislerin ¢igneme swasinda kompresyon kuvvetlerine dayanmasmma yardimci
olmaktadir. Primer liflere ek olarak, aksesuar lifler, digsin donmesini dnlemek i¢in
alveolar kemikten sementuma dogru farkli diizlemlerde, daha teget olarak

uzanmaktadir.

Alveolar kemik, agirliginim %601 mineralize doku, %25°1 organik matriks ve
%15°1 sudan olugsan mineralize bir bag dokusudur. Alveolar kemigin ¢ogunlugu
trabekiiler yapida olsa da, PDL alanina bitisik olan ve lamina dura ad1 verilen kisim
kompakt kemik seklindedir. PDL lifleri lamina duray1 delerek alveolar kemige

tutunurken, diger uclar sementuma baglanmaktadir.

Alveolar kemigin homeostazinda ve fonksiyonunda basta osteoblastlar,
osteoklastlar ve osteositler olmak iizere bir ¢ok hiicre tipi kritik rol oynamaktadir.
Ayrica makrofajlar, endotelyal hiicreler ve adipositler de alveoler kemik igerisinde
bulunabilmektedir. Osteoblastlar tek cekirdekli ve kemik yapimi i¢in Ozellesmis
hiicrelerdir. Hem osteoblastlar hem de fibroblastlar tip I kollajen matriksini
sentezleyebilmektedir. Osteoblastlarm sayis1 yasla birlikte azalmakta, bu durum
kemik yapimi ve yikimi arasindaki dengeyi bozmaktadir (D’Ippolito ve ark. 1999).
Osteositler, kemik apozisyonu sirasinda mineralize kemik i¢ine gOomiilmiis
osteoblastlardan olusmaktadir. Bu siirecte hidroksiapatit, kalsiyum karbonat ve
kalsiyum fosfat gibi mineraller osteosit ¢evresinde birikerek bir osteositin kapladigi
boslukta, lakunayr meydana getirmektedir. Lakunalar, kanalikiil olarak bilinen dar
kanallar vasitasiyla birbirlerine baglanmakta, bu kisimda osteositlerin dendritleri

temas etmekte ve iletigim kurmaktadir.

Kemik yapan osteoblastlar ve osteositler mezenkimal hiicre soyundan koken

alirken, kemik yikan osteoklastlar farklt bir progenitdr popiilasyondan,



hematopoetik/monosit soyundan koken almakta ve c¢oklu monositlerin birleserek

“cok ¢ekirdekli” hale gelmesiyle olusmaktadir.

2.2. Ortodontik Dis Hareketi

Ortodontik dis hareketi, eksternal mekanik kuvvete karsi olusan fizyolojik ve
patolojik cevaplart birlestiren, kemik yikim ve yapimimn birlikte yliridiigi bir
stirectir (Wise ve King 2008). Ortodontik dis hareketindeki basing - gerilim teorisi,
cesitli kimyasallarin hiicresel farklilasma ve dis hareketinde uyarici olarak rol
oynadigini ileri stirmektedir (Brooks 2009). Bu teori, kuvvet uygulanmasi sonrast
birka¢ saniye ic¢inde disin PDL aralifindaki yerini degistirdigini, bazi1 bolgelerde
PDL sikigmasina ve bazi bolgelerde ise PDL gerilmesine neden oldugunu o6ne

surmektedir.

Uygulanan kuvvet ile PDL mikrovaskiiler yapisinda olusan sikisma, bu
bolgelerdeki inflamatuar olayr baslatmaktadwr. Bu durum, histolojik goriiniimii
acisindan hiyalinizasyon olarak bilinen bolgesel nekroz ve komsu dislerin PDL ve
pulpal damarlarinda hiperemi ile sonu¢lanmaktadir (Wise ve King 2008). Sikigsma
tarafinda kan akisi azalirken, gerilim tarafinda ayni kalmakta veya artmaktadir.
Kuvvet uygulanmasi devam ederse, kan akisindaki degisiklik hizli bir sekilde
dokularin oksijenlenmesini azaltmakta ve kimyasal ortami, prostaglandinler ve
sitokinler gibi biyolojik olarak aktif ajanlar1 serbest birakarak degistirmektedir. Bu
kimyasal medyatorler, PDL igindeki sikigma ya da gerilim tarafindaki hiicresel
aktiviteleri farkl sekilde etkilemekte; sikigma tarafinda kemik yikimina ve gerilim

tarafinda kemik olusumuna yol agmaktadir (Kitaura ve ark. 2014) (Sekil 1).

Ortodontik kuvvet Ortodontik kuvvet Ortodontik kuvvet

'
Periodontal ligament Gerilim tarafi Basing tarafi Gerilim tarafi Basing tarafi

Sekil 1. Ortodontik dis hareketini gosteren sema (Kitaura ve ark. 2014).



Uygulanan kuvvete bagli olarak direkt ya da indirekt rezorpsiyon
olugsmaktadir. Agir kuvvetler kan akimini keserek, basing altinda hiicre 6liimiine yol
acmaktadir (hyalinizasyon). Sikigtirilmig PDL alan1 iginde osteoklast farklilagmasi
olmamakta; bunun yerine, komsu kemik iligi boslugundaki osteoklastlarin gecikmis
farklilagmasi, indirekt rezorpsiyona yol agmaktadir. Bu nedenle, agwr kuvvet
uygulandiginda dis hareketinin meydana gelmesi genellikle 7 - 14 giin stirmektedir.
Diger yandan, hafif kuvvet sadece kan akisin1 azaltmakta, bu da PDL i¢inden lokal
olarak veya kan yoluyla osteoklastlarin hizli bir sekilde ulagmasina izin vermektedir.
Dis hareketi, hafif kuvvet uygulanmasindan sonra 2 giin i¢inde baslamaktadir. Klinik
olarak, kan akimmini tamamen Onlemek neredeyse imkansizdir, dolayisiyla

hyalinizasyon her zaman belli bir dereceye kadar meydana gelmektedir.
2.3. Ortodontik Dis Hareketinde Eflamatuar Hiicrelerin Rolii

Sikigsma bolgelerinde doku yikimimi destekleyen prostaglandinler, interlokin
(IL)-1, IL-6, tumor necrositing factor (TNF)-a ve reseptor aktivator niikleer kappa B
ligand (RANKL) reseptor aktivatorlerinin dig hareketi sirasinda periodontal
ligamentte yiikseldigi bildirilmistir (Yamaguchi ve ark. 2006; Park ve ark. 2011;
Dandajena ve ark. 2012). Ortodontik kuvvet PDL'deki kan akigini1 degistirmekte ve
bolgesel hipoksi gelismektedir. Oksijenlenmedeki azalma, hipoksi indiiklenebilir
faktor-1'1 (HIF-1) stabilize ederek, PDL’deki fibroblastlarda ve osteoblastlarda
vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) ve RANKL salinimini azaltmakta,
osteoklast farklilasmasint ve rezorpsiyonu arttirmaktadwr (Park ve ark. 2011;
Dandajena ve ark. 2012). Hafif hipoksi durumunda HIF-1, VEGF araciligiyla
PDL'nin rejenerasyonunu ve kan dolagimini diizenlemekte, hiicre proliferasyonu ve
anjiyogenezini uyarmaktadir (Niklas ve ark. 2013). Hipoksi, ortodontik doku yeniden
yapilanmasi i¢in, kritik bir baglaticidir.

Ortodontik dig hareketinde diger bir teori olan, sivi akis hipotezi,
kanalikiillerde s1v1 yer degistirmesine bagl olarak ortaya ¢ikan gerilime kars1 olusan
osteosit ve fibroblast cevabina dayandirilmaktadir (Goulet ve ark. 2008). Kuvvet
uygulanmast sonucu sirayla, matriks gerilimi, sivi akisi, hiicre aktivasyonu ve
farklilagmasi ile dokunun yeniden yapilanmasi olusmaktadir (Henneman ve ark.

2008). Gerilimi saptayan mekanoreseptor hiicreleri kemikte osteositler ve PDL'de



fibroblastlardir. Yiiklenme, mineralize doku (kemik) ve mineralize olmayan
paradental dokularin (PDL, gingiva ve norovaskiiler yapilar) yeniden sekillenmesine
neden olmaktadir (Krishnan ve Davidovitch 2009). Dislere kuvvet uygulandiginda,
intertisyel sivi kanalikiillere ve etraftaki osteositlere dogru zorlanarak hiicre
yiizeyinde ve ekstraseliiler matriks (ESM) iizerinde degisiklige yol agmaktadir.
Kemigin ESM’si bir hidroksiapatit - kollajen birlesimidir, PDL'nin ESM’si ise
hiicreleri ¢evreleyen polisakkarid jel i¢ine gomiilmiis fibréz yapida proteinler agidir.
Swv1 akisindaki degisim integrinleri bozarak osteositlerde sinyalleme yollarini aktive
etmektedir. (Krishnan ve Davidovitch 2006; Goulet ve ark. 2008). Integrinler, bir
hiicrenin harici ESM'sini dahili hiicre iskeletine baglayan transmembran
proteinlerdir. Hiicre yiizeyi lizerindeki integrin uyarimi, osteosit gen ekspresyonunu
degistiren hiicre i¢i molekiillerin salinmasma neden olmakta, kemik olusumu ve
rezorpsiyonu i¢in osteoblastlarin ve osteoklastlarin farklilasmasini saglamaktadir.
Hiicre i¢i kalsiyum yiikselmekte, prostaglandinlere oncii olan arasidonik asiti
serbestlestiren fosfolipaz A aktivitesini arttirmaktadir. Siklo-oksijenaz (COX)
enzimleri daha sonra arasidonik asidi prostaglandinlere ve anahtar inflamatuar
mediatorlere doniistiirmektedir (Krishnan ve Davidovitch 2006; Goulet ve ark. 2008;
Wise ve King 2008). Ikinci haberciler siklik adenozin monofosfat (¢cAMP) ve siklik
guanozin monofosfat (cGMP), kalsiyumun akisi ile yiikselmekte, kemik dongiisiinii
baslatan otokrin ve parakrin sinyallerinin salmmasiyla birlikte fosforilasyon olaylar1
ve sonraki gen ekspresyonunu baglatmaktadir (Roberts-Harry ve Sandy 2004;
Krishnan ve Davidovitch 2006). Osteositler, ortodontik kuvvete bagli olusan doku
yeniden yapilanmasini arttiran mekanosensor gorevi gormektedirler (Krishnan ve
Davidovitch 2009). Fibroblastlar, PDL’de benzer bir mekanosensor islevi
gerceklestirmektedirler. Osteositler gibi fibroblastlar da transmembran integrin
reseptOrlerini ortaya cikarmaktadirlar. Mekanik yiiklenmeden kaynaklanan stres,
ESM'den integrinler araciligiyla intraseliiler olarak iletilmekte, bu da gen
ekspresyonunu, hiicre iskeletini, proliferasyonu, farklilasmayr ve bdylece doku
yeniden yapilanmasmi degistiren sinyal yolunu baslatmaktadirlar (Wang ve ark.

2007).



2.4. Ortodontik Dis Hareketinde Enflamasyonun Rolii

Ortodontik kuvvet aseptik enflamatuar yanit1 baslatarak, kemik ve PDL
yeniden yapilanmasini indiiklemektedir. Dise kuvvet uygulanmasi, PDL, sinir uglar1
ve kan damarlarinin gerilmesi ve sikismasina neden olmaktadir. PDL, sinir uglar1 ve
kan damarlar1 ile sik1 bir sekilde iliskilidir. Sinir u¢larinin bozulmasi, madde P ve
calcitonine gene-related peptide (CGRP) gibi vazokaktif norotransmiterlerin
salimmasima, bu da vaskiiller endotelyal hiicrelerle etkilesime girerek artan
gecirgenlige neden olmaktadir (Krishnan ve Davidovitch 2006; Wise ve King 2008).
Aktive edilen endotel, dolagimdaki l6kositleri, monositleri ve makrofajlar1 PDL'ye
baglamakta ve akut inflamasyonun baslamasini saglamaktadwr (Middleton ve ark.
2002; Krishnan ve Davidovitch 2009). Lokositler doku yeniden yapilanmasini
destekleyen sitokinleri, prostaglandinleri, biiyiime faktorlerini ve koloni uyarict
faktorleri uyarmaktadir. Birkag giin sonra inflamasyon, fibroblastlarin, endotelyal
hiicrelerin, osteoblastlarin ve osteoklastlarin iginde bulundugu kronik ve proliferatif

bir siirece gegmektedir.

Paradental hiicreler, 16kositleri, trombositleri, kemik ve paradental dokulari
yeniden sekillendirmek i¢in inflamatuar faktorleri diizenlemektedir. Dig hareketine
bagli olusan sikisma, prostaglandin iiretimini katalize eden COX-2’yi
indiiklenmektedir (Huang ve ark. 2014). Prostaglandinler, hiicre i¢ci cAMP
konsantrasyonunu arttirarak osteoklastlar {izerinde etki etmektedir (Krishnan ve
Davidovitch 2006). Prostaglandin-E2 osteoblast farklilasmasini, RANKL ve
osteoprotogerin (OPG) ekspresyonunu uyarmaktadir. RANKL ve makrofaj koloni
stimulating factor (M-CSF)'deki artig ile osteoblastlar tarafindan salman OPG’deki
azalma, osteoklast farkhilasmasi ve kemik rezorpsiyonunu ortak olarak
desteklemektedir (Sekil 2). Sitokin IL-1b ve TNF- a salmimi, enflamasyonu ve
matriks metalloproteaz (MMP) seviyelerini arttirirken, osteoklast farklilagmasini,
fonksiyonunu ve sag kalimin indiiklemektedir. Kollajenaz, katepsinler ve MMP'ler,
PDL ve ESM’nin organik matriksini bozarak, rezorpsiyon i¢in osteoklast
baglanmasina izin vermektedir (Henneman ve ark. 2008). Sikisma sonucu kemik
rezorpsiyonuna aracilik eden nitrik oksit (NO) iiretimini saglayan, indiiklenebilir
nitrik oksit sentezi aktive olmaktadir. Bu faktorler, sikigsma alaninda rezorptif lakiina

olusturmak icin osteoklastlar1 aktive etmektedir. Dis hareketi, nekrotik dokunun



osteoklastlar tarafindan uzaklastirilmasimi takiben, yeni periodontal fibrillerle birlikte
osteoid olusturan osteoblastlarla baslamaktadir. Prolifere ve aktif olan fibroblastlar
ESM fiber iiretimini arttirmaktadir. Diger yandan sikismanin indiikledigi kemik
morfogenik protein (BMP)’ler ve runt-related transcription factor-2 (Runx2)
ekspresyonu,  osteoblast  farklilasmasmmi  ve  kemik  mineralizasyonunu

hizlandirmaktadir (Wise ve King 2008; Huang ve.ark. 2014).
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Sekil 2. Osteoblast / stromal hiicreler tarafindan osteoklast maturasyonu ve fonksiyonunun
diizenlenmesinde reseptor aktivator niikleer kappa B ligand (RANKL), osteoprotogerin (OPG) ve
makrofaj koloni stimiile edici faktoriin (M-CSF) rolleri (Meikle 2006).

Gerilim altinda osteoblast sayis1 ve aktivitesinde artis ile birlikte alveolar
kemik birikimi baskin hale gelmektedir. Gerilim gii¢leri, PDL'de osteoblast
progenitdr proliferasyonunu uyarmakta ve kemik olusumunu diizenlemek icin
endotelyal nitrik oksit sentezini aktive etmektedir (Baloul, 2016). Sitokin IL-10,
OPG'yi arttrmakta ve osteoblastlardan RANKL iiretimini azaltmaktadir.
Transforming growth factor-f (TGF-B) ayrica gerilim altinda artmakta, PDL
hiicrelerinin  proliferasyonunu  ve  kemotaksisini  indiikleyerek  osteoblast
prekiirsorlerni diizenlemektedir. Sonug¢ olarak dis hareketinin gerilim tarafinda,
kemik ve yeniden sekillenmis PDL liflerinin {iretilmesi, osteoblast artis1 ve
osteoklast aktivitesinde azalma meydana gelmektedir (Garlet ve ark. 2007; Krishnan
ve Davidovitch 2009; Huang ve ark. 2014).

2.5. Kemikte Sekillenme (Modeling) Ve Yeniden Sekillenme (Remodeling)

Dislerin dento-alveoler kompleks icindeki hareketi, fiziksel fenomen ve

biyolojik dokunun yeniden yapilanmasinin sinerjik bir dizisidir. Dis biyolojik



sistemi, reseptor hiicrelerin sinyal iletimi aracilig1 ile, kuvvetin siddetine, yoniine ve
stiresine reaksiyon gostererek en sonunda kemik yeniden yapilanmasi ve ortodontik

dis hareketi olugsmasina neden olmaktadir.

Kemik yapilanmasi kemigin sekli, boyutu veya pozisyonunda degisikliklere
neden olan, kemik yiizeylerinin birbirini izleyen ve birbirinden ayri1 olusan
aktivasyon-rezorpsiyon (katabolik) veya aktivasyon-formasyon (anabolik) siirecidir
(Frost, 1990). Diger yandan, kemik yeniden yapilanmasi veya dongiisii, kemik
rezorpsiyonu ile baslayip devaminda kemik olusumu safhasi ile devam eden ve eski
kemigin yeni kemikle yer degistirmesi ile sonuclanan, birbirine siki bir sekilde bagh
lokal bir siirectir (Hadjidakis ve Androulakis 2006). Hem kemik sekillenmesi hem de
yeniden sekillenmesi, ortodontik dis hareketinin miktar1 icin belirleyicidir.
Ortodontik dis hareketi sirasinda olusan kemik sekillenmesi inflamatuar bir siirectir
ve dis hareketi i¢cin hiz sinirlayici faktor, kemik ve PDL arayiiziindeki kemik
rezorpsiyonudur. Kemik yeniden sekillenmesi, fizyolojik kosullar altinda, kemigin
biiylikliigiinii veya seklini degistirmeden kemigin internal icerigini yenilemesi

yaninda, ortodontik dis hareketinin hizin1 da etkilemektedir (Verna ve ark. 2000).

Hem kemik sekillenmesi hem de yeniden sekillenmesi, osteoklastlarin,
osteoblastlarin ve osteositlerin hiicresel aktiviteleri tarafindan kontrol edilir. Kemik
sekillenmesi sirasinda osteoklastlar resorpsiyon olustururken, osteoblastlar kemik
yapimint gerceklestirmektedir. Kemik yeniden yapilanma siirecinin rezorpsiyon-
formasyon dizisi, osteoklastlar ve osteoblastlardan olusan ¢ok hiicreli birimler
tarafindan gerceklestirilmektedir (Kim ve ark. 2006). Hem biyokimyasal hem de
mekanik faktorler, kemik sekillenmesi ve yeniden sekillenmesi oranlarini
diizenlemektedir. Onceki caligmalar ortodontik tedavinin, alveolar kemik
sekillenmesini ve ayni zamanda kemik yeniden sekillenmesini uyardigini
gostermistir (Melsen 1999; Verna ve ark. 1999). Osteoblastlarin mekanik kuvvetler,
inflamatuar uyaranlar veya hipoksi ile aktivasyonu, ortodontik dis hareketinde ilk ve
gerekli basamaktir. Aktive edilmis osteoblastlar, osteoklast formasyonunun spesifik

mediatdrlerinin saliimi ve kemik rezorpsiyonunun baslatilmasindan sorumludur.
2.6. Osteoklast Formasyonu Ve Kemik Rezorpsiyonu
Ortodontik dis hareketindeki hiz belirleyici adimin, sikigsma tarafindaki kemik
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rezorpsiyonu oldugu diisiiniilmektedir. Histolojik ¢aligmalar, ortodontik dig hareketi
sirasinda sikigma tarafinda osteoklast olusumunun indiiklendigini gostermektedir
(Wang ve ark. 2009). Dis hareketini hizlandirmak i¢in uygulanan ydntemler,
osteoklastlarin sayisini ve islevlerini 6nemli dl¢lide arttrmaktadir (Cho ve ark. 2007;
Nishimura ve ark. 2008; Wang ve ark. 2009). Osteoklastlarin olusumu, osteoklast
onciileri tizerindeki stromal ve osteoblastik hiicre kaynakli faktorlerin etkilerine
baglhidir. Bu faktorlerden biri, gelismekte olan osteoklastik hiicrelerin ylizeyi
tizerindeki RANK reseptoriine baglanan RANKL reseptor aktivatoriidiir. RANKL /
RANK baglanmasi osteoklastlarin farklilagmasi, islevi ve hayatta kalmasi i¢in ¢ok
onemlidir. Diger taraftan, baska bir osteoblastik hiicre kaynakli faktoér olan OPG,
RANKL''n RANKL / RANK baglanmasint keserek, osteoklastogenezi inhibe
etmektedir. Bu nedenle, osteoblastik hiicreler tarafindan eksprese edilen RANKL /
OPG oranm1 ve osteoklast prekiirsor hiicrelerinden eksprese edilen RANK, biiyiik
Ol¢lide fonksiyonel osteoklastlarm olusumunu ve kemik yeniden yapilanmasinin ilk
adimmin aktivasyonunu belirlemektedir (Theoleyre ve ark. 2004). RANKL
ekspresyonu, Ozellikle ortodontik kuvvet nedeniyle PDL ve alveolar kemikteki
osteoblastlar, osteositler ve fibroblastlarda ii¢iincii saatten itibaren artip, en az 5 giin
stiresince yiiksek kalmaktadir (Brooks ve ark. 2009; Garlet ve ark. 2007; Kook ve
ark. 2011). Bununla birlikte, gerilme kuvveti, osteoblastik hiicre kiiltiirlerinde
RANKL'nin mesajc1 ribo niikleik asit (mRNA) seviyesini Onemli Jlgilide
azaltmaktadir. RANKL'm gen terapisi ile lokal olarak verilmesi osteoklast
olusumunu 6nemli 6lgiide uyarmakta ve ortodontik dis hareketini hizlandirmaktadir.
RANKL'm aksine, sikisma tarafindaki diseti olugu sivisindaki OPG konsantrasyonu,
ortodontik kuvvet uygulanmasini takiben bir saat sonunda bazal seviyeye kiyasla
azalmakta ve bu hastalarda 24 saat sonra gerilim tarafina gore belirgin sekilde daha
diisitk bulunmaktadir. Ayrica, ortodonik dis hareketinin, sikigma tarafinda RANKL
ekspresyonunu arttirirken, OPG ekspresyonunu azalttigi, gerilme kuvvetinin OPG
ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir ( Tang ve ark. 2006; Garlet ve ark. 2007) .
OPG'nin lokal olarak verilmesi kemik yeniden yapilanmasini1 ve ortodontik dis
hareketini 6nemli 6l¢iide engellemektedir (Dunn ve ark. 2007). RANKL ve OPG
ekspresyonunun, kompresyon ve gerilme kuvvetleri ile diizenlenmesi, sikigsma
tarafinda kemik rezorpsiyonunu ve gerilim tarafinda kemik olusumunu koordine

ederek normal dis hareketini miimkiin kilmaktadir.
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M-CSF, osteoklastlarin oncii hiicrelerinin farklilagmasi i¢in ¢ok dnemli olan
baska bir stromal ve osteoblastik hiicre kaynakli faktordiir. M-CSF ekspresyonu,
ortodontik dis hareketi swrasinda erken donemde PDL'de, alveolar kemigin
osteoblastlarinda ve fibroblastlarinda saptanmistir (Kaku ve ark. 2008; Baloul ve ark.
2011). Sikigma tarafindaki kuvvet osteoblastik hiicre kiiltiirlerinde M-CSF

ekspresyonunu artirir (Sanuki ve ark. 2010).

Ortodontik dis hareketine inflamasyon cevabi, cesitli sitokinlerin iiretimi ve
salmmasi ile iligkilidir. Ortodontik kuvvetin uygulanmasindan 24 saat sonra diseti
olugu sivisinda IL-1, IL-6 ve TNF -o'nin protein seviyeleri dnemli 6l¢lide artmustir.
Sikisma ve gerilim taraflar1 arasindaki sitokinlerin farkli ekspresyonlar1 da
gosterilmigtir. Sikisma tarafinda daha yliksek seviyelerde TNF-a ve matriks
metalloproteinaz-1 varken, gerilim tarafinda daha yiiksek seviyelerde IL-10, doku
inhibitorii olan metalloproteinaz-1 ve kollajen-1 mevcuttur (Garlet ve ark. 2007).
Ren ve ark. (2007), TNF-a seviyesinin dig hareketinden 24 saat sonra, IL-1b, IL-6 ve
IL-8 ile birlikte arttigin1 bildirmislerdir. TNF-a, IL-1b ve IL-6 dahil olmak {izere bu
sitokinlerin bazilari, osteoklast hiicrelerinin farklilasmasini, fonksiyonlarini ve
sagkalimimi aktifleyerek, kemik yeniden sekillenme siirecine ve dig hareketinin

aktivasyonuna katkida bulunabilmektedir.
2.7. Osteoblast Formasyonu Ve Kemik Apozisyonu

Osteoblast proliferasyonu, farklilagsmasi, sagkalimi ve islevi, osteoklastik
hiicrelerle etkilesimleri yaninda biiylime faktorleri, sitokinler ve hormonlar gibi
birtakim hiicre dis1 faktorler tarafindan diizenlenmektedir. TGF-B1, RANKL"
azaltarak ve OPG ekspresyonunu arttirarak osteoklast olusumunu inhibe etmekte;
ayrica osteoblastik hiicreler lizerinde kemotaktik etkiler ile kemik olusumunu
hizlandirmaktadir.Bu sekilde osteoblast proliferasyonunu ve farklilasmasini erken
asamalarda tesvik etmektedir. (Janssens ve ark. 2005). Hastalarda 24 saatlik
ortodontik dis hareketinden sonra diseti olugu sivisinda TGF-f1 protein
konsantrasyonu 6nemli Ol¢lide artmis olarak bulunmustur (Uematsu ve ark. 1996).
VEGF, kiiltiirlenmis primer osteoblastlarin hiicre oliimiinii gili¢lii bir sekilde inhibe
etmekte ve alkalin fosfataz salimimi arttwrmaktadir. Osteoblastik hiicrelerin

farklilasmas1 VEGF stimiilasyonu ile 6nemli dl¢lide artmaktadir (Tan ve ark. 2010).
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BMP’ler, MKH’lerin osteoblastlara baglanmasi, osteoblastlarin farklilasmasi ve
islevinde de onemlidir (Katagiri ve Takahashi 2002). BMP’ler kompresif kuvvetlerin
indiikledigi osteoblast farklilasmasini diizenlemektedir (Iglesias-Linares ve ark.

2012).
2.8. Osteositlerin Kemik Yeniden Sekillenmesindeki Rolii

Osteositler, kemik olusumu sirasinda kemik matriksine gomiilmiis ve
terminal olarak farklilasmis osteoblastlardir. Uzun sitoplazmik uzantilar veya
dendritler araciligiyla diger osteositler, kemik yiizey hiicreleri, kemik iligi hiicreleri
ve endotel hiicreleri ile fonksiyonel bir ag olusturmaktadirlar. Bu osteosit agi, hiicre
govdeleri ve dendritlerin bulundugu kemik matriksi i¢indeki lakuna-kanalikiil
sistemini iggal etmektedir. Hiicreden hiicreye sinyal ve materyal alisverisi,
osteositlerin dendritleri ve interstisyel sivi ile dolu lakuna-kanalikiil sistemi
arasindaki bosluklar yoluyla olusmaktadir. Kemigin mekanik yiiklenmesi kemik
yapisinda zorlanmalara yol agarak, lakuna-kanalikiil sisteminde interstisyel sivi

akisina neden olmaktadir. Bu sinyal yolaklar1 osteoklastlar, osteoblastlar ve kemik

yeniden sekillenmesi igin

seviyelerinde degisikliklere

cok oOnemli olan biyokimyasal faktorlerin, {retim

yol agmaktadir (Sekil 3) (Weinbaum 1994; Bonewald

2011; Murshid 2017).
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Sekil 3. Alveoler kemigin mekanik kuvvet yiiklemesi sirasinda, osteosit sinyalini ve kemigin yeniden

sekillenmesini gosteren sematik diyagram (Murshid 2017).
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Osteositler M-CSF, RANKL ve OPG'yi eksprese etmekte, osteoklast
olusumunu ve fonksiyonunu diizenlemektedir (Zhao ve ark. 2002). Ortodontik dis
hareketi sirasinda kemikte meydana gelen mekanik yiiklenme ve mikro hasar, bu
faktorlerin osteositler tarafindan ekspresyonunu etkilemektedir. Kemikteki mikro
hasar osteosit hiicre Oliimiine neden olmakta, buna bagli ortaya ¢ikan cisimler
osteoklast olusumunu indiikleyen RANKL igermektedir. Osteoklast olusumundan
once, osteosit hiicre Olimiiniin ortodontik dis hareketiyle akut bir sekilde

indiiklendigi farelerde gosterilmistir (Shiotani ve ark. 2001).

Sklerostin, osteositler tarafindan iiretilen bir protein faktordiir. Osteoblastik
hiicrelerde kanonik Wnt sinyal yolunu antagonize ederek osteoblastlarin
fonksiyonunu, hayatta kalmasini ve kemik olusumunu Onlemektedir. Mekanik
yiiklenmenin, sklerostin ekspresyonunu azalttigi, kemik olusumunu destekledigi
bildirilmistir (Robling ve ark. 2007). Fibroblast biiyiime faktorii-23, osteositten
tiiretilmis bagka bir faktordiir, osteoblast farklilagsmasini ve matriks minerallesmesini
inhibe etmektedir (Matsuda ve ark. 2014). Bu ¢alismalar osteositlerin ortodontik dis
hareketi swrasinda bolgeye 0Ozgii kemik olusumunda anahtar rol oynadigini

gostermektedir.
2.9. Ortodontik Dis Hareketini Hizlandiran Yontemler

Ortodontik dis hareketinin altinda yatan biyolojik olaylarin anlasilmasmnin
onemli klinik sonuglar1 olmustur. Aktif sabit ortodontik tedaviler ortalama 18-24 ay
stirmektedir. Ortodontik dis hareketinin temel bileseni alveolar kemigin yeniden
sekillenmesidir. Bu nedenle dis hareketini hizlandirmak i¢in, kemik hiicrelerinin
aktivitesini etkileyen biyolojik yollara etki eden cerrahi veya cerrahi olmayan bazi
teknikler tanimlanmistir. Ozellestirilmis braketler ve teller gibi ortodontik materyal
alanindaki teknolojik gelismeler de tedavi etkinligini biiyiik 6lgiide iyilestirmistir.
Bununla birlikte, ortodontik dig hareketi biyolojik bir yanittir, bu nedenle bu tiir
gelismelerin tedavi siiresini kisaltma etkisi smirlidir (Soma ve ark. 1999; Kawasaki

ve Shimizu 2000; Nishimura ve ark. 2008; Almpani ve Kantarci 2015).

Alveolar cerrahinin dis hareket hizini arttirmak amaciyla kullanimi, kemigin
korteks ve medullasinin tamamen kesilmesi olan osteotomi ile 1890'larda baslamistir

(Huang ve ark. 2014). Medullaya ulasmadan sadece kortikal kemigin dahil oldugu
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bir cerrahi kesi olarak tanimlanan ve hareketli bir “kemik blok™ yaratmak icin
uygulanan kortikotomi, 1950’li yillarin basindan itibaren uygulanmaya baslanmistir
(Kole 1959b). Sadece kortikotomi uygulanmasinin daha az doku yikimi ile daha hizli
dis hareketi sagladigi, periodontal dokular ve dis pulpasi agisindan daha diisiik
risklere sahip oldugu anlagilmistir. Yapilan ¢alismalar, kortikotominin dis hareketini
yaklasik iki kat kadar hizlandirdigimi ve bu etkinin temel olarak islemden sonraki ilk
birkag hafta boyunca ger¢eklestigini gostermistir (Iino ve ark. 2007; Sanjideh ve ark.
2010). Bu yaklasimlar son derece invaziv olup artmis doku morbiditesi ve

periodontal hasar riski ile iligkilidir (Merrill ve Pedersen 1976; Cano ve ark. 2012).

Osteotomi ve kortikotomi farkli mekanizmalarla ortodontik dis hareketini
hizlandirmaktadir. Kortikotomi bolgesel hizlanma fenomenini (regional acceleratory
phenomenon: RAP) aktive ederek etki ederken, osteotomi distraksiyon
osteogenezisine benzer bir mekanizma ile etkisini gostermektedir (Wang ve ark.
2009). Modern yaklagimlarda kemik blogu kavrami terk edilmis ve secici selektif
alveolar kortikotomi tekrarlanabilir altin standart haline gelmistir. Kortikotomi
sonrast hizli dis hareketinin, disi iceren kemik blogunun hareketinden ziyade
bolgesel hizlanma fenomenini olusturan kemik mineralizasyon-remineralizasyon
siirecinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Wilcko ve ark. 2009). Bdlgesel
hizlandiric1 fenomen, insan kemiginde yaklasik 4-6 ay siirmektedir (Verna ve Melsen

2003; Wilcko ve ark. 2009).

Alveolar kortikotomi, dis hareketini hizlandirmada sik kullanilan klinik
islemlerden birisidir. Her ne kadar yontemin oldukca etkili oldugu gosterilmis olsa
da, baz1 yan etkiler daha yaygm kullanimin1 engellemektedir. Yontemin
komplikasyonlar1 olan agri, sislik, hematom ve morbidite, hastalarin yonteme dair
algilarin1 ve islemin kabuliinii olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Wilcko ve ark.

2001, 2009; Cano ve ark. 2012; Hassan ve ark. 2015).

Cerrahi kortikotominin sakincalarmni gidermek amaciyla minimal invaziv bir
teknik olan piezosizyon destekli ortodonti gelistirilmistir. Literatiirede piezosizyonun
dis hareketini hizlandirmada ve periodontal dokular1 gliclendirmede, kortikotomi ile
benzer etkiye sahip oldugu, ancak daha az travmaya yol actig1 bildirilmistir (Dibart

ve ark. 2010; Keser ve Dibart 2011). Birgok modern ticari piezotom, piezosizyon ile
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kemige yapilan dogrudan isleme ek olarak yliksek frekansli titresim de icermektedir.
Bu titresim de kemik yeniden yapilanmasini aktiflestirmede ilave rol oynamaktadir.
Bunun yaninda piezosizyon cerrahi bir islemdir ve bazi potansiyel riskler olabilecegi

bildirilmistir (Alfawal ve ark. 2016).

Mikroosteoperforasyon iglemi, flep kaldirildiktan sonra kortikal tabakada
olusturulan mikro-perforasyonlarla dis hareketinin hizlandirilmasini hedefleyen diger
bir minimal invaziv yontemdir (Teixeria ve ark. 2010). Bu teknikle, osteoklast
aktivitesinin ve dis hareket hizinin artmasma neden olan enflamatuar belirteclerin
uyarilabilecegi gosterilmistir. Alikhani ve ark. (2013) mikroosteoperforasyonu klinik
olarak uygulamislar ve ¢aligmanin sonucunda, mikroosteoperforasyon uygulamast ile
kontrol grubuna kiyasla dis hareket hizinin ve diseti olugu sivisinda sitokin
seviyesinin arttigini, bunun yaninda uygulama ile hastalarda hafif ve bolgesel bir agri

olustugunu bildirmislerdir.

Cerrahi teknikler ortodontik dis hareketini hizlandirmada etkili olsa da,
cerrahi olmayan yaklasgimlar klinisyenler ve hastalar tarafindan daha g¢ok tercih
edilmektedir. Bu tiir teknikler, sistemik veya lokal olarak uygulanan biyolojik
molekiiller, rezonans titresimi, manyetik alan kuvvetleri, hafif elektrik akimlari,
diisiik yogunluklu lazer ve fotobiyomodulasyon gibi yenilik¢i fiziksel uyarim

teknolojilerinden olusmaktadir.

Dis hareketini hizlandirmaya yonelik stimiilasyon yontemlerinden biri de
vibrasyondur. Rezonans vibrasyon, PDL hiicreleri iizerinde mekanik uyarici olarak
uygulanabilmektedir.  Ultrasonik  vibrasyonun dis hareketini  hizlandirdig:
bildirilmesine ragmen, dis pulpasinda hasara neden olabilecegi bildirilmistir
(Masami ve ark. 2001; Trenter ve Walmsley 2003). Rezonans vibrasyonun ise,
periodontal dokular lizerinde herhangi bir ek hasara sebep olmadan mekanik strese
sebep oldugu belirtilmistir. Rezonans vibrasyon uygulamasi periodontal dokularda
RANKL seviyesini artirarak dis hareketini hizlandirabilmektedir (Nishimura ve ark.
2008).

Diisiik enerjili lazerin ortodontik dis hareketini hizlandirabilecegi cesitli
caligmalarda bildirilmistir (Kawasaki ve Shimizu 2000; Cruz ve ark. 2004; Yoshida
ve ark. 2009). Bununla birlikte bazi farkli caligmalar, diisiik enerjili lazerin dis
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hareketini hizlandirmadigini ve hatta yavaslatabildigini gostermektedir (Seifi ve ark.
2007; Kim ve ark. 2010). Literatiirdeki bu ¢eliski, ¢alismalarda kullanilan farkli
tedavi protokolleri ile lazerlerin dalga boyu, 1smlama dozlari, konumlar1 ve
frekanslarindaki farkliliklarla agiklanabilir. Bazi ¢aligmalar diisiik enerjili lazerin,
osteoklastlarin ve osteoblastlarin say1 ve islevlerini arttirdigini, ayrica alveolar
kemigin yeniden sekillenmesini uyardigmi gostermistir (Kawasaki ve Shimizu 2000;

Fujita ve ark. 2008; Yoshida ve ark. 2009).

Statik manyetik alan ve atimli elektromanyetik alan dahil manyetik alanlarin,
ortodontik dis hareketinin hizini arttirdigi hayvan g¢aligmalarinda gosterilmistir.
Histolojik analizler, manyetik alanlarin etkisi altinda, kemik hiicrelerinin aktiviteleri
ile gerilim tarafinda yeni kemik olusumunun arttigini1 géstermistir (Darendeliler ve
ark. 2007; Showkatbakhsh ve ark. 2010). Bununla birlikte baska bir ¢calismada, statik
manyetik alanin dis hareket hizini artirmadigi, ancak kok rezorpsiyonunu arttirdigi
ve bu yontemin etkinligi ve giivenligi konusunda endiselere yol agtig1 bildirilmistir

(Darendeliler ve ark. 1995; Sakata ve ark. 2014).

Bir hayvan ¢alismasinda (kedilerde), elektrik akimi, 14 giin boyunca siirekli
olarak 15 mA'da uygulandiginda, kanin hareketini 2 katin iizerinde arttirdigi
gosterilmistir (Davidovitch ve ark. 1980b). Histolojik caligmalar katod tarafinda daha
fazla kemik olusumu, anot tarafinda daha fazla kemik rezorpsiyonu ile kemik
yeniden sekillenmesinin arttigini, PDL'de hiicresel aktivitenin artmasiyla osteoblast
sayisimin Onemli Olgiide arttigini gostermistir. Baska calismalarda ise yaklasik 10
mA'lilk bir akim uygulandiginda, mikro-atimli elektrik akimmnin ortodontik dis
hareketini hizlandirdigi, gerilim tarafinda daha fazla osteoblast ve kemik olusumu,
stkisma tarafinda ise daha fazla osteoklast olugsmu bildirilmistir (Davidovitch ve ark.
1980a; Davidovitch ve ark. 1980b; Kolahi ve ark. 2009). Bununla birlikte, elektrik

kaynagi bu yontemin klinik kullanimi i¢in bir sorun teskil etmektedir.

Paratiroid hormonu kemik yeniden sekillenmesini ve kalsiyum homeostazini
diizenleyen ana hormondur. Hem kemik rezorpsiyonunu uyarmakta, hem de
bobreklerde kalsiyum yeniden emilimini ve 25-hidroksi D3 1-a -hidroksilaz enzimini
diizenleyerek 1,25 dihidroksi D3 vitaminini olusturmakta, bu da ince bagirsaklardan

kalsiyum emilimini arttirarak serum kalsiyum konsantrasyonunu yiikseltmektedir.
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Hayvan caligmalari, siirekli veya lokal paratiroid hormon enjeksiyonunun ortodontik
dis hareketini 1.6 ila 2 kat hizlandirdigin1 ve osteoklast sayisin1 énemli Olgilide
arttirdigini gostermistir (Soma ve ark. 1999, 2000). Paratiroid hormonunun kronik
yiikselmesinin birgok organda ve oOzellikle bobreklerde ve kemiklerde patolojik
degisikliklere yol actig1 bilinmektedir. Bu kisa siireli g¢aligmalar, paratiroid
hormonunun dis hareketini hizlandirmak icin kullanilan dozda, 6zellikle bobrek
fonksiyonunu ve kemik {izerindeki uzun vadeli etkilerini belirlememistir. Bu nedenle
ortodontik tedavide klinik uygulama acisindan hala kaygi vermeye devam
etmektedir. Kontrollii saliimli bdlgesel enjeksiyon etkinligi arttirip riskleri azaltsa

da, daha etkili bir salinim sistemi i¢in hala ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.

D vitamini (1,25 Dihidroksi D3) ince bagwrsaklarda kalsiyum emilimini
arttirmaktadir. Ayn1 zamanda kemik hiicrelerine de etki ederek kemik yeniden
sekillenmesini arttirmaktadir. Hayvan caligmalari, 1,25 dihidroksi D3 vitamininin
bolgesel enjeksiyonunun ortodontik dis hareketini yaklasik 1,2 ila 2,5 kat
hizlandirdigimi gostermistir (Takano-Yamamoto ve ark. 1992; Kale ve ark. 2004).
Histolojik incelemeler, 1,25 dihidroksi D3 vitamininin osteoklast olusumunu doza
bagli bir sekilde uyardigini, mekanik giicle etkinliginin arttigin1 ve belirgin sekilde
daha fazla alveolar kemik rezorpsiyonuna neden oldugunu gostermektedir. Diger
yandan, 1,25 dihidroksi D3 vitamini stimiilasyonu altinda osteoblast olusumu ve
kemik yapimi da yiikselmektedir. Boylece 1,25 dihidroksi D3 vitamininin kemik
hacmi iizerinde daha dengeli bir etki gosterdigi bildirilmistir (Collins ve Sinclair

1988; Takano-Yamamoto ve ark. 1992; Kale ve ark. 2004).

PG'ler, kemik yeniden sekillenmesini diizenleyen bolgesel otokrin / parakrin
lipid inflamatuar faktorlerdir. Baz1 hayvan deneyleri PGE1, PGE2 veya PGE1, PGE2
analoglarinin veya tromboksan A2 bolgesel uygulamasmin ortodontik dis hareketi
hizin arttirdigini gostermistir (Seifi ve ark. 2003; Kale ve ark. 2004). Hastalarda
PGE1'in bdlgesel submukozal enjeksiyonu, dis hareketini 1,6 kat hizlandirdig:
bildirilmistir (Yamasaki ve ark. 1984). Diger yandan ortodontik dis hareketi,
prostaglandin olusumunun bazi asamalarin1 katalize eden COX-1 ve COX-2
enzimlerini inhibe eden, steroid olmayan anti-inflamatuar ilaglar tarafindan
bozulmaktadir (Arias ve Marquez-Orozco 2006). PG'ler giiclii agr1 indiikleyicileridir,
bu nedenle klinik kullanimda, hastalarin agr1 sikayetleri artabilmektedir. Bir baska
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endise ise, hizlandirilmig dis hareketiyle birlikte artan kok rezorpsiyonudur (Sekil 4)
(Seifi ve ark. 2003).
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Sekil 4. Hizlandirilmis ortodontik dis hareketini saglayan hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin
ozeti. Ortodontik dis hareketini hizlandiran yontemler kirmizi ile yazilmistir. Mavi ok, stimiilasyon,
kirmiz1 ok, inhibisyon. HKH: Hematopoetik kok hiicre, MKH: Mezenkimal kok hiicre, HIF: hipoksi
indiikleyen faktdr, FGF: Fibroblast biiylime faktorii (Huang ve ark. 2014).

2.10. Kok hiicre

Hiicre, ilk kez 1665 yilinda Robert Hooke tarafindan, yasayan en kiigiik
biyolojik yap1 olarak tanimlanmistir. Kok hiicre ise genel olarak baskalasmamis
hiicre seklinde tanimlanmaktadir (Ates 2016). Her hiicre gibi iireyerek kendi
benzerlerini olusturmanin  yaninda, baskalasarak oOzellesmis hiicrelere de
doniisebilmektedir. Dokularin, organlarm ana yap1 tas1 olan kok hiicreler
boliinebilme ve kendilerini yenileyebilme yetenegine sahiptirler. Ozellesmemislerdir,
ancak Ozellesmis hiicrelere (kan hiicresi, kas hiicresi, sinir hiicresi vb) kaynaklik
edebilmektedirler. Hasarlanmis olan dokunun eski islevini yeniden kazandirabilme
Ozelligine sahip olan hiicrelerdir. Kok hiicrenin ¢esitli hastaliklarda tedavi amaciyla

kullanilma ¢aligmalar1 1960’l1 yillarda baslamistir. Uygulanan kok hiicre
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tedavilerinin bagarisi, aralarmmda embriyoloji, hiicre biyolojisi, doku miihendisligi,
molekiiler biyoloji, genetik ve ilgili klinik bilimlerin bulundugu multidisipliner bir

yaklasima ihtiya¢ duymaktadir (Fortier 2005).

Kok hiicrelerin uygun uyaranlar altinda farklilasmis hiicrelere dontigebilme
yetenekleri Onemlidir. Bir hiicrenin farkli dokulardaki hiicrelere doniisebilme
yetenegine “’plastisite’’ ya da “’differansiyasyon’’, o hiicrenin degisik hiicre tiplerine
farklilagma potansiyeline ise “’farklilasma kapasitesi’’ denmektedir. Kendi kendini
yenileme ve 0zellesmis hiicrelere farklilasma yetenegine sahip olan kok hiicrelerde
iki farkli boliinme sekli vardir (Martin-Rendon 2003): Simetrik hiicre boliinmesinde,
kaynaklandiklar1 hiicrenin tiim 6zelliklerine sahip iki 6zdes yavru hiicre meydana
gelmektedir. Hiicrelerin 6zelliklerinde degisim olmadan sayilarmi cogaltmalari
miimkiindiir. Asimetrik hiicre boliinmesinde ise ortaya ¢ikan iki hiicreden birisi
kaynak hiicrenin tiim Ozelliklerini korurken, digeri progenitor hiicreyi
olusturmaktadir. Bu hiicre de bir ka¢ boliinme sonrasi farklilasmis olgun hiicreye

dontismektedir.

Laboratuvar ortaminda kok hiicrelerin belli bir ¢izgide farklilagmasina
“yonlendirilmis farklilagsma’’ adi verilmektedir. Bu olay belli fiziksel ve kimyasal
kosullarin  yerine getirilmesi veya dogrudan hiicrenin genetik programinin
degistirilmesi ile basarilir. Pluripotent veya multipotent kok hiicreler daha sonra

belirli hiicre tiplerine farklilasacak progenitor hiicreleri olusturmaktadir (Ates 2016).

Bir kok hiicre baslica dort farkli yol ile dizi degistirmektedir (Martin-Rendon
2003):

l.Transdeterminasyon; Ozellesmis bir tipte hiicre olusturmak iizere
planlanmig bir prekiirsor hiicrenin baska bir prekiirsor hiicreye donlismesi ve o kdk

hiicreye ait serilerin olusturulmasi olayidir.

2.Transdiferansiyasyon; diferansiye olmus hiicrenin farkli bir dokuya ait

diferansiye olmus hiicre fenotipini kazanmasidir.

3.Dediferansiyasyon; farklilagmig veya bir hiicre grubuna farklilasmak icin
planlanmis bir hiicrenin, oncii formlarma dogru geriye giderek baska bir hiicreyi

olusturmak tizere farkl bir kola kaymasidir.
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4. Hiicre fiizyonu; bir hiicrenin yonlenmis hiicre dizileriyle fiizyonu sonucu

yeni yonlenmis hiicre dizilerinin olusumuna yol agmasidir.

Farkli kaynaklardan elde edilen kok hiicrelerin farklilasma kapasiteleri

arasinda da fark vardir (Ates, 2016):

1. Totipotent kok hiicreler, organizmay1 olusturan her hangi bir 6zellesmis
hiicreye farklilasabilmektedir. Sperm ve oosit birleisp zigot olustuktan sonra
gelisimin dordiincii gilinline kadar olan asamadaki blastomerlerin her biri bir

organizmay1 tiimiiyle yapabilecek potansiyele sahiptir.

2. Pluripotent kok hiicreler, tiim viicut hiicrelerinin kdken aldig1 her iic germ
yapragi hiicrelerine doniisebilen hiicrelerdir. Dollenmeden 4-5 giin sonra meydana
gelen Dblastosiste ait hiicreler farklilagmaya baslayarak iki farkli seriye
doniisebilmektedir. D1s tabaka trofoektoderme doniisiip plasentayr olusturmaktadir.
I¢ tabakadaki hiicreler ise embriyoyu meydana getirmektedir. Indiiklenmis
pluripotent kok hiicre ise, pluripotent olmayan, genellikle erigskin somatik hiicreden
dediferansiyasyon yoluyla pluripotent hale déniistiiriilmiis hiicredir. Indiiklenmis
pluripotent kok hiicre, embriyonik kok hiicre gibi belli kok hiicre protein genlerini
eksprese etmektedir, embriyoid cisimcik olusturma ve teratom olusturma

kapasitesine sahiptir.

3. Multipotent kok hiicreler, sinirli sayida hiicreye doniisebilme potansiyeline
sahiptirler. Ornek olarak kordon kanmndan elde edilen kok hiicreler uygun uyarilarla

kas hiicresi, noron gibi farkli hiicrelere doniisebilmektedir.

4. Oligopotent kok hiicreler, progenitor hiicrelerin sadece bir kag hiicre tipine

farklilasabilen grubudur.

5. Unipotent kok hiicreler, prekiirsor hiicrelerdir ve sadece tek hiicre tipine

farklilagma yetenegine sahiptir.
Kok hiicreler elde edildikleri kaynaklara gore baslica iki gruba ayrilmaktadir:

1. Embriyonik kok hiicreler
2. Embriyonik olmayan kok hiicreler

a. Hematopoetik kok hiicreler
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- Kemik iligi kok hiicreleri

- Periferik kan kok hiicreleri

- Gobek kordon kani1 kok hiicreleri
b. Stromal (mezenkimal) kok hiicreler

c. Organlarda yerlesik diger erigkin kok hiicreleri
2.10.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyolojik gelisimin erken evrelerinde blastosist asamasindaki embriyonun
ic hiicre kitlesinden elde edilen, viicuttaki her hangi bir farklilasmis hiicreyi

olusturma yetenegine sahip pluripotent hiicrelerdir (Wobus 2001).
2.10.2. Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler

Bir doku veya organdaki farklilasmis hiicreler arasinda bulunan
farklilagmamus hiicreler olup, kendi kendini yenileyebilme ve i¢inde bulundugu doku
veya organin 0zellesmis hiicre tiplerine farklilagabilme yetenegine sahip hiicrelerdir

(Wobus 2001).
2.10.2.1. Hematopoetik Kok Hiicreler

Uzerinde en ¢ok calisilan ve tedavide yaygim olarak kullamilan eriskin kok
hiicreleridir. Kendi kendini yenileyebilme ve biitin matiir kan hiicrelerine
farklilagabilme O6zellikleri vardir. Kemik iligi, periferik kan, kordon kani ve fetal
karacigerden elde edilebilmektedir. Kemik iligindeki kok hiicrelerin en az ii¢ primitif
kok hiicre toplulugunu icerdigi diisiiniilmektedir (Pittenger ve ark. 1999; Dieterlen-
Lievre ve ark. 2002; Reyes ve ark. 2002).

1. Hemanjioblastlar; hematopoetik ve endotel kok hiicrelerinin onciileridir.

2. Mezenkimal kok hiicreler; bu hiicrelerden stroma, kas, kemik, kikirdak ve

yag hiicreleri gelisebilmektedir.

3. Multipotent erigkin progenitér hiicreler; ektoderm, mezoderm ve

endodermal seri hiicrelerini olusturabilmektedir.
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2.10.2.2. Mezenkimal (Stromal) Kok Hiicre

Mezenkimal kdk hiicreler, kemik iliginden kdken alan ve uygun uyaranlarla
iic temel seri olan osteojenik, kondrojenik ve adipojenik seriye farklilasabilen
fibroblast benzeri multipotent hiicrelerdir (Pansky ve ark. 2007). CD73, CD54
(ICAM-1), CDI105, CD39, CD49¢ gibi belirtecleri eksprese etmektedir. Ayni
zamanda mezoderm kokenli hiicreler ile mezoderm kokenli olmayan cok cesitli
hiicrelere farklilasabildikleri gosterilmistir (Krause ve ark. 2001). MKH’ler veya
progenitdr hiicrelerin dncelikli kaynagi kemik iligi olarak diisiiniilse de sayis1 giin
gectikce artan diger dokulardan da bu hiicreler elde edilebilmektedir. Kordon kani,
gobek kordonundaki Wharton jolesi, plasenta, adipoz doku, dermis, periost,
damarlarin adventisya tabakasi ve periodontal ligament bu dokulara Ornektir

(Erickson ve ark. 2002; Ates 2016).

MKH’ler destek doku hiicresi olmalari ile iligkili olarak ¢ok sayida molekiil,
sitokin, kemokin, enzim ve ekstraseliiler matriks proteinlerini sentezlemektedir.
MKH’ler laboratuvar ortammnda kok hiicre 0Ozelliklerini koruyarak kolaylikla

cogaltilabilmektedir. Hiicresel tedaviler i¢erisinde MKH’lerin 6ne ¢ikma nedenleri:
1. Bu hiicreler destek dokusuna ait hiicrelere (kemik, kikirdak, yag, tendon,
ligament) diferansiyasyon gdsterebilmektedir.

2. Bir ¢ok farkli doku hiicresine (kalp, karaciger, pankreas, sinir sistemi)

transdiferansiyasyon kapasiteleri vardir.

3. Migrasyon yetenekleri sayesinde hasarli bdlgeye gd¢ edebilmekte ve

hasarli hiicrelerle flizyona gidebilmektedir.

4. Cesitli faktorler saglayarak hasarli hiicre/doku tamirine katki

saglamaktadir.
5. Immiinosiipresif / non-immiinojenik 6zelliktedirler.

6. Anjiyojenik, antiapoptotik, antiinflamatuvar etki gostermektedir.
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2.10.2.3. Organlarda Yerlesik Kok Hiicreler

Birincil gorevleri bulunduklar1 dokuda hiicre oliimii veya doku hasari
meydana geldiginde kismen dokuyu tamir etmektir. Kok hiicresi icerdigi bildirilen
bir ¢ok erigkin organ ve doku mevcuttur. Beyin, spinal kord, dis kokii, kan damarlari,
cizgili kas, derinin epitel tabakasi, sindirim sistemi, kornea, retina, karaciger ve
pankreas bu dokulardandir. Nonembriyonik kok hiicreler (dokuya spesifik kok
hiicreler) dokularda nadir bulunmaktadir. Birincil gorevleri bulunduklari dokuda

hiicre 6liimii veya doku hasar1i meydana geldiginde kismen dokuyu tamir etmektir.

Bu caligmada kemik iligi kaynakli mezenkimal kdok hiicre uygulamasinin
ortodontik dig hareketi Tlizerine etkisinin degerlendirilmesi amaglanmaistir.
Calismamizin = sifir  hipotezi, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre

uygulamasinin ortodontik dis hareketini hizlandiracagidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismanin etik kurul onay1 Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama
ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alindi. (12.09.2018;
2018-33). Arastirma icin gerekli deneysel biitge (sarf malzeme ve hizmet alimi)
Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii NEU-
BAP-181924004 numarali proje destegi ile karsilandi. Proje kapsaminda; rat femur
kemik iliginden hiicre izolasyonu Selguk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Arastirma Merkezi Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarinda ve izole edilen hiicrelerin
mezenkimal kdk hiicre karekterizasyonu Istinye Universitesi Kok Hiicre ve Doku
Miihendisligi Departmani’nda yapildi. Ratlara yapilan anestezi, tibbi uygulamalar ve
dekapitasyon Selguk Universitesi Deneysel T1p Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
gerceklestirildi. Mikro bilgisayarli tomografi (BT) c¢ekimleri ODTU Biyoteknoloji
Arastirma Unitesi’nde yapildi.

3.1. Deney Hayvanlar1 Uzerinde Yapilan Islemler

Arastirma Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi
laboratuvarinda, laboratuvar hayvan kullanim kosullarma uygun olarak
gergeklestirildi. Calisma 6ncesi Dolci ve ark. (2018) tarafindan yapilan arastirmaya
dayanarak giic analizi yapildi. Her bir grupta ortodontik dis hareket miktarmi
degerlendirmek icin, %80 giic ve a=0,05 anlamlilik diizeyinde olacak sekilde 9’ar
adet rat ile caligilabilecegi hesaplandi. Arastirmada mezenkimal kok hiicre izolasyonu
ve ortodontik aparey uygulamasi i¢in 1 adet rat kullanilarak 6n calisma yapildi
Negatif kontrol (9 adet rat), pozitif kontrol (10 adet rat) ve mezenkimal kdk hiicre
enjeksiyon grubu (10 adet rat), 6n calisma (1 adet rat) olmak iizere deneyde toplam
30 adet rat kullanild1 (Sekil 5). Ortalama agirhig1 270,28+10,29 gram olan 12 haftalik
Wistar cinsi disi ratlar ¢caligmaya dahil edildi.

25



PILOT CALISMA
ORTODONTIK APAREY PROVASI
KEMIK ILIGT KAYMAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRE ELDEST iCiN DOKU TEMIN

T

L L

- ~ ~
L’ﬁh # " [ E— !

MEGATIF KONTROL POZITIF KONTROL k¥ HUCRE ENJEKSIYON GRUBU{LO) (1.
GRUBU (5} GRUBL(10] 6. VE 11. GUNLERDE EMJEKSIYON]
ORTODOMTIE
[ ]
APEREY + +
KOK HLSIRE
[ = +
ERIEREONL

14. GUN SONUNDA DEKAPITASYON MIKRO-BT ve
HISTOLOJi INCELEMESI

Sekil 5. Deney akis semasi.

Ratlar plastik kafeslerde tekli olarak muhafaza edilip standart pelet cinsi yem
(Bil-yem Gida San. Tic. Ltd. Sti. Ankara, Tiirkiye) ve su ile beslendi.Ratlarin
fizyolojik gereksinimleri, bakimlari, anestezileri ve tiim cerrahi islemler ayni
merkezde bulunan veteriner hekim kontroliinde saglandi. Calisma boyunca 20-24°C
sicaklik %30-40 nem oranina sahip ortamda; 12 saat aydlik ve 12 saat karanlk
kosullara maruz birakildi. Deneye baslamadan 1 hafta once ratlar kafeslerine
yerlestirilerek ortamlarina aligmalar1 saglandi (Sekil 6 a,b).Randomize olarak ayrilan
ratlarin kuyruklar1 ait olduklar1 gruba gore farkli renk ojelerle boyandi ve ayrica
gruplarma gore farkli renkte etiketlerle numaralandirilmis tekli kafeslerine
yerlestirildi. Calisma boyunca ratlarin belirlenen kriterler 6lgiisiinde (haftalik kilo

alimi kaybi, aparey kirilmasi ve yumusak doku enflamasyonu) kontrolleri yapild1.
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Sekil 6 (a) Ratlarin tekli kafeslerdeki goriiniimii (b) kafeslerin toplu goriinimii.

Deney Oncesi yapilan 6n c¢aligmada ayni rat iizerinde ¢alisma protokoliine
uygun anestezi uygulanarak hem agiz i¢i ortodontik aparey uygulamasi i¢in prova
hem de mezenkimal kok hiicre izolasyonu i¢in femur doku eldesi saglandi (Sekil 7

a,b).

Sekil 7 (a) On gahsma sirasinda doku eldesi igin kullamlan her iki femur; ( b) elde ed1len kem1k 111g1
aspiratlari.

Deney planlamas1 asagidaki gruplar ve bu gruplardaki belirlenen rat sayilari

ile yapildi.Buna gore ratlar rastgele olarak ii¢ gruba ayrildi:

o Negatif kontrol grubu (NKG): maksillalarina her hangi bir islem yapilmayan
grup (n=9).
e Porzitif kontrol grubu (PKG): Sol maksillalarina yerlestirilen apareyler ile

ortodontik dis hareketi saglanan ancak mezenkimal kok hiicre uygulanmayan grup

(n=10).
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o Kok hiicre enjeksiyon grubu (KHEG): Sol maksillalarmna yerlestirilen
apareyler ile sonra ortodontik dis hareketi saglanan ve mezenkimal kok hiicre

uygulanan grup (n=10).

Ratlarin bir haftalik alisma siireleri sonunda PKG ve KHEG’ye apareylerin
yerlestirilmesi ve KHEG’ye femurdan izole edilen mezenkimal kok hiicre
uygulamasi ayni1 anda ve genel anestezi altinda yapildi. Indiiksiyon 13 mg/kg ksilazin
hidrokloriir (Rompun % 2, Bayer, Leverkusen, Almanya) ile birlikte 87 mg / kg
Ketamin hidrokloriir-Benzetonyum kloriir (Ketasol %10, Richterpharma, Wels,
Avusturya) intramiiskiiler enjeksiyonu ile saglandi. Uygun a8z acikligi, kafa
pozisyonu ve yumusak doku retraksiyonu saglamak i¢in Ozel tasarlanmis oral

retraktor kullanildi ve ratlar caliyma masasina sabitlendi (Sekil 8 a,b).

Sekil 8 (a) Retraktoriin rat agzinda uygulanmisg hali. (b) Ratlar i¢in hazirlanan oral retraktor

Polivinil siloksan (Zhermack, Badia Polesine, Italya) 6lcii malzemesi ile
baslangic maksilla modelleri elde edildi (Sekil 9). Takiben ortodontik apareyler
yerlestirildi. Bu islem daha 6nce tanimlanan yontemlere (Brudvik ve Rygh 1993;
Franzen ve ark. 2015; Kraiwattanapong ve Samruajbenjakun 2018) uygun olarak, sol
birinci molar1 meziyale dogru hareket ettirmek icin, maksiller sol birinci molar ve
kesiciler arasma 0,010 inch tel kalinlig1 ve 0,030 inch sarmal ¢apma sahip elastik
nikel-titanyum kapali sarmal yaylar yerlestirilerek gerceklestirildi (Dentaurum,
Ispringen, Almanya). Bu yaylar 0,010 inch paslanmaz ¢elik tellerle baglandi. Sarmal
yaylara bagl celik teller arka bolgede 1 ve 2. molar dislerin gingival embrasiiriinden
gecirilerek molar dislerin etrafina sarildi ve sabitlendi. Sarmal yaylarin kuvveti 50 gr
olacak sekilde ayarlandi (Sekil 10 ve 11). Uygulanan kuvvetler bir agiz i¢i

dinamometre (Haag-Streit Diagnostics, Koeniz, Switzerland) kullanilarak
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standardize edildi. Tellerin dis ylizeyinden kaymasini Onlemek igin, teller
gecirilmeden 6nce On kesici diglerde yuvarlak uglu frez ile retansiyon oluklari
olusturuldu. Rat kesici dislerinin siirekli erupsiyonu nedeniyle, iist kesici dislerdeki
retansiyon oluklar1 miimkiin oldugunca disetine yakin hazirlandi. Teller 6n bolgede
kesici diglerin etraflarma sarildi ve kesici diglerin distal ylizeylerinde akiskan
kompoist rezin (Transbond XT, 3M, ESPE, ABD) kullanilarak stoplar olusturuldu.
Birinci molarin meziale hareketini saglamak icin aparey 14 giin siireyle agizda

birakild.

Sekil 9. Ratlarin maksillalarindan polivinil siloksan 6l¢li malzemesi ile alman baslangic maksilla
modelleri.

- -
Sekil 10. Maksiller sol birinci molar ve kesiciler arasina ortodontik aparey yerlestirilmis hali.
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Kesici 1+ Molar

Sekil 11. Maksiller sol birinci molar ve kesiciler arasina ortodontik aparey yerlestirilmesini gosteren
sematik ¢izim.

3.2. Mezenkimal kok hiicre uygulamasi
3.2.1. Mezenkimal kok hiicre izolasyonu

On calisma amaciyla planlanan ratin dekapitasyon sonrasi femuru alinarak %
10 Fetal Bovine Serum(FBS), 100 u/ml, 100 u/ml streptomisin, %1 glutamin i¢eren
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) tasima soliisyonu igerisinde hizli bir
sekilde hiicre kiiltiirii laboratuvarina getirildi. Labaratuvara getirilen femur ornekler
laminar flow kabin altinda steril kosullarda iizerindeki doku kalintilarindan
temizlenerek tekrarlanan islem basamaklar1 ile 50 ml’lik falkon tiip icerisinde
yikandi.Bu islem ardindan femur 6rnekler 60 mm’lik hiicre kiiltlirii petri kabi
icerisine almarak tekrar %10 FBS DMEM (100 u/ml penisilin, 100 u/ml
streptomisin, %1 glutamin) ile yikama islemine tabi tutulup olasi doku kaynakli
kontamisyonun Oniine ge¢ildi. Femurlarin proksimal ve distal epifizleri makas
yardimiyla uzaklastirildi. Femur 3 ml %10 FBS DMEM (100 u/ml penisilin, 100
pg/ml streptomisin, %1 glutamin) ile yikanarak kemik iligi aspirat1 elde edildi.Elde
edilen kemik aspirat1 iizerine 5 ml %10 FBS DMEM (100 u/ml penisilin, 100 pg/ml
streptomisin, %1 glutamin) ilave edilerek 2500 rpm 3 dk oda 1s1sinda santrifiij edildi.
Santrifiijleme islemi iki kez tekrarlanarak icerisinde kemik iligi hiicrelerini
bulunduran pelet 60 mm'lik hiicre kiiltiirii kabina aktarilip tizerine 3 ml % 10 FBS
DMEM (100 u/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin, %1 glutamin) eklenerek % 5
CO; igeren hiicre kiiltlirii inkiibatoriine kaldirildi. Bu iglemi takipeden 5. giinde
femur kemik iligi aspiratindan hiicrelerin 60 mm'lik hiicre kiiltiirii kabinin tabanina

atagmani inverted mikroskop (IM) ile goriintiilendi.
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Sekil 12. Femur kemik iliginden elde edilen MKH'lerin izolasyon sonrasi 5. giin IM goriintiisii (10X).

Femur kemik iliginden izole edilen hiicreler 60 mm'lik hiicre kiiltiirii kabinin
% 80 oraninda doldurduklarinda hiicre kiiltlirii kabmin igerisindeki % 10 FBS
DMEM (100 u/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin, %1 glutamin) aspire edildi.
Devaminda hiicreler phosphate buffered saline (PBS) ile yikandiktan sonra hiicrelere
I ml Tripsin-EDTA ilave edilip 5 dk % 5 CO, igeren su bazli inkiibatorde
bekletilerek hiicrelerin kap yiizeyinden ayrilmalar1 saglandi. Inkiibasyon islemi
sonrasinda igerisinde tripsin-edta ortami bulunan hiicreler iizerine % 10 FBS DMEM
(100 w/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin, %1 glutamin) ilave edilerek tripsin-edta
caligmasi inhibe edilerek hiicre siispansiyonu 15 ml'lik falkon tiip icerisine toplanip
2500 rpm'de 3 dakika santrifiij edildi. Elde edilen hiicre peleti 100 mm'lik hiicre
kiiltiirii kabina aktarilip % 5 CO; igceren su bazli inkiibatore kaldirilarak hiicrelerin
pasaj 2 asamasina gelmesi saglandi. Devam eden giinlerde hiicrelerin ortami % 10
FBS DMEM (100 u/ml penisilin, 100 pg/ml streptomisin, %1 glutamin)
degistirilerek IM ile gelisimleri takip edildi. Hiicreler 14 giin sonunda ayni1 pasajlama
prosesi uygulanarak mezenkimal kok hiicre karakterizasyonlar1 i¢in transfer edilmek

lizere pasaj 3 asamasma getirildi (Sekil 12, 13).

31



Sekil13: Femur kemik iliginden elde edilen MKH'lerin pasaj 3 IM goriintiisii (10X).

3.2.2. Femur kemik iligi MKH’lerin karakterizasyonu

Femur kemik iliginden izole edilip hiicre kiiltiirii ortaminda pasaj 3 asamasina
getirilen hiicrelerin mezenkimal kok hiicre karekterizasyonlar1 yapildi.Bunun icin
hiicreler FACS Calibur (BD Biosciences, San Jose, ABD) cihazi ile CD90, CD44
pozitif ve CD45,CD34,CD11b negatif belirtecleri ylizey antijenleri agisindan analiz
edilip veriler, MHC Sinif I ve MHC Sinif II Hiicre Quest yazilimi1 (BD Biosciences,
San Jose, ABD) ile degerlendirildi. (Sekil 14).

32



§ Fan Famu'i S04, 15,004
ngy
&
D 200 400 GO0 BOO 1000
FEC-Hught
g_l Rt Famesl19.04 10001 a : '3_ g -
g i i
: 8 %2.20 8 %0.76 84 %97.84
| 5- & &
§S w1 LEE . §3 }7“ 33_5 M1
e ] ]
= 3'} | g4
“"1;0 w 1wt w0 w! o 1 g? Sl ot N i = it 'H"--
e i o {DqIEFI'I'G 1 w? o EEr-afF'E T 1 Iu1l:,|:|9|-:|u:l11: T
a Rl Fasfruse?19.04.1 2,001 8 2
8 E %95.74 8 %2.75
53 a a
&g [T EE ol EE ol
a a
= et
o (=] (-]
B R R L T LT T S w? o' e aw® ot
g1 PE CO44 FITC Co ik FE

Sekil 14. Rat femurundan elde edilen mezenkimal kok hiicre akis (flow) sitometrisi sonuglari.

3.2.3. Femur Kemik Iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Green

Fluorescent Protein( GFP) Ile Isaretlenmesi

Femur Kemik iligi MKH’ler, pGFP-N (Clontech, Palo Alto, ABD) kit
protokoliine uygun olarak elektroporazyon (Neon Transfeksiyon Sistemi, Invitrogen,
Carlsbad, ABD) ile transfekte edildi. Transfekte edilmis mezenkimal kdk hiicreler
islem sonrasi ilk 48 saat boyunca %10 FBS DMEM ile idame edilip G418 (200 ug /
ml)kullanilarak se¢ildi. GFP-pozitif hiicrelerin orani, akis sitometresinde belirlendi.
Arastirmada kullanilan MKH’lerin, GFP i¢in %90’'nin iizerinde pozitif okuma
gosterdigi tespit edildi. (Sekil 15).
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Sekil 15. Femur kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin yesil floresan protein (green
Sfluorescent protein( GFP) ile isaretlenmesi (Biiyiitme X 10).

3.2.4. Femur mezenkimal kok hiicrelerin enjeksiyona hazir hale getirilmesi

Femur MKH’ler GFP ile isaretleme islemi sonrasinda %10 FBS DMEM
ortamlar1 aspire edildi (Sekil 16). Devaminda hiicreler tripsin-EDTA enzimi ile
muamele edilerek hiicre kiiltlirii kabindan ayrilmalar1 saglandi. Elde edilen hiicre

stispansiyonun 10 pl'si Neubauer lamui ile sayilarak enjeksiyon yapilacak hiicre sayis1

belirlendi (Sekil 17, 18).
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Sekil 16. Mezenkimal kdk hiicrelerin igerisinde bulundugu
medyanin aspire edilmesi.

Sekil 17. Yapisan hiicrelerin pipet yardimiyla tiipe toplanmasi.

Sekil 18. Neubauer cami.
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3.2.5. Femur MKH’lerin Ratlara Transferi

KHEG’deki ratlarin sol {ist birinci molar diglerinin periodontal ligament
araligina MKH’lerin transferi i¢in, deneyin 1, 6 ve 11. glinlerinde genel anestezi
altinda enjeksiyonlar gerceklestirildi. Enjeksiyonlar 30 gauge insiilin enjektorleri
(Ayset, Adana, Tiirkiye) kullanilarak yapildi (Sekil 19).KHEG’deki her dis i¢in250
x 10’ /25u]  hiicre hazirland: ve iist birinci molar dislerin mezio-vestibiiler ve
mezio-palatinal kselerinden, 125 x 10° /12.5 pul olmak iizere esit miktarlarda

enjekte edildi (Sekil 20).

Sekil 20. Ratlarmn iist birinci molar dislerin mezio-vestibiiler ve mezio-palatinal koselerinden MKH
enjeksiyonu.
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3.3. Degerlendirme yontemleri
3.3.1. Ortodontik dis hareketi miktarinin él¢iimii

Ortodontik dis hareketinin klinik olarak tespiti i¢in, uygulama baslangict ve
sonunda alman Olgiilerden edilen algt modeller {izerinde dijital kumpas (RS Pro,
Northants, Ingiltere) yardimryla, {ist birinci molar disin distal kasp tepesi ile iist
ikinci molar disin mezial kasp tepesi arasindaki mesafenin Sl¢tiimii yapildi (Sekil 21,
22 a,b). Son ve ilk dl¢iimler arasindaki fark ortodontik dis hareketi miktar1 olarak
tanimland1 ve bu mesafe farklar1 karsilastirildi. Tiim Olgtimler kor bir aragtirmaci

tarafindan yapildi

Sekil 21. Dijital kumpas.

Sekil 22. Ortodontik dis hareketinin klinik olarak tespiti i¢in, uygulama
baslangici (a) ve sonunda (b) elde edilen alg1 modeller.

3.3.2. Mikro BT

Dekapitasyon sonrasi toplam 30 maksilla ¢ikarildi ve %4 ’liik paraformaldehit
icinde fikse edildi. Mikro BT analizi (Skyscan 1172, Kontich, Belgika), 100 kV ve
100 mA'da, yaklasik 720 ms'lik bir pozlama siiresi ve voksel biiyiikligi 7,5 pm
olarak yapild1 (Sekil 23). Isin Sertlesmesini (Beam Hardening) azaltamak amaciyla
Aliminyum ve Bakir filtreler kullanildi. Tarama prosediirii, numune basina yaklagik
1 saat siirdii ve 1,024x1,024 piksel ¢oziiniirliikkte yaklasik 1,000 adet iki boyutlu
goriintii elde edildi. Kemik Mineral Yogunlugu Slgtimleri i¢in 0,25 ve 0,75 g/cm3
yogunluguna sahip kalsiyum hidroksiapatit (CaHA) kalibrasyon ¢ubuklar1 6rneklerle
ayni sekilde tarandi. Kalibrasyondan sonra, maksiller ikinci molarin okliizal

yiizeyine paralel olarak 29 hemi-maksilla tarandi (Sekil 24). Elde edilen verilerin
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yeniden yapilandirilmasi yerlesik yazilim (NRecon) ile yapildi. Mikro BT de birinci

molarm meziale olan hareket miktar1 ve mikroyapisal parametreler 6lgiildii.

. |
‘
g ¢
i
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' | _en

Sekil 23. Mikro BT cihazi.

Sekil 24. Numunelerin mikro BT cihazinda goriintiilenmesi.

Meziale olan hareket icin mesafenin olgiilmesi: Dis hareketinin miktar1 iki
boyutlu enine bir kesitten, birinci molarm meziale dogru hareket miktarini tespit
etmek i¢in, birinci molar disin minesinin en distal noktasi1 ile ikinci molar disin
minesinin en mezial noktasi arasindaki mesafe 6l¢iildii (Sekil 25). Bu noktalar birinci
molarin distobukkal kokii ve mezial kokiiniin maksimal ¢apindan gecen longutiidinal

kesit tizerinde ortaya koyuldu (Sekil 26 a,b,c,d).
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Sekil 25. Dis hareketi miktarmin 6l¢limiiniin yapildig: iki boyutlu enine kesit.

Sekil 26. Ortodontik dis hareketini gosteren enine kesitler; (a ve b) negatif kontrol grubuna ait mikro
BT goriintiileri, (¢ ve d) mezenkimal kok hiicre uygulanan grupta ortodontik dis hareketi sonrasi
mikro BT gorintiileri.

PDL araliginin degerlendirilmesi: Mikro BT incelemesinde, meziobukkal
ve distobukkal koklerin orta {iglii seviyesinden alinan aksiyel kesitlerde PDL aralik
mesafesi degerlendirildi. PDL aralik mesafesi 6lglimleri disin hareket yoniinde ve
hareket yoniiniin tersinde yapildi (Sekil 27 a,b). Elde edilen dlgiimler gruplar arasi
karsilastirildi.
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Sekil 27. PDL araligimin degerlendirildigi koklerin orta iiglii seviyesinde alman aksiyal kesit
goriintiisii 1; mesiobukkal 2; distobukkal kok. PDL araligi disin hareket yoniinde (M) ve disin
hareketinin tersi yoniinde (D) mesafe 6l¢timii yapildi.

Mikroyapisal parametrelerin  degerlendirilmesi: Alveol kemiginin ilgi
bolgesi (region of interest: ROI), daha once tarif edilen ve alveolar kemigin integral
mikroyapisini gosteren yonteme gore secildi (Dempster ve ark. 2013). Maksiller sol
birinci molarin distobukkal kokiiniin meziali servikal iicte birinde, 210x210x210 um
kiip trabekiiler kemik, ayr1 ayr1 analiz i¢in secildi. Kiip ile kok arasindaki mesafe 100
pm idi. Alveoler kemigin {i¢ boyutlu mikro yapist mikro[/BT'ye bagli yazilim
kullanilarak analiz edildi (Scanco® yazilimi siirim 3.7; Scanco Medical AG®,

Briittisellen, 1svigre). Degerlendirilen parametreler:

e Kemik mineral yogunlugu (BMD, mg cm’),

e Kemik hacmi / toplam hacim (BV / TV,%) (kemik olarak kabul edilen
mineralize dokularin [BV], konturlar ile ¢evrili toplam hacme [TV] orani),

e Trabekiiler kalinlik (Tb.Th, mm),
e Trabekiiler say1 (Tb.N, mm " ') ve

o Trabekiiler seperasyon (mm)

Sekil 28. Kemik mikroyapisal kompenentlerin incelendigi bolge (ROI ).Birinci molar disin
distobukkal kokiine komsu alan.
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3.4. istatistiksel analiz

Tiim istatistiksel analizlerde R Version 3.6.1(www.r-project.org) programi
kullanildi. Parametrelere iliskin bulgular ortalama, standart sapma, minimum ve
maksimum degerler olarak sunuldu. Istatistiksel analizlerde anlamlilik i¢in p<0,05
alind1. Istatistiksel analizler 6ncesinde normallik varsayimi Shapiro Wilk normallik
testi, varyanslarm homojenligi varsaymmi Levene testi ile kontrol edildi.
Parametrelerin grup i¢i karsilagtirilmasinda iki bagimli 6rneklem t testi, gruplar arasi
karsilagtirilmasinda ise varsayimlari (normallik ve varyanslarin homojenligi)
saglayan parametreler icin Tek YOnlii Varyans analizi, saglamayan parametreler i¢in
Kruskal Wallis testi kullanildi. Kruskal Wallis testi sonucunda istatistiksel olarak
anlamli farklilhik bulunan parametrelerin gruplar aras1 ikili karsilastirmasinda
Conover-Iman testinden yararlanildi. Conover-Iman testi sonucunda anlam
seviyesinde Bonferroni diizeltmesi yapildi ve istatistiksel anlamlilik i¢in p<0,016
alindi. Mikro-BT ile yapilan hareket Ol¢iimleri ile klinik olarak yapilan hareket
Olcimleri arasindaki uyum Spearman’in Rho korelasyon katsayisi, sinif-igi
(intraclass) korelasyon katsayisi (ICC) ve konkardans (concordance) korelasyon
katsayis1 (CCC) ile dlgiildii, ayrica Bland-Altman grafigi ile dl¢limler arasindaki
uyum gorsel olarak desteklendi. Spearman’in Rho katsayisi 0-0,29 arasinda iken
iliski yok veya cok diisiik dereceli iliski, 0,30-0,49 arasinda iken zayif iligki, 0,50-
0,69 arasinda iken orta dereceli iliski, 0,70-0,89 arasinda iken yiiksek dereceli iligki
ve 0,90-1,00 arasinda iken oldukca yiiksek ya da tam iliski olarak kabul edildi
(Mukaka, 2012). Smif-i¢ci korelasyon katsayisi, 0,90 ve iizerinde oldugunda yiiksek,
0,75-0,90 arasi orta derece, 0,75’in alt1 ise zayif tekrarlanabilirlik olarak ifade edildi
(Koo ve Li, 2016). Konkordans korelasyon katsayisi ise, 0,90 altinda zayif, 0,90-0,95
arasinda orta, 0,95-0,99 arasinda yiiksek, 0,99 iizerinde ise tam uyum olarak kabul
edildi (McBridge, 2005). Bland-Altman analizinde, farklarin 0 etrafinda ve +1,96
araliginda dagilmasi istendi (Bland ve Altman, 1986).
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4. BULGULAR

Her ii¢ grupta ratlarin agirliklarinin karsilastirmasinda, calisma baginda ve
sonunda gruplar arasinda benzer bulunmustur (p[10,05). Klinik olarak tespit edilen
ortodontik hareket miktar1 ile mikro-BT ile olgiilen hareket miktar1 Olgiimleri
arasindaki uyum, Spearman’in Rho korelasyon katsayisi, sinif-i¢i korelasyon
katsayis1 ve konkordans korelasyon katsayilari ile belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore, tim uyum istatistiklerinde iki Olgim teknigi arasindaki uyumun

yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Klinik olarak ve mikro-bt ile ortodontik dig hareket 6lglim sonuglari arasindaki iliski ve
uyum.

. . Calisma Gruplari
Iliski ve Uyum Istatistikleri
PKG (%95 GA) KHEG (%95 GA)
Spearman’s Rho Korelasyon Katsayisi (p) 0,933 (0,734 -0,984) 0,957 (0,824 — 0,990)
Sinif-i¢i (Intraclass) Korelasyon Katsayisi (ICC) 0,978 (0,910 —0,994) 0,983 (0,932 — 0,996)
Konkordans Korelasyon Katsayis1 (CCC) 0,946 (0,806 — 0,986) 0,967 (0,886 — 0,991)

Bland-Altman grafigine gore, mikro-BT ve klinik olarak Slciilen ortodontik
hareket miktarlarinin uyumlu oldugu sadece kok hiicre grubunda 6lgiilen bir degerin

uyum sinirlar1 disinda kaldig1 goriildi (Sekil 29).

15—
+1.96 SD

10 - [~ 11,4
— ]
5 ]
5 s .
§ -] e
(]
A [ . = . Mean
£ (0] = ) EECETT T T T e e e e e TP P e e T PP PP PP R R T T T T PP RP
g i 0.7
B (]
= He
© 5= ]
K -]
<
T
S 196D
o -10,0
=
=
5 -15}
=
S
w

_op | Galisma Gruplar

201~ & Negatif Kontrol ®

B Pozitif Kontrol
® Kok Hicre
Sl | L ! L ! L !
0 50 100 150 200 250 300 350

Ortalama [Mikro-CT Hareket () & Klinik Hareket (u)]

Sekil 29. Mikro-BT ve klinik tekniklerle dl¢iilen ortodontik hareket miktarlarina iliskin Bland-Altman
grafigi.
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Calisma gruplarina gore klinik ve mikro-BT teknikleri ile dlciilen ortodontik

hareket miktar1 arasindaki iligki sagilim grafigi ile sunulmustur (Sekil 30).
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Sekil 30. Klinik ve mikro-BT teknikleri ile dlgiilen hareket miktarlarina iligkin sagilim grafigi.

Mikro-BT ile ortodontik dis hareketi Olglimlerinin gruplar arasinda
karsilagtirilmasinda normal dagilim gostermedigi i¢in non-parametrik olan Kruskal
Wallis testi kullanilmistir. Mikro-BT ile tespit edilen ortodontik hareket miktarinin
gruplara gore anlamli bir sekilde farklilik gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05).
Farkliliklarm hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in, Conover-Iman ¢oklu
karsilagtirma testinden yararlanilmistir. Conover-Iman testi i¢in anlaml farklilig

belirlemede anlam seviyesinde Bonferroni diizeltmesi yapilarak p<0,016 alinmigtir

(Tablo 2).

Pozitif kontrol grubunda mikro-BT ile Olciilen hareket ortalamasi 155,80
+16,69 p olarak hesaplanmistir. Pozitif kontrol grubu mikro-BT ile 6l¢iilen hareket
miktarin1 diger gruplar ile karsilastirildiginda, negatif kontrol grubundan anlamli bir
sekilde daha yiiksek (p<0,016) ve kok hiicre grubundan anlamli bir sekilde daha
diisiik oldugu belirlenmistir (p<0,016).
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Kok hiicre grubunda mikro-BT ile dl¢giilen hareket ortalamasi 249,304+29,45
u olarak hesaplanmigstir. Kok hiicre grubunda mikro-BT ile 6l¢iilen hareket miktar1
diger gruplar ile karsilastirildiginda, negatif kontrol grubundan (p<0,016) ve pozitif
kontrol grubundan anlamli bir sekilde daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 31)
(p<0,016).

Tablo 2. Mikro-BT ile yapilan ortodontik dig hareketi 6l¢limlerinin gruplara gore karsilagtirilmasi.

Mikro-BT odl¢timii(p) Coklu karsilagtirma
Caligma Gruplar1 Ort SS Min Maks p-degeri NKG PKG KHEG
NKG 0 0 0 0 <0,001* - <0,001* <0,001*
PKG 155,80 16,69 124 180 <0,001* - <0,001*
KHEG 249,30 29,45 181 300 <0,001* <0,001* -

Kruskal Wallis, *p<0,05; Conover-Iman, *p<0,016

Kruskal-Wallis, p = 2.7e-08
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Sekil 31. Mikro-BT ile 6l¢iilen ortodontik dig hareket miktarlarini gosteren grafik.

Mikro-BT ile 6lgiilen kemik hacmi/ toplam hacim oraninin gruplar arasinda
karsilagtirilmasinda “’tek yonlii varyans analizi’” kullanilmistir. Tek yonlii varyans
analizi sonucuna gore Mikro-BT ile dl¢lilen kemik hacmi/ toplam hacim oranmin
gruplara gore anlamli bir sekilde farklilik gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05).
Farkliliklarm hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in Tukey HSD coklu

karsilastirma testinden yararlanilmistir (Tablo 3).

Negatif kontrol grubunda kemik hacmi/ toplam hacim orani ortalamasi %
84,28+0,73 olarak hesaplanmistir. Diger gruplar ile karsilastirildiginda, pozitif

kontrol grubuna kiyasla kemik hacmi/ toplam hacim oraninin istatistiksel olarak
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anlaml1 bir sekilde daha yiiksek (p<0,05) oldugu tespit edilirken, kdk hiicre grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 goriilmiistiir (p=0,502).

Pozitif kontrol grubunda ise kemik hacmi/ toplam hacim orani ortalamasi %
81,94+1,28 olarak hesaplanmistir. Diger gruplar ile karsilastirildiginda, negatif
kontrol grubu ve kdk hiicre grubu oranindan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
daha diisiikk oldugu belirlenmistir (p<0,05). Kok hiicre grubunda kemik hacmi/
toplam hacim orani ortalamas1 % 83,71+1,18 olarak hesaplanmistir. Diger gruplar ile
karsilagtirildiginda, negatif kontrol grubu oram ile istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadig1 tespit edilirken (p=0,502), pozitif kontrol grubu oranindan
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek (p<0,05) oldugu goriilmiistiir
(Sekil 32).

Tablo 3. Mikro-BT ile dlgiilen bone volume/total volume orani parametresinin gruplara gore
karsilastirilmasi.

% BT-BV/TV Orani Coklu karsilagtirma
Calisma Gruplari Ort SS Min Maks p-degeri NKG PKG KHEG
NKG 84,28 0,73 82,97 8524 <0,001* - <0,001* 0,502
PKG 81,94 1,28 80,24 84,23 <0,001 - 0,004
KHEG 83,71 1,18 8,62 84,97 0,502 0,004* -

ANOVA, Tukey HSD; *p<0,05

Anova, p = 0.00021

|

[os]
B
1

w®

N
1

L J

Mikro-CT ile Olgllen
Bone volume/total volume orani

80 i L} 1 ]
NKG PKG KHEG
Gruplar

Sekil 32. Mikro-BT ile 6lgiilen kemik hacmi/total hacim (BV/TV) oranlarimi gosteren grafik.

Kemik mineral yogunlugunun gruplar arasinda karsilastirilmasinda tek yonlii
varyans analizi kullanilmigtir. Tek yOnlii varyans analizi sonucuna gore kemik

mineral yogunlugunun gruplara goére anlamli bir sekilde farklilik gosterdigi tespit
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edilmistir (p<0,05). Farkliliklarin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in
Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testinden yararlanilmistir (Tablo 4, Sekil 33).

Tablo 4. Kemik mineral yogunlugu parametresinin gruplara gore karsilastirilmasi.

BMD [mg- cm3] Coklu karsilagtirma
Calisma Gruplari Ort SS Min Maks p-degeri NKG PKG KHEG
NKG 3,57 045 297 421 0,014* - 0,014* 0,062
PKG 2,75 0,60 2,07 3.67 0,014* - 0,776
KHEG 2,93 0,68 1,72 3.66 0,062 0,776

Tek yonlit ANOVA, Tukey HSD; *p<0,05

Anova, p = 0.014
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Sekil 33. Mikro-BT ile dl¢iilen kemik mineral yogunluklarini gosteren grafik.

Negatif kontrol grubunda kemik mineral yogunlugu ortalamasi 3,5740,45
mg-cm’ olarak hesaplanmustir. Diger gruplar ile karsilastirildiginda, pozitif kontrol
grubu kemik mineral yogunlugundan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha
yiiksek (p<0,05) oldugu tespit edilirken, kok hiicre enjeksiyon grubu kemik mineral
yogunlugu ile istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 goriilmistiir (p>0,05).
Pozitif kontrol grubunda kemik mineral yogunlugu ortalamasi 2,75+0,60 mg-cm’
olarak hesaplanmistir. Diger gruplar ile karsilastirildiginda, negatif kontrol grubu
yogunlugundan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha diisiik (p<0,05) oldugu
tespit edilirken, kok hiicre enjeksiyon grubu yogunlugu ile istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). Kok hiicre grubunda kemik mineral
yogunlugu ortalamasi 2,93+0,68 mg-cm’, standart sapmasi olarak hesaplanmustir.

Diger gruplar ile karsilastirildiginda, negatif kontrol grubu ve pozitif kontrol grubu
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yogunluklarindan istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga sahip olmadigi

gorilmiistiir (p>0,05).

Trabekiiler kalmligm gruplar arasinda karsilastirilmasinda tek yonlii varyans
analizi kullanilmistir. Tek yonlii varyans analizi sonucuna gore trabekiiler kalinligin
gruplara gore anlamli bir sekilde farklilik gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05).
Farkliliklarm hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in Tukey HSD c¢oklu
karsilagtirma testinden yararlanilmistir (Tablo 5, Sekil 34).

Tablo 5. Trabekiiler kalinlik parametresinin gruplara gore karsilasgtirilmast.

TB-Kalinlik( mm) Coklu karsilagtirma
Calisma Gruplari Ort SS Min Maks p-degeri NKG PKG KHEG
NKG 0,14 0,01 0,12 0,16 <0.001* - 0,002* 0,001*
PKG 0,11 0,02 0,06 0,13 0.002* - 0,936
KHEG 0,10 0,02 0,07 0,13 0.001* 0,936 -

Tek Yonli ANOVA, Tukey HSD; *p<0,05

Anova, p = 0.00046
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Sekil 34. Mikro-BT ile olgiilen trabekiiler kalinlik degerlerini gosteren grafik.

Negatif kontrol grubunda trabekiiler kalinlik ortalamasi 0,14+0,01 mm olarak
hesaplanmistir. Diger gruplar ile karsilastirildiginda, pozitif kontrol grubu ve kok
hiicre grubuna kiyasla trabekiiler kalinligin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde

daha yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Pozitif kontrol grubunda trabekiiler kalinlik ortalamasi 0,11+£0,02 mm olarak
hesaplanmistir. Diger gruplar ile karsilastirildiginda, negatif kontrol grubu trabekiiler
kalinligma kiyasla anlamli bir sekilde daha diisiik oldugu tespit edilirken (p<0,05),
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kok hiicre grubu trabekiiler kalnhigi ile aralarinda anlamli bir farklilik

belirlenmemistir (p>0,05).

Kok hiicre grubunda trabekiiler kalinlik ortalamasi 0,10+0,02 mm olarak
hesaplanmistir. Diger gruplar ile karsilastirildiginda, negatif kontrol grubu trabekiiler
kalinligia kiyasla anlamli bir sekilde daha diisiik oldugu tespit edilirken (p<0,05),
pozitif kontrol grubu trabekiiler kalinligi ile aralarinda anlamli bir farklilik

belirlenmemistir (p>0,05).

Trabekiiler sayisinin gruplar arasinda karsilastirilmasinda normal dagilim
gostermemesi nedeniyle non-parametrik olan Kruskal Wallis testi kullanilmustir.
Kruskal Wallis testi sonucuna gore trabekiiler saymin gruplara gore anlamli bir
sekilde farklilik gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05). Farkliliklarin hangi gruplar
arasinda oldugunu belirlemek icin Conover-Iman c¢oklu karsilastirma testinden
yararlanilmigtir. Conover-Iman testi igin anlamli farkliligi belirlemede anlam

seviyesinde Bonferroni diizeltmesi yapilarak p<0,016 almmuistir (Tablo 6, Sekil 35).

Tablo 6. Trabekiiler say! parametresinin gruplara gore karsilastirilmasi.

Trabekiiler say1 (mm™) Coklu karsilagtirma
Caligma Gruplar1 Ort SS Min Maks p-degeri NKG PKG KHEG
NKG 522 045 454 5,89 0,005* - 0,003* 0,002*
PKG 4,48 048 335 5,04 0,003* - 0,825
KHEG 4,62 0,82 3,79 6,81 0,002* 0,825 -

Kruskal Wallis, *p<0.05; Conover-Iman, *p<0,016

8-  Kruskal-Wallis, p = 0.0057
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Sekil 35. Mikro-BT ile 6lgiilen trabekiiler say1 degerlerini gosteren grafik.
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Negatif kontrol grubunda trabekiiler sayis1 ortalamasi 5,22+0,45 mm™ olarak
hesaplanmistir. Diger gruplar ile karsilastirildiginda, pozitif kontrol grubu (p<0,05)
ve kok hiicre grubu (p<0,05) trabekiiler sayisina kiyasla istatistiksel olarak anlamli

bir sekilde daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Pozitif kontrol grubunda trabekiiler sayisi ortalamasi 4,48+ 0,48 mm™ olarak
hesaplanmistir. Diger gruplar ile karsilastirildiginda, negatif kontrol grubu trabekiiler
sayisina kiyasla anlamli bir sekilde daha diisiik oldugu tespit edilirken (p<0,05), kok

hiicre grubu sayisi ile aralarinda anlamli bir farklilik belirlenmemistir (p>0,05).

Kok hiicre grubunda trabekiiler sayi ortalamasi 4,62+ 0,82 mm” olarak
hesaplanmistir. Diger gruplar ile karsilastirildiginda, negatif kontrol grubu trabekiiler
sayisina kiyasla anlamli bir sekilde daha diisiik oldugu tespit edilirken (p<0,05),
pozitif kontrol grubu trabekiiler sayisi ile aralarinda anlamli bir farklilik

belirlenmemistir (p>0,05).

Trabekiiler seperasyonunun gruplar arasinda karsilagtirilmasinda Kruskal
Wallis  testi  kullanildi. Kruskal Wallis testi sonucuna gore Trabekiiler
seperasyonunun gruplara gore anlamli bir sekilde farklilik gostermedigi tespit edildi

(p=0,100>0,05) (Tablo 7, Sekil 36).

Tablo 7. Trabekiiler seperasyon parametresinin gruplara gore karsilastiriimast.

Trabekiiler seperasyon (mm) Coklu karsilastirma
Caligma Gruplari Ort SS Min Maks p-degeri NKG PKG KHEG
NKG 0,07 0,02 0,05 0,12 0,100 - 0,057 0,060
PKG 0,11 0,05 0,06 0,24 0,057 - 0,978
KHEG 0,10 0,04 0,02 0,14 0,060 0,978

Kruskal Wallis, *p<0.05; Conover-Iman, *p<0,016
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Kruskal-Wallis, p = 0.1
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Sekil 36. Mikro-BT ile 6lgiilen trabekiiler seperasyon degerlerini gosteren grafik.

Disin hareket yoniindeki periodontal aralik mesafesinin gruplar arasinda
karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanildi. Kruskal Wallis testi sonucuna
gore aralik mesafelerinin gruplara gére anlamli bir sekilde farklilik gosterdigi tespit
edildi (p<0,05). Farklhiliklarn hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek igin
Conover-Iman c¢oklu karsilastirma testinden yararlanildi. Conover-Iman testi i¢in
anlamli farklilig1 belirlemede anlam seviyesinde Bonferroni diizeltmesi yapilarak

p<0,016 alind1.

PKG’de periodontal aralik mesafesi (148,67 + 10,04 p), NKG (123,83 +
17,85 ) ve KHEG (133,94 £+ 9,34 p) grubundan istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde daha yiiksekti. KHEG’de periodontal aralik mesafesi de negatif kontrol
grubundan anlamli bir sekilde daha yiiksekti (Tablo 8).

Tablo 8. Digin hareket yoniindeki periodontal aralik mesafesinin gruplar arasi karsilagtirilmast.

PDL aralik mesafesi (1) Coklu kargilagtirma
Calisma Gruplari Ort SS Min Maks p-degeri NKG PKG KHEG
NKG 123,83 17,85 109 191 <0,001* - <0,001* <0,001*
PKG 148,67 10,04 129 169 <0,001* - <0,001*
KHEG 133,94 9,34 126 163 <0,001* <0,001* -

Kruskal Wallis, *p<0.05; Conover-Iman, *p<0,016

Disin hareket yoniiniin tersi yoniindeki PDL mesafesinin gruplar arasinda
karsilagtirilmasinda Kruskal Wallis testi kullanildi. Kruskal Wallis testi sonucuna

gore aralik mesafelerinin gruplara gére anlamli bir sekilde farklilik gosterdigi tespit
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edildi (p<0.05). Farklhiliklarin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in
Conover-Iman ¢oklu karsilastirma testinden yararlanildi. Conover-Iman testi i¢in
anlamli farklilig1 belirlemede anlam seviyesinde Bonferroni diizeltmesi yapilarak

p<0,016 alind1.

PKG’de aralik mesafesi (197,17 + 42,08 p), NKH (124,78 + 5,78 n) ve
KHEG (164,67 + 16,44 n) grubundan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha
yiiksekti. Kok hiicre grubunda aralik mesafesi de negatif kontrol grubundan anlamli
bir sekilde daha yiiksekti (Tablo 9, Sekil 37).

Tablo 9. Disin hareket yo6niiniin tersi yoniinde periodontal aralik mesafesinin gruplar arasi
karsilastirilmasi.

PDL aralik mesafesi (1) Coklu karsilagtirma
Calisma Gruplari Ort SS Min Maks p-degeri NKG PKG KHEG
NKG 124,78 5,78 115 140 <0,001* - <0,001* <0,001*
PKG 197,17 42,08 162 308 <0,001* - <0,001*
KHEG 164,67 16,44 139 200 <0,001* <0,001* -

Kruskal Wallis, *p<0.05; Conover-Iman, *p<0,016
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Sekil 37. Hareket yoniine gore periodontal aralik mesafesini gosteren grafik.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, ratlarin maksillarinda periodontal bolgeye kemik iligi kaynakl
mezenkimal kok hiicre uygulanmasinin, ortodontik dis hareketi lizerine olan etkisi
degerlendirilmistir. Ortodontik apareylerle saglanan hareket miktar1 hem model
tizerinde, hem de mikro-BT ile degerlendirilmis olup, MKH uygulamasinin
ortodontik dis hareket hizini arttirdig1 gézlenmistir. Bu nedenle kemik iligi kaynakli
mezenkimal hiicre uygulamasmin ortodontik dis hareketini hizlandirdigi hipotezi
kabul edilmistir. Mikro-BT ile degerlendirilen alveolar kemigin mikroyapisal

parametrelerinde de iyilesme tespit edilmistir.

Dise kesintisiz ortodontik kuvvet uygulandiginda kuvvete bagh aylik
meydana gelen ortalama dis hareketi 0.8 ile 1.2 mm arasinda degigmektedir
(Sugimori ve ark,2018). Ortodontik kuvvete bagli olusan dis hareketinin hizin1 kemik
dongiisii, dansitesi ve PDL’nin hiyalizasyon derecesi sinirlamaktadir (Krishnan ve
Davidovitch, 2006). Ortodontik tedavinin hizlandirilmasi, uzun siireli tedaviye eslik
eden yan etkilerin ortadan kaldirilmasi ya da azaltilmas1 bakimindan, hem hastalar
hem de ortodontistler i¢in bir ihtiyag olmustur (O’Brien ve ark. 2009; Fleming ve
ark. 2015a). Ortodontik dis hareketi, dis soketinin etrafindaki alveolar kemikteki
temelde kemik yikimi ve devammda kemik olusumu ile ilgilidir. Iskeletin
fonksiyonel adaptasyonunda goriilen yikim ve yapim mekanizmalar1 ortodontik dis
hareketi i¢in de gecerlidir (Roberts ve ark. 2004). Kemik dongii hiz1 ortodontik dis
hareketinin derecesini de belirler. Kemik dongii hiz1 yiiksek oldugunda, dis hareketi
hizlanirken, dongli hizi azaldik¢a dis hareketi yavaslar (Verna ve ark. 2000).
MHK’lerin daha onceki ¢aligmalarda tespit edilen kemik modelingi ve yeniden
sekillenmesi iizerine olan etkileri, temel mekanizmasi kemik dongiisiine dayanan
ortodontik dis hareketi lizerinde de olumlu etki yapmasini muhtemel kilmaktadir

(Karsenty 2008; Crane ve Cao 2014; Henriksen ve ark. 2014).

Caliymamizda kemik iligi kaynakli MKH uygulamasinin ortodontik dis
hareketi iizerine etkisini degerlendirmek icin deneysel hayvan modeli
olusturulmustur. Deney hayvani olarak ratlar kullanilmigtir. Bilimsel c¢aligmalarda
ratlarin tercih edilme nedenleri, hizli fiiretilebilmeleri, elle tutulma ve

manuplasyonlarinin  kolay olmasi, yeni ¢evresel kosullara kolay uyum
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saglayabilmeleri, kisa zaman siireleri icerisinde benzer 6zelliklere sahip gruplarin
olusturulabilmesi ve diisiik maliyetli olmalaridir (Soylu ve Yiicel 2012).
Calismamizda rat sayisi belirlenirken, Dolci ve ark. (2018) tarafindan yapilan
aragtirmaya dayanarak gii¢ analizi yapilmistir. Her bir grupta ortodontik dis hareket
miktarmi degerlendirmek icin, 9’ar adet rat ile ¢aligilabilecegi hesaplanmistir. Kok
hiicre eldesi ve 6n ¢aligma icin 1 adet, negatif kontrol grubu i¢in 9, pozitif kontrol ve
caligma gruplar1 i¢in ise 10’ar adet olmak {izere toplam 30 adet rat kullanilmistir.
Calismamiz, Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi Etik Kurulu (SUVDAMEK) Yénergesi’ne ve Russell ve Burch
(1959) tarafindan gelistirilen, bas harflerinden dolayr 3R’ler olarak anilan
Replacement: yerine koyma, Reduction: azaltma ve Refinement: arindirma
ilkelerinine uygun olarak, gili¢ analizi sonrasi olabilecek en az sayida rat ile

gerceklestirilmistir.

Ortodontik kuvvet uygulanmasini takiben insan ve ratlardaki meydana gelen
hiicresel mekanizmalar birbirine benzemekle birlikte bazi farkliliklar vardir. Ratlarin
alveolar kemiklerinde kemik iligi mesafesi ve osteonlar bulunmamaktadir. Ratlarda
kalsiyum metabolizmast kemik dokusunun kendisinden =ziyade intestinal
absorbsiyonla kontrol edilmektedir. Tiim bu durumlar birlikte degerlendirildiginde
ratlardaki kemik yogunlugunun insanlardakinden daha yiiksek oldugu sdylenebilir.
Kemigin yeniden sekillenme aktivitesi de insanlardakinden daha hizlidir. Ortodontik
kuvvet uygulanmasindan sonra 6 saat kadar erken bir siire icerisinde hiicresiz
hyalinize alanlarm formasyonu gézlenmistir (Soylu ve Yiicel 2012). Bunun yaninda
uzun siireli agir gilicler uygulanmasindan sonra periodontal araligin daraldigi
bildirilmistir. Ayrica osteoid dokunun yoklugunun kemik depolanmasini geciktirdigi

tespit edilmistir (Reitan 1967).

Calismamizda 12 haftalik disi ratlar kullanilmistir. Yapilan bir ¢aligmada, 6
haftalik ratlara kiyasla 30-40 haftalik ratlarda kemik dongii hizinin azaldigi, 50-100
haftalik ratlarda ise azalmanin daha fazla oldugu gozlenmistir (Misawa ve ark.
2007). Dolci ve ark. (2018) 6 haftalik, Kraiwattanapong ve Samruajbenjakun (2018)
10-12 haftalik, Sugimori ve ark. (2018) 11 haftalik, Dutra ve ark. (2017) ise 15

haftalik ratlar tizerinde calismiglardir. Caligmamizda hem agiz i¢inde caligma
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kolayligt hem de daha gen¢ ratlara kiyasla artmus fiziksel dayanikliliga sahip

olmalar1 nedeniyle 12 haftalik ratlar tercih edilmistir.

Literatiirde ratlar lizerinde yapilan ortodontik ¢alismanin amacima bagli olarak
deney siiresi farkliliklar gostermektedir (Amuk ve ark. 2016; Dolci ve ark. 2018).
Ratlardaki remodeling siklusu (aktivasyon - rezorpsiyon — formasyon) 14 giin
stirmektedir (Dutra ve ark. 2017). Ratlarda dis hareketinin biyolojik siireci ile ilgili
calismalarin siiresinin iki hafta olmas1 gerektigi bildirilmistir (Ren ve ark. 2004). Bu

nedenle ¢caligmamizda da deney siiresi 14 giin olarak belirlenmistir.

Apareyin yerlestirilmesinin ardindan, hayvanlarin yeme aligkanliklarmdaki
bozukluk ilk basta gegici kilo kaybina neden olabilir. Sonugta ortaya ¢ikan fizyolojik
stres periodontal doku cevabimi etkileyebilmektedir (King ve Fischlschweiger 1982).
Ek olarak, apareyin yerlestirilmesine eslik eden ¢igneme aktivitesindeki degisiklik,
mekanik yiik dagilimmi ve deney tarafinin yani1 sira kontrol tarafini da
etkileyebilmektedir. Bu nedenle bir¢ok ¢alismada deney ve kontrol gruplari ayri
kullanilmistir (Gonzales ve ark. 2009; Dolci ve ark. 2018; Sugimori 2018, Ino-
Kondo 2018). S6z konusu faktdrlerin tiimii g6z oniine alindiginda, bu ¢alismada da

deney ve kontrol gruplar1 ayr1 gruplar olarak tasarlanmustir.

Ratlar {lizerinde yapilan ortodontik ¢alismalarda dis hareketini saglamak i¢in
cesitli modeller kullanilmistir (Lee 1990; Melsen 1999). Siiper elastik Ni-Ti kapali
helezon yaylar, belirli bir aktivasyon araliginda sabit ve siirekli bir gii¢ iiretir. Ren ve
ark. (2004), Siiper elastik Ni-Ti kapalt helezon yaylarin 3-15 mm aktivasyon
araliginda sabit, siirekli ve tekrarlanabilir bir kuvvet irettigini bildirmislerdir.
Aralikli ve kontrolsiiz kuvvet, kuvvet ve dis hareketi arasindaki iligkinin
yorumlanmasint zorlastirdigindan, sabit ve siirekli kuvvet uygulamasmin deneysel
arastirmalarin dnceligi olmasi gerektigi dne siiriilmiistiir (Waldo ve Rothblatt 1954).
Calismamizda, bu nedenle ratlarda ortodontik dis hareket modeli olarak Brudvik ve
Rygh (1993) tarafindan kullanilan, birinci molar dise mezial yonde kuvvet uygulayan

kapal1 yay tasarimi tercih edilmistir.

Kuvvet biiytikligii ile dis hareket hiz1 arasinda dogru orant1 oldugunu bildiren
caligmalar yaninda, hafif kuvvetlerin daha fazla dis hareketine neden oldugunu

bildiren c¢aligmalar da mevcuttur (Storey 1973; van Leeuwen 2003; Ren ve ark.
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2004). Ratlar {izerinde yapilan ortodontik caligmalar incelendiginde, molar dislere
uygulanan kuvvetin degisken oldugu goriilmektedir. Lee ve ark. (2008) 100 gr
kuvvet uygulamasini tercih ederken, arastrmacilarin ¢ogu daha hafif kuvveetler
uygulamiglardir. Dolci ve ark. (2018) atorvastatinin ortodontik dis hareket hizi
tizerindeki etkilerini degerlendirdikleri ratlar iizerindeki ¢aligmalarinda 50 gr kuvvet
uygulamiglardir. Baz1 yazarlar molar mezializasyonu i¢cin 50 gr kuvvet uygularken
(Karakida ve ark. 2017; Suzuki ve ark. 2017; Dolci ve ark. 2018;), Ogrenim ve ark.
(2018) 40 gr, Librizzi ve ark. (2017) 10-15 gr kuvvet uygulanmasini tercih
etmislerdir. Gonzales ve ark. (2009) 10, 25, 50 ve 100 gr kuvvet uygulamasmin
ortodontik dis hareket hizi iizerine etkisini inceledikleri arastirmalarinda, hafif
kuvvetin daha hizli dis hareketi sagladigini gozlemlemislerdir. Calismamizda, iist
birinci molar disleri mezialize etmek i¢in i¢in 50 gr kuvvet uygulanmigtir. Uygulanan
kuvvetin dogrulugunu saglamak i¢in, kapali helezon yay tarafindan uygulanan

kuvvet her seferinde bir dinamometre ile ol¢iilmiistiir.

Iskelet biiyiimesi, yenilenmesi, onarimi islemlerinin her biri genetik ve
fenotipik olarak farkli olan kok ve progenitor hiicreler tarafindan kontrol edilir
(Worthley ve ark. 2015). Ozellikle rejeneratif tip, kirik iyilesmesi ve kemik
rekonstriiksiyonu alanlarinda kok hiicrelerin etkinligi ve gilivenilirligi ¢esitli klinik
calismalarda incelenmistir. Bu calismalarda yapilan islemler eklemde dejeneratif
bolge ya da kirik bolgesine dogrudan MKH enjeksiyonundan, demineralize kemik
matriksi veya allogreft ile birlikte implantasyona ve trombosit kaynakli hiicrelerin
kombinasyonuna kadar degisiklik gostermektedir(Worthley ve ark. 2015; Feng H
2019). MKH'ler yiiksek proliferatif potansiyele ve kondrositlere, osteoblastlara ve
adipositlere farklilagma yetenegine sahiptir (Baker N 2015). Bir ¢ok farkli hiicre
tipine farklilasma potansiyellerine ek olarak MKH'ler, yaralanmaya yanit olarak
terapotik etkiye sahiptir (Murray IR ve ark. 2014; Caplan Al ve Correa D 2011).
Klinik Oncesi caligmalarin sayisi ile karsilastirildiginda, klinik ¢aligmalarin sayisi

sinirhidir (Choi S ve ark. 2018).

MKH'ler, diger hiicre tiplerine farklilasma kapasitelerine sahip olmalar1
nedeniyle, rejenerasyon ve onarim siireci agisindan kemik doku miihendisligine dair
calismalarda siklikla tercih edilen hiicre gruplaridir (Yoshimura ve ark. 2007; Ekizer
ve ark. 2015; Amuk ve ark. 2016). Kemik iligi kaynakli MKH'lerin periodontal
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dokuda rejenerasyonu arttirdigi gosterilmistir (Hu ve ark. 2006). Allojenik
MKH'lerin, olumsuz bir immiin tepkiyi tetiklemeden farkli hayvan modellerinde
kemik ve diger doku tiplerini verimli bir sekilde onarabildigi dogrulanmistir (Chen
ve ark. 2009; Liu ve ark. 2011). Calismamizda kolay elde edilebilirligi ve etkinligi
nedeniyle kemik iligi kaynakl allojenik MKH uygulamas: tercih edilmistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin ilgili bolgeye yeterli miktarda ulastiriimasi,
istenen etkinin saglanabilmesi i¢in Onemlidir. Yapilan ¢aligmalarda periodontal
defekt olan bolgeye kok hiicrelerin aktarimi, bir tasiyict ya da doku iskelesi
yardimiyla saglanmistir (Kawaguchi ve ark. 2004; Liu ve ark. 2008). Ratlarda PDL
araligina hiicrelerin tagmmasi bolgenin boyutlarindan dolayi, ancak enjeksiyon
yoluyla miimkiin olabilmektedir (Kanzaki ve ark. 2002). Uygulanan hiicre sayisi
defekt iizerinde yapilan caligmalarda farkliliklar gostermektedir. Kawaguchi ve ark.
(2004) kopekler iizerinde yaptiklari caligmalarinda periodontal defekt bolgesine
5x10° hiicre uygulamislardir. Liu ve ark. (2008) ise domuzlar iizerinde yaptiklari
¢alismalarinda periodontal defekt bolgesine 2x10” hiicre uygulamislardir. Ratlarda
periodontal alanin darlig1 nedeniyle Amuk ve ark. (2016) PDL alanmna 0.025 ml
hacim iginde 25x10° hiicre uygulamuslardir. Calismamizda PDL alaninda yeterli
etkiyi elde edebilmek amaciyla 0.025 ml i¢inde 2.5x10° hiicre 30 gauge insiilin
enjektoriiniin ucu enjeksiyonun kolay yapilabilmesi i¢cin 30 derece egimlendirilerek

uygulanmigtir.

Ortodontik dis hareketinin temel bileseni alveolar kemigin yeniden
sekillenmesi oldugundan, cerrahi veya cerrahi olmayan bazi teknikler, kemik
hiicrelerinin aktivitesini etkileyen biyolojik yollara miidahale ederek dis hareketini
hizlandirmak i¢in kullanilmistir. Sugimori ve ark. ratlar iizerinde yaptiklar:
caligmalarinda  (2018) mikroosteoperforasyon uygulamasmin ortodontik dis
hareketini hizlandirdigini tespit etmisler ancak yapilan islemin BV/TV ile BMD
degerlerini azalttigin1 bildirmislerdir. Benzer sekilde Cheung ve ark. (2016) ratlarda
maksiller 1. Molar bolgesinde uyguladiklar1 osteoperforasyonlarin dis hareket hizini
1.86 kat artirdigin1 ve osteoperforasyon tarafinda kemik yogunlugunun &nemli
oranda azaldigin1 bildirmiglerdir. Dutra ve ark. (2017) ratlarla yaptiklari
caligmalarinda alveolar dekortikasyonla beraber ortodontik aparey uyguladiklarinda

dis hareketinin hizlandigmi ancak 14. giin sonunda mikro-BT ile degerlendirdikleri
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kemik mikroyapisal parametrelerinde azalma oldugunu rapor etmislerdir. An ve ark.
(2017) ratlarda farkli ortodontik kuvvetlerin dis hareketi miktar1 ve kemik
mikroyapisal kompenentlerine etkisini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda agir
kuvvetle dis hareket miktarinin arttigin1 gdzlemlemislerdir. Ancak hem agir hem de
hafif kuvvetle elde edilen dis haretinde kemik mikroyapisal degerlerinde diisiis tespit
etmiglerdir. Cerrahi teknikler ortodontik dis hareketini hizlandirsa da, cerrahi
olmayan yaklasimlar hastalar ve ortodontistler tarafindan daha ¢ok ilgi gormiistiir.
Bu tiir teknikler, biyolojik molekiillerin sistemik / lokal olarak uygulanmasi,
rezonans titresimi, manyetik alan kuvvetleri, dongiisel kuvvetler, hafif elektrik
akimlari, diisiik yogunluklu lazer 1sinlamasi ve fotobiyomodulasyon gibi yenilik¢i
fiziksel uyarim teknolojilerinden olusur (Nishimura et al. 2008; Yoshida ve ark.
2009; Showkatbakhsh ve ark. 2010; Davidovitch ve ark. 1980b; Soma ve ark. 1999,
2000; Kale ve ark. 2004; Yamasaki ve ark. 1984). Bu yontemlerin etkinlikleri
degisken olup, ek c¢alismalara ihtiya¢ vardir ve 6zellikle cerrahi uygulamalarda kok
rezorpsiyonu hala ©nemli bir endise kaynagi olarak yerini korumaktadir.
Calismamizda KHEG’de 14 giin sonunda meydana gelen toplam dis hareket miktar1
PKG’ye kiyasla daha fazla bulunmustur. Kemik kalite ve kantitesinin gostergeleri
olan BV/TV ve BMD degerlerinde PKG’de NKG’ye gore azalma tespit edilirken
KHEG’de NKG’ye gore anlamli bir azalma gdézlenmemistir. Ortodontik dis
hareketinin hizi KHEG’de artarken kemik kalite gostergelerinde bir bozulma
olmamast mezenkimal kok hiicrenin olumlu etkisine baglanmistir. Literatiirde
mezenkimal kok hiicrenin defekt olusturmadan PDL bolgesine direkt iletiminin
ortodontik dis hareketine etkisi ile ilgili bir caliyma bulunmadigmdan bulgularimizi

karsilagtirabilecek bir veri bulunmamaktadir.

Ratlar tizerinde gerceklestirilen ortodontik caligmalarda dis hareket miktar:
klinik olarak al¢it modeller {izerinde ve mikro-BT ile tespit edilebilir. Son yillarda
hem ortodontik dis hareketinin 6l¢iimii, hem de trabekiiler ve kortikal kemik
morfolojisinin degerlendirilmesi i¢in yiiksek ¢oziiniirliikklii mikro-BT kullanimi hizla
yayginlagsmaktadir. Ratlar ve diger kiiclik hayvanlar lizerinde yapilan ¢alismalarda
kemik mikro-yapis1 ve morfolojisini degerlendirmede mikro-BT altin standart haline
gelmistir (Bouxsein ve ark. 2010). Mikro-BT ile yapilan morfolojik 6l¢iimlerin
dogrulugu, hem hayvanlarda hem de insan 6rneklerinde 2D histomorfometri ile elde

edilen geleneksel Olglimlerle karsilastirilarak  degerlendirilmis ve kemik
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morfolojisinin mikro-BT o6l¢limlerinin tekrarlanabilirligi ve dogrulugu tespit
edilmistir (Barbier ve ark. 1999; Bonnet ve ark. 2009). Trabekiiler yapinin dogrudan
ic boyutlu degerlendirmesini saglamasi, iki boyutlu histolojik analizlere kiyasla daha
biiyiikk bir ilgi alanmi analiz edebilmesi, dekalsifikasyon gibi siireglere ihtiyag
duymamasmdan dolayr histolojiye kiyasla ¢ok daha hizli uygulanabilmesi ve
numunelerin hasar gérmemesi nedeniyle daha sonra yapilacak histolojik ve mekanik
analizlerde kullanilabilmesi 6nemli avantajlaridir. Histolojik analizler hiicresel yap1
ve kemik remodeling stirecleri hakkinda ayrmtili bilgi vermekle birlikte, trabekiiler
ve kortikal mikro-yapinin degerlendirilmesi agisindan bazi kisithiliklar1 vardir (Parfitt
1987). Caligmamizda ratlarda elde edilen ortodontik dis hareketinin 6l¢iimii ve bu
sirada kemik mikro-yapisinda meydana gelen degisimleri degerlendirilmesinde,
degerlendirme yontemi olarak mikro-BT tercih edildi. Ortodontik dis hareket
Olclimleri ayrica alg1 modeller iizerinde de gerceklestirildi ve klinik ve mikro-BT ile

yapilan 6l¢iimlerin yiiksek korelasyon gdsterdigi tespit edildi.

Mekanik yilikleme sonucu, hem gerilim hem basing tarafinda, PDL ve
alveolar kemik remodelinginde gorev alan bir¢cok biiyiime faktorii, ortodontik dis
hareketinin erken safhalarinda bdlgedeki cesitli hiicrelerden eksprese olmaktadir
(Garlet ve ark. 2007; Krishnan ve Davidovitch 2009; Huang ve ark. 2014). Steigman
ve ark. (1987) sicanlarda PDL ve alveol kemiginde mekanik uyaranlara karsi olugan
biyolojik yanitin hiicresel seviyede insanlarinkine ¢ok benzedigini ve daha hizlh
gelistigini bildirmislerdir. Tengku ve ark. (2000) sican iist 1. molar dise mezial
yonde kuvvet uyguladiklari ¢aligmalarinda, sikisan taraf PDL araliginin 1-7. giinler
araliginda azaldigmni, 14. giinde bu mesafede artis gozlendigini bulmuslardir. Bu
literatiir bilgisiyle uyumlu olarak ¢aligmamizda 14. giin sonunda yapilan 6lgtimlerde
PDL mesafesi, NKG grubuna gore PKG ve KHEG de daha yiiksek bulunmustur.
KHEG’de PDL mesafesi PKG ye gore daha az c¢ikmistir. Bu sonu¢ KHEG de

periodontal reorganizasyonun PKG’ye oranla daha hizli gelistiginin gostergesidir.

Calismamizin baslama siireci igerisinde yasadigimiz aksakliklar nedeniyle
kriterlerimize uyan disi ratlarin temini miimkiin olmustur. Hayvan arastirmalarina
her iki cinsiyetin de dahil edilmesinin, hem temel hem de klinik olarak Onemli
bulgular1 saglayabilecegi bildirilmistir (Klein ve ark. 2015). Calismalarin ¢ogunda

erkek deneklerin tercih edilmesinin nedenleri; erkek ratlarin daha biiyiik olmalar1 ve
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bu nedenle yapilacak girigsimsel islemlerin daha kolay uygulanabilmesi, farmakolojik
etkileri karmasiklastirabilecek hormonal donglilerinin olmayisi, bir¢ok alandaki
biiyiik miktarda literatiir ve veri setinin erkek deneklere ait olmasi olarak
Ozetlenebilir. Buna karsilik, disiler daha az agresif ve kullanimi daha kolaydir; daha
az kilolu olmalar1 nedeniyle daha az ilag gerektirirler ve genellikle maaliyetleri daha
uygundur. Disi denekler aragtirmalara dahil edilirken, erkeklere kiyasla daha az
kullanilmakta ve elde edilen bulgular hala cinsiyetlere gore rapor edilmemektedir
(Mazure ve Jones 2015). Bizim bulgularimiz da disi cinsiyet iizerinde elde edilmis
olup, erkek ratlara genelleme yapilmasi uygun olmayabilir. Calismamizin bir diger
kisitliligr ise, gruplar olusturulurken, sahte deney grubu (sham grubu)
olusturulmamasidir. Kok hiicre enjeksiyonu sonrasi elde edilen etkinin daha net
degerlendirilebilmesi icin, ortodontik aparey uygulamasi ile birlikte, kok hiicre
icermeyen ayri1 bir enjeksiyon grubu da olusturulmasi, kok hiicreden bagimsiz,
enjeksiyon isleminin kendisinden kaynaklanabilecek etkinin de tespit edilmesini
saglayabilir. Son olarak, MKH grubundaki her dis i¢in uygulanan 2,5 X 10’ sayidaki
hiicrenin, periodontal araliga ulasan kismi c¢alismamizda tespit edilememistir.
Enjeksiyon sirasinda periodontal araliga ulagan hiicre sayisinda degisimler olmasi,

calismanin sonuglarini etkileyebilir.
Calismamiz sonucunda elde edilen veriler 15181nda;

e Mezenkimal kok hiicre uygulamasi ortodontik dis hareketini
hizlandirirken kemik mikroyapisal parametrelerini de iyilestirici etki gostermistir.
Ozellikle, dis hareketinin biyolojik olarak anlasiimasi ortodontik dis hareketi icin

hizlandirma tekniklerinin gelistirilmesine yardime1 olabilir.

e Disiplinler arasi tedavi gerektiren hasta portfoyiindeki artis nedeniyle
daha az riskli ve etkili ortodontik tedavilere gereksinim artmaktadir. Kok hiicrenin
ortodontik tedavilerdeki etkisini anlamak i¢in randomize kontrollii ¢alismalar
yetersiz oldugundan, etki mekanizmasi, en iyi hiicre kaynagi, en uygun uygulama
yontemi, en etkili doz, iiretme prosediirii ve uzun siireli giivenilirlik agisindan

cevaplanmasi gereken bir¢ok soru bulunmaktadir.

e Kok  hiicre ile ilgili biyolojik kavramlarin klinik pratige

doniistiiriilmesini saglamak i¢in yeni arastirmalara ihtiyac vardir.
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HAYVAN DENEYLERI ETiK KURUL KARARI

Karar Sayisi: 2018-33 | Toplant: Tarihi:12.09.2018

Necmettin Erbakan Universitesi Dig Hekimligi Fakiltesi Ortodonti Anabilim Dal'ndan Dr. Oar. Uye3|
Emire Aybike ERDUR ve Ars. Gér. Gokge SAHIN, Prof. Dr. Sema S. Hakki, Prof. Dr. Erdal KARAGOZ,
Biyolog Dr. Serife Buket BOZKURT tarafindan sunulan “Kemik iligi kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre
Uygulamasinin Ortodontik Dis Hareket Hizi Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi” baglkli uzmanhk
tezi projesi kurul tarafindan degerlendirildi.

Projede belirtilen anestezik maddenin (Ketamin 70 mg/kg ksilazin 30 mg/kg) kullanilimasi uygun
goraimigtar. Projede belitilen ve istatistiksel olarak en givenilir sonug elde edilebilecek asgari sayida
kullanilacak olan (30 adet sican) hayvan sayisi uygun gdrulmustur.

Projenin hayvan deneylerine iliskin yonlerinin Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Aragtirma
Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Yonergesinde belirtilen “Etik Kurallar” dikkate alinarak
hazirlandidi belirlenmistir.

Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Aragtirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Yénergesinde yer alan kurallar ve belirtilen “Hayvan Deneyleri lle ligili Etik llkeler” sakli kalmak kosulu ile
projenin hazirlanmasinda “Etik Kurul Yénergesi ilkelerine Uyulduguna”, calismanin deneysel kismini
yapacak calismacinin “Deney Hayvanlar Kullanim Sertifikasina” sahip oldugu dikkate alinarak projenin
hayvan kullanim etigi agisindan “uygun olduuna oybirligi ile karar verilmigtir.
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~~""Dog.Dr. lihan GIFTGI
Bagkan (Katildi)

Dog. Dr. Bahadir OZTURK Prof. Dr. B3nu BOZKURT Prof. Dr. Sibel YILDIRIM
Bagkan v. (Katydg1) Uye (Katilmads) Uye (Katilmad1)
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Prof. Dr. Kamil UNEY Dog. Dr. Gujgr YAVAS Dog. Dr. Zafer SAYIN
Uye (Katild1) ) (Katildi)
L oy

Dr. Ogr. Uyesi Nejat UNLUKAL
Uye (Katiimad)

Burhan YILMAZ llhan ALDORA
Uye (Katild1) u{e (Katild))
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