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 DİŞ HEKİMLİĞİ FAKÜLTESİ

Gökçen ŞAHİN

Ortodonti Anabilim Dalı

Uzmanlık Tezi/ KONYA-2019

Bu çalışmanın amacı kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücre uygulamasının ortodontik
diş hareket hızı üzerine olan etkisinin değerlendirilmesidir.

Çalışmaya 12 haftalık 30 adet Wistar cinsi  dişi rat dahil edildi (ortalama ağırlığı
270.28±10.29 gr). Bir adet ratla yapılan ön çalışmada  ortodontik aparey planlaması ve aynı ratın
femur kemik iliğinden hücre izolasyonu yapıldı. Elde edilen hücrelerin mezenkimal kök hücre
özellikleri doğrulandı. Ratlar negatif kontrol grubu (NKG: diş hareketi için aparey uygulanmayan
grup, n=9), pozitif kontrol grubu (PKG: diş hareketi için aparey kullanılan, kök hücre uygulanmayan
grup;(n=10) ve kök hücre enjeksiyonu grubu (KHEG; diş hareketi için aparey kullanılan ve kök hücre
enjekte edilen grup, n=10) olarak rastgele üç gruba ayrıldı. Genel anestezi altında polivinil siloksan
ölçü malzemesi ile ratların başlangıç maksilla modelleri elde edildi; PKG ve KHEG’ye apareyler
yerleştirildi. KHEG’ye uygulanan mezenkimal kök hücreler enjeksiyondan önce GFP ile işaretlendi
ve her bir enjeksiyonda 250.000/25 µl olacak şekilde 1, 6 ve 11. günlerde dişin hareket yönünde
periodontal ligament (PDL) aralığına enjekte edildi. Birinci moların mezial yönde hareketini sağlamak
amacıyla 14 gün Ni-Ti sarmal yaylarla 50 gr-f uygulandı. Deney sonunda ratların maksilla ölçüleri
tekrar alındı. Dekapitasyon sonrası maksillalar çıkarıldı. Alçı modelleri üzerinde ve mikro bilgisayarlı
tomografi (mikro-BT) ile ortodontik diş hareketi miktarları ve PDL aralığı mesafesi ölçüldü, ayrıca
maksiller kemikte diş hareketi yönünde alveolar kemiğin mikroyapısını gösteren kemik yoğunluğu,
kemik hacmi/toplam hacim oranı, trabeküler kalınlık ve trabeküler sayı,trabeküler seperasyon
parametreleri değerlendirildi. Anlamlılık değeri p<0.05 olacak şekilde istatistiksel analiz yapıldı.
Parametrelerin grup içi karşılaştırılmasında iki bağımlı örneklem t testi, gruplar arası
karşılaştırılmasında ise Tek Yönlü Varyans analizi, Kruskal Wallis, Conover-Iman testleri kullanıldı.

Mikro-BT ile yapılan ortodontik hareket miktarı ölçümünde, KHEG’de PKG’ye göre anlamlı
artış bulunurken, (p<0,001) PDL aralık mesafesi, dişin hareket yönünde ve hareketin tersi yönünde
KHEG’de, NKG’ye göre daha yüksek, PKG’ye göre daha düşük bulundu (p<0,001). Diş hareketi
yönünde alveolar kemiğin ilgili bölgesinde internal mikroyapısal parametrelerini gösteren değerlerden
kemik hacmi/toplam hacim oranı ortalamaları karşılaştırıldığında, KHEG ve NKG arasında fark
çıkmazken (p>0,05), PKG’ye göre anlamlı artış olduğu tespit edildi (p<0,001). Kemik mineral
yoğunluğu ortalamasının gruplar arası karşılaştırılmasında; NKG, PKG’den anlamlı olarak yüksek
bulunurken (p<0,05), NKG ile KHEG arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadığı tespit
edildi (p>0,05). Trabeküler seperasyon değerlendirmesinde,  gruplar arasında anlamlı farklılık
bulunmamıştır (p>0,05). Diğer parametrelerde; KHEG ve PKG arasında istatistiksel olarak fark
bulunmazken (p>0,05),  her iki grup da  NKG ye göre daha düşük bulunmuştur.

Ortodontik diş hareket hızına mezenkimal kök hücre etkisini değerlendirdiğimiz
çalışmamızda, mezenkimal kök hücre uygulamasının diş hareket hızını anlamlı derecede artırdığı,
kemik kalite ve kantitesini belirleyen ölçümlerde  yeni oluşan kemik kalitesi üzerine pozitif etki
gösterdiği gözlenmiştir. Bulgularımız ışığında mezenkimal kök hücre uygulamalarının ortodontik diş
hareketi üzerine etkinliğinin değerlendirildiği  yeni klinik çalışmalara ihtiyaç vardır.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kök hücre; Ortodontik diş hareketi; Rat.
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ABSTRACT
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Gökçen ŞAHİN

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 µl  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. GİRİŞ VE AMAÇ

Ortodontik diş hareketi, mekanik kuvvet uygulamasına bağlı diş kökünü

çevreleyen dokularda meydana gelen yeniden yapılanma sonucu oluşmaktadır.

Alveolar kemik üzerine etki eden basınç yeniden yapılanmaya bağlı diş hareketini

başlatmaktadır. Dişler hedef pozisyona ulaştığı zaman alveolar kemik, periodontal

ligament ve sementumda meydana gelen yeniden yapılanma ve yenilenme

sonucunda periodontal doku normal yapısına dönmektedir. Osteoblastlar gerilim

tarafında yeni kemik oluştururken, osteoklastlar basınç tarafında alveolar kemiği

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

Ortodontik tedaviler genellikle sabit mekaniklerle gerçekleştirilir, ortalama

tedavi süresi 18 ile 24 ay aralığında değişmektedir. Ancak anomalinin şiddetine göre

bu süre uzayabilmektedir. Uzamış tedavi sürelerinin periodontal problemler, kök

rezorpsiyonu, beyaz nokta lezyonları ve hastanın tedaviye uyumsuzluğu gibi yan

etkilere neden olduğu çalışmalarda bildirilmiştir (Travess ve ark. 2004; Jung ve Cho

2011). Bu nedenle ortodontik diş hareketinin hızlandırılmasına yönelik çalışmalar

uzun süredir gündemdedir (Soma ve ark. 1999; Kawasaki ve Shimizu 2000;

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

Diş hareketlerini hızlandırma girişimi mekanik direncin azaltılması amacıyla

hem korteksi hem de alveolar kemiğin medullasını tamamen kesen cerrahi bir işlem

olan osteotomi ile başlamıştır. Kole (1959), uygulanan işlemin invaziv etkisini

azaltmak için, medullaya girmeden kemik korteksinin tek başına delindiği

kortikotomi işlemini tanımlamıştır. Bu yöntemlerin her biri tedavi sürelerinin önemli

ölçüde kısalmasını sağlamakta; fakat invaziv olmaları nedeniyle beraberinde bazı

riskler taşımaktadır. Cerrahi teknikler geliştikçe, tedavi sürelerini kısaltmak için,

periodontal ligamentin distraksiyonu, dento-alveol yapının distraksiyonu, alveolar

dekortikasyon, mikroosteoperforasyon, plazmadan zengin fibrin uygulaması,

piezosizyon ve kortisizyon gibi minimal invaziv yöntemler tanımlanmıştır (Fleming

ve ark. 2015b). (Amit ve ark. 2012; Almpani ve Kantarci 2015; Alfawal ve ark.

2016; Tehranchi ve ark 2018; Shahabee ve ark. 2019).
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Cerrahi olmayan teknikler mekanik vibrasyon, düşük doz lazer,

elektromanyetik atımlar, farmakolojik ajanlar, düşük yoğunluklu ultrason gibi

yöntemler olarak tanımlanmıştır (Almpani ve Kantarci 2015; Sakata ve ark. 2014;

Seifi ve ark. 2007). Gelecekte bireyselleştirilmiş tedavi seçeneklerinin

uygulanabilmesi, tedavi süresinin kısaltılarak yan etkilerin en aza indirgenebilmesi

için minimal invaziv teknolojilerin geliştirilmesi gerekmektedir (Pilipchuk 2015;

Cochran 2015).

Kemik hücrelerinin aktivitesini etkileyerek ortodontik diş hareketini

hızlandırması beklenen ve invaziv olmayan yöntemlere ilgi artmaktadır. Son yıllarda

özellikle rejeneratif tıpta, kırık iyileşmesi ve kemik rekonstrüksiyonunda kök hücre

tedavisinin etkileri üzerine artan sayıda çalışmalar yapılmıştır (Worthley ve ark.

2015; Feng H. 2019). Mezenkimal kök hücre (MKH) kemik iliği, kas, karaciğer,

plasenta, periferik kan, dental pulpa ve yağ dokusunda bulunmaktadır. MKH’nın

uygun biyolojik ve kimyasal yöntemlerle uyarıldığında; kemik, kıkırdak, yağ dokusu,

kas ve sinir hücresine farklılaşabildiği gösterilmiştir (Hakkı 2015; Hakkı ve Karaöz

2016). In vivo ve in vitro çalışmalarda kemik iliği kaynaklı MKH’lerden farklılaşmış

osteoblastların, periodontal, oral ve kraniyo-fasiyal mineralize dokularda yenilenme

sağlayabileceği ve biyo-mühendislik alanlarında kullanılabileceği bildirilmiştir (Hu

ve ark. 2006; Hakkı ve ark. 2014).

 Son yıllarda diş hekimliğinde farklı alanlarda deneysel ve klinik

uygulamalara konu olan kök hücre uygulamalarının, ortodontik diş hareket hızı

üzerine etkilerini inceleyen bir araştırmaya literatürde rastlanmamıştır. Bu

çalışmanın amacı, kemik iliği kaynaklı MKH uygulamasının ortodontik diş hareket

hızı üzerine olan etkisinin değerlendirilmesidir.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. Periodonsiyum

Periodonsiyum, diş ve kemik arasında sıkı bir şekilde tutunarak dişlerin

alveolar kemikle kuşatılması ve desteklenmesini sağlayan dokudur. Periodonsiyum

periodontal ligament (PDL), diş kökünü kaplayan sement ile dişin soket duvarını

oluşturan kemik arasında yerleşen yumuşak özel bir bağ dokusudur; kollajen lif

demetleri, hücreler, nöral ve vasküler yapılar ve doku sıvılarından oluşmaktadır.

Dişler, etrafında kemikle bağlantısını sağlayan PDL sayesinde hareket

etmektedir. PDL’nin temel işlevi, dişlerin çiğneme kuvvetlerine dayanmasını

sağlamak ve dişleri yuvalarında desteklemektir (Nishimura ve ark.2008). Ayrıca

PDL, çiğneme sırasında çenenin doğru konumlanmasını sağlamak için duyu

reseptörleri gibi çalışma kapasitesine sahiptir. Doku homeostazisi, onarım ve

yenilenmesi için bir hücre deposudur.Yaklaşık olarak 0,2 mm genişliğinde bir alanı

kaplamaktadır. Kök boyunca olan yerleşimine bağlı olarak PDL genişliği değişkenlik

göstermektedir; en ince kısmı kökün üçte bir orta kısmında olmak üzere kalınlığı

0,15 - 0,38 mm arasında değişmektedir (Nanci 2000). PDL alanının büyük bir kısmı,

hücreler arası maddeye gömülü olan, esas olarak tip I kollajen lif demetleri

tarafından kaplanmaktadır.

PDL alanında liflerin yanı sıra, farklı fonksiyonlara sahip paradental hücreler

bulunmaktadır. Bu hücreler; PDL hücrelerinin yaklaşık %50-60'ını oluşturan

fibroblastlar, osteoblastlar ve sementoblastlar gibi sentez yapan hücreler;

osteoklastlar, fibroblastlar, sementoklastlar gibi resorptif hücreler; farklılaşmamış

mezenkimal hücreleri içeren progenitör hücreler; makrofajlar, mast hücreleri ve

lenfositler gibi savunma hücreleri, ve Hertwig'in epitelyal kök kılıfının kalıntıları

gibi epitel kaynaklı hücrelerdir. PDL alanı vasküler sistemden sağlanan ve

interstisyel sıvı olarak bilinen doku sıvısıyla doludur. Bu sıvı dolu bölme PDL

alanının, dişlere yüklenen kuvvetleri dağıtmasına ve bir şok emici olarak işlev

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

Sementum ise dişlerin köklerini kaplayan ve esas olarak periodontal ligament

liflerinin tutunmasına hizmet eden sert, avasküler bağ dokusudur (Nanci ve
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Bosshardt 2006). Sementum ve alveolar kemiğe giren liflerin terminal kısmı,

Sharpey lifleri olarak adlandırılmaktadır. Bu lifler kendi içinde ana liflere, aksesuar

liflere ve elastik liflere ayrılmaktadır. Diş boyunca oryantasyonlarına ve yerlerine

göre primer lifler ayrıca, transseptal lifler (veya interdental ligament) ve

alveolodental lifler şeklinde ayrılabilmektedir. Transseptal lifler, diş dizilimini

sağlamak için bitişik dişlerin sementumuna bağlanırken, alveolodental lifler ise

dişlerin çiğneme sırasında kompresyon kuvvetlerine dayanmasına yardımcı

olmaktadır. Primer liflere ek olarak, aksesuar lifler, dişin dönmesini önlemek için

alveolar kemikten sementuma doğru farklı düzlemlerde, daha teğet olarak

uzanmaktadır.

Alveolar kemik, ağırlığının %60’ı mineralize doku, %25’i organik matriks ve

%15’i sudan oluşan mineralize bir bağ dokusudur. Alveolar kemiğin çoğunluğu

trabeküler yapıda olsa da, PDL alanına bitişik olan ve lamina dura adı verilen kısım

kompakt kemik şeklindedir. PDL lifleri lamina durayı delerek alveolar kemiğe

tutunurken, diğer uçlar sementuma bağlanmaktadır.

Alveolar kemiğin homeostazında ve fonksiyonunda başta osteoblastlar,

osteoklastlar ve osteositler olmak üzere bir çok hücre tipi kritik rol oynamaktadır.

Ayrıca makrofajlar, endotelyal hücreler ve adipositler de alveoler kemik içerisinde

bulunabilmektedir. Osteoblastlar tek çekirdekli ve kemik yapımı için özelleşmiş

hücrelerdir. Hem osteoblastlar hem de fibroblastlar tip I kollajen matriksini

sentezleyebilmektedir. Osteoblastların sayısı yaşla birlikte azalmakta, bu durum

kemik yapımı ve yıkımı  arasındaki dengeyi bozmaktadır (D’Ippolito ve ark. 1999).

Osteositler, kemik apozisyonu sırasında mineralize kemik içine gömülmüş

osteoblastlardan oluşmaktadır. Bu süreçte hidroksiapatit, kalsiyum karbonat ve

kalsiyum fosfat gibi mineraller osteosit çevresinde birikerek bir osteositin kapladığı

boşlukta, lakunayı meydana getirmektedir. Lakunalar, kanalikül olarak bilinen dar

kanallar vasıtasıyla birbirlerine bağlanmakta, bu kısımda osteositlerin dendritleri

temas etmekte ve iletişim kurmaktadır.

Kemik yapan osteoblastlar ve osteositler mezenkimal hücre soyundan köken

alırken, kemik yıkan osteoklastlar farklı bir progenitör popülasyondan,



5

hematopoetik/monosit soyundan köken almakta ve çoklu monositlerin birleşerek

“çok çekirdekli” hale gelmesiyle oluşmaktadır.

2.2. Ortodontik Diş Hareketi

Ortodontik diş hareketi, eksternal mekanik kuvvete karşı oluşan fizyolojik ve

patolojik cevapları birleştiren, kemik yıkım ve yapımının birlikte yürüdüğü bir

süreçtir (Wise ve King 2008). Ortodontik diş hareketindeki basınç - gerilim teorisi,

çeşitli kimyasalların hücresel farklılaşma ve diş hareketinde uyarıcı olarak rol

oynadığını ileri sürmektedir (Brooks 2009). Bu teori, kuvvet uygulanması sonrası

birkaç saniye içinde dişin PDL aralığındaki yerini değiştirdiğini, bazı bölgelerde

PDL sıkışmasına ve bazı bölgelerde ise PDL gerilmesine neden olduğunu öne

sürmektedir.

Uygulanan kuvvet ile PDL mikrovasküler yapısında oluşan sıkışma, bu

bölgelerdeki inflamatuar olayı başlatmaktadır. Bu durum, histolojik görünümü

açısından hiyalinizasyon olarak bilinen bölgesel nekroz ve komşu dişlerin PDL ve

pulpal damarlarında hiperemi ile sonuçlanmaktadır (Wise ve King 2008). Sıkışma

tarafında kan akışı azalırken, gerilim tarafında aynı kalmakta veya artmaktadır.

Kuvvet uygulanması devam ederse, kan akışındaki değişiklik hızlı bir şekilde

dokuların oksijenlenmesini azaltmakta ve kimyasal ortamı, prostaglandinler ve

sitokinler gibi biyolojik olarak aktif ajanları serbest bırakarak değiştirmektedir. Bu

kimyasal medyatörler, PDL içindeki sıkışma ya da gerilim tarafındaki hücresel

aktiviteleri farklı şekilde etkilemekte; sıkışma tarafında kemik yıkımına ve gerilim

tarafında kemik oluşumuna yol açmaktadır (Kitaura ve ark. 2014) (Şekil 1).

Şekil 1. Ortodontik diş hareketini gösteren şema (Kitaura ve ark. 2014).



6

Uygulanan kuvvete bağlı olarak direkt ya da indirekt rezorpsiyon

oluşmaktadır. Ağır kuvvetler kan akımını keserek, basınç altında hücre ölümüne yol

açmaktadır (hyalinizasyon). Sıkıştırılmış PDL alanı içinde osteoklast farklılaşması

olmamakta; bunun yerine, komşu kemik iliği boşluğundaki osteoklastların gecikmiş

farklılaşması, indirekt rezorpsiyona yol açmaktadır. Bu nedenle, ağır kuvvet

uygulandığında diş hareketinin meydana gelmesi genellikle 7 - 14 gün sürmektedir.

Diğer yandan, hafif kuvvet sadece kan akışını azaltmakta, bu da PDL içinden lokal

olarak veya kan yoluyla osteoklastların hızlı bir şekilde ulaşmasına izin vermektedir.

Diş hareketi, hafif kuvvet uygulanmasından sonra 2 gün içinde başlamaktadır. Klinik

olarak, kan akımını tamamen önlemek neredeyse imkansızdır, dolayısıyla

hyalinizasyon her zaman belli bir dereceye kadar meydana gelmektedir.

2.3. Ortodontik Diş Hareketinde Eflamatuar Hücrelerin Rolü

Sıkışma bölgelerinde doku yıkımını destekleyen prostaglandinler, interlökin

(IL)-1, IL-6, tumor necrositing factor (TNF)-α ve reseptör aktivatör nükleer kappa B

ligand (RANKL) reseptör aktivatörlerinin diş hareketi sırasında periodontal

ligamentte yükseldiği bildirilmiştir (Yamaguchi ve ark. 2006; Park ve ark. 2011;

Dandajena ve ark. 2012). Ortodontik kuvvet PDL'deki kan akışını değiştirmekte ve

bölgesel hipoksi gelişmektedir. Oksijenlenmedeki azalma, hipoksi indüklenebilir

faktör-1'i (HIF-1) stabilize ederek, PDL’deki fibroblastlarda ve osteoblastlarda

vasküler endotel büyüme faktörü (VEGF) ve RANKL salınımını azaltmakta,

osteoklast farklılaşmasını ve rezorpsiyonu arttırmaktadır (Park ve ark. 2011;

Dandajena ve ark. 2012). Hafif hipoksi durumunda HIF-1, VEGF aracılığıyla

PDL'nin rejenerasyonunu ve kan dolaşımını düzenlemekte,  hücre proliferasyonu ve

anjiyogenezini uyarmaktadır (Niklas ve ark. 2013). Hipoksi, ortodontik doku yeniden

yapılanması için, kritik bir başlatıcıdır.

Ortodontik diş hareketinde diğer bir teori olan, sıvı akış hipotezi,

kanaliküllerde sıvı yer değiştirmesine bağlı olarak ortaya çıkan gerilime karşı oluşan

osteosit ve fibroblast cevabına dayandırılmaktadır (Goulet ve ark. 2008). Kuvvet

uygulanması sonucu sırayla, matriks gerilimi, sıvı akışı, hücre aktivasyonu ve

farklılaşması ile dokunun yeniden yapılanması oluşmaktadır (Henneman ve ark.

2008). Gerilimi saptayan mekanoreseptör hücreleri kemikte osteositler ve PDL'de
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fibroblastlardır. Yüklenme, mineralize doku (kemik) ve mineralize olmayan

paradental dokuların (PDL, gingiva ve nörovasküler yapılar) yeniden şekillenmesine

neden olmaktadır (Krishnan ve Davidovitch 2009). Dişlere kuvvet uygulandığında,

intertisyel sıvı kanaliküllere ve etraftaki osteositlere doğru zorlanarak hücre

yüzeyinde ve ekstraselüler matriks (ESM) üzerinde değişikliğe yol açmaktadır.

Kemiğin ESM’si bir hidroksiapatit - kollajen birleşimidir, PDL'nin ESM’si ise

hücreleri çevreleyen polisakkarid jel içine gömülmüş fibröz yapıda proteinler ağıdır.

Sıvı akışındaki değişim integrinleri bozarak osteositlerde sinyalleme yollarını aktive

etmektedir. (Krishnan ve Davidovitch 2006; Goulet ve ark. 2008). İntegrinler, bir

hücrenin harici ESM'sini dahili hücre iskeletine bağlayan transmembran

proteinlerdir. Hücre yüzeyi üzerindeki integrin uyarımı, osteosit gen ekspresyonunu

değiştiren hücre içi moleküllerin salınmasına neden olmakta, kemik oluşumu ve

rezorpsiyonu için osteoblastların ve osteoklastların farklılaşmasını sağlamaktadır.

Hücre içi kalsiyum yükselmekte, prostaglandinlere öncü olan araşidonik asiti

serbestleştiren fosfolipaz A aktivitesini arttırmaktadır. Siklo-oksijenaz (COX)

enzimleri daha sonra araşidonik asidi prostaglandinlere ve anahtar inflamatuar

mediatörlere dönüştürmektedir (Krishnan ve Davidovitch 2006; Goulet ve ark. 2008;

Wise ve King 2008). İkinci haberciler siklik adenozin monofosfat (cAMP) ve siklik

guanozin monofosfat (cGMP), kalsiyumun akışı ile yükselmekte, kemik döngüsünü

başlatan otokrin ve parakrin sinyallerinin salınmasıyla birlikte fosforilasyon olayları

ve sonraki gen ekspresyonunu başlatmaktadır (Roberts-Harry ve Sandy 2004;

Krishnan ve Davidovitch 2006). Osteositler, ortodontik kuvvete bağlı oluşan doku

yeniden yapılanmasını arttıran mekanosensör görevi görmektedirler (Krishnan ve

Davidovitch 2009). Fibroblastlar, PDL’de benzer bir mekanosensör işlevi

gerçekleştirmektedirler. Osteositler gibi fibroblastlar da transmembran integrin

reseptörlerini ortaya çıkarmaktadırlar. Mekanik yüklenmeden kaynaklanan stres,

ESM'den integrinler aracılığıyla intraselüler olarak iletilmekte, bu da gen

ekspresyonunu, hücre iskeletini, proliferasyonu, farklılaşmayı ve böylece doku

yeniden yapılanmasını değiştiren sinyal yolunu başlatmaktadırlar (Wang ve ark.

2007).
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2.4. Ortodontik Diş Hareketinde Enflamasyonun Rolü

Ortodontik kuvvet aseptik enflamatuar yanıtı başlatarak, kemik ve PDL

yeniden yapılanmasını indüklemektedir. Dişe kuvvet uygulanması, PDL,  sinir uçları

ve kan damarlarının gerilmesi ve sıkışmasına neden olmaktadır. PDL, sinir uçları ve

kan damarları ile sıkı bir şekilde ilişkilidir. Sinir uçlarının bozulması, madde P ve

calcitonine gene-related peptide (CGRP) gibi vazokaktif nörotransmiterlerin

salınmasına, bu da vasküler endotelyal hücrelerle etkileşime girerek artan

geçirgenliğe neden olmaktadır (Krishnan ve Davidovitch 2006; Wise ve King 2008).

Aktive edilen endotel, dolaşımdaki lökositleri, monositleri ve makrofajları PDL'ye

bağlamakta ve akut inflamasyonun başlamasını sağlamaktadır (Middleton ve ark.

2002; Krishnan ve Davidovitch 2009). Lökositler doku yeniden yapılanmasını

destekleyen sitokinleri, prostaglandinleri, büyüme faktörlerini ve koloni uyarıcı

faktörleri uyarmaktadır. Birkaç gün sonra inflamasyon, fibroblastların, endotelyal

hücrelerin, osteoblastların ve osteoklastların içinde bulunduğu kronik ve proliferatif

bir sürece geçmektedir.

Paradental hücreler, lökositleri, trombositleri, kemik ve paradental dokuları

yeniden şekillendirmek için inflamatuar faktörleri düzenlemektedir. Diş hareketine

bağlı oluşan sıkışma, prostaglandin üretimini katalize eden COX-2’yi

indüklenmektedir (Huang ve ark. 2014). Prostaglandinler, hücre içi cAMP

konsantrasyonunu arttırarak osteoklastlar üzerinde etki etmektedir (Krishnan ve

Davidovitch 2006). Prostaglandin-E2 osteoblast farklılaşmasını, RANKL ve

osteoprotogerin (OPG) ekspresyonunu uyarmaktadır. RANKL ve makrofaj koloni

stimulating factor (M-CSF)'deki artış ile osteoblastlar tarafından salınan OPG’deki

azalma, osteoklast farklılaşması ve kemik rezorpsiyonunu ortak olarak

desteklemektedir  (Şekil  2).  Sitokin  IL-1b  ve  TNF- α salınımı, enflamasyonu ve

matriks metalloproteaz (MMP) seviyelerini arttırırken, osteoklast farklılaşmasını,

fonksiyonunu ve sağ kalımını indüklemektedir. Kollajenaz, katepsinler ve MMP'ler,

PDL ve ESM’nin organik matriksini bozarak, rezorpsiyon için osteoklast

bağlanmasına izin vermektedir (Henneman ve ark. 2008). Sıkışma sonucu kemik

rezorpsiyonuna aracılık eden nitrik oksit (NO) üretimini sağlayan, indüklenebilir

nitrik oksit sentezi aktive olmaktadır. Bu faktörler, sıkışma alanında rezorptif laküna

oluşturmak için osteoklastları aktive etmektedir. Diş hareketi, nekrotik dokunun
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osteoklastlar tarafından uzaklaştırılmasını takiben, yeni periodontal fibrillerle birlikte

osteoid oluşturan osteoblastlarla başlamaktadır. Prolifere ve aktif olan fibroblastlar

ESM fiber üretimini arttırmaktadır. Diğer yandan sıkışmanın indüklediği kemik

morfogenik protein (BMP)’ler ve runt-related transcription factor-2 (Runx2)

ekspresyonu, osteoblast farklılaşmasını ve kemik mineralizasyonunu

hızlandırmaktadır (Wise ve King 2008; Huang ve.ark. 2014).

Şekil 2. Osteoblast / stromal hücreler tarafından osteoklast maturasyonu ve fonksiyonunun
düzenlenmesinde reseptör aktivatör nükleer kappa B ligand (RANKL), osteoprotogerin (OPG) ve
makrofaj koloni stimüle edici faktörün (M-CSF) rolleri (Meikle 2006).

Gerilim altında osteoblast sayısı ve aktivitesinde artış ile birlikte alveolar

kemik birikimi baskın hale gelmektedir. Gerilim güçleri, PDL'de osteoblast

progenitör proliferasyonunu uyarmakta ve kemik oluşumunu düzenlemek için

endotelyal nitrik oksit sentezini aktive etmektedir (Baloul, 2016). Sitokin IL-10,

OPG'yi arttırmakta ve osteoblastlardan RANKL üretimini azaltmaktadır.

Transforming growth factor-β (TGF-β)  ayrıca  gerilim  altında  artmakta,  PDL

hücrelerinin proliferasyonunu ve kemotaksisini indükleyerek osteoblast

prekürsörlerni düzenlemektedir. Sonuç olarak diş hareketinin gerilim tarafında,

kemik ve yeniden şekillenmiş PDL liflerinin üretilmesi, osteoblast artışı ve

osteoklast aktivitesinde azalma meydana gelmektedir (Garlet ve ark. 2007; Krishnan

ve Davidovitch 2009; Huang ve ark. 2014).

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

Dişlerin dento-alveoler kompleks içindeki hareketi, fiziksel fenomen ve

biyolojik dokunun yeniden yapılanmasının sinerjik bir dizisidir. Diş biyolojik
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sistemi, reseptör hücrelerin sinyal iletimi aracılığı ile, kuvvetin şiddetine, yönüne ve

süresine reaksiyon göstererek en sonunda kemik yeniden yapılanması ve ortodontik

diş hareketi oluşmasına neden olmaktadır.

Kemik yapılanması kemiğin şekli, boyutu veya pozisyonunda değişikliklere

neden olan, kemik yüzeylerinin birbirini izleyen ve birbirinden ayrı oluşan

aktivasyon-rezorpsiyon (katabolik) veya aktivasyon-formasyon (anabolik) sürecidir

(Frost, 1990). Diğer yandan, kemik yeniden yapılanması veya döngüsü, kemik

rezorpsiyonu ile başlayıp devamında kemik oluşumu safhası ile devam eden ve eski

kemiğin yeni kemikle yer değiştirmesi ile sonuçlanan, birbirine sıkı bir şekilde bağlı

lokal bir süreçtir (Hadjidakis ve Androulakis 2006). Hem kemik şekillenmesi hem de

yeniden şekillenmesi, ortodontik diş hareketinin miktarı için belirleyicidir.

Ortodontik diş hareketi sırasında oluşan kemik şekillenmesi inflamatuar bir süreçtir

ve diş hareketi için hız sınırlayıcı faktör, kemik ve PDL arayüzündeki kemik

rezorpsiyonudur. Kemik yeniden şekillenmesi, fizyolojik koşullar altında, kemiğin

büyüklüğünü veya şeklini değiştirmeden kemiğin internal içeriğini yenilemesi

yanında, ortodontik diş hareketinin hızını da etkilemektedir (Verna ve ark. 2000).

Hem kemik şekillenmesi hem de yeniden şekillenmesi, osteoklastların,

osteoblastların ve osteositlerin hücresel aktiviteleri tarafından kontrol edilir. Kemik

şekillenmesi sırasında osteoklastlar resorpsiyon oluştururken, osteoblastlar kemik

yapımını gerçekleştirmektedir. Kemik yeniden yapılanma sürecinin rezorpsiyon-

formasyon dizisi, osteoklastlar ve osteoblastlardan oluşan çok hücreli birimler

tarafından gerçekleştirilmektedir (Kim ve ark. 2006). Hem biyokimyasal hem de

mekanik faktörler, kemik şekillenmesi ve yeniden şekillenmesi oranlarını

düzenlemektedir. Önceki çalışmalar ortodontik tedavinin, alveolar kemik

şekillenmesini ve aynı zamanda kemik yeniden şekillenmesini uyardığını

göstermiştir (Melsen 1999; Verna ve ark. 1999). Osteoblastların mekanik kuvvetler,

inflamatuar uyaranlar veya hipoksi ile aktivasyonu, ortodontik diş hareketinde ilk ve

gerekli basamaktır. Aktive edilmiş osteoblastlar, osteoklast formasyonunun spesifik

mediatörlerinin salınımı ve kemik rezorpsiyonunun başlatılmasından sorumludur.

2.6. Osteoklast Formasyonu Ve Kemik Rezorpsiyonu

Ortodontik diş hareketindeki hız belirleyici adımın, sıkışma tarafındaki kemik
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rezorpsiyonu olduğu düşünülmektedir. Histolojik çalışmalar, ortodontik diş hareketi

sırasında sıkışma tarafında osteoklast oluşumunun indüklendiğini göstermektedir

(Wang ve ark. 2009). Diş hareketini hızlandırmak için uygulanan yöntemler,

osteoklastların sayısını ve işlevlerini önemli ölçüde arttırmaktadır (Cho ve ark. 2007;

Nishimura ve ark. 2008; Wang ve ark. 2009). Osteoklastların oluşumu, osteoklast

öncüleri üzerindeki stromal ve osteoblastik hücre kaynaklı faktörlerin etkilerine

bağlıdır. Bu faktörlerden biri, gelişmekte olan osteoklastik hücrelerin yüzeyi

üzerindeki RANK reseptörüne bağlanan RANKL reseptör aktivatörüdür. RANKL /

RANK bağlanması osteoklastların farklılaşması, işlevi ve hayatta kalması için çok

önemlidir. Diğer taraftan, başka bir osteoblastik hücre kaynaklı faktör olan OPG,

RANKL'ın RANKL / RANK bağlanmasını keserek, osteoklastogenezi inhibe

etmektedir. Bu nedenle, osteoblastik hücreler tarafından eksprese edilen RANKL /

OPG oranı ve osteoklast prekürsör hücrelerinden eksprese edilen RANK, büyük

ölçüde fonksiyonel osteoklastların oluşumunu ve kemik yeniden yapılanmasının ilk

adımının aktivasyonunu belirlemektedir (Theoleyre ve ark. 2004). RANKL

ekspresyonu, özellikle ortodontik kuvvet nedeniyle PDL ve alveolar kemikteki

osteoblastlar, osteositler ve fibroblastlarda üçüncü saatten itibaren artıp,  en az 5 gün

süresince yüksek kalmaktadır (Brooks ve ark. 2009; Garlet ve ark. 2007; Kook ve

ark. 2011). Bununla birlikte, gerilme kuvveti, osteoblastik hücre kültürlerinde

RANKL'nin mesajcı ribo nükleik asit (mRNA) seviyesini önemli ölçüde

azaltmaktadır. RANKL'ın gen terapisi ile lokal olarak verilmesi osteoklast

oluşumunu önemli ölçüde uyarmakta ve ortodontik diş hareketini hızlandırmaktadır.

RANKL'ın aksine, sıkışma tarafındaki dişeti oluğu sıvısındaki OPG konsantrasyonu,

ortodontik kuvvet uygulanmasını takiben bir saat sonunda bazal seviyeye kıyasla

azalmakta ve bu hastalarda 24 saat sonra gerilim tarafına göre belirgin şekilde daha

düşük bulunmaktadır. Ayrıca, ortodonik diş hareketinin, sıkışma tarafında RANKL

ekspresyonunu arttırırken, OPG ekspresyonunu azalttığı, gerilme kuvvetinin OPG

ekspresyonunu arttırdığı gösterilmiştir ( Tang ve ark. 2006; Garlet ve ark. 2007) .

OPG'nin lokal olarak verilmesi kemik yeniden yapılanmasını ve ortodontik diş

hareketini önemli ölçüde engellemektedir (Dunn ve ark. 2007). RANKL ve OPG

ekspresyonunun, kompresyon ve gerilme kuvvetleri ile düzenlenmesi, sıkışma

tarafında kemik rezorpsiyonunu ve gerilim tarafında kemik oluşumunu koordine

ederek normal diş hareketini mümkün kılmaktadır.



12

M-CSF, osteoklastların öncü hücrelerinin farklılaşması için çok önemli olan

başka bir stromal ve osteoblastik hücre kaynaklı faktördür. M-CSF ekspresyonu,

ortodontik diş hareketi sırasında erken dönemde PDL'de, alveolar kemiğin

osteoblastlarında ve fibroblastlarında saptanmıştır (Kaku ve ark. 2008; Baloul ve ark.

2011). Sıkışma tarafındaki kuvvet osteoblastik hücre kültürlerinde M-CSF

ekspresyonunu artırır (Sanuki ve ark. 2010).

Ortodontik diş hareketine inflamasyon cevabı, çeşitli sitokinlerin üretimi ve

salınması ile ilişkilidir. Ortodontik kuvvetin uygulanmasından 24 saat sonra dişeti

oluğu sıvısında IL-1, IL-6 ve TNF -α'nın protein seviyeleri önemli ölçüde artmıştır.

Sıkışma ve gerilim tarafları arasındaki sitokinlerin farklı ekspresyonları da

gösterilmiştir. Sıkışma tarafında daha yüksek seviyelerde TNF-α ve matriks

metalloproteinaz-1 varken, gerilim tarafında daha yüksek seviyelerde IL-10, doku

inhibitörü olan metalloproteinaz-1 ve kollajen-1 mevcuttur (Garlet ve ark. 2007).

Ren ve ark. (2007), TNF-α seviyesinin diş hareketinden 24 saat sonra, IL-1b, IL-6 ve

IL-8 ile birlikte arttığını bildirmişlerdir. TNF-α, IL-1b ve IL-6 dahil olmak üzere bu

sitokinlerin bazıları, osteoklast hücrelerinin farklılaşmasını, fonksiyonlarını ve

sağkalımını aktifleyerek, kemik yeniden şekillenme sürecine ve diş hareketinin

aktivasyonuna katkıda bulunabilmektedir.

2.7. Osteoblast Formasyonu Ve Kemik Apozisyonu

Osteoblast proliferasyonu, farklılaşması, sağkalımı ve işlevi, osteoklastik

hücrelerle etkileşimleri yanında büyüme faktörleri, sitokinler ve hormonlar gibi

birtakım hücre dışı faktörler tarafından düzenlenmektedir. TGF-β1, RANKL'ı

azaltarak ve OPG ekspresyonunu arttırarak osteoklast oluşumunu inhibe etmekte;

ayrıca osteoblastik hücreler üzerinde kemotaktik etkiler ile kemik oluşumunu

hızlandırmaktadır.Bu şekilde osteoblast proliferasyonunu ve farklılaşmasını erken

aşamalarda teşvik etmektedir. (Janssens ve ark. 2005). Hastalarda 24 saatlik

ortodontik diş hareketinden sonra dişeti oluğu sıvısında TGF-β1 protein

konsantrasyonu önemli ölçüde artmış olarak bulunmuştur (Uematsu ve ark. 1996).

VEGF, kültürlenmiş primer osteoblastların hücre ölümünü güçlü bir şekilde inhibe

etmekte ve alkalin fosfataz salımını arttırmaktadır. Osteoblastik hücrelerin

farklılaşması VEGF stimülasyonu ile önemli ölçüde artmaktadır (Tan ve ark. 2010).
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BMP’ler, MKH’lerin osteoblastlara bağlanması, osteoblastların farklılaşması ve

işlevinde de önemlidir (Katagiri ve Takahashi 2002). BMP’ler kompresif kuvvetlerin

indüklediği osteoblast farklılaşmasını düzenlemektedir (Iglesias-Linares ve ark.

2012).

2.8. Osteositlerin Kemik Yeniden Şekillenmesindeki Rolü

Osteositler, kemik oluşumu sırasında kemik matriksine gömülmüş ve

terminal olarak farklılaşmış osteoblastlardır. Uzun sitoplazmik uzantılar veya

dendritler aracılığıyla diğer osteositler, kemik yüzey hücreleri, kemik iliği hücreleri

ve endotel hücreleri ile fonksiyonel bir ağ oluşturmaktadırlar. Bu osteosit ağı, hücre

gövdeleri ve dendritlerin bulunduğu kemik matriksi içindeki lakuna-kanalikül

sistemini işgal etmektedir. Hücreden hücreye sinyal ve materyal alışverişi,

osteositlerin dendritleri ve interstisyel sıvı ile dolu lakuna-kanalikül sistemi

arasındaki boşluklar yoluyla oluşmaktadır. Kemiğin mekanik yüklenmesi kemik

yapısında zorlanmalara yol açarak, lakuna-kanalikül sisteminde interstisyel sıvı

akışına neden olmaktadır. Bu sinyal yolakları osteoklastlar, osteoblastlar ve kemik

yeniden şekillenmesi için çok önemli olan biyokimyasal faktörlerin, üretim

seviyelerinde değişikliklere yol açmaktadır (Şekil 3) (Weinbaum 1994; Bonewald

2011; Murshid 2017).

Şekil 3. Alveoler kemiğin mekanik kuvvet yüklemesi sırasında, osteosit sinyalini ve kemiğin yeniden
şekillenmesini gösteren şematik diyagram (Murshid 2017).
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Osteositler  M-CSF,  RANKL  ve  OPG'yi  eksprese  etmekte,  osteoklast

oluşumunu ve fonksiyonunu düzenlemektedir (Zhao ve ark. 2002). Ortodontik diş

hareketi sırasında kemikte meydana gelen mekanik yüklenme ve mikro hasar, bu

faktörlerin osteositler tarafından ekspresyonunu etkilemektedir. Kemikteki mikro

hasar osteosit hücre ölümüne neden olmakta, buna bağlı ortaya çıkan cisimler

osteoklast oluşumunu indükleyen RANKL içermektedir. Osteoklast oluşumundan

önce, osteosit hücre ölümünün ortodontik diş hareketiyle akut bir şekilde

indüklendiği farelerde gösterilmiştir (Shiotani ve ark. 2001).

Sklerostin, osteositler tarafından üretilen bir protein faktördür. Osteoblastik

hücrelerde kanonik Wnt sinyal yolunu antagonize ederek osteoblastların

fonksiyonunu, hayatta kalmasını ve kemik oluşumunu önlemektedir. Mekanik

yüklenmenin, sklerostin ekspresyonunu azalttığı, kemik oluşumunu desteklediği

bildirilmiştir (Robling ve ark. 2007). Fibroblast büyüme faktörü-23, osteositten

türetilmiş başka bir faktördür, osteoblast farklılaşmasını ve matriks mineralleşmesini

inhibe etmektedir (Matsuda ve ark. 2014). Bu çalışmalar osteositlerin ortodontik diş

hareketi sırasında bölgeye özgü kemik oluşumunda anahtar rol oynadığını

göstermektedir.

2.9. Ortodontik Diş Hareketini Hızlandıran Yöntemler

Ortodontik diş hareketinin altında yatan biyolojik olayların anlaşılmasının

önemli klinik sonuçları olmuştur. Aktif sabit ortodontik tedaviler ortalama 18-24 ay

sürmektedir. Ortodontik diş hareketinin temel bileşeni alveolar kemiğin yeniden

şekillenmesidir. Bu nedenle diş hareketini hızlandırmak için, kemik hücrelerinin

aktivitesini etkileyen biyolojik yollara etki eden cerrahi veya cerrahi olmayan bazı

teknikler tanımlanmıştır. Özelleştirilmiş braketler ve teller gibi ortodontik materyal

alanındaki teknolojik gelişmeler de tedavi etkinliğini büyük ölçüde iyileştirmiştir.

Bununla birlikte, ortodontik diş hareketi biyolojik bir yanıttır, bu nedenle bu tür

gelişmelerin tedavi süresini kısaltma etkisi sınırlıdır (Soma ve ark. 1999; Kawasaki

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

 Alveolar cerrahinin diş hareket hızını arttırmak amacıyla kullanımı, kemiğin

korteks ve medullasının tamamen kesilmesi olan osteotomi ile 1890'larda başlamıştır

(Huang ve ark. 2014). Medullaya ulaşmadan sadece kortikal kemiğin dahil olduğu
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bir cerrahi kesi olarak tanımlanan ve hareketli bir “kemik blok” yaratmak için

uygulanan kortikotomi, 1950’li yılların başından itibaren uygulanmaya başlanmıştır

(Kole 1959b). Sadece kortikotomi uygulanmasının daha az doku yıkımı ile daha hızlı

diş hareketi sağladığı, periodontal dokular ve diş pulpası açısından daha düşük

risklere sahip olduğu anlaşılmıştır. Yapılan çalışmalar, kortikotominin diş hareketini

yaklaşık iki kat kadar hızlandırdığını ve bu etkinin temel olarak işlemden sonraki ilk

birkaç hafta boyunca gerçekleştiğini göstermiştir (Iino ve ark. 2007; Sanjideh ve ark.

2010). Bu yaklaşımlar son derece invaziv olup artmış  doku  morbiditesi ve

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

Osteotomi ve kortikotomi farklı mekanizmalarla ortodontik diş hareketini

hızlandırmaktadır. Kortikotomi bölgesel hızlanma fenomenini (regional acceleratory

phenomenon: RAP) aktive ederek etki ederken, osteotomi distraksiyon

osteogenezisine benzer bir mekanizma ile etkisini göstermektedir (Wang ve ark.

2009). Modern yaklaşımlarda kemik bloğu kavramı terk edilmiş ve seçici selektif

alveolar kortikotomi tekrarlanabilir altın standart haline gelmiştir. Kortikotomi

sonrası hızlı diş hareketinin, dişi içeren kemik bloğunun hareketinden ziyade

bölgesel hızlanma fenomenini oluşturan kemik mineralizasyon-remineralizasyon

sürecinden kaynaklanabileceği bildirilmiştir (Wilcko ve ark. 2009). Bölgesel

hızlandırıcı fenomen, insan kemiğinde yaklaşık 4-6 ay sürmektedir (Verna ve Melsen

2003; Wilcko ve ark. 2009).

Alveolar kortikotomi, diş hareketini hızlandırmada sık kullanılan klinik

işlemlerden birisidir. Her ne kadar yöntemin oldukça etkili olduğu gösterilmiş olsa

da, bazı yan etkiler daha yaygın kullanımını engellemektedir. Yöntemin

komplikasyonları olan ağrı, şişlik, hematom ve morbidite, hastaların yönteme dair

algılarını ve işlemin kabulünü olumsuz yönde etkileyebilmektedir (Wilcko ve ark.

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

Cerrahi kortikotominin sakıncalarını gidermek amacıyla  minimal invaziv bir

teknik olan piezosizyon destekli ortodonti geliştirilmiştir. Literatürede piezosizyonun

diş hareketini hızlandırmada ve periodontal dokuları güçlendirmede, kortikotomi ile

benzer etkiye sahip olduğu, ancak daha az travmaya yol açtığı bildirilmiştir (Dibart

ve ark. 2010; Keser ve Dibart 2011). Birçok modern ticari piezotom, piezosizyon ile
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kemiğe yapılan doğrudan işleme ek olarak yüksek frekanslı titreşim de içermektedir.

Bu titreşim de kemik yeniden yapılanmasını aktifleştirmede ilave rol oynamaktadır.

Bunun yanında piezosizyon cerrahi bir işlemdir ve bazı potansiyel riskler olabileceği

bildirilmiştir (Alfawal ve ark. 2016).

Mikroosteoperforasyon işlemi, flep kaldırıldıktan sonra kortikal tabakada

oluşturulan mikro-perforasyonlarla diş hareketinin hızlandırılmasını hedefleyen diğer

bir minimal invaziv yöntemdir (Teixeria ve ark. 2010).  Bu teknikle, osteoklast

aktivitesinin ve diş hareket hızının artmasına neden olan enflamatuar belirteçlerin

uyarılabileceği gösterilmiştir. Alikhani ve ark. (2013) mikroosteoperforasyonu klinik

olarak uygulamışlar ve çalışmanın sonucunda, mikroosteoperforasyon uygulaması ile

kontrol grubuna kıyasla diş hareket hızının ve dişeti oluğu sıvısında sitokin

seviyesinin arttığını, bunun yanında uygulama ile hastalarda hafif ve bölgesel bir ağrı

oluştuğunu bildirmişlerdir.

Cerrahi teknikler ortodontik diş hareketini hızlandırmada etkili olsa da,

cerrahi olmayan yaklaşımlar klinisyenler ve hastalar tarafından daha çok tercih

edilmektedir. Bu tür teknikler, sistemik veya lokal olarak uygulanan biyolojik

moleküller, rezonans titreşimi, manyetik alan kuvvetleri, hafif elektrik akımları,

düşük yoğunluklu lazer ve fotobiyomodulasyon gibi yenilikçi fiziksel uyarım

teknolojilerinden oluşmaktadır.

Diş hareketini hızlandırmaya yönelik stimülasyon yöntemlerinden biri de

vibrasyondur. Rezonans vibrasyon, PDL hücreleri üzerinde mekanik uyarıcı olarak

uygulanabilmektedir. Ultrasonik vibrasyonun diş hareketini hızlandırdığı

bildirilmesine rağmen, diş pulpasında hasara neden olabileceği bildirilmiştir

(Masami ve ark. 2001; Trenter ve Walmsley 2003). Rezonans vibrasyonun ise,

periodontal dokular üzerinde herhangi bir ek hasara sebep olmadan mekanik strese

sebep olduğu belirtilmiştir. Rezonans vibrasyon uygulaması periodontal dokularda

RANKL seviyesini artırarak diş hareketini hızlandırabilmektedir (Nishimura ve ark.

2008).

Düşük enerjili lazerin ortodontik diş hareketini hızlandırabileceği çeşitli

çalışmalarda bildirilmiştir (Kawasaki ve Shimizu 2000; Cruz ve ark. 2004; Yoshida

ve ark. 2009). Bununla birlikte bazı farklı çalışmalar, düşük enerjili lazerin diş
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hareketini hızlandırmadığını ve hatta yavaşlatabildiğini göstermektedir (Seifi ve ark.

2007; Kim ve ark. 2010). Literatürdeki bu çelişki, çalışmalarda kullanılan farklı

tedavi protokolleri ile lazerlerin dalga boyu, ışınlama dozları, konumları ve

frekanslarındaki farklılıklarla açıklanabilir. Bazı çalışmalar düşük enerjili lazerin,

osteoklastların ve osteoblastların sayı ve işlevlerini arttırdığını, ayrıca alveolar

kemiğin yeniden şekillenmesini uyardığını göstermiştir (Kawasaki ve Shimizu 2000;

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

Statik manyetik alan ve atımlı elektromanyetik alan dahil manyetik alanların,

ortodontik diş hareketinin hızını arttırdığı hayvan çalışmalarında gösterilmiştir.

Histolojik analizler, manyetik alanların etkisi altında, kemik hücrelerinin aktiviteleri

ile gerilim tarafında yeni kemik oluşumunun arttığını göstermiştir (Darendeliler ve

ark. 2007; Showkatbakhsh ve ark. 2010). Bununla birlikte başka bir çalışmada, statik

manyetik alanın diş hareket hızını artırmadığı, ancak kök rezorpsiyonunu arttırdığı

ve bu yöntemin etkinliği ve güvenliği konusunda endişelere yol açtığı bildirilmiştir

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

Bir hayvan çalışmasında (kedilerde), elektrik akımı, 14 gün boyunca sürekli

olarak 15 mA'da uygulandığında, kanin hareketini 2 katın üzerinde arttırdığı

gösterilmiştir (Davidovitch ve ark. 1980b). Histolojik çalışmalar katod tarafında daha

fazla kemik oluşumu, anot tarafında daha fazla kemik rezorpsiyonu ile kemik

yeniden şekillenmesinin arttığını, PDL'de hücresel aktivitenin artmasıyla osteoblast

sayısının önemli ölçüde arttığını göstermiştir. Başka çalışmalarda ise yaklaşık 10

mA'lık bir akım uygulandığında, mikro-atımlı elektrik akımının ortodontik diş

hareketini hızlandırdığı, gerilim tarafında daha fazla osteoblast ve kemik oluşumu,

sıkışma tarafında ise daha fazla osteoklast oluşmu bildirilmiştir (Davidovitch ve ark.

1980a; Davidovitch ve ark. 1980b; Kolahi ve ark. 2009). Bununla birlikte, elektrik

kaynağı bu yöntemin klinik kullanımı için bir sorun teşkil etmektedir.

Paratiroid hormonu kemik yeniden şekillenmesini ve kalsiyum homeostazını

düzenleyen ana hormondur. Hem kemik rezorpsiyonunu uyarmakta, hem de

böbreklerde kalsiyum yeniden emilimini ve 25-hidroksi D3 1-α -hidroksilaz enzimini

düzenleyerek 1,25 dihidroksi D3 vitaminini oluşturmakta, bu da ince bağırsaklardan

kalsiyum emilimini arttırarak serum kalsiyum konsantrasyonunu yükseltmektedir.
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Hayvan çalışmaları, sürekli veya lokal paratiroid hormon enjeksiyonunun ortodontik

diş hareketini 1.6 ila 2 kat hızlandırdığını ve osteoklast sayısını önemli ölçüde

arttırdığını göstermiştir (Soma ve ark. 1999, 2000). Paratiroid hormonunun kronik

yükselmesinin birçok organda ve özellikle böbreklerde ve kemiklerde patolojik

değişikliklere yol açtığı bilinmektedir. Bu kısa süreli çalışmalar, paratiroid

hormonunun diş hareketini hızlandırmak için kullanılan dozda, özellikle böbrek

fonksiyonunu ve kemik üzerindeki uzun vadeli etkilerini belirlememiştir. Bu nedenle

ortodontik tedavide klinik uygulama açısından hala kaygı vermeye devam

etmektedir. Kontrollü salınımlı bölgesel enjeksiyon etkinliği arttırıp riskleri azaltsa

da, daha etkili bir salınım sistemi için hala çalışmalara ihtiyaç vardır.

D vitamini (1,25 Dihidroksi D3) ince bağırsaklarda kalsiyum emilimini

arttırmaktadır. Aynı zamanda kemik hücrelerine de etki ederek kemik yeniden

şekillenmesini arttırmaktadır. Hayvan çalışmaları, 1,25 dihidroksi D3 vitamininin

bölgesel enjeksiyonunun ortodontik diş hareketini yaklaşık 1,2 ila 2,5 kat

hızlandırdığını göstermiştir (Takano-Yamamoto ve ark. 1992; Kale ve ark. 2004).

Histolojik incelemeler, 1,25 dihidroksi D3 vitamininin osteoklast oluşumunu doza

bağlı bir şekilde uyardığını, mekanik güçle etkinliğinin arttığını ve belirgin şekilde

daha fazla alveolar kemik rezorpsiyonuna neden olduğunu göstermektedir. Diğer

yandan, 1,25 dihidroksi D3 vitamini stimülasyonu altında osteoblast oluşumu ve

kemik yapımı da yükselmektedir. Böylece 1,25 dihidroksi D3 vitamininin kemik

hacmi üzerinde daha dengeli bir etki gösterdiği bildirilmiştir (Collins ve Sinclair

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

PG'ler, kemik yeniden şekillenmesini düzenleyen bölgesel otokrin / parakrin

lipid inflamatuar faktörlerdir. Bazı hayvan deneyleri PGE1, PGE2 veya PGE1, PGE2

analoglarının veya tromboksan A2 bölgesel uygulamasının ortodontik diş hareketi

hızını arttırdığını göstermiştir (Seifi ve ark. 2003; Kale ve ark. 2004). Hastalarda

PGE1'in bölgesel submukozal enjeksiyonu, diş hareketini 1,6 kat hızlandırdığı

bildirilmiştir (Yamasaki ve ark. 1984). Diğer yandan ortodontik diş hareketi,

prostaglandin oluşumunun bazı aşamalarını katalize eden COX-1 ve COX-2

enzimlerini inhibe eden, steroid olmayan anti-inflamatuar ilaçlar tarafından

bozulmaktadır (Arias ve Marquez-Orozco 2006). PG'ler güçlü ağrı indükleyicileridir,

bu nedenle klinik kullanımda, hastaların ağrı şikayetleri artabilmektedir. Bir başka
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endişe ise, hızlandırılmış diş hareketiyle birlikte artan kök rezorpsiyonudur (Şekil 4)

(Seifi ve ark. 2003).

Şekil 4. Hızlandırılmış ortodontik diş hareketini sağlayan hücresel ve moleküler mekanizmaların
özeti. Ortodontik diş hareketini hızlandıran yöntemler kırmızı ile yazılmıştır. Mavi ok, stimülasyon,
kırmızı ok, inhibisyon. HKH: Hematopoetik kök hücre, MKH: Mezenkimal kök hücre, HIF: hipoksi
indükleyen faktör, FGF: Fibroblast büyüme faktörü (Huang ve ark. 2014).

2.10. Kök hücre

Hücre, ilk kez 1665 yılında Robert Hooke tarafından, yaşayan en küçük

biyolojik yapı olarak tanımlanmıştır. Kök hücre ise genel olarak başkalaşmamış

hücre şeklinde tanımlanmaktadır (Ateş 2016). Her hücre gibi üreyerek kendi

benzerlerini oluşturmanın yanında, başkalaşarak özelleşmiş hücrelere de

dönüşebilmektedir. Dokuların, organların ana yapı taşı olan kök hücreler

bölünebilme ve kendilerini yenileyebilme yeteneğine sahiptirler. Özelleşmemişlerdir,

ancak özelleşmiş hücrelere (kan hücresi, kas hücresi, sinir hücresi vb) kaynaklık

edebilmektedirler. Hasarlanmış olan dokunun eski işlevini yeniden kazandırabilme

özelliğine sahip olan hücrelerdir. Kök hücrenin çeşitli hastalıklarda tedavi amacıyla

kullanılma çalışmaları 1960’lı yıllarda başlamıştır. Uygulanan kök hücre

MKH
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tedavilerinin başarısı, aralarında embriyoloji, hücre biyolojisi, doku mühendisliği,

moleküler biyoloji, genetik ve ilgili klinik bilimlerin bulunduğu multidisipliner bir

yaklaşıma ihtiyaç duymaktadır (Fortier 2005).

Kök hücrelerin uygun uyaranlar altında farklılaşmış hücrelere dönüşebilme

yetenekleri önemlidir. Bir hücrenin farklı dokulardaki hücrelere dönüşebilme

yeteneğine ‘’plastisite’’ ya da ‘’differansiyasyon’’, o hücrenin değişik hücre tiplerine

farklılaşma potansiyeline ise ‘’farklılaşma kapasitesi’’ denmektedir. Kendi kendini

yenileme ve özelleşmiş hücrelere farklılaşma yeteneğine sahip olan kök hücrelerde

iki farklı bölünme şekli vardır (Martin-Rendon  2003): Simetrik hücre bölünmesinde,

kaynaklandıkları hücrenin tüm özelliklerine sahip iki özdeş yavru hücre meydana

gelmektedir. Hücrelerin özelliklerinde değişim olmadan sayılarını çoğaltmaları

mümkündür. Asimetrik hücre bölünmesinde ise ortaya çıkan iki hücreden birisi

kaynak hücrenin tüm özelliklerini korurken, diğeri progenitor hücreyi

oluşturmaktadır. Bu hücre de bir kaç bölünme sonrası farklılaşmış olgun hücreye

dönüşmektedir.

Laboratuvar ortamında kök hücrelerin belli bir çizgide farklılaşmasına

‘’yönlendirilmiş farklılaşma’’ adı verilmektedir. Bu olay belli fiziksel ve kimyasal

koşulların yerine getirilmesi veya doğrudan hücrenin genetik programının

değiştirilmesi ile başarılır. Pluripotent veya multipotent kök hücreler daha sonra

belirli hücre tiplerine farklılaşacak progenitor hücreleri oluşturmaktadır (Ateş 2016).

Bir kök hücre başlıca dört farklı yol ile dizi değiştirmektedir (Martin-Rendon

2003):

1.Transdeterminasyon; özelleşmiş bir tipte hücre oluşturmak üzere

planlanmış bir prekürsör hücrenin başka bir prekürsör hücreye dönüşmesi ve o kök

hücreye ait serilerin oluşturulması olayıdır.

2.Transdiferansiyasyon; diferansiye olmuş hücrenin farklı bir dokuya ait

diferansiye olmuş hücre fenotipini kazanmasıdır.

3.Dediferansiyasyon; farklılaşmış veya bir hücre grubuna farklılaşmak için

planlanmış bir hücrenin, öncü formlarına doğru geriye giderek başka bir hücreyi

oluşturmak üzere farklı bir kola kaymasıdır.
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4. Hücre füzyonu; bir hücrenin yönlenmiş hücre dizileriyle füzyonu sonucu

yeni yönlenmiş hücre dizilerinin oluşumuna yol açmasıdır.

Farklı kaynaklardan elde edilen kök hücrelerin farklılaşma kapasiteleri

arasında da fark vardır (Ateş, 2016):

1. Totipotent kök hücreler, organizmayı oluşturan her hangi bir özelleşmiş

hücreye farklılaşabilmektedir. Sperm ve oosit birleişp zigot oluştuktan sonra

gelişimin dördüncü gününe kadar olan aşamadaki blastomerlerin her biri bir

organizmayı tümüyle yapabilecek potansiyele sahiptir.

2. Pluripotent kök hücreler, tüm vücut hücrelerinin köken aldığı her üç germ

yaprağı hücrelerine dönüşebilen hücrelerdir. Döllenmeden 4-5 gün sonra meydana

gelen blastosiste ait hücreler farklılaşmaya başlayarak iki farklı seriye

dönüşebilmektedir. Dış tabaka trofoektoderme dönüşüp plasentayı oluşturmaktadır.

İç tabakadaki hücreler ise embriyoyu meydana getirmektedir. İndüklenmiş

pluripotent kök hücre ise, pluripotent olmayan, genellikle erişkin somatik hücreden

dediferansiyasyon yoluyla pluripotent hale dönüştürülmüş hücredir. İndüklenmiş

pluripotent kök hücre, embriyonik kök hücre gibi belli kök hücre protein genlerini

eksprese etmektedir, embriyoid cisimcik oluşturma ve teratom oluşturma

kapasitesine sahiptir.

3. Multipotent kök hücreler, sınırlı sayıda hücreye dönüşebilme potansiyeline

sahiptirler. Örnek olarak kordon kanından elde edilen kök hücreler uygun uyarılarla

kas hücresi, nöron gibi farklı hücrelere dönüşebilmektedir.

4. Oligopotent kök hücreler, progenitör hücrelerin sadece bir kaç hücre tipine

farklılaşabilen grubudur.

5. Unipotent kök hücreler, prekürsör hücrelerdir ve sadece tek hücre tipine

farklılaşma yeteneğine sahiptir.

Kök hücreler elde edildikleri kaynaklara göre başlıca iki gruba ayrılmaktadır:

1. Embriyonik kök hücreler

2. Embriyonik olmayan kök hücreler

a. Hematopoetik kök hücreler
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       - Kemik iliği kök hücreleri

       - Periferik kan kök hücreleri

       - Göbek kordon kanı kök hücreleri

b. Stromal (mezenkimal) kök hücreler

       c. Organlarda yerleşik diğer erişkin kök hücreleri

2.10.1. Embriyonik Kök Hücreler

Embriyolojik gelişimin erken evrelerinde blastosist aşamasındaki embriyonun

iç hücre kitlesinden elde edilen, vücuttaki her hangi bir farklılaşmış hücreyi

oluşturma yeteneğine sahip  pluripotent hücrelerdir (Wobus 2001).

2.10.2. Embriyonik Olmayan Kök Hücreler

Bir doku veya organdaki farklılaşmış hücreler arasında bulunan

farklılaşmamış hücreler olup, kendi kendini yenileyebilme ve içinde bulunduğu doku

veya organın özelleşmiş hücre tiplerine farklılaşabilme yeteneğine sahip hücrelerdir

(Wobus 2001).

2.10.2.1. Hematopoetik Kök Hücreler

Üzerinde en çok çalışılan ve tedavide yaygın olarak kullanılan erişkin kök

hücreleridir. Kendi kendini yenileyebilme ve bütün matür kan hücrelerine

farklılaşabilme özellikleri vardır. Kemik iliği, periferik kan, kordon kanı ve fetal

karaciğerden elde edilebilmektedir. Kemik iliğindeki kök hücrelerin en az üç primitif

kök hücre topluluğunu içerdiği düşünülmektedir (Pittenger ve ark. 1999; Dieterlen-

Lièvre ve ark. 2002; Reyes ve ark. 2002).

1. Hemanjioblastlar; hematopoetik ve endotel kök hücrelerinin öncüleridir.

2. Mezenkimal kök hücreler; bu hücrelerden stroma, kas, kemik, kıkırdak ve

yağ hücreleri gelişebilmektedir.

3. Multipotent erişkin progenitör hücreler; ektoderm, mezoderm ve

endodermal seri hücrelerini oluşturabilmektedir.
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2.10.2.2. Mezenkimal (Stromal) Kök Hücre

Mezenkimal kök hücreler, kemik iliğinden köken alan ve uygun uyaranlarla

üç temel seri olan osteojenik, kondrojenik ve adipojenik seriye farklılaşabilen

fibroblast benzeri multipotent hücrelerdir (Pansky ve ark. 2007). CD73, CD54

(ICAM-1), CD105, CD39, CD49e gibi belirteçleri eksprese etmektedir. Aynı

zamanda mezoderm kökenli hücreler ile mezoderm kökenli olmayan çok çeşitli

hücrelere farklılaşabildikleri gösterilmiştir (Krause ve ark. 2001). MKH’ler veya

progenitör hücrelerin öncelikli kaynağı kemik iliği olarak düşünülse de sayısı gün

geçtikçe artan diğer dokulardan da bu hücreler elde edilebilmektedir. Kordon kanı,

göbek kordonundaki Wharton jölesi, plasenta, adipoz doku, dermis, periost,

damarların adventisya tabakası ve periodontal ligament bu dokulara örnektir

(Erickson ve ark. 2002; Ateş 2016).

MKH’ler destek doku hücresi olmaları ile ilişkili olarak çok sayıda molekül,

sitokin, kemokin, enzim ve ekstraselüler matriks proteinlerini sentezlemektedir.

MKH’ler laboratuvar ortamında kök hücre özelliklerini koruyarak kolaylıkla

çoğaltılabilmektedir. Hücresel tedaviler içerisinde MKH’lerin öne çıkma nedenleri:

1. Bu hücreler destek dokusuna ait hücrelere (kemik, kıkırdak, yağ, tendon,

ligament) diferansiyasyon gösterebilmektedir.

2. Bir çok farklı doku hücresine (kalp, karaciğer, pankreas, sinir sistemi)

transdiferansiyasyon kapasiteleri vardır.

3. Migrasyon yetenekleri sayesinde hasarlı bölgeye göç edebilmekte ve

hasarlı hücrelerle füzyona gidebilmektedir.

4. Çeşitli faktörler sağlayarak hasarlı hücre/doku tamirine katkı

sağlamaktadır.

5. İmmünosüpresif / non-immünojenik özelliktedirler.

6. Anjiyojenik, antiapoptotik, antiinflamatuvar etki göstermektedir.
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2.10.2.3. Organlarda Yerleşik Kök Hücreler

Birincil görevleri bulundukları dokuda hücre ölümü veya doku hasarı

meydana geldiğinde kısmen dokuyu tamir etmektir. Kök hücresi içerdiği bildirilen

bir çok erişkin organ ve doku mevcuttur. Beyin, spinal kord, diş kökü, kan damarları,

çizgili kas, derinin epitel tabakası, sindirim sistemi, kornea, retina, karaciğer ve

pankreas bu dokulardandır. Nonembriyonik kök hücreler (dokuya spesifik kök

hücreler) dokularda nadir bulunmaktadır. Birincil görevleri bulundukları dokuda

hücre ölümü veya doku hasarı meydana geldiğinde kısmen dokuyu tamir etmektir.

Bu çalışmada kemik iliği kaynaklı  mezenkimal kök hücre uygulamasının

ortodontik diş hareketi üzerine etkisinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır.

Çalışmamızın sıfır hipotezi, kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücre

uygulamasının ortodontik diş hareketini hızlandıracağıdır.



25

3. GEREÇ VE YÖNTEM

Bu çalışmanın etik kurul onayı Selçuk Üniversitesi Deneysel Tıp Uygulama

ve Araştırma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alındı. (12.09.2018;

2018-33). Araştırma için gerekli deneysel bütçe (sarf malzeme ve hizmet alımı)

Necmettin Erbakan Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinatörlüğü NEÜ-

BAP-181924004 numaralı proje desteği ile karşılandı. Proje kapsamında; rat femur

kemik iliğinden hücre izolasyonu Selçuk Üniversitesi Diş Hekimliği Fakültesi

Araştırma Merkezi Hücre Kültürü Laboratuvarında ve  izole edilen hücrelerin

mezenkimal kök hücre karekterizasyonu İstinye Üniversitesi Kök Hücre ve Doku

Mühendisliği Departmanı’nda yapıldı. Ratlara yapılan anestezi, tıbbi uygulamalar ve

dekapitasyon Selçuk Üniversitesi Deneysel Tıp Uygulama ve Araştırma Merkezi’nde

gerçekleştirildi. Mikro bilgisayarlı tomografi (BT) çekimleri ODTÜ Biyoteknoloji

Araştırma Ünitesi’nde yapıldı.

3.1. Deney Hayvanları Üzerinde Yapılan İşlemler

Araştırma Selçuk Üniversitesi Deneysel Tıp Uygulama ve Araştırma Merkezi

laboratuvarında, laboratuvar hayvan kullanım koşullarına uygun olarak

gerçekleştirildi. Çalışma öncesi Dolci ve ark. (2018) tarafından yapılan araştırmaya

dayanarak güç analizi yapıldı. Her bir grupta ortodontik diş hareket miktarını

değerlendirmek için, %80 güç ve α=0,05 anlamlılık düzeyinde olacak şekilde 9’ar

adet rat ile çalışılabileceği hesaplandı.Araştırmada mezenkimal kök hücre izolasyonu

ve ortodontik aparey uygulaması için 1 adet rat kullanılarak ön çalışma yapıldı.

Negatif kontrol (9 adet rat), pozitif kontrol (10 adet rat) ve mezenkimal kök hücre

enjeksiyon grubu (10 adet rat), ön çalışma (1 adet rat) olmak üzere deneyde toplam

30 adet rat kullanıldı (Şekil 5). Ortalama ağırlığı 270,28±10,29 gram olan 12 haftalık

Wistar cinsi dişi ratlar çalışmaya dahil edildi.
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Şekil 5. Deney akış şeması.

            Ratlar plastik kafeslerde tekli olarak muhafaza edilip standart pelet cinsi yem

(Bil-yem Gıda San. Tic. Ltd. Şti. Ankara, Türkiye) ve su ile beslendi.Ratların

fizyolojik gereksinimleri, bakımları, anestezileri ve tüm cerrahi işlemler aynı

merkezde bulunan veteriner hekim kontrolünde sağlandı. Çalışma boyunca 20-24°C

sıcaklık %30-40 nem oranına sahip ortamda; 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık

koşullara maruz bırakıldı. Deneye başlamadan 1 hafta önce ratlar kafeslerine

yerleştirilerek ortamlarına alışmaları sağlandı (Şekil 6 a,b).Randomize olarak ayrılan

ratların kuyrukları ait oldukları gruba göre farklı renk ojelerle boyandı ve ayrıca

gruplarına göre farklı renkte etiketlerle numaralandırılmış tekli kafeslerine

yerleştirildi. Çalışma boyunca ratların belirlenen kriterler ölçüsünde (haftalık kilo

alımı kaybı, aparey kırılması ve yumuşak doku enflamasyonu) kontrolleri yapıldı.
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Şekil 6 (a) Ratların tekli kafeslerdeki görünümü (b) kafeslerin toplu görünümü.

Deney öncesi yapılan ön çalışmada aynı rat üzerinde çalışma protokolüne

uygun anestezi uygulanarak hem ağız içi ortodontik aparey uygulaması için prova

hem de mezenkimal kök hücre izolasyonu için femur doku eldesi sağlandı (Şekil 7

a,b).

Şekil 7 (a) Ön çalışma sırasında doku eldesi için kullanılan her iki femur; ( b) elde edilen kemik iliği
aspiratları.

Deney planlaması aşağıdaki gruplar ve bu gruplardaki belirlenen rat sayıları

ile yapıldı.Buna göre ratlar rastgele olarak üç gruba ayrıldı:

·Negatif kontrol grubu (NKG): maksillalarına her hangi bir işlem yapılmayan

grup (n=9).

·Pozitif kontrol grubu (PKG): Sol maksillalarına yerleştirilen apareyler ile

ortodontik diş hareketi sağlanan ancak  mezenkimal kök hücre uygulanmayan grup

(n=10).

a b

a b
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·Kök hücre enjeksiyon grubu (KHEG): Sol maksillalarına yerleştirilen

apareyler ile sonra ortodontik diş hareketi sağlanan ve  mezenkimal kök hücre

uygulanan grup (n=10).

Ratların bir haftalık alışma süreleri sonunda PKG ve KHEG’ye apareylerin

yerleştirilmesi ve KHEG’ye  femurdan izole edilen mezenkimal kök hücre

uygulaması aynı anda ve genel anestezi altında yapıldı. İndüksiyon 13 mg/kg ksilazin

hidroklorür (Rompun % 2, Bayer, Leverkusen, Almanya) ile birlikte 87 mg / kg

Ketamin hidroklorür-Benzetonyum klorür  (Ketasol %10, Richterpharma, Wels,

Avusturya) intramüsküler enjeksiyonu ile sağlandı. Uygun ağız açıklığı, kafa

pozisyonu ve yumuşak doku retraksiyonu sağlamak için özel tasarlanmış oral

retraktör kullanıldı ve ratlar çalışma masasına sabitlendi (Şekil 8 a,b).

Şekil 8 (a) Retraktörün rat ağzında uygulanmış hali. (b) Ratlar için hazırlanan oral retraktör

Polivinil siloksan (Zhermack, Badia Polesine, İtalya) ölçü malzemesi ile

başlangıç maksilla modelleri elde edildi (Şekil 9). Takiben ortodontik apareyler

yerleştirildi. Bu işlem daha önce tanımlanan yöntemlere (Brudvik ve Rygh 1993;

Franzen ve ark. 2015; Kraiwattanapong ve Samruajbenjakun 2018) uygun olarak, sol

birinci moları meziyale doğru hareket ettirmek için, maksiller sol birinci molar ve

kesiciler arasına 0,010 inch tel kalınlığı ve 0,030 inch sarmal çapına sahip elastik

nikel-titanyum kapalı sarmal yaylar yerleştirilerek gerçekleştirildi (Dentaurum,

Ispringen, Almanya). Bu yaylar 0,010 inch paslanmaz çelik tellerle bağlandı. Sarmal

yaylara bağlı çelik teller arka bölgede 1 ve 2. molar dişlerin gingival embraşüründen

geçirilerek molar dişlerin etrafına sarıldı ve sabitlendi. Sarmal yayların kuvveti 50 gr

olacak şekilde ayarlandı (Şekil 10 ve 11). Uygulanan kuvvetler bir ağız içi

dinamometre (Haag-Streit Diagnostics, Koeniz, Switzerland) kullanılarak

a b
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standardize edildi. Tellerin diş yüzeyinden kaymasını önlemek için, teller

geçirilmeden önce ön kesici dişlerde yuvarlak uçlu frez ile retansiyon olukları

oluşturuldu. Rat kesici dişlerinin sürekli erupsiyonu nedeniyle, üst kesici dişlerdeki

retansiyon olukları mümkün olduğunca dişetine yakın hazırlandı. Teller ön bölgede

kesici dişlerin  etraflarına sarıldı ve kesici dişlerin distal yüzeylerinde akışkan

kompoist rezin (Transbond XT, 3M, ESPE, ABD)  kullanılarak stoplar oluşturuldu.

Birinci moların meziale hareketini sağlamak için aparey 14 gün süreyle ağızda

bırakıldı.

Şekil 9. Ratların maksillalarından polivinil siloksan ölçü malzemesi ile alınan başlangıç maksilla
modelleri.

Şekil 10. Maksiller sol birinci molar ve kesiciler arasına ortodontik aparey yerleştirilmiş hali.
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Şekil 11. Maksiller sol birinci molar ve kesiciler arasına ortodontik aparey yerleştirilmesini gösteren
şematik çizim.

3.2. Mezenkimal kök hücre uygulaması

3.2.1. Mezenkimal kök hücre izolasyonu

 Ön çalışma amacıyla planlanan ratın dekapitasyon sonrası femuru alınarak %

10 Fetal Bovine Serum(FBS), 100 u/ml, 100 u/ml streptomisin, %1 glutamin içeren

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) taşıma solüsyonu içerisinde hızlı bir

şekilde hücre kültürü laboratuvarına getirildi. Labaratuvara getirilen femur örnekler

laminar flow kabin altında steril koşullarda üzerindeki doku kalıntılarından

temizlenerek tekrarlanan işlem basamakları ile 50 ml’lik falkon tüp içerisinde

yıkandı.Bu işlem ardından femur örnekler 60 mm’lik hücre kültürü petri kabı

içerisine alınarak tekrar %10 FBS DMEM (100 u/ml penisilin, 100 u/ml

streptomisin, %1 glutamin) ile yıkama işlemine tabi tutulup olası doku kaynaklı

kontamisyonun önüne geçildi. Femurların proksimal ve distal epifizleri makas

yardımıyla uzaklaştırıldı. Femur 3 ml %10 FBS DMEM (100 u/ml penisilin, 100

µg/ml streptomisin, %1 glutamin) ile yıkanarak kemik iliği aspiratı elde edildi.Elde

edilen kemik aspiratı üzerine 5 ml %10 FBS DMEM (100 u/ml penisilin, 100 µg/ml

streptomisin, %1 glutamin) ilave edilerek 2500 rpm 3 dk oda ısısında santrifüj edildi.

Santrifüjleme işlemi iki kez tekrarlanarak içerisinde kemik iliği hücrelerini

bulunduran pelet 60 mm'lik hücre kültürü kabına aktarılıp üzerine 3 ml % 10 FBS

DMEM (100 u/ml penisilin, 100 µg/ml streptomisin, %1 glutamin) eklenerek % 5

CO2 içeren hücre kültürü inkübatörüne kaldırıldı. Bu işlemi takipeden 5. günde

femur kemik iliği aspiratından hücrelerin 60 mm'lik hücre kültürü kabının tabanına

ataçmanı inverted mikroskop (IM) ile görüntülendi.
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Şekil 12. Femur kemik iliğinden elde edilen MKH'lerin izolasyon sonrası 5. gün IM görüntüsü (10X).

Femur kemik iliğinden izole edilen hücreler 60 mm'lik hücre kültürü kabının

% 80 oranında doldurduklarında hücre kültürü kabının içerisindeki % 10 FBS

DMEM (100 u/ml penisilin, 100 µg/ml streptomisin, %1 glutamin) aspire edildi.

Devamında hücreler phosphate buffered saline (PBS) ile yıkandıktan sonra hücrelere

1 ml Tripsin-EDTA ilave edilip 5 dk % 5 CO2 içeren su bazlı inkübatörde

bekletilerek hücrelerin kap yüzeyinden ayrılmaları sağlandı. İnkübasyon işlemi

sonrasında içerisinde tripsin-edta ortamı bulunan hücreler üzerine % 10 FBS DMEM

(100 u/ml penisilin, 100 µg/ml streptomisin, %1 glutamin) ilave edilerek tripsin-edta

çalışması inhibe edilerek hücre süspansiyonu 15 ml'lik falkon tüp içerisine toplanıp

2500 rpm'de 3 dakika santrifüj edildi. Elde edilen hücre peleti 100 mm'lik hücre

kültürü kabına aktarılıp % 5 CO2 içeren su bazlı inkübatöre kaldırılarak hücrelerin

pasaj 2 aşamasına gelmesi sağlandı. Devam eden günlerde hücrelerin ortamı % 10

FBS DMEM (100 u/ml penisilin, 100 µg/ml streptomisin, %1 glutamin)

değiştirilerek IM ile gelişimleri takip edildi. Hücreler 14 gün sonunda aynı pasajlama

prosesi uygulanarak mezenkimal kök hücre karakterizasyonları için transfer edilmek

üzere pasaj 3 aşamasına getirildi (Şekil 12, 13).
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Şekil13: Femur kemik iliğinden elde edilen MKH'lerin pasaj 3 IM görüntüsü (10X).

3.2.2. Femur kemik iliği MKH’lerin karakterizasyonu

Femur kemik iliğinden izole edilip hücre kültürü ortamında pasaj 3 aşamasına

getirilen hücrelerin mezenkimal kök hücre karekterizasyonları yapıldı.Bunun için

hücreler FACS Calibur (BD Biosciences, San Jose, ABD) cihazı ile CD90, CD44

pozitif ve CD45,CD34,CD11b negatif belirteçleri yüzey antijenleri açısından analiz

edilip veriler,MHC Sınıf I ve MHC Sınıf II Hücre Quest yazılımı (BD Biosciences,

San Jose, ABD) ile değerlendirildi. (Şekil 14).
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Şekil 14. Rat femurundan elde edilen mezenkimal kök hücre akış (flow) sitometrisi sonuçları.

3.2.3. Femur Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin Green

Fluorescent Protein( GFP) İle İşaretlenmesi

 Femur  Kemik  iliği  MKH’ler,  pGFP-N  (Clontech,  Palo  Alto,  ABD)  kit

protokolüne uygun olarak  elektroporazyon (Neon Transfeksiyon Sistemi, Invitrogen,

Carlsbad, ABD) ile transfekte edildi. Transfekte edilmiş mezenkimal kök hücreler

işlem sonrası ilk 48 saat boyunca %10 FBS DMEM ile idame edilip G418 (200 ug /

ml)kullanılarak seçildi. GFP-pozitif hücrelerin oranı, akış sitometresinde belirlendi.

Araştırmada kullanılan MKH’lerin, GFP için %90’'nın üzerinde pozitif okuma

gösterdiği tespit edildi. (Şekil 15).
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Şekil 15.  Femur kemik iliği kaynaklı  mezenkimal kök hücrelerin yeşil floresan protein (green
fluorescent protein( GFP) ile işaretlenmesi (Büyütme X 10).

3.2.4. Femur mezenkimal kök hücrelerin enjeksiyona hazır hale getirilmesi

 Femur MKH’ler GFP ile işaretleme işlemi sonrasında  %10 FBS DMEM

ortamları aspire edildi (Şekil 16). Devamında hücreler tripsin-EDTA enzimi ile

muamele edilerek hücre kültürü kabından ayrılmaları sağlandı. Elde edilen hücre

süspansiyonun 10 µl'si Neubauer lamı ile sayılarak enjeksiyon yapılacak hücre sayısı

belirlendi (Şekil 17, 18).
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Şekil 16. Mezenkimal kök hücrelerin içerisinde bulunduğu
medyanın aspire edilmesi.

Şekil 17. Yapışan hücrelerin pipet yardımıyla tüpe toplanması.

Şekil 18. Neubauer camı.
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3.2.5. Femur MKH’lerin Ratlara Transferi

KHEG’deki ratların sol üst birinci molar dişlerinin periodontal ligament

aralığına MKH’lerin transferi için, deneyin 1, 6 ve 11. günlerinde genel anestezi

altında enjeksiyonlar gerçekleştirildi. Enjeksiyonlar 30 gauge insülin enjektörleri

(Ayset, Adana, Türkiye) kullanılarak yapıldı (Şekil 19).KHEG’deki  her diş için250

x 103 / 25μl    hücre hazırlandı ve üst birinci molar dişlerin mezio-vestibüler ve

mezio-palatinal köşelerinden, 125 x 103 /12.5 μl olmak üzere  eşit miktarlarda

enjekte edildi (Şekil 20).

Şekil 19. Femur MKH kök hücre enjeksiyonu için kullanılan 30 gauge ölçüsünde enjektör.

Şekil 20. Ratların üst birinci molar dişlerin mezio-vestibüler ve mezio-palatinal köşelerinden MKH
enjeksiyonu.
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3.3. Değerlendirme yöntemleri

3.3.1. Ortodontik diş hareketi miktarının ölçümü

Ortodontik diş hareketinin klinik olarak tespiti için, uygulama başlangıcı ve

sonunda alınan ölçülerden edilen alçı modeller üzerinde dijital kumpas (RS Pro,

Northants, İngiltere) yardımıyla, üst birinci molar dişin distal kasp tepesi ile üst

ikinci molar dişin mezial kasp tepesi arasındaki mesafenin ölçümü yapıldı (Şekil 21,

22 a,b). Son ve ilk ölçümler arasındaki fark ortodontik diş hareketi miktarı olarak

tanımlandı ve bu mesafe farkları karşılaştırıldı. Tüm ölçümler kör bir araştırmacı

tarafından yapıldı.

Şekil 21. Dijital kumpas.

Şekil 22. Ortodontik diş hareketinin klinik olarak tespiti için, uygulama
başlangıcı (a) ve sonunda (b) elde edilen alçı modeller.

3.3.2. Mikro BT

Dekapitasyon sonrası toplam 30 maksilla çıkarıldı ve %4’lük paraformaldehit

içinde fikse edildi. Mikro BT analizi (Skyscan 1172, Kontich, Belçika), 100 kV ve

100 mA'da, yaklaşık 720 ms'lik bir pozlama süresi ve voksel büyüklüğü 7,5 µm

olarak yapıldı (Şekil 23). Işın Sertleşmesini (Beam Hardening) azaltamak amacıyla

Aliminyum ve Bakır filtreler kullanıldı. Tarama prosedürü, numune başına yaklaşık

1 saat sürdü ve 1,024x1,024 piksel çözünürlükte yaklaşık 1,000 adet iki boyutlu

görüntü elde edildi. Kemik Mineral Yoğunluğu ölçümleri için 0,25 ve 0,75 g/cm3

yoğunluğuna sahip kalsiyum hidroksiapatit (CaHA) kalibrasyon çubukları örneklerle

aynı şekilde tarandı. Kalibrasyondan sonra, maksiller ikinci moların oklüzal

yüzeyine paralel olarak 29 hemi-maksilla tarandı (Şekil 24). Elde edilen verilerin

a b
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yeniden yapılandırılması yerleşik yazılım (NRecon) ile yapıldı. Mikro BT’de birinci

moların meziale olan hareket miktarı ve mikroyapısal parametreler ölçüldü.

Şekil 23. Mikro BT cihazı.

Şekil 24. Numunelerin mikro BT cihazında görüntülenmesi.

Meziale olan hareket için mesafenin ölçülmesi: Diş hareketinin miktarı iki

boyutlu enine bir kesitten, birinci moların meziale doğru hareket miktarını tespit

etmek için, birinci molar dişin minesinin en distal noktası ile ikinci molar dişin

minesinin en mezial noktası arasındaki mesafe ölçüldü (Şekil 25). Bu noktalar birinci

moların distobukkal kökü ve mezial kökünün maksimal çapından geçen longutüdinal

kesit üzerinde ortaya koyuldu (Şekil 26 a,b,c,d).
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Şekil 25. Diş hareketi miktarının ölçümünün yapıldığı iki boyutlu enine kesit.

Şekil 26. Ortodontik diş hareketini gösteren enine kesitler; (a ve b) negatif kontrol grubuna ait mikro
BT görüntüleri, (c ve d) mezenkimal kök hücre uygulanan grupta ortodontik diş hareketi  sonrası
mikro BT görüntüleri.

PDL aralığının değerlendirilmesi: Mikro BT incelemesinde,  meziobukkal

ve distobukkal köklerin orta üçlü seviyesinden alınan aksiyel kesitlerde PDL aralık

mesafesi değerlendirildi. PDL aralık mesafesi ölçümleri dişin hareket yönünde ve

hareket yönünün tersinde yapıldı (Şekil 27 a,b). Elde edilen ölçümler gruplar arası

karşılaştırıldı.

a b

c d
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 Şekil 27. PDL aralığının değerlendirildiği köklerin orta üçlü seviyesinde alınan aksiyal kesit
görüntüsü 1; mesiobukkal 2; distobukkal kök. PDL aralığı dişin hareket yönünde (M) ve dişin
hareketinin tersi yönünde (D) mesafe ölçümü yapıldı.

Mikroyapısal parametrelerin değerlendirilmesi: Alveol kemiğinin ilgi

bölgesi (region of interest: ROI), daha önce tarif edilen ve alveolar kemiğin integral

mikroyapısını gösteren yönteme göre seçildi (Dempster ve ark. 2013). Maksiller sol

birinci moların distobukkal kökünün meziali servikal üçte birinde, 210x210x210 µm

küp trabeküler kemik, ayrı ayrı analiz için seçildi. Küp ile kök arasındaki mesafe 100

µm idi. Alveoler kemiğin üç boyutlu mikro yapısı mikro�BT'ye bağlı yazılım

kullanılarak analiz edildi (Scanco® yazılımı sürüm 3.7; Scanco Medical AG®,

Brüttisellen, İsviçre). Değerlendirilen parametreler:

· Kemik mineral yoğunluğu (BMD, mg cm3),

· Kemik hacmi / toplam hacim (BV / TV,%) (kemik olarak kabul edilen
mineralize dokuların [BV], konturlar ile çevrili toplam hacme [TV]  oranı),

· Trabeküler kalınlık (Tb.Th, mm),

· Trabeküler sayı (Tb.N, mm � 1) ve

· Trabeküler seperasyon (mm)

Şekil 28. Kemik mikroyapısal kompenentlerin incelendiği bölge (ROI ).Birinci molar dişin
distobukkal köküne komşu alan.

ROI
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3.4. İstatistiksel analiz

Tüm istatistiksel analizlerde R Version 3.6.1(www.r-project.org) programı

kullanıldı. Parametrelere ilişkin bulgular ortalama, standart sapma, minimum ve

maksimum değerler olarak sunuldu. İstatistiksel analizlerde anlamlılık için p<0,05

alındı. İstatistiksel analizler öncesinde normallik varsayımı Shapiro Wilk normallik

testi, varyansların homojenliği varsayımı Levene testi ile kontrol edildi.

Parametrelerin grup içi karşılaştırılmasında iki bağımlı örneklem t testi, gruplar arası

karşılaştırılmasında ise varsayımları (normallik ve varyansların homojenliği)

sağlayan parametreler için Tek Yönlü Varyans analizi, sağlamayan parametreler için

Kruskal Wallis testi kullanıldı. Kruskal Wallis testi sonucunda istatistiksel olarak

anlamlı farklılık bulunan parametrelerin gruplar arası ikili karşılaştırmasında

Conover-Iman testinden yararlanıldı. Conover-Iman testi sonucunda anlam

seviyesinde Bonferroni düzeltmesi yapıldı ve istatistiksel anlamlılık için p<0,016

alındı. Mikro-BT ile yapılan hareket ölçümleri ile klinik olarak yapılan hareket

ölçümleri arasındaki uyum Spearman’ın Rho korelasyon katsayısı, sınıf-içi

(intraclass) korelasyon katsayısı (ICC) ve konkardans (concordance) korelasyon

katsayısı (CCC) ile ölçüldü, ayrıca Bland-Altman grafiği ile ölçümler arasındaki

uyum görsel olarak desteklendi. Spearman’ın Rho katsayısı 0-0,29 arasında iken

ilişki yok veya çok düşük dereceli ilişki, 0,30-0,49 arasında iken zayıf ilişki, 0,50-

0,69 arasında iken orta dereceli ilişki, 0,70-0,89 arasında iken yüksek dereceli ilişki

ve 0,90-1,00 arasında iken oldukça yüksek ya da tam ilişki olarak kabul edildi

(Mukaka, 2012). Sınıf-içi korelasyon katsayısı, 0,90 ve üzerinde olduğunda yüksek,

0,75-0,90 arası orta derece, 0,75’in altı ise zayıf tekrarlanabilirlik olarak ifade edildi

(Koo ve Li, 2016). Konkordans korelasyon katsayısı ise, 0,90 altında zayıf, 0,90-0,95

arasında orta, 0,95-0,99 arasında yüksek, 0,99 üzerinde ise tam uyum olarak kabul

edildi (McBridge, 2005). Bland-Altman analizinde, farkların 0 etrafında ve ±1,96

aralığında dağılması istendi (Bland ve Altman, 1986).
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4. BULGULAR

Her üç grupta ratların ağırlıklarının karşılaştırmasında, çalışma başında ve

sonunda gruplar arasında benzer bulunmuştur (p�0,05). Klinik olarak tespit edilen

ortodontik hareket miktarı ile mikro-BT ile ölçülen hareket miktarı ölçümleri

arasındaki uyum, Spearman’ın Rho korelasyon katsayısı, sınıf-içi korelasyon

katsayısı ve konkordans korelasyon katsayıları ile belirlenmiştir. Elde edilen

sonuçlara göre, tüm uyum istatistiklerinde iki ölçüm tekniği arasındaki uyumun

yüksek olduğu belirlenmiştir (Tablo 1).

Tablo 1. Klinik olarak ve mikro-bt ile ortodontik diş hareket ölçüm sonuçları arasındaki ilişki ve
uyum.

İlişki ve Uyum İstatistikleri
Çalışma Grupları

PKG (%95 GA) KHEG (%95 GA)

Spearman’s Rho Korelasyon Katsayısı (ρ) 0,933 (0,734 – 0,984) 0,957 (0,824 – 0,990)

Sınıf-içi (Intraclass) Korelasyon Katsayısı (ICC) 0,978 (0,910 – 0,994) 0,983 (0,932 – 0,996)

Konkordans Korelasyon Katsayısı (CCC) 0,946 (0,806 – 0,986) 0,967 (0,886 – 0,991)

Bland-Altman grafiğine göre, mikro-BT ve klinik olarak ölçülen ortodontik

hareket miktarlarının uyumlu olduğu sadece kök hücre grubunda ölçülen bir değerin

uyum sınırları dışında kaldığı görüldü (Şekil 29).

Şekil 29. Mikro-BT ve klinik tekniklerle ölçülen ortodontik hareket miktarlarına ilişkin Bland-Altman
grafiği.
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Çalışma gruplarına göre klinik ve mikro-BT teknikleri ile ölçülen ortodontik

hareket miktarı arasındaki ilişki saçılım grafiği ile sunulmuştur (Şekil 30).

Şekil 30. Klinik ve mikro-BT teknikleri ile ölçülen hareket miktarlarına ilişkin saçılım grafiği.

Mikro-BT ile ortodontik diş hareketi ölçümlerinin gruplar arasında

karşılaştırılmasında normal dağılım göstermediği için non-parametrik olan Kruskal

Wallis testi kullanılmıştır. Mikro-BT ile tespit edilen ortodontik hareket miktarının

gruplara göre anlamlı bir şekilde farklılık gösterdiği tespit edilmiştir (p<0,05).

Farklılıkların hangi gruplar arasında olduğunu belirlemek için, Conover-Iman çoklu

karşılaştırma testinden yararlanılmıştır. Conover-Iman testi için anlamlı farklılığı

belirlemede anlam seviyesinde Bonferroni düzeltmesi yapılarak p<0,016 alınmıştır

(Tablo 2).

Pozitif kontrol grubunda mikro-BT ile ölçülen hareket ortalaması 155,80

±16,69 μ olarak hesaplanmıştır. Pozitif kontrol grubu mikro-BT ile ölçülen hareket

miktarını diğer gruplar ile karşılaştırıldığında, negatif kontrol grubundan anlamlı bir

şekilde daha yüksek (p<0,016) ve kök hücre grubundan anlamlı bir şekilde daha

düşük olduğu belirlenmiştir (p<0,016).
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Kök hücre grubunda mikro-BT ile ölçülen hareket ortalaması 249,30±29,45

μ olarak hesaplanmıştır. Kök hücre grubunda mikro-BT ile ölçülen hareket miktarı

diğer gruplar ile karşılaştırıldığında, negatif kontrol grubundan (p<0,016) ve pozitif

kontrol grubundan anlamlı bir şekilde daha yüksek olduğu belirlenmiştir (Şekil 31)

(p<0,016).

Tablo 2. Mikro-BT ile yapılan ortodontik diş hareketi ölçümlerinin gruplara göre karşılaştırılması.

Mikro-BT ölçümü(μ) Çoklu karşılaştırma

Çalışma Grupları Ort SS Min Maks p-değeri 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

Şekil 31. Mikro-BT ile ölçülen ortodontik diş hareket miktarlarını gösteren grafik.

Mikro-BT ile ölçülen kemik hacmi/ toplam hacim oranının gruplar arasında

karşılaştırılmasında ‘’tek yönlü varyans analizi’’ kullanılmıştır. Tek yönlü varyans

analizi sonucuna göre Mikro-BT ile ölçülen kemik hacmi/ toplam hacim oranının

gruplara göre anlamlı bir şekilde farklılık gösterdiği tespit edilmiştir (p<0,05).

Farklılıkların hangi gruplar arasında olduğunu belirlemek için Tukey HSD çoklu

karşılaştırma testinden yararlanılmıştır (Tablo 3).

Negatif kontrol grubunda kemik hacmi/ toplam hacim oranı ortalaması %

84,28±0,73 olarak hesaplanmıştır. Diğer gruplar ile karşılaştırıldığında, pozitif

kontrol grubuna kıyasla kemik hacmi/ toplam hacim oranının istatistiksel olarak
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anlamlı bir şekilde daha yüksek (p<0,05) olduğu tespit edilirken, kök hücre grubuna

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık olmadığı görülmüştür (p=0,502).

Pozitif kontrol grubunda ise kemik hacmi/ toplam hacim oranı ortalaması %

81,94±1,28 olarak hesaplanmıştır. Diğer gruplar ile karşılaştırıldığında, negatif

kontrol grubu ve kök hücre grubu oranından istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde

daha düşük olduğu belirlenmiştir (p<0,05). Kök hücre grubunda kemik hacmi/

toplam hacim oranı ortalaması % 83,71±1,18 olarak hesaplanmıştır. Diğer gruplar ile

karşılaştırıldığında, negatif kontrol grubu oranı ile istatistiksel olarak anlamlı bir

farklılık olmadığı tespit edilirken (p=0,502), pozitif kontrol grubu oranından

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha yüksek (p<0,05) olduğu görülmüştür

(Şekil 32).

Tablo 3. Mikro-BT ile ölçülen bone volume/total volume oranı parametresinin gruplara göre
karşılaştırılması.

% BT-BV/TV Oranı Çoklu karşılaştırma
Çalışma Grupları Ort SS Min Maks p-değeri NKG PKG KHEG
NKG 84,28 0,73 82,97 85,24 <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

Şekil 32. Mikro-BT ile ölçülen kemik hacmi/total hacim (BV/TV) oranlarını gösteren grafik.

Kemik mineral yoğunluğunun gruplar arasında karşılaştırılmasında tek yönlü

varyans analizi kullanılmıştır. Tek yönlü varyans analizi sonucuna göre kemik

mineral yoğunluğunun gruplara göre anlamlı bir şekilde farklılık gösterdiği tespit
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edilmiştir (p<0,05). Farklılıkların hangi gruplar arasında olduğunu belirlemek için

Tukey HSD çoklu karşılaştırma testinden yararlanılmıştır (Tablo 4, Şekil 33).

Tablo 4. Kemik mineral yoğunluğu parametresinin gruplara göre karşılaştırılması.
BMD [mg- cm3] Çoklu karşılaştırma

Çalışma Grupları Ort SS Min Maks p-değeri NKG PKG KHEG
NKG 3,57 0,45 2,97 4.21 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 yönlü ANOVA, Tukey HSD; *p<0,05

Şekil 33. Mikro-BT ile ölçülen kemik mineral yoğunluklarını gösteren grafik.

Negatif kontrol grubunda kemik mineral yoğunluğu ortalaması 3,57±0,45

mg-cm3 olarak hesaplanmıştır. Diğer gruplar ile karşılaştırıldığında, pozitif kontrol

grubu  kemik mineral yoğunluğundan istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha

yüksek (p<0,05) olduğu tespit edilirken, kök hücre enjeksiyon grubu kemik mineral

yoğunluğu ile istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık olmadığı görülmüştür (p>0,05).

Pozitif kontrol grubunda kemik mineral yoğunluğu ortalaması 2,75±0,60 mg-cm3

olarak hesaplanmıştır. Diğer gruplar ile karşılaştırıldığında, negatif kontrol grubu

yoğunluğundan istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha düşük (p<0,05) olduğu

tespit edilirken, kök hücre enjeksiyon grubu yoğunluğu ile istatistiksel olarak anlamlı

bir farklılık olmadığı görülmüştür (p>0,05). Kök hücre grubunda kemik mineral

yoğunluğu ortalaması 2,93±0,68 mg-cm3, standart sapması olarak hesaplanmıştır.

Diğer gruplar ile karşılaştırıldığında, negatif kontrol grubu ve pozitif kontrol grubu
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yoğunluklarından istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığa sahip olmadığı

görülmüştür (p>0,05).

Trabeküler kalınlığın gruplar arasında karşılaştırılmasında tek yönlü varyans

analizi kullanılmıştır. Tek yönlü varyans analizi sonucuna göre trabeküler kalınlığın

gruplara göre anlamlı bir şekilde farklılık gösterdiği tespit edilmiştir (p<0,05).

Farklılıkların hangi gruplar arasında olduğunu belirlemek için Tukey HSD çoklu

karşılaştırma testinden yararlanılmıştır (Tablo 5, Şekil 34).

Tablo 5. Trabeküler kalınlık parametresinin gruplara göre karşılaştırılması.
TB-Kalınlık( mm) Çoklu karşılaştırma

Çalışma Grupları Ort SS Min Maks p-değeri 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 Yönlü ANOVA, Tukey HSD; *p<0,05

Şekil 34. Mikro-BT ile ölçülen trabeküler kalınlık değerlerini gösteren grafik.

Negatif kontrol grubunda trabeküler kalınlık ortalaması 0,14±0,01 mm olarak

hesaplanmıştır. Diğer gruplar ile karşılaştırıldığında, pozitif kontrol grubu ve kök

hücre grubuna kıyasla trabeküler kalınlığın istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde

daha yüksek olduğu belirlenmiştir (p<0,05).

Pozitif kontrol grubunda trabeküler kalınlık ortalaması 0,11±0,02 mm olarak

hesaplanmıştır. Diğer gruplar ile karşılaştırıldığında, negatif kontrol grubu trabeküler

kalınlığına kıyasla anlamlı bir şekilde daha düşük olduğu tespit edilirken (p<0,05),
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kök hücre grubu trabeküler kalınlığı ile aralarında anlamlı bir farklılık

belirlenmemiştir (p>0,05).

Kök hücre grubunda trabeküler kalınlık ortalaması 0,10±0,02 mm olarak

hesaplanmıştır. Diğer gruplar ile karşılaştırıldığında, negatif kontrol grubu trabeküler

kalınlığına kıyasla anlamlı bir şekilde daha düşük olduğu tespit edilirken (p<0,05),

pozitif kontrol grubu trabeküler kalınlığı ile aralarında anlamlı bir farklılık

belirlenmemiştir (p>0,05).

Trabeküler sayısının gruplar arasında karşılaştırılmasında normal dağılım

göstermemesi nedeniyle non-parametrik olan Kruskal Wallis testi kullanılmıştır.

Kruskal Wallis testi sonucuna göre trabeküler sayının gruplara göre anlamlı bir

şekilde farklılık gösterdiği tespit edilmiştir (p<0,05). Farklılıkların hangi gruplar

arasında olduğunu belirlemek için Conover-Iman çoklu karşılaştırma testinden

yararlanılmıştır. Conover-Iman testi için anlamlı farklılığı belirlemede anlam

seviyesinde Bonferroni düzeltmesi yapılarak p<0,016 alınmıştır (Tablo 6, Şekil 35).

Tablo 6. Trabeküler sayı parametresinin gruplara göre karşılaştırılması.
Trabeküler sayı (mm-1) Çoklu karşılaştırma

Çalışma Grupları Ort SS Min Maks p-değeri NKG PKG KHEG
NKG 5,22 0,45 4,54 5,89 0,005* - 0,003* 0,002*
PKG 4,48 0,48 3,35 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

Şekil 35. Mikro-BT ile ölçülen trabeküler sayı değerlerini gösteren grafik.
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Negatif kontrol grubunda trabeküler sayısı ortalaması 5,22±0,45 mm-1 olarak

hesaplanmıştır. Diğer gruplar ile karşılaştırıldığında, pozitif kontrol grubu (p<0,05)

ve kök hücre grubu (p<0,05) trabeküler sayısına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı

bir şekilde daha yüksek olduğu belirlenmiştir.

Pozitif kontrol grubunda trabeküler sayısı ortalaması 4,48± 0,48 mm-1 olarak

hesaplanmıştır. Diğer gruplar ile karşılaştırıldığında, negatif kontrol grubu trabeküler

sayısına kıyasla anlamlı bir şekilde daha düşük olduğu tespit edilirken (p<0,05), kök

hücre grubu sayısı ile aralarında anlamlı bir farklılık belirlenmemiştir (p>0,05).

Kök hücre grubunda trabeküler sayı ortalaması 4,62± 0,82 mm-1 olarak

hesaplanmıştır. Diğer gruplar ile karşılaştırıldığında, negatif kontrol grubu trabeküler

sayısına kıyasla anlamlı bir şekilde daha düşük olduğu tespit edilirken (p<0,05),

pozitif kontrol grubu trabeküler sayısı ile aralarında anlamlı bir farklılık

belirlenmemiştir (p>0,05).

Trabeküler seperasyonunun gruplar arasında karşılaştırılmasında Kruskal

Wallis testi kullanıldı. Kruskal Wallis testi sonucuna göre Trabeküler

seperasyonunun gruplara göre anlamlı bir şekilde farklılık göstermediği tespit edildi

(p=0,100>0,05) (Tablo 7, Şekil 36).

Tablo 7. Trabeküler seperasyon parametresinin gruplara göre karşılaştırılması.
Trabeküler seperasyon (mm) Çoklu karşılaştırma

Çalışma Grupları Ort SS Min Maks p-değeri 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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Şekil 36. Mikro-BT ile ölçülen trabeküler seperasyon değerlerini gösteren grafik.

Dişin hareket yönündeki periodontal aralık mesafesinin gruplar arasında

karşılaştırılmasında Kruskal Wallis testi kullanıldı. Kruskal Wallis testi sonucuna

göre aralık mesafelerinin gruplara göre anlamlı bir şekilde farklılık gösterdiği tespit

edildi (p<0,05). Farklılıkların hangi gruplar arasında olduğunu belirlemek için

Conover-Iman çoklu karşılaştırma testinden yararlanıldı. Conover-Iman testi için

anlamlı farklılığı belirlemede anlam seviyesinde Bonferroni düzeltmesi yapılarak

p<0,016 alındı.

PKG’de periodontal aralık mesafesi (148,67 ± 10,04 μ), NKG (123,83 ±

17,85 μ) ve KHEG (133,94 ± 9,34 μ) grubundan istatistiksel olarak anlamlı bir

şekilde daha yüksekti. KHEG’de periodontal aralık mesafesi de negatif kontrol

grubundan anlamlı bir şekilde daha yüksekti (Tablo 8).

Tablo 8. Dişin hareket yönündeki periodontal aralık mesafesinin gruplar arası karşılaştırılması.
PDL aralık mesafesi (μ) Çoklu karşılaştırma

Çalışma Grupları Ort SS Min Maks p-değeri 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

Dişin hareket yönünün tersi yönündeki PDL mesafesinin gruplar arasında

karşılaştırılmasında Kruskal Wallis testi kullanıldı. Kruskal Wallis testi sonucuna

göre aralık mesafelerinin gruplara göre anlamlı bir şekilde farklılık gösterdiği tespit
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edildi (p<0.05). Farklılıkların hangi gruplar arasında olduğunu belirlemek için

Conover-Iman çoklu karşılaştırma testinden yararlanıldı. Conover-Iman testi için

anlamlı farklılığı belirlemede anlam seviyesinde Bonferroni düzeltmesi yapılarak

p<0,016 alındı.

PKG’de aralık mesafesi (197,17 ± 42,08 μ), NKH (124,78 ± 5,78 μ) ve

KHEG (164,67 ± 16,44 μ) grubundan istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha

yüksekti. Kök hücre grubunda aralık mesafesi de negatif kontrol grubundan anlamlı

bir şekilde daha yüksekti (Tablo 9, Şekil 37).

Tablo 9. Dişin hareket yönünün tersi yönünde periodontal aralık mesafesinin gruplar arası
karşılaştırılması.

PDL aralık mesafesi (μ) Çoklu karşılaştırma
Çalışma Grupları Ort SS Min Maks p-değeri 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

Şekil 37. Hareket yönüne göre periodontal aralık mesafesini gösteren grafik.
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ

Bu çalışmada, ratların maksillarında periodontal bölgeye kemik iliği kaynaklı

mezenkimal  kök hücre uygulanmasının, ortodontik diş hareketi üzerine olan etkisi

değerlendirilmiştir. Ortodontik apareylerle sağlanan hareket miktarı hem model

üzerinde, hem de mikro-BT ile değerlendirilmiş olup, MKH uygulamasının

ortodontik diş hareket hızını arttırdığı gözlenmiştir. Bu nedenle kemik iliği kaynaklı

mezenkimal hücre uygulamasının ortodontik diş hareketini hızlandırdığı hipotezi

kabul edilmiştir. Mikro-BT ile değerlendirilen alveolar kemiğin mikroyapısal

parametrelerinde de iyileşme tespit edilmiştir.

Dişe kesintisiz ortodontik kuvvet uygulandığında kuvvete bağlı aylık

meydana gelen ortalama diş hareketi 0.8 ile 1.2 mm arasında değişmektedir

(Sugimori ve ark,2018). Ortodontik kuvvete bağlı oluşan diş hareketinin hızını kemik

döngüsü, dansitesi ve PDL’nin hiyalizasyon derecesi sınırlamaktadır (Krishnan ve

Davidovitch, 2006). Ortodontik tedavinin hızlandırılması, uzun süreli tedaviye eşlik

eden yan etkilerin ortadan kaldırılması ya da azaltılması bakımından, hem hastalar

hem de ortodontistler için bir ihtiyaç olmuştur (O’Brien ve ark. 2009; Fleming ve

ark. 2015a). Ortodontik diş hareketi, diş soketinin etrafındaki alveolar kemikteki

temelde kemik yıkımı ve devamında kemik oluşumu ile ilgilidir. İskeletin

fonksiyonel adaptasyonunda görülen yıkım ve yapım mekanizmaları ortodontik diş

hareketi için de geçerlidir (Roberts ve ark. 2004). Kemik döngü hızı ortodontik diş

hareketinin derecesini de belirler. Kemik döngü hızı yüksek olduğunda, diş hareketi

hızlanırken, döngü hızı azaldıkça diş hareketi yavaşlar (Verna ve ark. 2000).

MHK’lerin daha önceki çalışmalarda tespit edilen kemik modelingi ve yeniden

şekillenmesi üzerine olan etkileri, temel mekanizması kemik döngüsüne dayanan

ortodontik diş hareketi üzerinde de olumlu etki yapmasını muhtemel kılmaktadır

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

Çalışmamızda kemik iliği kaynaklı MKH uygulamasının ortodontik diş

hareketi üzerine etkisini değerlendirmek için deneysel hayvan modeli

oluşturulmuştur. Deney hayvanı olarak ratlar kullanılmıştır. Bilimsel çalışmalarda

ratların tercih edilme nedenleri, hızlı üretilebilmeleri, elle tutulma ve

manuplasyonlarının kolay olması, yeni çevresel koşullara kolay uyum
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sağlayabilmeleri, kısa zaman süreleri içerisinde benzer özelliklere sahip grupların

oluşturulabilmesi ve düşük maliyetli olmalarıdır (Soylu ve Yücel 2012).

Çalışmamızda rat sayısı belirlenirken, Dolci ve ark. (2018) tarafından yapılan

araştırmaya dayanarak güç analizi yapılmıştır. Her bir grupta ortodontik diş hareket

miktarını değerlendirmek için, 9’ar adet rat ile çalışılabileceği hesaplanmıştır. Kök

hücre eldesi ve ön çalışma için 1 adet, negatif kontrol grubu için 9, pozitif kontrol ve

çalışma grupları için ise 10’ar adet olmak üzere toplam 30 adet rat kullanılmıştır.

Çalışmamız, Selçuk Üniversitesi Veteriner Fakültesi Deney Hayvanları Üretim ve

Araştırma Merkezi Etik Kurulu (SÜVDAMEK) Yönergesi’ne ve Russell ve Burch

(1959) tarafından geliştirilen, baş harflerinden dolayı 3R’ler olarak anılan

Replacement: yerine koyma, Reduction: azaltma ve Refinement: arındırma

ilkelerinine uygun olarak, güç analizi sonrası olabilecek en az sayıda rat ile

gerçekleştirilmiştir.

Ortodontik kuvvet uygulanmasını takiben insan ve ratlardaki meydana gelen

hücresel mekanizmalar birbirine benzemekle birlikte bazı farklılıklar vardır. Ratların

alveolar  kemiklerinde kemik iliği mesafesi ve osteonlar bulunmamaktadır. Ratlarda

kalsiyum metabolizması kemik dokusunun kendisinden ziyade intestinal

absorbsiyonla kontrol edilmektedir. Tüm bu durumlar birlikte değerlendirildiğinde

ratlardaki kemik yoğunluğunun insanlardakinden daha yüksek olduğu söylenebilir.

Kemiğin yeniden şekillenme aktivitesi de insanlardakinden daha hızlıdır. Ortodontik

kuvvet uygulanmasından sonra 6 saat kadar erken bir süre içerisinde hücresiz

hyalinize alanların formasyonu gözlenmiştir (Soylu ve Yücel 2012). Bunun yanında

uzun süreli ağır güçler uygulanmasından sonra periodontal aralığın daraldığı

bildirilmiştir. Ayrıca osteoid dokunun yokluğunun kemik depolanmasını geciktirdiği

tespit edilmiştir (Reitan 1967).

Çalışmamızda 12 haftalık dişi ratlar kullanılmıştır. Yapılan bir çalışmada, 6

haftalık ratlara kıyasla 30-40 haftalık ratlarda kemik döngü hızının  azaldığı, 50-100

haftalık ratlarda ise azalmanın daha fazla olduğu gözlenmiştir (Misawa ve ark.

2007). Dolci ve ark. (2018) 6 haftalık, Kraiwattanapong ve Samruajbenjakun (2018)

10-12 haftalık, Sugimori ve ark. (2018) 11 haftalık, Dutra ve ark. (2017) ise 15

haftalık ratlar üzerinde çalışmışlardır.  Çalışmamızda hem ağız içinde çalışma
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kolaylığı hem de daha genç ratlara kıyasla artmış fiziksel dayanıklılığa sahip

olmaları nedeniyle 12 haftalık ratlar tercih edilmiştir.

Literatürde ratlar üzerinde yapılan ortodontik çalışmanın amacına bağlı olarak

deney süresi farklılıklar göstermektedir (Amuk ve ark. 2016; Dolci ve ark. 2018).

Ratlardaki remodeling siklusu (aktivasyon - rezorpsiyon – formasyon) 14 gün

sürmektedir (Dutra ve ark. 2017).  Ratlarda diş hareketinin biyolojik süreci ile ilgili

çalışmaların süresinin iki hafta olması gerektiği bildirilmiştir (Ren ve ark. 2004).  Bu

nedenle çalışmamızda da deney süresi 14 gün olarak belirlenmiştir.

Apareyin yerleştirilmesinin ardından, hayvanların yeme alışkanlıklarındaki

bozukluk ilk başta geçici kilo kaybına neden olabilir. Sonuçta ortaya çıkan fizyolojik

stres periodontal doku cevabını etkileyebilmektedir (King ve Fischlschweiger 1982).

Ek olarak, apareyin yerleştirilmesine eşlik eden çiğneme aktivitesindeki değişiklik,

mekanik yük dağılımını ve deney tarafının yanı sıra kontrol tarafını da

etkileyebilmektedir. Bu nedenle birçok çalışmada deney ve kontrol grupları ayrı

kullanılmıştır (Gonzales ve ark. 2009; Dolci ve ark. 2018; Sugimori 2018, Ino-

Kondo 2018).  Söz konusu faktörlerin tümü göz önüne alındığında, bu çalışmada da

deney ve kontrol grupları ayrı gruplar olarak tasarlanmıştır.

Ratlar üzerinde yapılan ortodontik çalışmalarda diş hareketini sağlamak için

çeşitli modeller kullanılmıştır (Lee 1990; Melsen 1999). Süper elastik Ni-Ti kapalı

helezon yaylar, belirli bir aktivasyon aralığında sabit ve sürekli bir güç üretir. Ren ve

ark. (2004), Süper elastik Ni-Ti kapalı helezon yayların 3-15 mm aktivasyon

aralığında sabit, sürekli ve tekrarlanabilir bir kuvvet ürettiğini bildirmişlerdir.

Aralıklı ve kontrolsüz kuvvet, kuvvet ve diş hareketi arasındaki ilişkinin

yorumlanmasını zorlaştırdığından, sabit ve sürekli kuvvet uygulamasının deneysel

araştırmaların önceliği olması gerektiği öne sürülmüştür (Waldo ve Rothblatt 1954).

Çalışmamızda, bu nedenle ratlarda ortodontik diş hareket modeli olarak Brudvik ve

Rygh (1993) tarafından kullanılan, birinci molar dişe mezial yönde kuvvet uygulayan

kapalı yay tasarımı tercih edilmiştir.

Kuvvet büyüklüğü ile diş hareket hızı arasında doğru orantı olduğunu bildiren

çalışmalar yanında, hafif kuvvetlerin daha fazla diş hareketine neden olduğunu

bildiren çalışmalar da mevcuttur (Storey 1973; van Leeuwen 2003; Ren ve ark.
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2004). Ratlar üzerinde yapılan ortodontik çalışmalar incelendiğinde, molar dişlere

uygulanan kuvvetin değişken olduğu görülmektedir. Lee ve ark. (2008) 100 gr

kuvvet uygulamasını tercih ederken, araştırmacıların çoğu daha hafif kuvveetler

uygulamışlardır. Dolci ve ark. (2018) atorvastatinin ortodontik diş hareket hızı

üzerindeki etkilerini değerlendirdikleri ratlar üzerindeki çalışmalarında 50 gr kuvvet

uygulamışlardır. Bazı yazarlar molar mezializasyonu için  50 gr kuvvet uygularken

(Karakida ve ark. 2017; Suzuki ve ark. 2017; Dolci ve ark. 2018;), Öğrenim ve ark.

(2018) 40 gr, Librizzi ve ark. (2017) 10-15 gr kuvvet uygulanmasını tercih

etmişlerdir. Gonzales ve ark. (2009) 10, 25, 50 ve 100 gr kuvvet uygulamasının

ortodontik diş hareket hızı üzerine etkisini inceledikleri araştırmalarında, hafif

kuvvetin daha hızlı diş hareketi sağladığını gözlemlemişlerdir. Çalışmamızda, üst

birinci molar dişleri mezialize etmek için için 50 gr kuvvet uygulanmıştır. Uygulanan

kuvvetin doğruluğunu sağlamak için, kapalı helezon yay tarafından uygulanan

kuvvet her seferinde bir dinamometre ile ölçülmüştür.

İskelet büyümesi, yenilenmesi, onarımı işlemlerinin her biri genetik ve

fenotipik olarak farklı olan kök ve progenitör hücreler tarafından kontrol edilir

(Worthley ve ark. 2015). Özellikle rejeneratif tıp, kırık iyileşmesi ve kemik

rekonstrüksiyonu alanlarında kök hücrelerin etkinliği ve güvenilirliği çeşitli klinik

çalışmalarda incelenmiştir. Bu çalışmalarda yapılan işlemler eklemde dejeneratif

bölge ya da kırık bölgesine doğrudan MKH enjeksiyonundan, demineralize kemik

matriksi veya allogreft ile birlikte implantasyona ve trombosit kaynaklı hücrelerin

kombinasyonuna kadar değişiklik göstermektedir(Worthley ve ark. 2015; Feng H

2019). MKH'ler yüksek proliferatif potansiyele ve kondrositlere, osteoblastlara ve

adipositlere farklılaşma yeteneğine sahiptir (Baker N 2015). Bir çok  farklı hücre

tipine farklılaşma potansiyellerine ek olarak MKH'ler, yaralanmaya yanıt olarak

terapötik etkiye sahiptir (Murray IR ve ark. 2014; Caplan AI ve Correa D 2011).

Klinik öncesi çalışmaların sayısı ile karşılaştırıldığında, klinik çalışmaların sayısı

sınırlıdır (Choi S ve ark. 2018).

MKH'ler,  diğer hücre tiplerine farklılaşma kapasitelerine sahip olmaları

nedeniyle, rejenerasyon ve onarım süreci açısından kemik doku mühendisliğine dair

çalışmalarda sıklıkla tercih edilen hücre gruplarıdır (Yoshimura ve ark. 2007; Ekizer

ve ark. 2015; Amuk ve ark. 2016). Kemik iliği kaynaklı MKH'lerin periodontal
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dokuda rejenerasyonu arttırdığı gösterilmiştir (Hu ve ark. 2006). Allojenik

MKH'lerin, olumsuz bir immün tepkiyi tetiklemeden farklı hayvan modellerinde

kemik ve diğer doku tiplerini verimli bir şekilde onarabildiği doğrulanmıştır (Chen

ve ark. 2009; Liu ve ark. 2011). Çalışmamızda kolay elde edilebilirliği ve etkinliği

nedeniyle kemik iliği kaynaklı allojenik MKH uygulaması tercih edilmiştir.

Mezenkimal kök hücrelerin ilgili bölgeye yeterli miktarda ulaştırılması,

istenen etkinin sağlanabilmesi için önemlidir. Yapılan çalışmalarda periodontal

defekt olan bölgeye kök hücrelerin aktarımı, bir taşıyıcı ya da doku iskelesi

yardımıyla sağlanmıştır (Kawaguchi ve ark. 2004; Liu ve ark. 2008). Ratlarda PDL

aralığına hücrelerin taşınması bölgenin boyutlarından dolayı, ancak enjeksiyon

yoluyla mümkün olabilmektedir (Kanzaki ve ark. 2002). Uygulanan hücre sayısı

defekt üzerinde yapılan çalışmalarda farklılıklar göstermektedir. Kawaguchi ve ark.

(2004) köpekler üzerinde yaptıkları çalışmalarında periodontal defekt bölgesine

5x106 hücre uygulamışlardır. Liu ve ark. (2008) ise domuzlar üzerinde yaptıkları

çalışmalarında periodontal defekt bölgesine 2x107 hücre uygulamışlardır. Ratlarda

periodontal alanın darlığı nedeniyle Amuk ve ark. (2016) PDL alanına 0.025 ml

hacim içinde 25x105 hücre uygulamışlardır. Çalışmamızda PDL alanında yeterli

etkiyi elde edebilmek amacıyla 0.025 ml içinde 2.5x105 hücre 30 gauge insülin

enjektörünün ucu enjeksiyonun kolay yapılabilmesi için 30 derece eğimlendirilerek

uygulanmıştır.

Ortodontik diş hareketinin temel bileşeni alveolar kemiğin yeniden

şekillenmesi olduğundan, cerrahi veya cerrahi olmayan bazı teknikler, kemik

hücrelerinin aktivitesini etkileyen biyolojik yollara müdahale ederek diş hareketini

hızlandırmak için kullanılmıştır. Sugimori ve ark. ratlar üzerinde yaptıkları

çalışmalarında  (2018) mikroosteoperforasyon uygulamasının ortodontik diş

hareketini hızlandırdığını tespit etmişler ancak yapılan işlemin BV/TV ile BMD

değerlerini azalttığını bildirmişlerdir. Benzer şekilde Cheung ve ark. (2016) ratlarda

maksiller 1. Molar bölgesinde uyguladıkları osteoperforasyonların diş hareket hızını

1.86 kat artırdığını ve osteoperforasyon tarafında kemik yoğunluğunun önemli

oranda azaldığını bildirmişlerdir. Dutra ve ark. (2017) ratlarla yaptıkları

çalışmalarında alveolar dekortikasyonla beraber ortodontik aparey uyguladıklarında

diş hareketinin hızlandığını ancak 14. gün sonunda mikro-BT ile değerlendirdikleri
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kemik mikroyapısal parametrelerinde azalma olduğunu rapor etmişlerdir. An ve ark.

(2017) ratlarda farklı ortodontik kuvvetlerin diş hareketi miktarı ve kemik

mikroyapısal kompenentlerine etkisini değerlendirdikleri çalışmalarında ağır

kuvvetle diş hareket miktarının arttığını gözlemlemişlerdir. Ancak hem ağır hem de

hafif kuvvetle elde edilen diş haretinde kemik mikroyapısal değerlerinde düşüş tespit

etmişlerdir.  Cerrahi teknikler ortodontik diş hareketini hızlandırsa da, cerrahi

olmayan yaklaşımlar hastalar ve ortodontistler tarafından daha çok ilgi görmüştür.

Bu tür teknikler, biyolojik moleküllerin sistemik / lokal olarak uygulanması,

rezonans titreşimi, manyetik alan kuvvetleri, döngüsel kuvvetler, hafif elektrik

akımları, düşük yoğunluklu lazer ışınlaması ve fotobiyomodulasyon gibi yenilikçi

fiziksel uyarım teknolojilerinden oluşur (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 yöntemlerin etkinlikleri

değişken olup, ek çalışmalara ihtiyaç vardır ve özellikle cerrahi uygulamalarda kök

rezorpsiyonu hala önemli bir endişe kaynağı olarak yerini korumaktadır.

Çalışmamızda KHEG’de 14 gün sonunda meydana gelen toplam diş hareket miktarı

PKG’ye kıyasla daha fazla bulunmuştur. Kemik kalite ve kantitesinin göstergeleri

olan BV/TV ve BMD değerlerinde PKG’de NKG’ye göre azalma tespit edilirken

KHEG’de NKG’ye göre anlamlı bir azalma gözlenmemiştir. Ortodontik diş

hareketinin hızı KHEG’de artarken kemik kalite göstergelerinde bir bozulma

olmaması mezenkimal kök hücrenin olumlu etkisine bağlanmıştır. Literatürde

mezenkimal kök hücrenin defekt oluşturmadan PDL bölgesine direkt iletiminin

ortodontik diş hareketine etkisi ile ilgili bir çalışma bulunmadığından bulgularımızı

karşılaştırabilecek bir veri bulunmamaktadır.

Ratlar üzerinde gerçekleştirilen ortodontik çalışmalarda diş hareket miktarı

klinik olarak alçı modeller üzerinde ve mikro-BT ile tespit edilebilir. Son yıllarda

hem ortodontik diş hareketinin ölçümü, hem de trabeküler ve kortikal kemik

morfolojisinin değerlendirilmesi için yüksek çözünürlüklü mikro-BT kullanımı hızla

yaygınlaşmaktadır. Ratlar ve diğer küçük hayvanlar üzerinde yapılan çalışmalarda

kemik mikro-yapısı ve morfolojisini değerlendirmede mikro-BT altın standart haline

gelmiştir (Bouxsein ve ark. 2010). Mikro-BT ile yapılan morfolojik ölçümlerin

doğruluğu, hem hayvanlarda hem de insan örneklerinde 2D histomorfometri ile elde

edilen geleneksel ölçümlerle karşılaştırılarak değerlendirilmiş ve kemik
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morfolojisinin mikro-BT ölçümlerinin tekrarlanabilirliği ve doğruluğu tespit

edilmiştir (Barbier ve ark. 1999; Bonnet ve ark. 2009). Trabeküler yapının doğrudan

üç boyutlu değerlendirmesini sağlaması, iki boyutlu histolojik analizlere kıyasla daha

büyük bir ilgi alanını analiz edebilmesi, dekalsifikasyon gibi süreçlere ihtiyaç

duymamasından dolayı histolojiye kıyasla çok daha hızlı uygulanabilmesi ve

numunelerin hasar görmemesi nedeniyle daha sonra yapılacak histolojik ve mekanik

analizlerde kullanılabilmesi önemli avantajlarıdır. Histolojik analizler hücresel yapı

ve kemik remodeling süreçleri hakkında ayrıntılı bilgi vermekle birlikte, trabeküler

ve kortikal mikro-yapının değerlendirilmesi açısından bazı kısıtlılıkları vardır (Parfitt

1987). Çalışmamızda ratlarda elde edilen ortodontik diş hareketinin ölçümü ve bu

sırada kemik mikro-yapısında meydana gelen değişimleri değerlendirilmesinde,

değerlendirme yöntemi olarak mikro-BT tercih edildi. Ortodontik diş hareket

ölçümleri ayrıca alçı modeller üzerinde de gerçekleştirildi ve klinik ve mikro-BT ile

yapılan ölçümlerin yüksek korelasyon gösterdiği tespit edildi.

Mekanik yükleme sonucu, hem gerilim hem basınç tarafında, PDL ve

alveolar kemik remodelinginde görev alan birçok büyüme faktörü, ortodontik diş

hareketinin erken safhalarında bölgedeki çeşitli hücrelerden eksprese olmaktadır

(Garlet ve ark. 2007; Krishnan ve Davidovitch 2009; Huang ve ark. 2014). Steigman

ve ark. (1987) sıçanlarda PDL ve alveol kemiğinde mekanik uyaranlara karşı oluşan

biyolojik yanıtın hücresel seviyede insanlarınkine çok benzediğini ve daha hızlı

geliştiğini bildirmişlerdir. Tengku ve ark. (2000) sıçan üst 1. molar dişe mezial

yönde kuvvet uyguladıkları çalışmalarında, sıkışan taraf PDL aralığının 1-7. günler

aralığında azaldığını, 14. günde bu mesafede artış gözlendiğini bulmuşlardır. Bu

literatür bilgisiyle uyumlu olarak çalışmamızda 14. gün sonunda yapılan ölçümlerde

PDL mesafesi, NKG grubuna göre PKG ve KHEG de daha yüksek bulunmuştur.

KHEG’de   PDL  mesafesi  PKG  ye  göre  daha  az  çıkmıştır.  Bu  sonuç  KHEG  de

periodontal  reorganizasyonun  PKG’ye oranla daha hızlı geliştiğinin göstergesidir.

Çalışmamızın başlama süreci içerisinde yaşadığımız aksaklıklar nedeniyle

kriterlerimize uyan dişi ratların temini mümkün olmuştur. Hayvan araştırmalarına

her iki cinsiyetin de dahil edilmesinin, hem temel hem de klinik olarak önemli

bulguları sağlayabileceği bildirilmiştir (Klein ve ark. 2015). Çalışmaların çoğunda

erkek deneklerin tercih edilmesinin nedenleri; erkek ratların daha büyük olmaları ve



59

bu nedenle yapılacak girişimsel işlemlerin daha kolay uygulanabilmesi, farmakolojik

etkileri karmaşıklaştırabilecek hormonal döngülerinin olmayışı, birçok alandaki

büyük miktarda literatür ve veri setinin erkek deneklere ait olması olarak

özetlenebilir. Buna karşılık, dişiler daha az agresif ve kullanımı daha kolaydır; daha

az kilolu olmaları nedeniyle daha az ilaç gerektirirler ve genellikle maaliyetleri daha

uygundur. Dişi denekler araştırmalara dahil edilirken, erkeklere kıyasla daha az

kullanılmakta ve elde edilen bulgular hala cinsiyetlere göre rapor edilmemektedir

(Mazure ve Jones 2015). Bizim bulgularımız da dişi cinsiyet üzerinde elde edilmiş

olup, erkek ratlara genelleme yapılması uygun olmayabilir. Çalışmamızın bir diğer

kısıtlılığı ise, gruplar oluşturulurken, sahte deney grubu (sham grubu)

oluşturulmamasıdır. Kök hücre enjeksiyonu sonrası elde edilen etkinin daha net

değerlendirilebilmesi için, ortodontik aparey uygulaması ile birlikte, kök hücre

içermeyen ayrı bir enjeksiyon grubu da oluşturulması, kök hücreden bağımsız,

enjeksiyon işleminin kendisinden kaynaklanabilecek etkinin de tespit edilmesini

sağlayabilir. Son olarak, MKH grubundaki her diş için uygulanan 2,5 X 105 sayıdaki

hücrenin, periodontal aralığa ulaşan kısmı çalışmamızda tespit edilememiştir.

Enjeksiyon sırasında periodontal aralığa ulaşan hücre sayısında değişimler olması,

çalışmanın sonuçlarını etkileyebilir.

Çalışmamız sonucunda elde edilen veriler ışığında;

· Mezenkimal kök hücre uygulaması ortodontik diş hareketini

hızlandırırken kemik mikroyapısal parametrelerini de iyileştirici etki göstermiştir.

Özellikle, diş hareketinin biyolojik olarak anlaşılması ortodontik diş hareketi için

hızlandırma tekniklerinin geliştirilmesine yardımcı olabilir.

· Disiplinler arası tedavi gerektiren hasta portföyündeki artış nedeniyle

daha az riskli ve etkili ortodontik tedavilere gereksinim artmaktadır. Kök hücrenin

ortodontik tedavilerdeki etkisini anlamak için randomize kontrollü çalışmalar

yetersiz olduğundan, etki mekanizması, en iyi hücre kaynağı, en uygun uygulama

yöntemi, en etkili doz, üretme prosedürü ve uzun süreli güvenilirlik açısından

cevaplanması gereken birçok soru bulunmaktadır.

· Kök hücre ile ilgili biyolojik kavramların klinik pratiğe

dönüştürülmesini sağlamak için  yeni  araştırmalara ihtiyaç vardır.
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