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Onsoz

Tip ve dis hekimliginin bir ¢cok alaninda doku miihendisligi ile ilgili yapilmakta olan
aragtirmalar, tedavi segeneklerinde uygulayicilarin Oniine yeni yeni ufuklar agmaktadir.
Giiniimiizde en giincel olanlarin basinda rejeneratif endodontik tedavilerle ilgili ¢alismalar
gelmektedir. Rejeneratif endodontik tedavilerin birincil amaci pulpa-dentin kompleksinin
duraksamig olan canliliginin ve fonksiyonunun tekrar devamliligini saglamaktir. Bu
tedavilerde, olusan yeni dokunun biyolojik ozellikleri iizerinde etkisi olan ve dentinin
icerisinde gomiilii olarak yer alan biliylime faktorlerinin salinimi tedavinin basarisinda
onemli rol oynamaktadir. Dentin matriksi, bu biyoaktif molekiillerin dentinogenezis
sirasinda salmimini saglayan bir rezervuar gorevi gormektedir. Bu biiyiime faktorleri
arasinda, Transforming Growth Factor Beta-1 (TGF-1), Bone Morphogenetic Protein
(BMP), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Platelet Derived Growth Factor
(PDGF) ve Fibroblast Growth Factor (FGF) gibi yara iyilesmesi ve doku tamirinde 6nemli
rol oynayan molekiiller yer almaktadir. Yapilan ¢alismalarda dentinin ¢esitli asitlerle ve
piiriizlendirme ajanlar ile (etilen diamin tetraasetik asit (EDTA), sitrik asit, fosforik asit)
uyarilmasi sonucunda dentin matriksinden biiyime faktorlerinin salindigi ve bu biiyiime
faktorlerinin, differansiye olmamis mezenkimal kok hiicreleri (MKH) uyararak pulpa-

dentin rejenerasyonunu baslattigi gosterilmistir.

Caligmamizin in vitro boliimiinde, dis hekimliginde dentin piiriiziilendirilmesi amaciyla
kullanilan asitlerin dentinde gomiilii olarak bulunan TGF- 1, VEGF, FGF-2 ve BMP-2
salinimina olan etkileri arastirtlmistir. Calismamizin in vivo béliimiinde ise ayni asitlerin

pulpal rejenerasyona olan etkileri arastirilmastir.

Doktora egitimim sirasinda bana yol gosteren, yardim ve destegini esirgemeyen, tez
konumun belirlenmesi, g¢alismalarimin planlanmasi ve yliriitiilmesinden tez yazimina
kadar doktora siirecimin her agamasinda bilgi ve tecriibelerini benden hi¢ esirgemeyen

danismanim ve degerli hocam sayin Prof. Dr. Cemal ERONAT"a,

Tez izleme komitemde yer alarak tez konumun belirlenmesi, kurgulanmasi, uygulanmasi
asamalarinda her tiirlii destegi veren, bilgileriyle calismami yonlendiren Ege Universitesi

Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dali1 Ogretim Uyesi sayin Prof. Dr. Nesrin
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ERONAT'a, C.B.U. Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi
saymn Prof. Dr. Mehmet Ibrahim TUGLU’ya ve Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dal1 Ogretim Uyesi Sayin Dog. Dr. C1gir Biray AVCl'ya,

Doktoramin ilk iki senesinde 6grencisi oldugum, doktora egitimime basladigim giinden
bu yana bana her konuda yol gosteren, yardimlarini ve destegini esirgemeyen saygideger

hocam Prof. Dr. Asli Topaloglu AK'a,

Doktora egitimim siiresince gerek pratik gerek teorik olarak gelismemde katkida bulunan,
bilgi ve deneyimlerini fedakarca paylasan Ege Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi

Pedodonti Anabilim Dali’nin degerli 6gretim tiyelerine,
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Ozet

Farelerin Dorsumuna Yerlestirilen Insan Disi Kok Dentinlerinin Degisik Asitlerle
Daglanmasi Sonrasi Insan Dental Pulpa Koék Hiicre Ekimi Yoluyla Yapilan
Rejeneratif Endodontik Tedavilerde Olusan Yeni Dokularin Histolojik Ve

Immunohistokimyasal Yontemlerle Karsilastirmali Olarak Incelenmesi

Rejeneratif endodontik tedavilerin amaci, travmatik yaralanmalar veya bakteriyal
kontaminasyon sonrasi gelisen enflamasyon sonucu canliligini kaybetmis ve bundan
dolay1 kok gelisimi duraksamis diglerin pulpa-dentin  kompleksinin gelisiminin ve
fonksiyonunun tekrar kazandirilmasidir. Klinik rejeneratif endodontik tedavilerde son
irrigasyon ajani olarak EDTA kullanimi altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu
calisgmanin amaci rejeneratif endodontik tedavilerde kullanilan EDTA'ya alternatif
olabilecek dentin piiriizlendirme ajanlarinin dentinden biiylime faktorlerinin (TGF-B1,
FGF, VEGF ve BMP-2) salinimina ve kullanimlar1 sonrasinda olusan yeni dokulara olan

etkilerinin histolojik ve immiinohistokimyasal yontemler ile incelenmesidir.

Calismamizin in vitro bolimiinde gekilmis gomiilii yirmi yas dislerinin koronal boliimleri
kullanilmistir. Cekilen dislerin 6nce kok kisimlari, daha sonra da mineleri su sogutmasi
altinda aeratér yardimiyla uzaklastirilmistir. Kok kisimlarindan ayrilmis kronlar 6nce
kron-kok istikametinde ortadan ikiye boliinmiis ve her pargadan enlemesine izomet cihazi
yardimiyla steril salin irrigasyonu altinda 1mm kalinliginda dentin diskleri elde edilmistir.
Dentin disklerinin ilk yarisindaki 6rnekler kontrol (distile su) ve test edilecek asit
gruplarina (EDTA, sitrik asit, fitik asit, fosforik asit) belirlenen siirelerde batirilmis ve
ogiitilerek toz haline getirilmistir. Dentin disklerinin ikinci yarisindaki 6rnekler kontrol
ve test edilecek asit gruplarina batirildiktan sonra 3 giin siire ile mezenkimal kok hiicre
ortaminda inkiibasyona birakilmistir. 3 giinliik inkiibasyon periyodundan sonra drnekler
toplanmis ve Ogiitlilerek dentin tozu haline getirilmistir. Elde edilen dentin tozlart TGF-
1, FGF-2, VEGF ve BMP-2 salimimlart agisindan ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) kitleri yardimiyla incelenmistir. K6k hiicre ekimi yapilmayan
gruplar igerisinde en yiiksek TGF-B1 salinimi sitrik asit grubunda, en yiiksek VEGF
salinim1 fosforik asit grubunda, en yiikksek BMP-2 ve FGF-2 salinimu fitik asit grubunda
gozlenmistir. Kok hiicre ekimi yapilan gruplar icerisinde en yiiksek TGF-B1, VEGF ve
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BMP-2 salinimi fosforik asit grubunda gozlenirken en yiiksek FGF-2 salinnmi EDTA
grubunda gozlenmistir. MKH uygulamasi sonucunda tiim biiyiime faktorlerinde dramatik

bir artis oldugu gozlenmistir.

Calismamizin in vivo boliimiinde ¢ekilmis tek kokli insan keser dislerinin kok boliimleri
kullanilmigtir. Cekilen dislerin kron kisimlari su sogutmasi altinda aeratoér yardimiyla
uzaklastirilmigtir. Kok kanallar1 kanal egeleri yardimiyla genisletildikten sonra 3-4 mm
uzunlugunda kok fragmani ornekleri elde edilmistir. Kok fragmanlari, kontrol (Distile su)
ve asit gruplar1 (EDTA, sitrik asit, fitik asit, fosforik asit) ile irrige edilmistir. Irrigasyon
tamamlandiktan sonra kok kanallarinin dar ¢apa sahip u¢ kisimlari 1-2 mm kalinliginda
mineral trioksit agregat (MTA) ile ortiilmiistir. Orneklerin ilk yarisindaki kok
fragmanlarinin i¢ine sadece polilaktid-koglikolik asit (PLG) doku iskelesi implantasyonu
yapilmistir. Gruplarin ikinci yarisindaki kok fragmanlarinin igine, hiicre kiiltliriinde
tizerine insan MKH ekimi yapilan sentetik PLG doku iskeleleri yerlestirilmistir. Kok
fragmanlar1 immiinsupresif deney farelerinin dorsumlarina (fare basina 2 adet kok
fragmani) subkutan olarak yerlestirilmistir. 2 ay sonra fareler sakrifiye edilerek disler
histolojik ve immiinohistokimyasal boyalar yardimiyla incelenmistir. MKH ve asit
uygulamasi yapilan orneklerde ¢ok daha organize ve pulpa benzeri bir doku olusumu
gozlenmistir. Odontoblastlar tarafindan eksprese edilen belirte¢lerin en yogun olarak
fosforik asit + MKH grubunda boyandigi saptanmistir. Fosforik asitin rejeneratif
endodontik tedavilerde altin standart olarak kabul edilen EDTA yerine kullanilabilecegi

sonucuna ulasilmistir.

Anahtar Sozciikler: rejeneratif endodonti, doku miithendisligi, kok hiicre



Abstract

Comparative histological and immunohistochemical analysis of new tissues after
conditioning root canal dentin with different acids in regenarative endodontic

treatment using DPSC seeding implanted in mice dorsum

The primary goal of the regenerative endodontic treatment is to regain vitality and
function of pulp-dentin complex which lost due to trauma or microbial contamination. By
this way, root development will continue and teeth will function as an organ in its
lifespan. EDTA has been considered the gold standard in regenerative endodontic
treatments. The aim of this study was to evaluate the effects of different dentin
conditioning agents alternative to EDTA on released growth factors (TGF-p1, FGF ,
VEGF ve BMP-2) and investigate their effects on the newly formed tissues in vivo by

histochemical and immunohistochemical methods.

In the in vitro part of the study coronal sections of extracted human impacted third molar
teeth were used. Crowns were seperated from roots and splitted from its half by cutting
corono-apical direction and cut into a disc shape (approximately 1-mm thick) horizontally
with isomet saw under sterile saline irrigation. First half of the dentin discs prepared from
half of the crowns were immersed in the acids and grinded into dentin powder. Other half
of the dentin discs prepared from other half of the crowns were conditioned with the same
acids and medium containing human mesenchymal stem cells (MSCs) were seeded onto
dentin discs for three days. After three days of incubation period, dentin discs were
removed and grinded into dentin powder. Dentin powders were tested by ELISA Kits for
TGF-B1, FGF-2, VEGF and BMP-2 quantification. In the first half of the groups, highest
TGF-B1 release was seen in citric acid group, highest VEGF release was seen in
phoshoric acid group, highest BMP-2 and FGF-2 release was seen in the phytic acid
group. In the second half of the groups highest TGF-1, FGF-2 and BMP-2 release was
seen in the phoshoric acid group while highest FGF-2 release was seen in the EDTA
group. Three days of MSC seeding after dentin conditioning has made a dramatic increase

in all of the growth factors.
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In the in vivo part of our study, root sections of extracted human incisor teeth were used.
Crowns sections of extracted teeth were removed from roots under water cooling. Root
canals were enlarged by endodontic files and approximately 3-4 mm length of root
fragements were cut under water cooling. Root fragments were irrigated with the groups
including control and acid solutions (distilled water, EDTA, citric acid, phytic acid,
phosphoric acid). After irrigation narrow end of the canals were sealed with 1-2 mm
thickness of MTA. In the first half of the groups only PLG scaffolds were inserted into the
root fragments. In the second half of the groups, MSCs were seeded onto PLG scaffolds
and then inserted into root fragments. Root fragments were implanted into the
subcutaneous space of immunodeficient mice dorsum (2 teeth for each mice). Two
months after implantation, mice were sacrificed and root fragments were evaluated by
histochemical and immunohistochemical stainings. Pulp-like tissues were observed in the
groups which include acid application and MSC seeding. The highest density stainings
with odontoblast markers were observed in the phosphoric acid + MSC application group.
We conclude that phosphoric acid could be an alternative conditioning agent to EDTA,

which is considered as golden standard, in regenerative endodontic treatments.

Keywords: regenerative endodontics, tissue engineering, stem cell
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Kisaltmalar

DPKH: Dental Pulpa Kok Hiicresi

APKH: Apikal Papilla Kok Hiicresi
YDKH: Yag Dokusu Kok Hiicresi

MKH: Mezenkimal Kok Hiicre

DSP: Dentin Sialoprotein

BSP: Bone Sialoprotein

TGF-B: Transforming Growth Factor-Beta
BMP: Bone Morphogenetic Protein

IGF: Insuline-like Growth Factor

PDGF: Platelet Derived Growth Factor
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
EDTA: Etilendiamin Tetraasetik Asit
FGF: Fibroblast Growth Factor

MTA: Mineral Trioksit Agregat

TNF: Tumor Necrosis Factor

IL: Interlékin

EGF: Epidermal Growth Factor

PGA: Poglikolik Asit

PLLA: Poli-L-Laktit Asit
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PLG: Polilaktid-koglikolik asit

DNA: Deoksiriboniikleik Asit

Oct: Octamer-binding transcription factor
MAP-ERK: Mitogen Activated Protein Kinase

CD: Cluster of Differentiation

SSEA: Stage-Specific Embryonic Antigen

HLA: Human Leukocyte Antigen

HKH: Hematopoetik Kok Hiicre

Non-HKH: Non-Hematopoetik Kok Hiicre

ISCT: International Society of Cellular Therapy
M-CSF: Macrophage-Colony Stimulating Factor
GM-CSF: Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
G-CSF: Granolucyte-Colony Stimulating Factor
VCAM-1: Vascular Cell Adhesion Molecule-1
ICAM-1: Intercellular Cell Adhesion Molecule-1
SCF: Stem Cell Factor

IBMX: Izobiitilmetilksantin

PPAR: Peroxisome Proliferator-Activated Receptors
PLKH: Periodontal Ligament Kok Hiicresi

DFKH: Dental Folikiil Kok Hiicresi

SDPKH: Siit Disi Pulpasi Kok Hiicresi
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ALP: Alkalen Fosfataz

DMEM-LG: Dulbecco's Modified Eagle's Medium-Low Glucose
a-MEM: Alfa-Minimum Essential Medium

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute 1640
IMDM: Iscove's Modified Dulbecco’'s Medium
FCS: Fetal Calf Serum

COz: Karbondioksit

CFU-F: Colony Forming Unit Fibroblast

PO: Sifirinci Pasaj

Ho: Sayilan hiicre sayisi

DMP-1: Dentin Matrix Protein-1

DSPP: Dentin Sialophosho Protein

TZP: Trombositten Zengin Plazma

TZF: Trombositten Zengin Fibrin

HA: Hidroksilapatit

TCP: Trikalsiyum Fosfat

bFGF: Basic Fibroblast Growth Factor

CHX: Klorheksidin

MMP: Matriksmetalloproteinaz

IP-6: Inositol Hekzofosfat-6

Ul/ml: Units Per Millilitre
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PBS: Phosphate Buffered Saline

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
HRP: Horseradish Peroxidase
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1. Giris

Rejeneratif endodontik tedavilerin birincil amact ister travmatik yaralanmalar sonrasi
isterse de bakteriyal kontaminasyonun yol agtigi enflamasyonun gelismesi sonrasi
canliligi sonlanmis ve dolayisiyla kok gelisimi duraksamis dislerin pulpa-dentin
kompleksinin canliliginin tekrar kazandirilmasi ve fonksiyonunun devamliliginin
saglanmasidir. Boylece kok gelisimi devam ederek tamamlanabilecek, dolayisiyla
canliligi korunmus ve dayaniklihi@i saglanmis bir organ halinde hayat boyu
fonksiyonlarini yerine getirebilecektir. Pulpanin bakterilere agik hale gelmesiyle enfekte
olmasi ve geriye doniisiimsiiz bir enflamasyon sonucu nekroz ile sonuglandigi
bilinmektedir. Gegmisten giinlimiize kadar, bakteriyel invazyona veya travmaya ugramis
pulpalarin tiimiiyle uzaklastirilmast ve o sekliyle i¢inin tikanarak disin korunmasi

gerektigi fikri benimsenmisti (S. Kim, Shin, Song, & Kim, 2015).

Hastalikli, eksik veya travmatize olmus dentin-pulpa kompleksinin rejenerasyonu kok
hiicre ve doku miihendisligi konusundaki gelismeler sayesinde giindeme gelmistir
(Dissanayaka, Zhu, Hargreaves, Jin, & Zhang, 2014). A¢ik apeksli geng daimi dislerde
pulpal nekrozlarin tedavisi, geleneksel apeksifikasyon tedavisi veya apikal bariyerler
kullanilarak gerceklestirilir. Geleneksel apeksifikasyon tedavisinde, kalsiyum hidroksitin
kanal i¢inde uzun donem kullanimi1 sonucu apikal bariyer olusumu saglanir, ancak bu
yontem zaman alic1 olmakla birlikte, uzun siire kullanilan kalsiyum hidroksit sebebiyle,
dis koklerinde zayiflama ve servikal bolgede kirik olusma ihtimali artar (Petrino, Boda,
Shambarger, Bowles, & McClanahan, 2010; Thibodeau & Trope, 2007).

Apikal bariyer olarak mineral trioksit agregat (MTA) kullanimi tedavinin kisa siirede
bitirilmesini saglamakla birlikte, her iki yontemde de kok kanali duvarlarinda kalinlagma
ve kok boyunda uzama gergeklesemez ve dolayisiyla dislerin dayanikliligr azalir ve
kirilma orani ¢ok ylikselir. Bu nedenle son yillarda pulpa nekrozu olan gen¢ daimi
diglerin tedavilerinde, rejeneratif endodontik tedavilerin uygulanmasi giindeme gelmistir
(X. Chen ve ark., 2013; Galler, D'Souza, Federlin, ve ark., 2011; Petrino ve ark., 2010).



Rejeneratif endodontik tedaviler sonucunda ise nekrotik durumdaki geng daimi dislerin
durmus olan kok gelisiminin devam etmesi ve dentin duvarlarmin da kalinlagmasi
meydana gelebilmektedir (Pang ve ark., 2014). Giiniimiizde klinik kosullarda pulpa-
dentin kompleksinin rejenerasyonu, rejeneratif endodontik tedaviler sonrasi pulpa
odasinda meydana gelen revaskiilarizasyon olayidir. Bir¢ok vaka raporu
revaskiilarizasyon tedavileri sonucunda semptomlarin ortadan kalktigi ve periapikal
lezyonlarin iyilesmesi gibi kriterler agisindan basarili sonuglar alindigini bildirmislerdir.
Ama yapilan histolojik incelemeler sonucunda kok kanalinin i¢inde olusan yeni dokunun
pulpa-dentin benzeri dokudan ziyade daha siklikla periodontal doku kokenli hiicrelerin
olusturdugu, sement, periodontal ligament ve kemik benzeri dokularin oldugu
goriilmiistiir. Revaskiilarizasyon isleminin klinik agidan kok gelisimini tamamlamamaisg
daimi dislerin tedavisinde kendine 6zgii avantajlari olsa da tam anlamiyla bir pulpa-
dentin rejenerasyonu gerceklestigi soylenememektedir. Bu durumda doku miihendisligi

kavrami ¢ok 6nem kazanmaktadir.

Doku miihendisligi yaklagimlart kok hiicre, doku iskelesi ve sinyal molekiilleri (6rn.
biiylime faktorleri) olmak tizere 3 temel komponentin kullanimini igermektedir (J. Yang,
Yuan, & Chen, 2016). Kok hiicreler, sinirsiz boliinme, kendilerini yenileyebilme,
kendilerinden baska hiicrelere farklilagsabilme, hasarli dokulari onarabilme yetenegine
sahip hiicrelerdir. Son yillarda, tip alanindaki doku miihendisligi ¢alismalarinda kok
hiicre nakli siklikla kullanilmaktadir. Bu amagcla kullanilan kok hiicreler, kaynaklarina
gore otolog, allogenik ve ksenogenik olmak {izere iice ayrilirlar. En siklikla kullanilan
tip hiicreler ise otolog kok hiicrelerdir. Kok hiicreler kdken aldiklari dokulara goére
smiflandirihimakta olup, embriyonik ve embriyonik olmayan kok hiicreler olmak tizere
ikiye ayrilirlar. Embriyonik olmayan kok hiicreler fetiis, kadavra ve erigkin (somatik,
postnatal, yetiskin, dokuya 6zgii) kok hiicreleridir (Can A 2009; Fortier, 2005; Inan S
2009).

Embriyonik olmayan kok hiicrelerin bir alt grubu olan mezenkimal kok hiicreler
(MKH’ler), ¢esitli hiicre tiplerine farklilasma yetenegi olan, multipotent, uzantili

fibroblast benzeri hiicrelerdir (Inan S 2009; Tap O 2013). MKH’lerin ana kaynag: kemik



iligidir ve bu hiicreler kordon kani, yag dokusu, maksillofasiyal dokular, karaciger, dis
pulpasi, kemik trabekiiler dokusu, tendonlar, sinoviyal membran, plasenta,
lipoaspirasyon materyalleri, amniyon sivisi, periost, kas ve Wharton jeli gibi bir¢ok
farkli dokudan elde edilirler (Baksh, Song, & Tuan, 2004; Giiltekin KE, 2013; Koga ve
ark., 2008; Matur i, 2011; Sakaguchi, Sekiya, Yagishita, & Muneta, 2005; Yoshimura ve
ark., 2007). Bas ve boyun bolgesinde viicudun diger bolgelerinden elde edilen MKH
kaynaklarina alternatif kaynaklar bulunmakta oldugu goriilmiis olup, dental pulpa, apikal
papilla, dental folikiil, eksfoliye olmus siit disi pulpast ve periodontal ligament kok

hiicreleri en sik olarak izole edilenlerdir.

Doku miihendisliginin yapitaslarindan biri olan biiyiime faktorleri hiicrelerin migrasyon,
apoptozis, ¢ogalma ve farklilasmasini diizenleyen molekiillerdir. Dentinin iginde de
gomiilii olarak bulunan biiylime faktorleri polipeptid veya protein yapida olup hedef
hiicrelerin  yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanarak biitiin  pulpa igindeki
farklilasmamis mezenkimal kok hiicrelerinin migrasyon, proliferasyon, farklilasma ve
apoptozisinde rol oynar (S. G. Kim ve ark.,, 2012). Dentin eckstraselliller matriksi
dentinogenezis esnasinda ortama salinan biliylime faktorleri i¢in bir rezervuar gorevi
gormektedir. Bu salinabilen biiylime faktorleri dise gelen bir travma veya enfeksiyon
sonucunda meydana gelen yaralanmalarin tamirinde hiicresel sinyallesmenin esas
kaynagidir. Tamir siirecinde salinan biiyiime faktorleri, Onceden var olan
odontoblastlarin sekretuvar aktivitesini arttirarak veya dental pulpa kok hiicrelerinin

bolgeye toplanmasini, proliferasyonunu ve 'osteodentin' {ireten hiicrelere farklilagsmasini

saglar (Sloan & Smith, 2007).

TGF-p ailesi, hiicrelerin biiyiimesini, farklilagsmasini, fonksiyonlarini ve ekstraselliiler
matriks Uretimini etkiler, migrasyon ve invazyonlarini diizenleyici rol oynar, yara
Iyilesmesinde gorev alir. Bu biiylime faktorii hem disin gelisimi sirasinda, hem de dental
dokularin tamiri sirasinda (reaksiyoner dentinogenezis) aktif rol oynayan en Onemli
biiyiime faktorlerinden biridir. Insan dislerinde, TGF-B’nin 3 izoformu (TGF-B1, TGF-
B2 ve TGF-B3) bulunur. TGF-B1’in c¢iiriikk dentinde saglikli dentine oranla daha fazla

oldugu goriilmiistiir. Ciirlik nedeniyle demineralizasyona ugrayan dentin matriksi



icerisindeki gomiilii olan TGF-f1 serbest hale gelmesi seviyelerinin artmasina sebep
olur. Demineralizasyon sebebiyle meydana gelen bu artis, TGF-B1’in iyilesme, hasarli
dokularin onarimi ve reperatif dentin depozisyonunda oOnemli bir yeri oldugunun
gostergesidir. TGF-f’nin hem reperatif hem de reaksiyoner dentinogeneziste 6nemli rolii
vardir. TGF-B1 ve TGF-B3 odontoblastlarin sekretuar aktivitelerini diizenledikleri ayni
zamanda kiiltlir ortaminda odontoblastlara direkt uygulanmasinin ardindan bu hiicrelerin
dentin sekresyon aktivitelerinin arttig1 rapor edilmistir. Dentin ekstraselliiler matriksinde
bulunan TGF-B3, pulpada bulunan farklilasmamis mezenkimal hiicrelerin
odontoblastlara farklilasmasini uyarir (Sloan, Matthews, & Smith, 1999; Sloan & Smith,
1999; Smith, 2003; Smith & Lesot, 2001; Smith, Matthews, & Hall, 1998).

Dental pulpa kok hiicrelerinin (DPKH) odontoblastlara farklilasmasi tizerine etkili olan
baslica faktorler, TGF-B1, Kemik Morfogenetik Proteini-2 ve 4'tiir (BMP-2 ve BMP-4).
Odontoblast prekiirsorlerinin differansiasyon ve proliferasyonunu etkileyen diger
faktorler ise FGF, PDGF, Epidermal Biiytime Faktori (Epidermal Growth Factor, EGF),
VEGF, Insiilin-benzeri Biiyiime Faktérii (Insulinlike Growth Factor-1, IGF-1), Timér
Nekroz Faktor-alfa (Tumor Necrosis Factor, TNF-a), Interlokin-b1’dir (IL-[11) (Alaee
ve ark., 2014; Bluteau, Luder, De Bari, & Mitsiadis, 2008; Gronthos, Mankani, Brahim,
Robey, & Shi, 2000; Pakyari, Farrokhi, Maharlooei, & Ghahary, 2013; Rai, Kaur, &
Kaur, 2013; Ulmer, Winkel, Kohorst, & Stiesch, 2010; R. Zhang, Cooper, Smith, Nor, &
Smith, 2011).

Doku miihendisligi yaklasiminin bir diger basamag: ise doku iskeleleridir. Hiicrelere
destek saglayan, hiicrelerin bu yapilara tutunmasi ile fonksiyon gostermeleri i¢in gerekli
olan ii¢ boyutlu ortam1 sunan materyallerdir. Doku ile biyouyumlu olmasi, herhangi bir
immiin reaksiyona sebep olmamasi, hiicrelerin etkili bir sekilde yapisabilmeleri i¢in
uygun por yapisina sahip olmasi ve belirli bir zaman i¢inde biyobozunur olmasi ideal bir
doku iskelesinde olmasi gereken Gzelliklerin basinda gelmektedir (Canoglu E, 2008;
Yuan ve ark., 2011). Doku iskeleleri kaynagi, fiziksel ve kimyasal igerigi ve uygulama
yontemlerine gore siniflandirilabilir. Kaynagina gore iki sekilde siniflandirilmakta olup

bunlar dogal ve sentetik doku iskeleleridir. Fibrin, kollagen, kitosan, glikozaminoglikan



vb. dogal doku iskelelerinden en sik kullanilanlar iken, poglikolik asit (PGA), poli-L-
laktit asit (PLLA) ve PLG en sik olarak kullanilan sentetik doku iskeleleridir (Orti ve
ark., 2018). PLLA, PGA ve PLG doku iskeleleri biyouyumlu olmalarinin yani sira
toksik etkileri yoktur ve hidroliz ile kolayca degrade olabilme 6zelligine sahip doku
iskeleleridir. Porozli mikroyapiya sahip olmalarindan 6tiirii en sik kullanilan doku
iskelelerinden biridir (EI-Backly, Massoud, EI-Badry, Sherif, & Marei, 2008; Galler,
D'Souza, Hartgerink, & Schmalz, 2011; Powers JM, 2007).

Kalsiyum hidroksit ve MTA gibi bazik 6zellikli pulpa kaplama materyalleri ile, dentinin
piriizlendirilmesinde kullanilan EDTA ve diger asitlerin de dentinin ekstraselliiler
matriksinde degisiklikler yaratarak dentinin iginde gomiilii olarak bulunan TGF- B1,
BMP-2, FGF, PDGF ve VEGF gibi biiyiime faktorlerinin salimimini uyararak kok
hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilasmasini indiikleyerek dentinogenetik cevabi baslattiklar:
birgok calismayla ortaya konulmustur (Ferracane, Cooper, & Smith, 2013; Galler ve
ark., 2015; Graham ve ark., 2006; Tomson ve ark., 2007). Dentinin EDTA gibi asitlerle
uyarilmasinin dental kok hiicrelerin kaderini, hayatta kalimini, dentin duvarlarina
tutunmasini, biyime ve farklilagsmasini uyardigi bilinmektedir (Galler, D'Souza,
Federlin, ve ark., 2011; Pang ve ark., 2014; Trevino ve ark., 2011).

Farkli asitlerin MKH'lerin davraniglar1 izerine olan etkilerinin arastirildigi in vitro
caligmalarda dentinin farkli asitler ile uyarilmasi sonucunda biiyiime faktdrlerinin agiga
¢ikmasiyla DPKH'lerinin mineralize doku depozisyonu arasinda bir iliski oldugu ve bu
asitlerin rejeneratif endodontik tedavinin basarisinda énemli rol oynayabilecegi rapor
edilmistir. Ayn1 zamanda dentinin kimyasi, topografisi ve 1slanabilirligi gibi yiizey
ozelliklerinin kok hiicre adezyonunu etkiledigi bilinmektedir. Yiizey islanabilirliginin
artmasinin hiicrelerin dentine olan tutunmasimi olumlu ydnde etkiledigi sdylenmistir

(Galler, D'Souza, Federlin, ve ark., 2011; Pang ve ark., 2014; Sadaghiani ve ark., 2016).

Bu calismanin amaci farkli asitler kullanilarak yapilan rejeneratif endodontik tedavi
islemleri sonrasinda, pulpa odasinda ortaya ¢ikan biyolojik durumun histolojik ve
immiinohistokimyasal yontemlerle arastirilmasidir. Burada bahsedilen asitlerden

rejeneratif endodontik tedavi protokollerinde son irrigasyon ajani olarak kullanilan



EDTA ve heniiz bu protokollerde heniiz yer almayan fosforik asit, sitrik asit ve fitik
asidin rejeneratif endodontik tedaviye olan etkilerinin arastirilmas: amaglanmistir. In
vitro ve in vivo olarak iki asama halinde tasarladigimiz bu ¢alismada bu asitlerin hem
dentininin iginde goémiilii olarak bulunan biiyiime faktorlerine olan etkilerini hem de
rejeneratif endodontik tedavi sonrasinda olusan dokulara olan etkilerini aragtirilmistir.
Bunu gergeklestirirken de ¢alismanin in vitro boliimiinde koronal dentin disklerinin bu 4
farkli asit uygulamasi sonrasi agiga ¢ikan ve rejencrasyonda 6nemli olan biiylime
faktorlerinden TGF-f1, VEGF, BMP-2 ve FGF-2’nin seviyelerini tespit etmek igin
ELISA yéntemi kullanildi. Orneklerin yaris1 asit uygulamasi sonrasi insan mezenkimal
kok hiicresi igeren besiyeri ortaminda 3 giin inkiibasyona birakilarak kok hiicrelerin bu
biiylime faktorlerinin seviyelerine olan etkilerinin incelenmesi hedeflendi. Calismanin in
vivo bolimiinde ise tek koklii insan dislerinden hazirlanmis ve yine ayni asitler ile irrige
edilmis olan kok dentinlerinin i¢ine insan mezenkimal kok hiicresi igeren PLGA doku
iskelesi yerlestirildi. Hazirlanan kok dentinleri immiinsiipresif balb/c cins farelerin
dorsumlaria implante edildi ve 2 ay sonra disler farelerin dorsumlarindan alinarak
histolojik ve immiinohistokimyasal yontemler ile biyolojik agidan aralarindaki farklar

arastirilmastir.



2. Genel Bilgiler
2.1. Rejeneratif Endodonti ve Doku Miihendisligi

Rejeneratif endodonti dentin ve kok yapilariyla beraber pulpa-dentin kompleksi ve
hiicrelerini de iceren hasarli dis dokularinin yenilenmesi amaciyla tasarlanmis biyolojk
temelli islemler olarak tanimlanmistir. Bu tanimlamaya gore rejeneratif endodontik
tedaviler enfeksiyon, travma veya gelisimsel anomali sebebiyle hasara ugramis nekrotik

pulpali geng daimi dislerin pulpa-dentin kompleksinin rejenerasyonunu amaglamaktadir.

Nekrotik pulpali veya apikal periodontitisli geng daimi disler, apikal bolgede sert doku
olusumunun indiiklenmesi amaciyla geleneksel olarak kalsiyum hidroksit kullanilarak
tedavi edilmekteydi. Daha sonraki zamanlarda MTA kullaniminin artmasiyla apikal
bolgede bir tikag olusturularak yapilan tedaviler siklikla uygulanmaya baslamistir.
Kalsiyum hidroksit ile yapilan apeksifikasyon ¢ok sayida randevudan olusan uzun siireli
bir tedavidir. Ac¢ik apeksli gen¢ daimi disler uzun siireli kalsiyum hidroksite maruz
kalmasinin ardindan kok kirigi olusma ihtimalinin arttigi rapor edilmistir (Andreasen,
Farik, & Munksgaard, 2002). MTA kullanilarak yapilan apeksifikasyon bu uzun siireyi
kisaltmis olmakla beraber kokiin boy uzunlugu veya kalinliginda bir artis meydana
getirmemektedir. Ayrica bu yontemlerle yapilan apeksifikasyon tedavileri kanal igindeki
hasarli dokunun canliligin1 tekrar kazandiracak bir potansiyele sahip degildir. 2001
yilinda 'revaskiilarizasyon" adi altinda yeni bir tedavi segene8i sunulmustur.
Revaskiilarizasyon terimi ilk kez Iwaya tarafindan kullanmilmistir (lwaya, lkawa, &
Kubota, 2001). "Rejeneratif endodonti” tabiri Amerikan Endodonti Dernegi tarafindan
2007 yilinda kullanilmis olup doku miihendisligi tizerine kurulmus bir konsepttir

(Murray, Garcia-Godoy, & Hargreaves, 2007).

Rejeneratif endodontik tedavilerin amaci doku miihendisliginin {i¢ temel unsuru olan
kok hiicreler, biyomimetik bir doku iskelesi ve biyoaktif molekiiller (biiyiime faktorleri,
sitokinler vb.) ile kanal iginde enfeksiyon veya travma sonucu hasara ugramis pulpa
dokusunun yeniden olusturulmasidir. Rejeneratif endodontik tedavilerin ilk ornekleri
1961 yilinda Nygaard-Ostby ve 1971 yilinda Nygaard-Ostby & Hjortdal tarafindan



yapilan kok kanalinin kemomekanik debridmani saglandiktan sonra periapikal dokularin
indiiklenerek bir kism1 kdk dolgusu olan kanalin kan ile dolmasi saglanmistir. En erken
9 giin en ge¢ 3 yil sonra g¢ekilen dislerde yapilan histolojik incelemede dislerin vital
pulpa igerdigi ve kanalin apikal bolgesinde fibréz konnektif doku ve hiicresel sement
tespit edilmistir (Nygaard-Ostby & Hjortdal, 1971; Ostby, 1961). Fakat nekrotik pulpali
dislerin apikal bolgelerinde herhangi bir tamir dokusuna rastlanilmamstir. Klinik olarak
Iwaya ve arkadaslar1 apikal periodontitisli ve fistiil yoluna sahip gen¢ daimi dislerin
tedavisinde revaskiilarizasyon konseptini ilk uygulayan grup olmustur. Konseptleri
Skoglund & Tronstad'm 1978 ve 1981 yillarinda kopeklerin diglerinde yaptigi
revaskiilarizasyon ¢aligmalar1 ve 1996'da Hoshino ve Sato'nun yaptigi, kok kanalinin
dezenfeksiyonunda kullanilan antibiyotik karigimlari, siprofloksasin ve metranidazolun
kullanildigi caligmalar temel alinarak olusturulmustur (Sato, Ando-Kurihara, Kota,
Iwaku, & Hoshino, 1996; Skoglund & Tronstad, 1981; Skoglund, Tronstad, &
Wallenius, 1978). Tedavilerinin sonucunda klinik semptomlar1 ve apikal periodontitisin
ortadan kalkmasina ve kanal duvarlarinin kalinlagmasi ile kok ucunun kapandigi
goriilmiistiir. Banchs & Trope tarafindan 2004'te Onerilen revaskiilarizasyon
protokoliinde siproflaksasin ve metranidazol karisimina minosiklin eklenerek {iglii
antibiyotik pati kullanilmig ve bu patin taninmasi saglanmistir (Banchs & Trope, 2004).
Ayn1 zamanda bu ¢aligmada kanal ici bariyer olarak cam iyonomer siman yerine MTA
kullanmilmistir. Bu tedavi yontemi apikal periodontitisli gen¢ daimi dislerin
semptomlarinin ortadan kalkmasinin yaninda kanal duvarlarinin kalinlagsmasina ve kok
ucunun kapanmasina da olanak sagladigi sOylenmistir. Bundan dolay1 rejenereatif
endodontik tedaviler apikal nekrotik pulpali geng daimi dislerin tedavisinde geleneksel
olarak uygulanan apeksifikasyon tedavisine alternatif bir tedavi olarak onerilmistir
(Hargreaves, Giesler, Henry, & Wang, 2008; S. G. Kim, Malek, Sigurdsson, Lin, &
Kahler, 2018).

Doku miihendisligi kavrami, biyoloji ve miihendislik alanlarindaki prensiplerin
kullanilmastyla hasarli ve fonksiyonunu kaybetmis dokularin fonksiyonlarinin yerine
konmasi, tamiri ve/veya iyilestirilmesi konulariyla ilgilenen ve siirekli ilerleme gosteren

bir uygulama alanidir.



Rejeneratif tip ise hastalik, travma, kanser ve diger sebeplerle yapt ve fonksiyonu
bozulan doku ve organlarin, yeniden onarilmasiyla ilgilenen bir tip alamidir. Bu
dogrultuda, bu tedavileri destekleyici hiicre ve hiicre kombinasyonlari, miihendislik
irlinli biyomateryaller kullanilir. Doku miihendisli§i ve rejeneratif tip alanlarinda
kullanilan bu prensiplerin rejeneratif endodontik tedavilerde de kullanilmasi giindeme

gelmistir (Hargreaves ve ark., 2008).
2.1.1 Doku Miihendisliginin Elemanlari
2.1.1.1 Kok Hiicreler

Kok hiicreler; sinirsiz ¢ogalabilme, kendilerini yenileyebilme, kendilerinden bagka
hiicrelere farklilasabilme, hasarli dokular: onarabilme yetenegine sahip olmasi 6zellikleri
ile tanimlanan hiicrelerdir. Cok sayida bulunmasinin ve eldesinin kolay olmasi, birden
¢ok hiicre tipine farklilasip c¢ogalabilme oOzelliklerinin olmasi, otolog veya allojenik
alicilara giivenli ve etkin bir sekilde nakledilebilmeleri sebebiyle rejeneratif tip alaninda
son yillarda siklikla tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Kok hiicreler farklilasma
kapasitelerine gore totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve unipotent olarak
adlandirilir (Tekeli Senem ve ark., 2016).

Totipotent: Totipotent kok hiicreler biitiin hiicre tiplerine farklilasma yetenegi olan ve
teorik olarak bir organizmayr olusturma kapasitesine sahip hiicrelerdir. Zigot,
organizmay1 olusturacak tiim hiicre tiplerine farklilasma potansiyeline sahip olan ilk
totipotent hiicredir. Totipotent hiicreler, ilave embriyonik yapi olan gdbek kordonu,
amniyon kesesi, Wharton jeli ve plasentay1 olusturarak pluripotent, multipotent ve

unipotent 6zellik gosterebilirler (Tekeli Senem ve ark., 2016).

Pluripotent: Pluripotent hiicreler ise tiim germ yapraklarma (endoderm, ektoderm,
mezoderm) ait dokular1 olusturabilme kapasitesine sahiptirler. Fetal veya yetiskin
hiicretiplerini olusturabilirler fakat bir organizmayi olusturacak yetenege Ssahip

degildirler (Tekeli Senem ve ark., 2016).



Multipotent: Sinirli sayida hiicreye doniisebilme potansiyeli olan kok hiicrelerdir.

Ornegin kordon kanindan elde edilmis kok hiicreler uygun uyarilarla kas hiicrelerine,
noronlara ve diger hiicrelere doniisebilirler. Pluripotent hiicrelere gére ¢ok daha sinirh
sayida hiicre tipine farklilagabilen hiicreler olup, daha 6zel fonksiyonlara sahiptirler.
Pluripotent kok hiicreler organizmada erken gelisim doneminde bulunurken, multipotent

kok hiicreler ¢cocuk ve yetiskinlerde bulunurlar.(Ates, 2016; Tekeli Senem ve ark., 2016)

2.1.1.1.1 Kok Hiicrelerin Genel Ozellikleri:

2.1.1.1.1.1 Farklanma (Plastisite):

Bir hiicrenin ¢esitli dokulardaki hiicrelere doniisebilme yetenegine “Plastisite” ya da
“Differansiyasyon” adi verilir. Kok hiicre plastisitesi; bir hiicrenin koken aldiklari
dokularin disindaki dokulara farklilagabilme yetenegini tanimlamaktadir. Ayni hiicrenin
degisik hiicre tiplerine farklilasma potansiyeline ise “Farklilasma Kapasitesi”
denilmektedir. Farklanma, ¢ok hiicreli organizmalari olusturan hiicrelerin olgunlasma ve
uzmanlagsma siirecinde gecirdikleri bir dizi de§isimi tanimlamak ic¢in kullanilir.
Farklanma sitokinlerin, biiylime ve farklilasma faktorlerinin, ekstraselliiler matriks
proteinlerinin ve hiicreleraras1 sinyallesmenin kombine etkisiyle basarilan karmagik
olaylar biitiiniidiir. En 6nemli mekanizma epigenetik kontroldiir. Gametler haricindeki
her hiicre ayn1 genoma sahip oldugu i¢in bunlari birbirinden ayiran etken gen ifadesidir.
Kok hiicre, onciil hiicre ya da 6zellesmis hiicre mi olacagi buna baglidir. Burada DNA
ve histon metilasyonunun rolii 6nemlidir. Farklilagmis hiicrelerde heterokromotin,
farklilasmamis  hiicrelerde = Okromotin alanlar vardir. Farklilagmayla birlikte
pluripotensiyi saglayan genlerin ifadesi azalan bu olay DNA metilasyonuyla gerceklesir.
Oct-4 ve Sox-2 gibi bir grup gen, DNA metiltransferazlar tarafindan metillenir,
promotor bdlgeleri baglanir ve ifade silinir (Ates, 2016; irem, 2011; Tekeli Senem ve
ark., 2016).

Telomeraz enziminin kok hiicrelerin rejenerasyon oOzelliginin devam ettirilmesinde

onemli bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Farelerde yapilan caligmalarda telomeraz
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enziminin aktivitesindeki azalmanin hiicrenin rejenerasyon yetenegini azalttigi
gosterilmistir. Fakat telomeraz aktivitesinin artmasiyla rejenerasyon yeteneginin
artmadig1 da goriilmiistiir. Bundan dolay:1 rejenerasyon 6zelliginin idamesi ig¢in diger
baska faktorlerin rol oynadigi diisiiniilmektedir. TGFB, Sox2, Nanog, Oct4, Whnt,
MAPK-ERK, PI3K, p53 gibi ¢estli transkripsiyon faktorleri, yolaklar ve epigenetik
faktorler bunlara 6rnek gosterilebilir.(H., 2009; N. Liu, Lu, Tian, & Han, 2007,
Trounson, 2006)

2.1.1.1.1.2 Kendini Yenileyebilme (Self-Renewal):

Kok hiicreler, boliinme sirasinda bir yandan progenitoér hiicreye farklilasacak olan
hiicreyi tiretirken diger yandan da kendi yedegini iiretmektedirler. Hiicrenin kaderi i¢ ve
dis faktorlerle sekillenir. Bunlar; asimetrik hiicre boliinmesi, mikro ¢evre (nis), hiicre-
hiicre temaslari, adezyon molekiilleri, hiicreler aras1 baglanti kompleksleri, ekstraseliiler
matriks bilesenleri, biiylime faktorleri ve sinyal yolaklar1 araciligiyla belirlenip
sirdiriilir. En o6nemli belirleyici asimetrik hiicre boliinmesidir. Hiicrenin kendini
yenilemesi ve farklilasmasi arasindaki denge i¢in bu sarttir. Asimetrik hiicre boliinmesi
i¢c ve dis faktorlerin siki dengesiyle gerceklesir. Farklt mikro ¢evrelerde bulunan
hiicrelerin doniistimleri de farkli olmaktadir. Nisi olusturan hiicre dist matriks
bilesenleri, komsu hiicreler ve salgi proteinleri kok hiicrelerin sayisin1 kontrol eder.
Doku onarimi, doku hacmi genislemesi ve embriyonun gelisim siirecinde gerekli olan
yeni hiicre gereksinimini karsilayabilmek igin simetrik boliinme de gereklidir. Bu
durumda kok hiicreler dncti hiicrelere doniiserek devreye girerler ve ¢ok sayida boliinme

kapasitesine sahiptirler (Tekeli Senem ve ark., 2016).
2.1.1.1.1.3 Pluripotensi (KoKkliiliik):

Kok hiicrelerin li¢ farkli germ yapragina ve onlarin farkli tiirlerine farklilagsabilme
yetenegidir. Bu kavram, kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran hiicresel o6zellikleri
belirtmek i¢in kullanilmaktadir. Kok hiicrelerin yiizeylerinde yer alan, hiicresel
sinyallesme yollar1 veya iki hiicre aras1 adezyonda rol oynayan belirtecler kullanilarak

kok hiicrelerin tipi belirlenebilir. Bu belirteglerin bir kismi farklilagma kiimeleri
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(Clusters of differentatiation, CD) olarak tanimlanmaktadir (G. Huang, Ye, Zhou, Liu, &
Ying, 2015; Weissman, 2000).

2.1.1.1.2 Kok Hiicre Cesitleri

Glintimiize kadar birgok farkli siniflama onerilmis olmakla beraber en ¢ok ragbet goreni

koken aldigi kaynaga gore yapilan siniflamadir (Ates, 2016).
A) Embriyonik kok hiicreleristy!

B) Embriyonik olmayan kok hiicreler

steil- Hematopoetik kok hiicreleriste!

- Kemik iligi kok hiicreleriiske;

- Periferik kan kok hiicreleriistz!

- Gobek kordon kami kok hiicreleriists!

II- Stromal (mezenkimal) kok hiicreleristy!

I11- Organlarda yerlesik diger eriskin kok hiicreleri
2.1.1.1.2.1 Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonel gelisimin blastosit agamasindaki embriyonun i¢ hiicre kitlesinden elde
edilirler ve sinirsiz bolinme yetenegine Sahip olan hiicrelerdir. Viicutta bulunan ve
farklilagmis olan her hiicreyi olusturabilme potansiyeline sahiptirler. Embriyonik kok
hiicrelerden elde edilen hiicre kiimelerine embriyoid cisimcikler denilmektedir ve
ektoderm, mezoderm ve endodermden koken alan her tiirlii hiicreye (plasenta harig)
farklilagabilirler. Insanlarin EKH'leri farklilasmamis pluripotent hiicrelerin belirtegleri
CD9, Oct-4 (Oktomer baglayici protein), Nanog, alkalen fosfataz (ALP), Thy-1, SSEA-3
ve SSEA-4' eksprese ettikleri bilinmektedir (Ates, 2016).
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2.1.1.1.2.2 Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler

Bir doku veya organdaki differansiye olmus hiicrelerin arasinda bulunan farklilasmamais
hiicrelere denir. Bu hiicreler kendini yenileyebilme ve i¢inde bulundugu dokunun
Ozellesmis hiicrelerine differansiye olabilme yetenegine sahiptir. Bu dokulara 6zgii olan
hiicrelerin asil gorevleri tamir ve i¢inde bulundugu dokunun biitiinliigiinii saglamaktir

(Ates, 2016).
2.1.1.1.2.2.1 Fetiis Kok Hiicreleri

Fetiis kok hiicreleri dogum esnasinda diisiik yapan gebelerden veya hastalik sebebiyle
sonlandirilmak durumunda kalinan gebe hastalardan elde edilir. Sinirsiz sayida boliinme
yetenegiyle beraber kendini yenileme potansiyaline sahip pluripotent hiicrelerdir. istenen
tiim hiicre tiplerine farklilasabilirler. Bunlara ek olarak sperm ve yumurta hiicrelerine de

dontisebilme kapasitelerine sahiptirler (Giiltekin KE, 2013; Shamblott ve ark., 1998).
2.1.1.1.2.2.2 Kadavra Kok Hiicreleri

Eldeleri kadavralardan yapilan hiicreler olup proliferasyon hizlar1 6len bireyin yasiyla

ters orantilidir (Sagsoz & Ketani, 2008).
2.1.1.1.2.2.3 Eriskin Kok Hiicreler

Bu hiicreler canlinin yagami siiresince kismen daha smirli olmakla beraber, kendilerini
yenileme Ozelliklerini kaybetmeyen, siklikla i¢inde bulunduklar1t dokuya ozellismis
hiicre tiplerine farklilagma yetenegine sahip hiicrelerdir. Uygun kosullar saglandiginda
enflamasyon veya doku hasar1 gibi durumlara cevap olarak ait olduklar1 dokularin
disindaki hiicrelere de farklilasma yetenegine sahip hiicrelerdir (Inan S 2009; Maria,
Khosravi, Mezey, & Tran, 2007; Trounson, 2006). Bu hiicreler viicutta en sik olarak
kemik iliginde bulunur (Giiltekin KE, 2013).
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2.1.1.1.2.2.3.1 Hematopoetik Kok Hiicreler (HKH):

Bu hiicreler asimetrik boliinme ile yeni bir kok hiicre olusturma potansiyeline sahip
olmakla beraber ¢esitli hiicre tiplerine de farklilasabilirler. Plastisite, mobilizasyon ve
homing gibi 6zelliklere sahiptirler. Kemik iligi, kordon kan1 ve periferik kan en 6nemli
kaynaklaridir. Yapilan calismalar bunlarin i¢inde kemik iligi kokenli hematopoetik
hiicreler digerlerine oranla bir adim daha 6nde oldugu goriilmiistir (Ates, 2016; Tekeli

Senem ve ark., 2016).

Kendilerini yenileme o6zellikleri sayesinde, yasam boyu gerekli olan kan hiicresi
ihtiyacin1 karsilarlar. Bu hiicreler HKH’leri tanimlamakta kullanilan CD38, CDA43,
CD45RA, CD45R0O, CD90, CD59, CD109, CD117, CD166, CD45, CD14, CD133,
HLA-DR ve CD34’ii eksprese ederler (H., 2009; Inan S 2009; Maria ve ark., 2007).

2.1.1.1.2.2.3.2 Non-Hematopoetik Kok Hiicreler (non-HKH):

MKH'ler ve organlarda bulunan kok hiicreler olmak iizere iki alt baslhkta
incelenmektedir. Noral kok hiicre, kardiyomyosit kok hiicreleri, adipoz kokenli kok
hiicreler, epidermal kok hiicreler, sindirim epiteli kok hiicresi gibi hiicreler organlarda
bulunan kok hiicrelerdir (Laugwitz ve ark., 2005). Rejeneratif dis hekimliginde en sik
olarak kullanilan kok hiicre gesitleri ise non-HKH grubunda bulunan MKH'lerdir.

2.1.1.1.2.2.3.2.1 Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

Ik kez 1976 yilinda Fridenstein tarafindan tanimlanmis olup birgok dokudan elde
edilebilen, in vitro ortamda proliferasyona uygun dayanikli ve direngli hiicrelerdir
(Friedenstein, Gorskaja, & Kulagina, 1976).

Bugiinkii anlamda ilk mezenkimal kok hiicrelerin tanimi 1999 yilinda Pittenger ve
arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada belirtildigi iizere "Kemik iliginden koken alan”
ve uygun uyaranlarla ii¢ temel seri; osteojenik, kondrojenik ve adipojenik serilere
farklilagabilen, CD73, CD54 (ICAM-1), CD105, CD39, CD49¢ (a5- integrin) gibi

belirtegleri eksprese eden uzantili fibroblast-benzeri multipotent hiicrelerdir (Ates,
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2016).

Mezoderm tabakasindan koken alan bu hiicreler viicudun bazi yerlerinde noéral krista
kaynakli mezenkimal dokudan da gelisebilirler. Beyin, kordon kani, gobek kordonu,
karaciger, dis pulpasi ve fetal dokularda bulunan ¢ogalma kapasitesi yiiksek ve kendini
farklilagmadan yenileyebilme 0Ozelligine sahip kok hiicrelerdir. Bu hiicreler kemik,
kikirdak, kas gibi farkli hiicre tiplerine doniisim kapasitelerinin yaninda iirettikleri
bircok biiylime faktorii ve sitokinler nedeni ile immiin baskilayici ve trofik etkileri vardir

(Tekeli Senem ve ark., 2016).

2008 yilinda Uluslararast Hiicresel Tedavi Dernegi’nin (ISCT) fikir birligiyle MKH

olarak siniflandirmak igin;
a. Hiicrelerin kiiltiir ortaminda plastik yiizeye tutunabilmeleri, isfs!

b. Yiizeylerinde CD105, CD73 ve CD90 gibi hematopoetik olmayan hiicre yiizey
belirteglerini eksprese ederlerken, CD45, CD34, CD14 veya CD11b, CD79 veya
CD19 ve HLA-DR (insan lokosit antijeni-DR) gibi tipik hematopoetik

belirtecleri eksprese etmemeleri, istp!

C. in vitro ortamda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farklilagsabilmeleri gerekmektedir
(Dominici ve ark., 2006).

En sik olarak kullanilan MKH kaynaklari; kemik iligi, adipoz doku ve kordon kanidir.
Bu ii¢ MKH kaynaginin koloni olusturma kapasitelerinin karsilastirildigi bir ¢alismada
en yliksek koloni olusturma kapasitesine adipoz doku kaynakli MKH'ler ve onu takiben
kemik iligi kaynakli ve en diisiik olarak da kordon kani1 kaynaklit MKH'ler oldugu rapor
edilmistir (Kern, Eichler, Stoeve, Kluter, & Bieback, 2006).

MKH’ler, hiicreler aras1 ve hiicre dis1 matriks ile yakin iliskide bulunan ve ¢ok cesitli
biyoaktif makromolekiillerle birlikte sitokin, kemokin ve biiylime faktorii gibi cesitli
¢Oziinebilir faktorleri de sentez edebilmektedirler. Bu sayede hem immiinomodiilator

etkilere sahip olurken, hem de rejeneratif mekanizmalarin yiiriitiilmesinde gorev alirlar.
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MKH'lerin salgiladiklar1 bu molekiiller dokularda yer alan progenitdr hiicrelerin
cogalma ve farklilasmasini uyarirken, enflamatuar ve immiin reaksiyonlari, apoptozu
azaltirlar, anjiogenezisi indiikleyerek doku tamirine yardimer olurlar. Kok hiicreler ait
olduklar1 nislerinden ¢ikip yara bolgesine migre olabilir ve hasarli hiicre ile fiizyon

yapabilirler (Phinney & Prockop, 2007).

MKH'ler dokulardan az sayida izole edilebildiginden kullanimlart dncesinde in vitro
kiltlir ortaminda ¢ogaltilmalar1 gerekmektedir. Kiiltiirde ¢gogaltma sirasinda hiicrelerdeki
yaslanma, bazi Ozelliklerini kaybetme, kontaminasyon ve sitogenetik bozukluk riski

mezenkimal kok hiicrelerin 6zellikle klinik kullanimi i¢in dezavantaj olusturmaktadir

(Cetinkaya, 2007).

Kemik iliginden izole edilmis ve kiiltiir ortamina ekimi saglanmigs MKH'ler hizli plastik
adezyon yetenegi ile yiiksek proliferasyon ve differensiasyon kapasitelerine sahiptirler.
MKH’ler kiiltiir ortaminda prolifere olduktan sonra yapilan 1sik mikroskobu ve faz
kontrast mikroskobu incelemelerinde, hiicrelerin ig seklinde bir morfolojiye sahip
olduklar1 gozlenmistir. Fibroblastlara ¢ok benzemekle beraber, niikleuslarinin yerlesim
sekilleri fibroblastlarin aksine simetriktir. Bu hiicreler kas, epitel ve endotel hiicrelerinin
fenotipleriyle de benzerlik gosterebilirler (Can A 2009; Dominici ve ark., 2006).
Immunofenotipik olarak CD34, CD45, HLA DR ve CD14 gibi tipik hematopoietik
belirtegleri eskprese etmezler, buna karsin CD105, CD73 gibi non-hematopoietik
belirtegleri eksprese ettikleri rapor edilmistir (Sekil 1) (Y1lmaz, 2008).

Kiiltiir ortaminda c¢ogaltilmis mezenkimal kok hiicrelerin antijenik 6zelliklerine
bakildiginda kendilerine spesifik bir belirteg tasimadiklari; endotel, epitel ve kas
hiicrelerine benzer fenotipik 6zelliklere sahip olduklart goriilmektedir (Karadz E. & E.,
2004). Fibroblastlarin yiizey belirteci olan STRO-1'i eksprese edebilmelerinin yanisira
CDT71 (transferin) ve CD90 (thy-1) belirteglerini de tasimaktadirlar (Yilmaz, 2008).

MKH'ler kemokin, sitokin ve ekstraselliller matriks proteinlerini sentezleyebilme
Ozelligine sahiptir. Interleukin-6 (IL-6), IL-7, IL-8, I1L-11, IL-12, IL-14, IL-15,
Macrophage-colony stimulating factor (M-CSF), Flt-3 ligand ve stem cell faktor (SCF),
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granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) MKH'lerin sekresyonunu
yaptig1 faktorlerdir (Yilmaz, 2008).

Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) (CD-106), Intercellular Cell Adhesion
Molecule-1 (ICAM-1) (CD54) ve L-Selektin (CD2L) MKH'lerin hiicrelere ve
ekstraseliiler matriks elemanlarina adhezyonunu saglayan molekiiller olarak rapor

edilmistir (Gronthos ve ark., 2003; Tap O 2013; Y1ilmaz, 2008).

Artijen CDmumaras  Bxspresyon
Hematopoietik kok hicre belirteci CD34 Megatif
Leukocyte common antigen CD45 Megatif
LPS reseptor co4 Negatif
T lenfosit belirteci CcD3 Megatif
B lenfosit belirteci cD19 Megatif
HLA-DR Negatif
Lewis X CD15 Negatif
TG CD1a Megatif
Endogiin (SH2) CD105 Pogzitif
5' terminal nikleotidaz (SH3) CD73 Paazitif
SH4 cD73 Pogzitif
Thy-1 CD30 Pogzitif
Bilyirme fakidri ve sitokin reseptarieri

Intedeukin-1 reseptor chi21 Pozitif
Interdeukin- 2 reseptor CcD25 Negatif
Interdeukin-3 reseptor cD23 Poazitif
Interdeukin-4 reseptor cDi124 Paazitif
Intedeukin-6 reseptor CD126 Pozitif
Interdeukin-7 reseptor cma7 Poazitif
Interferon v reseptor COw119 Pozitif
Tumar nekroz fakior alfa reseptor cDi20 Pagzitif
Fibroblast biyime fakior reseptor Pozitif
Platelet kaynakl biiyiime faktor reseptr CO140a Poazitif
Transferrin reseptoru CD71 Poazitif

Sekil 1. Mezenkimal kok hiicrelerin antijenik 6zellikleri (Y1lmaz, 2008)

17



2.1.1.1.2.2.3.2.1.1 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Multipotent Farklilasma Kapasitesi

Mezenkimal kok hiicreler cesitli uyaranlarin etkisiyle in vitro olarak adipojenik,
osteojenik, kondrojenik, norojenik, kardiyojenik, myojenik, hepatik ve pankreatik
hiicrelere farklilasma yetenegi gosterir. Ornek olarak; fibroblast-benzeri morfolojiye
sahip mezenkimal kok hiicreler; IBMX, deksametazon, PPAR vy ligandlar1 ve insiilin
varliginda oval morfolojiye sahip, notral-lipit damlalar1 iceren yag hiicrelerine
farklilagabilmektedir (Diascro ve ark., 1998; Gronthos ve ark., 2000; Jo ve ark., 2007).
Kemik morfogenetik proteini gibi biiytime faktorleri kalsiyum birikimlerinin meydana

gelisini ve osteojenik farklilasmay: saglamaktadir (Zuk ve ark., 2001).

Mezenkimal kok hiicreler; askorbat, deksametazon ve TGF-f varliginda, kondrojenik bir
fenotip gostermekte, ayrica ekstraselliiler matriksde, mekanik uyarim ve ¢esitli ¢cevresel
faktorlerin etkisiyle kondrojenik farklilasma gergeklesmektedir (Zuk ve ark., 2001).
MKH'lerin plastisite 6zelligini, hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyallerin kombinasyonu
belirlemektedir. Hiicre i¢i sinyalleri hiicrenin DNA’s1 iizerinde bulunan ve hiicrenin
fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan bilgiyi tasiyan genler olustururken hiicre dis1 sinyalleri
ise, kok hiicre niginde bulunan molekiiller, diger hiicrelerden salgilanan biyokimyasallar

ve komsu hiicrelerle olan fiziksel temas olusturmaktadir (Giiltekin KE, 2013).
2.1.1.1.2.2.3.2.1.2 Kok Hiicre Nisi

Kok hiicre nisi somatik kok hiicrelerin ¢ogaldigi, 6zelliklerini tasimaya devam ettikleri
ve farklilasmaya basladiklar1 mikrogevre olarak tanimlanmaktadir (Huysseune &
Thesleff, 2004). Hiicrelerin fonksiyonlarinin ve regiilasyonlarinin diizenlenmesi igin
gerekli hiicresel ve molekiiler faktorleri igeren bir mikrogevre olarak da

tanimlandirilabilir (J. Zhang & Li, 2008).

MKH'ler differensiasyon i¢in gerekli sinyalleri aldiktan sonra nislerinden ayrilirlar ve
farkli davranis modelleri sergileyerek differensiasyon gegirirler. MKH'lere c¢esitli
uyaranlarin etkisiyle birlikte bulunduklari nislerinde transkripsiyonel degisimler baslar.
Bu asamadan sonra asimetrik boliinme gercekleserek bir adet multipotent Onciil

(prekiirsor) hiicre, bir adet de kendisinin birebir aynisi olan bir kék hiicre olusur. Onciil
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(prekiirsor) hiicreler simetrik sitokinez gegirerek bipotent (iki farkli hiicre tipine
dontigebilen) veya tripotent (ii¢ farkli hiicre tipine doniisebilen) Onciil hiicrelere
doniistimlerini tamamlarlar. Tripotent ve bipotent Ozelligi tasiyan bu onciil hiicreler,
simetrik boliinme gecirerek unipotent (sadece bir hiicre tipine doniisebilen) Onciil
hiicreleri olustururlar. Bu olaylarin sonunda olgun hiicreler meydana gelir. Bu siireg
geriye dogru da gidebilir ve buna da dedifferensiasyon adi verilmektedir (Sekil 2)
(Baksh ve ark., 2004) .

Stem Cell Compartment Committed Cell Compartment
MSC @ Osteoblasts
(Multipotent ) <:
L@@
Adipocytes
. (@)= —
_'{ijh- Precursor
_ C (Tripotent ) —
MSC Chondocytes
(Multipotent ) 5 <:
I’recurmr<: Myocytes
(Multipotent ) @ S < yocy
Precursor
(Bipotent) : —%— T'endon
Progenitor Differentiated Cells
(Unipotent

Transcriptional Modification Phenotypic Modification

Sekil 2. Baksh ve arkadaslar tarafindan 6nerilen differensiasyon semasi (Baksh ve ark.,
2004)

Giliniimiizde hematopoetik veya mezenkimal kok hiicreler icin 4 temel kaynak

kullanilmakta olup bunlar;
1- Kemik iligi

‘ri2- Kordon kaniiske,

3- Periferik kanise|

4- Yag dokusudur.

19



2.1.1.1.2.2.3.2.1.3 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanimlar1 Acisindan

Avantaj ve Dezavantajlar

2.1.1.1.2.2.3.2.1.3.1 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanimlar1 Ac¢isindan

Avantajlarn

- Bag dokudan koken almalarindan dolayr stromal destek saglayarak hiicrelerin

gelisimine ve fonksiyonuna katki saglarlar
- Farklilasma yetenekleri ytiksektir

- Biiylime faktorleri, sitokin ve kemokin beneri ¢oziinebilen faktorler salgilayarak hasarli

hiicre ve dokularin tamirine olanak tanirlar
- Migrasyon yetenekleri sayesinde yarali veya hasarli dokulara ulasabilirler
- Hasarli hiicreler ile fiizyon yetenegine sahiptirler

- Immiinsiipresif veya non-immiinojenik &zellikte olmalar1 nedeniyle klinik kullanimda
insan doku antijeni doku uyumunun sart olmamasina hatta insan doku antijeni uyumsuz

bireylerden bile MKH hazirlanabilecegi rapor edilmistir

- Dayanikli olmalar1 ve gen transferinin kolay yapilabilmesinden &tiirii gen tedavilerinde

kullanilabilmeleri

- Cesitli enzimler salgilayarak kalitsal hastaliklardaki enzim hasarlarinin /defektlerinin

yerine koyulabilme potansiyeline sahip olmalaridir (Akgiin, 2016).

2.1.1.1.2.2.3.2.1.3.2 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanimlar1 Acisindan

Dezavantajlan

- Sayilarinin ¢ok az olmasi sebebiyle in vitro kiiltiir ortaminda haftalarca siirebilen

kiiltiirlerde proliferasyona ihtiya¢c duyma gereksinimidir.

- Proliferasyonlar1 i¢in ciddi bir teknoloji ve altyap: ihtiyact duymalar1 ve bunun da

yiiksek bir maliyete sahip olmasidir (Akgiin, 2016) .
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2.1.1.1.2.2.3.2.1.4 Dis ve Cevre Dokulardaki MKH Kaynaklari

Kok hiicrelerin kesfi ve teknolojideki gelismeler sonrasinda farkli dokularin rejenere
edilmesinde yeni stratejiler gelistirilmistir. Uygun ve istenen hiicrelerin taninmasi, doku
veya organ gibi yapilar olusturulurken hiicrelerin uyarilmasi i¢in gerekli sinyallerin
gelistirilmesi gibi temel prensiplere dayanir. Bas ve boyun bolgesinde viicudun diger
bolgelerinden elde edilen mezenkimal kok hiicre kaynaklarina alternatif kaynaklar
bulunmakta oldugu gériilmistiir (Sekil 3). Eriskin dental pulpasi, apikal papilla, dental
folikiil, eksfoliye olmus siit disi ve periodontal ligament bas boyun bdlgesindeki
mezenkimal kok hiicre kaynaklari olarak kullanilmaktadir. Dental dokular kemik
dokusunun aksine siirekli bir remodeling 6zelligine sahip olmamasina ragmen bu
dokulardan elde edilen kok hiicrelerin differensiasyon yetenekleri vardir (Biiytikakyiiz,
2012; Egusa, Sonoyama, Nishimura, Atsuta, & Akiyama, 2012).

Dental pulpakék ot dis pulpasi

Dis germi hilcreleri kok hiicreleri
progenitor (‘l‘)‘;’:“‘;" (SDPKH)
hiicreleri .
(DGPH) F /|

Dental
folikuil
kok
hiicreleri
(DFKH)

(R O
PP AN ORI

Sekil 3. Dental kaynakli kok hiicrelerin sematik gosterimi (Egusa ve ark., 2012)
2.1.1.1.2.2.3.2.1.4.1 Dental Pulpa Kok Hiicreleri (DPKH)

Dental pulpa kok hiicreleri ilk olarak 2000 yilinda Gronthos ve arkadaslar tarafindan
izole edilmis ve tanimlanmistir (Gronthos ve ark., 2000). Ayn1 zamanda bu hiicrelerin
odontoblastik, adipojenik ve noral hiicre tiplerine de farklilastigi gosterilmistir.

DPKH'leri odontoblastik differensiasyon yetenegine sahip olup fonksiyonel olarak
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dentin rejenere edebilir ve dentinin beslenme ve innervasyonunu saglarlar. Bu sayede
olusan dentin dokusu da dental pulpay1 dis etkilere kars1 korur ve disin fonksiyonunun
devamliligini1 saglar. Kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri ile karsilastirildiginda, hiicre
dongiileri ile iliskili genleri eksprese etme 6zellikleri ve yiiksek proliferasyon hizlari,
dental pulpa kok hiicrelerini tercih edilebilirlik yoniiyle tistiin kilmaktadir. Bu hiicreler
pulpa i¢inde damarlarin gevresinde lokalize olurlar ve kok hiicre belirteci olan STRO-1'i
eksprese ederler (Sekil 4). Ayrica DPKH'lerinin odontoblastlara farklilasma siireci,
kemik iliginden koken alan MKH'lerin osteoblastlara farklilagsma siireciyle oldukga
benzerlik gostermektedir (Biiyiikakyiiz, 2012; Morsczeck, Reichert, Vollner, Gerlach, &
Driemel, 2007).

2.1.1.1.2.2.3.2.1.4.2 Apikal Papilla Kok Hiicreleri (APKH)

[k olarak 2006 yilinda Sonoyoma ve ark. tarafindan izole edilmislerdir (Sonoyama ve
ark., 2006). Kok maturasyonunu tamamlamamis dislerin apikal bélgelerinden izole
edilmis olan bu hiicrelerin bulundugu doku, pulpayr olusturan dental papilin apikal
kisminda bulunur ve buraya gevsek bir sekilde baglanir. Bu hiicreler odontoblast ve
adipozitlere farklilagma yetenegi gosterebilen aynm1 zamanda dis rejenerasyonunda
periodontal ligament hiicrelerine oranla daha yiiksek bir proliferasyon oranina sahip
hiicrelerdir. Dental pulpa kok hiicreleriyle kiyaslandiginda daha yiiksek bir proliferasyon
oranina ve dentin olusturabilme ozelliklerine sahip olmalart bu hiicrelerin rejeneratif
tedavilerde kullanimin daha 6nemli hale getirmistir. Insan 20 yas dislerinden kolayca
elde edilebilmeleri avantajlarindan biri olarak gosterilmektedir. Apikal papilla kok
hiicreleri kok dentinin olusumundan sorumlu olan primer odontoblastlarin olusumu igin
onemli bir kaynaktir (Biiylikakytiz, 2012; Egusa ve ark., 2012; Y. T. Liu, Lin, Huang, &
Huang, 2008; Sonoyama ve ark., 2006; Sonoyama ve ark., 2008).

2.1.1.1.2.2.3.2.1.4.3 Periodontal Ligament Kok Hiicreleri

Periodontal ligament kok hiicreleri ilk olarak Seo ve ark. tarafindan insan periodontal
ligament dokusundan 2004 yilinda izole edilmis ve tanimlanmistir. Bu hiicreler yiiksek

hizda prolifere olma yetenegine sahip olan ve periodontal ligamentin olugmasinda
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gorevli fibroblast benzeri Onciil hiicrelerdir. Sharpey liflerine benzeyen kollajen
fibrillerinin olusumunda ve sementin rejenerasyonunda goérev almalar1 periodontal
acidan hasarli dokularin tamiri ve rejenerasyonunda onemli bir kaynak olarak one
cikmigtir. Seo ve ark. yaptiklar1 bu calismada periodontal ligament hiicrelerinin
proliferasyon kapasitelerinin kemik iligi kokenli hiicrelere gére daha fazla oldugunu
gostermislerdir (Seo ve ark., 2004). Olusturdugu dokular agisindan kiyaslandiginda ise
dental pulpa kok hiicrelerinin aksine daha az mineralize bir dokunun rejenerasyonunda
ve daha dislik osteojenik farklilasma kapasitelerine sahip olduklar1 goriilmiistiir

(Biiyiikakytiz, 2012; Seo ve ark., 2004).
2.1.1.1.2.2.3.2.1.4.4 Dental Folikiil Kok Hiicreleri (DFKH)

Gelisim asamasinda olan dis germini c¢evreleyen doku dental folikiil olarak
tanimlanmistir. Bu siiregte periodontal ligament, sement ve alveolar kemik dental
folikiile ait hiicreler tarafindan olusturulur. Gelisimini siirdiirmekte olan 3. biiyiik az1
dislerinin ¢ekilmesiyle kolayca izole edilebilir olmalart bu hiicrelerin ulasilabilirligini ve
kullanimini arttirmistir. ilk olarak Handa ve ark. tarafindan 2002 yilinda sigirlardan
izole edilmistir (Handa ve ark., 2002). Bu hiicreler koloni olusturma 6zelligine sahip
olup CD73, STRO-1, Nestin ve Notch 1'i eksprese ettikleri bildirilmistir. Morsczeck ve
ark. 2005 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada bu hiicrelerin insan gomiilii 3. bliyiik azi
dislerinin folikiil dokusundaki onciil hiicreler oldugunu gostermislerdir (Morsczeck ve
ark., 2005). Bu hiicrelerin differensiasyon kabiliyetlerinin incelendigi bir ¢alismada bu
hiicrelerin osteoblaslarin aksine sement benzeri bir doku olusturdugu bildirilmistir

(Biiyiikakyiiz, 2012).

2.1.11.2.2.3.2.1.45 Eksfoliye Siit Disi Pulpasindan Elde Edilen Kok Hiicreler
(SDKH)

[k olarak Miura ve ark. tarafindan 2003 yilinda izole edilmis olan bu hiicreler siit
dislerinde bulunmakta olup farkli hiicre tiplerine doniisebilen farklilasmamis hiicrelerdir
(Miura ve ark., 2003). Yiiksek proliferasyon kapasitesine sahip olmalarinin yani sira siit

disi pulpasindaki kan damarlarindan zengin bdlgelerin ¢evresinde bulunurlar. CD146 ve
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STRO-1'i eksprese ederler. Bunun yani sira stromal ve vaskiiler hiicreler igin ayirici

belirteglerden olan ALP, basit fibroblast biiyiime faktorii (basic fibroblast growth factor,

bFGF), kemik siyaloprotein (bone sialoprotein, BSP) ve nestin'i eksprese ederler.

Saglikli pulpaya sahip olan ve 6zellikle kesici veya kanin siit diglerinden elde edilirler.

Bu hiicrelerin in vivo olarak yapilan nakil islemlerinden sonra tiibiiler dentin

formasyonunu baglattiklar1 bilinse de dentin-pulpa kompleksini olusturamadiklari gesitli

caligmalarda rapor edilmistir. Osteojenik farklilasma yetenekleri ile osteoindiiktif

potansiyelleri kemik rejenerasyonunda 6nemlidir (Biiyiikakytliz, 2012; Miura ve ark.,

2003).

CD29

CD106 DPSC/SCAP CD90
CD105 CD146
CD73 CD73, Stro-1, CD24
Stro-1 CD146, CD29 CD29
CD146 CD73
CD44 Stro-1
DPSC | DPSC/DFPC | SCAP
| CD73, Stro-1, K
CD105 /I
DPSC/ CD73, Stro-1, /
PDLSC | CD105, / | CD73, Stro-1 | DFPC/SCAP
CD106, CD146 K
____________ ¥
i CD73, Stro-1, !
1 CD146 :
1
------ B |
PDLSC ! PDLSC/SCAP ! | DFPC
| | _—
Stro-1 Notch-1
CD146 CD13
CD73 CD44
CD166 CD73, Stro-1, CcDT3
CD106 CD105 CD105
CD105 Stro-1
PDLSC/DFPC

Sekil 4. Dental kaynakli kok hiicrelerin yiizey belirteglerinin gematik gosterimi

(Morsczeck ve ark., 2008)
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2.1.1.1.2.2.3.2.1.5 Dental Kaynakh Olmayan Mezenkimal Kok Hiicreler
2.1.1.1.2.2.3.2.1.5.1 Yag Dokusu Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

Yag dokusundan elde edilen kok hiicreler erigskin kok hiicreler arasinda 6nemli bir yere
sahip olup adipoz kokenli kdk hiicre olarak da adlandirilirlar. ilk kez 2001 yilinda Zuk
ve ark. tarafindan izole edilen bu hiicreler yag dokusunun damardan zengin olan
stromasindan yag hiicreleri uzaklastirildiktan sonra elde edilir ve giiniimiizde kemik
iliginden alinan kok hiicrelerden sonra ikinci sirayr alir (Zuk ve ark., 2001). Yag
dokusunu viicut disina ¢ikarabilmek i¢in lipoemilim, lipoplasti veya lipotomi kullanilir.
Bu hiicreler MKH belirteglerinden STRO-1, CD13, CD10, CD49, CD29, CD44, CD71,
CD166, CD73, CD105 ve SH3’iu eksprese ederken, HKH belirteclerini eksprese
etmezler. Diger MKH’lerin aksine YDKH’lerinde CD49 pozitif iken, CD106 negatiftir.
YDKH'ler kiiltiir ortaminda ¢ogalabilme yetisi yag dokusunun alindig1 kisin yastyla ters
orantilidir. Kisi ne kadar geng ise ¢ogalma orani o kadar yiiksektir. Yapilan ¢aligmalar
YDKH'lerin osteojenik farklilasma kapasiteleri sayesinde yeni kemik formasyonunu
baslatabildiklerini géstermistir. Ayn1 zamanda bu hiicrelerin kemik ve periodontal
dokularin rejenerasyonunda da basart ile kullanilabilecegi belirtilmistir (Helder,

Knippenberg, Klein-Nulend, & Wuisman, 2007; Zuk ve ark., 2001).
2.1.1.1.2.2.3.2.1.5.2 Alveol Kemigi Kaynakh Kok Hiicreler

MKH'ler hem maksilla hem de mandibulada bulunan kemik iliginden izole edilebilirler.
Burada bulunan hiicreler yiiksek proliferasyon kapasitesine sahip olmalarmin yani sira
kondrositlere, osteoblastlara, adip6z hiicrelere ve noronlara farklilagsma yetenegine
sahiptirler. MKH'lerin alveol kemiginden elde edilmesi diger bir kaynak olarak bilinen
iliak kemikten elde edilmesine gore c¢ok daha agrisiz ve konforlu bir izolasyon
yontemine ile gerceklestirilir. Yiiksek osteojenik farklilasma potansiyeline sahip olan bu
hiicreler in vivo olarak uygun bir doku iskelesi ile kullanim1 sonrasi daha fazla kemik
elde edilgi rapor edilmistir (Akintoye ve ark., 2006; Ulmer ve ark., 2010; Zhu ve ark.,
2006).
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2.1.1.1.2.2.3.2.1.5.3 Periost Kaynakh Kok Hiicreler

Periost kaynakli kok hiicreler ilk olarak 2001 yilinda Vacanti ve ark. tarafindan izole
edilmis olup bu hiicreler CD90, CD29, CD73, CD105 ve STRO-1'i eksprese ettikleri
bilinmektedir (Vacanti, Bonassar, Vacanti, & Shufflebarger, 2001). Kemigin periost
kisminin kambiyum tabakasi, kemik formasyonu ve tamirinde rol oynayan Onciil
hiicreler bakimidan zengin bir boélgedir. Kiiltiir ve in vivo kosullrda osteoblastlara,
kondrositlere ve adipoz hiicrelere farklilasabilirler. Bu bdolgeden eldesi yapilan
hiicrelerin in vivo ve in vitro ortamda TGF-B1 ve TGF-B3 ile kondrojenik farklilasmasi
gerceklestirilerek hyalin kikirdak olusumu saglanir. BMP-2 ve VEGF'de bu hiicrelerin
ostebolastlara farklilasmasini uyardigi bilinmektedir (Ferretti ve ark., 2012; Ferretti &
Mattioli-Belmonte, 2014; Vacanti ve ark., 2001).

2.1.1.1.2.2.3.2.1.6 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Izolasyonu ve in vitro Ortamda

Cogaltilmasi

Hicreler kaynagindan alindiktan sonra izole edilebilmeleri igin ise 4 temel yontem

kullanilmaktadir (Ovali, 2008).
Bunlar;

1

Dansite gradient yontemi ile izolasyon

2- Basit santrifiigasyon ile izolasyon iske

3

Pozitif seleksiyon

4- Negatif seleksiyon it

En ¢ok tercih edilen yontem basit santrifiigasyon yontemidir. Dansite gradient yontemi
ile izolasyonda kullanilan maddelerin toksik olma riski nedeniyle kullanimi tartigmalara
yol agmistir. Diger bir yontem olan hiicrelerin pozitif veya negatif seleksiyonla

izolasyonunda da antikor kullanimi tartigmali bir konu haline gelmistir (Ovali, 2008) .
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2.1.1.1.2.2.3.2.1.6.1 in vitro Kiiltiir Oncesi Hazirhk

MKH'lerin periferik kandan veya umblikal kord kanindaki sayisi kemik iligi ile
kiyaslandiginda oldukg¢a az sayida oldugu bilinmektedir. Bundan dolay1 bu hiicrelerin
iiretimini engelleyen monositlerin bu islemlerden 6nce ortadan kaldirilmasi gereklidir.
Bunun gergeklestirilebilmesi i¢cin MKH'lerin adhezyon yiizeyi olarak kullanilacak
plastik flask'in insan albumin veya otolog serum ile kaplanmasi Onerilmektedir. Bu
islemde flaskin tamamin1 kapatacak kadar insan albumin veya otolog serum flask igine
konulduktan sonra oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edilir. Inkiibasyondan
sonraflask i¢indeki albumin/serumun fazlasi disar1 alinir ve kullanimina kadar +4°C’de
yar1 kapali bir ortamda saklamaya alinir ve kurutulur. Bu agamay1 takiben monosit ve
myelosit icerigi azaltilmak istenen monuniikleer hiicre siispansiyonu 12-18 saat siire ile
+37°C’de bekletilir. Bekletme isleminden sonra siispansiyondaki supernatan toplanir ve
atilir. MKH kiiltiir islemlerine yeni bir kiiltiir vasati desteginde devam edilir. Bu sayede
MKH Kkiiltiirii yapilacak mononiikleer hiicre siispansiyonunda da var olan monositlerin

%50'sinden arinmak miimkiin hale gelir (Ovali, 2008).

Gilintimiizde MKH iiretimi i¢in genellikle 4 farkli besi yeri kullanilmakta olup bunlar;
1- 0-MEM (o -minimum essential eagle’s media)[s}:p}

2- Diisiik glukozlu DMEM-LG (Dubelco’s modifiye eagle media- low glucose)iste:

3- RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640k

4- IMDM'dir (Iscove's Modified Dulbecco's Medium).

Bu besi yerlerinden giiniimiizde en sik kullanilanlart DMEM ve a-MEM’dir. DMEM ve
a-MEM besi yerleri %10-40 oraninda degisen miktarlarda fetal sigir serumu (Fetal calf
serum, FCS) ile desteklenmektedir. Bu ortam igindeki serum, hiicrelere besin ve biiylime
faktorii saglar. Bunlara ek olarak serumun antioksidan 6zelligi vardir, ancak hayvansal
kaynakli proteinler igerdiginden dolayr enfeksiydoz ajan gecgisine neden olabilir

(Meuleman ve ark., 2006; Ovali, 2008).
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MKH’ler plastik adherens ozellikleri sayesinde, kiiltiir ortaminda, plastik kiiltiir doku
kaplarinin tabanina saatler icinde yapigsmaya baslarlar. 24-48 saat i¢inde yapismayan
hiicreler ortamdan uzaklastirilir ve gogalan hiicreler %0,2 tripsin-etilendiamin tetraasetik
asit (EDTA) ile muamele edilerek yapistiklar1 yerden kaldirilirlar. Kaldirilan bu hiicreler
daha sonra diisiik konsantrasyonlarda olmak iizere yeni kiiltiir kaplarina ekimleri yapilir.
Istenen hiicre sayisini elde edebilmek igin hiicreler 10 giinde bir pasajlanirlar ve bu
esnada her giin ortama taze besiyeri cklenir. Elde edilen hiicrelerin daha sonra
kullanilmalar1 gerekiyorsa, bu hiicreler dondurularak da saklanabilirler (Matur 1, 2011;
Tap O 2013).

2.1.1.1.2.2.3.2.1.6.2 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kiiltiir Islemi

Kiiltiir islemleri 6ncesi Onerilen hiicre yogunlugu 1x 10*- 0.5 x10° fem? “dir. ik kiiltiir
doneminde yani PO asamasinda hiicreler 37°C 'de %5 CO,  basing altinda kiiltiir
ortamina alinir ve bu agamada kemik iligi kaynakli hiicre kiiltlir ortaminda 3 giinde bir,
kordon kani kaynakl1 hiicre kiiltiirlerinde ise 7 giinde bir media degisimi onerilmektedir.
Bu asamadan sonra siklikla 7-10. giinlerde CFU-F meydana gelir. Kemik iliginden
koken alan hiicre kiiltiirlerinde 14. giinde 1§ benzeri hiicreler kiiltiir kabinin %80'ini
kaplarken, kordon kanindan koken alan hiicre kiiltiirlerinde ise bu siire¢ 20 giine kadar
uzayabilmektedir. Bu agamay1 takiben hiicrelerin yerinden kaldirilmasi ve P1 pasaji i¢in
yeniden ekimi gereklidir. Hiicrelerinden yerinden kaldirilma iglemi tripsinizasyon ile
gerceklestirilir. PO pasajindan sonraki pasajlarda hiicre yogunlugu ve MKH'lerin
gelisimi ve differensiasyon kapasitelerinin korunabilmesi i¢in bu islem ¢ok dnemlidir.
PO pasaji tamamlandiktan sonra hiicre proliferasyonu belirgin bir seviyede artar ve 3-4
giinde bir yeni bir pasajlama gerekecektir. P3 pasajindan sonrasi insan caligmalari

acisindan en uygun hiicreler elde edilecegi diistiniilmektedir (Sekil 5) (Ovali, 2008).
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Sekil 5. MKH'lerin iiretim ve laboratuvar asamalar1 (Ovali, 2008)
2.1.1.2 Bilyiime Faktorleri

Biiylime faktorleri hiicrelerin migrasyon, apoptozis, proliferasyon ve farklilagsmasini
diizenleyen ayn1 zamanda yeni doku olusumunun saglanmasinda goérevli olan polipeptid
veya protein yapidaki molekiillerdir. Hedef hiicrelerin reseptorlerine baglanarak
etkilerini gosterirler. Hiicre ici sinyallesmeyi baslatabilir ve hiicrelerin farklilagmasinda

onemli bir rolii vardir (S. G. Kim ve ark., 2012).

Dentin matriksi dentinogenezis esnasinda biyoaktif molekiiller i¢in bir rezervuar gorevi
gormektedir. Travma veya yaralanma sonrasi dentinden serbestlenebilen bu molekiiller
tamir mekanizmalarinin baslatilmasinda bir sinyal kaynagi olarak gorev alir. Bu islem
onceden var olan odontoblastlarin yara alanina toplanmasina veya differansiye olmamis
mezenkimal kok hiicrelerin osteodentin sentezleyen odontoblast benzeri hiicrelere
farklilagsmasini saglar. Bu biiyiime faktorleri arasinda TGF- 1, BMP-2, VEGF, PDGF
ve FGF-2 gibi yara iyilesmesi ve doku tamirinde 6nemli rol oynayan molekiiller yer
almaktadir (Sadaghiani ve ark., 2016).
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2.1.1.2.1 Transforming Growth Factor Beta (TGF- B)

TGF-B, hiicrelerin biiyiimesini, farklilagsmasini, fonksiyonlarini ve ekstraselliiler matriks
tiretimini etkiler, migrasyon ve invazyonlarini diizenleyici rol oynar, yara iyilesmesinde
gorev alir. Bu biiytime faktorii hem disin gelisimi sirasinda, hem de dental dokularin
tamiri sirasinda (reaksiyoner dentinogenezis) aktif rol oynamaktadir. insan dislerinde,
TGF-p’nin 3 izoformu (TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3) bulunur. Bunlar hem saglikli, hem
de cirtik dislerde, odontoblast ve diger pulpal hiicrelerde, pulpa ve dentin dokularinin
ekstraselliiler matrikslerinde yer alirlar. TGF-B1 saglikli dentinde, clirilk dentine gore
daha az bulunur. Ciiriik sonrasit gozlenen artis, bu biiyiime faktoriiniin doku tamiri,
reperatif dentin olusumu ve iyilesme mekanizmalarinda yer aldiginin bir gostergesidir.
TGF-B izoformlar1 reperatif ve reaksiyoner dentinogeneziste gorev alirlar. TGF-B1 ve
TGF-B3 odontoblastlarin sekretuar aktivitelerini diizenlerler. Kiiltlir ortaminda TGF-$1
ve TGF-B3’in odontoblast tabakasi {izerine uygulanmasinin, odontoblastlarin
dentinogenetik aktivitelerini arttirdig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Ayrica TGF-
B'in etkisinin FGF-2 ile up regiilasyonu sonrasinda sinerjistik olarak arttig1, artmis ALP
aktivitesi, mineralize doku formasyonu, dentin sialoprotein (DSP) ve dentin matriks
protein-1 (DMP-1) ekspresyonu ile rapor edilmistir. Kopek dislerinde yapilan bir
calismada kopek dental pulpa hiicrelerinin disaridan verilen TGF-B1 ile dentinogenetik
aktivitelerinin arttig1 goriilmiistiir. TGF-B1 in vitro ortamda dental pulpa hiicreleri i¢in
kemotaktik etki de gdstermektedir. Dentin ekstraselliiler matriksinde bulunan TGF-33,
pulpada  bulunan  farklilasmamis  mezenkim  hiicrelerinin  odontoblastlara
differansiasyonunu baslatir. TGF-p3 disinda BMP-7 de odontoblast stimiilasyonunu
saglayan bir diger biiyiime faktoriidiir. TGF-B2 ise daha ¢ok saglikli pulpadan elde edilir
ve hayat boyu devam eden fizyolojik sekonder dentin yapiminda gorev alir (Goldberg &
Smith, 2004; S. G. Kim ve ark., 2012; Sloan ve ark., 1999; Sloan, Perry, Matthews, &
Smith, 2000; Zhao, Sloan, Murray, Lumley, & Smith, 2000).

2.1.1.2.2 Bone Morphogenetic Protein (BMP)

BMP'ler TGF-B siiper ailesinin bir alt grubudur ve hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve

apoptozisi gibi bir¢ok aktiviteden sorumludur. Giiglii osteoindiiktif ve kondrojenik
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etkileri vardir. BMP-2 ilk kez Urist ve ark. tarafindan kesfedilmis olup demineralize
kemige transplante edildikten sonra ektopik kemik formasyonu meydana geldigi rapor
edilmistir. BMP sinyal yolaklarinda iki TGF-B (Tip 1 ve Tip 2) reseptoriiniin dahil
oldugu bilinmektedir. BMP aktivitesi yine BMP antagonisti olan noggin ve kordin
tarafindan diizenlenmektedir. BMP antagonistleri tarafindan yapilan bu diizenlemenin
dis gelisiminde kritik bir rolii oldugu disilintilmektedir. BMP-2, BMP-4, BMP-7 ve
BMP-11 mineralizasyondaki rollerinden otiiri klinik agidan en Onemli BMP
tiplerindendir. Insan rekombinant BMP-2 (Hr-BMP-2), dentin siaolofosfoproteinlerinin
(DSPP) mRNA ekspresyonunu indiikleyerek dental pulpa hiicrelerinin odontoblastlara
farklilagsmasini saglar. Ayn1 zamanda ALP aktivitesini arttirirken hiicre proliferasyonuna
bir etkisi bulunmaz. DSPP ekspresyonu ve odontoblastik farklilasma BMP-2'nin
niikleer transkripsiyon faktorii-Y sinyallesmesini indiiklemesiyle meydana gelmektedir.
Ayrica differansiye olmamis mezenkimal hiicrelerin in vivo ve in vitro ortamda
odontoblastlara farklilagmasini uyarirlar. Amputasyon yapilmis kopek disi pulpasina
ortiileme materyali olarak uygulanan insan rekombinant BMP-2 ve BMP-4'in dentin
formasyonunu uyardig1 goézlenmistir. Baska bir calismada ise BMP-2 ve BMP-4'iin sigir
pulpa hiicrelerine uygulanmasi sonrasit bu hiicrelerin preodontoblastlara farklilastigi
goriilmiistiir. DMP-1, ALP, DSPP, enamelisin ve fosfat regiile eden genlerin BMP-11
uygulanan hiicrelerde yiiksek oranda arttigi ve eksprese edildigi rapor edilmistir (S. G.
Kim ve ark., 2012) .

2.1.1.2.3 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

VEGF endotelyal hiicrelere 6zel bir affinitesi olan, anjiyogenezisde kilit bir role sahip
heparin baglayici bir proteindir. Endotelyal hiicrelerin proliferasyonu, yasaminin devam
ettirilmesi ve yara bolgesindeki yeni damarlanmanin uyarilmast VEGF'nin fonksiyonlari
arasinda gosterilmektedir. VEGF ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve
plasenta bliyiime faktoriinii icermektedir. Bu izoformlar igerisinde en c¢ok islev
yapabileni VEGF-A'dir. Vaskiiler gegirgenlik faktorii olarak da bilinen VEGF-A, hiicre
migrasyonunun uyarilmasi, hiicre proliferasyonu, vazodilatasyondan sorumludur. Ayrica

damarsal gecirgenligi VEGFR-1 ve VEGFR-2'ye baglanarak diizenlemektedir.
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VEGF'nin yaralanmis dental pulpa igeren dis kesitlerine uygulanip, bu kesitlerin
imminsupresif farelere subkutandz olarak implante edildigi bir ¢aligmada mikrodamar
yogunlugunu arttirdigr goriilmiistiir. VEGFmnin insan dental pulpa hiicrelerinin
endotelyal hiicrelere doniistimiinii uyardig1 sdylenmistir. Dental pulpa hiicreleri VEGF
uygulamasi sonrasi incelendiginde CD29, CD44, CD73, CD105 ve CDI166 'ya karsi
pozitif, CD14, CD34, CD45'e ise negatif oldugu goriilmiistiir. VEGF'nin 3 boyutlu fibrin
bir doku iskelesine ckilen dental pulpa hiicrelerinde VEGFR-1 ve VEGFR-2'nin
ekspresyonunu ve mikrodamar olusumunu arttirdigi goriilmiistiir. Fakat VEGF'nin
CD29, CD90, CD105, CD166, CD146 ve STRO-1 agisindan pozitif olan dental pulpa
hiicrelerinde CD31, CD34, and CD144 pozitifligini saglamadig1 sdylenmistir. Ilging bir
sekilde VEGF osteojenik kosullarda dental pulpa hiicrelerinin proliferasyonu ve
osteojenik differansiasyonunu arttirdigi ve bu yiizden de osteogenezisde uyarict bir rolii
oldugu disiinilmektedir (S. G. Kim ve ark., 2012).

2.1.1.2.4 Fibroblast Growth Factor (FGF)

FGF, embriyonik gelisim ve yara iyilesmesinde hiicrelerin migrasyonu, proliferasyonu
ve differensiasyonunda Kkilit bir rol oynar. Giliniimiizde insanlarda 22 iyesi
tamimlanmistir ve bunlardan FGF-2'nin pulpa-dentin rejenerasyonunda en onemlisi
oldugu soylenmistir. Sinyal iletimi FGF'lerin hiicre yiizeyindeki heparan siilfat ve
heparan siilfat proteoglikanlar1 baglayabilme 6zelligi sayesinde ger¢eklesmektedir. FGF-
2 temel bir FGF iken FGF-1 asidiktir. FGF-2 hiicre proliferasyonunu ve
differensiasyonunu kontrol ederek dis morfogenezisini diizenler. FGF-2 potent bir
anjiyogenik bir faktor olup, PDGF ve VEGF ile dental pulpada yeni kan damarlarinin
olusumunu saglar. Hiicre proliferasyonu ve differensiasyonundaki rolii diisiiniilecek
olursa, FGF-2 yara iyilesmesi sirasindaki graniilasyon dokusunun olusumunda erken

uyarici bir faktor olarak gorev alir (S. G. Kim ve ark., 2012).

FGF-2 dental pulpa hiicrelerinin migrasyonunu indiiklemekle beraber dental pulpa
hiicrelerinin differansiye olmadan prolifere olmasini saglar. Ayrica FGF-2 ve TGF-B1 ile
kombine uygulanmasi sonrasinda sinerjistik bir etki gostererek dental pulpa hiicrelerinin

odontoblastlara differensiye olmasini saglar. Sigan dental pulpasina FGF-2 uygulamasi
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sonrasinda erken yara iyilesme evresinde vaskiiler yapilarin formasyonu ve hiicre
proliferasyonunun gerceklestigi rapor edilmistir. Ayrica FGF-2'nin ekspoze olmus
pulpaya uygulanmasi sonrasi reperatif dentin formasyonunu baslattigi gériilmiistiir (S.

G. Kim ve ark., 2012).
2.1.1.2.5 Platelet Derived Growth Factor (PDGF)

PDGF, plateletler tarafindan salgilanan anjiyogenez ve hiicre proliferasyonunda gorevli
bir biliyiime faktoridir. AA, BB, CC ve DD olmak iizere dort farkli homodimer
izoformu bulunmakta olup buna ek olarak bir de PDGF-AB heterodimer formu
bulunmakadir. PDGF mezenkimal/progenitor hiicrelerin yara bolgesinde kemotaksisini
ve burada prolifere olmalarini indiikler. Pulpada meydana gelen travma sonrasi olusan
hemorajiyi kan pihtisinin olusumu takip eder. Kan pihtisindaki plateletler a-graniilleri
tastyan PDGF'leri salgilarlar ve yara bolgesine nétrofil ve makrofajlarin gelmesini
uyarirlar. Plateletler erken yara iyilesmesinde graniilasyon dokusunun olusmasindaki
diger sinyal molekiillerini tireterek kilit bir rol oynar. PDGF-AB ve -BB izoformlari
sican dental pulpa hiicrelerinde DSP'i eksprese etmelerine ragmen PDGF'lerin pulpada
dentin benzeri doku olusumuna ¢ok az bir etkileri oldugu rapor edilmistir. PDGF'ler
hiicre proliferasyonu ve dentin matriks sentezini uyarsa da hiicre kiiltiirinde ALP

aktivitesini inhibe ettigi goriilmiistiir (S. G. Kim ve ark., 2012).
2.1.1.3 Doku Iskelesi (Skaffold)

Doku miihendisligi yaklagiminin {iglincii basamagini ise; doku iskeleleri meydana
getirmektedir. Hiicrelere fiziksel destek saglayan, hiicrelerin tutunmasi ile fonksiyon
gormeleri i¢in gerekli olan uygun ortami sunar ve ii¢ boyutlu bir yap1 olusturarak elde
edilecek dokunun formunu belirlemek gorevleri arasindadir. Doku ile uyumlu olmast ve
bir reaksiyona sebep olmayan materyallerin kullanmi gerekli olup bu materyallerin
gozenek yapisi, bilyiikligi ve ylizey Ozellikleri yoniinden ihtiyag duyulan mekanik
Ozelliklere sahip olmasi gereklidir. Belirli bir zaman i¢inde de biyobozunur olmalari,
biyolojik olarak istenen islevlerini yerine getirirken toksikve immiinolojik etki

gostermemesi bu materyallerde olmasi istenen Ozelliklerdir. Doku iskelelerinin
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ekstraselliiler matriksi taklit etmesi ig¢in; kok hiicrelerin  proliferasyonunu,
differansiasyonunu ve gelismelerini saglayacak biiylime faktorlerini, besinleri ve
bakteriyel invazyonu onleyecek diizeyde antibiyotik barindirmalar1 gereklidir (Canoglu
E, 2008; Yuan ve ark., 2011).

Doku iskeleleri kaynagi, kimyasal kompozisyonu, hiicre barmndirmalari, fiziksel
kompozisyonu ve uygulama yontemlerine gore siniflandirilabilir. Kaynagma gore
smiflandirildiginda dogal (fibrin, kollajen, kitosan, glikozaminoglikan, dentin matriks
vb.) ve sentetik (PGA, PLLA, PLG) olmak iizere iki sekildedir. Dogal polimer doku
iskelelerinin avantajlar iginde; ekstraselliiler matriksin karakteristik 6zelliklerini taklit
edebilmesi, biyobozunur ve biyouyumlu olmasi, hiicre yasamimin ve fonksiyonunu
devaminin Saglamasi gosterilmektedir. Buna karsin izolasyonunun zor olmasi,
kaynagindan 6tiirii immiin cevaba sebep olabilmesi ve sinirli mekanik ve geometrik
ozellik gostermeleri bu materyallerin klinik kullanimini sinirlayan etmenlerdir. Bu
dezavantajlarindan dolay1 sentetik doku iskelelerinin kullanimi son yillarda gittikge

artmastir.

Kollagen, viicutta en ¢ok bulunan yapisal proteinlerden biri olup, insan ve hayvanlardan
kolaylikla elde edilebilen dogal bir doku iskelesi materyalidir. In vivo ortamdaki
bozunma hizi, materyalin yogunlugu ve molekiiller arasi ¢apraz baglarin miktarinin
degistirilmesi ile kontrol edilebilmektedir. Biyolojik 06zellikleri kemik yiizeyinde
bulunan dogal proteinlere benzediginden dolayi, 6zellikle kemik rejenerasyonunda
siklikla kullanilmaktadir. Ancak materyalin birtakim dezavantajlar1 da bulunmaktadir.
Kollagen islenmesi zor bir materyaldir, hayvansal kaynakli patojenleri barindirma ve
bulastirma riski vardir, alicida immiin cevap olusumunu tetikleyebilir ve materyalin
mekanik Ozellikleri istenilen seviyelerde degildir (Atala, 2005; Galler, D'Souza,
Hartgerink, ve ark., 2011; Malhotra & Mala, 2012).

Trombositten zengin plazma (TZP), otojen olarak elde edilebilen bir doku iskelesidir.
Trombosit biiylime faktorleri ve pithtilasma faktorleri oran1 normal kan pihtisindan daha
fazla olan, birinci jenerasyon trombosit konsantrasyonu olup igerisinde PDGF, TGF-f31,
TGF-B2, VEGF, FGF, EGF ve IGF gibi biliyiime faktorlerini igerir. Ayn1 zamanda
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kollagen ve antienflamatuar ajanlarin iiretimini stimiile eder, lokal enflamatuar yaniti
diizenler, yara bolgesine hiicrelerin toplanmalarini1 saglayarak sert ve yumusak doku

iyilesmesinde gorev alir (Torabinejad & Turman, 2011; Yeom ve ark., 2016).

Dogal doku iskelelerinden biri olan trombositten zengin fibrin (TZF), sert ve yumusak
dokularda yara iyilesmesine yardimci ve immiin sistemi destekleyici ti¢ boyutlu bir yap1
olup, trombosit, 10kosit, sitokin ve biiyiime faktorleri gibi kandan elde edilen
bilesenlerden olusur. TZF yara iyilesmesini, kemik olusumu ve maturasyonunu, greft
stabilizasyonunu ve hemostazi arttirir, greft materyallerinin yerlestirilmelerini
kolaylastirir. TZF i¢inde bulunan trombositler, aktive olduktan sonra bulunduklari fibrin
matriks i¢ine biiyiime faktorleri salgilarlar. Bu biiylime faktorleri periostta mitojenik
cevabi tetikleyerek kemik dokusunun tamirine yardimci olurlar (Das ve ark., 2016;
Dohan ve ark., 2006; Dohan Ehrenfest, Del Corso, Diss, Mouhyi, & Charrier, 2010;
Hotwani & Sharma, 2014; Sunitha Raja & Munirathnam Naidu, 2008).

Belirlenen kosullarda spesifik sekillerde, istenilen por biyilikliigiinde, fiziksel ve
kimyasal ozelliklerde iiretilebilmektedir. Buna ek olarak kontrollii degrade
edilebilmeleri de sentetik doku iskelelerinin avantajlarindandir. Belirli uygulamalar daha
sabit ve rijit doku iskelelerine ihtiya¢ duyarken pulpa rejenerasyonunda daha yumusak
ve enjekte edilebilir doku iskelelerinin kullanilmasi 6nerilmektedir. Bunun nedeni koék
kanali ¢evresindeki dentin duvarimin verilen hiicrelerin ve biyomolekiiller igin yeterince

rijit olmasidir (Orti ve ark., 2018).

Doku miihendisligi ¢alismalarinda doku iskelesi olarak kullanilan baslica materyaller

sunlardir:

-Sentetik seramikler (Hidroksilapatit (HA) ve/veya Trikalsiyum fosfat (TCP), MTA,
Biodentin), iske

-Sentetik polimerler (PGA, PLA, PGA, PLLA, PLG) i

-Inorganik s1gir kemigi (Bio-Oss) it
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-Dogal polimerler (kollajen, kitosan, hiyaluronik asit) (Galler, D'Souza, Hartgerink, ve
ark., 2011) isk!

PLA, PGA ve PLG doku miihendisligi ¢alismalrinda siklikla kullanilann sentetik doku
iskelelerinden olup insanlarda kullanimi FDA tarafindan onaylanmistir. Bu materyaller
biyouyumlu olmalarimin yani sira toksik degillerdir ve non-enzimatik hidroliz ile
degrade olurlar. Bu doku iskelelerinin en biiyiik avantajlart por6zlii mikroyapiya sahip
olmalari, dayanikli ve ¢oziinme hizlarmin kontrol edileblir olmasidir. Termoplastik
Ozellige sahip olmalari istenilen boyut ve sekilde iiretilebilmeleri ve ii¢ boyutlu bir doku
iskelesi olarak kullanilabilmelerini kolaylastirmaktadir. Bu materyallerin en biiyiik
dezavantajlar1 ise implante edildikleri bolgede enflamasyona yol agabilmeleridir (El-
Backly ve ark., 2008; Galler, D'Souza, Hartgerink, ve ark., 2011; Powers JM, 2007).

2.1.1.4 Dentin Piiriizlendirme Ajanlari
2.1.1.4.1 EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit)

Endodontide selasyon ajanlarmin kullanimini ilk olarak 1957 yilinda Nygard-Ostby
%15'lik EDTA (7.3 pH) kullanarak tanmitmustir. EDTA bir poliaminokarboksilik asit
olup, renksiz ve suda ¢oziinebilen kat1 bir ajandir. Kireg sokiicii olarak kullanilmaya
baglanan EDTA, kalsiyum ve demir gibi metal iyonlarmi sekestre etme kabiliyeti
sayesinde popiiler bir ajan olarak giinliik kullanima girmistir. EDTA ile baglanan metal
iyonlar1 soliisyonda kalmaya devam etmesine ragmen reaktif 6zelliklerini kaybederler.
Dentinin i¢indeki kalsiyum iyonlar ile reaksiyona girerek ¢oziilebilir kalsiyum selatlar
olusturur (Hulsmann, Heckendorff, & Lennon, 2003; Mohammadi, Shalavi, &
Jafarzadeh, 2013).

EDTA en sik olarak kanal tedavisinde smear tabakasini uzaklastirmak amaciyla %17'lik
konsantrasyonda ve 1-5 dakika arasinda degisen siirelerde uygulanmaktadir. Selasyon
etkisi sayesinde kanal dolgu materyallerinin dentin duvarlarina daha iyi baglanmasim
saglar. Ayrica dentin gecirgenligini arttirarak kanal i¢i medikamentlerin etkisini
arttirirken dar ve kalsifiye kanallarin acilmasinda siklikla kullanilmaktadir. Bu

ozelliklerinin yan1 sira lubrikant 6zelligi sayesinde kanal aletlerinin kirilma riskini
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azalttig1 bilinmektedir (Calt & Serper, 2000, 2002; Hulsmann ve ark., 2003; White,
Goldman, & Lin, 1987).

2.1.1.4.2 Fosforik Asit

Etch and rinse adeziv sistemler giiniimiizde hala kullanimda olup en eski ve ilk olarak
kullanilan dentin baglayici sistemdir. Bu sistemde kollajen fibrilleri agiga ¢ikarmak
amaciyla ek bir asit uygulama basamagi mevcuttur (Pashley ve ark., 2011; Van
Meerbeek ve ark., 2003). Dentinde fosforik asitin 30-40% arasinda konsantrasyonda 15
saniye uygulanmasi altin standart olarak kabul edilmistir (Gardner & Hobson, 2001).
Fakat glinimiizde dentinin fosforik asit ile piiriizlendirilmesi agresif bir yaklasim olarak
goriilmektedir (Van Meerbeek ve ark., 2011). Dentine uygulanan fosforik asit kollajen
fibrillerin agiga ¢ikmasini ve hidroksiapatitten tamamen ayrilmasini saglar (De Munck
ve ark., 2003; Van Meerbeek ve ark., 1996). Fosforik asit uygulanmis dentindeki
kollajenin hizli degradasyonu aktive olan MMP'lerden (Matriksmetalloproteinazlar)
dolay1 meydana gelmektedir. Fakat klorheksidin (CHX) ve doksisiklin gibi MMP
inhibitorlerinin kullanim1 bu kollajen degradasyonunu o6nleyebilmektedir (Osorio ve
ark., 2011). Dentin i¢inde bulunan MMP'lerden, MMP-2 ve MMP-9 inhibitorleri son
yillarda yogun ilgi gérmiistiir (Niu ve ark., 2011). Kollajen degradasyonuna sebep
olmasindan 6tiirli maleik asit, sitrik asit ve EDTA gibi asitler de fosforik asit yerine
alternatif olarak denenmistir (Breschi ve ark., 2002; Sauro ve ark., 2010). Fakat fosforik
asit halen etch-and-rinse adeziv sistemlerinde en ¢ok kullanilan ajandir. Popiileritesine
ragmen literatiirde bu ajanin pulpal hiicrelere olan etkisini gosteren bir¢ok yayin
mevcuttur. Fosforik asitin diger bir dezavantaj1 ise kullanildiginda dentin gecirgenligini
arttirmasidir (Pashley, 1992).

2.1.1.4.3 Fitik Asit (inositol Hekzofosfat, IP-6)

Dentinin piiriizlendirilmesi ve inorganik smear tabakasinin kaldirilmasi amaciyla da
kullanilabilen fitik asit (inositol hekzofosfat - IP6), dogal olarak olusan, bitkilerde ve
memelilerde bulunan bir asittir. Bugday kepeginden ucuz yollarla elde edilebilen yiiksek

derecede negatif yiiklii bir maddedir. Yiiksek negatif yiiklii olma 6zelligi sayesinde
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kalsiyum, magnezyum ve demir gibi katyonik iyonlarla selasyon yapabilmektedir.
fosforik asitle kiyaslandiginda pulpa benzeri hiicrelere daha az toksik oldugu
sOylenmistir. Aynm1 zamanda kok kanalindaki inorganik smear tabakasini uzaklastirmada
etkiliyken osteoblast benzeri hiicreler (MC3T3-E1) ile de biyouyumlu oldugu rapor
edilmistir. EDTA ile smear tabakasini uzaklastirma agisindan kiyaslandiginda daha
genis aciklikta dentin tiibilleri ve temiz yiizeyler goriilmiistiir. Ayrica EDTA'nin
osteoblast hiicrelerinin ALP etkilerini %17 diliisyonda anlamli derecede baskiladigi
bildirilirken IP6'nin ¢esitli dillisyonlarindaki %1lik soliisyonunun bu etkiyi yapmadigi
goriilmiistiir. IP6'nin bu etkisi zararli hidroksil radikallerinin olusumunu demir iyonunu
baglayarak hiicreleri oksidatif yaralanmadan korumasiyla agiklanmistir (Kong ve ark.,
2015; Nassar ve ark., 2013; Nassar ve ark., 2015).

2.1.1.4.4 Sitrik Asit

Sitrik asit metallerle reaksiyona girerek non-iyonik ¢oziinebilen selat olusturan bir
selasyon ajanidir. Di Lenarda ve ark. smear tabakasinin uzaklastirilmasi yoniinden
EDTA ile aralarinda anlamli bir fark olmadigimi belirtmislerdir (Di Lenarda, Cadenaro,
& Shaizero, 2000). Endodontik tedavilerin son irrigasyon asamasinda %10'luk sitrik asit
uygulamasinin smear tabakasini etkili sekilde kaldirdig: belirtilmigstir. %17'lik EDTA'ya
kiyasla biyouyumluluk agisindan daha kabul edilebilir oldugunu rapor edilmistir

(Malheiros, Marques, & Gavini, 2005; Sceiza, Daniel, Santos, & Jaeger, 2001).
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3. Gere¢ ve Yontem

3.1 Etik Kurul

Calismaya "Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu" (16-12.1/46 karar
numarali) (Ek-1) ve "Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurul" (77.637.435-81 karar numarali) (Ek-2) onay1 alindiktan sonra baslandi.

3.2 Deneyin in vitro Boliimiinde Kullamlacak Dislerin Se¢cim Kriterleri ve Calisma

Gruplarmin Dagilim

Deneyde kullanilacak dislerin ¢alismaya alinmasinda;

- Dislerin gémiilii, agiza slirmemis ¢iiriiksiiz 20 yas disleri olmast

- Disleri ¢ekilen hastalarin yas araliginin 18-24 arasinda olmast

- Radyolojik olarak dis koklerinde bir periapikal patoloji olmamasina dikkat edildi.

Calisma 40 adet gomiilii 20 yas disi cekildikten sonra disler rastgele olacak sekilde 10
ayrt gruba ayrildi. Disler ¢ekimden hemen sonra %1,5'luk sodyum hipoklorit ile 5
dakika boyunca dezenfekte edildikten sonra su sogutmasi altinda aerator yardimiyla
uzun aksi boyunca iki ayr1 par¢aya kesildi. Periodontal kiiretler ve kanal egeleri
yardimiyla pulpa dokusu uzaklastirildi ve disler tekrardan 5 dakika boyunca %1,5'luk
sodyum hipoklorit ile dezenfekte edildi. Dezenfeksiyonu tamamlanan &rnekler kron
kisimlar1 disarida kalacak sekilde akril bloklara gomiildii. Dislerin mine tabakasi, su
sogutmasi altinda elmas frezler yardimiyla uzaklastirildi. Daha sonra her bir disten
isomet hassas kesim cihaz1 (Buehler, Almanya) (Sekil 6) ve bigagi (Buehler, Almanya)
yardimiyla mine-sement siirma kadar her biri 1 mm kalinliginda olmak kosuluyla 5
kesit alind1 (Sekil 7, 8). Toplamda alinan 400 kesit rastgele olacak sekilde calisma
gruplarina esit sayida (her grup icin 40 kesit) olacak sekilde ayrildi. Kesitler deney

asamalarina kadar distile su iceren eppendorf tiiplerinde saklandi.
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Sekil 6. Isomet hassas kesim cihazi

Sekil 7. Dentin kesitlerinin goriiniimii

40



Calismada 10 farkli grup (8 deney 2 kontrol) (Sekil 8) bulunmakta olup bunlar;

Kontrol Grubu (MKH ekimi ve asit uygulamasi yapilmayan Kontrol grubu):

Uzerinde higbir uygulama yapilmamus 40 kesit igeren kontrol grubu

Grup 2 (MKH ekimi yapilmayan EDTA grubu): Sadece 5 dakika siire ile %17'lik
EDTA uygulamasi yapilip deneye alinan 40 kesit

Grup 3 (MKH ekimi yapilmayan Sitrik Asit grubu): Sadece 5 dakika siire ile
%10'luk Sitrik asit uygulamasi yapilip deneye alinan 40 kesit

Grup 4 (MKH ekimi yapilmayan Fitik Asit grubu): Sadece 5 dakika siire ile %1'lik
Fitik asit (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) uygulamasi yapilip deneye alinan 40 kesit

Grup 5 (MKH ekimi yapilmayan Fosforik Asit grubu): Sadece 30 saniye siire ile
%37'lik Fosforik asit (Spident Fine Etch, C&V Dental, Tiirkiye) uygulamasi yapilip

deneye alinan 40 kesit

Grup 6 (MKH ekimi yapilan Kontrol grubu): Sadece kok hiicre ekimi yapilmis 40

kesit iceren 2. kontrol grubu

Grup 7 (MKH ekimi yapilan EDTA grubu): 5 dakika siire ile %17'lik EDTA

uygulamasi sonrasi kok hiicre ekimi yapilip deneye alinan 40 kesit

Grup 8 (MKH ekimi yapilan Sitrik Asit grubu): 5 dakika siire ile %10'luk Sitrik asit

uygulamasi sonrasi kok hiicre ekimi yapilip deneye alinan 40 kesit

Grup 9 (MKH ekimi yapilan Fitik Asit grubu): 5 dakika siire ile %1'lik Fitik asit

uygulamasi sonrasi kok hiicre ekimi yapilip deneye alinan 40 kesit

Grup 10 (MKH ekimi yapilan Fosforik Asit grubu): 30 saniye siire ile %37'lik

Fosforik asit uygulamasi sonrasi kok hiicre ekimi yapilip deneye alinan 40 kesit
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Sekil 8. Dentin kesitlerinin gruplara dagilimi

3.3 Deneyin in vitro Boliimiindeki Calisma Teknigi
3.3.1 MKH Ekimi Yapilmayan Gruplardaki Uygulamalar

Gruplara ayrilan dis kesitleri bulunduklari eppendorf tiiplerinden ¢ikarilarak steril
cerrahi Ortii lizerine steril preseller yardimiyla tagindi ve steril pamuk rulolar yardimiyla
orneklerin kurulanmasi saglandi. Asit uygulamasi yapilmayacak olan kontrol grubundaki
kesitler steril bir havanda doviilerek toz haline getirildi (Sekil 9). Asit uygulamasi
yapilacak gruplardaki disler her grup icin belirtilen siirelerde asitlendikten sonra yine
steril pamuk rulolar yardimiyla kurutuldu ve ayni yontem kullanilarak toz haline
getirildi. Toz haline getirilen 6rnekler hassas tartida agirlik 6lgtimleri yapildiktan sonra

steril eppendorf tiiplerine taginarak deney islemlerine kadar -85 °C derecede saklandi.
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Sekil 9. Orneklerin toz haline getirilmesi
3.3.2 MKH Ekimi Yapilacak Gruplardaki Uygulamalar
3.3.2.1 MKH'lerin izolasyonu ve Kiiltiir islemleri

Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dalinda daha
onceden insan yanak yag dokusundan elde edilmis ve -80°C’de dondurulmus durumda
olan insan adip6z doku kokenli mezenkimal kok hiicreleri ¢ozdiiriilerek kullanilmustir.
MKH’ler 25cm?’lik hiicre kiiltir kabinda %15 FBS (S0113, Biochrom, Berlin,
Almanya), 50 pgr/ml Gentamisin (A2712, Biochrom, Berlin, Almanya), 100 Ul/ml
Penisilin ve 100 Ul/ml Streptomisin (A2213, Biochrom, Berlin, Almanya), 100 Ul/ml
Amfoterisin (A2612, Biochrom, Berlin, Almanya) ve 200 mM L-glutamin (K0282,
Biochrom, Berlin, Almanya) iceren a-MEM (F0915, Biochrom, Berlin, Almanya) kiiltiir
kabinda 37°C’de ve %5 CO2’li ortamdaki inkiibatdrde cogalmaya birakildi. Kiiltiir
ortaminda ii¢ glin sonra yiizeye tutunmayan hiicreler besi ortaminin degistirilmesi

sonucu ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra hiicre kiiltiir kabina yapisan hiicreler, kiiltiir
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kabin1 %70-80 oraninda kaplayincaya kadar besiyeri iki giinde bir defa degistirildi. 18
giin sonra, inverted mikroskop (IX71, Olympus, Japonya) altinda hiicrelerin {iremeleri
kontrol edildi. Kiiltiir kabinin tabani %70-80 oraninda hiicre ile doldugunda (%70-80
konfluente ulasildiginda) alt-kiiltiir (pasaj) islemine gegildi. Birincil kiiltiir sifirinct pasaj
(PO) kabul edilerek, birincil kiiltiirii takip eden her alt-kiiltiir islemi sonras1 pasaj sayilari

P1, P2, P3, P4 seklinde belirtildi (Martinez-Lorenzo ve ark., 2009).

3.3.2.2 Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu

MKH karakterizasyonunda pasaj 4 igin yapilan immiinohistokimyasal spesifik
boyamalar kullanild1 (Sekil 10). MKH belirtegleri olarak STRO-1 (+), CD44 (+) ve
CD9041 pozitif (+) olarak eksprese ederken, CD45'i negatif (-) olan hiicreler segildi
(Grafik 1).

Konfluent MKH Kontrol (PBS)

CD44 (+) STRO-1 (+)
CD9 (+) CD45 ()

Sekil 10. MKH karekterizasyonu i¢in yapilan spesifik immiinohistokimyasal boyamalar
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Grafik 1. Kok hiicrenin karakterizasyonunu gosteren kontrol (PBS), STRO-1, CD44 ve
CD90 pozitif ve CD45 negatif isaretlemesi i¢in yapilan immiinohistokimya bulgularinin

H-skor analizi
3.2.2.3 MKH'lerin Kesitlere Ekimi ve inkiibasyonu

Gruplara ayrilan dis kesitleri bulunduklari eppendorf tiiplerinden ¢ikarilarak steril
cerrahi Ortii lizerine steril preseller yardimiyla tagindi ve steril pamuk rulolar yardimiyla
orneklerin kurulanmasi saglandi. Gruplarda belirtilen siirelerde asitleme islemi
yapildiktan sonra érnekler steril PBS ile yikandi. Ornekler kurutulduktan hemen sonra
MKH ekimi i¢in 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarina alindi (Sekil 11). Orneklerinin
kiiltiir agamalar1 olas1 bir kontaminasyonu onlemek amaciyla laminar flow cihazinin
(Herasafe Biosafety Cabinet Class 11, ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
ABD) igerisinde gergeklestirildi. Her bir kuyucuga 250 uL a-MEM (Hyclone, USA)
iceren besiyeri eklendi ve 37 C'de 30 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonra

1X106 hiicre/cm? igeren 250 pL besiyeri kuyucuklara mikropipetler yardimiyla tasindi
ve 37C'de 3 giin boyunca inkiibasyonu beklenildi. Inkiibasyon periyodunun sonunda

ornekler bulunduklari medyumdan uzaklastirildi, kurutuldu ve havanda ezilerek toz
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haline getirildi. Toz halindeki dentin 6rneklerinin agirliklar1 hasssas tartt yardimiyla
saptandi1 ve her gruptan 250 mg agirhigindaki dentin tozlari steril eppendorf tiiplerine

taginarak deney islemlerine kadar -85 C derecede saklandi.

Sekil 11. Orneklerin iizerine MKH ekimi

3.3.3 Dentin Tozlarindaki Biiyiime Faktorlerinin ELISA Yéntemi ile Ol¢iimii

Dentin tozlarindaki TGF-f1, BMP-2, FGF-2, VEGF miktarlarinin belirlenmesi i¢in
ELISA yontemi kullanildi. ELISA kitleri (Fine Test ELISA Kit, Cin) kullanilana kadar
+4°C'de saklandi. Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda her ornegin {izerine
agirhigimmm 1:9 oraninda steril PBS eklendi ve sonikatérde (Bandelin Sonoplus,
Almanya) 20 saniye 3 déngii boyunca sonikasyon islemi uygulandi. Ornekler 5000 x
g'de 5 dakika boyunca santrifriij edildi ve deneyde kullanilacak siipernatant elde edildi.

3.3.3.1 Yikama Tamponunun Hazirlanmasi

Yikama tamponu, konsantre yikama tamponunun 30 ml'sine 750 ml deiyonize su ilave

edilip seyreltilerek hazirlandi.
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3.3.3.2 Standart Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Her bir ELISA kiti i¢in belirtilen konsantrasyonlarda standart soliisyonlar hazirlandi.
Anti-TGF-B1 ve Anti-VEGF standart soliisyonlart igin;

- 2000 pg/ml standart soliisyonu igin bir standart tiipe 1 ml Ornek/Standart seyreltme
tamponu ilave edildi ve oda sicakliginda 10 dakika boyunca beklendi.

- 1000 pg/ml'den 31.25 pg/ml standart soliisyonlarinin eldesi i¢in 1000 pg/ml, 500
pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml ve 31,25 pg/ml etiketlerini tasiyan eppendorf
tiipleri hazirlandi.

- Her bir tiipiin i¢ine 0,3 ml Numune / Standart seyreltme tamponu ilave edildi.

- 2000 pg/ml standart soliisyonunun 0,3 ml'si, 1000 pg/ml i¢eren eppendorf tiipiine
aktarildi ve karigtirildi.

- 1000 pg/ml iceren eppendorf tiiptinden 0,3 ml soliisyon, 500 pg/ml igeren tiipe aktarildi
- 500 pg/ml igeren eppendorf tiipiinden 0,3 ml soliisyon, 250 pg/ml iceren tiipe aktarildi

- 250 pg/ml igeren eppendorf tiipiinden 0,3 ml soliisyon, 125 pg/ml igeren tiipe aktarildi
- 125 pg/ml igeren eppendorf tiipiinden 0,3 ml soliisyon, 62,5 pg/ml igeren tiipe aktarildi
- 62,5 pg/ml iceren eppendorf tiipiinden 0,3 ml soliisyon, 31,25 pg/ml iceren tiipe
aktarildi (Sekil 12).

0.3ml
/7~ N 03m 03m 03m 03m 03ml

O NN N N blank

Sy VYV VYOO

0
2000pg 1000 500 250 125 625 3125
pg/ml

Sekil 12. Anti-TGF-B1 ve Anti-VEGF standart soliisyonlarinin hazirlanma islemlerinin

sematik gosterimi

Anti-BMP-2 standart soliisyonu i¢in ayni islemler 4000 pg/ml'den 62,5 pg/ml'ye kadar
(4000-2000-1000-500-250-125-62,5 pg/ml) hazirland1 (Sekil 13).
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Sekil 13. Anti-BMP-2 standart soliisyonunun hazirlanma islemlerinin sematik gosterimi

Anti-FGF-2 standart soliisyonu i¢in ise 800 pg/ml'den 12,5 pg/ml'ye (800-400-200-100-
50-25-12,5 pg/ml) kadar olan diliisyondaki soliisyonlar hazirland1 (Sekil 14).

0.3ml
/7~ N 03m 03ml 03m 03ml 03ml

NS NS NS N N blank

VY VYU DO

800 400 200 100 50 25 125 ’
pg/ml

Sekil 14. Anti-FGF-2 standart soliisyonunun hazirlanma iglemlerinin sematik gésterimi

3.3.3.3 Biotin-Belirleme Antikoru Hazirlanmasi

0,1 ml/kuyu x kuyu miktar1 formiilii ile ¢alisma soliisyonunun toplam hacmi hesaplandi.
Biotin tespit antikoru, antikor seyreltme tamponu ile 1:100 oraninda seyreltildi ve

homojen bir hale gelmesi i¢in karistirilarak hazir hale getirildi.

3.3.3.4 HRP-Streptavidin Conjugate (SABC) Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi

0,1 ml/kuyu x kuyu miktar1 formiilii ile ¢alisma soliisyonunun toplam hacmi hesaplandi.
SABC soliisyonunun 1:100 oraninda SABC tamponu ile seyreltildi ve iyice karistirilarak
hazir hale getirildi.

3.3.3.5 Calisma Protokolii

- Standart ve 6rnekler kuyucuklara eklenmeden once plate yikama soliisyonu ile 2 kez

yikandi
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- 100 pl hacmindeki standart soliisyonlar1 ve 6rnekler 96 kuyucuklu Anti-TGF-f1, Anti-
BMP-2, Anti-FGF-2 ve Anti-VEGF antikorlar1 ile kapli plateler'e ¢ift tekrar olacak
sekilde mikropipetler yardimiyla tasindi ve 37°C'de 90 dakika siire ile inkiibe edildi.

- Daha sonra her kuyucuga 100 pl Biotin tespit antikor ¢alisma soliisyonu eklendi ve
37°C'de 60 dakika stire ile inkiibasyona birakildi.

- Biotin ile inkiibasyon siireci tamamlandiktan sonra plate 3 kez yikandi ve her kuyucuga
100 ul SABC (HRP-Streptavidin Conjugate) ¢alisma soliisyonu eklendi ve 37°C'de 30
dakika stire ile inkiibe edildi.

-Plate 5 kez yikandiktan sonra her kuyucuga 90 ul TMB (3,355 -
Tetramethylbenzidine) substrati eklendi ve 37°C'de 30 dakika siire ile inkiibe edildi.

- 50 pl Durdurma ¢ozeltisi her bir kuyucuga karanlik bir odada mikropipetler yardimiyla
eklendi ve hemen 450 nm absorbansda ELISA mikro plate okuyucuda (Multiskan™ Fc

Microplate Photometer, Thermo Scientific, Amerika) degerlendirmeye alindi.

3.3.4 Sonuclarin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

ELISA mikro plate okuyucudan alinan skorlarin istatistiksel analizi GraphPad
(GraphPad Software, San Diego, Amerika) programi yardimiyla tek yonlii varyans
analizi (One-Way ANOVA) yontemi kullanilarak tamamlandi. Istatistiksel kararlarda

(p<0,05) seviyesi anlamli farkliligin géstergesi olarak kabul edildi.

3.4 Deneyin in vivo Boliimiindeki Calisma Teknigi

3.4.1 Deneyin in vivo Bolimiinde Kullanilacak Dislerin Se¢im Kriterleri,

Hazilanmasi ve Calisma Gruplarina Dagilim

Deneyde kullanilacak dislerin ¢caligmaya alinmasinda;

- Dislerin maksiller tek koklii ve tek kanalli ¢iiriiksiiz keser disler olmasi
- Periodontal veya protetik sebeple ¢ekilmis digler olmasi

- Radyolojik olarak dis koklerinde bir periapikal patoloji olmamasi kosullarina dikkat
edildi.
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Calisma 20 adet maksiller keser dis ¢ekildikten sonra disler rastgele olacak sekilde 10
ayri1 gruba ayrildi. Disler ¢ekimden hemen sonra %1,5'luk sodyum hipoklorit ile 5
dakika boyunca dezenfekte edildikten sonra su sofutmasi altinda aeratér yardimiyla
mine-sement siirindan horizontal yonde kesilerek kron kisimlari uzaklastirildi. Kok
pargalarinin apeksten koronale olan 3 mm'lik kisimlari da su sogutmasi altinda aerator
yardimiyla uzaklastirildi. Kok kanallart i¢indeki pulpa dokusu kanal egeleri yardimiyla
uzaklastirildi ve disler tekrardan 5 dakika boyunca %21,5'luk sodyum hipoklorit ile
dezenfekte edildi. Dezenfeksiyonu tamamlanan 6rnekler uzunlugu 2 mm olacak sekilde
her kok parcasindan su sogutmasi altinda aeratdr yardimiyla 2 adet kok parcasi elde
edilmistir. Toplamda elde edilen 40 6rnek 10 gruba rastgele olarak ayrilmistir. Tiim kok
dentinlerinin ait olduklar1 gruplarda yapilacak olan uygulamalar oncesinde dar c¢apa
sahip kisimlarima 1 mm kalinliginda olacak sekilde MTA uygulamasi yapildi. MTA
materyalinin 15 dakika boyunca sertlesmesi beklendikten sonra gruplarda belirtilen

uygulamalar yapildu.

Calismada 10 farkli grup (8 deney 2 kontrol) bulunmakta olup bu gruplarda yapilan

uygulamalar sirasiyla;

Grup 1 (MKH ekimi ve asit uygulamasi yapilmayan Kontrol grubu): Asit ie yikama

yapilmadan, igerisine sadece PLG doku iskelesi yerlestirilen 4 adet insan disi kok dentini

Grup 2 (MKH ekimi yapilmayan EDTA grubu): %17 EDTA ile 5 dakika yikama
yapildiktan sonra, igerisine sadece PLG doku iskelesi yerlestirilen 4 adet insan disi kok

dentini

Grup 3 (MKH ekimi yapilmayan Sitrik Asit grubu): %10 Sitrik asit ile 5 dakika
yikama yapildiktan sonra, igerisine sadece PLG doku iskelesi igeren 4 adet insan disi
kok dentini

Grup 4 (MKH ekimi yapilmayan Fitik Asit grubu): %1 Fitik asit ile 5 dakika yikama

yapildiktan sonra, igerisine sadece PLG doku iskelesi igeren 4 adet insan disi kok dentini
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Grup 5 (MKH ekimi yapilmayan Fosforik Asit grubu): %37 Fosforik asit ile 30
saniye asit uygulamasi yapildiktan sonra igerisine sadece PLG doku iskelesi igeren 4

adet insan disi kok dentini

Grup 6 (MKH ekimi yapilan, asit uygulamasi yapilmayan kontrol grubu): Asit ie
yikama yapilmadan, igerisine MKH + PLG doku iskelesi kombinasyonu yerlestirilen 4

adet insan disi kok dentini

Grup 7 (MKH ekimi yapilan EDTA grubu): %17 EDTA ile 5 dakika yikama
yapildiktan sonra, igerisine MKH + PLG doku iskelesi kombinasyonu yerlestirilen 4

adet insan disi kok dentini

Grup 8 (MKH ekimi yapilan Sitrik Asit grubu): %10 Sitrik asit ile 5 dakika yikama
yapildiktan sonra, igerisine MKH + PLG doku iskelesi kombinasyonu yerlestirilen 4

adet insan disi kok dentini

Grup 9 (MKH ekimi yapilan Fitik Asit grubu): %1 Fitik asit ile 5 dakika yikama
yapildiktan sonra, igerisine MKH + PLG doku iskelesi kombinasyonu yerlestirilen 4

adet insan disi kok dentini

Grup 10 (MKH ekimi yapilan Fosforik Asit grubu): %37 Fosforik asit ile 30 saniye
asit uygulamasi yapildiktan sonra, igerisine MKH + PLG doku iskelesi kombinasyonu

yerlestirilen 4 adet insan disi kok dentini
3.4.2 PLG Doku Iskelesinin Hazirlanmasi

100 mg agirligindaki PLG mikropartikiilleri (Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) 4 ml
kloroform iginde ¢6ziildii ve emiilsiyon elde edildi. Kloroformun evaporasyonu sonucu
jel kivamina gelen nanopartikiil siispansiyonu deneylerde kullanilmigtir (Derman,
Kizilbey, & Akdeste, 2013).

3.4.3 Hazirlanan Kok Dentinlerinin Farelerin Dorsumlarina Yerlestirilmesi

Calisma Manisa Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve Uygulama

Merkezi’ nde 20 adet, agirliklar1 20+5 gr arasinda degisen 8 haftalik eriskin erkek
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Balb/c fareler kullanilarak yapildi. Fareler 3 giin boyunca adaptasyon ve saglik problemi
yasamamasi amaciyla bekletildi. Deneyler siiresince hayvanlar stabil kosullar altinda
(22°C sicaklik, % 30-70 nem, aydinhik/karanlik dongiisii 12/12 saat) tutuldu.
Hayvanlarin beslenmeleri kuru pelletler ve ¢esme suyu ile saglandi.

Deney farelerine genel anestezi altinda operasyon yapilabilmesi i¢in 75 mg/kg Ketamin-
Hidrokloriir ve 10 mg/kg Ksilazin intramuskuler olarak uygulandi. Her deney faresinin
sag ve sol dorsum bolgesine 1 cm'lik insizyonlar yapilarak cepler olusturuldu.
Olusturulan ceplere karsilikli gruplardan birer kok dentini yerlestirildi (Sekil 15-17).
Insizyon bélgesi rezorbe olabilen siitur materyali ile primer olarak kapatildr ve histolojik

ve immiinohistokimyasal degerlendirmeler i¢in 2 ay boyunca beklenildi.

Kok hicre +
MTA en ‘:g'l:"'"' PLG MTA
doku iskelesi

A
- (\\ ) -~
1 adet kok dentini | % - 1 adet kok dentini
:II | 11/
/ \
/ \

VO

Sadece PLG
doku iskeles|

Kan destegine
agrk

Sekil 15. Farelerin dorsumuna yerlestirilen kok dentinlerinin sematik gdsterimi
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Sekil 16. Farelerin dorsumlarina yapilan insizyonlar

Sekil 17. Farelerin dorsumuna kok dentinlerinin yerlestirilmesi
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3.4.4 Deney Farelerinin Sakrifikasyonu, Kok Dentinlerinin Geri Toplanmasi,

Fiksasyonu ve Dekalsifikasyonu

Deney fareleri dekapitasyon yontemi kullanilarak sakrifiye edildikten sonra sag ve sol
dorsum bolgelerine yerlestirilmis olan kok dentinleri ¢ikarildi. Cikarilan kok dentinleri
%10'luk formalin soliisyonu igerisinde 72 saat boyunca fikse edildi. Daha sonra EDTA
sollisyonu igerisinde (0,1 M fosfat tamponda ¢oziinmiis, pH:7.1) +4°C’de, soliisyon iki
giinde bir degistirilerek, iki ay siireyle dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon sonrasi kok
dentinleri distile su ile yikandi ve dehidratasyon amaciyla 30’ar dakika %60’dan %80’e,
I’er saat %90’dan %100’e artan etil alkol serilerinden gecirildi. Ardindan seffaflastirma
amactyla 15 dakika 1:1 oraninda ksilen-alkol karisimina ve 30’ar dakika iki kez ksilene
tabi tutuldu. 60°C’lik etiiv icerisinde 15 dakika 1:1 oraninda ksilen-parafin uygulanip,
60’ar dakika iki kez parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar

igerisine gomiildii (Tablo 1).
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Tespit % 10 Formalin 48 saat
Tespit Soliisyonunun | Akar su 1 gece
Uzaklastirilmast
Dekalsifikasyon EDTA 1ay
Dehidratasyon % 60 Alkol Y2 saat

% 70 Alkol Y5 saat

% 80 Alkol Y5 saat

% 90 Alkol 1 saat

% 95 Alkol 1 saat

% 100 Absolii alkol 1 saat
Seffaflagtirma Alkol: Ksilen (1:1) 15 dakika

Ksilen 1/2 saat

Ksilen 1/2 saat
Infiltrasyon Ksilen-Parafin (1:1) 15 dakika
(60°C etiivde)

Parafin 1 saat

Parafin 1 saat
Gomme Parafin

Tablo 1. Dekalsifikasyon ve Parafin takip protokolii
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3.4.5 Histokimyasal Boyama
3.4.5.1 Hematoksilen & Eozin (H&E) Boyamasi

Parafin bloklara gomiilii olan kok dentinlerinden Rotary mikrotom cihazi (RM 2135,
Leica, Almanya) yardimiyla sagital yonde 5 pm’lik kesitler alindi. Alinan kesitler
deparafinizasyon amaciyla bir gece 60°C’lik etiivde bekletildikten sonra, 30'ar dakika
boyunca iki degisim ksilene tabi tutuldu. Daha sonra rehidratasyon amaciyla 2'ser dakika
%95’den %60’a azalan alkol serilerinden geg¢irilen kesitler, 5 dakika akar su altinda
yikandi. Kesitlerin 2 dakika Hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire, Ingiltere) ile boyanmasmin ardindan, fazla boyanin dokudan
uzaklastirilmasi i¢in tiim kesitler 5 dakika akar suda yikandi ve asit-alkolde 1-2 saniye
stireyle diferansiye edilip, 5 dakika akar suda tekrar yikandi. Eozin (01602E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire, Ingiltere) ile 30 saniye boyama ve 5 dakika
akar su altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla 1’er dakika %80 ve %95°lik alkol
serilerinden gegcirilip havada kurutulan kesitler, seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki
degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile
kapatildi (Tablo 2). Preparatlar kamera atagmanli (SC50, Olympus, Japonya) 151k
mikroskobunda (BX-43, Olympus, Japonya) deneyimli bir histolog gozii ile kor
yontemle boyamanin siddetine gére +1 ve +5 aras1 yapilan degerlendirmede bag dokusu
olusumu, ortama gelen inflamasyon hiicreleri ve damarlanma incelendi ve gruplar

arasindaki farkliliklar histolojik olarak degerlendirildi.
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Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 Alkol 2 dakika
% 80 Alkol 2 dakika
% 70 Alkol 2 dakika
% 60 Alkol 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Boyama Hematoksilen 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Diferansiasyon Asit-alkol 1-2 saniye
Yikama Akar su 5 dakika
Boyama Eozin 30 saniye
Yikama Akar su 5 dakika
% 80 Alkol 1 dakika
% 95 Alkol 1 dakika
Seffaflastirma Ksilen | 30 dakika
Ksilen Il 30 dakika
Kapama Entellan

Tablo 2. Hematoksilen Eozin boyamasi parafin takip protokoli
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3.4.5.2 Masson Trikrom (MT) Boyama

Parafin bloklardan alman 5 pm kalinliktaki seri kesitler kollagen yapinin histolojik
degerlendirilmesi i¢in Masson Trikrom (HT15, Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD) ile
boyandi. Kesitler oncelikle 1 gece 60°C etiivde birakildiktan sonra, 30’ar dakika
boyunca iki degisim ksilene tabi tutuldu. Daha sonra rehidratasyon amaciyla 2’ser
dakika %95°den %60’a azalan alkol serilerinden gegcirilen kesitler, 5 dakika akar su
altinda yikandi. Bouin soliisyonunda 15 dakika mordantlama islemi yapildi. Kesitlerin
akar suda 5 dakika yikanmasinin ardindan, 10 dakika Weigert Demirli Hematoksilen ile
hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi saglandi. Tekrar 10 dakika akar suda yikanan ornekler
Biebrich Scarlet-Asit Fuksin soliisyonunda 5 dakika bekletildi ve 10 dakika distile suda
yikandi. Fosfotungstik/Fosfomolibdik asit ile 5 dakika muamelenin ardindan Anilin
mavisi ile 5 dakika boyanma gerceklestirildi. Yikama yapmadan 2 dakika % 1°lik asetik
asitten gecirilen kesitler 5 dakika distile suda yikamay1 takiben dehidrate edildi. Bunun
icin %96 alkolden hizlica gecildi ve iki degisim %100 alkolde 3’er dakika bekletildi.
Seffaflagtirma amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan
(UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi (Tablo 3). Kamera atagmanli
(SC50, Olympus, Japonya) 151k mikroskobunda (BX43, Olympus, Japonya) goriintiileri
alind1 ve gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildi. Deneyimli bir histolog gozii ile
kor yontemle boyamanin siddetine gére +1 ve +5 arast yapilan degerlendirmede bag

dokusu olusumu, ortama gelen inflamasyon hiicreleri ve damarlanma incelendi.
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Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen | 30 dakika
Ksilen 11 30 dakika
Rehidratasyon % 95 Alkol 2 dakika
% 80 Alkol 2 dakika
% 70 Alkol 2 dakika
% 60 Alkol 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Mordantlama Bouin Soliisyonu 15 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Boyama Weigert Demirli Hematoksilen | 10 dakika
Yikama Akar su 10 dakika
Boyama Biebrich Scarlet-Asit Fuksin 5 dakika
Yikama Distile Su 10 dakika
Boyama Fosfotungstik/ Fosfomolibdik | 5 dakika
Asit
Boyama Anilin mavisi 5 dakika
Mordantlama % 1’lik Asetik asit 2 dakika
Yikama Distile Su 5 dakika
Dehidratasyon % 96 Alkol Hizh gegilir.
% 100 Alkol 3 dakika
% 100 Alkol 3 dakika
Seffaflastirma Ksilen | 30 dakika
Ksilen Il 30 dakika
Kapama Entellan

Tablo 3. Masson-Trikrom boyamasi parafin takip protokolii
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3.4.5.3 Alizerin Kirmizis1 Boyamasi

Bloklardan alman 5 um kalinliktaki seri kesitlerin bir kismi kalsifikasyonu
degerlendirmek amaciyla Alizerin Kirmizis1 (A5533, Sigma-Aldrich, St. Louis, ABD)
ile boyandi. Kesitler bir gece 60°C etiivde birakildiktan sonra, 30’ar dakika boyunca iki
degisim ksilene tabi tutuldu. Daha sonra rehidratasyon amaciyla 2’ser dakika %95’den
%60’a azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler, 5 dakika distile suda yikandi. Yikama
isleminden sonra kesitlere %?2’lik Alizerin Kirmizist boya soliisyonu ile 15 dakika
boyama yapildi. Daha sonra 6rnekler dehidratasyon amaciyla 5’er dakika %100 aseton
ve 1:1 Aseton:Ksilen’den gegirildi ve seffaflagtirma islemi i¢in 30’ar dakika iki degisim
ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi
(Tablo 4). Kamera atagmanli (SC50, Olympus, Japonya) 151tk mikroskobunda (BX43,
Olympus, Japonya) goriintiiler alind1 ve gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildi.
Deneyimli bir histolog gozii ile kor yontemle boyamanin siddetine gore +1 ve +5 arasi

yapilan degerlendirmede kalsifik doku olusumu incelendi.
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Deparafinizasyon 60°C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen | 30 dakika
Ksilen I 30 dakika
Rehidratasyon % 95 Alkol 2 dakika
% 80 Alkol 2 dakika
% 70 Alkol 2 dakika
% 60 Alkol 2 dakika
Yikama Distile su 5 dakika
Boyama %?2’lik Alizerin kirmizis1 | 15 dakika
Dehidratasyon % 100 Aseton 5 dakika
1:1 Aseton:Ksilen 5 dakika
Seffaflastirma Ksilen | 30 dakika
Ksilen Il 30 dakika
Kapama Entellan

Tablo 4. Alizarin Kirmizis1 boyamasi parafin takip protokolii
3.4.6 Indirekt immiinohistokimyasal Boyama
3.4.6.1 indirekt Immiinohistokimyasal Boyamalarda Kullanilan Belirtecler

DSP: Dentin ekstraselliiler matriksinde bulunan non-kollagendz proteinlerden biri olup
yapilan c¢aligmalarda odontoblastlar tarafindan eksprese edildigi gosterilmistir. Dise 6zgii
bir protein oldugu gosterilmekle beraber kemik dokusunda da eksprese edildigi rapor
edilmistir (Prasad, Butler, & Qin, 2010).

Enamelisin: Mine gelisiminin erken evrelerinde eksprese edilen dise 6zgii bir matriks
metallaproteinazdir. Hem ameloblastlar hem de odontoblastlar tarafindan eksprese

edildigi rapor edilmistir (Begue-Kirn, Krebsbach, Bartlett, & Butler, 1998).
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Osteonektin: Kemige 6zgii bir protein olup kemik trabekiillerinde lokalize oldugu rapor
edilmistir. Sikikla kemik matriksinde bulunmakta olup antikorlar1 kemikle ve daha nadir

olarak denin ile reaksiyona girdigi de bilinmektedir (Orsini ve ark., 2012).

Osteokalsin: Osteoblast farklilasmasinin ge¢ evrelerinde salgilanan kemik dokusuna
0zgii bir proteindir. Osteoblastik ve osteoklastik aktivitede gorev alan bu non-kollagenoz
protein osteoblastlar tarafindan eksprese edilir ve odontoblastik farklilasmada yiiksek

oranda eksprese edildigi rapor edilmistir (Orsini ve ark., 2012).

BMP-2: Osteoindiiktif Ozellik tasiyan ve hiicrelerin osteoblastlara farklilagmasini
saglayan, kemik ve kikirdak gelisiminde 6nemli bir role sahip baslica proteinlerden
biridir. Yapilan ¢alismalar dentinden salinimi sonucu farklilasmis kok hiicrelerin
odontoblastlara farklilasmasini indiikledigini rapor etmislerdir (Casagrande ve ark.,
2010; D. Chen, Zhao, & Mundy, 2004).

Ki67: Hiicre ¢cogalmasinin belirteglerinden biri olan Ki-67, hiicre boliinme dongiisiiniin
tiim fazlarinda mevcut olan bir proteindir. Hiicre ¢ogalma dongiisiiniin aktif fazlarinda
olan hiicrelerin belirlenmesinde kullanilan bir proliferasyon belirtecidir (Scholzen &

Gerdes, 2000).

VEGF: Damar olusumunun ve gelisimini saglayan hiicreler tarafindan sekrete edilen bir
proteindir. Damar olusumunun ve gelisiminin belirteci olarak kullanilmaktadir

(Scholzen & Gerdes, 2000)

Indiiklenebilir Nitréz Oksit Sentaz (i-NOS): immiin ve enflamatuvar olaylarda yiiksek
konsantrasyonda nitréz oksit tiretiminde gorevli temel bir enzimdir. Dinlenme halinde

bulunun hiicrelerde bulunmadigi da rapor edilmistir (Qidwai & Jamal, 2010).

Endotelyal Nitroz Oksit Sentaz (e-NOS): Damarlarin endotel yapisinda nitréz oksit
tiretiminden sorumlu ayni1 zamanda hiicre ¢ogalmasi, plateletlerin agregasyonu,

16kositlerin adhezyonunda gérev alan bir enzimdir (Shu ve ark., 2015).
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3.4.6.2 immiinohistokimyasal Boyama Protokolleri

Alman kesitler immiinohistokimyasal boyamalar amaciyla bir gece 60 C°’lik etiivde
tutuldu. Daha sonrasinda 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflastirma islemi
gerceklestirildi. Ardindan %95’ten %60’a azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon
saglanarak distile suda 10 dakika bekletildi. Dakopen (IM3580, Immunotech, Fransa) ile
sinirlandirilan ve % 0,5’lik tripsin soliisyonu i¢inde oda sicakliginda 15 dakika tutulan
kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’liik hidrojen
peroksit uygulandi. 3 defa 5’er dakika PBS ile yikanan kesitler bloklama amaciyla 1 saat
bloklama solusyonu (TA-125-UB, Lab Vision, Fremont, CA, ABD) ile muamele edildi.
Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar anti-DSP
(MABT37, Millipore, Massachusetts, ABD), anti-Osteokalsin (ab13420, Abcam,
Cambridge, UK), anti-Enamelisin (LS-C100449-400, LifeSpan Biosciences, Seattle,
WA, ABD), anti-Osteokalsin (ab13420, Abcam, Cambridge, UK), anti-Osteonektin
(ab93876, Abcam, Cambridge, UK), anti-Ki-67 (1-800-799-9499, Biocare Medical, CA,
ABD), anti-BMP-2 (NBP-1-52901, Novus Biologicals, CO, ABD), anti-ki67 (1-800-
799-9499, Biocare Medical, CA, ABD), anti-VEGF (ab9546, Abcam, Cambridge, UK),
anti-iNOS (sc-651, Santa Cruz Biotechnology, Teksas, ABD), anti-eNOS (sc-654, Santa
Cruz Biotechnology, Teksas, ABD) ile bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin tampon
soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler, biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil
antikoru (85-9043, Invitrogen-Histostain Plus Bulk Kit, CA, ABD) ile 30’ar dakika
boyandi. Yine ii¢ defa 5’er dakika tampon solusyonu soliisyonu ile yikanan kesitler,
olusturulan immiinohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla DAB
ile 5 dk boyandi. Mayer’s hematoksilen (72804E, Microm, Walldorf, Almanya) ile
artalan boyamas1 saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler kapatma
medyumu (AMLO060, Scytek, Logan, Utah, ABD) ile kapatildi (Tablo 5). Isik mikroskop
altinda immiinohistokimyasal boyanmalar incelendi ve boyanmanin yogunlugu zayif (+),
orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi. Orneklerin fotograflar1 SC50 Olympus
kamera (Almanya) ile ¢ekildi.
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Deparafinizasyon 60 °C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen | 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 11 30 dakika
Rehidratasyon % 95 Alkol 2 dakika
% 80 Alkol 2 dakika
% 70 Alkol 2 dakika
% 60 Alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
PBS 10 dakika
Havuzcuk Olusturma Dako pen
Tripsin 37°C etiivde 15 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Peroksidaz Blok % 3 Hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Non-immiin bloklama soliisyonu 1 saat
Primer Antikorlar 18 saat+4°c
nemli
Yikama PBS 3x5 dakika
Sekonder Antikor Biyotinle isaretli sekonder antikor 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Streptavidin 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB (Diamino Benzidine) 10 dakika
Yikama Distile su 3x5 dakika
Artalan Boyama Mayer’s Hematoksilen 3 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Kapama Entellan
Inceleme Isik mikroskobu

Tablo 5. immunohistokimya boyamalari i¢in parafin takip protokolii
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3.4.6.3 Terminal Deoksiniikleotidil-Transferaz Aracili Deoksiiiridin Trifosfoat Nick-

End Isaretleme (TUNEL) Boyamasi

Doku igindeki DNA kiriklarinin tespiti ve apoptozun belirlenmesinde en yaygin olarak
kullanilan boyama yontemidir (EImore, 2007). Bundan dolay1 ¢alismamizdaki apoptik
hiicre 6liimlerinin belirlenmesinde bu belirtegten yararlanildi. Alinan 5 pm’lik kesitler bir
gece 60°C’lik etiivde tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu.
Ardindan %95’ten %60’a azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak 10
dakika distile suda, daha sonra ii¢ defa 5’er dakika PBS ile yikandi. Dakopen (1IM3580,
Immunotech, Fransa) ile sinirlandirilan kesitlere 1/500 oraninda PBS ile diliie edilen 20
ng/ml Proteinaz-K, 37°C’de 15 dakika uygulandi. Kesitler 5’ser dakika ii¢ kez PBS ile
yikamay1 takiben 5 dakika %3’liik hidrojen peroksit ile muamele edildikten sonra,
yeniden 5’ser dakika ii¢ kez PBS ile oda 1sisinda yikandi. Ornekler 5 dakika Equilibration
buffer ile oda 1sisinda tutulduktan sonra TdT-enzimi ile nemli atmosferik ortamda
37°C’de 1 saat, plastik slipler kesitleri kapatacak sekilde bekletildi. Bu siirenin ardindan
Stop Wash Buffer ile 10 dakika bekletildikten sonra, 1’er dakika ti¢ kez PBS ile yikandi.
Ardindan Anti-dioksigenin Peroksidaz Konjugati ile 30 dakika muamele edilen ornekler,
5’ser dakika tli¢ kez PBS ile yikandi. Ardindan DAB ile 10 dakika boyama yapild: ve ii¢
kez 5’er dakika distile su ile yikandi. Mayer’s hematoksilen (72804E, Microm, Walldorf,
Almanya) ile artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dakika yikanan kesitler,
entellan (AMLO060, Scytek, Logan, Utah, ABD) ile kapatildi (Tablo 6). Kor yontemle
TUNEL pozitif hiicreler saptand1 ve ortalamalar istatiksel olarak degerlendirildi.

65



Deparafinizasyon 60 °C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen | 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 11 30 dakika
Rehidratasyon % 95-%80-%70-%60 Alkol | 2'ser dakika
Yikama Distile su 10 dakika

PBS 3x5 dakika
Havuzcuk olusturma Dakopen

Proteinaz (37°C etiivde) 15 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Peroksidaz Blok % 3 Hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Equilibration buffer 5 dakika
Enzim TdT enzimi (37°C etiivde) | 1 saat
Stop Wash Buffer 10 dakika
Yikama PBS 3x1 dakika
Anti-dioksigenin Peroksidaz konjugati 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB 10 dakika
Yikama Distile su 3x5 dakika
Artalan Boyama Mayer’s hematoksilen 3 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Kapama Entellan

Tablo 6. TUNEL boyama protokolii
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3.4.7 Sonuclarin Istatistiksel Degerlendirmesi

Histolog goziiyle H&E boyamast ile gruplarin morfolojisine genel bakista yeni
olusumun pulpaya benzerligi, dentin alt1 hiicresel yapilanmanin ve merkezi hiicresel
yapilanmanin  diizeni ve  gOriintiisi. 1-5 arasi  skorlamayla isaretlendi.
Immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 H-skor ile incelenerek degerlendirildi (Numata
ve ark., 2013). Boyanma orani1 semikantitatif olarak derecelendirildi. Boyanma siddeti
ise 1+ = boyanma yok veya soluk; 2+ = orta dereceli; 3+ = yogun olarak belirlendi.
Siddetin yiizdeleri 40 biiyiitmeli alanlarda toplam hiicrenin orani olarak saptandi.
Degerlendirmeler iki histolog tarafindan kor olarak yapildi. Daha sonra (1 x ylizdesi) +
(2 x ylizdesi) + (3 x yiizdesi) formiilii ile toplam skor hesaplandi. Sayilan bes alanin
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 belirlendi. Elde edilen sonuglar 100 ile 350 arasinda
degisen aralikta skorlandi. Verilerin karsilastirmalar1 tek GraphPad (GraphPad Software,
San Diego, Amerika) programi yardimiyla tek yonlii varyans analizi (One Way-
ANOVA) istatistik testiyle yapildi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. Bulgular
4.1 Arastirmanmn in vitro Boliimiindeki Bulgular

Calismamizin ana unsuru olan biliylime faktorlerinden elde ettigimiz bulgular1 ayr1 ayri

ele aldigimizda;
4.1.1 MKH Ekimi Yapilan ve Yapilmayan Gruplardaki TGF-p1 Bulgular:

ELISA yontemi ile TGF-B1 miktarlarina bakildiginda MKH ekimi yapilmayan gruplar
iginde sitrik asit grubunun en yiiksek salinima yol a¢tig1 goriildii ve sonuglar kontrol,
EDTA ve fitik asit gruplariyla istatistiksel olarak anlamli bulunmusken (p<0,05) fosforik
asit grubu sonuglar1 arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05). Fosforik asit
grubuyla fitik asit ve EDTA gruplar1 arasinda anlamli bir fark (p>0,05) goériillmemis
olmasina ragmen kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml

diizeyde bir iliski oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

MKH ekimi yapilan gruplara bakildiginda en yiiksek TGF-B1 salimimi fosforik asit
grubunda goriilmiis olup diger gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmistir (p<0,05). EDTA, sitrik ve fitik asit gruplar1 arasinda anlamli bir fark
(p>0,05) goriilmemis olmasina ragmen bu gruplar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel

olarak anlaml diizeyde iliskiler oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Gruplarin kendi i¢lerindeki karsilagtirmalara bakildiginda ise tiim gruplarda MKH ekimi
sonrast dramatik ve anlamli diizeylerde bir artis gézlenmistir (p<0,05) (Grafik 2, Tablo
7).
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Grafik 2. Gruplarin TGF-B1 salinimi agisindan karsilastiriimasi

Ortalama Standart Sapma
MKH (-) Kontrol 99,8 19,7
MKH (-) EDTA 226,1 39,9
MKH (-) Sitrik Asit 495 50,3
MKH (-) Fitik Asit 2819 457
MKH (-) Fosforik Asit 338,2 52,2
MKH (+) Kontrol 328 60,9
MKH (+) EDTA 667,3 63,5
MKH (+) Sitrik Asit 652 91,7
MKH (+) Fitik Asit 559,7 92,9
MKH (+) Fosforik Asit 966,8 109,7

Tablo 7. Gruplarin TGF-B1 salinimi i¢in ortalama ve standart sapma degerleri
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4.1.2 MKH Ekimi Yapilan ve Yapilmayan Gruplardaki VEGF Bulgulari

ELISA yontemi ile VEGF miktarlarina bakildiginda MKH ekimi yapilmayan gruplarda
cok eser miktarlarda VEGF salimimi oldugu goriilmekle beraber gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0,05).

MKH ekimi yapilan gruplara bakildiginda ise fosforik asit grubunun en yiiksek VEGF
salimimina neden oldugu goriilirken diger gruplar ile karsilagtirildiginda istatistiksel
acidan anlamli diizeyde iliskiler saptanmustir (p<0,05). EDTA, sitrik asit ve fitik asit
gruplart arasinda anlamli olmayan diizeyde (p>0,05) iligkiler saptanmis olmasina
ragmen bu gruplarin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha fazla VEGF

salinimina neden oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

Gruplarin kendi iclerindeki karsilagtirmalara bakildiginda ise tiim gruplarda MKH ekimi
sonrasi dramatik ve anlamli diizeylerde bir artis gézlenmistir (p<0,05) (Grafik 3, Tablo
8).
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Ortalama Konsantrasyon (pg/mg)

Grafik 3. Gruplarin VEGF salinimi agisindan karsilastirilmasi
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Ortalama Standart Sapma
MKH (-) Kontrol 0,22 0,02
MKH (-) EDTA 0,36 0,05
MKH (-) Sitrik Asit 0,32 0,04
MKH (-) Fitik Asit 0,37 0,06
MKH (-) Fosforik Asit 0,40 0,03
MKH (+) Kontrol 8,06 3,70
MKH (+) EDTA 23,18 4,60
MKH (+) Sitrik Asit 32,31 6,66
MKH (+) Fitik Asit 20,48 4,87
MKH (+) Fosforik Asit 57,40 9,74

Tablo 8. Gruplarin VEGF salinimi igin ortalama ve standart sapma degerleri

4.1.3 MKH Ekimi Yapilan ve Yapilmayan Gruplardaki BMP-2 Bulgulari

ELISA yontemi ile BMP-2 miktarlarina bakildiginda MKH ekimi yapilmayan gruplarda

en ¢ok salmim fitik asit grubunda gbézlenmesine ragmen asit gruplari arasinda anlaml

diizeyde bir iligki saptanamamustir (p>0,05). Asit gruplari ile kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmistir (p<0,05).

MKH ekimi yapilan gruplara bakildiginda ise benzer sekilde asit gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeyde (p>0,05) iliskiler goriilmesine ragmen

kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli derecede farkliliklar gézlenmistir (p<0,05).

Gruplarmn kendi iglerindeki karsilastirmalara bakildiginda ise tiim gruplarda MKH ekimi

sonrast dramatik ve anlamli diizeylerde bir artis gézlenmistir (p<0,05) (Grafik 4, Tablo

9).
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Grafik 4. Gruplarin BMP-2 salinimi agisindan karsilastiriimasi

Ortalama Standart Sapma

MKH (-) Kontrol 64,8 9,5

MKH (-) EDTA 227,5 19,3
MKH (-) Sitrik Asit 240,7 17,3
MKH (-) Fitik Asit 240,8 20,3
MKH (-) Fosforik Asit 219,6 17,6
MKH (+) Kontrol 154,1 45,7
MKH (+) EDTA 410,1 50,8
MKH (+) Sitrik Asit 4125 52

MKH (+) Fitik Asit 459,7 68,3
MKH (+) Fosforik Asit 516,9 50,6

Tablo 9. Gruplarin BMP-2 salinimi i¢in ortalama ve standart sapma degerleri
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4.1.4 MKH Ekimi Yapilan ve Yapilmayan Gruplardaki FGF-2 Bulgular

ELISA yontemi ile FGF-2 miktarlarina bakildiginda MKH ekimi yapilmayan gruplarda
cok eser miktarlarda FGF-2 salinimi oldugu goriilmekle beraber gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p>0,05).

MKH ekimi yapilan gruplara bakildiginda ise EDTA ve fosforik asit gruplarinin en
yiiksek FGF-2 salinimina neden oldugu goriiliirken birbirleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli olmayan bir iliski varken (p>0,05) diger gruplar ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde iliski oldugu saptanmistir (p<0,05). Sitrik asit ve
fitik asit gruplar1 arasinda anlamli olmayan diizeyde (p>0,05) iliski saptanmis olmasina
ragmen sitrik asit grubuyla kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde

bir iligki goriilmiistiir (p<0,05). Fitik asit grubu ile kontrol grubu arasinda ise anlamli bir

iligki saptanmamuistir (p>0,05).

Gruplarin kendi i¢lerindeki karsilagtirmalara bakildiginda ise tiim gruplarda MKH ekimi
sonrast dramatik ve anlamli diizeylerde bir artis gdzlenmistir (p<0,05) (Grafik 5, Tablo
10).
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Grafik 5. Gruplarin FGF-2 salinim1 agisindan karsilastiriimasi
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Ortalama Standart Sapma
MKH (-) Kontrol 1,3 0,4
MKH (-) EDTA 7.9 2,3
MKH (-) Sitrik Asit 3,9 1,2
MKH (-) Fitik Asit 8,9 2,2
MKH (-) Fosforik Asit 7,1 2,8
MKH (+) Kontrol 7,2 4,1
MKH (+) EDTA 81,4 19,8
MKH (+) Sitrik Asit 40,5 13
MKH (+) Fitik Asit 24,1 5,4
MKH (+) Fosforik Asit 78,9 12,3

Tablo 10. Gruplarin FGF-2 salinimi igin ortalama ve standart sapma degerleri

4.2 Arastirmanin in vivo Boliimiindeki Bulgular

4.2.1 Histokimyasal ve immiinohistokimyasal incelemeler Sonucunda Elde Edilen

Bulgular

4.2.1.1 MKH Uygulamasi Yapilmayan Kontrol Grubu Bulgular:

MKH uygulamas1 yapilmayan kontrol grubundaki dislerden elde edilen kesitlerde pulpa

benzeri dokuya rastlanilmadi. Dentin duvarlarinda ¢ok az sayida hiicre goriilmiis olup

bunlarin diizensiz oldugu saptanmistir. Kanal duvarlarinda organize olmamis hiicre

topluluklarimin oldugu goriilmekle beraber bu dokularin ¢ogunlukla bag dokusu oldugu

diistiniilmektedir (Sekil 18). MT boyamalarinda ise yer yer kollagen dokunun var oldugu

tespit edilmistir (Sekil 19). Alizarin kirmizist ile yapilan boyamalarda diisiik

yogunluktada olsa yeni olusan kalsifik dokular goriilmiistiir (Sekil 20).
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L
% 10 pm

Sekil 18. MKH Uygulamas: Yapilmayan Kontrol grubundaki kok dentinin H&E

boyamalarindaki goriintiisii

Sekil 19. MKH Uygulamast Yapilmayan Kontrol grubundaki MT boyamalarindaki

kollagen dokusunun goriintiisii

Sekil 20. MKH Uygulamast Yapilmayan Kontrol grubundaki Alizarin kirmizi

boyamalarindaki kollagen dokusunun goriintiisii
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MKH uygulamasi yapilmayan kontrol grubundan immiinohistokimyasal boyalarla elde
edilen bulgulardan; Anti-Enamelisin (Sekil 21), Anti-DSP (Sekil 22), Anti-Osteokalsin
(Sekil 23), Anti-Osteonektin (Sekil 24), Anti-BMP-2 (Sekil 25) boyalari ile goriintiiler:

Sekil 21. MKH Uygulamas: Yapilmayan Kontrol Grubu; Anti-Enamelisin boyamasi ile

gorunumu

e o]
<)

iy e
- '.\ \ 10 ym

Sekil 22. MKH Uygulamasi Yapilmayan Kontrol Grubu; Anti-DSP boyamasi ile

gorunimu
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Sekil 23. MKH Uygulamas1 Yapilmayan Kontrol Grubu; Anti-Osteokalsin boyamasi ile

50pm |

Sekil 24. MKH Uygulamasi Yapilmayan Kontrol Grubu; Anti-Osteonektin boyamasi ile

gorunimu

100 m

Sekil 25. MKH Uygulamas1 Yapilmayan Kontrol Grubu; Anti-BMP-2 boyamasi ile
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Hiicrelerin ¢ogalma ve damarlagsma durumunu tanimlamak igin yapilan Anti-Ki67 (Sekil

26) ve Anti-VEGF (Sekil 27) boyamalari:

100 pm

Sekil 26. MKH Uygulamasi Yapilmayan Kontrol Grubu; Anti-Ki67 boyamasi ile

gorunimu

e

Sekil 27. MKH Uygulamasi Yapilmayan Kontrol Grubu; Anti-VEGF boyamas: ile

gorunimu

Hiicrelerin oksidatif stres ve apoptoz durumlarini gdstermek amaciyla yapilan Anti-

eNOS (Sekil 28), Anti-iNOS (Sekil 29) ve TUNEL (Sekil 30) boyamalarinin goriintiileri
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Sekil 28. MKH Uygulamast Yapilmayan Kontrol Grubu; Anti-eNOS boyamasi ile

gorunimu

0pm|

Sekil 29. MKH Uygulamas:t Yapilmayan Kontrol Grubu; Anti-iNOS boyamasi ile

qoum,

Sekil 30. MKH Uygulamast Yapilmayan Kontrol Grubu; TUNEL boyamasi ile

gorunimu
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4.2.1.2 MKH Uygulamasi Yapilan Kontrol Grubu Bulgulari

MKH uygulamas: yapilan kontrol grubundaki dislerden elde edilen kesitlerde pulpa
benzeri dokuya rastlanilmamakla beraber MKH uygulamas1 yapilmayan kontrol grubuna
oranla daha fazla hiicre ve daha yogun bir doku formasyonu gozlenmistir. MKH
uygulamasi yapilmayan dentin duvarlarinda az sayida hiicre izlenmesine karsin MKH
uygulamasi yapilan kontrol grubunda daha fazla hiicre oldugu goriilmiistiir. Hiicrelerin
genellikle fibroblast benzeri hiicreler olabilecegi diisliniilmektedir (Sekil 31). MT
boyamalarinda ise yeni olusan kollagen dokusu goézlenmistir (Sekil 32). Alizarin
kirmizis1 boyamasi ile yeni olusan dokunun Kalsifikasyona diizeyi saptanmigtir (Sekil
33).

/1

10 um

Sekil 31. MKH Uygulamast Yapilan Kontrol grubundaki kok dentinin H&E

boyamalarindaki goriintiisii
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Sekil 32. MKH Uygulamast Yapilan Kontrol grubundaki kok dentinin MT

boyamalarindaki goriintiisii

Sekil 33. MKH Uygulamas1 Yapilan Kontrol grubundaki kok dentinin Alizarin kirmizisi

boyamalarindaki goriintiisi

MKH uygulamast yapilan kontrol grubundan immiinohistokimyasal boyalarla elde
edilen bulgulardan; Anti-Enamelisin (Sekil 34), Anti-DSP (Sekil 35, 36), Anti-
Osteokalsin (Sekil 37), Anti-Osteonektin (Sekil 38, 39) ve Anti-BMP-2 (Sekil 40)
boyalart ile alinan goriintiilerde az sayida hiicrenin bu boyalar ile az miktarda boyandig1

goriildil.
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Sekil 34. MKH Uygulamast Yapilan Kontrol Grubu; Anti-Enamelisin boyamasi ile

gorunimu
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Sekil 36. MKH Uygulamasi Yapilan Kontrol Grubu; Anti-DSP boyamasi ile gériiniimii
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Sekil 37. MKH Uygulamas1 Yapilan Kontrol Grubu; Anti-Osteokalsin boyamasi ile

Sekil 38. MKH Uygulamasi Yapilan Kontrol Grubu; Anti-Osteonektin boyamasi ile

gorunimu

TSoum |

Sekil 39. MKH Uygulamas: Yapilan Kontrol Grubu; Anti-Osteonektin boyamasi ile
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Sekil 40. MKH Uygulamasi Yapilan Kontrol Grubu; Anti-BMP-2 boyamasi ile

gorunimu

Hiicrelerin ¢ogalma ve damarlagsma durumunu tanimlamak i¢in yapilan Anti-Ki67 (Sekil

41) ve Anti-VEGF (Sekil 42) boyamalari:

Sekil 41. MKH Uygulamasi Yapilan Kontrol Grubu; Anti-Ki67 boyamasi ile goriiniimii
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50 pm

Sekil 42. MKH Uygulamas1 Yapilan Kontrol Grubu; Anti-VEGF boyamasi ile

gorunimu

Hiicrelerin oksidatif stres ve apoptoz durumlarini gostermek amaciyla yapilan Anti-
eNOS (Sekil 43), Anti-INOS (Sekil 44) ve TUNEL (Sekil 45) boyamalarinin

goriintileri:

10 pm

Sekil 43. MKH Uygulamasi Yapilan Kontrol Grubu; Anti-eNOS boyamasi ile goriiniimii
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10 pm

Sekil 44. MKH Uygulamasi Yapilan Kontrol Grubu; Anti-iNOS boyamasi ile goriiniimii

10 pm

Sekil 45. MKH Uygulamas1 Yapilan Kontrol Grubu; TUNEL boyamas: ile goriiniimii
4.2.1.3 MKH Uygulamasi Yapilmayan EDTA Grubu Bulgular:

MKH uygulamasi yapilmayan EDTA grubundaki dislerden elde edilen kesitlerde yeni
bag dokusu olusumu gozlenmesine karsin yapilmis olan immiin boyalar bu dokunun
pulpa benzeri doku olmadigi yoniinde bulgu vermistir. MKH uygulamasi yapilmayan
kontrol grubuna benzer sekilde az sayida ve diizensiz hiicre topluluklari gézlenmistir.
Daha ¢ok fibroblast benzeri hiicrelerin baskin oldugu goriilmiistiir. Dentin duvarlarina
bakildiginda ise MKH uygulamasi yapilmayan gruplardakine benzer sekilde ¢ok az
sayida hiicre oldugu tespit edilmistir (Sekil 46, 47). MT boyamalarinda ise az da olsa
yeni kollagen doku yapiminin oldugu goriilmiistiir (Sekil 48). Alizarin kirmizisi ile

yapilan boyama sonucunda yeni olusan kalsifiye dokular goriilmiistiir (Sekil 49).
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10 ym

Sekil 46. MKH Uygulamast Yapilmayan EDTA grubundaki kok dentinin H&E
boyamalarindaki goriintiisii
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Sekil 47. MKH Uygulamast Yapilmayan EDTA grubundaki kok dentinin H&E

boyamalarindaki goriintiisii
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Sekil 48. MKH Uygulamas1 Yapilmayan EDTA grubundaki kok dentinin MT

boyamalarindaki goriintiisii
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10 um

Sekil 49. MKH Uygulamas1 Yapilmayan EDTA grubundaki kok dentinin Alizarin

kirmizis1 boyamalarindaki goriintiisii

MKH uygulamasi yapilmayan EDTA grubunda odontoblast hiicrelerinin belirteglerinden
olan Anti-Enamelisin (Sekil 50, 51), Anti-DSP (Sekil 52), Anti-Osteokalsin (Sekil 53),
Anti-Osteonektin (Sekil 54) boyalar1 ve Anti-BMP-2 (Sekil 55) boyalar1 ile alinan

goriintlilerde ¢ok az sayidaki hiicrenin bu boyalar ile boyandigi goriildii.

10 ym

Sekil 50. MKH Uygulamasi Yapilmayan EDTA Grubu; Anti-Enamelisin boyamasi ile

gorunimu
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Sekil 51. MKH Uygulamas1 Yapilmayan EDTA Grubu; Anti-Enamelisin boyamasi ile

gorunimu

0um|

Sekil 52. MKH Uygulamasi Yapilmayan EDTA Grubu; Anti-DSP boyamasi ile

Sekil 53. MKH Uygulamas1 Yapilmayan EDTA Grubu; Anti-Osteokalsin boyamas ile

gorunimu
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10 pm |

Sekil 54. MKH Uygulamas1 Yapilmayan EDTA Grubu; Anti-Osteonektin boyamasi ile

gorunimu
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Sekil 55. MKH Uygulamast Yapilmayan EDTA Grubu; Anti-BMP-2 boyamas: ile

gorunumu

Hiicrelerin ¢ogalma ve damarlagsma durumunu tanimlamak i¢in yapilan Anti-Ki67 (Sekil

56) ve Anti-VEGF (Sekil 57) boyamalart:
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10 ym

Sekil 56. MKH Uygulamasi Yapilmayan EDTA Grubu; Anti-Ki67 boyamasi ile

gorunimu

10 ym

Sekil 57. MKH Uygulamasi Yapilmayan EDTA Grubu; Anti-VEGF boyamasi ile

gorunumu

Hiicrelerin oksidatif stres ve apoptoz durumlarini gostermek amaciyla yapilan Anti-
eNOS (Sekil 58), Anti-INOS (Sekil 59) ve TUNEL (Sekil 60) boyamalarinin

goriintiileri:
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Sekil 58. MKH Uygulamasi Yapilmayan EDTA Grubu; Anti-eNOS boyamasi ile

gorunimu

0pm|

Sekil 59. MKH Uygulamast Yapilmayan EDTA Grubu; Anti-iINOS boyamasi ile

oum,

Sekil 60. MKH Uygulamas1 Yapilmayan EDTA Grubu; TUNEL boyamas: ile goriiniimii
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4.2.1.4 MKH Uygulamasi Yapilan EDTA Grubu Bulgulari

MKH uygulamasi yapilan EDTA grubu olarak ayrilan dislerden elde edilen kesitlerde
pulpa benzeri dokuya rastlanildigi goriilmiistiir. MKH uygulamasi yapilmayan EDTA
grubuna kiyasla ¢ok daha yogun bir doku organizasyonu ve ¢ok sayida hiicreye
rastlanilmistir. Dokunun ig¢inde belirgin damar yapilar1 da gozlenmistir. Dentin
duvarlarina bakildiginda ise benzer sekilde ¢ok sayida hiicre oldugu goriilmiistiir (Sekil
61, 62, 63). Yapilan MT boyamasi sonucunda da MKH uygulamasi yapilmayan gruplara
kiyasla daha yogun kollagen formasyonu gozlenmistir (Sekil 64). Alizarin kirmizisi ile
yapilan boyama sonucunda MKH uygulamasi yapilmayan EDTA grubuna kiyasla daha
yogun bir kalsifiye doku formasyonu oldugu goriilmiistiir (Sekil 65).

N

50 pm

Sekil 61. MKH Uygulamast Yapilan EDTA grubundaki kok dentinin H&E

boyamalarindaki goriintiisii
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Sekil 62. MKH Uygulamas1 Yapilan EDTA grubundaki kok dentinin H&E

boyamalarindaki goriintiisii

= S
- .
4 ! > o
¢ - ) 5 "
>~ \ g J v
> y S
& - . QN -
v : >
o
< - < ¥ s -
¥ ¥ ) s
Y r 4
|\ -
V5 L AN pape P
& 7 5 W
- oy [ Wé
2 . _— &
< -t a! - \
e o S o
> SN . 4 ALl -
{ - ! \ \
’ = Wy b7
3 a2 o8 ) o -
s ¥ ‘ x v
2 e o B
5 P 7 (50m |

Sekil 63. MKH Uygulamasi Yapilan EDTA grubundaki kok dentinin H&E

boyamalarindaki goriintiisii

Sekil 64. MKH Uygulamasi Yapilan EDTA grubundaki kok dentinin MT

boyamalarindaki goriintiisii
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10 pm |

Sekil 65. MKH Uygulamas: Yapilan EDTA grubundaki kok dentinin Alizarin kirmizisi

boyamalarindaki goriintiisii

MKH uygulamasi yapilan EDTA grubunda odontoblast hiicrelerinin belirteglerinden
olan Anti-Enamelisin (Sekil 66, 67), Anti-DSP (Sekil 68), Anti-Osteokalsin (Sekil 69,
70), Anti-Osteonektin (Sekil 71, 72) ve Anti-BMP-2 (Sekil 73) boyalari ile alinan
goriintiilerde MKH ekimi yapilmayan EDTA grubuna oranla daha ¢ok sayida gézlenen

hiicrelerin bu boyalar ile boyandig1 goriilmiistiir.

10 ym

Sekil 66. MKH Uygulamast Yapilan EDTA Grubu; Anti-Enamelisin boyamasi ile

gorunimu
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Sekil 67. MKH Uygulamas1 Yapilan EDTA Grubu; dentin duvarinin oOniinde
odontoblastik rejenerasyona ugrayan kok hiicrelerin Anti-Enamelisin boyamasi ile

Sekil 68. MKH Uygulamasi Yapilan EDTA Grubu; Anti-DSP boyamasi ile goriiniimii

Sekil 69. MKH Uygulamas1 Yapilan EDTA Grubu; Anti-Osteokalsin boyamasi ile

gorunimu
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Sekil 70. MKH Uygulamast Yapilan EDTA Grubu; Anti-Osteokalsin boyamasi ile

gorunimu

Sekil 71. MKH Uygulamasi Yapilan EDTA Grubu; Anti-Osteonektin boyamasi ile

Sekil 72. MKH Uygulamasi Yapilan EDTA Grubu; Anti-Osteonektin boyamasi ile

gorunimu
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Sekil 73. MKH Uygulamast Yapilan EDTA Grubu; Anti-BMP-2 boyamas: ile

gorunimu

Hiicrelerin ¢ogalma ve damarlagsma durumunu tanimlamak i¢in yapilan Anti-Ki67 (Sekil
74) ve Anti-VEGF (Sekil 75) boyamalart:

ekil 74. MKH Uygulamas1 Yap11an EDTA Grubu; Anti-Ki67 boyamasi ile goriiniimii

N
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Sekil 75. MKH Uygulamas1 Yapilan EDTA Grubu; Anti-VEGF boyamas: ile goriiniimii

Hiicrelerin oksidatif stres ve apoptoz durumlarini gdstermek amaciyla yapilan Anti-
eNOS (Sekil 76), Anti-INOS (Sekil 77) ve TUNEL (Sekil 78) boyamalarinin

goriintiileri:

10 pm

Sekil 76. MKH Uygulamasi Yapilan EDTA Grubu; Anti-eNOS boyamasi ile goriinimii
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10 pm

Sekil 77. MKH Uygulamasi Yapilan EDTA Grubu; Anti-iNOS boyamast ile goriinimii

10 pm

Sekil 78. MKH Uygulamas1 Yapilan EDTA Grubu; TUNEL boyamas: ile goriiniimii
4.2.1.5 MKH Uygulamasi Yapilmayan Sitrik Asit Grubu Bulgulari

MKH uygulamast yapilmayan sitrik asit grubundaki diglerden elde edilen kesitlerde
pulpa benzeri dokuya rastlanilmamakla beraber MKH uygulamasi yapilmayan diger
gruplardakine gore biraz daha yogun ama diizensiz hiicre topluluklar1 gozlenmistir. Bag
dokusu ve fibroblast benzeri hiicrelerin benzer sekilde baskin oldugu diistiniilmektedir.
Bu bulgular ¢aligmamizin invitro bdliimiindeki, kok hiicre ekimi yapilmayan gruplardan
biiyiime faktorlerinin 6zellikle TGF-Blin en yiiksek olarak bulundugu grup olarak sitrik
asit grubunun saptanmis olmasiyla uyumlu goriilmiistiir. Dentin duvarlarina bakildiginda
ise ¢ok az sayida hiicre oldugu tespit edilmistir (Sekil 79, 80). Yapilan MT boyamasinda
ise eser miktarda kollagen formasyonu oldugu gorilmistiir (Sekil 81). Alizarin

boyamasi ile yer yer yeni kalsifik doku olusumu tespit edilmistir (Sekil 82).
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50 um

Sekil 79. MKH Uygulamas1 Yapilmayan Sitrik Asit grubundaki kok dentinin H&E

boyamalarindaki goériintiisii

» —_—
50 pm

Sekil 80. MKH Uygulamasi Yapilmayan Sitrik Asit grubundaki kok dentinin H&E
boyamalarindaki goriintlisii. Ok ile gosterilen yuvarlak g¢ekirdekli farklilasmaya hazir

kok hiicreler fibroblastlardan zengin bag dokusu arasinda seyrek olarak goriilmektedir.
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Sekil 81. MKH Uygulamast Yapilmayan Sitrik Asit grubundaki kok dentinin MT

boyamalarindaki goriintiisii

Sekil 82. MKH Uygulamasi Yapilmayan Sitrik Asit grubundaki kok dentinin Alizarin

kirmizist boyamalarindaki goriintiisii

MKH uygulamasi yapilmayan sitrik asit grubunda odontoblast hiicrelerinin
belirteclerinden olan Anti-Enamelisin (Sekil 83, 84), Anti-DSP (Sekil 85, 86), Anti-
Osteokalsin (Sekil 87), Anti-Osteonektin (Sekil 88) ve Anti-BMP-2 (Sekil 89) boyalari
ile alinan goriintiilerde az sayida hiicrenin boyandig1 goriilmiistiir. Boyanan hiicrelerin

de bir diizen i¢inde olmadig1 daginik olarak yer aldig1 da ayrica gozlenmistir.
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Sekil 83. MKH Uygulamas1 Yapilmayan Sitrik Asit Grubu; Anti-Enamelisin boyamasi

ile gériiniimi

10pm]

Sekil 84. MKH Uygulamasi Yapilmayan Sitrik Asit Grubu; Anti-Enamelisin boyamasi

ile goriinimii

Sekil 85. MKH Uygulamasi Yapilmayan Sitrik Asit Grubu; Anti-DSP boyamasi ile

gorunimu
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Sekil 86. MKH Uygulamasi Yapilmayan Sitrik Asit Grubu; Anti-DSP boyamasi ile

gorunimu

Sekil 87. MKH Uygulamasi Yapilmayan Sitrik Asit Grubu; Anti-Osteokalsin boyamasi

ile goriniimii

Sekil 88. MKH Uygulamasi Yapilmayan Sitrik Asit Grubu; Anti-Osteonektin boyamasi

ile gériiniimii
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Sekil 89. MKH Uygulamasi Yapilmayan Sitrik Asit Grubu; Anti-BMP-2 boyamas ile

gorunimu

Hiicrelerin ¢ogalma ve damarlagsma durumunu tanimlamak i¢in yapilan Anti-Ki67 (Sekil

90) ve Anti-VEGF (Sekil 91) boyamalari:

Sekil 90. MKH Uygulamasi Yapilmayan Sitrik Asit Grubu; Anti-Ki67 boyamasi ile

gorunimu
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Sekil 91. MKH Uygulamas1 Yapilmayan Sitrik Asit Grubu; Anti-VEGF boyamas: ile
gorinimu

Hiicrelerin oksidatif stres ve apoptoz durumlarini gostermek amaciyla yapilan Anti-
eNOS (Sekil 92), Anti-INOS (Sekil 93) ve TUNEL (Sekil 94) boyamalarinin

gorintiileri:

10 pm |

Sekil 92. MKH Uygulamas: Yapilmayan Sitrik Asit Grubu; Anti-eNOS boyamast ile

gorunimu
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10 pm

Sekil 93. MKH Uygulamasi Yapilmayan Sitrik Asit Grubu; Anti-iNOS boyamasi ile

gorunimu

10 pm

Sekil 94. MKH Uygulamasi Yapilmayan Sitrik Asit Grubu; TUNEL boyamasi ile

gorinimu
4.2.1.6 MKH Uygulamasi Yapilan Sitrik Asit Grubu Bulgular:

MKH uygulamasi yapilan sitrik asit grubundaki dislerden elde edilen kesitlerde daha
diizenli ve daha ¢ok sayida hiicre igeren, immiin boyamalardan alinan sonuglara gorede
bir bolimiiyle pulpa benzeri doku olusumu gozlenmistir. Dentin duvarlarina
bakildiginda tek sira halinde ¢ok sayida hiicrenin var oldugu tespit edildi. Dokunun
iginde belirgin damar yapilari da gézlenmistir (Sekil 95, 96). Yapilan MT boyamalarinda
ise yogun kollagen formasyonunun oldugu saptanmistir (Sekil 97). Yapilan Alizarin
kirmizis1 boyamasi sonucunda ise yogun bir kalsifik doku formasyonu oldugu saptandi

(Sekil 98).
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Sekil 95. MKH Uygulamasi Yapilan Sitrik Asit grubundaki kok dentinin H&E
boyamalarindaki goriintiisii

o

4%
.
- |

AR

Sekil 96. MKH Uygulamast Yapilan Sitrik Asit grubundaki kok dentinin H&E

boyamalarindaki goriintiisi

Sekil 97. MKH Uygulamas1 Yapilan Sitrik Asit grubundaki MT boyamalarindayeni

olusan bag dokusu i¢inde yogun olarak organize olmus kollagen yapinin goriintiisii
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Sekil 98. MKH Uygulamas: Yapilan Sitrik Asit grubundaki kok dentinin Alizarin

kirmizis1 boyamalarindaki goriintiisii

MKH uygulamasi yapilan sitrik asit grubunda odontoblast hiicrelerinin belirteglerinden
olan Anti-Enamelisin (Sekil 99, 100), Anti-DSP (Sekil 101, 102), Anti-Osteokalsin
(Sekil 103), Anti-Osteonektin (Sekil 104) ve Anti-BMP-2 (Sekil 105) boyalari ile alinan

goriintlilerde rejenere olmus hiicrelerin oldugu saptanmustir.

Sekil 99. MKH Uygulamas: Yapilan Sitrik Asit Grubu; Anti-Enamelisin boyamas ile

gorunimu
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Sekil 100. MKH Uygulamasi Yapilan Sitrik Asit Grubu; Anti-Enamelisin boyamasi ile

gorunimu

10pm|
Sekil 101. MKH Uygulamas:1 Yapilan Sitrik Asit Grubu; Anti-DSP boyamasi ile

Sekil 102. MKH Uygulamas: Yapilan Sitrik Asit Grubu; Anti-DSP boyamasi ile

gorunimu
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Sekil 103. MKH Uygulamasi Yapilan Sitrik Asit Grubu; Anti-Osteokalsin boyamasi ile

Sekil 104. MKH Uygulamas1 Yapilan Sitrik Asit Grubu; Anti-Osteonektin boyamasi ile

gorunimu

Sekil 105. MKH Uygulamas: Yapilan Sitrik Asit Grubu; Anti-BMP-2 boyamas: ile
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Hiicrelerin ¢ogalma ve damarlagsma durumunu tanimlamak i¢in yapilan Anti-Ki67 (Sekil

106) ve Anti-VEGF (Sekil 107) boyamalart:

10 pm |

Sekil 106. MKH Uygulamasi Yapilan Sitrik Asit Grubu; Anti-Ki67 boyamasi ile

gorunimu

10 pm

Sekil 107. MKH Uygulamasi Yapilan Sitrik Asit Grubu; Anti-VEGF boyamas: ile

gorunumu

Hiicrelerin oksidatif stres ve apoptoz durumlarini gdstermek amaciyla yapilan Anti-
eNOS (Sekil 108), Anti-iNOS (Sekil 109) ve TUNEL (Sekil 110) boyamalarinin

goriintiileri:
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Sekil 108. MKH Uygulamast Yapilan Sitrik Asit Grubu; Anti-eNOS boyamasi ile

gorunimu

oum|

Sekil 109. MKH Uygulamasi Yapilan Sitrik Asit Grubu; Anti-iNOS boyamasi ile

qoum,

Sekil 110. MKH Uygulamast Yapilan Sitrik Asit Grubu; TUNEL boyamas: ile

gorunimu
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4.2.1.7 MKH Uygulamasi Yapilmayan Fitik Asit Grubu Bulgular

MKH uygulamasi yapilmayan fitik asit grubu olarak ayrilan dislerden elde edilen
kesitlerde pulpa benzeri dokuya rastlanilmamistir. MKH uygulamasi yapilmayan diger
gruplardakine benzer az sayida ve diizensiz hiicre topluluklar1 gbzlenmistir. Bag dokusu
ve fibroblast benzeri hiicrelerin baskin oldugu diisiiniilmektedir. Belirgin bir damar
yapilanmasi da tespit edilmistir. Dentin duvarlarina bakildiginda ise benzer sekilde ¢ok
az sayida hiicre oldugu saptanmustir (Sekil 111). Yapilan MT boyamalarinda ise belirgin
bir kollagen formasyonu oldugu gériilmiistiir (Sekil 112). Yapilan Alizarin kirmizisi

boyamasi sonucunda ise yer yer yeni kalsifik doku formasyonu oldugu goriilmiistiir

(Sekil 113).

10 pm

Sekil 111. MKH Uygulamas1 Yapilmayan Fitik Asit grubundaki kok dentinin H&E

boyamalarindaki goriintiisii
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Sekil 112. MKH Uygulamas:1 Yapilmayan Fitik Asit grubundaki kok dentinin MT

boyamalarindaki goriintiisii

Sekil 113. MKH Uygulamasi Yapilmayan Fitik Asit grubundaki k6k dentinin Alizarin

kirmizis1 boyamalarindaki goriintiisi

MKH uygulamas: yapilmayan fitik asit grubunda odontoblast hiicrelerinin
belirteglerinden olan Anti-Enamelisin (Sekil 114), Anti-DSP (Sekil 115), Anti-
Osteokalsin (Sekil 116), Anti-Osteonektin (Sekil 117, 118) ve Anti-BMP-2 (Sekil 119)

boyalari ile alinan goriintiilerde az sayida oldugu goézlenen hiicrelerin boyandig: goriildii.
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Sekil 114. MKH Uygulamas1 Yapilmayan Fitik Asit Grubu; Dentin duvarinda diizensiz

olarak Anti-Enamelisin ile boyanmis hiicrelerin goriiniimii

Sekil 115. MKH Uygulamasi Yapilmayan Fitik Asit Grubu; Anti-DSP boyamasi ile

gorunimu

Sekil 116. MKH Uygulamas:1 Yapilmayan Fitik Asit Grubu; Anti-Osteokalsin boyamasi

ile gériiniimii
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Sekil 117. MKH Uygulamas: Yapilmayan Fitik Asit Grubu; Anti-Osteonektin boyamasi

ile gériinlimi

Sekil 118. MKH Uygulamas1 Yapilmayan Fitik Asit Grubu; Anti-Osteonektin boyamasi

ile gériiniimii

Sekil 119. MKH Uygulamas: Yapilmayan Fitik Asit Grubu; Anti-BMP-2 boyamasi ile

gorunimu

117



Hiicrelerin ¢ogalma ve damarlagsma durumunu tanimlamak igin yapilan Anti-Ki67 (Sekil

120) ve Anti-VEGF (Sekil 121) boyamalart:

10 um

Sekil 120. MKH Uygulamas: Yapilmayan Fitik Asit Grubu; Anti-Ki67 boyamasi ile

gorunimu

10 pm

Sekil 121. MKH Uygulamasi Yapilmayan Fitik Asit Grubu; Anti-VEGF boyamasi ile

gorunumu

Hiicrelerin oksidatif stres ve apoptoz durumlarmi gostermek amaciyla yapilan Anti-

eNOS (Sekil 122), Anti-iINOS (Sekil 123) ve TUNEL (Sekil 124) boyamalarinin

goriintiileri:
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Sekil 122. MKH Uygulamas1 Yapilmayan Fitik Asit Grubu; Anti-eNOS boyamasi ile

gorunimu

qoum

Sekil 123. MKH Uygulamasi Yapilmayan Fitik Asit Grubu; Anti-iNOS boyamasi ile

qoum,

Sekil 124. MKH Uygulamas1 Yapilmayan Fitik Asit Grubu; TUNEL boyamasi ile

gorunimu
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4.2.1.8 MKH Uygulamasi Yapilan Fitik Asit Grubu Bulgular

MKH uygulamas: yapilan fitik asit grubundaki dislerden elde edilen kesitlerde pulpa
benzeri dokuya rastlanilmistir. MKH uygulamasi yapilan gruplardakine benzer sekilde
cok sayida hiicre toplulugu oldugu gozlenmistir. Dentin duvarlarina bakildiginda c¢ok
katli odontoblast benzeri hiicrelerin oldugu goriilmiistiir. Dokunun iginde belirgin damar
yapilanmasi da gozlenmistir (Sekil 125, 126). MT boyamasinin sonucunda ise MKH
uygulamasi yapilan gruplarda oldugu gibi belirgin kollagen formasyonu oldugu
goriilmiistiir (Sekil 127). Alizarin kirmizisi ile yapilan boyama sonucunda ise yogun bir

kalsifik doku formasyonu gozlenmistir (Sekil 128).

10 pm

Sekil 125. MKH Uygulamas1 Yapilan Fitik Asit grubundaki kok dentinin H&E

boyamalarindaki goriintiisii
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10 pm

Sekil 126. MKH Uygulamasi Yapilan Fitik Asit grubundaki kok dentinin H&E
boyamalarindaki goriintiisii; dentin duvarlarinda ¢ok katli ve diizenli odontoblast benzeri

hiicre yapilanmasi

Sekil 127. MKH Uygulamas1 Yapilan Fitik Asit grubundaki kok dentinin MT
boyamalarindaki gorilintlisii; Yeni olusan doku iginde yogun kollagen yapiminin

goriilmesi
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Sekil 128. MKH Uygulamas1 Yapilan Fitik Asit grubundaki kok dentinin Alizarin

kirmizis1 boyamalarindaki goriintiisi

MKH uygulamasi yapilan fitik asit grubunda odontoblast hiicrelerinin belirte¢lerinden
olan Anti-Enamelisin (Sekil 129, 130), Anti-DSP (Sekil 131, 132), Anti-Osteokalsin
(Sekil 133), Anti-Osteonektin (Sekil 134) ve Anti-BMP-2 (Sekil 135) boyalari ile alinan
gortintillerde MKH uygulamasi yapilmayan gruplara oranla daha fazla sayida oldugu

gozlenen hiicrelerin boyandig1 goriildii.

Sekil 129. MKH Uygulamasi Yapilan Fitik Asit Grubu; Anti-Enamelisin boyamasi ile
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Sekil 130. MKH Uygulamasi Yapilan Fitik Asit Grubu; Anti-Enamelisin boyamasi ile

gorunimu

Sekil 131. MKH Uygulamast Yapilan Fitik Asit Grubu; Anti-DSP boyamas: ile

goriiniimii; Dentin duvari iizerinde siralanmig yeni rejenere olmus hiicrelerin goriiniimii

Sekil 132. MKH Uygulamas: Yapilan Fitik Asit Grubu; Anti-DSP boyamas: ile
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Sekil 133. MKH Uygulamasi Yapilan Fitik Asit Grubu; Anti-Osteokalsin boyamasi ile

gorunimu

Sekil 134. MKH Uygulamas1 Yapilan Fitik Asit Grubu; Anti-Ostenektin boyamas ile

gorunimu

Sekil 135. MKH Uygulamas1 Yapilan Fitik Asit Grubu; Anti-BMP-2 boyamas: ile

gorunimu
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Hiicrelerin ¢ogalma ve damarlasma durumunu tanimlamak i¢in yapilan Anti-Ki67 (Sekil
136) ve Anti-VEGF (Sekil 137) boyamalart:
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Sekil 136. MKH Uygulamasi Yapilan Fitik Asit Grubu; Anti-Ki67 boyamas: ile

gorunimu

Sekil 137. MKH Uygulamas: Yapilan Fitik Asit Grubu; Anti-VEGF boyamas: ile

gorunumu

Hiicrelerin oksidatif stres ve apoptoz durumlarini géstermek amaciyla yapilan Anti-
eNOS (Sekil 138), Anti-iINOS (Sekil 139) ve TUNEL (Sekil 140) boyamalarinin

goriintiileri:
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Sekil 138. MKH Uygulamas: Yapilan Fitik Asit Grubu; Anti-eNOS boyamasi ile

gorunimu

10 pm|

Sekil 139. MKH Uygulamasi Yapilan Fitik Asit Grubu; Anti-iNOS boyamasi ile

qoum,

Sekil 140. MKH Uygulamas: Yapilan Fitik Asit Grubu; TUNEL boyamas: ile goriiniimii
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4.2.1.9 MKH Uygulamasi Yapilmayan Fosforik Asit Grubu Bulgulari

MKH uygulamasi yapilmayan fosforik asit grubu dislerden elde edilen kesitlerde MKH
uygulamasi yapilmayan diger gruplardakine benzer olmakla beraber diizensiz ama ¢ok
sayida hiicre topluluklarinin oldugu gozlenmistir. Fakat bu hiicreden zengin dokununda
pulpa benzeri doku olmadig1 sadece bag dokusunun genel oOzelliklerini gosterdigi
icerisinde bol miktarda damar yapilanmasinin oldugu saptanmistir. Dentin duvarlarina
bakildiginda ise MKH uygulamasi1 yapilmayan gruplardakine benzer sekilde cok az
sayida hiicre oldugu goriilmiistiir. (Sekil 141, 142). Yapilan MT boyamasi sonucunda
orta yogunlukta kollagen formasyonu oldugu saptanmustir (Sekil 143). Alizarin kirmizisi

boyamasi sonucunda yer yer Kalsifiye doku formasyonu oldugu goriilmistiir (Sekil 144).

10 pm

Sekil 141. MKH Uygulamast Yapilmayan Fosforik Asit grubundaki bag dokusu

olusumunun H&E boyamalarindaki goriintiisii
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Sekil 142. MKH Uygulamas:t Yapilmayan Fosforik Asit grubundaki hiicreden ve
damarlanmadan zengin yeni dokunun H&E boyamalarindaki goriintiisii

Sekil 143. MKH Uygulamas1 Yapilmayan Fosforik Asit grubundaki yeni olusan bag

dokusu i¢indeki kollagen yapilanmasinin MT boyamalarindaki goriintiisii

Sekil 144, MKH Uygulamas1 Yapilmayan Fosforik Asit grubundaki yeni olusan

kalsifiye dokunun Alizarin kirmizis1 boyamalarindaki goriintiisii
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MKH uygulamast yapilmayan fosforik asit grubunda odontoblast hiicrelerinin
belirteglerinden olan Anti-Enamelisin (Sekil 145, 146), Anti-DSP (Sekil 147), Anti-
Osteokalsin (Sekil 148), Anti-Osteonektin (Sekil 149) ve Anti-BMP-2 (Sekil 150)

boyalari ile alinan goriintiilerde az sayida boyanan hiicre oldugu gozlenmistir.

20 pm

Sekil 145. MKH Uygulamas1 Yapilmayan Fosforik Asit Grubu; Anti-Enamelisin

boyamasi ile goriiniimii

N «

20 pm

Sekil 146. MKH Uygulamas1 Yapilmayan Fosforik Asit Grubu; Anti-Enamelisin

boyamasi ile goriiniimii
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Sekil 147. MKH Uygulamasi Yapilmayan Fosforik Asit Grubu; Anti-DSP boyamasi ile

gorunimu

Sekil 148. MKH Uygulamasi Yapilmayan Fosforik Asit Grubu; Anti-Osteokalsin

boyamasi ile goriiniimii

Sekil 149. MKH Uygulamasi Yapilmayan Fosforik Asit Grubu; Anti-Osteonektin

boyamasi ile goriiniimii

130



Sekil 150. MKH Uygulamasi Yapilmayan Fosforik Asit Grubu; Anti-BMP-2 boyamasi

ile gériinlimi

Hiicrelerin ¢ogalma ve damarlagsma durumunu tanimlamak igin yapilan Anti-Ki67 (Sekil

151) ve Anti-VEGF (Sekil 152) boyamalari:
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Sekil 151. MKH Uygulamasi Yapilmayan Fosforik Asit Grubu; Anti-Ki67 boyamasi ile

gorunimu

131



s .\‘WOpmd

Sekil 152. MKH Uygulamas: Yapilmayan Fosforik Asit Grubu; Anti-VEGF boyamasi

ile gériinlimi

Hiicrelerin oksidatif stres ve apoptoz durumlarmni gostermek amaciyla yapilan Anti-
eNOS (Sekil 153), Anti-iNOS (Sekil 154) ve TUNEL (Sekil 155) boyamalarinin

gorintiileri:

ESS S

10 pm

Sekil 153. MKH Uygulamasi Yapilmayan Fosforik Asit Grubu; Anti-eNOS boyamasi

ile gériinlimii
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10 pm

Sekil 154. MKH Uygulamasi Yapilmayan Fosforik Asit Grubu; Anti-iNOS boyamasi ile

gorunimu

10 pm

Sekil 155. MKH Uygulamast Yapilmayan Fosforik Asit Grubu; TUNEL boyamasi ile

gorunimu
4.2.1.10 MKH Uygulamasi Yapilan Fosforik Asit Grubu Bulgular:

MKH uygulamasi yapildiktan sonra tiim biiylime faktorlerinin dramatik olarak en
yiiksek seviyelere ulastig1 fosforik asit grubundaki dislerden elde edilen kesitlerde de in
vitro bulgular1 destekler nitelikte diizenli yapida belirgin bir pulpa benzeri dokuya
rastlanilmistir. MKH uygulamasi yapilmayan gruplardakinin aksine daha ¢ok sayida ve
organize hiicre topluluklar1 gozlenmistir. Bag dokusu ve fibroblast benzeri hiicrelerin
baskin oldugu diisiiniiliirken, belirgin bir damar yapilanmasi da tespit edilmistir. Dentin
duvarlarina bakildiginda ise ¢ok sayida rejenere olan hiicre oldugu saptanmistir (Sekil

156, 157, 158). Yapilan MT boyamalar1 sonucunda ise yogun bir kollagen
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formasyonunun oldugu da goriilmistir (Sekil 159). Alizarin kirmizisi ile yapilan

boyama sonucunda yogun bir kalsifik doku formasyonu tespit edilmistir (Sekil 160).

10 um

Sekil 156. MKH Uygulamas1 Yapilan Fosforik Asit grubundaki kok dentinin H&E

boyamalarindaki goériintiisii

170 pm

Sekil 157. MKH Uygulamas1 Yapilan Fosforik Asit grubundaki kok dentinin iizerinde
farklilasmaya calisan ve odontoblast benzeri hiicrelere farklilasmis hiicrelerin H&E

boyamalarindaki goriintiisii
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Sekil 158. MKH Uygulamas1 Yapilan Fosforik Asit grubundaki yeni olusan bag

dokusunun H&E boyamalarindaki goriintiisii

Sekil 159. MKH Uygulamasi Yapilan Fosforik Asit grubundaki kok dentinine komsu
alandaki yogun kollagen yapimiin MT boyamalarindaki gériintiisti

Sekil 160. MKH Uygulamas1 Yapilan Fosforik Asit grubundaki dentin duvarina komsu

alandaki yogun kalsifik doku yapiminin Alizarin kirmizis1 boyamalarindaki goriintiisii
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MKH uygulamasi yapilan fosforik asit grubunda odontoblast hiicrelerinin
belirteglerinden olan Anti-Enamelisin  (Sekil 161), Anti-DSP (Sekil 162), Anti-
Osteokalsin (Sekil 163), Anti-Osteonektin (Sekil 164) ve Anti-BMP-2 (Sekil 165)
boyalar1 ile alinan goriintiilerde hiicrelerin bu boyalar ile yogun bir sekilde boyandigi

gorilmiistiir.

10 ym

Sekil 161. MKH Uygulamas1 Yapilan Fosforik Asit Grubu; Anti-Enamelisin boyamasi

ile gériinimii

10 ym

Sekil 162. MKH Uygulamasi1 Yapilan Fosforik Asit Grubu; Anti-DSP boyamasi ile

gorunimu
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Sekil 163. MKH Uygulamasi Yapilan Fosforik Asit Grubu; Anti-Osteokalsin boyamasi

ile gériinlimi

Sekil 164. MKH Uygulamas1 Yapilan Fosforik Asit Grubu; Anti-Osteonektin boyamasi

ile gériiniimii

Sekil 165. MKH Uygulamas1 Yapilan Fosforik Asit Grubu; Anti-BMP-2 boyamast ile

gorunimu
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Hiicrelerin ¢ogalma ve damarlasma durumunu tanimlamak i¢in yapilan Anti-Ki67 (Sekil
166) ve Anti-VEGF (Sekil 167) boyamalart:
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20 pm

Sekil 166. MKH Uygulamasi Yapilan Fosforik Asit Grubu; Anti-Ki67 boyamasi ile

gorunimu

Sekil 167. MKH Uygulamast Yapilan Fosforik Asit Grubu; Anti-VEGF boyamast ile

gorunumu

Hiicrelerin oksidatif stres ve apoptoz durumlarini géstermek amaciyla yapilan Anti-
eNOS (Sekil 168), Anti-iINOS (Sekil 169) ve TUNEL (Sekil 170) boyamalarinin

goriintiileri:
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Sekil 168. MKH Uygulamasi Yapilan Fosforik Asit Grubu; Anti-eNOS boyamasi ile

gorunimu

qoum

Sekil 169. MKH Uygulamasi Yapilan Fosforik Asit Grubu; Anti-iNOS boyamasi ile

0um)|

Sekil 170. MKH Uygulamas: Yapilan Fosforik Asit Grubu; TUNEL boyamasi ile

gorunimu
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4.2.2 Gruplarin Birbirleriyle Karsilastirilmasi

Gruplar aras1 karsilastirmalar hem histolojik hem de immiinohistokimyasal agidan
yapildi. Ilk karsilastirma yonteminde dokulardaki hiicre sayist ve yogunlugu,
enflamasyon bulgular1 ve genel morfolojileri H&E boyamasi sonuglar1 kullanilarak, yeni
olusan kollajen yapt MT boyasi kullanilarak, kalsifik doku olusumu Alizerin Kirmizisi
boyamasi1 kullanilarak degerlendirildi. Degerlendirmeler uzman ve tecriibeli bir histolog
gbzliyle boyanma yogunluklarina gére ve 1-5 arasinda skorlama ile degerlendirildi.
Sonuglar yorumlandi ve grafikler yardimiyla gosterildi. ikinci karsilastirmada ise
immiinohistokimyasal boyamalarin sonuglart H-skor yontemiyle analiz edildi ve

istatistiksel veriler grafikler yardimiyla gosterildi.
4.2.2.1 Gruplar Aras1 Morfolojik Yapimin Karsilastirilmasi

Morfolojinin degerlendirilmesi amaciyla H&E boyamalarina bakildiginda MKH
uygulamasi yapilmayan gruplarda MKH uygulamasi yapilan gruplara oranla belirgin
derecede daha diizensiz ve daha az sayida hiicre topluluklar1 oldugu goriilmiistiir. Buna
karsin MKH uygulamasi yapilan asit gruplarinda ¢ok sayida hiicre toplulugu ve damar
yapilanmas1 goézlenmistir. Gozlenen bu hiicre topluluklarmmm MKH uygulamasi
yapilmayan gruplara kiyasla ¢ok daha organize oldugu ve 6zellikle dentin duvarlarinda

yer yer ¢ok katli hiicre topluluklarina rastlanmistir (Sekil 171, Grafik 6).
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MKH (-) Fosforik A. MKH (+) Fosforik A.

Sekil 171. Deney gruplarinin H&E boyamas1 goriintiileri
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Grafik 6. Morfolojik yapinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan H&E boyama sonuglari

Yeni olusan bag ve kollagen dokunun durumunu belirlemek amaciyla yapilan MT
boyamalarin gruplar arasindaki karsilastirilmasinda MKH uygulamasi yapilan tim
gruplarda MKH uygulamas1 yapilmayan gruplara kiyasla daha yogun boyamalar oldugu
tespit edildi. Ozellikle asit uygulamasi yapilan gruplarda kontrol grubuna kiyasla ¢ok
daha yogun kollagen formasyonu oldugu goriilmiistiir. Tiim gruplar i¢inde ise en diislik
boyanma yogunlugunun MKH uygulamasi yapilmayan kontrol grubunda oldugu
gozlenmistir. Caligmanin invitro boliimiinde sadece asitleme yapilmis gruplardaki
dentinden elde edilen FGF-2 diizeyi eser miktardayken ortama MKH girmesiyle birlikte
FGF-2 diizeyinin dramatik bir sekilde artis gosterdigi saptanmisti, bu bulguda bizim kdk
hiicrelerin  biiylime faktorlerinin diizeylerini olduk¢a belirgin olarak arttirdig:
diistincemizi dogrulamistir. Kollagen yapimindan temelde sorumlu olan fibroblastlarin
rejenerasyonunda en 6nemli roli iistlenen FGF-2'nin asitleme ve MKH uygulamasi
sonrasinda ulastig1 yliksek seviye MKH'lerinin fibroblastik rejenerasyona olduk¢a yogun
olarak ugramalarinin en iyi agiklamasidir (Sekil 172, Grafik 7).
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Sekil 172. Deney gruplarinin MT boyamasi goriintiileri
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Grafik 7. Yeni olusan bag dokusu i¢indeki kollagen yapiminin degerlendirilmesi

amactyla kullanilan MT boyama sonuglar1

Yeni olusan kalsifiye dokunun durumunu belirlemek amaciyla yapilan Alizarin kirmizisi
boyamalarmin gruplar arasindaki karsilagtirllmasinda MKH uygulamasi yapilan tim
gruplarda MKH uygulamasi yapilmayan gruplara kiyasla daha yogun boyamalar oldugu
tespit edildi. Ozellikle asit uygulamas1 yapilan gruplarda kontrol grubuna kiyasla ¢ok
daha yogun kalsifiye doku formasyonu oldugu goriilmiistiir. Tim gruplar iginde ise en
diisiik boyanma yogunlugunun MKH uygulamasi yapilmayan kontrol grubunda oldugu
gozlenmistir. Asit ve MKH uygulamasi yapilan gruplarda goriilen yogun kalsifiye doku
yapiminin hem ortama verilen MKH'lerin hem de asitler ile dentinden salinan BMP-2

gibi faktorlerin kombine etkisi sonucu oldugu diisiincesindeyiz (Sekil 173, Grafik 8).
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Sekil 173. Deney gruplariin Alizarin kirmizisi boyamasi goriintiileri
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Grafik 8. Kok dentinleri igindeki kalsifiye doku yapiminin degerlendirilmesi igin

kullanilan Alizarin kirmizis1 boyama sonuglari
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4.2.2.2 Immiinohistokimyasal Boyama  Sonuclarmmin  Gruplar  Arasi

Karsilastirilmasi
4.2.2.2.1 Anti-Enamelisin Sonuclarimin Gruplar Aras1 Karsilastirilmasi

Odontoblastlara 06zgii farklilasma belirteglerinden biri olarak kabul edilen anti-
Enamelisin ile yapilan boyama sonuglart degerlendirildiginde MKH uygulamasi
yapilmayan asit gruplar1i arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark olmadigi
saptanmasina ragmen (p>0,05), fosforik asit grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir iliski saptandi (p<0,05). MKH uygulamasi yapilan gruplara
bakildiginda ise fitik ve fosforik asit gruplarinda kendi aralarinda anlamli olmayan
(p>0,05) fakat kontrol grubuna oranla anlamli derecede daha yiiksek H-skorlar tespit
edilmistir (p<0,05). EDTA ve sitrik asit gruplari ile kontrol grubu arasinda ise
istatistiksel acidan anlamli olmayan bir fark saptanmistir (p>0,05). Fosforik asit
grubuyla hem EDTA hem de sitrik asit gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugu da goriilmiistiir (p<0,05). MKH uygulamasi yapilan ve yapilmayan gruplarin
kendi arasindaki iligkilere bakildiginda ise fitik ve fosforik asit gruplarinda MKH
uygulamasi sonrasi istatistiksel anlamli diizeyde bir artis gozlenirken (p<0,05), diger
gruplarin kendi iglerinde anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05) (Sekil 174, Grafik 9,
Tablo 11).

147



10um|

MKH (-) Kontrol

MKH (+) Kontrol

MKH (+) Sitrik A.

MKH (-) Sitrik A.

MKH (-) Fitik A.

MKH (-) Fosforik A. MKH (+) Fosforik A.

Sekil 174. Deney gruplarinin Anti-Enamelisin boyamasi goriintiileri
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Grafik 9. Odontoblastlara 6zgii olarak kabul edilen farklilasma belirteci olan Anti-

Enamelisin boyama sonuglari

Ortalama Standart Sapma
MKH (-) Kontrol 36,3 4,6
MKH (-) EDTA 443 5,6
MKH (-) Sitrik Asit 48,3 6,5
MKH (-) Fitik Asit 46,3 57
MKH (-) Fosforik Asit 54,5 4,3
MKH (+) Kontrol 52,3 55
MKH (+) EDTA 60,3 6,3
MKH (+) Sitrik Asit 64,6 6,8
MKH (+) Fitik Asit 89,3 58
MKH (+) Fosforik Asit 104,8 6,4

Tablo 11. Gruplarin anti-Enamelisin boyamasi i¢in ortalama ve standart sapma degerleri
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4.2.2.2.2 Anti-DSP Sonuglarinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

Odontoblastlara 6zgii farklilagma belirteglerinden bir digeri olarak kabul edilen anti-DSP
ile yapilan boyama sonuglar1 degerlendirildiginde MKH uygulamasi yapilmayan
gruplarda asit gruplarinin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha yogun
boyandigi tespit edilmistir (p<0,05). Buna karsin MKH uygulamasi yapilmayan asit
gruplar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05). MKH
uygulamasi yapilan gruplara bakildiginda ise fosforik asit grubunun kontrol ve EDTA
gruplarina kiyasla anlamli derecede daha yogun boyandigi saptanmis olup (p<0,05),
sitrik asit ve fitik asit gruplariyla arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05).
Kontrol grubu ve EDTA gruplar arasinda da istatistiksel agidan anlamli bir fark
saptanmamistir (p>0,05). MKH uygulamasi yapilan ve yapilmayan gruplarmin kendi
arasindaki iliskilere bakildiginda ise kontrol, EDTA, sitrik ve fosforik asit gruplarinda
MKH uygulamasi sonrasi anlamli derecede bir artis gozlenirken (p<0,05), fitik asit
grubunda istatistiksel agidan anlamli olmayan bir artig gézlenmistir (p>0,05) (Sekil 175,
Grafik 10, Tablo 12).
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Sekil 175. Deney gruplarmin Anti-DSP boyamasi goriintiileri
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Grafik 10. Odontoblastlara 6zgii olarak kabul edilen farklilasma belirteci olan Anti-DSP

boyama sonuglari

Ortalama Standart Sapma
MKH (-) Kontrol 15,3 4,2
MKH (-) EDTA 26,3 3,6
MKH (-) Sitrik Asit 24,3 3,8
MKH (-) Fitik Asit 38,3 3,8
MKH (-) Fosforik Asit 38,3 4,1
MKH (+) Kontrol 25,6 4,2
MKH (+) EDTA 343 5,2
MKH (+) Sitrik Asit 48,3 4,8
MKH (+) Fitik Asit 46,3 4,4
MKH (+) Fosforik Asit 59,3 51

Tablo 12. Gruplarin anti-DSP boyamasi igin ortalama ve standart sapma degerleri
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4.2.2.2.3 Anti-Osteokalsin Sonuglarinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

Anti-Osteokalsin boyamasi rejenere olabilen kok hiicrelerin ge¢ donem reaksiyonlarini
gorebilmek amaciyla kullanilmaktadir. MKH uygulamasi yapilmayan gruplarin
sonuglarina bakildiginda en yogun boyanma fosforik asit grubunda gozlenmis olup
kontrol ve EDTA gruplariyla arasinda anlamli bir fark gézlenmis olurken (p<0,05), sitrik
ve fitik asit gruplariyla arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir
(p>0,05). Sitrik asit ve fitik asit gruplart arasinda anlamli bir fark (p>0,05)
saptanmamasina ragmen bu gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark (p<0,05)
tespit edilmistir. EDTA grubu ile sitrik ve fitik asit gruplari arasinda da istatistiksel
acidan anlamli olmayan bir iligki oldugu goriilmistir (p>0,05). MKH uygulamasi
yapilan gruplara bakildiginda ise en yogun boyanma fosforik asit grubunda gézlenmis
olup kontrol grubuyla arasinda anlamli diizeyde bir fark tespit edilmistir (p<0,05). Buna
ragmen diger asit gruplariyla arasinda anlamli bir fark saptanmamuistir (p>0,05). Kontrol,
EDTA, sitrik ve fitik asit gruplar1 arasinda da istatistiksel agcidan anlamli olmayan bir
iliski oldugu gortilmiistiir (p>0,05). MKH uygulamasi yapilan ve yapilmayan gruplarinin
kendi arasindaki iliskilere bakildiginda ise kontrol, EDTA, sitrik ve fosforik asit
gruplarinda istatiksel olarak anlamli bir artig (p<0,05) gozlenmekle beraber fitik asit
grubundaki artigin istatistiksel olark anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05) (Sekil 176,
Grafik 11, Tablo13). Bu bulgular bizde 6zellikle fosforik asit, sitrik asit ve fitik asit
uygulamalarini takiben ortama kok hiicrelerin de katilimi sonrasinda ge¢ dénemde
MKH'lerin kalsifik rejenerasyondan sorumlu hiicrelere doniisiim gosterecegi diistincesini

kuvvetlendirmistir.
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Sekil 176. Deney gruplarinin Anti-Osteokalsin boyamasi goriintiileri
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Grafik 11. Rejenere olan hiicrelerin ge¢ donem reaksiyon belirteci olan Anti-

Osteokalsin boyama sonuglari

Ortalama Standart Sapma
MKH (-) Kontrol 24,5 4,3
MKH (-) EDTA 36,3 39
MKH (-) Sitrik Asit 423 4,6
MKH (-) Fitik Asit 46,8 5,1
MKH (-) Fosforik Asit 54,3 4,5
MKH (+) Kontrol 56,3 5,3
MKH (+) EDTA 61,3 6,3
MKH (+) Sitrik Asit 64,3 58
MKH (+) Fitik Asit 61,6 5,6
MKH (+) Fosforik Asit 71,3 54

Tablo 13. Gruplarin anti-Osteokalsin boyamasi i¢in ortalama ve standart sapma

degerleri
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4.2.2.2.4 Anti-Osteonektin Sonuclarinin Gruplar Aras1 Karsilastirilmasi

Kalsifik rejenerasyon yapma giicii olan hiicrelerin erken donem reaksiyonlarimin
gosterilmesi i¢in kullanilan anti-Osteonektin boyamasi sonucunda hem MKH
uygulamasi yapilmayan hem de MKH uygulamasi yapilan gruplar arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir fark gorilmemistir (p>0,05). MKH uygulamasi yapilan ve
yapilmayan gruplarinin kendi arasindaki iliskilere bakildiginda ise tiim gruplarin kendi
iclerinde istatistiksel ag¢idan anlamli diizeyde bir iliski saptanmistir (p<0,05) (Sekil 177,
Grafik 12, Tablo 14). Bu grubun sonuglarina bakildiginda, rejeneratif endodontik tedavi
uygulamalarinda osteo ve odontojenik rejenerasyonlarin erken donemden ziyade gec

donemlerde daha belirgin bir sekilde ortaya ¢ikacagi diisiincemiz pekismistir.
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Sekil 177. Deney gruplariin Anti-Osteonektin boyamasi goriintiileri
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Grafik 12. Kalsifik rejenerasyon yapma giicii olan hiicrelerin erken donem

reaksiyonlariin gosterilmesi i¢in kullanilan Anti-Osteonektin boyama sonuglari

Ortalama Standart Sapma
MKH (-) Kontrol 55,5 12,6
MKH (-) EDTA 92,3 22,3
MKH (-) Sitrik Asit 88,3 18,6
MKH (-) Fitik Asit 98,3 23,6
MKH (-) Fosforik Asit 104,6 24,3
MKH (+) Kontrol 122,2 21,3
MKH (+) EDTA 136,3 24,8
MKH (+) Sitrik Asit 142,2 26,3
MKH (+) Fitik Asit 140,2 19,4
MKH (+) Fosforik Asit 162,3 21,8

Tablo 14. Gruplarin anti-Osteonektin boyamasi igin ortalama ve standart sapma

degerleri
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4.2.2.2.5 Anti-BMP-2 Sonuclarmin Gruplar Aras1 Karsilastirilmasi

Osteoblastik 6zelligi ve kalsifik rejenerasyon yetenegi yiiksek olan hiicrelerin
boyanmasinda kullanilan anti-BMP-2 boyamast sonucunda MKH uygulamasi
yapilmayan gruplarda fosforik asit grubu en yogun boyanan grup olup kontrol ve EDTA
grubuyla arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark oldugu saptanmistir
(p<0,05). Fakat sitrik asit ve fitik asit gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli olmayan diizeyde bir iliski oldugu goriilmistiir (p>0,05). Fitik ve sitrik asit
gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir iliski saptanmis olup (p<0,05), EDTA
grubu ile anlamli olmayan diizeyde bir iliski oldugu goriilmiistiir (p>0,05). EDTA ile
kontrol grubu arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
MKH uygulamasi yapilan gruplara bakildiginda ise yalnizca fosforik asit ile kontrol
grubu arasinda istatistiksel agidan anlamli diizeyde bir iliski (p<0,05) varken diger
gruplar arasinda anlamli diizeyde bir fark olmadigi gorilmiistir (p>0,05). MKH
uygulamasi yapilan ve yapilmayan gruplarinin kendi arasindaki iliskilere bakildiginda
ise kontrol, EDTA, sitrik ve fosforik asit gruplarmin kendi iglerinde anlamli diizeyde
farklar (p<0,05) saptanmis olup fitik asit grubunda istatistiksel agidan anlamli diizeyde
bir fark tespit edilememistir (p>0,05) (Sekil 178, Grafik 13, Tablo 15).
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Sekil 178. Deney gruplarinin Anti-BMP-2 boyamasi goriintiileri
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Grafik 13. Osteoblastik 0Ozelligi ve kalsifik rejenerasyon yetenegi yiiksek olan

hiicrelerin boyanmasinda kullanilan anti-BMP-2 boyamasi sonuglari

Ortalama Standart Sapma
MKH (-) Kontrol 24,5 4,3
MKH (-) EDTA 36,3 3,9
MKH (-) Sitrik Asit 42,3 4,6
MKH (-) Fitik Asit 46,8 51
MKH (-) Fosforik Asit 54,3 4,5
MKH (+) Kontrol 56,3 5,3
MKH (+) EDTA 61,3 6,3
MKH (+) Sitrik Asit 64,3 5,8
MKH (+) Fitik Asit 61,6 5,6
MKH (+) Fosforik Asit 71,3 54

Tablo 15. Gruplarin anti-BMP-2 boyamasi i¢in ortalama ve standart sapma degerleri
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4.2.2.2.6 Anti-Ki67 Sonug¢larinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

Hiicrelerin proliferasyonunu gostermek amaciyla kullanilan anti-Ki67 bulgularina
bakildiginda MKH uygulamasi yapilmayan gruplar i¢in en yiiksek H-skor degerinin
fosforik asit grubunda oldugu goriilmiis olup kontrol grubuyla arasinda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde bir fark oldugu saptandi (p<0,05). Asit gruplari arasinda anlaml
bir fark (p>0,05) bulunamamakla beraber kontrol, EDTA, sitrik ve fitik asit gruplari
arasinda da anlamli diizeyde bir fark bulunamamistir (p>0,05). MKH uygulamasi
yapilan gruplara bakildiginda ise benzer sekilde en yogun boyanma fosforik asit
grubunda gozlenmis olup kontrol, EDTA ve fitik asit gruplariyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir iligski saptanmistir (p<0,05). Fosforik ve sitrik asit
arasinda da anlamli olmayan diizeyde bir iliskinin oldugu gorilmistir (p>0,05).
Kontrol, EDTA, sitrik ve fitik gruplar1 arasinda da istatistiksel anlamda bir fark olmadigi
saptanmigtir (p>0,05). MKH uygulamasi yapilan ve yapilmayan gruplarinin kendi
arasindaki iliskilere bakildiginda ise kontrol ve fosforik asit gruplarida istatistiksel
olarak anlamli farklar (p<0,05) gozlenmis olup, EDTA, sitrik ve fitik asit gruplari i¢cinde
istatistiksel olarak anlamli olmayan diizeylerde iliskiler saptanmistir (p>0,05) (Sekil 179,
Grafik 14, Tablo 16).
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Sekil 179. Deney gruplarimin Anti-Ki67 boyamasi goriintiileri
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Grafik 14. Hiicrelerin gegmise doniik proliferasyonunu gostermek amaciyla kullanilan

anti-Ki67 boyamasi sonuglari

Ortalama Standart Sapma
MKH (-) Kontrol 26,3 4,3
MKH (-) EDTA 34,3 5,3
MKH (-) Sitrik Asit 38,8 53
MKH (-) Fitik Asit 35,6 4,6
MKH (-) Fosforik Asit 42,3 3,5
MKH (+) Kontrol 40,6 3,2
MKH (+) EDTA 46,3 4,6
MKH (+) Sitrik Asit 49,6 5,3
MKH (+) Fitik Asit 473 4,2
MKH (+) Fosforik Asit 61,3 5,3

Tablo 16. Gruplarin anti-Ki67 boyamasi i¢in ortalama ve standart sapma degerleri
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4.2.2.2.7 Anti-VEGF Sonuclarimin Gruplar Aras1 Karsilagtirilmasi

Yeni damar yapilanmasinin gosterilmesi amaciyla kullanilan anti-VEGF boyamasinin
sonucunda MKH uygulanmayan gruplarda en yogun boyanma fosforik asit grubunda
goriilmiis olup kontrol grubuyla arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).
Buna ragmen fosforik asit grubu diger asit gruplartyla kiyaslandiginda aralarinda
istatistiksel acidan anlamli olmayan bir iliski oldugu goriilmiistiir (p>0,05). Kontrol,
EDTA, sitrik ve fitik asit gruplar1 arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05).
MKH uygulamasi yapilan gruplarin sonuglarina bakildiginda benzer sekilde fosforik asit
grubunda en yogun boyanmalarin oldugu goriilmekle beraber kontrol, EDTA ve fitik asit
gruplartyla karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir iliski olugu
goriilmistiir (p<0,05). Buna ragmen fosforik asit grubuyla sitrik asit grubu arasinda
anlamli diizeyde bir fark saptanmamustir (p>0,05). MKH uygulamasi yapilan ve
yapilmayan gruplarinin kendi arasindaki iliskilere bakildiginda ise kontrol ve fosforik
asit gruplar i¢inde istatistiksel olarak anlamli farklar (p<0,05) gbzlenmis olup diger asit

gruplarinda anlamli olmayan diizeylerde artiglarin oldugu goériilmiistiir (p>0,05) (Sekil
180, Grafik 15, Tablo 17).
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MKH (+) Kontrol

MKH (-) Kontrol

MKH (-) EDTA MKH (+) EDTA

MKH (-) Sitrik A. KH (+) Sitrik A.

MKH (+) Fitik A.

MKH (-) Fosforik A. MKH (+) Fosforik A.

Sekil 180. Deney gruplarmin Anti-VEGF boyamas1 goriintiileri
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Grafik 15. Yeni damar yapilanmasmin gosterilmesi amaciyla kullanilan anti-VEGF

boyamasinin sonuglari

Ortalama Standart Sapma
MKH (-) Kontrol 20,3 4,3
MKH (-) EDTA 34,3 5,3
MKH (-) Sitrik Asit 38,8 53
MKH (-) Fitik Asit 35,6 4,6
MKH (-) Fosforik Asit 48,3 3,5
MKH (+) Kontrol 40,6 3,2
MKH (+) EDTA 46,3 4,6
MKH (+) Sitrik Asit 49,6 5,3
MKH (+) Fitik Asit 473 4,2
MKH (+) Fosforik Asit 73,3 5,3

Tablo 17. Gruplarin anti-VEGF boyamasi igin ortalama ve standart sapma degerleri
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4.2.2.2.8 Anti-eNOS ve Anti-INOS Sonuglariin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

Endotelyal (eNOS) ve immiin sistem (INOS) i¢indeki aktif hiicrelerin salgiladiklar
Nitrik Oksit Sentaz enzimlerinin boyanmasinda kullanilan bu iki boyamada, boyanma
diizeylerinin tiim gruplarda bazal diizeyde oldugu ve gruplar arasinda anlamli olmayan
bir iliskinin varhigi saptandi (p>0,05). Bazal diizeydeki boyanmalar, hiicresel
faaliyetlerin gelisimlerinde enflamasyon gibi herhangi bir normal disiligin olmadiginin

ifadesi anlamina gelmektedir. Asit veye kok hiicre uygulamasimin anlamli bir degisiklik

yapmadig goriildii (Sekil 181, 182, Grafik 16, 17, Tablo 18, 19).
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MKH (-) Kontrol

MKH (+) Kontrol

MKH (-) EDTA MKH (+) EDTA

MKH (-) Sitrik A. MKH (+) Sitrik A.

MKH (-) Fitik A. MKH (+) Fitik A.

MKH (-) Fosforik A.

MKH (+) Fosforik A.

Sekil 181. Deney gruplarinin Anti-eNOS boyamas1 goriintiileri
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Grafik 16. Pulpa rejenerasyonunda ortamdaki oksidatif stresi belirlemek igin yapilan

anti-eNOS boyamasinin sonuglari

Ortalama Standart Sapma
MKH (-) Kontrol 1183 36,9
MKH (-) EDTA 126,6 36,7
MKH (-) Sitrik Asit 154,6 44,3
MKH (-) Fitik Asit 136,3 34,6
MKH (-) Fosforik Asit 141,3 42,2
MKH (+) Kontrol 126,3 35,6
MKH (+) EDTA 1423 38,3
MKH (+) Sitrik Asit 156,3 42,2
MKH (+) Fitik Asit 148,3 38,3
MKH (+) Fosforik Asit 161,3 48,3

Tablo 18. Gruplarin anti-eNOS boyamasi i¢in ortalama ve standart sapma degerleri
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MKH (-) Kontrol

MKH (+) Kontrol

MKH (-) EDTA MKH (+) EDTA

MKH () Sitrik A. MKH (+) Sitrik A.

MKH (-) Fitik A. MKH (+) Fitik A.

MKH (-) Fosforik A. | MKH (+) Fosforik A.

Sekil 182. Deney gruplarimin Anti-iNOS boyamasi goriintiileri
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Grafik 17. Pulpa rejenerasyonunda oksidatif stresin bir diger belirteci olan anti-iINOS

sonuglari
Ortalama Standart Sapma
MKH (-) Kontrol 126,3 36,3
MKH (-) EDTA 134,6 38,3
MKH (-) Sitrik Asit 1423 32,8
MKH (-) Fitik Asit 126,6 36,2
MKH (-) Fosforik Asit 132,6 45,7
MKH (+) Kontrol 141,6 38,3
MKH (+) EDTA 128,2 34,8
MKH (+) Sitrik Asit 142,3 36,4
MKH (+) Fitik Asit 126,3 34,3
MKH (+) Fosforik Asit 132,2 26,3

Tablo 19. Gruplarin anti-iNOS boyamasi i¢in ortalama ve standart sapma degerleri
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4.2.2.2.9 TUNEL Sonuclarinin Gruplar Arasi1 Karsilastirilmasi

Hiicrelerdeki apoptoz durumunun gosterilmesinde kullanilan TUNEL boyamasinda tiim
gruplar arasinda anlamli olmayan bir iliskinin varligi saptandi (p>0,05). Asit veya kok
hiicre uygulamasinin apoptozis iizerine anlaml bir degisiklik yapmadigi goriildi (Sekil
183, Grafik 18, Tablo 20).
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MKH (-) Kontrol MKH (+) Kontrol

MKH (-) EDTA MKH (+) EDTA

103 |
MKH (- Sitrik A. MKH (+) Sitrik A.

MKH (- Fitik A. MKH (+) Fitik A.

Jopm |

MKH (-) Fosforik A. MKH (+) Fosforik A.

Sekil 183. Deney gruplarinin TUNEL boyamas1 goriintiileri
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Grafik 18. Hiicrelerin apoptozis belirteci olan TUNEL boyamasi sonuglari

Ortalama Standart Sapma

MKH (-) Kontrol 4,5 1,6
MKH (-) EDTA 3,3 0,8
MKH (-) Sitrik Asit 4,3 1

MKH (-) Fitik Asit 33 0,7
MKH (-) Fosforik Asit 6,3 2,8
MKH (+) Kontrol 4,3 1.2
MKH (+) EDTA 3,4 1.3
MKH (+) Sitrik Asit 4,1 1.2
MKH (+) Fitik Asit 4,4 1.4
MKH (+) Fosforik Asit 4,6 1,2

Tablo 20. Gruplarin TUNEL boyamasi i¢in ortalama ve standart sapma degerleri
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5. Tartisma

Calismamizin sonucunda, rejeneratif endodontik tedavide altin standart olarak kabul
edilen son irrigasyon ajan1t EDTA'ya alternatif dentin piiriizlendirme ajanlarinin hem
dentinden biiyiime faktorlerinin salininmina hem de pulpa benzeri doku olusumuna olan
etkileri incelenmistir. Calismanin bulgularina bakildiginda kullanilan  dentin
piiriizlendirme ajanlarinin rejeneratif endodontik tedavilerde EDTA'ya alternatif
olabilecegi gosterilmistir. Deneyin in vitro boliimiindeki bulgulara bakildiginda test
edilen asitlerin EDTA'ya kiyasla dentinden daha yiiksek miktarda biiylime faktori
salimimina olanak sagladigi goriilmiistiir. Buna ek olarak rejeneratif endodontik
tedavilerdeki klinik durumu demonstre edebilmek amaciyla dentin piiriizlendirilmesi
sonrasinda 3 giin silireyle uygulanan mezenkimal kok hiicre kiiltiiriiniin bu etkiyi
dramatik bir sekilde arttirdigi gézlenmistir. Caligmanin in vivo boliimiindeki sonuglara
bakildiginda ise benzer sekilde EDTA'ya alternatif dentin piirizlendirme ajanlarinin
odontoblastlara 6zgii oldugu kabul edilen belirtecleri daha yliksek oranda eksprese ettigi

gorilmiustir.

Pulpa rejenerasyonu amaciyla kullanilan doku miihendisliginin temeli kok hiicreler,
biyoaktif molekiiller ve doku iskelelerine dayanmaktadir. Biyoaktif molekiiller, kok
hiicrelerin proliferasyonu ve farklilagmasini ayni zamanda ekstraselliller matriks
sekresyonu ve mineralizasyonunu diizenleyen biiylime faktorlerini igerir (Orti ve ark.,
2018). Endodontik tedavilerdeki revitalizasyonda temel beklenti, sadece kok hiicrelere
dayanmamakla beraber bliylime faktorleri ve kemotaktik faktdrlerin kombine etkisiyle
periapikal dokulardan kanal igine hiicrelerin akiimiilasyonu hedeflenmektedir. "Cell
homing" yani endojen kokenli kok hiicrelerin kemik iligi veya diger kok hiicre
nislerinden kemotaktik faktorler araciligiyla dokudaki yara bolgesine migrasyonunu
saglama yontemi son yillarda rejeneratif endodontik tedavilerde siklikla arastirilan bir
konu olmustur. Bundan dolay1 arastirmacilar dentin matriksi icinde gomiilii olan biiylime
faktorleri ve diger sinyallesme molekiillerinin, irrigasyon soliisyonlar1 veya kanal i¢inde
kullanilan medikamentler ile agiga ¢ikarma konusundaki ¢alismalara yogunlasmislardir
(Alghilan, Windsor, Palasuk, & Yassen, 2017; Duncan, Kobayashi, & Shimizu, 2018;
Galler ve ark., 2016; Graham ve ark., 2006; Tomson ve ark., 2007).
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Literatlirde asitlerin dentinden biiyiime faktorlerinin salinimina etkilerinin arastirildigi
caligmalara bakildiginda EDTA'ya alternatif dentin piriizlendirme ajanlarinin
kullanildigr goriilmiis olup bu ¢alismalarda dentin disk modeli veya dentin tozu
modellemeleri uygulanmistir (Galler ve ark., 2015; Sadaghiani ve ark., 2016). Bu
calismalarda genellikle dentinin asitlenmesi sonucu asit soliisyonuna gegen biiylime
faktorti miktarlart Olgiilerek verilmistir. Biz ise g¢alismamizin in vitro boliimiiniin
kurgulanmasinda rejeneratif endodontik tedavilerdeki klinik uygulamalara benzerlik
kurulmasi1 amaciyla asitle piiriizlendirilmis dentin yiizeyinde kalan biiyiime faktorlerinin

Olclilmiinii hedef aldik.

TGF-B1, dentinogenesisin embriyonal doneminde dentinin i¢inde gomiilii olarak
bulunan ve dentinin irritasyonu sonrasi ortama ¢ikip reaksiyoner veya reparatif dentin
yapiminda ¢ok Onemli goérev istlenen bir biiylime faktoridiir. Dentinin
piiriizlendirilmesiyle yiiksek miktarlarda aciga cikabilen bir biiyiime faktorii olmast
sebebiyle rejeneratif endodontik tedavilerde ¢cok dnemli role sahiptir. Bu 6zelliginden
dolay1 literatiirde en siklikla arastirilan biiyime faktorii oldugu gorilmistiir (Deniz
Sungur, Aksel, Ozturk, Yilmaz, & Ulubayram, 2019; Galler ve ark., 2015; lvica,
Zehnder, Mateos, Ghayor, & Weber, 2019; Sadaghiani ve ark., 2016). Calismamizin
MKH uygulamasi yapilmamis gruplarinda TGF- 1 adina en yiiksek degerler dentinin
sitrik asit ile piiriizlendirilmesinden elde edildigi goriilmiis olup EDTA'ya kiyasla
anlamli derecede daha fazla TGF-B1 salinimina olanak sagladigi saptanmistir. lvica ve
ark. yaptiklar1 caligmada insan disi kok dentinlerini EDTA ve sitrik asit ile irrige ettikten
sonra PBS ortamina salinan TGF-B1 miktarlarin1 arastirmislardir. Caligmalarinin
sonucunda sitrik asitin EDTA'ya oranla anlamli derecede daha fazla TGF-B1 salinimina
neden oldugunu gormiislerdir (lvica ve ark., 2019). Bulgularimiz bu agidan bakildiginda
Ivica ve ark.’nin sonuglar1 ile uyumuluk gostermektedir. Sadaghiani ve ark. ise dentin
tozu modeli kullanarak EDTA, sitrik asit, poliakrilik asit ve fosforik asit ile 5 dakikalik
stire boyunca yaptiklar1 dentin piiriizlendirmesi sonrasi asit soliisyonuna gegen TGF-p1
miktarlarini aragtirdiklar1 ¢alismalarinda en yiiksek TGF-B1 salininminin EDTA grubunda
oldugunu rapor etmislerdir (Sadaghiani ve ark., 2016). Bulgularimiz Sadaghiani ve

ark.’nin bulgulariyla uyumluluk gdstermemekte olup bu uyumsuzlugun nedeninin, bu
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calismada dentinin piiriizlendirilmesi sonrasinda asit soliisyonuna salinan TGF-B1
miktarinin Ol¢iilmesi oldugu disiiniilmektedir. Rejeneratif endodontik tedavilerde,
rejenerasyonda rol oynayacak biiylime faktorlerinin, asitleme sonrasi kanal duvarlarinda
kalan miktar1 Onemlidir. Bu amagla bizim c¢alismamizda Sadaghiani ve ark.’nin

calismasindan farkli olarak kanal duvarlarinda kalan biiyiime faktorleri 6l¢iilmiistiir.

Galler ve ark. 2015 yilinda dentin disk modeli kullanarak EDTA ve sitrik asitin bliytime
faktorli salinimina olan etkilerini arastirdigi ¢alismasinin sonucunda EDTA'nin sitrik
asite gore TGF-B1 salinimi yoniinden daha etkili bir ajan oldugunu rapor etmislerdir
(Galler ve ark., 2015). Bulgularimiz Galler ve ark.’nin bulgulari ile uyumluluk
gostermemekte olup bunun nedeninin benzer sekilde asit soliisyonuna gecen biiylime
faktorti miktarlarinin Glglilmesine bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Buna ek olarak
asidik sollisyonlarin ELISA yOnteminin hassasiyetini etkileyebilecegi de literatiirde
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Doucet, Zhao, Fu, & Avrameas, 2013; Lakshman ve
ark., 2009). Calismamizda bu olumsuz etkiler diisiiniilerek asitlenmis dentin tozlarindan
PBS ortamina gecen protein miktarlart ELISA yontemiyle incelenmistir. Calismamizda
kok hiicre ekimi sonrasinda en yiiksek TGF-B1 salimimi ise fosforik asit grubunda
goriilmiis olup diger asitler ile arasinda istatistiksel acidan anlamli diizeyde iligkiler

oldugu saptanmustir.

Sadaghiani ve ark. yaptig1 ve kok hiicre ekimi uygulamadiklar1 ¢alismalarinda fosforik
asit sonuglarinin EDTA sonuglarina gore anlamli diizeyde diisiik ¢ikmasi bizim
calismamizin kok hiicre ekimi yapilmayan fosforik asit grubunun bulgulariyla
celismektedir (Sadaghiani ve ark., 2016). Bu uyumsuzlugun sebebi olarak ise yazarlarin
dentini fosforik asit ile 5 dakika boyunca piiriizlendirmeleri oldugu diislintilmektedir.
Uzun siireli fosforik asit uygulamasinin dentinin biyokimyasini olumsuz diizeyde
etkiledigi ve matriksmetalloproteinazlari aktive ederek dentin matriksinde degradasyona
yol agtig1 yapilan bir ¢cok caligmayla gosterilmistir (Osorio ve ark., 2011; Tezvergil-
Mutluay ve ark., 2013). Chae ve ark. yaptiklar ¢calismada insan disi kok fragmanlarini
%]17'lik EDTA, %10'luk sitrik asit, %10 ve %37'lik fosforik asit ile piirlizlendirdikten
sonra dentinden agiga c¢ikan TGF-f1 miktarlarint ELISA yontemiyle aragtirmislardir

(Chae, Yang, & Kim, 2018). Arastirmacilar ¢alismalarinin sonucunda dentinden en
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yiiksek miktarda TGF-B1 salinimina %10'luk sitrik asit grubunda gozlemlemistir. Bizim
calismamizda da dentinden en yiiksek miktarda TGF-B1 salinimi sitrik asit grubunda

gozlenmis olup bulgularimiz arastirmacilarin bulgulari ile tutarlilik géstermektedir.

VEGF, endotelyal hiicrelerin proliferasyonu, yara alaninin neovaskiilarizasyonu ile
damar olusumunda ¢ok 6nemli role sahip olan heparin baglayici bir proteindir (Schertl
ve ark., 2019). Dokularin rejenerasyonunda yeni damar yapimi ve neovaskiilarizasyon,
kok hiicrelerin beslenmesi ve oksijen desteginin saglanmasi agisindan hayati bir dneme
sahiptir (Duncan ve ark., 2018). Calismamizda dentinin asitlenmesi sonucunda ¢ok
diisiik seviyelerde VEGF salinimi oldugu gozlenmis ve gruplar arasinda da anlamli bir
fark bulunmamistir. Literatiirde bu konuda yapilmis olan calismalara baktigimizda
benzer sekilde ¢ok diisiik seviyelerde VEGF salinimi oldugunu gérmekteyiz (Galler ve
ark., 2015; Sadaghiani ve ark., 2016). Bu agidan bakildiginda sonuglarimiz Sadaghiani
ve ark. ile Galler ve ark.’nin sonuglari ile uyumluluk gostermektedir. Dentinin asitle
piiriizlendirilmesi sonrasinda VEGF'nin ortamda eser miktarda bulunmasini Eppler ve
ark. bu biliylime faktoriiniin diger faktorlere gore ¢ok yiiksek hizla pargalanip ortamdan
uzaklagmasina baglamislardir (Eppler ve ark., 2002). Roberts-Clark ve ark. 2000 yilinda
yaptiklar1 calismada dentin ekstraselliiler matriksindeki VEGF miktarinin TGF-B1 gibi
diger biiyiime faktorlerine kiyasla ¢ok daha eser miktarlarda oldugunu rapor etmistir
(Roberts-Clark & Smith, 2000). Bu a¢idan bakildiginda calismamizin sonuglari
literatiirdeki ¢alismalar ile uyumluluk gostermektedir. Calismamizdaki VEGF
diizeylerinin arastirildigr deneylerde mezenkimal kok hiicre uygulamasi sonrasi tiim
gruplarda dramatik bir artis gozlenmis olup fosforik asit en etkili ajan olarak one
cikmistir. Mezenkimal kok hiicre uygulamasi sonrasi goriilen bu dramatik artisin
sebebinin ise ortama verilen kok hiicrelerinin VEGF sekresyonundan kaynaklandigi
diisiiniilmekle beraber bu diisiincemiz literatiirdeki ¢alismalarin sonuglari ile uyumluluk
gostermektedir (Ge ve ark., 2018; Jeanneau, Lundy, El Karim, & About, 2017; Yoshiba
ve ark., 2018).

BMP-2, dental pulpa kok hiicrelerinin odontoblastik differensiasyonu ve DSPP
ekspresyonu tizerine 6nemli etkileri olan baslica biiyiime faktorlerinden biridir (S. Chen

ve ark., 2008; lohara ve ark., 2004). Calismamizda dentinden en ¢ok BMP-2 salinimi
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fitik asit grubunda goézlenmis olup bunu sirasiyla sitrik asit, EDTA ve fosforik asit
izlemistir. Sadaghiani ve ark. yaptiklar1 calismada dentinden en ¢ok BMP-2 saliniminin
sitrik asit grubunda oldugunu rapor etmislerdir (Sadaghiani ve ark., 2016). Bu agidan
bakildiginda ¢alismamizin sonuglar1 Sadaghiani ve ark.’nin sonuglar1 ile uyumluluk
gostermektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda %1'lik fitik asit (IP6) uygulamasinin fare
osteoblast benzeri hiicrelerinin differensiasyonunu olumsuz yonde etkilemedigi ve
%17'lik EDTA'ya gore daha az sitotoksik oldugu rapor edilmistir (Nassar ve ark., 2015).
Bizim c¢alismamizda her ne kadar sitotoksisiteye ait arastirma yapilmamis olmasina
ragmen tiim biliylime faktorleri i¢in fitik asit grubunda rejenerasyonu olumsuz yonde
etkileyen bir bulguya rastlanmamistir. Bunlara ek olarak fitik asidin diigiik {iretim
maliyetine sahip olmasi rejeneratif endodontik tedavilerde son irrigasyon soliisyonu
olarak EDTA'ya alternatif bir ajan olarak kullanilabilecegi diisiliniilebilir.
Calismamizdaki mezenkimal kok hiicre ekimi sonrasinda ise asit gruplari arasinda
istatistiksel acidan anlamli bir fark bulunmamasina ragmen en yiiksek BMP-2 salinimi
fosforik asit grubunda izlenmis olup bunu sirasiyla fitik asit, sitrik asit ve EDTA takip
etmistir. Literatlirde BMP-2 ile ilgili kok hiicre ekimi yapilarak biiyiime faktorlerinin
arastirildigir bir ¢alismaya rastlanilmamasindan otiirii ¢alismamizin sonuglarinin bu

alanda 6zgiin oldugu diistiniilmektedir.

FGF-2, dental pulpa hiicrelerinin migrasyonu ve proliferasyonunda gorev alan 6nemli
biiyiime faktorlerinden biri olup, TGF-B1 ile sinerjistik bir etki gostererek dental pulpa
kok hiicrelerinin odontoblast-benzeri hiicrelere farklilasmasini sagladigi rapor edilmistir
(He ve ark., 2008; Suzuki ve ark., 2011). Calismamizin bulgularina baktigimizda
dentinin asitlenmesi sonrasi diisiik seviyelerde FGF-2 salinimi oldugu goézlemlenmis
olup gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Dentinden ortama salinmig olan
FGF-2 miktari, daha dnce yapilmis caligmalarla tutarlilik géstermektedir (Galler ve ark.,
2015). Bunun nedeninin ise dentin i¢inde goémiili olan FGF-2'nin diger biiylime
faktorlerine kiyasla daha az miktarda olmasiyla agiklanabilecegi rapor edilmistir (Galler
ve ark., 2015). Calismamizin VEGF bulgularina benzer sekilde mezenkimal kok hiicre
uygulamasi sonrasinda ortama salinan FGF-2 miktarlarinda dramatik bir artis oldugu

saptanmistir. EDTA ve fosforik asit gruplarinin diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak
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anlamli diizeylerde daha fazla FGF-2 salinimina neden oldugu goriilmiistiir. Mezenkimal
kok hiicre uygulamasi sonrast goriilen bu dramatik artigin sebebi olarak ise literatiirde
yapilan ¢alismalarda da gosterildigi gibi kok hiicrelerin sekretuvar aktivitesinden

kaynaklandig: diisiniilmektedir (Leuning ve ark., 2018).

Calismamizin in vivo boliimiindeki bulgulara bakildiginda MKH uygulamasi yapilan
gruplardaki hiicre yogunlugunun ve doku organizasyonunun MKH uygulamasi
yapilmayan gruplara kiyasla ¢ok daha yogun ve organize bir doku olusumuna olanak
sagladig1 goriilmiistiir. Bunun nedeninin disaridan verilen kok hiicrelerin asitler ile agiga
¢ikan biiylime faktorleri ile etkilesime gegmesi sonucu daha yogun Ve organize bir doku
rejenerasyonuna imkan sagladigini diistinmekteyiz. MKH wuygulamast yapilmayan
gruplarda olusan dokulardaki hiicre yogunlugu ve doku organizasyonunun Yetersiz
diizeyde olmasi ise ac¢iga cikan biiyiime faktorlerinin farelerin dorsumlarindan kan
yoluyla gelen MKH'lerin, disaridan verilen MKH'lere gore daha az sayida olmasindan
dolay1 oldugu diistiniilmektedir. Bu duruma ek olarak g¢alismamizin in vitro boliimiinde
3 giin siire ile yapilan MKH ekimi sonrasinda ag¢iga ¢ikan biiyiime faktorleri, MKH'lerin
de sekretuvar etkisi sayesinde dramatik bir sekilde artmistir. Bu agidan bakildiginda
calisgmamizin in vivo bolimiindeki bulgularimiz, in vitro boliimiindeki bulgular ile
tutarlilik gostermektedir ve MKH uygulamasinin doku rejenerasyonuna énemli dlglide

katki sagladigini diistinmekteyiz.

Calismamizda kullanilan asitlerin doku rejenerasyonunu olumlu yonde arttirdigi
gorilmistiir. Bulgularimiz sonucunda, asit uygulamas ile aciga ¢ikan TGF-B1, VEGF,
BMP-2 ve FGF-2 gibi biiyiime faktorlerinin disaridan verilen farklilasmamis
mezenkimal kok hiicreleri etkileyerek bunlarin 6nemli bir boliimiiniin bag dokusu
hiicrelerine ve bir boliimiiniin de odontoblast benzeri hiicrelere farklilagsmasini sagladigi
goriilmiistiir. Immunohistokimyasal boyamalar sonucunda odontoblastlara 6zgii olarak
kabul edilen Enamelisin ve DSP gibi belirteclerin asit ve MKH uygulamasi yapilan
gruplarda daha yogun bir sekilde eksprese edildigi goriilmistiir. Bunun aksine asit
uygulamasi yapilmayan kontrol gruplarinda bu belirteclerin ¢ok diisiikk seviyelerde
saptandig1 tespit edilmistir. Bunun sebebinin dentinin i¢inde gdomiilii olarak bulunan

biiyiime faktorlerinin asit uygulamasi yapilan gruplarda daha yogun olarak a¢iga ¢ikmasi
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ve bu faktdrlerin MKH'ler ile etkilesimi sonucu daha etkin bir doku rejenerasyonu ile
sonuclandigini diistinmekteyiz. Kullanilan asitler arasinda en yogun ve organize doku
rejenerasyonunun fosforik asit grubunda oldugu goriilmiistiir. Buna ek olarak
odontoblast belirteclerinden olarak kabul edilen Enamelisin ve DSP'nin de en yogun
olarak fosforik asit grubunda ekprese edildigi tespit edilmistir. Calismamizin in vitro
boliimiinde 3 giin siire ile MKH ekimi sonrasinda fosforik asit grubu arastirilan biitiin
bliylime faktorlerinde en yiiksek degerlere sahip olan grup olarak 6ne ¢ikmistir. Bu
bulgularin in vivo ortamdaki etkilerine baktigimizda da benzer sekilde fosforik asit
grubunun diger asit gruplarina oranla doku rejenerasyonunda daha etkili bir ajan oldugu
saptanmistir. Fosforik asit uygulamasi, diger asitler ile kiyaslandiginda dentinden daha
fazla biiyiime faktorii salinimini saglayarak pulpa benzeri doku olusumunu daha olumlu
yonde etkiledigi goriilmiistiir. Bu sonuglarimiz g¢aligmamizin in vitro boliimiindeki

bulgular ile tutarlilik gostermektedir.

Literatiirde yapilan ¢alismalara bakildiginda MKH'lerin kullanim1 sonrasi kanal icinde
dentin, pulpa, periodontal ligament, kemik ve sement benzeri dokularin olustugu
bildirilmistir. Huang ve ark. immiinsiipresif farelerin dorsumlarina 3 ay siire ile implante
ettikleri ve i¢lerinde PLG doku iskelesi ile birlikte DPKH veya APKH igeren kok
fragmanlarinda yaptiklar1 calisma sonucunda pulpa benzeri doku olusumu ve
odontoblast-benzeri hiicreler gozlemlediklerini fakat bu hiicrelerin diizensiz ve organize
olmadiklarini rapor etmislerdir (G. T. Huang ve ark., 2010). Arastirmacilar bu
caligmalarinda kok kanallari1 EDTA ve sitrik asit ile irrige ettikten sonra DPKH veya
APKH ile doku iskelesi kombinasyonunu kanal i¢ine yerlestirmislerdir. Arastirmacilarin
caligmalarinda kullandiklar1 immiinohistokimyasal boyalardan olan anti-DSP bizim
calismamizda da kullanilmis olup, dentin dokusu iistiinde yeni rejenere olan hiicrelerin
odontoblastik 06zelliklere sahip oldugunu gostermesi yoniiyle bizim sonuglarimizla
oldukca uyumlu bulunmustur. Bu ¢alismanin bulgulari, ¢alismamizin in vivo
boliimiindeki MKH ekimi yapilmis asit gruplarinin  bulgulart ile benzerlik
gostermektedir. Dissanayaka ve ark. igerisine DPKH ekimi yapilmis insan disi kok
dentinlerini 4 hafta siire ile immiinsiipresif farelerin dorsumlarina transplante ettikleri

caligmalar1 sonucunda DPKH ekimi yapilmis gruplarda, icerisine DPKH ekimi
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yapilmamis kontrol grubuna kiyasla ¢cok daha yogun pulpa-benzeri doku olusumu ve
odontoblast-benzeri hiicrelerin oldugunu bildirmislerdir (Dissanayaka ve ark., 2014).
Aragtirmacilar kontrol grubundaki dislerde sadece kanal i¢ine dogru biiyiiyen fare yag
dokusu oldugunu bildirmislerdir. Buna ¢k olarak DPKH ekimi yapilan gruplardaki
rejenere olan hiicrelerin anti-DSP ile pozitif boyandiklarin1 da rapor etmislerdir. Bu
acidan bakildiginda bizim calismamizdaki asit uygulamasi ve MKH ekimi yapilan

gruplarin bulgulari ile tutarlilik géstermektedir.

Tran ve ark. yaptiklar1 ¢alismada insan DPKH'lerini EDTA ile piiriizlendirilmis dentin
ornekleri tizerine ekimini yaptiktan sonra immiinsiipresif farelere implante etmislerdir.
Sekiz hafta sonunda yaptiklari histolojik incelemeler sonucunda piiriizlendirilmis dentin
diski + DPKH grubunda yeni olusan dokunun yogunlugunun ve hiicre sayisinin arttigini
ayrica rejenere olan hiicrelerin dentin diskine yakin bolgelerinde pulpal matriks
olusumunu gergeklestirdigini rapor etmislerdir. Bos dentin diskinin kullanildig1 kontrol
grubunda ise yeni doku olusumuna rastlanilmadig: belirtilmistir. Arastirmacilar EDTA
ile piirizlendirilmis dentin diski + DPKH grubunda rejenere olan dokularin
odontoblastlara 6zgii oldugu kabul edilen belirteclerden DSPP ve DMP-1'i eksprese
ettigini rapor etmislerdir. Calismada dentin duvarlarinda DPKH'lerinin ekstraselliiler
matriks olusumunu baslattigr ve dentin rejenerasyonuna katkida bulundugu sonucuna
vartlmistir (Tran Hle & Doan, 2015). Bu sonug, calismamizdaki asit uygulamasi
sonrasinda aciga c¢ikan biliylime faktorleri sayesinde daha organize ve hiicresel agidan
daha yogun bir dokunun olusumuyla beraber odontoblast benzeri hiicrelerin

rejenerasyonunda goriilen artis1 destekledigi diistiniilmektedir.

Salehi ve ark. insan disi dentin 6rneklerini EDTA veya fosforik asit ile demineralize
ettikten sonra elde ettikleri dentin matriks komponentlerinin farklilagsmamis fare
DPKH'lerine olan etkilerini arastirmiglardir. Arastirmacilar yaptiklari galigma sonucunda
fare DPKH'lerinin 7 giin siire ile dentin matriks komponentleri ile etkilesimi sonucu
proliferasyonlarinin arttigint ve odontoblastlar tarafindan eksprese edilen DMP-1'i
eksprese ettiklerini rapor etmislerdir. Arastirmacilar ayrica EDTA ile fosforik asit ile
piriizlendirerek elde ettikleri dentin matriks komponentleri arasinda protein ekspresyonu

acisindan anlamli bir farkliligin bulunmadigini da bildirmislerdir (Salehi, Cooper, Smith,
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& Ferracane, 2016). Calismamizin in vivo bolimiindeki bulgulara baktigimizda fosforik
asit uygulamasi sonrast DMP-1 gibi odontoblastlar tarafindan eksprese edilen
proteinlerden olan DSP ve Enamelisin'in EDTA'ya kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede daha fazla eksprese edildigi goOriilmiistiir. Arastirmacilarin yaptiklari
calismanin in vitro ortamda olmasi, asitleme siirelerinin ve arastirdiklart belirteglerin
bizden farkli olmasinin sonuglar arasindaki farkliliklarin temel nedeni oldugu

distiniilmektedir.

Chen ve ark. ¢ekilmis insan premolar dislerini %17'lik EDTA ile demineralize ederek
elde ettikleri sivi haldeki dentin matriks komponentlerini dentin tozuyla karistirirak
dentin matriks pat1 elde etmislerdir. Arastirmacilar elde ettikleri dentin matriks patini
domuz dislerinde direkt pulpa kuafaj materyali olarak kalsiyum hidroksit ile
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinin sonucunda dentin matriks pati kullanilan grupta pulpa
kaplamas1 yapilan bolgede diizenli bir sekilde devam eden reperatif dentin formasyonu
ve dentin kopriisii olusumu meydana geldigini rapor etmislerdir. Dentin matriks pati
kullanilan grupta kalsiyum hidroksite gore daha kalin ve yogun bir dentin kopriisii
meydana geldigini de bildirmislerdir. Arastirmacilar ¢alismalarinin in vitro boliimiinde
ise dentin matriks pati ve kalsiyum hidroksitin insan DPKHlIeri iizerine olan etkilerini
arastirmiglardir. Arastirmacilar ¢alismalar1 sonucunda dentin matriks patinin uygulandigi
grupta DPKH'lerinin ALP, BSP ve DSP proteinlerini kalsiyum hidroksite kiyasla
anlaml diizeyde daha yiiksek seviyelerde eksprese ettigini rapor etmislerdir. Bu
caligmalarinin sonucunda arastirmacilar dentinin asitlenmesi ile elde ettikleri dentin
matriks komponentlerinin pulpa ve dentin rejenerasyonunda ¢ok dnemli gorevi oldugunu
belirtmislerdir (J. Chen ve ark., 2017). Tiim bu bulgular ve ve yapilan yorumlar bizim
calismamizin sonuglart ve ozellikle asit uygulamalar1 sonrasindaki bulgularimiz ile

tamamen Ortiismektedir.

Li ve ark. yaptiklar1 ¢alismada EDTA kullanarak demineralizasyonunu sagladiklar
dentin matriksi ile demineralize edilmemis dentin matriksinin hem in vitro hem de in
vivo olarak insan dental folikiil kok hiicrelerine olan etkilerini incelemislerdir.
Arastirmacilar ¢alismalarinin in vitro béliimiinde demineralize edilmis dentinin dental

folikiil kok hiicreleri ile biyouyumlu oldugunu ve bu hiicrelerin biyoaktivitelerini
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arttirdiklarini bildirmislerdir. Arastirmacilar ¢alismalarinin in vivo boliimiinde ise dental
folikiil kok hiicreleri igeren demineralize edilmis dentin ve hidroksiapatit trikalsiyum
fosfat doku iskelesi kombinasyonunu farelerin dorsumuna 8 hafta siire ile implante etmis
ve olusan dokular histolojik ve immiinohistokimyasal yontemler ile incelemislerdir.
Calismalarmin  sonucunda arastirmacilar demineralize edilmis dentin grubunda
tamamiyle bir dentin dokusu rejenerasyonu oldugunu ve odontoblast benzeri hiicrelerin
matriks sekresyonu yaptigimi gozlemlemislerdir. Hidroksiapatit trikalsiyumfosfat
grubunda ise sadece kemik-benzeri dokularin olustugunu rapor etmislerdir. Bunlara ek
olarak demineralize edilmis dentin grubunda, dentin ve odontoblastik aktivite belirtecleri
olarak kabul edilen DSP ve DMP-1'in eksprese edildigini gostermislerdir (R. Li ve ark.,
2011). Arastiricilarin bu bulgulari ve asit ile demineralize edilmis dentinin pulpa-dentin
kompleksinin rejenerasyonuna olan olumlu etkileri bizim ¢alismamizin bulgular1 ve

yorumlanmasi ile uyumluluk gostermektedir.

Lee ve ark. insan yirmi yas dislerinden elde ettikleri dentin 6rneklerini %10'luk EDTA
ile demineralize ederek elde ettikleri dentin matriks komponentlerinin insan DPKHleri
tizerine etkilerini in vitro kosullarda aragtirmiglardir. Arastirmacilar yaptiklar1 ¢alisma
sonucunda EDTA demineralizasyonu ile elde ettikleri dentin matriks komponentlerinin
hiicre ekspansiyonunu arttirdiini, apoptozis belirteci olan caspase 3'lin ekspresyonunu
azalttigini, hiicrelerin hayatta kalim belirteci olan Akt-I'i ve mineralize matriks
depozisyonunu kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede arttirdigini gostermislerdir.
Aragtirmacilar ayrica kemik ile iliskili belirtegler olan ALP ve Osteopontin‘in
ekspresyonununda da anlamli diizeylerde artis oldugunu rapor etmislerdir (Lee,
Colombo, Ayre, Sloan, & Waddington, 2015). Bizim ¢alismamizda da dentinin EDTA
ve test edilen diger asitler ile piiriizlendirilmesi sonrasinda kemik ile iligkili
belirteclerden Osteokalsin, ve BMP-2 diizeylerinin seviyeleri incelenmis olup kontrol

grubuna gore anlamli diizeylerde artis saptanmuistir.

Guo ve ark. EDTA ile piiriizlendirerek elde ettikleri dentin matriksinin fare dental
folikiil kok hiicrelerine olan etkilerini in vitro ve in vivo olarak arastirmislardir.
Arastirmacilar ¢aligmalarinin in vitro bolimiinde iki hafta siire ile yapilan hiicre

kiltliriinden sonra asitlenmis dentin matriksinin fare dental folikiil kok hiicrelerinde
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odontoblast belirteglerinden DSP ve DMP-1'i, kemik ile iliskili belirte¢lerden
Osteokalsin, BSP, Osteopontin ve Osteonektin'i eksprese ettigini saptamislardir.
Calismalarmin in vivo boliimiinde arastirmacilar immiinstipresif farelerin dorsumlarina
asitlenmis dentin matriksi ile fare dental folikiil hiicre kombinasyonunu 4 hafta siireyle
implante etmislerdir. 4 haftalik implantasyon periyodundan sonra tam anlamiyla bir
dentin rejenerasyonunun yani sira bu yeni olusan dentinin DMP-1 ve DSP gibi
odontoblast belirteglerini eksprese ettigini bildirmislerdir (Guo ve ark., 2009). Bizim
calismamizda da asit uygulamasi yapilan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla DSP ve
Osteokalsin gibi belirteglerin ekspresyonunun anlamli diizeyde artmis oldugu goriilmiis

olup elde ettigimiz sonuglar arastirmacilarin sonuglari ile uyumluluk gostermektedir.

Zhang ve ark. dentin matriks komponentlerinin damar yapilanmasina olan etkilerini
arastirdiklar1 c¢aligmalarinda, EDTA piirizlendirmesi sonrasinda elde ettikleri dentin
matriks komponentlerinin in vitro ortamda endotelyal hiicrelere olan etkilerini
incelemislerdir. Aragtirmacilar yaptiklari ¢alisma sonucunda EDTA piiriizlendirmesi ile
elde ettikleri dentin matriks komponentlerinin, kontrol grubuna kiyasla damar sayisi,
uzunlugu ve dallanmasinda istatistiksel olarak anlamli diizeylerde artis oldugunu rapor
etmislerdir. Arastiricilar ayrica proanjiyogenik biiyiime faktorii olan VEGF ve VEGF
reseptorii olan VEGFR2 geninin ekspresyonunda da artis oldugunu bildirmislerdir (R.
Zhang ve ark., 2011). Bizim g¢alismamizin in vivo boliimiinde de asit ve kok hiicre
uygulamasi yapilan gruplarda kontrol gruplarina kiyasla daha fazla damar formasyonu
ve yeni damar yapiminin belirteci olan anti-VEGF ile daha yogun bir boyanma oldugu
gbzlenmistir. Bu acidan bakildiginda calismamiz arastirmacilarin sonuglart ile tutarlilik

gostermektedir.

Asitler ile piiriizlendirme sonrasinda elde edilen dentin matriks komponentlerinin etkileri
sadece rejeneratif endodonti alaninda degil ayrica cerrahi islemlerdeki kemik
rejenerasyonunda da detayli bir sekilde arastirilmistir. Reis-Filho ve ark. yaptiklar
calismada EDTA ile piiriizlendirerek elde ettikleri dentin matriks komponentlerini
ratlarin dis soketlerinde greft materyali olarak kullanmislar ve kemik iyilesmesine olan
etkilerini incelemislerdir. Arastirmacilar ¢aligmalari sonucunda ratlarin dis soketlerinde

meydana gelen yeni kemik formasyonunda anlamli diizeylerde artis gozlemlemekle
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beraber yaptiklar1 immiinohistokimyasal incelemelerde VEGF ekspresyonunda da
anlamli diizeylerde artis saptamislardir. Arastirmacilar c¢aligmalar1  sonucunda
demineralize edilmis dentin matriksinin osteokondiiktif ve osteoindiiktif etkilerinin
olmas1 nedeniyle yonlendirilmis kemik rejenerasyonunda etkili bir greft materyali olarak
kullanilabilecegini rapor etmislerdir (Reis-Filho ve ark., 2012). Bizim g¢aligmamizda da
asit uygulamasi sonrasi kok fragmanlarinda kemiklesme belirteclerinden olan BMP-2,
Osteokalsin  ve Osteonektin diizeylerinde belirgin  artis  gozlenmistir.  Ayrica
arastirmacilarin ¢alismalarinda da oldugu gibi ¢alismamizda da kok dentinleride asit
uygulamasi yapilmis gruplarda VEGF ekspresyonunun arttigi immiinohistokimyasal
boyamalar ile gosterilmistir. Bu a¢idan bakildiginda ¢alismamizin  bulgular

arastirmacilarin bulgular ile biiytik 6l¢iide ortiismektedir.

de Oliveira ve ark. EDTA ile asitlenerek elde edilen dentin matriks komponentlerini
ratlarin c¢ekilmis dis soketleride greft materyali olarak kullandiktan sonra yeni kemik
formasyonu ve iyilesmeye olan etkilerini aragtirmiglardir. Arastirmacilar yaptiklar
calisma sonucunda demineralize dentin matriks komponentlerinin kullanildig: dis
soketlerinde, uygulama yapilmamis kontrol grubuna kiyasla artmis sayida gozlenen
osteoblastlarin BMP-2 ve BMP-4 ile pozitif olarak boyandigini ve sonu¢ olarak
demineralize dentin matriks komponentlerinin efektif bir kemik implant materyali olarak
kullanilabilecegini rapor etmislerdir (de Oliveira ve ark., 2013). Bizim ¢alismamiz
sonucunda da asit uygulamasi sonucu agiga c¢ikan dentin matriks komponentlerinin
buundugu gruplarda BMP-2 seviyelerinin asit uygulamasi yapilmayan gruplara kiyasla
anlamli derecede arttig1 gozlenmistir. Calismamiz her ne kadar arastirmacilarin
calismasiyla metodolojik yontemler agisindan farklilik gosteriyor olsa da asit ile
demineralize edilmis dentinden c¢ikan biiylime faktorlerinin kemik dokusunun ve
osteoblastlarin belirteglerinden olan BMP-2'nin ekspresyonunda goriilen anlaml

diizeylerdeki artis agisindan tutarlilik gosterdigini diistinmekteyiz.

Galler ve ark. yaptiklar1 calismada, immiinsupresif farelerin dorsumlarma implante
ettikleri dentin disklerini 6nce sadece sodyum hipoklorit ile veya EDTA ile kombine
kullanim ile irrige ettikten sonra igerisine DPKH, TGF-B1, VEGF ve FGF-2 karisimi

iceren hidrojel doku iskelesi yerlestirmislerdir. 6 hafta sonra toplanan Orneklerde
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yaptiklar1 histolojik ve immiinohistokimyasal boyamalar sonucunda sadece hidrojel
iceren kontrol grubunda yeni doku formasyonu gérmemekle birlikte sadece hidrojel
artiklarinin oldugunu rapor etmislerdir. DPKH ve biiyliime faktorii karisimi igeren
gruplarda ise vaskiilarize olmus yumusak bag doku formasyonunun oldugunu ve
fibroblast benzeri hiicrelerin baskin oldugunu belirtmislerdir. Sadece sodyum hipoklorit
uygulamasi yapilan gruptaki bulgulara bakildiginda, dentin smirinda rezorbsiyon
lakiinalart oldugu ve hiicrelerin bir kismmin odontoklastlara farklilastigini
bildirmislerdir. Bunun aksine sodyum hipoklorit uygulamasi sonrast EDTA irrigasyonu
yapilan grupta pulpa benzeri dokunun olustugu ve hiicrelerin atagmanlarint dentin
tiibiillerine uzattiklarini gdstermiglerdir. Bunlara ek olarak EDTA uygulamasi yapilan
grupta anti-DSP boyasi ile boyanan hiicrelerin oldugunu fakat sadece sodyum hipoklorit
uygulamasi yapilan gruptaki hiicrelerin bu boya ile spesifik olarak boyanmadigini
belirtmislerdir. Arastirmacilar dentinin EDTA ile temasi sonrasinda kok hiicrelerin
tutunmast ve odontoblastik yonde rejenere olabilmesi i¢in daha uygun kosullar
yarattigini  sOylemislerdir. Bizim ¢alismamiz ile karsilastirildiginda hem kontrol
gruplarindaki hem de asit uygulamasi yapilan gruplardaki bulgular, bu c¢alismanin

sonuglari ile uyumluluk gostermektedir (Galler, D'Souza, Federlin, ve ark., 2011).

Li ve ark. kopek molar dislerinde Dycal, kitosan membran ve TGF-B1 yiiklii kitosan
membran ile yapilan direkt pulpa kuafajindan 60 giin sonrasinda yaptiklar: histolojik
inceleme sonucunda TGF-B1 yiiklii kitosan membran uygulanan grupta Dycal ve sadece
kitosan membran kullanilan gruba oranla 3-6 kat daha kalin reperatif dentin formasyonu
oldugunu rapor etmislerdir. Arastirmacilar, TGF-B1'in farklilasmamais pulpal hiicreler ile
temast sonrasinda bu hiicrelerin odontoblastik farklilagmasini uyardigini dolayisiyla da
dentinogenetik aktiviteyi arttirdigi sonucuna varmislardir (F. Li, Liu, Zhao, Wu, & Xu,
2014). Bu ac¢idan bakildiginda ¢alismamizda basta fosforik asit olmak iizere yapilan asit
uygulamalar1 sonrasinda daha yiliksek miktarda agiga ¢ikan TGF-B1'in MKH'lerin
farklilasmasini saglayarak, odontoblast belirte¢lerinden olan anti-Enamelisin ve anti-

DSP belirteglerini eksprese etmelerini sagladigini diistinmekteyiz.

Yadlapati ve ark. yaptiklari hayvan ¢alismasinda insan premolar dis koklerinden elde

ettikleri kok fragmanlarinin igine VEGF yiikli fiber doku iskelesi yerlestirdikten sonra
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farelerin dorsumuna implante etmislerdir. 45 giin sonrasinda yaptiklar1 histolojik
inceleme sonucunda i¢i bos olan kontrol grubundaki dislerde minimal diizeyde yeni
damar ve bag doku olusumu gozlenirken, VEGF yiiklii fiber doku iskelesi yerlestirilen
grupta ¢ok sayida yeni damar formasyonu ve kanal i¢ine yogun bir bag doku
infiltrasyonu oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar ¢aligmalarinin sonucunda VEGF'nin
hem dental pulpa rejenerasyonunda hiicrelerin beslenmesi i¢in gerekli yeni damar
yapilanmasinin olusumu hem de g¢evre dokulardaki hiicrelerin kemotaksisi agisindan
onemli ve gerekli oldugunu bildirmislerdir (Yadlapati ve ark., 2017). Biz de
¢alismamizin in vivo boéliimiinde asit uygulamalar1 sonrasinda dentinden daha yiiksek
seviyelerde salinan VEGF'nin, asit uygulamasi yapilmayan kontrol grubundaki sonuglar
ile karsilastirildiginda anlamli derecede daha fazla yeni damar ve bag doku olusumuna

olanak sagladigini diisiinmekteyiz.

Yang ve ark. yaptiklari hayvan calismasinda immiinsiipresif farelerin dorsumlarina
DPKH + FGF + fibrin ipek doku iskelesi kombinasyonunu igeren insan disi kok
fragmanlar1 yerlestirmislerdir. Transplantasyondan 7 hafta sonra i¢i bos olan kok
fragmanlarini igeren kontrol grubunda, kok kanalinin iginin subkutandz bag doku ile
dolmus oldugunu ve bu dokunun ¢ogunlugunun adipoz doku oldugunu belirtmislerdir.
DPKH + FGF + fibrin ipek doku iskelesi kombinasyonunu igeren kok fragmanlarinin
iginde ise vaskiilarize bir bag dokusunun olustugunu ve bu dokunun normal dental pulpa
dokusuna benzedigini belirtmislerdir. Arastirmacilar yaptiklart immiinohistokimyasal
inceleme sonucunda ise DPKH + FGF + fibrin ipek doku iskelesi kombinasyonu
uygulamas: yapilan gruptaki hiicrelerin anti-DSP boyas1 ile pozitif boyandigini
bildirmiglerdir. Buna ek olarak dentin duvarlarinda yeni olusan mineralize doku
oldugunu ve yapilan MT boyamasi ile normal pulpadakine benzer kollagen matriks
depozisyonu oldugunu rapor etmislerdir. Aragtirmacilar ¢aligmalarinin sonucunda FGF
uygulamasinin hiicresel atagmani ve proliferasyonu arttirdigini, bu sayede pulpal
rejenerasyona ve dentin benzeri dokunun olusumuna yardimci oldugunu sdylemislerdir
(J. W. Yang, Zhang, Sun, Song, & Chen, 2015). Calismamizda asit uygulamasi sonrasi
dentinden aciga ¢ikan FGF-2'nin yeni kollagen formasyonunu kontrol grubuna kiyasla

arttirdigin1 ve pulpa benzeri doku olusumuna katki sagladigini diisiinmekteyiz.
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6.Sonu¢ ve Oneriler

Caligmamiz sonucunda geldigimiz noktaya baktigimizda, fosforik asit basta olmak tizere
sitrik ve fitik asidin giincel rejeneratif endodontik tedavilerde altin standart olarak kabul
edilen son irrigasyon ajan1 EDTA'ya alternatif olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir.
Calismamizin in vitro bolimiinde incelenen tiim biiylime faktorlerinde sitrik, fitik ve
fosforik asidin EDTA'ya kiyasla daha etkili bir dentin piiriizlendirme ajani oldugu
sonucuna varilmistir. Calismamizin in vivo bolimiinde yaptigimiz histolojik ve
immiinohistokimyasal incelemeler sonucunda ise bahsedilen ii¢ asidin kullanildigi
gruplardan elde edilmis bulgularda gerek MKH uygulanmayan ve gerekse de MKH
uygulamasi yapilan gruplarda hem yeni bag dokusu olusumunun EDTA'nin kullanildig1
gruba kiyasla arttigt hem de hiicrelerin apoptozisine yol acilmadigi goriilmiistiir.
Buradan yola cikilarak rejeneratif endodontik tedavilerde bu ii¢ asidin kullanilabilir hale
gelmesi amaciyla daha ¢ok calisma planlanmasi ve gereginde de klinik arastirmalarda
kullanilmaya baslanmas1 diisiincesindeyiz. Bunlara ek olarak yapilacak arastirmalarda,
daha fazla sayida odontoblast ve kemik olusumuna 6zgii belirteglerin kullanildig1 ve
bahsedilen asitlerin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin de incelendigi farkli yontemlerin

kullanilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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Tesekkiir

Doktora egitimime basladigim ilk giinden itibaren bana her konuda yol gosteren,
yardimlarin1 ve deste8ini esirgemeyen, birlikte c¢alismaktan biiylik bir mutluluk
duydugum ve o&grencisi oldugum igin kendimi hep sansli hissettigim doktora
danigmanim, saygideger hocam Prof. Dr. Cemal ERONAT'a

Doktoramin ilk iki senesinde 6grencisi oldugum, doktora egitimime basladigim giinden
bu yana bana her konuda yol gosteren, yardimlarini ve destegini esirgemeyen saygideger
hocam Prof. Dr. Asli Topaloglu AK'a,

Doktoram siiresince bilimsel ve akademik tecriibelerini benden esirgemeyen, doktora
egitimimdeki tiim katkilarmdan otiirii Ege Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Pedodonti Anabilim Dali’nin degerli 6gretim iiyelerine,

Doktoraya basladigim giinden bu yana birlikte calismay: keyifli hale getiren ve her tiirli
sikintryr katlanabilir yapan basta Bur¢ PEKPINARLI, Hazal Ezgi GERIHAN, Ece
TURAN, Merve CITAK, inci AKYILDIZ, Handan CELIK olmak iizere tiim asistan
arkadaslarima, bolumiimiiz hemsirelerine ve calisanlarina,

Hayatim boyunca benden hi¢bir zaman destek ve sevgilerini esirgemeyen, sonsuz sabir
ve Ozveriyle hep yanimda olup beni bugiinlere getiren, tiim bu zorlu siireci benimle
paylasan, yasamimin her aninda maddi manevi her zaman arkamda duran canim annem
Nurhan ATESCI, camim babam Yusuf Ziya ATESCI ve en yakin arkadasim olan
kardesim Ata Mert ATESCl'ye,

Doktora siiresince hep yanimda olan, ilk giinden itibaren pozitif enerji veren, destegini,
sabrini, anlayisini ve dostlugunu her zaman hissettigim, sadece tez hazirlama siirecimde
degil her ihtiyactm oldugunda yanmimda olan Seza CINKAVUK, Hasmet TURKER,
Berk KURTULDU, Yurdanur SOZKESEN, Ece GUNAY, Omer YILMAZ, Murat
SOYLEMEZ, Doruk UNSAL, Yigitcan YILMAZ ve Pelin SOYLEMEZ'e

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

[zmir - 2019 Alp Abidin Atesci
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Ozgecmis

15.06.1991 tarihinde Izmir'de dogdum. ilkdgrenimi izmir Ozel Tiirk Koleji Ilkogretim
Okulu'nda bitirdikten sonra orta dgretimimi Ozel Ege Ilkdgretim Okulu'nda ve lise
O0grenimimi Bornova Anadolu Lisesi'nde tamamladim. 2009 yilinda Baskent
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi'ni kazandim, 2014 yilinda mezun oldum. 2014
yilinda Ege Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii’ne bagli olarak Ege Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dali’nda doktora programina bagladim.

[letisim: alpabidinatesci91@gmail.com
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