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Resim 4.6. Boyanan hiicre yilizdesi ve yogunlugunun H-skor ile belirlendigi
incelemede, gruplarin VEGF ile yapilan boyamalarinda damarlanma durumuna
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Resim 4.7. Boyanan hiicre yilizdesi ve yogunlugunun H-skor ile belirlendigi
incelemede, gruplarin Tip II Kollajen ile yapilan boyamalarinda matriks durumuna
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OZET

FONKSIYONEL MANDIBULAR iLERLETME APAREYI KULLANILAN
SICANLARDA SISTEMIiK UZUM CEKIiRDEGI EKSTRESIi VE
MEZENKIMAL KOK HUCRE KULLANIMI iLE DUSUK DOZ LOKAL
LAZER UYGULAMASININ DAMAR VE YENi KEMIiK OLUSUMU
ACISINDAN KONDIL HiSTOLOJISINE ETKIiSi

Merve Nur EGLENEN
Uzmanlik Tezi, Ortodonti Anabilim Dali
Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr.Aysegiil GULEC
Agustos 2017, 137 sayfa

Iskeletsel Smmf II malokliizyonlarm fonksiyonel tedavisi ile glenoid fossa ve kondilde
bliylime elde edilebilmektedir. Bu calismanin amaci, siganlarda alt ceneyi Onde
konumlandiran fonksiyonel apareyler ile birlikte uygulanan iliziim cekirdegi ekstresi
(UCE), mezenkimal kok hiicre (MKH) ve diisiik doz lazer terapisinin (DDLT), kondil
bolgesindeki damarlanmaya ve yeni kemik olusumuna etkilerinin incelenmesidir.
Calisma, agirliklart 250+50 gram olan, rastgele 8 gruba ayrilan 45 adet Wistar erkek
sicandan olusmaktadir. Grup 1 (n=3) Kontrol grubu hari¢, tiim gruplara (n=6)
fonksiyonel aparey uygulanmistir. Grup 2, sadece aparey uygulanan grup; Grup 3,
apareye ek olarak sadece 300 mg/kg/giin UCE; Grup 4, sadece 8 J/cm® DDLT; Grup 5,
DDLT ve 300 mg/kg/giin UCE; Grup 6, 1x10° hiicre / 100 ul besiyeri MKH ve 300
mg/kg/giin UCE; Grup 7, DDLT ve MKH; Grup 8 ise, DDLT ile MKH ve UCE
uygulanan gruptur. 4 haftalik deneyin sonunda kondil kesitlerini immunohistokimyasal
olarak degerlendirmek i¢in yeni kemik olusumu, yeni damar olusumu, yeni osteoblast
yapimi, osteonektin, VEGF, Tip II kollajen ve STRO-1 belirtecleri kullanilmigtir.
Aparey kullanimu ile birlikte biitlin parametrelerde 6nemli bir artis oldugu bulunmusg ve
en fazla artis ise UCE, lazer ve MKH nin birarada kullanilmasiyla elde edilmistir.
MKH, uygulanan biitiin gruplarda 6lciilen parametreler lazer ve UCE uygulamalarma
gore daha fazla artig gdstermistir. Sonug olarak, 6zellikle kok hiicre olmak iizere, DDLT
ve UCE uygulamalarinm Tip II kollajen olusumunu, osteoblast farklilasmasimi ve yeni
kemik olugumunu daha fazla sagladig: tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Fonksiyonel apareyler, Kok hiicre terapisi, Lazer terapisi,
Mandibular kondil, Uziim ¢ekirdegi ekstresi.



ABSTRACT

THE NEW BONE FORMATION AND NEOVASCULARIZATION EFFECTS
OF SYSTEMATICALLY APPLIED GRAPE SEED EXTRACTION,
MESENCHYMAL STEM CELLS AND LOCALIZED APPLIED LOW LEVEL
LASER THERAPY AFTER FUNCTIONAL MANDIBULAR ADVANCEMENT
ON RAT CONDYLE

Merve Nur EGLENEN
Specialist Thesis, Department of Orthodontics
Supervisors: Yrd. Dog. Dr. Aysegiill GULEC
August 2017, 137 pages

Functional treatment of skeletal Class II malocclusions could lead to growth in the
glenoid fossa and in the condyle. The aim of this study was to evaluate the effects of
using localized applied low level laser therapy (LLLT) with systematically
administrated grape-seed extraction (GSE) and mesenchymal stem cells (MSCs) on new
bone formation and neovascularization of the condyle of the rats after mandibular
advancement by using functional appliance. 45 rats weighting 250+50 gr, were divided
randomly into 8 groups. Functional appliances were administrated to all groups (n=6)
except the control group which is Group 1 (n=3). Group 2 was treated with only
appliances; Group 3 with 300 mg/kg/day GSE; Group 4 with 8 J/em® LLLT once in a
two days; Group 5 with LLLT and GSE; Group 6 with 1x10° MSCs and GSE, Group 7
with LLLT and MSCs; Group 8 with LLLT, MSCs and GSE. Analysis of new bone,
vascular and osteoblast formation, osteonectin, VEGF, Type-II collagen, STRO-1 were
done for the condyle after 4 weeks. All parameters were increased with appliance use,
and the highest increase was achieved by the combined application of GSE, LLLT and
MSCs to the appliance groups. It has been found that especially MSCs with LLLT and
GSE applications provide new vascularity, cell proliferation, Type II collagen
formation, osteoblast differentiation and new bone formation.

Key Words: Functional appliances, Grape seed extraction, Laser therapy, Mandibular
condyle, Stem cells therapy.



1. GIRIS ve AMAC

Mandibular kondil, mandibulanin biiyiimesi, remodelingi ve adaptasyonu sirasinda (1)
onemli bir role sahip olan postnatal bir biiyiime yeridir (2). Kondil, mekanik,
fonksiyonel ve hormonal uyaranlara cevap olusturmaktadir (3). Mandibular hareketler,

cigneme fonksiyonlar1 ve okluzal kuvvetler mandibulay1 uyararak bu bolgedeki kaslari

etkilerler (4).

Sinif II malokliizyonlar, pratikte en sik rastlanan ortodontik problemlerden biridir (5).
Alt cene gelisim yetersizligi gosteren Sinif II divizyon 1 malokliizyona sahip hastalar,
yapilan ¢aligmalara gore tlim ortodonti hastalarmin %25,5’ini olusturmaktadir (6).
Populasyonun %15’inde 5-10 mm’lik ciddi bir overjet bulunurken, %38’i ise 3-4
mm’lik ortalama bir overjete sahiptir. Biiylimesi devam eden hastalarda Sinif II
malokliizyonlarin ortognatik tedavi gerektirmeyen biiylik bir boliimii fonksiyonel

apareyler ile tedavi edilir (7).

Biiytimekte olan hayvanlarla yapilan ¢aligmalarda, iskeletsel Sinif II malokliizyonlarin
fonksiyonel tedavisi ile glenoid fossa ve kondilde ilave biiylime elde edilebildigi;
Temporo Mandibular Eklemin (TME’nin) molekiiler ve hiicresel cevabinin uyarildig:
gosterilmistir (8). Bu nedenle, son yillarda siklikla tercih edilmeye baslanan fonksiyonel
tedavilerde basari, tamamen hastanin kooperasyonuna baghdir (9). Giincel literatiirler
incelendiginde, alt ¢eneyi dnde konumlandiran fonksiyonel apareyler ile elde edilen
kondiler biiylime ve adaptasyonu hizlandirmak i¢in, apareylerin kemik yapimini arttiran
cesitli uygulamalar ile desteklendigi goriilmiistiir. Lazer ve ultrason uygulamalari,
cesitli sistemik ilaglarin (steroid, hormon vb) verilmesi, diyet igeriginin degistirilmesi

gibi uygulamalar buna 6rnek olarak gosterilebilir (10, 11).

Glincel literatiir incelendiginde, diisik doz lazer terapisinin (DDLT) kemik
rejenerasyonu lizerine olan etkilerinin ¢esitli caligmalarla gdsterilmis oldugu

goriilmektedir (12, 13). DDLT nin in vitro olarak uygulanmasi ile Alkalen Fosfataz



aktivitesinin, hiicre i¢i kalsiyum miktarmin ve osteoblast aktivitesinin artarak, yeni
kemik formasyonunu arttirdigi gosterilmistir (14). Ayrica, in vivo ¢alismalarla,
DDLT’nin kiriklarda kemik iyilesmesini, kemik defektlerinde ise yeni kemik

formasyonunu arttirdig1 gosterilmistir (13, 15).

Genetik ¢aligmalarin gelisimiyle ise, son yillarda olduk¢a 6n plana ¢ikan kok hiicrelerin,
biliylime gelisimi arttirict etkileri oldugu bilinmektedir (16). Mezenkimal kok hiicreler
(MKH) kemik iligi, kas, karaciger, plasenta, periferal kan damarlari, sinovyal sivi,
dental pulpa ve adipoz dokularda bulunmaktadir (17) ve farkli biyolojik ve kimyasal
sinyaller kullanilarak kemik, kikirdak, adipoz, kas ve sinir hiicrelerinden
iretilebilmektedir (18). Kemik iligi stromasindan elde edilen mezenkimal kok hiicreler,
osteojenik onciil hiicrelerin affinitesini arttirir (19). Yapilan calismalar, lokal kemik
defektlerine yerlestirilen mezenkimal kok hiicre icerikli biyomateryallerin, mezenkimal
kok hiicrelerin defekt bolgelerine maksimum tutunmasini, proliferasyonunu, osteojenik
farklilagsmasint ve mineralize doku formasyonunu sagladigini gostermistir (20).
Mezenkimal kok hiicreler, kemik defektlerinin iyilesmesini arttirmakla birlikte yara
iyilesmesini, vaskularizasyonu ve kikirdak formasyonunu da arttirmaktadir. Yapilan bir
caligmada, ortodontik olarak maksillast genisletilen sicanlarda, interpremaksiller sutura
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre uygulamasi yapilmis, sonug olarak yeni
kemik formasyonunun, osteoblast sayisinin ve vaskularizasyonun arttig1, boylece tedavi

sonrasi kemiklesme icin gereken bekleme siiresinin azaldig: bildirilmistir (21).

MKH’lerin osteoblast ve kondroblastlara doniisiimiiyle kemik ve kikirdak yapimi
arttirlabilir (22). Kok hiicrelerin  farklilagmasi, c¢esitli fiziksel ve kimyasal
stimulasyonlarla indiiklenmektedir. Bu uygulamalardan bir tanesi de, DDLT
uygulamasidir. DDLT, 1sinlanan hiicrelerde sitoprotektif (hiicre koruyucu) etki
gostererek, MKH’lerin implante edildikleri bolgede daha uzun siire kalmalarini saglar.
Ayrica, yerlestirildikleri dokuda kok hiicrelerin gesitli biiyiime faktorleri salinimini

arttirarak rejeneratif olaylarin bir pargasi olur (23).

Uziim ¢ekirdegi ekstresi (UCE), bitkisel esasli bir flavonoid tiirevidir. Son yillarda
UCE’nin, terapétik etkileri ile ilgili oldukga fazla ¢alisma yapilmistir; bunlarin
sonucunda antiinflamatuvar, antioksidan, antikanser, antidiyabetik, antialerjik,

kardiyoprotektif, vazodilator, kolestrol diisiiriicli, dermal yara iyilesmesinde
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anjiyogenezi stimule edici vb. etkilerinin oldugu bildirilmigstir (24). Ayrica, giincel
literatiirde iiziim cekirdegi ekstresinin, kalsiyum ile birlikte alindiginda kemik
formasyonunu arttirdigini, osteoblastlarin farklilasmasim hizlandirdigimi, kemik
rezorbsiyonunu inhibe ettigini ve osteoporozis gibi pek cok kemik hastalifinin
tedavisinde kullanilabilecegini gosteren caligmalar mevcuttur (25, 26). Geligsmekte olan
sicanlarda, UCE kullaniminin mandibulaya etkisini degerlendiren bir calismada,

UCE nin hem kemik formasyonunu, hem de kemik direncini arttirdig1 goriilmiistiir (27).

Bu calismanin amaci, alt ¢eneyi dnde konumlandiran fonksiyonel apareyler ile birlikte
uygulanan tliziim c¢ekirdegi ekstresi, mezenkimal kok hiicre ve diisiik doz lazer
terapisinin, siganlarda kondil bolgesindeki damarlanmaya ve yeni kemik olusumuna
etkilerinin incelenmesidir. Bu klinik uygulamalar ile, tedavi siiresini uzatan faktorlerin
minimalize edilebilecegi ve ortodontik tedavi sonrasi relaps oraninin azaltilarak daha
stabil sonuglar elde edilebilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, istenen basarili
sonuglar daha kisa siirede elde edilerek hastanin apareyini daha kisa siire kullanmasi
saglanabilecektir. Bdylece hasta kooperasyonuna duyulan ihtiya¢ azaltilarak, hem

hastanin hem de hekimin komforu arttirilmis olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kemik ve Kemik Hiicreleri

Kemik, kemik yapim ve yikimindan sorumlu major hiicreler ile ekstraselliiler matriksten
olusan, %65°1 mineral ve %35’1 Tip 1 kollajen igeren, hayat boyu metabolik olarak aktif
olan bir dokudur. Lokal ve sistemik faktorlerin etkisi altinda, osteoblastlar sentezlenir,
organize olur, organik matriks salgilar ve ardindan mineralize olur. Ekstraselliiler
matriksin %90’lik organik kismini kollajen olustururken; %10’luk kismini proteoglikan
ve osteonektin, osteopontin, bone sialoprotein ve osteokalsin gibi kemik morfogenetik
proteinleri (BMPs) olarak da bilinen nonkollajendz proteinler olusturur. Bu proteinler,
kemigin devamliligmin saglanmasinda onemli olup mineralizasyonun diizenlenmesi,
hiicre-matriks baglantisi, kemik apozisyon ve rezorpsiyon agamalarinin diizenlemesinde

rol alirlar (28).

2.1.1. Osteoblastlar

Osteoblastlar, metabolik olarak aktif, caplar1 20-30 um olan kiibik mononuklear
hiicrelerdir (29). Mezenkim bag dokusu orjinli osteoprogenitdr hiicrelerden koken
almaktadirlar. Kemik yapim hiicreleri olup osteoid mineralizasyonu, kemik turnover ve
remodelinginden sorumludurlar. Protein sentezi, osteoid veya mineralize olmamis
kemik matriksi sekresyonunda gorevli olan gelismis bir golgi organeline ve kaba bir
endoplazmik retikuluma sahiptirler (30). Osteoblastlarin tipik fenotipik 6zellikleri, Tip 1
kollajen tiretimi ve Alkalen Fosfataz aktivitesindeki pozitif boyanmadir. Alkalen
Fosfataz (AP), osteoblast farklilasmasinda onemli bir indikatordiir. Kemik Alkalen
Fosfataz enzimi, inorganik fosfatin seviyesini arttirarak ve hidroksiapatit formasyonunu

baskilayan inorganik pirofosfat’s inhibe ederek kemik mineralizasyonunda gorev alir

(31).

2.1.2. Osteoklastlar

Osteoklastlar, kemik yikimindan sorumlu c¢ok c¢ekirdekli dev hiicrelerdir, genellikle
kortikal ve trabekiiller kemiklerin yilizeyinde veya Howship lakiinlerinde
bulunmaktadirlar. Osteoblast ve osteositlerden farkli olarak osteoklastlar, kemik
iligindeki hematopoetik tek c¢ekirdekli hiicrelerden koken alirlar (32). Salgiladiklari

lizozomal enzimler araciligiyla rezorbsiyon meydana getirirler.



2.1.3. Osteositler

Salgilanan organik matriksin kalsifiye olmasmin ardindan, osteoblastlarin ortalama
%10-20’si osteosit adi verilen olgun kemik hiicrelerine doniigiir ve metabolik
faaliyetleri ciddi sekilde azalir (33). Osteositler, matriks biitiinliigiiniin saglanmasi ve

sinyal iletiminde rol alirlar. Bu hiicreler 6ldiiklerinde matrikste rezorbsiyon meydana

gelir (34).

2.2. Fonksiyonel Adaptasyon ve Remodeling

Iskelet sistemi, giinliik aktiviteler sirasinda meydana gelen moment ve kuvvetleri
karsilamaktadir. Iskeletin bu fonksiyonel kuvvetlere karsi olan adaptasyon yetenegi,
ylizy1l once fark edilmis olup “Wolff Kanunlar1” olarak tarif edilmistir (35). Kemik,
cevredeki mekanik stimuluslara duyarli olup adaptasyon gosterir. Bu yapisal degisim,
genel olarak remodeling olarak ifade edilir. Remodeling, 1964 yilinda Frost tarafindan
“A-R-F Siralamast” seklinde tanitilmis olup sirasiyla Aktivasyon, Rezorpsiyon ve

Formasyon seklinde meydana gelmektedir (36).

Degismis yiikler sonucunda kemikte goriilen adaptasyon,

(1) Remodeling (ARF Sirastyla ) veya

(2) Modeling (AF— rezorpsiyon olmadan kemik yapimi1) veya

(3) Rezorpsiyon (AR- yeterli kemik yapimi olmadan kemik yikimi) sonucunda meydana
gelir. Ozetle, Remodeling tamimi ARF Siralamasi igin kullanilirken, fonksiyonel

adaptasyon daha genel bir tanimlamadir (36).

2.3. Kemik Formasyonu
Genel olarak iki ¢esit kemiklesme mekanizmasi vardir ve bunlar arasindaki temel fark
kikirdak  fazinin  olmasmma  (endokondral  kemiklesme) veya  olmamasina

(intramembrandz kemiklesme) baglidir (37).

2.3.1. intramembranoz kemiklesme

Herhangi bir kikirdak onciil olmadan dogrudan primitif mezenkimin osteoblastlara
farklilagarak kemik matriksi sentezlemesiyle meydana gelir. Bu sekilde iiretilen matriks,
baslangigta woven kemik yapisinda olup diizensiz kollajen lifleri, biiyiik ve ¢cok sayida
osteosit ve diizensiz kalsifikasyon odaklari igerir. Daha sonra remodeling ve replasman

ile lameller kemige doniisiir (37). Yassi kemiklerin ¢cogunun kemiklesmesi bu sekilde



olup kafatasinin frontal ve pariyetal kemikleri ile oksipital, temporal, mandibula ve
maksilla kemiklerinin bazi kisimlari intramembrandz kemiklesme gosterir. Bu
kemiklesme, mezenkim dokusunun yogunlastig1 bolgelerde gergeklestigi i¢in bu isim

verilmistir (38).

2.3.2. Endokondral kemiklesme

Mezenkimal hiicreler, prekondroblastlara ardindan da kondroblastlara farklilagarak
kikirdak matriks sentezlerler. Kondroblastlar, asama asama matrikse gomiiliir ve
kondrosit adim1 alir. Kikirdakta interstisyel biiylime olur ve kondrositler arasinda yeni
matriks yapimi meydana gelir. Biiyiime plagmnin Proliferasyon Tabakasi, izogenik
gruplar denilen kondrositlerin vertikal siitunlar halinde siralanmasiyla karakterizedir. Bu
genislemis plak, hiicrelerin 6ldiigii Hipertrofik Tabakanin basladig1 yere kadar devam
eder. Bu fazda kikirdak hiicreleri, selektif olarak kalsifiye olur. Daha sonra osteoklastik
rezorbsiyon baslayarak, osteoblastlarin yerlesebilmesi i¢cin kalsifiye kikirdak dokuyu
kaldirilir, bolgeye kan damarlart gd¢ eder ve bu kan damarlarmin getirdigi
farklilasmamis bag dokusu hiicrelerinden osteoblastlar olusur. Boylece, kemik yapimi
baslamis olur (37). Kol, bacak, el ve ayak gibi uzun kemiklerin yanisira kafa kaidesi

kemikleri ve alt cene kondili de endokondral kemiklesme gostermektedir (6).

2.4. Mandibulanin Biiyiime ve Gelisimi

2.4.1. Prenatal donem biiyiimesi

Mandibula, klavikuladan sonra viicutta ossifikasyonu baslayan ikinci kemiktir (39).
Kafatas1 kemikleri igerisinde (kulak kemikgikleri disinda) bagimsiz hareket eden tek
kemiktir ve temporal kemikle artikiilasyon yapar (39-41). Mandibula kondiler {inite,
gbovde (corpus), angular ¢ikinti, alveolar ¢ikint1 ve ¢ene ucu olmak {izere 5 iinite halinde

bliylime gosterir (3).

Mandibula, birinci mandibular arkin mandibular ¢ikintisindan bilateral olarak gelisir ve
Meckel Kikirdag icerir. Gestasyonun 6. haftasinda, Meckel kikirdaginin lateralindeki
perikondriyal membranda ossifikasyon merkezi meydana gelir. Mandibular
ossifikasyon, Meckel kikirdagindan degil, kikirdagin lateralindeki membrandan

meydana gelir (3).
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Sekil 2.1. Meckel kikirdagi ve mandibulanin kemiklesmesi (6)

Mandibulada mental simfizden distale dogru ve mandibular foramen bdlgesinden
proksimale dogru intramembrandz kemiklesme gerceklesir. Meckel kikirdagi dejenere
olmaya baglar ve inferoalveolar ndrovaskiiler demet, gelisen mandibulay1 zarf gibi

sarar. Gestasyonun 24. haftasinda Meckel kikirdagi tamamen ortadan kalkar (3).

Primer ossifikasyonun biiyiikk bir kismi, 12. haftada Angular, Koronoid ve Kondiler
cikintilarda gergeklesir. Kondiler ¢ikinti, gestasyonun 10. haftasinda goriilmeye baglar
ve temporal kemigin skuamoz kismiyla artikiilasyon yapar. Bu artikiilasyon, yaklasik
gestasyonun 12. haftasinda temporamandibular eklem (TME) seklinde goriiliir. 14.
haftada, sekonder kikirdaklar meydana gelir. Sekonder kikirdak, hem intramembrandz
kemik, hem hiyalin biiyiime kikirdaginin histolojik ve fonksiyonel 6zelliklerini tagiyan
ozel tipte bir kikirdaktir. Sekonder kikirdak, intramembrandz kemikte gerilim ve stres
alanlarinda, hizli biiylime gelisim gosteren kemiklerde bulunur (3). Mandibulada tiger
adet ikincil kikirdak kiitlesi bulunmaktadir: Kondil kikirdagi, Koronoid kikirdak ve
Gonial kikirdak. Bunlardan ilk olusani ve en iri olani, kondil kikirdagidir (6). Kondiler
kikirdak, mandibulanin dorsal kismindaki hiicresel blastemden sekillenir, havug
seklindeki kikirdak kanatlari gelisir ve ramusa dogru ilerler. Bundan 2 hafta sonra, TME
rahatga belirlenebilir. Mandibular kondiler kikirdak, hem biiylime plagi, hem artikiiler

kikirdak 6zelligi tagir ve mandibulanin biliylimesinde olduk¢a dnemlidir (3).



Mandibular damar sinir

Koronoid ¢ikinti kikirdag

Foramen mentale

Kondit kikirdag:

Kemiklesmis korpus mandibula

Gonial {anguler)
Kikirdak

Sekil 2.2. Mandibulanin kikirdak yapilari (6)

Kondil kikirdagimin dortte {i¢ii dogumdan dnce endokondral olarak kemiklesir, ancak
eklem tarafinda kemiklesmeden kalan serit seklindeki kikirdak pargasi, dogumdan
sonrada, ¢cocugun biiyiimesi bitinceye kadar, endokondral ossifikasyon ile alt ¢enenin
bliylime ve gelisimini saglar. Prenatal 4. ayda ortaya ¢ikan koronoid ve gonial
kikirdaklarin endokondral kemik yapimi ise, dogumdan Once sona erer ve bu

kikirdaklar, kemikleserek ortadan kalkarlar (6).

Dogumda, mandibulanin iki yaris1 mental simfiz bolgesinde, fibrz bir doku tarafindan
birbirinden ayrilmig durumdadir ve 1. senenin sonunda iki kisim birlesir. Cigneme gibi
fonksiyon farkliliklari, ¢ene pozisyon ve hareketleri, mandibulanin biiylimesini ve
seklini etkilemektedir. Mandibulanin korpusu, mandibular foramenden mental ¢ikintiya
kadar genisleyerek, mandibulanin ¢esitli fonksiyonel komponentleri arasinda destek ve

yapisal baglanti saglar (3).

2.4.2. Postnatal donem biiyiimesi
Ramus, dogumda olduk¢a kisa olup postnatal donemde belirginlesir. Ayn1 zamanda,

mandibular dislerin slirmesi i¢in gereken bosluk, korpusun biiyiimesiyle elde edilir (3).

Kondiler biiyime sonucu, mandibula asagi ve ileri hareket eder. Dogumla birlikte,

mandibular a¢1 azalir ve ramus ile mandibulanin gévde kismi belirginlesir. Kondiler
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kikirdak, 30’lu yaslarin baglarina kadar aktif bliylime merkezi olarak varligini siirdiiriir

(39).

Dogum sonrasi, mandibula daha hizli biiyiir ve dis gelisimi ve mekanik kuvvetlerin
sonucunda seklinde meydana gelen degisiklikler, diger kraniyofasiyal kemiklerinkinden
fazladir (39). Mandibular biiytime, ilk y1l 15-18 mm, 2. y1l 8-9 mm, 3.y1l yavaglayarak 5
mm civarinda goriliir. Cocukluk donemi ve adodlesan donemde, kondil superior
kisimlarda posterior kisimlara gore daha fazla biliylime gosterir. Her 1 mm’lik posterior
bliylimeye karsilik, 8-9 mm superior biiyiime goriiliir. Kondil, ortalama olarak
kadinlarda senede 2-2.5 mm ve erkeklerde 2.5-3 mm biiyiime gosterir. Yaklasik her 3
mm’lik superior kondiler biiylime i¢in gonionda yaklagtk 1 mm’lik rezorpsiyon

meydana gelir (42).

Mandibula, kraniyofasiyal kompleks igerisinde biiyiime potansiyeline en fazla sahip
olan yapidir (3). Enlow and Harris, mandibulanin postnatal gelisimi {izerine
calismislardir ve mandibulanin oranlarindaki artisin, kemikte gerceklesen bir seri

apozisyon ve rezorpsiyon sonucunda oldugunu fark etmislerdir (43).

Charles, kondil basinda meydana gelen biiylimenin, mandibular biiyiimeden sorumlu
oldugunu bildirmistir. Bu geleneksel yaklagima gore, kondil primer biiylime merkezidir
ve intrinsik faktorlerle kontrol edilir, endokondral kemiklesme meydana gelir (44).
Erken donem teorilerine gore, kondildeki endokondral kemiklesme, mandibulanin asag:
ve ileri yer degistirmesinde etkili oldugu gibi, mandibulanin boyutlarinin artmasin1 da

saglar (1).

Moss (45) ise, Charles (44) ve destekgilerinin aksine, Fonksiyonel Matriks Teorisini
gelistirmistir. Bu teori, iskeletin orijin, biiyiime ve devamliliginin saglanmasinda
fonksiyonel matriksin yani iskeletle ilgili doku, organ ve bosluklarin etkili oldugunu
bildirmistir. Bu teori ile, kondil biiyiime yeri olarak tariflenmeye baglamistir.
Fonksiyonel Matriks Teorisine gore, ekstrinsik faktorler kondil biiylimesini kontrol
eder. Yani, mandibular biiylime, oral kavitenin fonksiyonlarmma ve onu cevreleyen

kaslara yanit olarak meydana gelir (45).
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Ozetle, kondildeki sekonder kikirdagin ossifikasyon ve proliferasyonu ile tim yiizey
boyunca kemiklerde meydana gelen remodeling ve differansiyal formasyon sonucu
mandibula boyut olarak artig gosterir. Posterior bolgedeki inferior yer degistirme,

anteriordan fazla oldugu i¢in mandibula ileri rotasyon yapar (3).

2.5. Mandibular Kondil

Yetiskinlerde kondilin mediolateral uzunlugu 15-20 mm olup anteroposterior genisligi
8-10 mm’dir (46). Subkondral kemik igerisinde siingerimsi kemik ve vaskiiler kanallar
yer almaktadir. Subkondral kemik, endokondral kemiklesme gosterir ve altindaki
artikiiler kikirdaga yapisal destek saglar . Besinler ya da sitokinler subkondral kemikten
transport edilir, yani subkondral kemik, kikirdak metabolizmasini etkiler. Ayrica, sok

absorbsiyonunu saglar (47).

Mandibular kondilin artikiilasyon yiizeyi ise, kikirdakla kaplidir, kollajen ve
proteoglikan icermektedir. Kikirdak sinir, kan damar1 ve lenfatik sistem icermez;
matriksteki glikozaminoglikanlar (GAG) ve su, besinlerin ve metabolizma artiklarinin

diffiizyonuna izin verir (48).

2.5.1. Mandibular kondilin histomorfolojisi
Kondil, mandibulanin adaptasyon, fonksiyon ve biiyiimesinde 6nemli bir yere sahiptir.
Kondil, mekanik, fonksiyonel ve hormonal uyaranlara yiliksek miktarda cevap

olusturmaktadir (3).

Biiyiimekte olan hayvanlarda mandibular kondil, sadece artikiiler kikirdak olarak gorev
yapmaz, ayni zamanda biliylime kikirdagidir (49). Ramirez-Yafiez ve ark. (50),
maturasyonun farkli asamalarinda bulunan kondrositlerden olusan 4 farkli tabaka
oldugunu ifade etmiglerdir: Superior Artikiiler Tabaka (Fibroz Hiicre Tabakasi olarak da
bilinir), Polimorfik (ya da Proliferatif) Tabaka, Olgun Tabaka ve Hipertrofik Tabaka
(50).

Graber ve ark. (3) ise, TME’ nin sekonder kikirdagini genel olarak 2 tabakaya ayirir: 1)
Artikiiler Tabaka ve 2) Subartikiiler Biiylime Tabakasi.
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Artikiiler Tabaka, artikiiler ylizeye paralel dizilmis kollajen liflere sahip yogun
avaskiiler fibroelastik bag dokusu igerir (3). Artikiiler Tabaka, en digta yer alip ¢enenin
kayma ve siirtiinme hareketlerini kargilar. Fibroblast benzeri hiicrelerden olusmustur.
Cigneme esnasinda kompresif kuvvetlerin geldigi temporal kemigin artikiiler kisimlar

ve kondilin superiorunda kalinlig1 artar (51).

Subartikiiler kondiler kikirdak, iskelet dokusunun gelisim ve maturasyonuyla ilgili bir
seri tabaka icermektedir. Proliferatif veya Prekondroblastik Tabaka, Artikiiler
Tabakanin hemen altinda olup periostal membranin osteojenik tabakasiyla devam eder.
D1s kisminda, farklilagmamis mezenkimal hiicreler bulunmakta olup bunlar daha sonra
skeloblastik kok hiicrelere veya prekondroblastlara farklilasacaklardir (3). Bu hiicreler,
ayn1 zamanda kondiler kikirdak icin rezervuardir. Proliferatif Tabaka, ¢evre uyaranlara

kars1 adaptasyon saglanmasinda oldukca 6nemlidir (52).

Kondroblastik Tabaka, 2 tane alt tabakaya ayrilir; Olgun (Maturasyon) Tabaka ve
Hipertrofik Tabaka. Bu tabakada biiytik, sferik, olgun kondrositler yer alir. Bu hiicreler,
hipertrofik olup c¢ekirdekleri piknotiktir. Hipertrofik hiicrelerin, 3-5 sira distalinde
hiicreler aras1 matriks mineralize olmaya baslar. Daha derindeki tabakalarda ise, kemik

ve kemik iligi bogluklar: kikirdak ile yer degistirir (3).

2.5.2. Mandibular kondilin biiyiime mekanizmasi

Kondil kikirdaginin biiyiime ve gelisiminde ¢esitli asamalar bulunmaktadir. Oncelikle
farklilagsmamis mezenkim hiicreleri, Proliferatif Tabakada kondrositlere doniisiir. Bunu
Hipertrofik Tabakada, kondrositlerin hipertrofisi ve kikirdak matriksin mineralizasyonu
izler. Kalsifiye matriks rezorbe olur ve vaskiiler invazyona yer agmak i¢in Hipertrofik
Tabakadaki matriksin biiyiik bir bolimi yikilir. Osteoblastlara farklilasacak olan kemik
iligi kok hiicreleri ve osteojenik progenitdrler, invaze olan kapiller araciligiyla bu
bolgeye gelirler. Son olarak ise, bu Hipertrofik Tabakanin altinda kemik olusumu

meydana gelir (53).

Biiytime sirasinda kondildeki hiicrelerden sentezlenen, endojen faktorlerle ifade edilen
bir takim olaylar dizisi mevcuttur. Kondrosit ve kondroprogenitor hiicrelerden
sentezlenen Sox9, kondrositlerin farklilasmasini ve kikirdak matriks formasyonunu

diizenler. Kondrositlerin maturasyonundan sonra, hipertrofik kondrositler tarafindan,
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endokondral ossifikasyonun baglamasi i¢in onciil olan Tip X kollajen olusturulur.
Endokondral ossifikasyon sirasinda hipertrofik kondrositler, Vaskiiler Endotelyal
Biiytime Faktorii (VEGF) sentezler ve VEGF, maksimum kemik yapimi esnasinda pik
yapar. Kondrositler ve osteoblastlarda bulunan Core Binding Factor alpha 1 (Cbfal),
kondrositlerin  maturasyonu, kemik matriksi depozisyonu ve osteoblastlarin
farklilagmas1 asamalarinda gorevlidir. Mandibulay1 6ne getiren Bite Jumping Apareyi,
Parathroid hormon-related protein (PTHrP), Indian hedgehog (Ihh), VEGF, Sox9, Tip X
ve Tip II kollajen ekspresyonunu stimule ederek mandibular kondiler biiylimeyi

yonlendirir (54).

2.6. Malokliizyonlar

Malokliizyon, dislerin hatali dizilimi, c¢enelerin malpozisyonu veya bunlarin
kombinasyonunu igerir; siddetine goére kisinin yiiz estetiini etkiler. Modern
ortodontinin babasi Dr. Edward Angle, 1900’lii yillarin basinda, 1. molarlarin
pozisyonuna gore ideal dental okliizyonu tariflemistir. Ideal dental iliskide, iist 1.
molarin meziobukkal kusp tepesi, mandibular 1. molarin bukkal oluguna oturur. Sinif I
malokliizyonda, ideal molar iliski mevcutken ¢arprasiklik veya diastemalar goriilebilir.
Smif II hastalarda ise; mandibular disler, karsit maksiller dislerin daha distalinde
konumlanmis olup, Siif III malokliizyonda; mandibular digler, maksiller dentisyonun

meziyalinde konumlanir (55).

Sekil 2.3. A) Sinif I okliizyon B) Sinif I malokliizyonu C) Smuf II malokliizyonu D)
Siif III malokliizyonu (56)
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2.6.1. Simif II malokliizyonlarin prevalansi

Smif II malokliizyonlar, ortodonti kliniginde en yaygin goriilen malokliizyonlardan
birisidir (5). Mandibular retriizyon, Smif II malokliizyonlarin en yaygin
karakteristigidir. Stmif II malokliizyona sahip beyaz populasyonun %80 ninde problem
mandibular retriizyondur. Geri kalan %?20’sinde ise, problem maksiller gelisim

fazlaligidir (56, 57).

1989-1994 yillar1 arasinda ABD’de yapilan “Ulusal Saglik ve Beslenme Degerlendirme
Calismasinda ¢ocuk (8-11 yas arasi), geng (12-17 yas arasi) ve yetiskinlerde (18-50 yas
aras1) malokliizyon epidemiyolojisini belirlemek amaciyla, 14.000 bireyden veriler elde
edilmigtir. Bulgulara gore, ¢ocuk ve genclerin %30’u normal okliizyona, %50-55’1 Simif
I malokliizyona, yaklasik %151 Sinif II malokliizyona ve %]1’den az1 ise Smif III
malokliizyona sahiptir (56). Proffit ve ark. ise yapmis olduklar1 ¢alismada, ortodontik
tedavi gorenlerde Sinif II malokliizyon prevalansin ortalama %20-30 oldugunu

bildirmislerdir (5).

7 mm ve lizeri overjete sahip siddetli Sinif IT malokliizyonlu bireyler, Amerika Birlesik
Devletlerinin yaklagik 1 milyonluk niifusunu olusturmaktadir ve bu rakama, her yil

ortalama 24,000 yeni vaka eklenmektedir (58).

2.6.2. Simif IT malokliizyonlarin etiyolojisi

Simif II malokliizyonlar, multifaktoriyel etiyolojiye sahip olup; ailesel gegis,
deformiteler, irksal karakteristikler, genetik ve kraniyofasiyal kompleksteki kemiklerin
biiytikliik ve pozisyonu gibi faktorlerin iskeletsel biiyiimeyi etkilemesi sonucu meydana

gelebilir (40).

Ionescu ve ark. ¢evresel etkenlerin kraniyofasiyal yapilar iizerinde 6nemli bir role sahip
oldugunu bildirmistir. Cevresel etkenler, ¢igneme kaslarinin gelisimini etkileyen
cigneme bozukluklari, solunum, yutkunma, konugma gibi fonksiyon anormalileri,
parmak emme, dudak emme, dilin yanlis konumlandirilmas: gibi zararli aligkanliklar
seklinde 3 ana bagliga ayrilabilir (59). Dil ve dudaklardaki dengesiz kas kuvveti, iist
keserlerin proklinasyonuna veya alt keserlerin retroklinasyonuna neden olarak overjet

dedigimiz alt ve iist keserler arasindaki mesafenin artmasina neden olabilir (60).
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Ilaglar, alkol ve viriisler gibi teratojenler de kraniyofasiyal gelisimi etkilemektedir.
Intrauterin donemde veya biiylime gelisim sirasinda meydana gelen travmalar, anormal
cene gelisimine neden olabilmektedir (56). Kronik hastaliklar, uzamis aclik durumlar
veya asirl stres, biiyiime gelisimi etkileyen diger faktorlerdendir. Alerjiler, biiyiik
tonsiller gibi nazofarengeal havayolunu etkileyen faktorler de malokliizyonun diger

nedenleri arasinda yer almaktadir (59).

2.6.3. Simif II malokliizyonlarin ozellikleri
Siif II malokliizyonlar, maksiller ve mandibular dental arklar arasindaki antero-
posterior yondeki uyumsuzluklarla karakterizedir. Malokliizyonun siddeti, ¢esitli dental

ve iskeletsel faktorlere bagli olarak degisiklik gosterebilir (61).

McNamara’nin 1981 yilinda yaptig1 ¢aligmada, dental olarak Smif II divizyon 1 ve 2
malokliizyona sahip 8-10 yaslar1 arasindaki c¢ocuklara ait 277 sefalometrik film
degerlendirilmistir. Vakalarin ortalama %10’unda retriiziv mandibula, normal konumda
maksilla, normal pozisyonda maksiller ve mandibular disler ile artmis vertikal yiiz
yliksekligi oldugu bulunmustur. Bu vertikal yiiz yiiksekligi artisina, daha ¢ok anteriorda
rastlanildig1 rapor edilmistir. McNamara bu ¢aligmayla, Sinif II malokliizyonlarin, daha
cok mandibular yetmezlikten kaynaklandigini bildirmistir (57). Bu nedenle, tedavi
secenekleri maksiller distalizasyondan ¢ok mandibular ilerletmeyi gerektirmektedir ve

farkli fonksiyonel aparey tipleriyle mandibular biiyiime arttirilabilir (62).

Alt ¢ene geriligine bagli Smif II malokliizyonlarda genel olarak, konveks bir profil,
normal nazolabial ag1, prokline maksillar kesiciler, protriize alt dudak ve belirgin bir
labiomental kivrim mevcuttur. Ayrica mandibula, geriye ve asag1 rotasyon yaparak, kisa

ramus yiiksekligine ve mandibular diizlem ag¢isinin artmasina yol acar (63).

2.6.4. Simif II malokliizyonlarin tedavi secenekleri

Tedavi secenekleri yaga, malokliizyonun siddetine, hastanin biiylime potansiyeline ve
sikayetine gore c¢esitlilik gostermektedir. Bazi tedavi protokolleri, list molarlarin
distalizasyonu ve st premolarlarin ¢ekimi gibi maksiller dental arkin tedavisine

odaklanirken; fonksiyonel apareylerle mandibulanin biiylimesinin stimiile edilmesini ve
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iskeletsel olarak mandibulanin ileri atilimini hedefleyen tedavi segcenekleri de mevcuttur

(58).

1920 yilinda Angle ve takipgileri Smif II hastalarin tedavisinde smif II elastikleri
kullanmaya baslamislardir. Onlara gore sif II elastikler, dental degisikliklerin yani
sira, mandibulanin biiylime gelisimini uyarmakta ve maksillaninkini ise frenlemektedir
(56). Charles Tweed de, Angle’in goriisiinii destekler nitelikte ¢cekime karsi ¢ikmis ve
cekimden uzak durmustur; fakat, takip eden yillarda basarisiz sonuglar ve yiiksek niiks
oranlar1 oldugunu gormiistiir. Ardindan Tweed 1940 yilinda, dis c¢ekimi secenegini
sunmus ve c¢ekim, Siuf II malokliizyonlarin tedavisinde siklikla kullanilmaya

baslanmstir (3).

Son donemlerde, gecici ankraj aygitlari (TAD) gibi yeni nesil tedavi metodlart da
kullanilmaktadir. Ozellesmis kemik vidalar1 ya da mini plaklar ile iskeletsel ankraj

saglanabilir ve cerrahi prosediirlere olan ihtiyac azaltilabilir (64).

Siddetli iskeletsel uyumsuzluk bulunan hastalarda ise, ortodontik tedavi tek basina

yeterli olmayabilir ve ortognatik cerrahi gerekebilir (58).

2.6.4.1. Maksiller distalizasyon

Smif II malokliizyonlarin en eski tedavi segeneklerinden birisi, ekstraoral ankraj ile
maksillanin distalizasyonudur (56). Headgearin hem iskeletsel, hem de dental etkileri
bulunmaktadir. Headgear, son derece giivenli ve efektif bir aparey olsa da, bazi olumsuz

ozelliklere sahiptir. Yan etkilerinden birisi, maksiller molarlarin ekstriizyonudur (65).

Maksilla, sefalometride iyi pozisyondaysa ve yumusak doku profili iyiyse, ortopedik
etkiye daha az ihtiya¢ duyulur. Eger maksiller molarlarin sadece dental olarak
distalizasyonu gerekliyse, Pendulum, Magnets, Wilson distalizasyon arklar1 gibi

hareketli veya sabit apareyler kullanilabilir (56).

2.6.4.2. Mandibular protraksiyon
Bazi hastalarda, maksilla ideal pozisyondayken, mandibulada yetersizlik mevcuttur ve
bu, yumusak doku profiline de yansimaktadir. Bu durumda ideal tedavi sekli,

mandibulanin ileri alinmasidir. Eger Simif II malokliizyon hafifse, iyi kullanilmig
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elastikler tam bir diizelme saglayabilir. Hastaya Twin Block, Bianator ve Frankel gibi
bazi1 hareketli apareyler kullandirilabilir. Bu tedavi seceneklerinin hepsinde, ideal Sinif I

kanin ve molar iligkinin saglanabilmesi i¢in hastanin kooperasyonu gerekmektedir (56).

2.7. Fonksiyonel Apareyler

2.7.1. Tanim ve tarihge

Fonksiyonel apareyler, mandibulayr asagida ve Onde konumlandirarak mandibular
biiylimeyi arttiran bir grup aparey olarak tarif edilebilir. 1879 yilinda Kingsley, “Bite
jumping apareyi” olarak adlandirilan dis destekli bir aparey gelistirmis olup, alt ¢ceneyi
onde tutmayr amaglamistir. Kingsley’in bu tasarimi, literatiirde en eski fonksiyonel

aparey olarak kabul edilmektedir (66).

2.7.2. Fonksiyonel apareylerin tedavi zamanlamasi

2000 yilinda Baccetti ve ark.’nin (67), fonksiyonel apareylerin iskeletsel ve dental
etkilerini sefalometrik olarak karsilastirdiklar1 ¢alismada, Sinif II hasta gruplarina
bliylime atilim doneminde veya Oncesinde Twin-Block apareyi uygulanmistir. Bu
calismaya gore, Smif II malokliizyonlarin fonksiyonel tedavisinde en ideal tedavi
zamani, biliylime hizinin pik yaptig1 pubertal donemdir. Cesitli caligmalarda, pubertal
donemde yapilan fonksiyonel tedavilerin, daha erken yaslarda yapilan tedavilere gore
daha basarili sonuglar verdigi rapor edilmistir. Pubertal donemde yapilan fonksiyonel
tedavi ile molar iligkinin iskeletsel olarak diizeltiminin daha fazla oldugu, kondilin daha
fazla posterior biliylime gosterdigi, ramus yliksekligi ve mandibular uzunlugun daha

fazla arttig1 bildirilmistir (68).

Giliniimiizdeki calismalar, tedavi etkilerinin maksimum olmasi1 ve tedavi sonrasi
retansiyon siiresinin kisaltilmasi i¢in tedavi zamanlamasinin ¢ok 6nemli oldugunu

belirtmektedir (67).

2.7.3. Simif II malokliizyonlarda fonksiyonel apareylerin mekanizmasi

Fonksiyonel apareyler, kondiler biiyiimeyi yeniden yonlendirerek etki gdosterirler.
Baccetti ve ark. (Twin-Block) ve Fatlin ve ark. (Bionator) tarafindan gergeklestirilen her
iki calismada da, fonksiyonel aparey tedavisinin ardindan kondilin, condylon noktasi

iizerinden gegerek posterior repozisyon yaptigi rapor edilmistir (67, 69). Baccetti ve ark.
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pubertal pik doneminde Twin-Block kullanan hastalarda, kondilin superio-posterior
yonde biiylidiigiinii ve daha posteriorda olacak sekilde yeniden konumlandigini
bulmuslardir. Ayrica, kondilin bu pozisyonel degisiminin gonial aginin artmasiyla
sonuglandigint ve total mandibular uzunlukta artis meydana geldigini bildirmislerdir

(67).

Fonksiyonel apareylerle mandibula, 6ne getirilerek mandibular kondilin fossaya dogru
ilave biliylime gostermesi beklenir. Yumusak dokularin elastisisitesi, maksillaya karsi
reaktif kuvvet olusturur ve maksiller bilyiimeyi kisitlar (70). iskeletsel etkiye ek olarak,
fonksiyonel apareyler alt dentisyonda protriiziv kuvvet olusturur ve iist dentisyonda

retraksiyon kuvvetleri meydana gelir.

Siif II malokliizyonlarin fonksiyonel apareyler ile tedavisinde diger bir teori ise,
iskeletsel degisimden ziyade alveolar kemigin kaymasi seklinde dental degisimin
olduguna dairdir. Baccetti ve ark. Twin-Block apareyini artmis overjete sahip biiyiime
atilim evresinde olan hastalarda kullanmislar ve overjet diizeltiminin hem iskeletsel
(%54), hem dental (%46) olarak saglandigini bildirmislerdir. Yine bu c¢alismada, aktif
fonksiyonel tedavinin ardindan mandibular keserlerde proklinasyon artis1 gézlenmistir

(67).

Diger bir alternatif gorlis ise fonksiyonel apareylerin mandibular biiylimeyi tesvik
etmesidir. Cozza ve ark. karsilastirilan 32 grubun 23’{inde mandibular uzunlugun (Co-
Gn/Pg) klinik olarak énemli miktarda arttigini (yaklasik 2 mm) bildirmistir (71). Chen
ve ark. ise, Co-Gn veya Co-Pg uzunluklarina baktiginda, kontrol ve tedavi gruplari
arasinda fark olmadigini rapor etmistir (72). Birbirine ters bu sonuglar, hasta

poplilasyonunun bilyiime mekanizmalarindaki degiskenlige bagl olabilir (71).

2.7.4. Fonksiyonel apareylerin simiflamasi

Fonksiyonel apareyler, sabit veya hareketli intraoral apareylerdir. Genel olarak 3 gruba
ayrilirlar:

Tip I: Doku destekli hareketli apareyler olup sadece Frankel Fonksiyonel apareyi bu
gruptadir (73).
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Tip II: Dis destekli hareketli apareylerdir ve aktivatdr, bianator ve twin-block
apareyleri bu gruptadir. Iskeletsel ve dental etkiler amaciyla kullamlmakta olup
mandibula, apareylerle asagi ve onde tutulur. Kaslarda mandibulay1 orjinal konumuna
getirmek icin aktivite artist meydana gelir ve bu da yumusak dokularda gerilme

meydana getirir (70).

Tip III: Dis destekli sabit apareylerdir ve Herbst, MARA, Jasper Jumper, Forsus FRD
Sabbagh Universal Spring (SUS) bu grupta yer almaktadir (61).

2.7.4.1. Monoblok apareyi
1902 yilinda, Pierre Robin tarafindan glossoptosis sendromlu hastalarin tedavisi igin

gelistirilmistir. Kingsley’in plagina benzemekte olup lingual kaideler icermektedir (66).

2.7.4.2. Aktivator

1935 yilinda Andresen ve Héupl, “Norwegian Sistemi” olarak bilinen tasarimlarin
tanitmislardir. Aparey, dudak ve dil ile aktive edildigi icin aktivator ismi verilmistir.
Fonksiyonel uyarilar, apareyler aracilifiyla dislere ve iskelet sistemine iletilmektedir

(66).

Aktivator, morfolojik dis anomalisi olan hastalarda, yas ve dental gelisim sathalarindan

bagimsiz olarak kullanilabilir (3).

2.7.4.3. Bionator

1964 yilinda, Balters tarafindan Andresen’in apareyinden daha az hacimli olacak
sekilde modifiye edilmistir. Balters, apareyin hacmini azaltarak hastalarin daha rahat
takmalarini saglamistir, boylece hastalar, apareyi hem geceleri, hem de giindiizleri
takabilmiglerdir. Bu apareylerin kullanilabilmesi, stomatognatik sistemin dogal
uyaranlarina baglt oldugu ig¢in, hastalarda muskiiler disfonksiyonun olmamasi

gerekmektedir (66).

2.7.4.4. Fonksiyonel Regiilator
Frinkel apareyi, Rolf Frankel tarafindan 1957 yilinda gelistirilmis olup tek gercek doku
destekli apareydir. Bu aparey, II. Diinya Savasi’ndaki askerlerde kullanilarak

gelistirilmis olup, tedavi sonrasinda stabil sonuglarin elde edilebilmesi i¢in oncelikle
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orofasiyel ve néromuskiiler sistemin diizeltilmesi gerektigini savunmustur (74). Istenen
iskeletsel degisikliklerin ancak ndromuskiiler sistemin normal fonksiyonunun
saglanmasiyla elde edilecegine inanmistir. Bu apareylerin dezavantaji, Bianator ve
Aktivatorden daha hacimli olmasi ve daha fazla tel dizaym icerdigi i¢in distorsiyona

daha yatkin olmasidir (75).

Frankel 2 apareyi, Smuf II malokliizyonlarin tedavisi i¢in kullanilan tiirtidiir.
Mandibulay ileride konumlandiran bu aparey, bukkal yastiklar1 araciligiyla bukkal
kaslarin baskisini azaltirken, labial arklar araciligiyla da alt dudagin baskisini kisitlar.
Frankel, apareyin dudak ve yanak egzersizleriyle kullanilmasini 6nermis ve apareyin

giindiizleri de kullanilmasinin gerekli oldugunu vurgulamistir (3).

2.7.4.5. Twin Block

1977 yilinda William J. Clark, alt ve iist posterior digleri kaplayan 2 ayr plaktan olusan
ve 45-70° agiyla birbirine temas eden okluzal isirma bloklar1 iceren Twin Block
apareyini tanitmistir (76). Ust 1sirma bloklar, iist 2. premolarlarin meziyal kenarma
kadar uzatilarak bukkal segmentin okluzal yiizeyini kaplar. Alt 1sirma bloklari ise, alt 2.
premolarlarin distal kenarina kadar uzatilir. Isirma bloklar1 temas ettiginde, istenen
proprioseptif uyaran olusur ve mandibula 6ne getirilerek biiytimesi uyarilir. Apareyin
konforlu yapist nedeniyle, tiim giin takilabilmesi ve hastanin kolayca alismasi
miimkiindiir. Kilit mekanizmalari, mandibular hareketlere izin verdiginden ¢igneme
esnasinda da kullanilabilir. Bu durum, ortopedik kuvveti arttirir ve tedaviye yaniti

lyilestirir.

Twin Block tedavisi 2 asama igerir. Birincisi aktif faz, ikincisi ise destekleme fazidir.
Aktif faz yaklagik 6-12 ay siirmekte olup sagital ark iliskilerini diizeltilir. Molar
iligkileri bu asamanin sonunda Sinif I iligkiye getirilir, fakat bazen premolar bolgesinde
lateral open bite’lar olusabilir (76). ikinci asamada ise amag, okliizyonun oturmasini ve
elde edilen diizelmenin devamliliginin saglanmasidir. Bu faz yaklasik 4-6 ay siirer ve
bunu 3-6 aylik retansiyon periyodu takip eder (77). Tedavinin etkili olabilmesi igin
hastanin apareyini diizgiin kullanmas1 ¢ok Onemlidir. Bu nedenle, kooperasyon

problemi olan hastalar i¢in, aparey yapistirilarak sabit olarak da kullanilabilir (76).
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2.7.5. Fonksiyonel apareyler ile Simif I1 diizeltiminde iskeletsel ve dental etkiler

2.7.5.1. Hayvan calismalarinda tedavinin etkileri

Son yillarda fonksiyonel apareylerin mandibular biiylimeye etkileriyle ilgili pek ¢ok
hayvan calismasi yapilmistir. 1984 yilinda Hinton ve McNamara, maymunlarda
yaptiklar1 ¢aligmada, mandibulanin 6nde konumlandirilmasiyla glenoid fossanin
posteriorunda kemik yapimi ve temporal kemikte adaptasyon oldugunu gostermislerdir
(78). Yapilan cesitli hayvan caligmalarinin sonuglari, fonksiyonel degisimlere bagh
olarak iskeletsel adaptasyon meydana geldigini desteklemektedir. Iyi bir okluzal
kapanis elde edildikten veya biiylime tamamlandiktan sonra apareyler ¢ikarildiginda,

uzun déonemde bu adaptif degisimlerin stabil oldugu rapor edilmistir (68).

2.7.5.2. Klinik ¢calismalarda tedavinin etkileri

Sinif II malokliizyonlarin fonksiyonel apareylerle diizeltimiyle sunlar elde edilmektedir:

o Maksillanin 6ne biiytimesi sinirlandirilir,

o Maksiller molarlarin meziyal hareketi engellenir veya distalizasyonu saglanur,

o Maksiller keserlerin retroklinasyonu ve mandibular uzunluk artis1 saglanir,

o Mandibular molarlarin meziyal hareketi ve mandibular keserlerin proklinasyonu
saglanir.

“Headger-etkisi” olarak tariflenen maksiller biiylimenin sinirlandirilmasi, kullanilan
fonksiyonel apareyin tipine baglidir. Mills ve McCulloch, Twin Block tedavisinin SNA
acisini azalttigini gostermistir (79). Calismalarin ¢ogunda kontrol grubuna gére Twin
Block apareylerinin mandibular uzunlugu 2-4.2 mm arttirdigr (79), Herbst apareyinin
ise 1.3-3.5 mm arttirdig1 bildirilmistir (80). Cesitli ¢alismalar, fonksiyonel aparey
tedavilerinin ardindan, mandibular molarlarin 1.2-1.7 mm meziyal hareket ve

mandibular keserlerin 1.8-7.9° proklinasyon gdsterdigini bildirmistir (79).
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2.8. Lazer

2.8.1. Lazerin tanim ve tarihcesi

“Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation”, yani “Radyasyonun
uyartlmis emisyonu ile 1s18in gii¢lendirilmesi” (81) kelimelerinin bas harflerinden
meydana gelen lazer tanimi, 1957 yilinda Gordon Gould tarafindan yapilmis olup
elektromanyetik radyasyonun kisa dalga boyu ve odagindaki formu olarak tarif

edilmistir (82).

1916 yilinda Einstein, uyarilmig salinimi tanimlayarak lazer kavraminin temellerini
atmigtir. 1958 yilina kadar teorik bilgi seviyesinde kalan lazer kavrami, Schalow ve
Townes tarafindan MASER (Microwave Amplification by Stimulated Emission of
Radiation) teorisinin tanimlanmasiyla 6nem kazanmaya baslamistir (83). Deneysel
olarak ilk lazer, 1960 yilinda Theodore Harold Mainman tarafindan, kromiyum oksit ile
kapli aliminyum oksitten yapilmis sentetik bir yakut (ruby) kristalinden iiretilmistir.
Tipta ¢esitli amaclarla kullanilmakta olan lazer sistemleri, 1990 yilinda Amerikali dig
hekimi Terry Myers’in, Neodmiyum: Yttrium Aliiminyum Garnet (Nd:YAG) lazeri
gelistirmesiyle birlikte dis hekimliginde de kullanilmaya baslanmistir (84).

2.8.2. Temel lazer fizigi

Uzayda yayilim goOsteren bir enerji olan elektromanyetik radyasyonun, en kiiciik
formuna foton denmekte olup frekans ve dalga boyu ile ifade edilmektedir (85).
Atomlarin enerji absorbe etmeleri sonucu daha yiiksek enerji diizeyine ¢ikma ozelligi,
lazerlerin caligma mekanizmas: i¢in ¢ok Onemlidir. Pompalama sistemi ile digaridan
aktarilan enerji, aktif maddeyi uyarir ve atomlar1 kararsiz hale getirir. Atomlarin
elektronlar1 bir iist seviyeye c¢ikar ve eski seviyelerine donerken foton yayarlar (86).
Belirli bir enerjiye sahip foton, uyarilmis bir atoma carparsa bu foton ikinci atomun da
uyarilmasina yol agar. Boylece ikinci foton, kendisine carpan ilk fotonla ayni enerjiye
ve ayni hareket yoniine ulagir. S6z konusu enerji transferinde olusan fotonlar, esit enerji
diizeyine ve frekansa sahip olup ayn1 yonde hareket ederler. Boylece lazer, diger 151k
kaynaklarindan farkli olarak monokromatizm, kolimasyon ve koherens 6zelliklerini bir

arada bulunduran yiiksek bir enerji kaynagi haline gelir (84, 85, 87).
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Lazer sistemleri temel olarak aktif maddeyi iceren rezonans odasi (optik kavite),
pompalama sistemi ve optik par¢alardan olusurlar. Bu parcalar disinda cihazlar sogutma

sistemi, iletim apareyi vs. gibi mekanik pargalara da sahiptirler (84, 88).

() Uyanlms atomlar

Pompalama
mekanizmasi (8] Uyanlmams atomlar
o Jols. s Jool ton
m @ OO ® O Oe| LAZER
ole%el Yar | Je e iN
Tam yansiticiayna l;z::::ﬁ? l l Kismiyansitici ayna

Aktif madde

Sekil 2.4. Lazerin olusumu (84)

2.8.3. Lazer 1sinlarinin temel ozellikleri

2.8.3.1. Monokromatizm
Lazer kaynaginin iirettigi 151k tek bir dalga boyundan ve tek renkten olusur, buna lazerin
monokromatik 6zelligi denir. Lazerin biyolojik ve klinik etkileri acisindan bu 6zellik

olduk¢a dnemlidir (85).

2.8.3.2. Kollimasyon

Lazer 15181, kaynagindan ¢iktiktan sonra sekli ve dogrultusunda herhangi bir degisiklik
olmadan ayni yonde hareket eder ve bu, lazer 1s181n1 olusturan tiim dalgalarin birbirine
paralel olmasindan kaynaklanir (85). Lazer 1s1n1 dogrusal, giiglii ve konsantredir. Buna
lazerin paralellik 6zelligi denir (84). Bu ozellik, kiiclik odak alanlarina bile yiiksek

enerji iletimi yapabilmesini saglar (85).
2.8.3.3. Kohorens

Lazer 15181 koherenttir ve biitlin fotonlar ayni fazda bulunur (84). Kohorens terimi, lazer

kaynagindan c¢ikan tim 1s1k dalgalarinin es fazli bir 151k demeti olusturduklarini
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anlatmaktadir. Es fazli terimi ise, demeti olusturan tiim dalgalarin ayni frekansta

oldugunu ve ayni fazda titrestiklerini ifade eder (85).
2.8.4. Lazer doku etkilesimleri

2.8.4.1. Optik etkilesimler

Lazer 1s181mmin doku ile etkilesimi dokunun optik 6zelliklerine gore dort farkli sekilde
gergeklesir:

1. Emilim (Absorbsiyon)

2 Gegis (Transmisyon)

3. Yansima (Refleksiyon)

4 Sacilma (Scatter) (84, 89).

‘Sagima
. 3

i -

Sekil 2.5. Lazer 1s1m1 dis dokusu etkilesimleri (90)

Emilim (Absorbsiyon)

Ik ve en ¢ok istenilen doku lazer etkilesimi olup dokunun yapisal 6zelliklerine, lazerin
dalga boyuna ve yayilim tipine gore, lazer 1s18in1 hedef doku igerisine ge¢mesidir.
Dokular igerisinde bulunan ve spesifik bir dalga boyuna sahip lazer 1s181n1 absorbe eden
yapilar “kromofor” olarak adlandirilir. Lazer 15131mmin dokudaki penetrasyon derinligi

absorbsiyon miktari ile ters orantilidir (87).
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Gecis (Transmisyon)

Ikinci etkilesim, lazerin derindeki hedef doku igerisine yiizeysel dokularla herhangi bir
etkilesime girmeden gecmesi ve hedef doku araliginda etkisini gostermesidir (84, 89).
Penetrasyon derinligi, lazer radyasyonunun belirli bir dalga boyunda dokuda ulastig1 en
derin noktanin ylizeye olan uzakligi seklinde tanimlanabilir. Biyostimiilasyon
uygulamalarinda, transmisyonun daha fazla oldugu dalga boyundaki lazerler tercih

edilmelidir (91).

Yansima (Refleksiyon)

Yansima, lazer 151¢min hedef dokuda herhangi bir etkilesime girmeden yilizey dokudan
geri donmesidir. Dokularin homojen olmayan yapisi lazer 151gimin yansimasinda en
onemli faktordiir. Bu etkilesim, lazer giivenligi acisindan Onemlidir. Ciiriik tespit

yontemlerinde de bu 6zellikten yararlanilir (84).

Sacilma (Scatter)

Lazer 151831min doku igerisinde sacgilmasi, hedeflenen bolgeye istenilen miktarda enerji
transfer edilmesine engel olacak ve istenilen biyolojik etki elde edilemeyecektir. Sagilan
lazer 15181 komsu dokularda absorbe edilerek 1s1 transferine neden olarak istenmeyen

hasarlara yol acabilir (84, 85).

Sacilma miktar1 ve emilim miktar1 ters orantilidir. Dis hekimligindeki dolgu

materyallerinin polimerizasyonunda bu 6zellikten yararlanilir (84).

2.8.4.2. Biyolojik etkilesimler
Dalga boyuna, enerji miktarina, 1sinlanma siiresine ve dokularin &zelliklerine bagh

olarak degisiklik gosteren lazerin dokudaki biyolojik etkilesimleri sdyledir:

Fotokimyasal etki

Fotokimyasal teoriye gore, doku kromoforlar1 lazerin absorbsiyonunu gergeklestirir. Bu
bahsedilen kromoforlar, hiicre i¢i veya dist molekiiller, hiicre zar1 molekiilleri ya da
enzimler olabilir. Kromoforlarin uyarilmasi, lazerin dokularda meydana getirdigi etkiler

acisindan dnemlidir (92).
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Fototermal etki
Medikal lazerler, 151k enerjisini dokuya ileterek enerjinin absorbsiyon araciligiyla 1siya
doniislimiinii saglarlar. Bu mekanizma ile dokuda insizyon, eksizyon, koagiilasyon ya

da vaporizasyon yapmak miimkiin olur (88).

Fotomekanik etki
Yiiksek enerjiye sahip lazer 1s13min yliksek frekanstaki uygulamalarinda dokularda
dogrusal olmayan degisiklikler gerceklesir ve dokunun optik oOzellikleri degisir.

Fotoablasyon ve fotoakustik etki bunlara 6rnektir (89).

2.8.5. Dis hekimliginde lazer tipleri

Optik kavite igerisindeki kimyasal elementler, molekiiller veya bilesikler bulunan kisma
aktif ortam denir. Aktif ortam, lazer enerjisinin kaynagidir; gaz, sivi, kristal veya kati
durumdaki yar1 iletken bir madde olan aktif maddeye gore, lazerin jenerik ismi

belirlenir (84).

2.8.5.1. Helyum-Neon lazerler

He-Ne lazerler, diisiik doz lazer olup %80 oraninda helyum ve %20 oraninda neon gazi
icermektedir (93). Neon aktif maddeyi olustururken; helyum ise enerji yiikleme, yani
pompalama gazini olusturmaktadir. Dalga boyu 633-655 nm olan Helyum-Neon lazer
ile dokularda biyostimiilatif etki olusturulabilir. Hiicre igerisinde ortaya ¢ikan oksijen
radikallerine bagli nekroz meydana gelebilirken, 151k kaynagina devamli bakilmasi
durumunda gozde harabiyet olusabilir. Yiiksek dagilim ile diisiik absorbsiyon 6zelligine
sahiptir ve bu 6zelligi nedeniyle siklikla dermatolojide transkiitan uygulamalar icin

kullanilmaktadir.

Kollajen liflerinin ve hiicrelerin ¢ogalmasi gibi bazi histokimyasal degisiklikler
meydana getirdikleri bildirilmis olup yarali dokuya uygulandiginda kollajen sentezinde,
riboniikleik asit (RNA) sentezinde ve kan akiminda artisa neden oldugu, boylece
iyilesmeyi hizlandirdigr  diisiiniilmektedir. Ayrica, agrilarin  azaltmasinda da

kullanilmaktadir (92, 94).

27



2.8.5.2. Argon Iyon lazerler

Aktif maddesi argon gazi olup, goriilebilir spektrumun 488 nm dalga boyunda mavi ve
514 nm dalga boyunda ise mavi-yesil renkli 151k demeti olusturan her iki tipi de dis
hekimligi pratiginde kullanilmaktadir (95). Her iki lazer tipinde de 151k demetinin
dokuya iletimi fiberoptik sistem ile saglanir (81). 488 nm dalga boyunda yayilim
gosterebilmesi i¢in komforokinonu aktive etmesi gerekir. Komforokinon, kompozit
rezin materyallerinin sertlesmesini baslatan foton indiikleyicisidir (84). 514 nm dalga
boyu hemoglobin, melanin, hemosiderin i¢eren dokulardan ¢ok iyi sogrulurken; dis sert
dokularinda ve suda iyi sogrulmaz. Bu nedenle, diseti operasyonlar1 esnasinda ¢ok iyi
hemostaz saglarken, mine ve dentin gibi sert dokularda herhangi bir zarara yol agmaz.
Yiiksek vaskiilarize lezyonlarin tedavisi i¢in en uygun lazer tipleridir. Her iki dalga

boyunda da, ¢iiriik teshisinde kullanilabilir (96).

2.8.5.3. Karbondioksit (CO; ) lazerler

Patel tarafindan 1964 yilinda kesfedilmis (97), aktif madde olarak CO, gazi iceren,
dalga boyu 10.600 nm olan, elektromanyetik spektrumun goériinmeyen kizil Gtesi
kisminda bulunan lazerdir (81). Su tarafindan ¢ok iyi sogrulur, yumusak dokuyu
kolayca keserek koagiile eder ve oldukca iyi hemostaz saglar. Dokudaki penetrasyon
derinligi ¢ok az oldugu i¢in mukozal lezyonlarin tedavisinde kullanilir. Siki fibroz
dokular1 vaporize etmek amaciyla kullanilir. Erbiyum lazerlere gore, hidroksiapatit
tarafindan daha yiiksek oranda sogurulduklari i¢in, dis dokusuna komsu yumusak doku
alanlarinda calisirken dis dokularinin metal koruyucular ile ortiilmesi gerekmektedir.
Karbondioksit enerjisiyle mine ve dentin yiizeyinde erime, buharlagsma, kollajen matriks
karbonizasyonu, rekristalizasyon gibi mikro yapisal degisiklikler ortaya ¢ikar. Devaml
modda karbondioksitin dis sert dokularinda kullanimi smirlidir (94). Ciinkd,
karbonizasyon ve dis yiizeyinde c¢atlaklara yol a¢maktadir. Atimli karbondioksit
lazerler, diigiik enerjide kullanildiginda mine ve dentini aside karsi daha direncli hale
getirir. Ayn1 zamanda, pulpada herhangi bir termal hasara neden olmadan servikal

dentin hassasiyetini 6nleme konusunda basarilidir (98).

2.8.5.4. Neodmiyum: Yttrium-Aliiminyum-Garnet lazerler
Nd:YAG lazer, 1964 yilinda gelistirilmis olup (99), aktif maddesi neodmiyum iyonlari
ile nadir elementler olan yttrium, aliiminyum ve garnet kristallerinin kombinasyonu olan

bir kati faz lazer tliridiir. Elektromanyetik spektrumda kizil otesi aralifa yakin
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gorinmeyen 1064 nm boyundaki dalga boyunda caligmakta olup iletimleri optik
fiberlerle saglanir (81). Nd:YAG lazer, melanin tarafindan kuvvetli bir sekilde absorbe
edilirken, hemoglobin tarafindan daha az absorbe edilir. Sudan % 90 oraninda direkt
gecis gosterir ve herhangi bir degisiklige ugramadan ilerler. Kisa atimli ama yiiksek pik
enerji seviyesiyle dokularin debritmaninda, kesiminde ve koagiilasyonun saglanmasinda
kullanilirlar. Nd:YAG lazerler, dis sert dokular tarafindan iyi sogrulmadig icin, dise
komsu yumusak doku cerrahisinde kullanilmasi giivenlidir. Bu lazerler, defokus halinde
ancak birka¢c milimetreye kadar doku penetrasyonu gosterdigi ig¢in pulpal analjezi
saglamada, aftoz iilser tedavisinde ve hemostaz amacli da kullanilabilirler (100). Ayrica,
digeti konturlarinin diizeltilmesi, frenektomi ve gingivektomi i¢in kullanilmaktadirlar.
Dis sert dokularinda, yiizey piiriizlendirme ile dis hassasiyetinin giderilmesinde
kullanilirlar. Ayn1 zamanda baslangi¢ ¢iiriikk lezyonlarinin uzaklastirilmasi1 ve pulpa

ekstirpasyonunda kullanilmaktadirlar (101).

2.8.5.5. Erbiyum lazerler

Erbiyum lazerler elektromanyetik spektrumun goriinmez kizil 6tesi kisminda yer alirlar.
Farkli dalga boylarinda benzer 6zellikler gosteren iki tipi vardir: Er:Cr:YSGG lazer ve
Er:YAG lazer. 2780 nm dalga boyunda olan Er:Cr:YSGG lazerin aktif maddesi ,
erbiyum ve krom ile yttriyum, skandiyum, galyum ve garnet kristallerinin karigimi iken,
2940 nm dalga boyuna sahip Er:YAG lazerin aktif maddesi ise erbiyum ile yttriyum
aliminyum garnet kristallerinin karigimindan olusur (81). Her iki dalga boyunun da
hidroksiapatite yiiksek afinite gosterirler ve yliksek oranda absorbe olurlar. Er:YAG
lazerlerin affinitesi, Er:Cr:YSGG’ye gore %20 daha fazladir. Suyun mineral yapilar
icerisinde ani buharlagsmasi, ¢ok biiylik bir hacim artisina yol agarak ¢evredeki
materyalin tamamen parg¢alanmasini saglamaktadir (102). Bu etkinin, tedavi esnasinda

pulpanin 1s1sin1 yaklagik 5°C diistirtilebildigini gosteren calismalar mevcuttur (88).

Erbiyum lazerlerin, su ve hidroksiapatit tarafindan absorbsiyonu ¢ok iyidir ve bu, sert
dokularda termal zarar olusturmaksizin ablasyonun gerceklesmesine olanak tanir. Dig
ve kemik dokusunun her ikisi de hidroksiapatit ve su igerir, bu nedenle yapilan
caligmalar erbiyum lazerlerin sert dokuda gerceklestirilen cerrahi islemlerinde en iyi
alternatif olduklarimi bildirmektedir. Yumusak dokularin cerrahisinde de basarili
sonuclar vermektedirler. Bu lazerlerin hemostatik 6zellikleri sinirlidir; ¢iinkii cerrahi

bolgesindeki kanin sadece yiizeyindeki suyu buharlastirirlar (84). Yapilan ¢alismalar,
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konvansiyonel cerrahi uygulamalar ile erbiyum lazerler kullanilarak yapilan sert doku
uygulamalarinin ardindan elde edilen iyilesme hizlarini karsilagtirmislar. Erbiyum lazer

cerrahilerinin, iyilesme hizlarinin daha {istiin oldugunu gostermislerdir (103).

2.8.5.6. Galyum- Aliiminyum-Arsenid (Diyot) lazerler

Aktif maddeleri yar1 iletken olan diyot lazerlerin, Aliiminyum-galyum-arsenid
(AlGaAs) igeren versiyonlar: 810 nm; indiyum-galyum-arsenid (InGaAs) igeren tipleri
ise 980 nm dalga boyunda emisyon yaparlar. Yeni gelistirilen 1064 nm dalga boyunda
diyot lazerler de bulunmaktadir. Portatif cihazlar olan diyot lazerler, “soft lazerler”
olarak da bilinmektedirler. Bu lazerlerin, hemostaz saglama yetenegi argon lazerler
kadar hizli olmayip, derin dokularda iyi penetrasyon, pigmente dokularda yiiksek
absorbsiyon ve dise ait sert dokularda diisiik absorbsiyon 6zelligi gosterirler.Bu sebeple,
komsu yumusak dokularin cerrahisinde giivenli olarak kullanilabilirler. Devamli dalga
emisyon modunda kullanildiklarinda hedef dokuda meydana gelebilecek olast 1s1 artigini

engellemek icin, bu lazer sistemlerinde sogutucu sistemler bulunmaktadir (104).

Biyostimiilasyon, polimerizasyon, agrinin  azaltilmasi, sterilizasyon, diseti
operasyonlar1, yuamusak doku cerrahileri, koagiilasyon ve pigmentasyonlarin giderilmesi

gibi tedavilerde yaygin olarak kullanilmaktadir (81).

Ayrica, 655 nm goOriiniir dalga boyunda ¢iirlik derecesini niceliksel olarak
hesaplayabilen diyot lazer (laser fluorescence) Tiretilmistir. Diisikk enerji
yogunlugundaki diyot lazerlerin, fibroblastlarin ¢ogalmasini da indiikledigi bildirilmistir

(101).

2.8.6. Diisiik doz lazer terapisi (DDLT)
Diisiik doz lazerler i¢in aktif ortam gaz (eg. He-Ne lazerler) olabilir ya da galyum
arsenid (GaAs) veya galyum aliiminyum arsenid (GaAlAs) olabilir. Genellikle yakin

kizil 6tesi spektrumda (800-1000 nm) bulunan, giicii 1 mw ile 500 mw/cm2 (0.5 Watt)
arasinda olan diigiik giligteki bu lazerlerin, doku rejenerasyonunun arttirilmasi, agrinin
ya da inflamasyonun azaltilmasi i¢in kullanilmasi diisiik doz lazer terapisi seklinde
tariflenebilir (105). Spesifik dalga boyu ve enerji seviyesine sahip bu lazerler, dokularda
termal degisikliklere neden olmadan hiicrenin biyokimyasal yapisini, proliferatif

aktivitenin stimiilasyonunu ya da inhibisyonunu etkilerler. DDLT nin olusturdugu 11k
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hiizmesinin (light beam) giicli az oldugu i¢in (1-500 mW), DDLT 1s1 artigi, dokuda
yanik olusumu ve vaporizasyon seklinde etki gostermez; fotokimyasal etki meydana
getirir (105). Isinma etkisi gozlenmedigi i¢in bu lazerler, soguk lazerler ya da non-
termal lazerler olarak da bilinmektedir (106). Non-termal lazerlerin kullanilmasinin esas
avantaji, hedef dokuda fotobiyostimulasyon etkisi olusturulurken, dokuya giivenli

sekilde penetre olabilmesidir (107).

2.8.6.1. Diisiik doz lazerlerin tarihgesi

M.O. 1400 yilinda Kizilderililer, Vitiligo tedavisinde deriye bitkisel karisimlart
uygulayarak gilin 15181 ekspoze etmislerdir. Daha sonra Misirlilar I6kodermanin
tedavisinde benzer teknikleri uygulamislardir. 19. yy’in sonlarinda ise, giiniimiiz
fototerapisinin babasi kabul edilen Dr. N.R. Finsen, dermal tiiberkiiloz, cicek ve

kizamik tedavisinde ultraviyole ve kirmizi 15181 kullanmistir (105).

Diisiik doz lazer terapisi, 1967 yilinda Budapeste’de Endre Mester tarafindan
tanitilmistir. Diisiik doz lazerler, deri kanserine etkisini incelemek i¢in trag edilmis
farelere uygulanmis ve diisiik doz lazerle tedavi edilen grupta kil uzamasinin daha fazla
oldugu bulunmustur (108). DDLT nin medikal alanda kullanimi ise Dr. Toshio Ohshiro
ile baglamistir (109).

2.8.6.2. Diisiik doz lazerlerin biyolojik sistemdeki aksiyon mekanizmasi

Fototerapi, 151tk uygulamasi iceren tedavi olarak tanimlanmaktadir. Foton olarak
adlandirilan enerji partikiillerinin akisiyla olusturulan enerjinin dokuya uygulanmasidir.
DDLT’nin biyolojik sistemde etki gosterebilmesi i¢in, dokudaki fotoreseptdr ve
kromofor gibi molekiiller tarafindan fotonlar absorbe edilmelidir (110). Bu kromoforlar,
Sitokrom c¢ oksidaz (111) hemoglobin, melanin, myoglobin, flavinler ve flavoproteinler
(107) olabilir. Mitokondri igerisindeki Sitokrom c¢ oksidaz, diisik doz lazer
uygulamalarindan sorumlu temel kromofordur (107). Diisiik doz lazerlerin, insan
osteoblastlarinin mitokondrisini etkiledigi, Alkalen Fosfataz iiretimini ve hiicre

proliferasyonunu arttirdig1 ya da azalttig1 cesitli calismalarla gosterilmistir.

1989 yilinda, DDLT’nin aksiyon mekanizmasinin, hiicresel solunum dongiisii
tarafindan 15181n absorbsiyonu esasina dayandigi bildirilmistir (112). Elektron tasima

zincirinde enerji tiretimi olaylar1 sirasinda, elektron vericileri NADH ve FADH; ile

31



elektron alic1 oksijen arasinda elektron transferiyle su olusur ve hidrojen iyonlarinin bir
membran boyunca transferiyle enerji iretilir. Bunlar daha sonra, ATP formunda
kimyasal enerji iiretiminde kullanilir. Sitokrom ¢ oksidaz, elektron tagima zincirinin bir
komponentidir (111). Pastore ve ark. bir He-Ne lazerin Sitokrom c¢ oksidaz enzimi
iizerindeki etkilerini arastirmiglar ve lazer tedavisinden sonra Sitokrom ¢

oksidasyonunda ve elektron transferinde artis oldugunu bulmuslardir (113).

2.8.6.3. DDLT doku etkilesimleri

Lazer 15181n1n analjezik, antienflamatuar ve biostimiilatif etkileri bulunmaktadir. Lazer
15181 dokuya penetrasyonunun ardindan 1s1k, hiicrelerin mitokondrileri tarafindan
absorbe edilerek, ATP ve sitoplazmik hidrojen iyonunun konsantrasyonunda artisa yol
acan bir dizi reaksiyonu baglatir. Hiicre zarimin iyonlara kars1 gegirgenligi degisir (114).
Hiicre igerisine Ca girisi artar. Lenfositlerin aktivasyonu gerceklesir ve fibroblastlar
uyarilir. Uygulanan dokuda l6kositlerin fagositozu artar. Lazer absorbe edildigi dokuda
mast hiicrelerinde azalmaya yol acar, buna bagli olarak histamin ve prostoglandin
salinir. Tiim bu reaksiyonlarin sonucunda diisiik doz lazer terapisinin antienflamatuar ve
analjezik etkileri olusmakta, iyilesme hizlanmakta, kemik hiicre ve fibroblast

stimiilasyonu ile kan damarlanmasi artmaktadir (115).

Diisiik doz lazer tedavisinde kullanilan lazer 1518inin suda emiliminin az olmasindan
dolay1, 151k yumusak ve sert dokularda 3 mm ile 15 mm arasinda penetrasyon
derinligine ulasabilir. Dokulara penetre olan enerji, eritrositlere ve kilcal damarlara
sacilir, bu nedenle, diisiikk doz lazer uygulamalarinin etkilerinin degerlendirilmesinde

damarlanma ve kan elemanlarini incelemek 6nemlidir (81, 116).

DDLT’nin kemik dokusu iyilesmesinin baslangi¢ sathasinda kullanildigi zaman kemik
hiicrelerinde, 6zellikle de osteoklastlarda etkili oldugu goriilmiistir. Lazer 1s18inin
direkt olarak osteoklastlar1 etkiledigi ve bu osteoklastlarin da osteoblast aktivitesine
etkide bulundugu distinlilmiistiir (117). Yamada DDLT’nin osteoblastik hiicrelerde
proliferasyonu, differansiyasyonu ve kalsifikasyonu arttirdigin1 bulmuglardir (118).
DDLT’nin osteoblast proliferasyonuna etkisi yaninda Alkalen Fosfataz aktivitesini de
stimiile ettigi bildirilmistir. Lazer 1sminin uygulandigr alanda osteoblastik hiicre
sayisindaki artig sonucu kemik olusumunda kisa siirede artis saglanir (119). Dickson ve

ark. doku orneklerine 10 J/cm® doz GaAlAs lazer uygulayarak ALP enzim aktivitesi
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izerine etkilerini inceleyen bir ¢aligma yapmislar ve lazer uygulanan grupta ALP enzim

aktivitesinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu gérmiislerdir (120).

2.8.7. Dis hekimliginde diisiik doz lazer uygulamalar:

Diisiik doz lazer tedavisinin dis hekimliginde kullanim alaniyla ilgili birgok aragtirma
mevcuttur. Ancak, literatlirde, kullanilan lazerlerin doz ve metodlar1 pek ¢ok farklilik
gostermektedir. Diisiik doz lazer tedavisinin ilk uygulamalarinda 632 nm dalga
boyundaki Helyum-Neon icerikli lazerler kullanilmaktaydi. Fakat son zamanlarda, 830

veya 635 nm galyum arsenid igerikli diyot lazerlerin kullanimi1 artmistir (81).

Diisiik doz lazerlerler; yara iyilesmesinde, aftdz stomatitislerin ve mukozitisin
tedavisinde, pulpotomide, ndronal rejenerasyonda, post-herpetik agrinin giderilmesinde,
beyazlatmada, dezenfeksiyonda (116), yanan agiz sendromunda, kronik gingivitis
tedavisinde, gingivektomi, frenektomi, vestibuloplasti, detertraj ve kok yiizey temizligi
(SRP), rezeksiyon ve peri-implantitis tedavilerinde, alveolar osteitis tedavisinde,
diyabetli hastalarda c¢ekim boslugunun iyilestirilmesinde, c¢ocuklarda kavite
preparasyonu esnasinda agrinin azaltilmasinda ve myofasiyel agrinin azaltilmasinda
kullanilabilir. Ayrica ortodontik tedaviler esnasinda, agrinin ve dentin hassasiyetinin

azaltilmasinda etkili oldugu da gosterilmistir (121).

2.8.8. Ortodontide diisiik doz lazer kullanim

Giliniimiizde dis hareketinin hizlandirilmasi, kemik remodelingi, bonding 6ncesi mine
piiriizlendirilmesi, seramik braketlerin sokiilmesi, ortodontik kuvvete bagh ortaya ¢ikan
agrilarin azaltilmasi ve mine demineralizasyonunun 6nlenmesi gibi pek ¢ok ortodontik

uygulamada lazerler kullanilmaktadir (101).

2.8.8.1. Ortodontik kuvvet uygulamasi esnasindaki agrinin azaltilmasi

Ortodontik tedavi sirasinda uygulanan mekanik kuvvetler, dislerde 2-4 giin kadar devam
edebilen agrilara neden olabilirler (3). Cesitli caligsmalarda, lazerin tek doz ve sik
uygulama protokoliinde agrinin azaltilmasinda etkili oldugu rapor edilmistir. Bunun
yaninda, bazi arastirmacilar lazer uygulamasinin agri olusumunu engellemedigini ya da
en agrili giinleri degistirmedigini savunsa da, lazer tedavilerinin genel olarak agrinin

siddetini ve siiresini azalttig1 diisiiniilmektedir (122).
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Lazerin analjezik etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte inflamatuvar
mediator saliniminin inhibisyonu ile agrinin azaltildigi diisiiniilmektedir. Ortodontik
tedaviyi takiben periodonsiyumda salinan prostaglandin E2 (PG-E2) ve interlokin 1-
(IL1-B) gibi kimyasal mediatorlerin agriya neden oldugu bildirilmistir (123). Shimizu ve
ark. diistik doz lazer terapisinin, bu inflamatuvar mediatorlerin salinimini anlamli
sekilde inhibe ettigini bulmuslardir (124). Ayrica, ortodontik tedavi sirasinda analjezik
etki hipoksik hiicrelerin oksijenizasyonu ve tehlikeli {irlinlerin uzaklastirilmasi,
membran potansiyelinin stabilizasyonu veya inflamatuvar dokudaki nérotransmitterlerin
saliniminin kolaylagsmasi ile de elde edilebilir (125). Tortamano ve ark. caligsmalarinda,
diisiik doz lazer terapisinin ilk ark teli takildiginda agriy1 etkili bir sekilde kontrol
ettigini, fakat agrinin baglamasi iizerinde etkili olmadigini, diisiik doz lazer terapisinin
kontrol grubuna gore agr1 prevalansint 6-10 saat dolayinda diisiirdiiglinii rapor
etmislerdir (126). Yapilan en son ¢alismalar, 810 nm lazer ile dis hareketinin énemli

miktarda artti§in1 ve agrinin azaldigin1 gostermektedir (127).

2.8.8.2. Diisiik doz lazer tedavisi ile dis hareket hizinin arttirilmasi

Ortodontik tedavi siiresi ortalama 2-3 yil olup tedavi siiresinin uzamasi, kok
rezorpsiyonu, gingivitis ve ¢iiriik olusum riskini arttirmaktadir. Dis hareket hizinin
arttirllmasiyla total tedavi siiresi azaltilabilmektedir (122). Diisiik doz lazer tedavisinin,
ortodontik tedavinin siiresini azaltabilecegi ortaya konulmustur (128). DDLT’nin,
osteoblastlarin proliferasyonunu etkileyerek kemik yapimini etkiledigi diigiiniilmektedir,
fakat tam olarak hiicreleri nasil etkiledigi kesin olarak bilinmemektedir. Bu remodeling
hiicrelerinin artmig aktivitesi, dis hareketinin hizlanmasina izin verir. Boylece, dis
hareketinin kontrol edilebilir olmasi, ortodontik tedavinin zamaninin azaltilmasina

yardimec1 olur (129).

Kawasaki ve Shimizu (130), diisiik doz lazer uygulamasinin, in vivo yapilan ¢alismada
deneysel dis hareketi esnasinda baski alanlarindaki osteoklast formasyonunu ve dis
hareket miktarini stimule ettigini bildirmistir. Fujita ve ark. (131) ve Yamaguchi (132),
diisiik doz lazer uygulamasinin, RANKL ve Macrophage-Colony Stimulating Faktor
Reseptoriiniin  (M-CSFR) ekspresyonu araciligiyla dis hareket hizim1 arttirdiginm
bildirmistir ki, bu bulgular, diisik doz lazer uygulamasinin kemik remodelingini

arttirdigin1 ve bdylelikle ortodontik tedavi siiresini kisalttigin1 gostermistir.
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Ortodontik dis hareket hizinin ¢ok fazla arttirilmasiyla, pulpal dokuda hasar meydana
gelebilmektedir. Bu durumda meydana gelen pulpal doku hasarinin tamiri, DDLT ile
daha hizli saglanabilmekte ve ortodonti hastalarinin pulpal sagliklar1 korunmaktadir
(133). DDLT’nin diger bir avantaji1 ise uygun dozlarda, dis hareketini azaltarak ankraji

arttirabilmesidir, boylece yine ortodontik tedavi siiresi kisalir (134).

2.8.8.3. DDLT’nin ekspansiyon tedavilerinde midpalatal suturdaki kemik
rejenerasyonuna stimiilatif etkileri

Maksillanin ekspansiyonunun ardindan midpalatal suturda elde edilen yetersiz kemik
rejenerasyonu erken relapsin en O6nemli nedenidir. Relapsin azaltilmasi igin, suturun
ossifikasyonu tamamlanana kadar ekspansiyon apareyinin agizda birakilmasi
onerilmektedir (135). Diisik doz lazer tedavisi, doku rejenarasyonunu arttirir,
anjiyogenik ve osteojenik yanitlar1 indiikler, bdylece, tedavi sonuglarinda yiiksek

stabilite elde edilmesini saglar (136).

Bazi hayvan caligmalarinda, diisiik doz lazer terapisinin midpalatal suturdaki kemik
rejenerasyonuna etkisi histopatolojik ve hiicresel agidan incelenmis olup lazer
terapisinin uygulandig1 bolgelerde osteoid doku olusumunda artis oldugu (137) ve ayni
zamanda diisiik doz lazer terapisinin kollajen olusumunu ve sentezini stimiile ettigi
gosterilmistir  (136). DDLT’nin uygulandigi suturda ekspansiyon esnasinda ve
sonrasinda onarim siirecinin benzer oldugunu bildiren ¢aligmalar da mevcuttur (138).
Saito ve Shimizu, siganlarda yapilan hizli maksiller ekspansiyon esnasinda, diisiik doz
lazerlerin sutura palatina media’daki kemik rejenerasyonunu stimule ettigini
bildirmistir. Yapmis olduklar1 c¢alismada lazer tedavisinin, kemik rejenerasyonunun
baslangi¢ asamasinda (0-2 giin) daha etkili oldugunu, daha sonraki periyodlarda (4-6
giin) benzer sonuclarin ortaya ¢ikmadigini rapor etmislerdir (139). Bununla birlikte, bu
calismada DDLT’nin basarisinin toplam doz, frekans ve 1smin yogunluguna bagh

oldugu bildirilmistir (137).

2.8.8.4. Mandibular gelisme esnasinda lazer uygulanmasi

Son zamanlarda diigiik doz lazer terapisi, immobilize olan eklem kartilajlarmi ve
kondrositleri stimule etmek i¢in kullanilmaktadir. Akai ve ark. 810 nm dalga boyunda
He-Ne diisiik doz lazer tedavisinin kemik ve kikirdagi, immobilizasyondan kaynaklanan

biyomekanik degisikliklerden korudugunu bildirmislerdir (140). Morrone ve ark. diisiik
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doz lazer terapisinin kemik onarimi {izerinde pozitif etkiye sahip oldugunu (141), Renno
ve ark. ise 830 nm’lik lazer 15in tedavisinden sonra osteoblast proliferasyonunun

anlamli sekilde arttigini tespit etmislerdir (129).

Seifi ve ark. diisiik doz lazer uygulamalar1 ile kondroblastik ve osteoblastik aktivitenin
artmastyla kondiler biiyiime ve mandibular ilerlemenin artacagini belirterek yaptiklar
caligmada diisiik doz diyot lazer tedavisi ile mandibular uzunlugun 6nemli derecede
arttigini tespit etmislerdir. Sonug olarak, diisiik doz lazer uygulamalar ile iskeletsel
Smif II diizeltiminin faydali olabilecegini iddia etmislerdir (142). Abtahi ve ark.
okluzyonu yiikselterek mandibular ilerletme yapan apareye ek olarak 8 haftalik erkek
tavsanlarin kondilleri iizerine diisik doz lazer uygulamislardir. Yapilan histolojik
degerlendirmelere gore, kondiler bolgedeki kemik yapiminin diisik doz lazer
uygulamasi ile arttigini, fakat kondiler kikirdak kalinliklarinda herhangi bir degisiklik
olmadigini bulmuslardir (143). Oksayan ve ark. diisiik doz lazer terapisi ile mandibular
ilerletme apareyi uygulamasinin siganlarda kondiler biliylimeye olan etkilerini
aragtirmiglar ve diisiikk doz lazer ile kullanilan intraoral apereylerin kondiler biiylimeyi

stimiile ettigini ve mandibular gelisimi artirdigini bildirmislerdir (144).

2.9. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler, ilk kez 1970 yilinda Friedenstein ve ark. tarafindan
farkedilmistir (145). Friedenstein ve ark. osteojenik kok hiicreleri kemik iliginden izole
ederken, fibroblast-benzeri hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyine yapigsma ozelliginden
yararlanmiglardir. Ayrica, bu hiicrelerin fibroblastik, non-fagositik ve klonojenik
ozelliklere sahip olduklarini ifade eden “Koloni olusturan birim-fibroblastik” (CFU-F)
terimini literatiire kazandirmiglardir (146). Daha sonralari, bu adherent, fibroblastik ve
koloni olusturan hiicreler, ilk kez Owen tarafindan 1988 yilinda stromal kok hiicreler
olarak isimlendirilmistir (147). En son olarak da Caplan tarafindan 1991 yilinda
mezenkimal kok hiicreler olarak isimlendirilmis ve belirli kosullar altinda bagka
mezenkimal kokenli hiicre ve dokulara farklilagabildikleri rapor edilmigtir (148).
MKH’nin ilk karakterizasyonu ise, 1999 yilinda Pittenger ve ark. tarafindan yapilmigtir,

hiicreler insan kemik iliginden aspire edilmistir (18).

Kok hiicreler, koken aldig1 dokuya gore 4 ana siifa ayrilirlar: Embriyonik kok hiicreler

(EKH), fetal kok hiicreler, yetiskin kok hiicreler ve umblikal kord kok hiicreleri (149).

36



Yetigkin kok hiicreler, 6zellesmis dokuda bulunan farklilagsmamis hiicreleri ifade
etmektedir (150). Mezenkimal kok hiicreler (MKH) ise, yetiskin kok hiicrelerin bir
formudur ve kendi kendini yenileyebilen, belirli bir doku hiicre karakteri tagimayan
ancak belirli sinyaller altinda c¢esitli mezenkimal dizilere farklilasan multipotent
progenitor hiicrelerdir (148). Mezenkimal kok hiicreler, primer olarak kemik iliginde
yer alan fakat karaciger, adipoz doku, akcigerler, plasenta, kan ve umblikal kord gibi
diger dokularda da bulunan multipotent yetiskin kok hiicrelerdir (151). Osteoblastlar,
kondrositler, myoblastlar, adipositler ve fibroblastlar gibi doku iiretimi saglayan
hiicrelere farklilasabilirler (152). Farklilasmay1 saglayan bu sinyaller travma, kirik,
inflamasyon, nekroz veya bir tiimor olabilir (153). Kok hiicreler, doku hasarinin
olmadig1 durumlarda bile farklilasabilirler. Embriyonik ya da erigkin kok hiicrelerin
blastokiste enjekte edilmesi durumunda farkli hiicrelere doniisebilmesi, bunun en giizel
ornegidir. Bu hiicrelerin hareketlenmesi ve farklilagsmasi, integrin gibi transmembran
proteinlerinin ekstraselliiler matriks ile etkilesmesi veya kemotaksis ile gerceklesir
(154). MKH’ler kolaylikla hiicre disinda kiiltiir ortaminda yasatilabilirler. Bruder ve
ark. tarafindan MKH’lerin in vitro kosullarda ¢ogaltilabildikleri bildirilmistir (18).

2.9.1. Mezenkimal kok hiicrelerin tanimlanmasi ve yiizey belirtecleri

2006 yilinda Uluslararas1 Hiicresel Terapi Dernegi (International Society for Cellular
Therapy), hiicrelerin MKH olarak nitelendirilebilmesi i¢in sahip olmasi1 gereken
karakteristik 6zellikleri su sekilde bildirmistir; (1) kiiltiir ortaminda hiicreler plastige
tutunmalidir, (2) CD105, CD73 ve CD90 bulunmali, fakat CD34, CD45, CD14 ya da
CDI11b, CD79a ya da CDI19 ve HLA-DR molekiilleri bulunmamalidir, (3) hiicreler
osteoblastlara, kondrositlere ve adipozitlere farklilasma kapasitesine sahip olmalidir

(155).

Hiicrenin kok hiicre olarak tanimlanmasi i¢in “Self-renewal” 6zelligi (kendi kendilerini
yenileyebilme yetene8i veya baglangictaki hiicrenin karakterini tasiyan en azindan bir
benzer hiicre olusturabilme yetenegi), “Multi-lineage differentiation” 6zelligi (tek bir
hiicreden birden fazla hiicre dizisine farklilagabilme yetenegi) ve in vivo olarak
herhangi bir dokunun yeniden yapimina katilma yetenegi tasimasi gerekmektedir. Kok
hiicre plastisitesi ise, hiicrenin bir sinyal yol izleyerek birden fazla hiicreye doniisebilme
yetenegi olup koken aldigr dokunun digindaki dokulara farklilasabilme 6zelligini ifade

etmektedir (156).
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2.9.2. MKH’lerin osteoblastik ve kondrojenik farklilasmasi

MKH’lerin osteoblast ve kondroblastlara farklilasmasi, kemik ve kikirdak yapim
mekanizmalar1 i¢in olduk¢a onemli siireclerdir. Hem osteoblast farklilagmasi, hem de
kondroblast farklilagmasi igin spesifik bir mikrogevre gerekmektedir. Osteoblastik
farklilasma i¢in, MKH kiiltiirliniin dexamethasone, ascorbic acid-2-phosphate (AsAP)
ve beta-glycerophosphate igeren besiyerinde 2-4 hafta kadar siireyle osteojenik
indiiksiyonu gereklidir (157). Dexamethasone, diisiik dozlarda kullanildiginda
MKH’lerin osteojenik farklilasmasini stimiile edebilen bir ¢esit glukokortikoid
steroidtir. AsAP, farklilagma icin gerekli biyoaktif komponent iken, beta-
glycerophosphate kalsiyum depozisyonunun stimulasyonu i¢in elzemdir (152). Bu
maddelerin varliginda MKH’ler, Alkalen Fosfataz (ALP) aktivitesini arttirarak
osteoblastik morfoloji kazanir. Osteogenezisin erken sinyalleri, kemik spesifik ALP ile
enzimatik olarak Olciilebilir (17). Tip I kollajen, non-spesifik bir belirte¢ iken, bone
sialoprotein, osteokalsin (OCN), osteopontin (OPN) ve osteonektin (ON) gec osteojenik
farklilasma belirtegleridir. Ayrica, farklilasma esnasinda osterix (Osx), corebinding

factor a1 gibi osteogenezis belirteclerine de rastlanmaktadir (158).

MKH’lerin kondrojenik farklilasmasi icin ise, (1) 3D kiiltiir, (2) serum igermeyen
besiyeri (serum-free medium) ve (3) Transforming Growth Faktor-f (TGF-p) ailesinden
birinin besiyerine ilavesi gereklidir (159). Boyle bir ortamda, MKH’ler fibroblastik
morfolojilerini kaybederler ve glikozaminoglikan (GAG) gibi kikirdak spesifik
embriyonik kok hiicrelerin sentezi baslar. Kondrojenik farklilagma belirtegleri ise, Tip II

kollajen ve aggrecan gibi ¢esitli proteoglikanlardir (152, 159).

2.9.3. MKH farkhlasmasinin diizenlenmesi

MKH’lerin adipojenik veya osteojenik hiicrelere farklilasmasinda, transkripsiyon
faktorleri ve sinyallerinin cesitliligi onemlidir. Osteojenik ve adipojenik dizilere
farklilagmay1 belirleyen sinyal kaskatlar1 arasinda yarisma mevcuttur. Adipojenik

farklilagmanin artmasi, osteojenik farklilagmay1 azaltir veya bunun tam tersi gecerlidir

(160).

Osteoblastik farklilasma icin gerekli olan transkripsiyon farktorleri, Cbfa-1/Runx-2,
osterix ve TAZ’dir. Transcriptional Coactivator with PDZ-binding Motif (TAZ),
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MKH’lerin osteoblastlara farklilasmasina aracilik ederken, Cbfa-1/Runx-2 ve osterix,
bu farklilagmanin ge¢ asamalarinda gorevlidir (161). Nuclear hormone receptor
peroxisome proliferator-activated Receptor (PPARY) ve Runx-2, TAZ adi1 verilen ko-
aktivatoriin kontroliindedir. TAZ, Runx-2 bagimli osteojenik gen ekspresyonunu aktive
ederken, PPARY-bagimli adipojenik gen ekspresyonunu baskilar (162). Osteogeneziste,
ozellikle BMP-2 ve BMP-6 gibi BMP’ler Runx2 diye adlandirilan osteojenik geni
tesvik eder (151). Runx2, Runt-domain gen ailesinin bir iiyesi olup iskeletsel gelisimin
erken evrelerinde mezenkimal hiicrelerden salgilanir. Osteoblastlarin farklilagmasinin
kontroliinde en temel diizenleyicidir. Osteokalsin genindeki cis-elementine tutunarak
osteogeneziste anahtar rol oynar (163). Runx2, adipogenezisin diizenleyicisi olan
PPARY’yi baskilayarak adipogenezisi bloke eder ve osteogenezisi arttirir. Ayni sekilde,
PPARY’nin arttig1 durumlarda Runx?2 bloke edilir ve adipogenezis artar (151).

Kondrojenik farklilasma, SOX ailesine ait transkripsiyon faktorleri araciligiyla
gerceklestirilir. Kondrositlerin farklilagmasinda Sox-9 ekspresyonu olur ve bu
kondrojenik farklilasma igin sarttir (152). TGF- (3, BMPs, Biiyiime Farklilagma
Faktorleri (GDF) ve Wnts (farklilasmanin erken mediatorii), MKH’lerin kondrositlere
farklilagmasinda ¢ok Onemlidir (151). Kondrojenik farklilasmanin baglangi¢
sathalarinda kondrositler, Tip I kollajen sentezlemekteyken; olgun kondrositler ise,
karakteristik olan Tip II ve IX kollajen sentezler (164). Yag Doku Kaynakli Kok Hiicre
(YDMKH) paletlerinin kondrojenik farklilagmasi Tip X kollajen ile beraber meydana
gelir ve hipertrofik kondrositler olusur (165). Kondrojenik fenotipin devamliligini ise,

GAG ve Tip II kollajenden zengin doku matriksi saglar (166).

2.9.4. Mezenkimal kok hiicrelerin klinik uygulamalari

Ozellikle ABD, Avrupa ve Dogu Asya’da MKH’ler, yaygin olarak klinik ¢aligmalarda
kullanilmaktadir. Bu caligmalarda, kikirdak yaralanmalari, norolojik, karaciger, kemik,
bobrek ve kalp hastaliklari, pulmoner hastaliklar, osteojenik hastaliklar, graft versus
host hastalig1 (GvHD) ile diyabet ve Chron hastali§1 gibi bazi otoimmiin hastaliklari
tizerindeki etkileri degerlendirilmistir (167). MKH’ler, kemik ve kikirdak tamirinde
kullanilabilir (168). Ortopedide, kranyum defektlerinin (169) ve segmental kemik
defektlerinin tamirinde, tendon ve artikiiler kikirdaktaki fokal defektlerin tamirinde
kullanilabilmektedirler (170). Kikirdak doku, avaskiiler oldugu icin kendiliginden

iyilesme yetenegi smirlidir. Bu nedenle, kikirdak yaralanmalar1 veya osteoartrit gibi
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hastaliklarin tedavisinde mezenkimal kok hiicreler umut vaad edicidir. Sinoviyal s1vidan
izole edilmis mezenkimal kok hiicreler, en giiclii kondrojenik 6zellige sahip hiicrelerdir

(171).

2.9.4.1. Kemik rejenerasyonunda MKH kullanimi

Friedenstein, Piatetzky-Shapiro ve Petrakova c¢alismalarinda, MKH’lerin yeni kemik
olusumunu ve kemik iyilesmesini hizlandirdigini géstermiglerdir (172). Kirik iyilesmesi
esnasinda, inflamasyon fazinin ardindan, MKH’ler ve kan damarlar1 kallusun igine
invaze olurlar. Mekanik uyaranlar, MKH’lerin osteoblastlara farklilasarak kemik
formasyonu yapmalari i¢in bu hiicreleri duyarli hale getirir (173). Kirik iyilesmesinde,

MKH’lerin kullanim1 ve uygun mekanik stimulasyonlar anahtar rol oynar (174).

Son yillarda, acik cerrahi gerektirmeyen, enjekte edilebilen tasiyicilar icine konan
MKH’lerin etkinlikleri incelenmistir. Siwach ve ark. tedavi sonrasi kaynasmayan
kiriklarda perkutan otojen kemik iligi greftlemesi ile iyilesme sagladiklarini rapor
etmiglerdir (175). Goel ve ark. da, tibias1 ‘non-union’ olan hastalarda perkutan kemik
iligi greftlemesi yapmis ve tibiada kemik iyilesmesinin gerceklestifini ve bununla
birlikte, MKH tekniklerinin basit, az girisimsel ve diisiik komplikasyon oranina sahip
oldugunu bildirmislerdir (176). Osteogenezis imperfekta hastalarinda ise, MKH
transplantasyonunun ardindan kemik yapimmin diizeldigi klinik caligmalarla
gosterilmistir. Kemik mineral igerigi ve biiyiime hizi artarken, kemik kirilma riski

azalmistir (177).

2.9.5. Mezenkimal kok hiicrelerin dis hekimliginde kullanimi

Uzun siire digsiz olan hastalarda siddetli kemik kayiplarinda; travmalar, periodontal
hastaliklar, dis cekim ve kayiplar1 sonrasinda meydana gelen alveolar kemik
kayiplarinda implant ve protez yapilabilmesi i¢in yeni kemik yapimina ihtiya¢ vardir.
Bu nedenle, dig hekimliginde kok hiicreler kullanilarak kayip olan kemik ve tiikiiriik
bezi, dil, kaslar, TME gibi dokularin yerine konulmasi hedeflenmektedir. Periosteum
kokenli hiicrelerin kullanilmasiyla maksiller sinus tabanmnin olusumu ve implant
yerlestirilebilmesi i¢in yeterli yeni kemik olusumu bagarili bir sekilde elde edilmis olup
implant yerlestirilmesinin ardindan post-operatif bekleme siiresi azaltilmigtir (178).

2004 yilinda Yamada ve ark. enjekte edilebilir formdaki Kemik iligi Kokenli
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Mezenkimal Kok Hiicreleri (KI-MKH) ve PRP karigimimin immediate implantlar igin
alveolar kemik yapimini sagladigini rapor etmiglerdir (179). Yine ayn1 ekip, periodontal
kemik kayiplarinda, alveolar yarik osteoplastisinde ve maksiller sinus tabani
elevasyonlarinda MKH nin bagarili sonuglar verdigini bildirmistir (180). Ayn1 sekilde
YDMKH’lerin kullanimiyla da, orofasiyel kemik rejenerasyonu elde edilmistir. Pieri ve
ark, implant tedavileri i¢in vertikal kemik ogmentasyonunda YDMKH’lerin
kullaniminin yararli oldugunu bildirmiglerdir (178). Ayrica, dental pulpa kok hiicreleri
ve periodontal ligament kok hiicreleri gibi dental kok hiicrelerin (DKH) de, alveolar
kemik ve dental dokularin rejenerasyonunda kullamilabilecegi belirtilmektedir, fakat Ki-

MKH’lerle karsilastirildiginda DKH’lerin uygulanabilirlikleri daha limitlidir (21).

Dahasi, son donemdeki g¢alismalar KI-MKH’lerin direkt olarak hasarli dokuya
uygulanmasiyla veya intravendz olarak verilmesiyle antiinflamatuvar etki elde

edildigini bildirmistir (180).

Ek olarak, travma veya kanser gibi durumlarda kaybedilen oro-maksilofasiyel dokularin
rekonstruksiyonunda, rejeneratif dis hekimligi yaklagimlar1 olduk¢a Onemlidir. Kok
hiicre transplantasyonu ile tiikiiriik bezlerininin rejenerasyonu, bas boyun onkolojisi i¢in
onemlidir. Radyoterapi sonucu tiikiiriik bezlerinin fonksiyonu bozulur ve kserostomi
meydana gelebilir. Fare kuyruk veninden elde edilen KI-MKH’lerin transplantasyonu
ile radyasyon gormiis tiikiiriik bezlerinin fonksiyonu onarilmigtir. Son donemlerde
farelerden primitive tiikiiriik bezi kok hiicreleri izole edilmektedir. Bu sonuclar, kok
hiicre transplantasyonunun, fonksiyonel olarak hasar gormiis tiikiiriik bezlerini
onarabilecegini gostermistir. Benzer sekilde, kok hiicre ve doku miihendisligindeki
gelismeler araciligiyla, hasarli veya rezeke edilmis dil dokusunun rekonstriiksiyonu ve

normal fizyolojik fonksiyonuna devam etmesi saglanabilir (180).

Transplante hiicreler, hasarli ya da hasta dokuyu tamir edebilir, trofik faktorler
salgilayarak  rejenerasyonu  diizenleyebilir ve/veya direkt olarak dokunun
rejenerasyonunu saglayabilir. KI-MKH’ler, periodontal doku hiicrelerine doniiserek
periodontal doku rejenerasyonunu giiclendirebilir. Yapilan klinik ¢calismalar sonucunda,
periodontal defektlerde, osteoprogenitdr hiicreleri ve MKH’leri igceren allograftler

araciligiyla bagarili sonuglar elde edilmistir (181). Son yillarda YDMKH’lerde
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karsilastirildiginda, periodontal rejenerasyonda kullanilmaya baslanmustir. Ornegin,
sicanlardaki periodontal defektlere, PRP ile karistirilan YDMKH'ler transplante edilmis
ve yeni PDL-benzeri veya alveol kemik-benzeri yapilar elde edilmistir. Kopek
modellerinde, dental kok bifurkasyon defektlerine YDMKH’ler ve PRP karigimi
transplante edilmis ve 4. haftada transplantasyon bdlgesinde epitel invazyonu
engellenmis, 8. haftada ise yeni kemik olusumu meydana gelmigstir (181). Ayrica,
Ishizaka ve ark. calismalarinda, kopeklerde pulpektomi sonrasinda, YDMKH
transplantasyonunun, kok kanalinda pulpa rejenerasyonunu indiikledigini gostermistir

(182).

2.9.6. Mezenkimal kok hiicrelerin ortodontide kullanimi

MKH’ler ortodonti alaninda da gelecek vaad etmekte olup bu nedenle, son donemde
yeni ortodonti calismalar1 yapilmaya baglamistir. Ornegin, Ekizer ve ark. hizli maksiller
ekspansiyonun (RME) ardindan suturdaki yeni kemik olusumunu arttirmak igin,
sicanlarin intermaksiller sutur bolgesine, kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre
uygulamiglardir. Helikal springler araciligiyla 5 giin boyunca santral diglere kuvvet
uygulamuslardir. Histomorfometrik sonuglara gore, tek doz KI-MKH uygulamasimin
kontrol grubuna gore osteoblast sayisim1 ve yeni damar olusumunu arttigini, bunlara
bagli olarak da midpalatal suturdaki yeni kemik olusumunun arttigmni bulmuslardir. Ki-
MKH’lerin klinik olarak uygulanmasi ile, RME tedavisinin ardindan relaps oraninin
azalacag1 ve daha stabil sonuglar elde edilebilecegi bildirilmistir. KI-MKH sayesinde,
maksiller ekspansiyon tedavisinin siiresinin kisaldig1 ve relapsin Onlenmesi icin
hastalarin uzun siire aparey kullanma gereksiniminin azaldig1, hasta kooperasyonunun
arttig1, hem hastanin hem klinisyenin komforunun daha fazla saglandig: diistiniilmiistiir

(21).

Oyonarte ve ark. MKH’lerin intraartikiiler enjeksiyonu ve LIPUS (Diisiik yogunluklu
Pulsed Ultrason) kullanommin gelismekte olan sicanlar iizerindeki etkilerini
incelemisler. LIPUS ve MKH uygulamalarimin hepsini sol kondile yapmislar. Deney
sonunda, sadece LIPUSIa tedavi edilen si¢anlarin sol kondilinin daha genis oldugunu ve
alt orta hattin bliylimeye bagli olarak saga kaydigini, fakat MKH grubunda istatistiksel
olarak fark olmadigini bulmuslardir. TME bolgesine LIPUS ve MKH uygulamasinin,

biiylimekte olan sicanlarda kondilin transvers yonde biiyiimesini stimule ederken, tek

42



olarak LIPUS uygulamasinin sagital yonde kondil biiyiimesini arttirdig1 rapor edilmistir.
MKH enjeksiyon modelinin ise sagital yon biiyiimesine ¢ok az etki ettigi goriilmiistiir
(183). Son donemki c¢aligmalar, LIPUS un doku Kkiiltiiriinlin farklilagsmasimi ve kok
hiicre ekspansiyonunu arttirdigini géstermistir. LIPUS, periostal hiicre ekspansiyonunu
arttirir ve  KI-MKH’lerin ekspansiyonunu ve kondrojenik dizilere farklilasmasini
stimule eder. Ayrica, LIPUS osteoblastlarin matriks formasyonunu arttirir ve insan kok

hiicre apoptozisini minimalize eder (184).

2.9.7. Kok hiicreler i¢in diisiik doz lazer terapisi

DDLT, MKH’lerin farklilagmasi ve ¢ogalmasinda stimulasyonu saglayabilir. Vacek ve
ark. (185) ile Wang ve ark. (186), DDLT nin insan kok hiicreleri iizerindeki etkilerini
in-vitro olarak incelemisler ve bu DDLT nin kok hiicrelerin proliferasyonunu tegvik
ettifini gormiislerdir. Diger bir ifadeyle, diisiik doz lazer uygulamasi ekstrinsik sinyal
olarak etki ederek kok hiicrelerin durumunu belirler. Vacek ve ark. in vitro
Granulocyte-Macrophage Colony Forming Cell (GM-CFC) kolonilerinin biiyiimesi i¢in
He-Ne lazer kullanmiglar ve kok hiicrelerin kapasitesinin arttigini bildirmislerdir (185).
Benzer sekilde, Choi ve ark. farelerin kemik rejenerasyonu iizerinde He-Ne lazerin
MKH ile kullaniminin pek c¢ok pozitif etki sagladigini rapor etmislerdir (13). Ayrica,
giincel literatiirde, DDLT nin kok hiicrelerin farklilagmasini ve proliferasyonunu
arttirdigini, daha yiiksek oranda biiyiime faktorii salintmini sagladigini, alkalen fosfataz
aktivitesini ve kalsiyum seviyelerini arttirdigini gosteren in vitro calismalar da

mevcuttur (15).

Souza ve ark. ise, DDLT’nin kok hiicreler iizerindeki etkisini in vivo olarak

degerlendirilebilmek icin planaryalardaki rejeneratif siireci incelemislerdir (187).

Ampute edilmis solucanlarda, her giin giinde 3 dakika siireyle 910 W/m2 giictinde, 685
nm diyot lazer (35 mW) uygulamiglar ve amputasyondan sonra 4., 7. ve 15. giinde
histolojik inceleme yapmiglardir. Rejenerasyonun 4. giiniinde kok hiicre sayisinda
onemli bir artig oldugu ve bu rejenerasyonun lazer uygulamalar ile arttirildig:
gosterilmistir. Bu bulgular, DDLT nin kok hiicreler ve doku rejenerasyonu iizerindeki

etkilerini inceleyecek ¢aligmalarin arttirilmasin tesvik etmistir (187).
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2.10. Uziim Cekirdegi Ekstresi (UCE)

Uziimiin (Vitis vinifera) tibbi ve besinsel degeri binlerce yildir bilinmektedir. Birgok
antik Yunan filozofu, {iziimiin iyilestirici etkisinden bahsetmistir (188). Fransizlarda,
doymus yagdan zengin besinlerin ve sigaranin fazla tiiketilmesine, egzersizin ise
yeterince yapilmamasina ragmen kardiyovaskiiler hastaliklardan 6liim oraninin diger
iilkelere oranla daha az oldugu farkedilmistir. Bu, 20. ylizyilin sonlarinda ilk defa
1979°da Lancet dergisinde, Leger ve ark. daha sonra da 1992’de Renaud ve ark.
tarafindan “Fransiz Paradoksu” olarak tanimlanmistir. Epidemiyolojik ¢aligmalar bu
paradoksun nedenini, icinde yliksek konsantrasyonda proantosiyanidin bulunduran
kirmizi  sarabin, Fransizlar tarafindan fazla tiiketilmesi olarak gostermistir.
Proantosiyanidinlerin ise sarabin icindeki alkolden degil, iiziim c¢ekirdeginden
kaynaklandi81 rapor edilmistir. Uziim ¢ekirdegi, hem nicelik ve hem de nitelik agisindan

onemli bir proantosiyanidin kaynagidir (189).

Uziim ¢ekirdegi ekstresi (UCE), Vitis vinifera bitkisinden elde edilen flavonoid
tirevindeki onemli bir antioksidandir (190). Proantosiyanidinler, {iziim ¢ekirdeginin
aktif bir birleseni olup (191) karacigerde metilasyon, dehidroksilasyon, oksidasyon,
glukronik asitle veya siilfatla konjligasyon reaksiyonlar1 ile metabolitlerine ayrilirlar

(192).

Proantosiyanidinlerin, maksimum konsantrasyona ulagsma siiresi 45 dakika iken,
yarillanma omri 5 saattir (192). Sican calismalarinda, proantosiyanidinlerin yiiksek
dozlarda (1400-1500 mg/kg/giin) bile toksik ve mutajenik etkisine rastlanmamuistir.
Onerilen oral alim dozu, 50-150 mg/giin ya da 1 mg/kg/giin olup, giinlik 300 mg
onerenler de vardir. Doz aralif1 genis ve giivenlidir. Metabolitleri temel olarak idrar ve
feges ile az oranda da karbondioksit ile elimine edilirler. Oral uygulamadan sonra hizli
sekilde plazmada goriiliirler; uygulanan dozun %701 ilk 24 saat i¢inde idrar ile atilir
(193). UCE igin yapilan doz calismalarinda erkek ve disi albino sicanlarda gastrik
entiibasyon yoluyla verilen UCE’nin LD50 degerinin 5000 mg/kg’dan fazla oldugu
gosterilmistir (194).

Bugiine kadar yapilan in vivo calismalarda UCE’nin herhangi bir yan etkisi
bulunmamistir. UCE uzun yillardan beri Amerika ve Avrupa’da kullamlan bir besin

takviyesidir ve FDA tarafindan GRAS (Genel olarak giivenli kabul edilen) statiisiine

44



konulmustur (188).

2.10.1. Uziim ¢ekirdegi ekstresinin kullanim alanlar

Flavonoidlerin antiinflamatuvar ve bagisiklik sistemini diizenleme etkilerinin oldugu
bildirilmistir. Kilcal damarlardaki kirillganligt ve gegirgenligi azaltarak, vaskiiler
bozukluklara karsi koruyucu olarak rol oynarlar (195). Khanna ve ark.
proantosiyanidinlerin anjiyogenezisi arttirarak yara iyilesmesini hizlandirdigini
bildirmislerdir (196). Flavonoidler, diyetle alinan kolestroliin emilimini azaltarak, safra
asidi salgis1 ve reverse kolestrol transportunu giiclendirerek kolestrol diisiiriicli etki
gosterir. Flavonoidler ve proantosiyanidinler, kanser hiicreleri {lizerindeki sitotoksik
etkileri ile antikarsinojenik etki gosterirler. Cesitli epidemiyolojik caligmalar ile,
flavonoid tiiketiminin koroner kalp hastaliklari, ateroskleroz ve felg riskini azalttigi
gosterilmistir. Flavonoidler, trombozis ve trombosit agregasyonunu inhibe ederek

kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini azaltirlar (195).

Daha onceki calismalar, flavonoidlerin diyetteki ¢oziilmeyen fraksiyonu arttirdigini ve
gastrik mukozay1 korudugunu bildirmistir. Proantosiyanidinlerin, kalsiyum iyonlarinin
secici azalmasina neden oldugu, fakat toksikolojik etkileri arttirmadigi rapor edilmistir
(27). Dahasi, UCE kullaniminin kemik formasyonunu indiikledigi ve kortikal kemikte
onemli artis meydana getirdigi bildirilmistir. UCE karigimlarinin trabekiiler kemigin
mineral icerigini arttirmasi, UCE’nin kemik formasyonuna etki ettiginin gostergesi

olarak kabul edilebilir (27).

Serbest radikaller, kemikteki kalsiyum rezorpsiyonunu arttirir. Flavan-3-ol ya da
catechin gibi aktif proantosiyanidin birlesenleri kalsiyum emilimi i¢in gerekli olan
serbest radikalleri yakalarlar ve bu bilesenler, UCE’nin antioksidan etkisinden
sorumludurlar (24). Ipriflavone gibi flavonoid tiirevlerinin kalsiyum alimina ve kemik
yapimina etkisi deneysel olarak incelenmis olup bunlar, kemik rezorpsiyonu inhibitorii
olarak  osteoporozis tedavisinde kullanilmistir  (25). Cesitli  calismalarla
proantosiyanidinlerin, kemik rezorpsiyonunu baslatan proteolitik enzimleri inhibe ettigi
gosterilmistir. Bu mekanizma ile, UCE’nin kemik rezorpsiyonunu inhibe etme

potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmektedir (197).
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Proantosiyanidinlerin, kemik dokusunu sahip olduklar1 antioksidan ve antiinflamatuvar
ozellikler sayesinde etkiledikleri diisiiniilmektedir. Proantosiyanidinler ile beslenen
sicanlarin serumunda, kontrol grubuna gore daha fazla oksidatif stres direnci oldugu in
vitro olarak goriilmiistiir (198). UCE’nin, insan ve fare preosteoklastlarmin
rezorpsiyonunu ve osteoklastogenezisini inhibe ettigi, osteoblast kiiltiirlerinde

osteoblast farklilasmasini ve mineralizasyonunu arttirdigi gosterilmistir (199).

Ayrica, literatiirde UCE nin mandibula iizerindeki etkilerini degerlendiren galismalar da
mevcuttur. Kamitani ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, UCE tedavisinin si¢an
mandibulasinda hem kemik direncini, hem de kemik formasyonunu arttirdiginm
bulmusglardir (27). Ishikawa ve ark. ise, diisik doz kalsiyum diyetiyle mandibular
kondilde kemik giicsiizliigli olusturulan si¢anlarda, iiziim c¢ekirdegi proantosiyanidin
ekstresinin etkilerini degerlendirmislerdir. 40 erkek Wistar sican, kontrol grubu, diisiik
kalsiyum diyeti uygulanan grup, 6nce diisiik kalsiyum diyeti ardindan yiiksek kalsiyum
diyeti uygulanan grup ve once diisiik kalsiyum diyeti ardindan yiiksek kalsiyum ile
iziim c¢ekirdegi proantosiyanidin ekstresi diyeti uygulanan grup olarak 4 gruba
ayrilmugtir. Once diisiik kalsiyum diyeti ardindan yiiksek kalsiyum ile iiziim ¢ekirdegi
proantosiyanidin ekstresi diyeti uygulanan grubun, diger gruplara goére daha yiiksek
kortikal kemik yogunluguna, total kemik cross-sectional alanina, kortikal kemik cross-
sectional alanina, kortikal kemik mineral igerigine, total kemik yogunluguna ve total
kemik mineral igerigine sahip oldugu bildirilmistir. Uziim cekirdegi proantosiyanidin
ekstresi ile kombine edilmis yiiksek kalsiyum diyeti uygulamasi, mandibular kondilde
kemik giicsiizliigiiniin tedavisinde daha etkili bulunmus olup UCE’nin sigan mandibular
kondilinde ilave kemik formasyonunu arttirdigtr bildirilmistir (24). Kritik biiylime
déneminde UCE’ nin mandibular kondildeki kemik formasyonuna etkisi rapor edilmis
olup (27), endokondral kemiklesme esnasinda mandibular kondil kikirdagina olan

etkileri heniiz degerlendirilmemistir (24).
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2.11. Kullandigimiz immunohistokimyasal Belirtecler

2.11.1. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), uzun kemiklerde ve kondilde
endokondral kemiklesme sirasinda sentezlenen onemli bir diizenleyicidir. Mandibular
kondildeki kondrositler, VEGF sentezleyerek neovaskiilarizasyonu stimule ederler ve
kikirdagin kemik ile yer degistirmesini baglatirlar. Kondildeki VEGF ekspresyonu, yeni
kemik yapimim arttirarak mandibulanin 6nde konumlanma miktarmni arttirir. Mekanik
uyarilara mandibular kondilin verecegi biiylime cevabinda, VEGF ekspresyonunun yeni

kemik yapimui ile korelasyonu oldukca énemlidir. (200).

Anjiyogenez (kan damarlarmin invazyonu) ile osteogenezis yakindan iligkilidir. Kan
damarlarinin invazyonu, osteojenik mezenkimal hiicreleri mineralizasyon bdolgesine
getirir. Bu hiicreler, daha sonra osteoblastlara farklilasarak osteogenezis yapar. Yapilan
bir ¢aligmada, farelere sistemik olarak verilen ¢Oziiniir reseptor kimerik (chimeric)
protein ile VEGF inaktive edilerek kan damarlarinin invazyonu baskilanmistir. Boylece,
trabekiiler kemik yapimi, hipertrofik kondrosit bdolgesinin  genislemesiyle
engellenmistir. VEGF, hipertrofik kikirdagin neovaskiilarizasyonunda ve kondildeki

endokondral kemiklesmenin diizenlenmesinde onemli rol oynar (54).

2.11.2. Osteonektin (ON)

Osteonektin (ON), SPARC (secreted protein acidic and rich in cysteine) veya basement-
membrane protein 40 (BM-40) olarak da bilinmektedir. Osteonektin, kemikteki
kalsiyuma baglanan bir glikoproteindir. Kemik formasyonu sirasinda osteoblastlardan
sentezlenir. Mineralizasyonu baglatir ve mineral kristal formasyonunu arttirir. ON,
kemik kalsiyumu gibi kollajene de affinite gostermektedir (201). Kollajene baglanarak
hidroksi apatit kristal formasyonunu arttirdig1 bildirilmistir (202). ON, immature

kemikte bol miktarda bulunmakta olup kollajen mineralizasyonunu arttirmaktadir (201).
Aktif osteoblastlarda ve kemik iligi progenitor hiicrelerinde, hipertrofik kondrositlerde,

odontoblastlarda, periodontal ligament ve gingival hiicrelerde yiiksek miktarda ON

bulunmaktadir. Ozellikle osteoid doku ve yiiksek turnover gosteren dokularda daha
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fazla rastlanilmaktadir (203). Damarlanma mekanizmasi kemiklesmenin gerceklesmesi

icin olduk¢a 6nemlidir ve Osteonektin, anjiyogenezisi arttirir (204).

2.11.3. Tip II kollajen
Tip II kollajen, kondilin kikirdak matriksinin temel komponentidir. Endokondral
ossifikasyonda olduk¢a dnemlidir. Kondrosit-spesifik belirte¢ olup mandibulanin 6nde

konumlandirilmasiyla artis gosterdigi bildirilmigtir (205).

Mandibulanin 6nde konumlandirilmasi, Sox-9 ve Tip II kollajen ekspresyonunu
arttirarak, mandibular kondildeki kikirdak matriks formasyonunu ve kondrosit

farklilagmasini arttirir (206).

2.11.4. STRO-1

STRO-1, mezenkimal/ stromal kok hiicre belirtecidir. insan CD34 + kemik iligi hiicresi
popiilasyonu ile asilamadan iiretilmistir. Insan kemik iligindeki stromal elementler
tarafindan eksprese edilen bir hiicre ylizey antijenini tanimlayabilir. STRO-1, insan
kemik 1iligi stromal hiicre prekiirsorlerinin tanimlanmasi, izolasyonu ve fonksiyonel

karakterizasyonu i¢in dnemli bir antikordur (207).

STRO-1, adipozit, osteoblast ve kondrositlere farklilasma potansiyeline sahip
progenitor hiicrelerin ekspresyonunun ayirt edilmesinde kullanilmaktadir. Kikirdagin,
yaralanma sonrasi kendi kendini tamir etme yetenegine sahip cok sayida STRO-1

pozitif kondrosit icerdigi ¢aligmalarda gosterilmistir (208).
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3. GEREC ve YONTEM

Aragtirmamiz i¢in Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan 02/02/2016 tarih ve 77.637.435-02 karar no ile onay alinmistir.
Calismamiz yine ayni iiniversitenin deney hayvanlar1 laboratuvarindan temin edilen
agirliklart 250+50 gram arasinda 45 adet 6 haftalik erkek Wistar albino sican ile
yapilmistir. Deney sonunda yapilan sakrifikasyon ile elde edilen alt ¢ene sol kondiline
ait histolojik kesitler ayni iiniversitenin Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Laboratuvarinda incelenip degerlendirilmistir.

3.1. Arastirmada Kullanilan Malzemeler

3.1.1. Arastirmanin deney safhasinda kullanilan malzemeler

-Silikon Olgii Maddesi (Heraeus, Optosil Comfort,Hanau/Almanya)

-Silikon Olgii Maddesi Aktivatérii (Heraeus, Optosil Comfort,Hanau/ Almanya)
-Essix Plak (Clear Advantage, TX/ ABD)

-Sert Alg1 (Elite Model, 165744, Zhermack, Rovigo/ Italya)

-Lak (Keram-Keramik, Presidentblue, Istanbul/ Tiirkiye)

-Krom Kobalt Metal (Tiirkiye )

-Kompozit seti (3M™ ESPE™ Z100™ Restorative dispenser for capsule, Monrovia,

CA / ABD)

-Self Etch Primer (Transbond Plus Self Etching Primer, 359651, 3M, Monrovia,CA/
ABD)

-Led Isik Cihazi (Valo, Ultradent, Utah/ ABD)
-970 nm Diyot Lazer (SiroLaser Xtend, Sirona/ Italya)

-Dijital Tart1
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-2 adet Cerrahi Makas

-2 adet Cerrahi Portegii

-Oral Gavaj Sondast, item No:18061-75 (Fine Science Tools, Heidelberg Germany)
-Fotograf Makinasi (Sony alpha 6000, Japan)

-Koruyucu Gozliik

-U100 Tek Kullanimlik Insulin Sirigas1 (BD Micro-Fine™, Istanbul/ Tiirkiye)

3.1.2. Arastirmada kullanilan farmakolojik ajanlar
-Ketamin hidrokloriir (Ketalar-Eczacibas1, Istanbul/ Tiirkiye)

-Xylazine (Rompun-Bayer, Leverkusen/ Almanya)

3.1.3. Arastirmanin histolojik degerlendirilmesinde kullanilan malzemeler
-EDTA Soliisyonu (Merck, Darmstad/ Almanya)

-%10’luk Formalin Soliisyonu (Merck, Darmstad/ Almanya)

-%5’lik Formik Asit Soliisyonu (Tekkim, Bursa/ Tiirkiye)

- Masson Trikrom (Surgipath, Peterborough/ ABD)

-Xylene (Leica, 400811/ Wetzlar/ Almanya)

-Doku Tespit Makinas1 (Thermoscientific, ExcelsiorES/ ABD)

-Lam (Patolab, 165008/ Cin)

-Parafin (Leica,Wetzlar/ Almanya)

-Parafine Gomme Makinas1t (Thermoscientific, Histostar/ Waltham, Massachusetts/

ABD)

-Mikrotom Bigag1 (Feather, 12031985P, Osaka/ Japonya)
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-Mikrotom Cihazi (Leica RM2255, Wetzlar/ Almanya)

-Isik Mikroskopu (Leica DM5000 B, Wetzlar/ Almanya)

-Gériintii Analiz Programi (Leica Qwin.Plus, Cambridge/ Ingiltere)
-Distile su

-Saf Alkol (Etil Alkol) (Sigma-aldrich, Darmstad/ Almanya)

-Alkol 96% (Sigma-Aldrich, Darmstad/ Almanya)

3.2. Calisma Gruplarinin Tanimlanmasi

Deneyimizde kontrol grubunda 3, deney gruplarinda ise 42 adet olmak ilizere toplamda
45 adet erkek Wistar sican kullamilmustir. 42 adet Wistar sicani, 7 adet deney grubuna
esit miktarda (6’sar adet) dagitilmistir. Ayrica, ¢alismanin basinda 2 tane de erkek
Wistar sican kok hiicre eldesi amaciyla sakrifiye edilmistir. Deney ve kontrol grubunda
bulunan sicanlar herhangi bir ayrim gostermeksizin rastgele olacak sekilde gruplara
dagitilmistir. Deney ve kontrol grubunda bulunan tiim sicanlar deney siiresince 1s1 (18-
22° C), nem kontrolii (%40-%60) ve 12 saat gece 12 saat giindiiz siklusu saglanan

(sabah 7, aksam 7) odada ayn1 sartlar icinde muhafaza edilmiglerdir.

Denekler ¢alisma protokolii geregi toplam 8 gruba ayrilmiglardir:

GRUP 1: Ug adet sigandan meydana gelen kontrol grubudur. Bu gruptaki sicanlarda
herhangi bir aparey ya da herhangi bir kok hiicre, lazer veya iiziim ¢ekirdegi uygulamasi
yapitlmamugtir. Diger gruplardaki siganlarin kondil histolojik yapilar: ile karsilagtirma

yapilabilmesi icin olusturulan kontrol grubudur.
GRUP 2: Kok hiicre, diisiik doz lazer veya liziim ¢ekirdegi uygulamasi yapilmis olan
gruplarla kargilastirma yapabilmek icin olusturulan, agiz ici aparey (AIA) tasiyan

sicanlardan meydana getirilen gruptur.

GRUP 3: Agiz i¢i aparey tasiyan ve intraoral gavaj yontemiyle 300 mg/kg/giin iiziim

cekirdegi ekstresi uygulanmis sicanlardan meydana getirilen gruptur.
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GRUP 4: A1z ici aparey tastyan ve kondil bolgesine 8 Jem® (0.5 watt, 16 sn boyunca)

diisiik doz lazer uygulanmig sicanlardan meydana getirilen gruptur.

GRUP 5: Agiz ici aparey tasiyan ve kondil bolgesine 8 Jem? diisiik doz lazer (0.5 watt,
16 sn boyunca) uygulamasi ile birlikte, intraoral gavaj yontemiyle 300 mg/kg/giin iiziim

cekirdegi ekstresi uygulanmis gruptur.

GRUP 6: Agiz i¢i aparey tasiyan ve intraoral gavaj yontemiyle 300 mg/kg/giin iiziim

cekirdegi ekstresi ile birlikte, kondil bdlgesine 1x10° hiicre / 100 ul besiyeri kok hiicre

uygulanmig gruptur.

GRUP 7: Agiz ici aparey tasiyan ve kondil bolgesine 8 Jem? diisiik doz lazer (0.5 watt,

16 sn boyunca) ile birlikte, 1x10° hiicre / 100 ul besiyeri kok hiicre uygulanmig gruptur.

GRUP 8: Agiz ici aparey tasityan ve kondil bolgesine 8 Jem? diisiik doz lazer (0.5 watt,

16 sn boyunca) ile birlikte, 1x10° hiicre / 100 ul besiyeri kok hiicre ve ayni zamanda

intraoral gavaj yontemiyle 300 mg/kg/giin iiziim cekirdegi ekstresi uygulanmis gruptur.

Tiim denekler, 30 giinliik deney sonunda sakrifiye edilmistir.

Diisiik doz lazer, kdk hiicre ve iiziim cekirdegi ekstresi uygulamalarinin amaci, AIA
tastyan sicanlarda bu uygulamalarin tek basina veya beraber kullanimlariyla birlikte
kondil kikirdagmin biliylime ve remodelingi iizerine etkilerinin var olup olmadigini

belirlemektir.

Deney gruplar1 bu sekilde olusturulduktan sonra, denekler, her deney grubu tek bir
kafese yerlesecek sekilde, toplamda 8 farkli kafese yerlestirilmistir. AIA ve diger
uygulamalarin olasi yan etkileri nedeniyle meydana gelebilecek agirlik kayiplarinin
onlenmesi amaciyla denekler, toz pelet ile suyun karistirildig: standart soft diyet ile Ad

libitum olarak beslenmislerdir (Tablo 3.1 ).
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Tablo 3.1. Calisma gruplariin tanimlanmasi

Gruplar Denek Aparey Lazer Kok Hiicre  Uziim
Sayisi Cekirdegi
G1 3 YOK YOK YOK YOK
G2 6 VAR YOK YOK YOK
G3 6 VAR YOK YOK VAR
G4 6 VAR VAR YOK YOK
G5 6 VAR VAR YOK VAR
G6 6 VAR YOK VAR VAR
G7 6 VAR VAR VAR YOK
G8 6 VAR VAR VAR VAR

3.3. Agiz i¢i Aparey (AiA) Uygulamasi

3.3.1. Olcii alinmasi ve agiz i¢i apareyin hazirlanmasi

Ik olarak bir silikon bazli 6l¢ii maddesi (Heraeus, Optosil Comfort, Hanau/ Germany)
ile sicanlarin alt keser dislerinin Ol¢lisii alinmistir. Alinan bu olgiiler, alt ¢eneyi onde
konumlandiracak AIA yapilmasi icin laboratuvar ortaminda hazirlanmis krom kobalt
modellerin elde edilmesinde kullanilmistir (Resim 3.1). Daha sonra, hazirlanan bu krom
kobalt modeller iizerinde 1 mm kalinligindaki Essix plaktan (Clear Advantage,

Orthotechnology. TC/ USA) yaklasik olarak 50 adet AIA yapilmistir (Resim 3.2).
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Resim 3.1. Alinan 6l¢iilerden elde edilen krom kobalt model

Resim 3.2. Elde edilen krom kobalt modellere basilan 1 mm kalinligindaki Essix plak
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3.3.2. Agiz ici apareyin (AIA) yerlestirilmesi

Denekler, %20 oraninda Lidocaine (Rompun-Bayer/ Germany) ve %80 oraninda
Ketamine hydrochloride (Ketalar-Eczacibasi/ Tiirkiye) karigimi ile intraperitonal olarak
anestezi altma alindiktan sonra; AIA’in temiz bir yiizeye uygulanabilmesi amaciyla
sicanlarin alt keser disleri yikanip kurulanmistir. Dis yiizeyi Transbond™ Plus Self
Etching Primer (3M Unitek, Monrovia, California) ile asitlendikten sonra 1sikl
kompozit seti (3M™ ESPE™ Z100™ Restorative dispenser for capsule, USA) ile
aparey yapistiritlmigtir. Essix apareyi, alt ceneyi hem istirahat konumundayken, hem de
kapanistayken onde ve asagida konumlandiracak sekilde yapistirilmistir. Aparey
yapistirildiginda deneklerin alt keser disleri {ist keser dislerin dnlinde konumlandirilmis
olup anterior cross bite olusturulmustur. Bu haliyle denekler, alt ¢enesini kesinlikle
geriye alamamaktadir. Ancak, sicanlar ¢ok giiclii kemirgenler olduklari i¢in apareylerini
asindirmaya ve c¢ikarmaya caligmaktadirlar. Bu nedenle, deneklerin agiz icindeki
apareylerinin durumlar1 giinliik olarak kontrol edilmistir. Deney siiresince apareylerde
gorlilen asmmmalar nedeniyle hasara ugramis ya da konumu degismis apareyler
mevcutsa, aynt metodlar uygulanarak yenileri ile degistirilmis ve alt ¢enenin 4 hafta

boyunca istenilen pozisyonda kalmasi saglanmistir (Resim 3.3).

Resim 3.3. Deneklerin alt dislerine ¢apraz kapanis saglanacak sekilde Essix plaklarin

yapistirilma asamast

55



3.4. Kok Hiicre Uygulamasi

3.4.1. KoKk hiicre eldesi

Iki adet sicanin yag dokusundan alinan hiicreler, ayristirmayi takiben 25 em?’lik hiicre

kiiltiir kab1 iginde alinarak 37 °C’de, %5 CO, kosullar1 altinda ¢ogalmasi ve konfluent

olmasi i¢in % 10 fotal buzag1 serumu (FCS), 50 pgr/ml gentamisin, 100 UI/ml penisilin,
100 Ul/ml streptomisin, 100 UI/ml amfoterisin iceren DMEM Kkiiltiir ortamina
birakilmistir. Ug giin siireyle yag doku kaynakli kok hiicrelerin hiicre kiiltiir kabina
yapismalar1 saglanmis ve iki giinde bir kiiltiir vasati degistirilerek hiicreler, 3. pasaja
(P3) kadar cogaltilmigtir. Uygulama sonrasi kok hiicrelerin dokuda belirlenebilmesi
amactyla, hiicre cogalmasini gosteren timidin analogu 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)

yontemi ile isaretleme yapilmugtir.

3.4.2. YDMKH Tanimlanmasi
Yagdan alinan doku, kiiltlir ortaminda tutundurulup ¢ogaltilmistir. YDMKH besiyeri

ortaminda konfluent oluncaya kadar kiiltiire edilmis ve iiclincii pasaja getirilerek

deneylerde kullanilir hale getirilmistir (Resim 3.4).

Resim 3.4. YDMKH i¢in kiiltiir ortaminda yerlesip, cogalmis 3. pasajdaki hiicrelerin

inverted mikroskop goriintiileri

YDMKH deneylerde kullanilir hale getirildikten sonra karakterizasyonu saglanmuistir.
MKH, belirteg olarak STRO-1 pozitifligi ve CD45 negatifligi acisindan

immunohistokimyasal olarak dogrulanmistir (Resim 3.5).
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STRO-1

CD45

Resim 3.5. DPMKH STRO-1 antikor ile boyanmis pozitif ve CD45 ile boyanmamis

negatif immunohistokimya goriintiileri ile tanimlamalarinin yapilmasi saglanmstir.

Hiicrelerin boyanmalar1 iizerinden yapilan skorlama ile biiyliik ¢ogunlugunun MKH

olduklari igaretlenerek gosterilmistir (Sekil 3.1.)
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Sekil 3.1. DPMKH STRO-1, CD90, CD34 ve CD45 tanimlanmasimin skorlama ile

analizinde hiicrelerimizin tanimlamalar1 dogrulanmastir.

3.4.3. Kok hiicre uygulanmasi

Mezenkimal kok hiicre (MKH) uygulamasi, 1)(106 hiicre / 100 ul besiyeri ile her iki
kondilin temporamandibular eklemine intraartikiiler olarak enjekte edilmesiyle

gergeklestirilmistir (Tablo 3.2). Islem genel anestezi altinda yapilmustir.

TME’nin lokalizasyonunun yapilabilmesi i¢in, oncelikle mandibula 6ne dogru manipiile
edilmis ve TME, g6z lateral kantusunun yaklasik 5-10 mm posteriorunda palpasyonda
hissedilmistir. Ilgili bolge sabit kalemle isaretlenmistir. 30 gauge enjektor, temporal
kemigin zigomatik ¢ikintisinin posteriorundan (eklem fossasinin catisi) girecek sekilde
yerlestirilmistir ve daha sonra medioanterior olarak eklem bogluguna dogru enjektor
hareket ettirilmistir. Ardindan kok hiicre eklem bosluguna yavasca enjekte edilmistir

(Resim 3.6).

Ayrica lokal uygulamay: takiben haftada bir kez ayni giin ve saatte olacak sekilde birer

kez 1x10° hiicre / 100 ul besiyeri dozunda kok hiicre intraperitonal olarak tekrar

uygulanmigtir (Tablo 3.2).
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Resim 3.6. Deneklere kok hiicre enjeksiyonu
3.5. Uziim Cekirdegi Ekstresi Uygulamasi

3.5.1. Uziim ¢ekirdegi ekstresi hazirlanmasi

Calismada kullanilan kara iiziim c¢ekirdegi (Vitis vinifera L. ) Denizli ilinden toplanmisgtir.
Saglikli tohumlar segilerek kurutulmus ve mekanik parcalayicida kiiciik parcalar haline
getirilmistir. Par¢alanan tohumlar 100°er gram tartilarak Soxhlet Cihazinin (Gerhardt EV
14) kartuglarma yerlestirilmistir. Soxhlet cihazinda her kartus icin 500 mL saf etil alkol
(Merck) ile 50-60 °C’de 6 saat 6ziitlemeye tabi tutulmustur. Elde edilen 6ziitler Whatman
no: 4 ile filtre edildikten sonra yiiksek vakum altinda Rotary Evaporatorde (Heildolph
Heizbad HB Digit) 40° C’de yogunlagtirilmistir. Elde edilen oziitler +4° C’de deney

baslayana kadar muhafaza edilmistir.

3.5.2. Uziim ¢ekirdegi ekstresi uygulanmasi

Uziim ¢ekirdegi ekstresi, 300 mg/kg/giin olacak sekilde distile su ile karistirilarak intraoral
gavaj yontemiyle sistemik olarak verilmistir. Uziim ¢ekirdegi ekstresinin 6zelliklerinin
kaybolmamasi i¢in ekstre +4° C’de saklanmis ve liziim ¢ekirdegi ekstresinin su ile karisimi
giinliik olarak hazirlanmistir. Karisim hazirlanirken Smg/ml/kg sabit orani kabul edilmistir.
Her sicanin agirligina gore belirlenen miktarda karigim verilmistir (Resim 3.7 ve Tablo

3.2).
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Resim 3.7. Deneklere intraoral gavaj yontemiyle iiziim ¢ekirdegi ekstresi uygulamasi

3.6. Lazer Uygulamasi

Bu calismada, kondil bolgesine gilinasirt giinde 1 kez olacak sekilde 8 Jem? (0.5 watt,
16 sn boyunca) diisiik doz diyot lazer uygulamasi toplam 15 kez yapilmistir. Apareylerin
yerlestirilmesini takiben 4., 5., 7. ve 8. gruplardaki deneklere lazer uygulanmigtir. Lazer
uygulamasindan Once sicanlar tek el ile gilizelce sabitlenerek kondil, nazikce ideal
konumuna getirilmis ve lazer, her iki kondilin TME bdlgesine uygulanmistir (Resim 3.8

ve Tablo 3.2).
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Resim 3.8. Deneklere diisiik doz lazer uygulamast

Tablo 3.2. DDLT, MKH ve UCE uygulamalari

Toplam
Yapilan Uygulama Doz Uygulanan Giinler Uygulama
Islem Yolu Sayisi
Lokal Baslangigta tek
(intraartikiiler 1x10°Ul/ml. 0. glin doz
enjeksiyon)
MKH
Sistemik Her hafta tek
(intreperitonal ~ 1x10°Ul/ml. 0.-7.-14.-28. giinler doz -
enjeksiyon) Toplam 4 doz
0-2.-4-6-8.-10.-12.- Giin agir1 1 kez-
DDLT Lokal 8 J/em? 14.- 16.- 18.- 20.-22.- 24 .- Toplam 15 kez
26.- 28. giinler
Sistemik 300 Deney siiresince her giin tek ~ Toplam 30 kez
UCE (intraoral gavaj)  mg/kg/giin sefer
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3.7. Agirhk Takibi
Deneklerin agirliklari, deneyin baslangicindan itibaren deney sonuna kadar haftalik
olarak &lgiilmiistiir. Olgiimler, deney gruplar1 ile kontrol grubunun biiyiimelerini

incelemek ve karsilagtirmak i¢in kaydedilmistir.

3.8. Sakrifikasyon

Deneklere 4 haftalik deney siiresinin sonunda, yiiksek dozda anestezi verilerek 6tenazi
islemi yapilmistir. Oncelikle mandibula kafa bolgesinden disseke edilerek ayrilmistir.
Hemen ardindan ise, mandibula sag ve sol olmak {izere iki pargaya ayrilarak %10’ luk
Formalin Soliisyonuna (Merck, Darmstad/Germany) konularak histomorfometrik analiz
yapilmasi i¢in histoloji laboratuvarina gonderilmistir. Calismamizda, histomorfometrik

analiz yapmak i¢in sol mandibula kullanilmistir (Resim 3.9 ve Resim 3.10).

Resim 3.9. Diseke edilmis kondile ait gdriintii
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Resim 3.10. Diseke edilmis sol mandibulanin goériiniimii

3.9. Histomorfometrik Analizi

Uygulamalar sonrasinda 6rnekler ¢ikartildiktan sonra % 10’luk tamponlanmig formalin
sollisyonunda 24-72 saat fikse edilmis, daha sonra %10’luk EDTA igerisinde
dekalsifiye edilmistir. Dekalsifikasyon isleminden sonra 6rnekler akar suda yikanmis ve

rutin doku takip prosediiriinii takiben parafin bloklara gémiilmiistiir (Tablo 3.3).

Parafin bloklardan mikrotom ile yaklagik 5 pm kalinhiginda kesitler alinmistir. Bu
kesitler, her bir adezivli lamda 3—4 adet olacak sekilde dizilmistir. Her bir 6rnekten
kondilin posterior bolgesinde 6 kesit alinmistir. Daha sonra elde edilen bu kesitler
iizerinde yapilan Ol¢limlerin ortalamasi alinmistir. Kondilin dis lateral yiizeyinden,
kikirdak ve subkondral yapilarin daha net incelenebilmesi i¢in 200-250 mikron arasinda
trimleme yapilmistir. Her 100 mikronda bir parasagittal olarak 5 mikron kalinliginda
kesitler alinmistir. Kesitler, 56 °C derecede etiiv icinde deparafinize edildikten sonra
cesme suyunda yikanip histopatolojik inceleme i¢in Hemotoksilen—Eozin ve Masson

Trikrom boyasi ile boyanmistir (Tablo 3.4).
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Tablo 3.3. Hizl1 doku takibi ve parafine gdmme protokolii

YAPILAN ISLEM KULLANILAN
MADDE

1.TESPIiT %10 FORMALIN

2.DEKALSIiFIKASYON EDTA SOLUSYONU

3-DEHIDRASYON ALKOL

4-SEFFAFLASTIRMA KSILEN

5-INFILTRASYON PARAFIN

6-PARAFINE GOMME PARAFIN
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Tablo 3.4. Masson Trikrom boyama protokolii

YAPILAN ISLEM KULLANILAN
MADDE

1.DEPARAFINIZASYON KSILEN

2.REHIDRATASYON %96 ALKOL
%80 ALKOL
%70 ALKOL
%50 ALKOL

3.YIKAMA DISTILE SU

4. BOYAMA MASSON
TRIKROM

5.YIKAMA AKAR SU

%50 ALKOL
%70 ALKOL
%80 ALKOL
%96 ALKOL
KSILEN

3.10. indirekt Immunohistokimya Boyamasi

Immunohistokimyasal olarak dokuda yeni damar olusumunu belirlemek igin VEGF,
yeni kemik olusumunu belirlemek i¢in Osteonektin, kok hiicreleri gostermek icin
STRO-1, bag doku olusumunu gostermek igin ise Tip-II Kollajen belirtecleri

kullanilmigtir.

Alman kesitler immunohistokimyasal boyama i¢in bir gece 60°C’lik etiivde tutulduktan
sonra, 30’ar dakika ksilen ile seffaflastirma islemi gerceklestirilmistir. Ardindan %

95’ten % 60’a kadar azalan derecede alkol serileri ile rehidratasyon saglanarak distile
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suda 5 dakika bekletilmistir. Dakopen ile sinirlandirilan % 0,5°lik tripsin soliisyonu
icinde oda sicakliginda 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe
etmek amaciyla 5 dk %3’liik Hidrojen Peroksit (H,O,) uygulanmistir. 3 defa 5’er dakika
fosfat tampon soliisyonu ile yikanan kesitler, bloklama amaciyla 1 saat bloklama
sollisyonu ile muamele edilmistir. Bloklama soliisyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra
primer antikorlar VEGF, Osteonektin, STRO-1 ve Tip-II Kollajen ile bir gece inkiibe
edilmigstir. Ertesi glin tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler, anti-mouse biotin-
streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-9043 Zymed Histostain kit San
Francisco,USA) ile 30’ar dakika boyanmigtir. Yine ili¢ defa 5’er dakika tampon
sollisyonu 1ile yikanan kesitler, olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun
goriiniirliigiinii saptamak amaciyla DAB (Diaminobenzidin) ile 5 dk boyanmuistir.
Mayer’s hematoksilen (72804E, Microm, Walldorf, Germany) ile artalan boyamasi
saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler kapatma medyumu (AMLO060,
Scytek, Logan, Utah, USA) ile kapatilmistir. immunohistokimyasal degerlendirme
incelenerek zayif (+), orta (++) ve siddetli (+++) boyanan hiicreler sayilarak H-score ile

degerlendirilmistir.

3.11. istatistiksel Yontem

Analiz olglimlerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde gruplar arasindaki farkin
anlamliligimin degerlendirilmesinde Graphpad istatistik yazilimi kullanilmigtir. Tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile sonuglarin ortalama ve standart sapmalari
degerlendirilmistir ve p<0,05, p<0,01 ile p<0,001 olarak ifadelendirilmistir. Gruplar
arasinda fark bulunmast durumunda, Tukey Kramer c¢oklu karsilastirma testi
kullanilarak farkliligi olusturan grup istatistiksel olarak bulunmugstur. Student t-testi,
gruplarin baslangi¢ ve bitim agirliklar1 agisindan fark olup olmadigint degerlendirmek

icin kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sicanlar ve Kullanilan Apareylerle lgili Gozlemsel Bulgular

Giin asir1 yapilan agiz i¢ci muayenelerde apareyin saglamligi, alt ve iist keser dislerin
genel durumu, ¢evre yumusak dokularda irritasyon olup olmadigi, deneklerin gida ve su
tilketim miktarlarinda azalma olup olmadigi izlenmistir. Herhangi bir problemle
karsilagilmamis olup, deneklerin 1 tanesinde uygulanan apareyde ¢atlama belirlenmis ve

bu aparey yenisiyle degistirilmistir.

4.2. Agirhk Olgiimleriyle Tlgili Bulgular

Tiim deneklerin haftalik rutin olarak agirliklar1 Slgiilmiistiir. Deneyin ilk giinii ve
denekler sakrifiye edilmeden hemen once yapilan bu agirlik Slgtimleri Tablo 4.1 de
gosterilmistir. Gruplarin benzer sartlar1 tasimasi gerekliliginden dolay1 deneklerin
baslangi¢ agirliklari, birbirlerine yakin olacak sekilde seg¢ilmistir. Deney sonunda
gruplarin agirliklart degerlendirildiginde ise, hicbir grupta agirlik kaybi gozlenmemistir

(P>0,05).

Tablo 4.1. Calismada kullanilan deneklerin c¢alisma baslangic ve bitim agirlik

ortalamalari
Gruplar BASLANGIC (gr.) BIiTIM (gr.)
Ort. S.S Ort. S.S P degeri
G1 264 .66 13.01 283.33 11.06 0.826 (P>0,05)
G2 270.33 11.25 276.51 12.17 0.937 (P>0,05)
G3 266.83 14.68 269.83 16.66 0.750 (P>0,05)
G4 275.50 16.13 280.66 17.01 0.820 (P>0,05)
GS 269.16 15.72 271.50 18.74 0.881 (P>0,05)
G6 268.66 12.54 272.42 16.58 0.695 (P>0,05)
G7 262.50 12.09 267.68 14.55 0.729 (P>0,05)
G8 271.16 1691 275.33 17.98 0.683 (P>0,05)

Ort. : Ortalama, S.s: Standart sapma
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4.3. Deney Gruplarinda H-E Boyama ile Elde Edilen Bulgular

Deneklerden, 4 haftalik deney siiresinin sonunda kondil bagindan elde edilen, MTK
ile boyanan preparatlarin degerlendirilmesi histomorfometrik ve
immunohistokimyasal olarak  yapilmigtir. Subkondral kemikteki degisimi
histomorfometrik olarak o©lgmek i¢in Hipertrofik Tabakanin altinda kondil
kikirdaginin arka bolgesinden birer kare alindi ve yeni kemik olusumu (YKO)

hesaplanmigtir.

FT
PT
oT
HT

Ny

=

¥ v

|

Resim 4.1. Hemotoksilen—Eozin (H-E) ile boyanan kesitlerde kondil kikirdagi ve
kikirdak alt1 subkondiler kemik goriintiisii (x200)

4.3.1. Yeni Osteoblast Yapim (YOY)

Kondil kikirdagindan alinan goriintiilerde belirlenen standart biiylitmede yapilan
Olctimlerde, YOY oranmmin G1 ile G3, G4, G5, G6, G7 ve G8 karsilastirildiginda
olduk¢a anlaml1 (p<0,001) bir artig gosterdigi bulunmustur.

G2 ile G3, G2 ile G4 arasinda fark goriilmezken (p>0,05), G2 ile G5, G6, G7 ve G8
arasinda oldukg¢a anlamli (p<0,001) bir fark goriilmiistiir. Benzer sekilde, G3 ile G35,
G6, G7 ve G8 arasinda olduk¢a anlaml1 (p<0,001) bir fark bulunmustur.

G4 ile G7 arasinda anlamli (p<0,01), G4 ile G8 arasinda olduk¢a anlamli (p<0,001)
bir fark oldugu goriilmiistiir. G7 ile G8; G5 ile G6, G7 ve G8 ; G6 ile G7 ve G8
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kargilagtirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark (p>0,05) bulunmamigtir

(Tablo 4.2, Tablo 4.3 ile Sekil 4.1).

Tablo 4.2. Hemotoksilen—Eozin (H-E) boyamalarinda yeni osteoblast yapimi (YOY)

Ol¢timlerinin istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama Standart sapma
G1 15,000 2,045
G2 19,833 2,137
G3 20,668 1,862
G4 23,333 1,964
G5 26,000 1,414
G6 27,356 1,897
G7 28,211 1,675
G8 29,466 2,336

Kalinlik - pm
[ S N
u [e] ol o u

Kondil Yeni Osteoblast Yapim Etkisi

mYOY

T

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G

8

Sekil 4.1 Yeni osteoblast yapiminin (YOY) grafik ile gosterilmesi
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Tablo 4.3. Hemotoksilen—Eozin (H-E) boyamalarinda yeni osteoblast yapimi (YOY)

Ol¢iimlerinin Tukey Kramer ¢oklu karsilastirma testi ile istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama p degeri
Karsilastirma
G1vs G2 -4,833 p<0,05
G1vs G3 -5,667 p<0,01
G1vs G4 -8,333 p<0,001
G1vs G5 -11,000 p<0,001
G1vs G6 -12,000 p<0,001
G1vs G7 -13,000 p<0,001
G1vs G8 -14,500 p<0,001
G2vs G3 -0,8333 p>0,05
G2 vs G4 -3,500 p>0,05
G2 vs G5 -6,167 p<0,001
G2 vs G6 -7,167 p<0,001
G2 vs G7 -8,167 p<0,001
G2 vs G8 -9,667 p<0,001
G3vs G4 -2,667 p>0,05
G3vs G5 -5,333 p<0,001
G3 vs G6 -6,333 p<0,001
G3vs G7 -7,333 p<0,001
G3vs G8 -8.,833 p<0,001
G4 vs G5 -2,667 p>0,05
G4 vs G6 -3,667 p<0,05
G4 vs G7 -4.,667 p<0,01
G4 vs G8 -6,167 p<0,001
G5 vs G6 -1,000 p>0,05
G5 vs G7 -2,000 p>0,05
G5 vs G8 -3,500 p>0,05
G6 vs G7 -1,000 p>0,05
G6 vs G8 -2,500 p>0,05
G7 vs G8 -1,500 p>0,05

4.3.2. Yeni Kemik Olusumu (YKO)

Deneklerin kemik olusumu degisikleri icin histolojik kesitlerde HE boyamalar1
incelenmistir. Yeni Kemik Olusumu i¢in kor yontemle +1 ile +5 arasi skorlama
yapilarak olusan yeni kemik dokusu belirlenmistir (Resim 4.2). YKO’yu istatistiksel
olarak tablo ve grafikler ile birlikte degerlendirdigimizde, YKO degeri en fazla
G8'de (p<0,001) bulunmustur. G1 ile G2 ve G3 arasinda (p<0,05), G1 ile G4
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arasinda (p<0,01) anlaml; G1 ile G5, G6, G7 ve G8 arasinda ise oldukca anlamli bir
fark goriilmiistiir (p<0,001).

G2 ile G3, G2 ile G4 arasinda anlaml bir fark goriilmezken (p>0,05), G2 ile G5, G6,
G7 ve G8 arasinda oldukg¢a anlamli (p<0,001) bir fark bulunmustur. Ay sekilde, G3
ile G7 ve G8 arasinda olduk¢a anlamli (p<0,001) bir fark goriilmiistiir.

G4 ile G7 ve G8 arasinda anlamli (p<0,01) bir fark oldugu bulunmustur. G7 ile G8;
G5 ile G6 ve G7; G6 ile G7 ve G8 karsilastirildiginda ise, istatistiksel olarak anlaml
bir fark olmadig1 (p>0,05) goriilmiistiir (Tablo 4.4, Tablo 4.5 ile Sekil 4.2).

Tablo 4.4. Hemotoksilen—Eozin (H-E) boyamalarinda yeni kemik olusumu (YKO)

oOl¢limlerinin istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama Standart sapma
G1 1.349 0.524
G2 2.380 0.407
G3 2.761 0.573
G4 3.204 0.824
G5 3.622 0.610
G6 3.710 0.533
G7 4.552 0.461
G8 4.688 0.470

Yeni Kemik Olusumu

B HE-Kemiklesen Alan

-
4 T T
3 T
2
i
0 -
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Sekil 4.2. Yeni kemik olusumunun (YKO) grafik ile gosterilmesi

Kalinhk - pm
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Tablo 4.5. Hemotoksilen—Eozin (H-E) boyamalarinda yeni kemik olusumu (YKO)

Ol¢iimlerinin Tukey Kramer ¢oklu karsilagtirma testi ile istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama p degeri
Karsilastirma
G1vs G2 -1.000 p<0.05
G1vs G3 -1.333 p<0.05
G1vs G4 -1.833 p<0.01
G1vs G5 -2.167 p<0.001
G1vs G6 -2.333 p<0.001
G1vs G7 -3.167 p<0.001
G1vs G8 -3.333 p<0.001
G2 vs G3 -0.3333 p>0.05
G2 vs G4 -0.8333 p>0.05
G2 vs G5 -1.167 p<0.05
G2 vs G6 -1.333 p<0.01
G2 vs G7 -2.167 p<0.001
G2 vs G8 -2.333 p<0.001
G3 vs G4 -0.5000 p>0.05
G3 vs G5 -0.8333 p>0.05
G3 vs G6 -1.000 p>0.05
G3vs G7 -1.833 p<0.001
G3 vs G8 -2.000 p<0.001
G4 vs G5 -0.3333 p>0.05
G4 vs G6 -0.5000 p>0.05
G4 vs G7 -1.333 p<0.01
G4 vs G8 -1.500 p<0.01
G5 vs G6 -0.1667 p>0.05
G5 vs G7 -1.000 p>0.05
G5 vs G8 -1.167 p<0.05
G6 vs G7 -0.8333 p>0.05
G6 vs G8 -1.000 p>0.05
G7 vs G8 -0.1667 p>0.05
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YKO ve YDO iCiN H-E HiSTOKiMYASI iLE SKORLAMA
G2
G4

G6

G7 G8

Resim 4.2. H-skor ile boyanan hiicre yiizdesi ve yogunlugunun belirlendigi

incelemede yeni kemik olusumu ve yeni damar olusumuna ayrintili bakis
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4.3.3. Yeni Damar Olusumu (YDO)
Deneklerin damar olusumu degisikleri i¢in histolojik kesitlerde H-E boyamalari

incelenmistir (Resim 4.2).

YDO’yu istatistiksel olarak tablo ve grafikler ile birlikte degerlendirdigimizde YDO

degeri en fazla G8'de, en az ise G1'de bulunmustur. G1 ile G2 arasinda anlamli bir
fark goriilmiistiir (p<0,01). G1 ile G3, G4, G5, G6, G7 ve G8 karsilastirildiginda ise
olduk¢a anlaml1 bir fark bulunmustur (p<0,001).

G2 ile G3 arasinda fark bulunmazken (p>0,05), G2 ile G4, G5, G6, G7 ve G8
arasinda oldukga anlaml (p<0,001) bir fark goriilmiistiir. G3 ile G4 arasinda anlamh
(p<0,05), G3 ile G5, G6, G7 ve G8 arasinda ise olduk¢a anlamli (p<0,001) bir fark

oldugu bulunmustur.

G4 ile G5 arasinda anlamhi (p<0,05), G4 ile G6, G7 ve G8 arasinda ise, oldukca
anlaml (p<0,001) bir fark bulunmustur. G5 ile G6 arasinda anlamli (p<0,05), G5 ile
G7 ve G8 arasinda ise oldukg¢a anlaml1 (p<0,001) bir fark goriilmiistiir.

G6 ile G7, G7 ile G8 kargilastirildi@inda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark
(p>0,05) bulunmamugtir (Tablo 4.6, Tablo 4.7 ile Sekil 4.3).

Tablo 4.6. Hemotoksilen—Eozin (H-E) boyamalarinda yeni damar olusumu (YDO)

Ol¢timlerinin istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama Standart sapma
G1 4.000 1.000
G2 7.000 0.8944
G3 7.667 0.8165
G4 9.667 1.211
G5 11.667 0.8165
G6 13.667 0.8165
G7 15.000 0.8944
G8 16.167 1.169
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Tablo 4.7. Hemotoksilen—Eozin (H-E) boyamalarinda yeni damar olusumu (YDO)

Ol¢iimlerinin Tukey Kramer ¢oklu karsilagtirma testi ile istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama p degeri
Karsilastirma

G1vs G2 -3.000 p<0.01

G1vs G3 -3.667 p<0.001
G1 vs G4 -5.667 p<0.001
G1vs G5 -7.667 p<0.001
G1vs G6 -9.667 p<0.001
G1vs G7 -11.000 p<0.001
G1vs G8 -12.167 p<0.001
G2 vs G3 -0.6667 p>0.05

G2 vs G4 -2.667 p<0.001
G2 vs G5 -4.667 p<0.001
G2 vs G6 -6.667 p<0.001
G2 vs G7 -8.000 p<0.001
G2 vs G8 -9.167 p<0.001
G3 vs G4 -2.000 p<0.05

G3 vs G5 -4.000 p<0.001
G3 vs G6 -6.000 p<0.001
G3vs G7 -7.333 p<0.001
G3 vs G8 -8.500 p<0.001
G4 vs G5 -2.000 p<0.05

G4 vs G6 -4.000 p<0.001
G4 vs G7 -5.333 p<0.001
G4 vs G8 -6.500 p<0.001
G5 vs G6 -2.000 p<0.05

G5vs G7 -3.333 p<0.001
G5 vs G8 -4.500 p<0.001
G6 vs G7 -1.333 p>0.05

G6 vs G8 -2.500 p<0.01

G7 vs G8 -1.167 p>0.05
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Yeni Damar Olusumu

B HE-Damar Sayisi

12 T
O_
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7

Sekil 4.3. Yeni damar olusumunun (YDO) grafik ile gosterilmesi

Damar Sayisi
o ©

G8

4.4. Deney  Gruplarinda Masson Trikrom Boyamasi ile Yapilan
Degerlendirmeler

Yapilan boyamalarda, YKO agisindan o6zellikle G7 ve G8’de boyamanin fazla
oldugu, diger gruplarda ise boyamanin daha az oldugu goriilmiistiir. G6’da alinan
sonuglarin, G7 ve G8 sonuclarma yakin olmasinin kdk hiicre uygulamasina bagh
oldugu disiinlilmiistiir. Yeni olusan kemigin beslenmesine bagli olarak meydana

gelen YDO’nun da, yine G8’de fazla oldugu goriilmiistiir (Resim 4.3).
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YKO ve YDO iCIN MASSON TRIKROM HiSTOKIMYASI iLE SKORLAMA

G7 G8

Resim 4.3. Deney gruplarimin Masson Trikrom (MTK) ile histokimyasal boyama

gorlintiileri
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4.5.Deney Gruplarinda Immunohistokimya Boyamasi ile Yapilan
Degerlendirmeler
Deneklere ait protein diizeyindeki degisikliklerin degerlendirilmesi i¢in, histolojik

kesitler immunohistokimyasal boyamalar ile incelenmisgtir.

4.5.1. STRO-1
STRO-1 ile yapilan boyamalarda, boyanan hiicre yiizdesi ve yogunlugu H-skor ile

belirlenmistir. Incelemede kondildeki MKH tutulumu gésterilmistir (Resim 4.4).

Gl ile G3, G4, G5, G6, G7 ve G8 karsilastirildiginda ise olduk¢a anlamli bir fark
goriilmiigtiir (p<0,001).

G2 ile G3, G4 ve G5 kargilastirildiginda anlaml bir fark goriilmezken (p<0,05), G2
ile G6, G7 ve G8 kargilastirildiginda ise, olduk¢a anlamli bir fark bulunmustur
(p<0,001). G3 ile G5, G4 ile G5 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir (p<0,05).

Tablo 4.8. STRO-1 dl¢limlerinin istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama Standart sapma
G1 29,667 2,517
G2 35,652 2,422
G3 36,500 1,378
G4 37,333 0,815
G5 39,000 1,414
G6 43,500 1,871
G7 45,512 3,082
G8 49,833 2,229
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G3 ile G6, G7 ve G8 ; G4 ile G7 ve G8; G5 ile G7 ve G8 karsilastirildiginda oldukca
anlamhi bir fark bulunmugtur (p<0,001). G6 ile G7 arasinda anlamli bir fark
bulunmazken (p>0,05); G5 ile G6, G7 ile G8 arasinda anlamli (p<0,05), G6 ile G8
arasinda ise olduk¢a anlamli (p<0,001) bir fark oldugu gériilmiistiir (Tablo 4.8, Tablo
4.9 ile Sekil 4.4).

Kondil MKH Tutulumu

HSTRO1

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Sekil 4.4. STRO-1 olctimlerinin grafik ile gosterilmesi
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Tablo 4.9. STRO-1 olgiimlerinin Tukey Kramer ¢oklu karsilastirma testi ile

istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama p degeri
Karsilagtirma
G1vs G2 -6,000 p<0,01
G1vs G3 -6,833 p<0,001
G1vs G4 -7,667 p<0,001
G1vs G5 -9,333 p<0,001
G1vs G6 -13,833 p<0,001
G1vs G7 -15,833 p<0,001
G1vs G8 -20,167 p<0,001
G2vs G3 -0,8333 p>0,05
G2 vs G4 -1,667 p>0,05
G2 vs G5 -3,333 p>0,05
G2 vs G6 -7,.833 p<0,001
G2 vs G7 -9,833 p<0,001
G2 vs G8 -14,167 p<0,001
G3vs G4 -0,8333 p>0,05
G3vs G5 -2,500 p>0,05
G3 vs G6 -7,000 p<0,001
G3vs G7 -9,000 p<0,001
G3vs G8 -13,333 p<0,001
G4 vs G5 -1,667 p>0,05
G4 vs G6 -6,167 p<0,001
G4 vs G7 -8,167 p<0,001
G4 vs G8 -12,500 p<0,001
G5 vs G6 -4,500 p<0,05
G5 vs G7 -6,500 p<0,001
G5 vs G8 -10,833 p<0,001
G6 vs G7 -2,000 p>0,05
G6 vs G8 -6,333 p<0,001
G7 vs G8 -4,333 p<0,05
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MKH iCIiN STRO-1 IMMUNOHISTOKIMYASI

G7 G8

Resim 4.4. Boyanan hiicre yiizdesi ve yogunlugunun H-skor ile belirlendigi
incelemede, gruplarin STRO-1 ile yapilan boyamalarinda kondildeki MKH
tutulumuna ayrintil bakis
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4.5.2. Osteonektin
Boyanan hiicre yiizdesi ve yogunlugunun H-skor ile belirlendigi incelemede,

Osteonektin ile yapilan boyamalarda osteoblast durumu gosterilmistir (Resim 4.5).

G1 ile G2 arasinda (p<0,05) ve Gl ile G3 arasinda anlamli (p<0,01) bir fark
goriiliirken, G1 ile G4, G5, G6, G7 ve G8 karsilastirildiginda ise olduk¢a anlamli bir
fark goriilmiistiir (p<0,001).

G2 ile G3, G2 ile G4 arasinda anlaml bir fark bulunmazken (p>0,05), G2 ile G5
arasinda anlamlh (p<0,01), G2 ile G6, G7 ve G8 karsilastirildiginda ise oldukca
anlaml1 (p<0,001) bir fark oldugu bulunmustur.

Tablo 4.10. Osteonektin dl¢iimlerinin istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama Standart sapma
G1 65,000 3,001
G2 70,833 3,189
G3 72,500 1,643
G4 74,510 1,049
G5 76,333 1,862
G6 84,000 2,828
G7 86,784 2,582
G8 90,830 1,536

Kondil Kemik Olusumuna Etkisi

100

OSTEONEKTIN
80
60
40
20
0
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Sekil 4.5. Osteonektin 6l¢iimlerinin grafik ile gosterilmesi

Kalinhik - pm
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G3 ile G5, G4 ile G5, G7 ile G8 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0,05). Bununla birlikte, G3 ile G6, G7 ve G8; G4 ile G6, G7 ve
G8; G5 ile G6, G7 ve G8 karsilastirildiginda olduk¢a anlamli (p<0,001) bir fark
bulunmugtur. Son olarak, G6 ile G7 arasinda anlamli (p<0,05), G6 ile G8 arasinda
ise olduk¢a anlamli (p<0,001) bir fark goriilmiistiir (Tablo 4.10 ve 4.11 ile Sekil 4.5).

Tablo 4.11. Osteonektin 6l¢iimlerinin Tukey Kramer ¢oklu karsilagtirma testi ile

istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama p degeri
Karsilastirma

G1vs G2 -5,833 p<0,05
G1vs G3 -7,500 p<0,01
G1vs G4 -9,500 p<0,001
G1vs G5 -11,333 p<0,001
G1vs G6 -19,000 p<0,001
G1vs G7 -23,667 p<0,001
G1vs G8 -25,833 p<0,001
G2vs G3 -1,667 p>0,05
G2 vs G4 -3,667 p>0,05
G2 vs G5 -5,500 p<0,01
G2 vs G6 -13,167 p<0,001
G2 vs G7 -17,833 p<0,001
G2 vs G8 -20,000 p<0,001
G3vs G4 -2,000 p>0,05
G3vs G5 -3,833 p>0,05
G3 vs G6 -11,500 p<0,001
G3vs G7 -16,167 p<0,001
G3vs G8 -18,333 p<0,001
G4 vs G5 -1,833 p>0,05
G4 vs G6 -9,500 p<0,001
G4 vs G7 -14,167 p<0,001
G4 vs G8 -16,333 p<0,001
G5 vs G6 -7,667 p<0,001
G5 vs G7 -12,333 p<0,001
G5 vs G8 -14,500 p<0,001
G6 vs G7 -4,667 p<0,05
G6 vs G8 -6,833 p<0,001
G7vs G8 -2,167 p>0,5
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OSTEOBLAST iCiN OSTEONEKTIN iMMUNOHISTOKIMYASI

G7 G8

Resim 4.5. Boyanan hiicre yiizdesi ve yogunlugunun H-skor ile belirlendigi
incelemede, gruplarin Osteonektin ile yapilan boyamalarinda osteoblast durumuna

ayrmtili bakig
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4.5.3. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Boyanan hiicre yiizdesi ve yogunlugunun H-skor ile belirlendigi incelemede, VEGF

ile yapilan boyamalarda Damarlanma durumu gosterilmistir (Resim 4.6).

G1 ile G2 arasinda (p<0,05) ve Gl ile G3 arasinda anlamli (p<0,01) bir fark
goriiliirken, G1 ile G4, G5, G6, G7 ve G8 karsilastirildiginda ise olduk¢a anlamli bir

fark goriilmiistiir

(p<0,001).

G2 ile G3, G2 ile G4 arasinda anlaml bir fark bulunmazken (p>0,05), G2 ile G5
arasinda anlamli (p<0,05), G2 ile G6, G7 ve G8 karsilagtirildiginda ise oldukca

anlamli (p<0,001) bir fark oldugu bulunmustur.

Tablo 4.12. VEGF o6l¢limlerinin istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama Standart sapma
Gl 56,898 3,215
G2 63,525 1,871
G3 65,167 2,137
G4 67,169 2,568
G5 69,171 2,401
G6 78,337 3,266
G7 80,536 2,858
G8 85,272 2,600

Kondil Damarlanmaya Etkisi
100
80 ==
g
< 60
—
E
= 40 -
£
20 -
0 .
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
Sekil 4.6. VEGF ol¢iimlerinin grafik ile gosterilmesi

85



G3 ile G5, G4 ile G5, G6 ile G7, G7 ve G8 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmemigtir (p>0,05). Ayrica, G3’lin, G4’tin ve G5’in G6, G7 ve G8
kargilagtirmasinda oldukca anlamli (p<0,001) bir fark bulunmustur. G6 ile G8
kargilagtirildiginda ise anlamli bir fark (p<0,01) oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.12,
Tablo 4.13 ile Sekil 4.6).

Tablo 4.13. VEGF odlgiimlerinin Tukey Kramer ¢oklu karsilagtirma testi ile

istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama p degeri
Karsilastirma
G1vs G2 -6,833 p<0,05
Glvs G3 -8.,500 p<0,01
G1vs G4 -10,500 p<0,001
G1vs G5 -12,500 p<0,001
G1vs G6 -21,667 p<0,001
G1vs G7 -24,167 p<0,001
G1vs G8 -28,500 p<0,001
G2vs G3 -1,667 p>0,05
G2 vs G4 -3,667 p>0,05
G2vs G5 -5,667 p<0,05
G2 vs G6 -14,833 p<0,001
G2 vs G7 -17,333 p<0,001
G2 vs G8 -21,667 p<0,001
G3vs G4 -2,000 p>0,05
G3vs G5 -4,000 p>0,05
G3vs G6 -13,167 p<0,001
G3vs G7 -15,667 p<0,001
G3vs G8 -20,000 p<0,001
G4 vs G5 -2,000 p>0,05
G4 vs G6 -11,167 p<0,001
G4 vs G7 -13,667 p<0,001
G4 vs G8 -18,000 p<0,001
G5 vs G6 -9,167 p<0,001
GSvs G7 -11,667 p<0,001
G5vs G8 -16,000 p<0,001
G6 vs G7 -2,500 p>0,05
G6 vs G8 -6,833 p<0,01
G7 vs G8 -4,333 p>0,05
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DAMARLANMA ICiN VEGF IMMUNOHISTOKIMYASI

G7 G8

Resim 4.6. Boyanan hiicre yiizdesi ve yogunlugunun H-skor ile belirlendigi
incelemede, gruplarin VEGF ile yapilan boyamalarinda damarlanma durumuna

ayrmtili bakig
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4.54. Tip II kollajen

Boyanan hiicre yiizdesi ve yogunlugunun H-skor ile belirlendigi incelemede, Tip II
kollajen ile yapilan boyamalarda matriks durumu gosterilmistir (Resim 4.7). Matriks
belirteci Tip II kollajen ile yapilan immunohistokimyasal boyamalara ait H-skor
analizinde, G1 ile kargilagtirildifinda diger tiim gruplarin anlamh artis gosterdigi

saptanmigtir (p<0,001).

G2 ile G3, G2 ile G4 arasinda anlaml bir fark bulunmazken (p>0,05), G2 ile G5
arasinda anlaml (p<0,01), G2 ile G6, G7 ve G8 karsilastirildiginda ise oldukca
anlamli (p<0,001) bir fark oldugu goriilmiigtiir.

Tablo 4.14. Tip 11 Kollajen 6l¢iimlerinin istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama Standart sapma
G1 45,323 3,512
G2 58,524 4,324
G3 62,670 3,882
G4 65,000 3,225
G5 67,833 3,817
G6 79,169 4,167
G7 85,000 2,898
G8 90,833 2,117

Kondil Matriksine EtKisi

100

HKOLII
80
60 =t
40 -
20
0 .
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Sekil 4.7. Tip 1I Kollajen 6l¢iimlerinin grafik ile gosterilmesi

Kalinlik - pm
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G3 ile G5, G4 ile G5, G6 ile G7, G7 ve G8 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamistir (p>0,05). G6 ile G8; G3 ile G6, G7 ve G8; G4 ile G6, G7 ve G8;
G5 ile G6, G7 ve G8 karsilastirildiginda ise olduk¢a anlamli (p<0,001) bir fark
bulunmustur (Tablo 4.14, Tablo 4.15 ile Sekil 4.7).

Tablo 4.15. Tip II Kollajen 6lgiimlerinin Tukey Kramer ¢oklu karsilastirma testi ile

istatistiksel degerlendirmesi

Gruplar Ortalama p degeri
Karsilagtirma

G1vs G2 -13,167 p<0,001
G1lvs G3 -17,333 p<0,001
G1vs G4 -19,667 p<0,001
G1lvs G5 -22,500 p<0,001
G1vs G6 -33,833 p<0,001
G1vs G7 -39,667 p<0,001
G1lvs G8 -44 333 p<0,001
G2vs G3 -4,167 p>0,05

G2 vs G4 -6,500 p>0,05

G2 vs G5 -9,333 p<0,01

G2 vs G6 -20,667 p<0,001
G2 vs G7 -26,500 p<0,001
G2vs G8 -31,167 p<0,001
G3vs G4 -2,333 p>0,05

G3vs G5 -5,167 p>0,05

G3 vs G6 -16,500 p<0,001
G3vs G7 -22,333 p<0,001
G3vs G8 -27,000 p<0,001
G4 vs G5 -2,833 p>0,05

G4 vs G6 -14,167 p<0,001
G4 vs G7 -20,000 p<0,001
G4 vs G8 -24,667 p<0,001
G5 vs G6 -11,333 p<0,001
GSvs G7 -17,167 p<0,001
G5vs G8 -21,833 p<0,001
G6 vs G7 -5,833 p>0,05

G6 vs G8 -10,500 p<0,001
G7 vs G8 -4,667 p>0,05
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MATRIKS ETKIiSi iCiN TiP I KOLLAJEN iIMMUNOHISTOKIMYASI

G7 G8

Resim 4.7. Boyanan hiicre yiizdesi ve yogunlugunun H-skor ile belirlendigi
incelemede, gruplarin Tip II Kollajen ile yapilan boyamalarinda matriks durumuna

ayrmtili bakig
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Gerec¢ ve Yontemin Tartismasi
Calismamizda, AIA ile birlikte iiziim cekirdegi ekstresi, diisiik doz lazer ve kok

hiicre uygulamasi yapilan si¢anlar incelenmistir.

Literatiire bakildiginda, alt ¢ene kondiler bolgesi, maymun, tavsan, ke¢i ve domuz
gibi ¢esitli hayvanlar ile yapilan pek ¢ok farkli ¢aligma ile degerlendirilmistir (209).
Histolojik ve morfolojik olarak, insan kondili ile sican kondili biiyiikk oranda
benzerlik gostermektedir (210). Chu ve ark. sicanlarin TME’lerinin, morfolojik
farkliliklar disinda insanlara benzer oldugunu belirtmiglerdir (211). Literatiirde alt
cene ilerletmesi ile sicanlarin kondil bolgesinde meydana gelen degisiklikleri
gosteren pek c¢ok calisma mevcuttur (142, 212, 213). Bu literatiirlere dayanarak,

deneysel ¢calismamizda deney hayvani olarak sicanlar seg¢ilmistir.

Freuden, Wistar sicanlarinin pubertal doneme dogum sonrasi 36 ile 66. giinler
arasinda, ortalama ise 46,9 giinliik iken girdiklerini bildirmistir (214). Yine
sicanlarin, 40 ile 60. giinler arasinda yaklasik 6. haftada puberteye girdigi
bildirilmistir (215). Biiyiime doneminde, hiicresel aktivite daha fazla oldugu i¢in, bu
donemde uygulanan fonksiyonel tedavinin basaris1 daha yiiksektir (68). Literatiirdeki
bu c¢aligmalar1 goz Oniine alarak, caliymamizda pubertal doneme denk gelen 6

haftalik siganlarin kullanilmasi tercih edilmistir.

Calismamizin deney siiresinin belirlenmesinde, birgok literatiir incelenmistir.
Oyonarte ve ark.’nin calisma sonuclarina gore, sicanlarda mandibular biiylimenin
arttirllmas1 20 giin slirmiistiir (10). Bununla birlikte; El-Bialy ve ark. tavsanlar
izerinde yapmis olduklari ¢aligmada, mandibular biiylimenin 4 haftada arttirildigini
bildirmislerdir (216). Khan ve ark. ise si¢anlar iizerinde yapmis olduklar1 ¢caligmada,
yeni kemik yapiminin 21 giinde meydana geldigini bulmuslardir (217). Alt ¢ene
ilerletmesi yapilan c¢alismalar incelendiginde; Xiong ve ark. tarafindan yapilan

arastirmada, yeni kemik olusumunun maksimum seviyeye deneyin 30. giinlinde
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ulastig1 bildirilmistir (218). Tek asamali alt cene ilerletmesinde, AIA uygulamasinin
30. glinlinde kemik olusumunun en iist seviyeye geldigi gosterilmistir. Bu literatiirler
géz Oniine almarak, caligmamizda alt c¢ene ilerletme siiresi 4 hafta olarak

belirlenmistir (144, 219).

Mandibuler retrognatizme sahip biiylime donemindeki Sinif II hastalara ait tedavi
seceneklerinden  birisi, fonksiyonel apareylerin kullanilarak alt ¢enenin
ilerletilmesidir. Apareyler sayesinde kas aktivitesinin degistirilmesiyle, mandibular
kondili etkileyen kuvvetler de degismektedir. Bir sekonder kikirdak olan kondil
kikirdagi, mekanik uyaranlara hiicresel yanit vererek aktive olabilme ozelligine
sahiptir. Fonksiyonel ortodontik tedavi ile amaclanan, mekanik uyaranlar ile
kondildeki hiicresel aktiviteyi dolayist ile endokondral kemiklesmeyi arttirmak ve
bunun sayesinde de kondil de meydana gelen adaptif kemiksel degisiklik ile
malokliizyonu tedavi etmek ve stabil olarak korumaktir (53, 206). TME’nin
fonksiyonel ve ortopedik apareylere cevabi ile ilgili ¢ok sayida klinik ve hayvan
caligmast yapilmistir (68, 78-80). Fonksiyonel apareylerin basarisi, TME’nin
cevabina ve alt ¢genenin yeni pozisyonundaki adaptasyonuna baglidir. Bu adaptasyon,
alt cene ilerletmesi sonrasinda meydana gelen remodeling ile uyumludur (72).
Calismamiz i¢in, deney hayvanlarinda uygulanacak apareyin se¢iminde pek cok
literatiir degerlendirilmistir. Xiong ve ark. ¢alismalarinda, sicanlarin hem alt hem de
iist keser dislerine kapanist agmayr ve alt ¢eneyi One almayi saglayan akrilik
apareyler uygulamiglardir (220). Owtad ve ark. ise sicanlar {izerinde yaptiklari
caligmalarinda, alt keser disler iizerine, essix plaktan hazirladiklar1 apareyi
yerlestirmislerdir (212). Baz1 ¢alismalarda, AIA deneklerin iist keser disleri {izerine
yerlestirilmistir (221). Fakat, literatiirde AIA’nin {ist keser dislere yapistirilmasi
sonucu apareye gelen ¢igneme kuvvetlerinin etkisi ile AIA’da atrizyon meydana
geldigini gosteren calismalar mevcuttur (212). Bu nedenle, c¢alismamizda bu
atrizyonu onlemek ve sicanlarin iist keser dislerinde meydana gelen siirekli uzamaya
bagl problemlerin 6niine ge¢mek icin, Owtad ve ark. gibi AIA’y1 alt keser disler

iizerine yerlestirmeyi tercih ettik.

Fonksiyonel apareylerle yapilan tedavilerde tedavi siiresi, kullanilan apareye gore
farklilik gosterse de, yapilan caligmalara gore bu siire ortalama 6 ile 24 ay

arasindadir (9). Ortodontik tedavi goéren hastalarin ¢ogunun tedaviyle ilgili ana
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sikayeti, tedavi sliresinin uzun olmasidir. Genel tedavi siiresinin uzamasi ise, hasta
kooperasyonunu azaltmaktadir. Son zamanlarda ortodontik tedavide yeni
materyallerin ve tekniklerin kullanilmasiyla, ortodontik tedavi zamaninin kisaltilmas1
hedeflenmektedir. Ornegin ¢esitli calismalarda, kondil bolgesinde remodelingi
arttirmak ve tedavi siiresini kisaltmak igin, AIA’ya ek olarak biiyiime faktorleri,
ultrason, ¢esitli kimyasal materyaller ve lazer uygulanmistir (10, 11). Bu calismalar
icerisinde, bizim ¢alismamizda da kullanilan DDLT nin, saglikli hayvanlarin kondil
bolgesindeki remodelingi arttirdigr bildirilmistir (10, 143). Saito ve ark.’nin
sicanlarda yaptiklar1 hizli maksiller ekspansiyon tedavisinde, DDLT’nin kemik
remodelingini hizlandirdig1 boylece tedavi ve retansiyon siiresinin kisaltilabildigi
gosterilmistir (139). Khadra ve ark. GaAlAs lazer uygulamasiin siganlarin kafatasi
defektlerinde kemik iyilesmesi ve formasyonunu destekledigini bildirmislerdir (12).
Saafan ve ark. ise, tavsanlarla yaptiklari ¢aligmada, kontrol grubuna gore lazer
grubunda yeni kondiler kemik kalinligininin istatistiksel olarak artmis oldugunu
gostermisler ve DDLT nin kondiler bolgedeki endokondral kemik yapimini arttirarak
mandibular ilerletmeyi arttirdigini, sonug¢ olarak uzamis ortodontik tedavi siiresinin

kisaltilabilecegini bildirmiglerdir (219).

Ozawa ve ark. si¢an kalvaryasindan izole ettikleri osteoblast benzeri hiicrelere DDLT
uygulamiglar ve lazerin osteoblast farklilasmasi ile hiicresel proliferasyonu stimule
ettigini, boylece kemik formasyonunu arttirdigini géstermislerdir (222). Dortbudak
ve ark. da, in vitro olarak yaptiklar1 ¢calismada mezenkimal hiicrelerden farklilagan
osteoblast hiicrelerine uygulanan diyot lazer ile benzer sonuglar elde etmislerdir
(223). Pinheiro ve Gerbi, kizil 6tesi dalga boyunda 1sinlanmis kemikte osteoblast
proliferasyonunun, kollajen depozisyonunun ve yeni kemik formasyonunun
arttirlldigini bildirmislerdir (224). Stein ve ark. ise, in vitro olarak, osteoblast benzeri
hiicrelerin iizerinde DDLT nin biyostimulatif etkiye sahip oldugunu ve bu hiicrelerin
cogalip olgunlasmasimni destekledigini  gostermislerdir (225). Yapilan bu
caligmalardan yola cikarak, ortodontistler diisiik doz lazer terapisinin kemik ve
kikirdak olusumunu artirmasinin, ortodontik tedavide remodellingin daha kolay ve
daha kalic1 olmasini saglayabilecegini diisiinmeye baslamistir (226). Bu literatiirler
géz Oniinde bulundurularak, remodeling siirecini hizlandirmak amaciyla,

calismamizda DDLT uygulanmustir.
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Yapilan caligmalar incelendiginde, DDLT nin uygulama dozlar1 arasinda biiyiik
farkliliklar oldugu goriilmektedir. Sun ve Tuner, DDLT de giivenilir doz araligini 6-
10 J/em® olarak bildirmektedirler (227). Seifi ve ark. sican kondilleri iizerine 904 nm
dalga boyundaki diyot lazer uyguladiklar1 ¢alismalarinda, mandibular retrognatizmin
diizeltilmesinde diisiik doz lazer tedavisinin etkili olabilecegini bulmuslardir (142).
Andrade ve Meireles ise, 670 nm DDLT’ nin si¢anlarda epifizyal biiyiime iizerine
olan etkisini arastirmak igin 4 J/cm?® 8 J/cm® ve 16 J/cm® olan lazerleri kullanmislar
ve radyolojik ve histolojik ag¢idan lazer gruplar1 arasinda, istatistiksel olarak anlaml
herhangi bir degisiklik bulmamislardir (115). El-Bialy ve ark. anterior bite plane
apareyi kullanilan veya kullanilmayan siganlarin alt ¢cene biiylimesine light-emitting
diyot (LED) ve/veya DDLT nin etkilerini degerlendirmistir, 6 J/cm® yogunlugundaki
lazeri 28 giin boyunca her giin 10 dakika siireyle kullanarak pozitif sonuglar elde
etmislerdir (228). Diger bir ¢aligmada, Oksayan ve ark. deneklerin eklemlerine 8
Jem® (0,25 watt, 20 sn boyunca) ve 10 J/em® (0,25 watt, 25 sn boyunca) enerji
yogunlugunda lazer uygulamasinda bulunmuslar ve degisimin en ¢ok 8 J/cm® olan
grupta oldugunu bulmuslardir (144). Bu nedenle, biz de ¢alismamizda Oksayan ve
ark.’nin ¢alismasina benzer sekilde, 8 J/cm? (0,5 watt, 16 sn boyunca) yogunlugunda

lazer uygulamayi tercih ettik.

Biyostimiilasyon c¢alismalarinda, diisiik doz lazerlerin doz wuygulama siklig
konusunda pek ¢ok farkli yaklasim mevcuttur. Diisiik doz lazer uygulamalarinin
biyostimiilan etkilerinin, tekrarlayan seanslarla daha fazla artacagi savunulmustur
(229). Bu bilgi goz oniine alinarak, calismamizda tekrarlayan uygulamalar yapilmasi
tercih edilmigstir. Seifi ve ark. 54 erkek Wistar Albino si¢an iizerinde yaptiklar diisiik
doz lazer g¢aligmasinda uygulamalarin1 giinasir1 yapmay1 tercih etmislerdir (142).

Bizde ¢alismamizda giinasirt uygulama sikligiyla 30 giinliik siireci tamamladik.

UCE kullaniminin kemik formasyonunu indiikledigi, osteoblastlarin farklilasmasini
hizlandirdig1, kortikal kemik miktarin1 ve trabekiiler kemigin mineral igerigini
arttirdig1 rapor edilmistir (27). UCE’nin kemik rezorpsiyonunu inhibe etmesinin
nedeni, igerdikleri proantosiyanidinlerin kemik rezorpsiyonunu baglatan proteolitik
enzimleri inhibe etmesi olarak diisliniilmektedir (197). Ishikawa ve ark. 5 haftalik
sicanlara giinliik diyetlerine ilave edilmek suretiyle sistemik olarak verdikleri giiclii

antioksidan Ozellige sahip olan iiziim c¢ekirdegi ekstresinin etken maddesi olan
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proantosiyanidinin alt ¢ene kondilindeki kemik formasyonu iizerine etkilerini ii¢
boyutlu Periferik Kantitatif Bilgisayarli Tomografi (Peripheral Quantitative
Computed Tomography- pQCT) kullanarak incelemislerdir. Mandibular kondilin
boyun kismi taranmis ve kondil basinin 0.4 mm altinda, 0.1 mm araliklarla 3 boyutlu
cross-sectional kesitler alinmistir. Herhangi bir fonksiyonel apareyin uygulanmadigi
bu calismada, kontrol grubu, diisiik kalsiyum verilen grup, yliksek kalsiyum verilen
grup ve yiksek kalsiyum ile UCE verilen grup karsilastirilmistir. Calisma
sonucunda, iiziim ¢ekirdegi ekstresinin, alt ¢ene kondilindeki kemik formasyonunu
daha fazla indiikledigi tespit edilmistir (24). Biz de ¢alismamizda, higbir toksik ve
yan etkisi bulunmayan, giiclii farmakolojik 6zellikleri olan, kemik ve kikirdak
yapilara olumlu yonde etkisi oldugu ifade edilen iiziim ¢ekirdegi ekstresini sistemik

olarak uygulamaya karar verdik.

UCE’nin 6nerilen oral alim dozu, 50-150 mg/giin ya da 1 mg/kg/giin olup, giinliik
300 mg da Onerilebilmektedir (193). Bu nedenle, ¢aligmamizda giinliik 300 mg/kg
dozda UCE uygulamayn tercih ettik.

MKH’ler kemik, kikirdak , tendon, kas, adipoz doku ve hematopoetik destekli stroma
gibi pek ¢ok mezenkimal dokuya; ayrica, kondrosit, adiposit ve osteosit gibi ¢esitli
hiicre tiplerine farklilagma yetenegine sahiptir (230). MKH’lerin farkli hiicrelere
doniisebilme yetenegi, rejeneratif terapdtik potensiyelin temelini  olusturur.
MKH’lerin osteoblastlara farklilasmasinin, yeni kemik yapimina yardimci
olabilecegi One siiriilmiis olup cesitli hayvan ¢alismalartyla desteklenmistir (231).
MKH’ler, osteoblastlara farklilagarak intramembrandz kemiklesme veya endokondral
kemiklesme ile kemik yapimini arttirabilir (232). Friedenstein, Piatetzky-Shapiro ve
Petrakova calismalarinda, MKH’lerin yeni kemik olusumunu ve kemik iyilesmesini

hizlandirdigimi gostermislerdir (172).

MKH’ler osteoindiiksiyon araciligiyla indirekt olarak da kemik formasyonunu
arttirabilir. MKH’ler, uyarici sitokinler ve biiylime faktorleri salgilayarak biiylimeyi
uyarirlar (233). Bu faktorler, konak hiicrelerle baglanti yaparak osteoprogenitor
hiicrelerin hiicresel migrasyonunu arttirir, proliferasyonu tetikler, inflamatuvar yaniti
diizenler ve anjiyogenezisi arttirir (234). Granero-Molto ve ark.’na ait kirik iyilesme

caligmasinda, farelerin kirik tibialarina yerlestirilmis olan MKH’lerin iyilesme
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potansiyeli arastirilmis ve MKH’ler ile tedavi edilen farelerde olgun kemik ve kemik
kallus miktarinda artis oldugu goriilmiistiir. Ayrica, tibia iizerinde gerceklestirilen
biyomekanik testlerin sonucuna gore, kemik sertligi ve gerilme direnci artmustir.
MKH’lerin lokal veya sistemik olarak uygulanmasi ile kirik iyilesmesinin
hizlandirildig1 rapor edilmistir. Sonu¢ olarak, transplante edilen MKH’lerin kallus
hacmini, yeni kemik hacmini, hidroksiapatit igerigini ve biyomekanik ozellikleri

arttirdiini bildirmiglerdir (231).

MKH’lerin aktive olmasi ve diger hiicrelere farklilasabilmesi i¢in stimule edilmeleri
gerekmektedir. MKH’ler, remodeling ve doku hasarlanmasi tarafindan baglatilan
uyaricl sinyaller aracilifiyla aktive edilene kadar, non-proliferatif sessiz fazda
beklerler. Stimule edildikten sonra, doku tamiri ve homeostatis i¢in istenen hiicre
tipine farklilagirlar (235). Bu nedenle ¢alismamizda, fonksiyonel apareyler, diisiik
doz lazer ve ilizlim ¢ekirdegi ekstresi uygulamalari ile kok hiicrelerin aktive edilmesi
amaglanmistir. Abramovitch-Gottlib ve ark. 3 boyutlu biyomatrikse gomiilen
MKH’ler iizerinde DDLT’nin etkilerini arastirmistir (14). Lazer uygulanmis
gruplarda, doku formasyonunun arttigini, fosfor seviyelerinin pik yaptigini, yeni
olusan dokuda kalsiyum ve fosfat inkorporasyonunun arttigim1 gdrmiiglerdir. Ayrica,
lazer uygulanan orneklerde ALP aktivitesinin, kiiltiir asamasinin erken evrelerinde
artig gosterdigi, gec evrelerinde ise azalma gosterdigi rapor edilmistir. Bu ¢aligma,
hem kristalin biyomatriks yiizey Ozelliklerinin hem de DDLT uygulamalarinin, ex-
vivo ossifikasyonu indiikledigini ve MKH’lerin kemik olusturan hiicreler iizerinde
biyostimulasyon yaptigim1 gostermigstir. 2007 yilinda Tuby tarafindan yapilan
calismada, DDLT nin (804 nm, 1 ve 3 J/cm® GaAs diyot lazer) kardiyak kok
hiicrelerin (KKH) ve KI-MKH’lerin proliferasyonu iizerindeki etkileri incelenmistir
(236). Kontrol grubuna gore, lazer uygulanmig gruplarda uygulamanin ardindan 2. ve
4. haftalarda MKH’lerin ve KKH’lerin sayisinda artis oldugu gosterilmigstir. Bu
calisma, DDLT nin MKH’lerin ve KKH’lerin in vitro proliferasyonunu arttirdigini
acikca gostermekle birlikte, sonuclarinin getirisi nedeniyle rejeneratif tip alaninda
cok Onemlidir. Biitiin bu calismalar, diisiik doz lazerlerin biyostimulatif etki
gosterdigini ve uygun kosullar altinda kok hiicre proliferasyonunu tesvik ettigini

gostermektedir.
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Oyonarte ve ark. MKH’lerin intraartikiiler enjeksiyonu ve LIPUS kullaniminin
gelismekte olan sicanlar {lizerindeki etkilerini degerlendirmislerdir. Ultrason
uygulamasinin mandibular kondil biiyiimesini sagital olarak arttirabilecegini, kok
hiicre uygulamasinda ise bu degisimin ¢ok az oldugunu; LIPUS ve MKH
uygulamasinin, biiylimekte olan siganlarda kondilin transvers yonde biiyiimesini
stimule ettigini rapor etmislerdir (183). MKH’lerin osteoblast ve kondroblastlara
doniistimiiyle kemik ve kikirdak yapimi arttirilabilir (22). Bu nedenle, fonksiyonel
tedavilerde, MKH’lerin  kemik biliylimesine olan pozitif etkilerinden
faydalanilabilecegi diisiiniilerek ¢aligma gruplarimiza MKH uygulamalar1 dahil
edilmistir. MKH’lerin hem sistemik enjeksiyon, hem de lokal olarak uygulanabilmesi
yeni kemik yapiminda efektif olarak kullanilabilmelerini saglamaktadir. Bu nedenle
calismamizda, kok hiicrelerin kondile lokal olarak intraartikiiler yolla verilmesine ve
bunun haftada birer kere intraperitonal kok hiicre enjeksiyonuyla desteklenmesine

karar verilmistir.

Literatiirde, kemik iliginden elde edilmis mezenkimal kok hiicrelerin, doku
miihendisligi icin umut verici oldugunu gésteren pek ¢ok calisma mevcuttur. Ote
yandan geleneksel kemik iligi biyopsi yontemleri, agrili bir igslem oldugu i¢in genel
veya spinal anestezi gerektirmekte olup artmis dondr saha morbiditesi riski
bulunmaktadir. Hem de bu yoOntemle yeterince mezenkimal kok hiicre elde
edilememektedir. Miktarm bu kadar az olmasi, ekstra bir ex-vivo ekspansiyon islemi
gerektirmektedir ki, bu iglem zaman alic1 ve pahalidir. Ayrica, hiicre kontaminasyonu
ve hiicre kaybi riski mevcuttur. Bu nedenle, hastanin konforunu bozmayan ve kolay
tekniklerle hiicre elde edilebilecek bagka bir kaynak bulma arayisina girilmistir
(237). Giinlimiizde adipoz doku, MKH’lerin izolasyonu i¢in ¢ok tercih edilen bir
kaynaktir, ¢linkii heterolog hiicre terapisinde kullanilacak mezenkimal kok hiicrelerin
adipoz dokudan toplanmasi daha kolaydir. Zuk ve ark. ilk olarak yag dokusundan
“Yag Doku Kaynakli Kok Hiicre” olarak adlandirilan bir kok hiicre toplulugu izole
etmigler ve bu hiicrelerin in vitro osteojenik ve kondrojenik farklilasma
gosterebildiklerinden ~ bahsetmiglerdir  (238). Insan adipoz-kokenli  stromal
hiicrelerinin, doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in onemli bir potansiyele sahip
oldugu c¢esitli hayvan c¢alismalariyla gosterilmistir. Yoon ve ark. sicanlarda

olusturulan kritik boyutlardaki kafatasi1 defektine insan yag dokusu kaynakli kok
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hiicreler uygulamiglar ve YDMKH’in kemik rejenerasyonunu ve kalitesini
arttirdigin1 bildirmislerdir (239). Hastalarda kemik iliginden hiicre elde edilmesi
invaziv bir islem iken, insan adipoz kok hiicreleri, hastanin dermisinin altindaki yag
dokusundan elde edilmekte olup ¢ok daha az invazivdir (240). Bu nedenlerden 6tiiri,
calismamizda kok hiicre kaynagi olarak adipoz dokunun kullanilmasi tercih

edilmistir.

5.2. Yeni Osteoblast Yapiminin Tartismasi (YOY)

Calismamizda AIA uygulamasi ile osteoblast sayisinin arttii goriilmiistiir. Elde
edilen sonuglara gore, AIA uygulamasi ile mezenkimal hiicrelerin aktive oldugu
diisiiniilmiis ve AIA’min kondroblastik ve osteoblastik aktiviteyi arttirdig1
goriilmiigtiir. Calismamizin sonuglariyla uyumlu olarak, Tang ve ark. yaptiklar
calismada, aparey uygulamasmin Runx2 sentezinde ve buna bagh olarak osteoblast

sayisinda artis meydana getirdigini rapor etmislerdir (241).

Ekizer ve ark.’nin sicanlarin intermaksiller sutur bolgesine, maksiller ekspansiyonu
takiben kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre uyguladiklar1 caligmada ise,
histomorfometrik sonuglara gore, tek doz KI-MKH uygulamasinin, kontrol grubuna
gore osteoblast sayisini, yeni damar olusumunu ve midpalatal suturdaki yeni kemik
olusumunu arttirdig1 bildirilmistir (21). Bu bulgular 15181nda, damarlanmadaki artigla
birlikte mezenkimal hiicrelerin osteoblastlara doniigiimiiniin arttif1 ve buna bagh

olarak mandibular ilerletme miktarinin artti81 diistiniilmektedir.

Calismamizin bulgularma gére, Aparey+UCE ve Aparey+DDLT kullanimiyla artan
osteoblast sayis1 istatistiksel olarak apareyin tek basina kullanimina gore anlamhi
farklilik gostermemistir. MKH ise, her ikisinin osteoblastlar iizerinde olan etkisini
arttirmistir. Calismamiz sonuglarina gére, MKH nin osteoblast sayisini, UCE ve

DDLT’den daha fazla arttirdig1 sdylenebilir.

5.3. Yeni Kemik Olusumunun Tartismas1 (YKO)

Calismamizda, YKO aparey kullanimi ile artmistir. YKO ile ilgili yaptigimiz
histolojik incelemelerde istatistiksel olarak AIA, DDLT, MKH ve UCE’nin birlikte
kullanimlarinda anlamli farkliliklar gériilmiistir. YKO ile AIA uygulamasinin

birbiriyle iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Kondil kikirdagi, mekanik ve kimyasal
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stimuluslara cevap verebildigi i¢in (206), hem AIA uygulamasinmn, hem de kondil

kikirdagini etkileyen lokal ve sistemik faktorlerin YKO’yu etkiledigi diistiniilmiistiir.

Rabie ve ark. 30 giin boyunca alt ¢ene ilerletmesi yaptiklar: ¢aligmalarinda, kontrol
grubuna gore YKO’yu en fazla aparey tasiyan grupta bulmuslardir (8). Rabie ve ark.
bagka bir calismada, mezenkimal hiicrelerin, sicanlarda mandibulanin iki agamali 6ne
alimmasiyla meydana gelen kemik formasyonu iizerindeki etkilerini
degerlendirmislerdir. Tedavinin birinci agsamasinda kontrol grubuna gore, 7. ve 14.
giinde kondilin posterior bolgesindeki mezenkimal hiicre miktarinin en yiiksek
diizeyde goriildiigiinii, en fazla kemik yapiminin ise ilerletmenin 30-37. giinleri
arasinda meydana geldigini bildirmislerdir. {lerletmenin 2. asamasinda ise kondildeki
mezenkimal hiicre sayisinin, kemik yapiminin ve buna bagli olarak da kondilin

biiylime potansiyelinin arttigin gostermislerdir (22).

Taira ve ark. da, 4 haftalik sicanlarda AIA uygulamasinin, mandibula genisligini ve
ramus yiiksekligini arttirdigin1 saptamislar ve bu artisin kondil ve glenoid fossanin

posteriorundaki kemik yapimiyla ilgili olabilecegini rapor etmislerdir (242).

Calismamizda ise, yapilan histomorfometrik inceleme sonucu YKO’da en biiyiik
deger Aparey+UCE+DDLT+MKH uygulanan grupta, en kiiciik deger ise kontrol
grubunda bulunmustur. Bu bulgular 1s18inda, alt c¢ene ilerletmesi ile
kondrogenezisten osteogenezise gecisin hizlanmasi sonucu meydana gelen kondiler

cevap sayesinde YKO’nun artmis olabilecegi diisiiniilebilir.

Kamitani ve ark. siganlara sistemik olarak verdikleri UCE’nin, alt cene kondilindeki
kemik formasyonu iizerine etkilerini ii¢ boyutlu Periferik Kantitatif Bilgisayarl
Tomografi kullanarak incelemislerdir. Herhangi bir fonksiyonel apareyin
uygulanmadigi bu caligmada, denekleri ilk 3 hafta diisiik kalsiyumlu diyet ile
beslemislerdir. Calisma sonucunda, UCE’nin alt cene kondilindeki kemik
formasyonunu daha fazla indiikledigi tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise, UCE
ile apareyin YKO’ya etkisi arttirilmig; fakat, bu istatistiksel olarak gosterilememistir.
Kamitani ve arkadaglarinin deneylerinde herhangi bir aparey kullanmamis olmalari
ve UCE’den o6nce diisiik kalsiyumlu diyet vermis olmalar1 bu farkliligm nedeni

olarak diistintilmiistiir (27).
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Calismamizda, DDLT kullanimi1 ile YKO’da artis saglanmistir, fakat bu artis
istatistiksel olarak anlamli goriilmemistir. Abtahi ve ark. ise, 8 haftalik tavsanlarda,
mandibular ilerletme apareyi ve DDLT’yi birarada kullanarak kondildeki YKO ve
kikirdak kalinliklarint degerlendirmislerdir. 3 hafta boyunca her giin TME’ye her bir
noktaya 3’er dakika olacak sekilde 3 noktadan toplamda 9 dk DDLT (630 nm, 10
mW giiclinde) uygulamislardir. Yaptiklar histolojik degerlendirmelerin sonucunda,
YKO’yu lazer grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak daha fazla bulmuslardir
(143). Seifi ve ark. ise, 42 giinlik 54 tane erkek sicanda gerceklestirdikleri
caligmalarinda kondiler bolgeye 0, 2, 4, 6, 8 ve 10. giinlerde DDLT uygulamislar, 50
giin arayla bu protokolii tekrarladiktan sonra 120. giinde siganlar1 sakrifiye
etmiglerdir. Sonu¢ olarak, kondiler bdlgede, kontrol grubuna gore bilateral ve
unilateral 1s1nlanan deney gruplarinda daha yiiksek osteoblast ve osteoklast aktivitesi
ile artmis YKO ve remodeling gormiislerdir (142). Gruplarimiz arasinda bu
degiskende istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikmamasinin nedeni, c¢alismalar

arasindaki doz, siire ve yontem farkliligi olarak diisiiniilmiistiir.

Cheung ve ark. ortopedi alaninda yaptiklar1 ¢aligmalarinda, radyografi, micro-ct ve
histomorfometri sonuglarina gore, MKH’lerin ve LIPUS’un birlikte kullaniminin tek
tek kullanimina veya kontrol grubuna gore kirik iyilesmesini daha fazla arttirdigim
bildirmiglerdir. Kombine kullanimlariyla, MKH’lerin rejeneratif giictiniin, LIPUS un
uyardig1 sitokin ilretiminin ve osteojenik farklilagmanin artti@1 goriilmiistiir (174).
Fekrazad ve ark. ise, 12 tane Yeni Zelanda tavsanmin kalvaryasinda 6 mm capinda
48 yuvarlak kemik defekti olusturmug, bu hayvanlar1 kontrol grubu, lazer
uygulanmis grup, mezenkimal kok hiicre uygulanmig grup ve lazer ile kombine
mezenkimal kok hiicre uygulanmig grup olmak ilizere 4 gruba ayirmistir. 810 nm
dalga boyunda, 0.2 W/cm’ giiciinde GaAlAs diyot lazer 3 hafta boyunca lazer
gruplarinda  kullamilmistir.  Histolojik degerlendirmelerin = sonucunda, DDLT
uygulanmig grupta, diger gruplara gore yeni kemik yapiminda artis oldugu, MKH
uygulanmig grup ve kontrol grubu arasinda ise kemik formasyonu bakimindan fark
goriilmedigi  bildirilmigtir.  DDLT uygulanmis grupta, diger gruplara gore
inflamasyonun anlamli sekilde azaldig1 gosterilmigtir. Diisiik doz lazer terapisinin
kemik rejenerasyonunda efektif oldugu, fakat MKH’lerle sinerjist etki gostermedigi
bildirilmistir. Fakat, bu sonucun deney siiresinin 3 hafta gibi kisa bir siire olmasindan

kaynaklanmig olabilecegi belirtilmistir (15). Caligmamizin bulgularina gore ise,

100



DDLT’nin tek basma kullannmiyla UCE ile kullanimi arasinda YKO agisindan
anlaml fark goriilmezken; MKH ile birlikte kullanimi1 YKO’yu arttirmigtir. MKH,
osteoblast formasyonunu ve sayisini arttirip hizlandirabilmektedir. Bu nedenle, YKO

da MKH’nin bu 6zelliginin etkili oldugu diisiiniilmiistir.

5.4. Yeni Damar Olusumunun Tartismasi (YDO)

Calismamizda, aparey, DDLT, UCE ve MKH kullanmimi ile YDO artmistir.
Damarlanmada rol alan cesitli sitokinler (VEGF, bFGF gibi) ve mediatorler
kompleks molekiiler ve biyokimyasal yollar ile etki etmekte ve cesitli hiicresel
cevaplar meydana getirmektedirler (243). Yeni damar olusumu doku onarimi,
kemiklesme vb gibi bir ¢ok fizyolojik siire¢ icin gereklidir (244). Mandibulanin 6ne
alinmasi kondilde YKO uyarisina neden olmaktadir. Bu alanda Vaskiiler Endotelyal
Biiytime Faktorii (VEGF) gibi biiyiime faktorlerinin artmasina paralel olarak artan
bir kemik olusumunun saptanmasi, YDO ile YKO arasinda dogrusal bir iligkinin

olduguna isaret etmektedir.

Literatiirde, mandibular ilerletmenin, erken asamalarda glenoid fossada osteogenezisi
ve yeni damar olusumunu Onemli miktarda arttirdig1 rapor edilmistir (245). Benzer
sekilde bizim ¢aligmamizda da, YDO’da aparey kullanimi ile anlamli, aparey ile
UCE, MKH ve DDLT nin bir arada kullanimiyla ise oldukga anlamli bir artis oldugu
goriilmiistiir. Rabie ve ark. ¢aligmalarinda, AIA uygulamasmin damarlanmay:
arttirdigin1 ve bunun ozellikle de kondilin posterior bdlgesinde meydana geldigini
bildirmislerdir. Ayrica, bu yeni damar olusumunun yeni kemik olusumu igin uyarici
rol oynadigin1 gostermislerdir. Farklilasmamis mezenkimal hiicrelerin ¢ogalip
birikmesi ile endokondral kemiklesmeye neden olduklar1 saptanmig ve Hipertrofik
Tabaka igerisine giren damarlarin artiginin olusan kikirdak dokusunun kemik ile yer

degistirmesine neden oldugu diislinlilmiistiir (245).

Aparey+UCE ile saglanan YDO’nun, apareyin tek basma kullanimiyla meydana
gelen YDO’dan istatistiksel olarak farkli olmadigi bulunmustur. Fakat, UCE nin
ozellikle MKH ve DDLT ile kombine kullanilmasiyla YDO’yu daha fazla arttirdig:
calismamizin bulgulariyla desteklenmistir. Calismanin sonuglarma gére, UCE, MKH
ile bir arada kullanildiginda YDO’yu, DDLT ile birlikte kullanimina gére daha fazla

arttirmistir.
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Bizim ¢aligmamizin sonuglariyla benzer sekilde, Granero-Molto ve ark.’nin
yaptiklar1 ¢aligmada, hasarli dokuya yerlestirilen MKH’lerin anjiyogenezisi arttirdigi,

kemik yenilenmesini sagladigi ve iyilesmeyi hizlandirdig: gosterilmistir (231).

5.5. STRO-1 Tartismasi

MKH tutulumunu gostermek icin kullanilan STRO-1’in aparey uygulamasiyla
birlikte tutulumu artmustir. Aparey kullanilan gruplar kendi arasinda
degerlendirildiginde ise, UCE ve DDLT nin tek basma veya bir arada uygulandig
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmezken; MKH uygulanan
biitiin gruplarda STRO-1 degerlerinde ciddi bir artis oldugu bulunmustur. Bu da,
uygulanan MKH’lerin kondil bélgesinde istedigimiz sekilde tutundugunu ve rezorbe

olmadan rejenerasyona katki sagladigini gostermektedir.

5.6. Osteonektin Tartismasi (ON)

Calismamizda, 6zellikle MKH uygulamasi olmak iizere aparey, DDLT ve UCE
kullanimi ile ON artmistir. Literatiirdeki ¢alismalar, ON’nin, kemik remodelingi i¢in
olduk¢a 6nemli oldugunu gostermistir. Aktif remodelingin gergeklestigi bolgeler,
ON agisindan oldukca zengindir. In vitro galigmalar, osteonektinin kollajene
baglandigin1  ve  anjiyogenezisi, metalloproteinaz  ekspresyonunu, hiicre
proliferasyonunu ve hiicre-matriks etkilesimini  diizenledigini  gostermistir.
Osteogenezis imperfekta gibi osteopenik durumlarda, osteonektin ekspresyonunun

azaldig1 bildirilmistir (204).

Osteonektin sentezleyemeyen fareler ile yapilan calismalar, bu farelerde kemik
formasyonunun ve osteoblast ile osteoklast sayilarmin azaldigini, buna bagl olarak
da kemik remodelinginin azalarak osteopeni meydana geldigini gostermistir. Bu
sonuglar, osteonektinin kemik remodelingini destekledigini ve kemik kiitlesinin

devam ettirilmesini sagladigin1 gostermistir (204).

Bizim ¢alismamizda ise, aparey kullanimiyla osteonektin miktari, kontrol grubuna
gore onemli miktarda artmigtir. Bu artis miktari, aparey ile birlikte yapilan diger tiim
uygulamalarda, apareyin tek basina kullanilmasina gore daha fazla bulunmustur.

Bununla birlikte, UCE’nin DDLT ile birlikte kullanimiyla osteonektin miktarinda

istatistiksel olarak anlamli bir artis saglanmazken; UCE’nin MKH ile kullanimiyla
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anlamli miktarda osteonektin artisi elde edilmistir. DDLT, MKH ile kullanildiginda
ise osteonektin miktarin1 énemli miktarda arttirmistir. Fakat, bu uygulamalara UCE
eklenmesiyle elde edilen artis, DDLT ve MKH’nin birlikte kullanimiyla elde edilen
artistan istatistiksel olarak farkli bulunmamistir. Calismamizin bulgular1 1s18inda,
MKH uygulanan biitiin gruplarda osteonektin degerlerinde ciddi bir artis oldugu
goriilmiistiir. MKH, DDLT ve UCE’ye gore daha fazla osteonektin artis1 saglamstir.

5.7. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Tartismas1 (VEGF)

Calismamizda, 6zellikle MKH uygulamasi olmak iizere aparey, DDLT ve UCE
kullanimi ile VEGF artmistir. VEGF, yeni damar olugumunu arttirarak perivaskiiler
bag dokudaki mezenkimal hiicre sayisim arttirir. Ayrica, vaskiiler endotelyal
hiicreleri uyararak cesitli biiyiime faktorleri ve sitokinlerin salgilanmasma neden
olur. Boylece, mezenkimal hiicrelerin osteojenik farklilagmasini uyarir. VEGF nin
artmasi, YDO’nun artmasi seklinde yorumlanmaktadir (246). Aparey kullanimui,
UCE, DDLT ve MKH uygulamasiyla saglanan YDO artisi g¢alismamizda
gosterilmistir ve immunohistokimyasal olarak VEGF incelemesiyle YDO’daki bu

artig protein bazinda da gosterilmigtir.

Rabie ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada, mandibular ilerletmenin ardindan 14. giinde
VEGF’nin, 21. giinde ise yeni kemik yapiminin maksimum seviyeye ulastig1 rapor
edilmistir (245). Daha onceki yillarda, Gerber ve ark. ise, kemik biiylimesi ic¢in
neovaskiilarizasyonun gerekli oldugunu gostermis ve VEGF inhibisyonunun yeni
damar invazyonunu engelledigini, boylece uzun kemiklerin biiylime yerlerindeki
yeni kemik yapiminin bozuldugunu bildirmiglerdir (247). VEGF, uzun kemiklerde
oldugu gibi glenoid fossada da kemik biiyiimesi i¢in elzemdir (245).

Son donemdeki calismalarda, mandibular ilerletmenin ardindan, VEGF
ekspresyonunda %170 oraninda artis oldugu gosterilmistir (245). Leung ve ark. iki
asamali mandibular ilerletme tedavisi yaptiklart caligmalarinda, VEGF’ nin tek
asamal1 ilerletmeye gore daha fazla arttigim1 ve buna bagh olarak da kondilde daha

fazla kemik yapimi elde edildigini rapor etmislerdir (200).
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Incelenen bu literatiirlerle benzer sekilde bizim ¢alismamizda da, VEGF aparey
kullanimu ile anlamli, Aparey+UCE+MKH+DDLT kullanimiyla ise olduk¢a anlamli

bir artig elde edilmistir.

Aparey+UCE ile saglanan VEGF artismnin, apareyin tek basina kullamimiyla
meydana gelen artigtan istatistiksel olarak farkli olmadigi bulunmustur. Fakat,
UCE’nin 6zellikle MKH ve DDLT ile kombine kullanilmasiyla VEGF’i daha fazla
arttirdigi  ¢alismamizin  bulgulariyla desteklenmistir. UCE, MKH ile bir arada
kullanildiginda VEGF’1, DDLT ile birlikte kullanimina gdre daha fazla arttirmistir.

Aparey+DDLT ve Aparey+DDLT+UCE kullammiyla elde edilen VEGF artisi
istatistiksel olarak farkli bulunmamistir. Bununla birlikte, DDLT, MKH ile
kullanildiginda VEGF’1 6nemli miktarda arttirmistir. Mezenkimal kok hiicrelerin,
onemli miktarda anjiyogenik ve antiapoptotik faktorler salgilamasi calismamiz
sonucunda elde ettigimiz VEGF artisini  desteklemektedir (248). Hayvan
modellerinde, hasarli dokuya MKH’ler enjekte edildiginde, cevredeki hiicrelerin
apoptozisinin azaldigi; VEGF, FGF2 ve TGF-3 gibi ¢esitli biiyiime faktorlerinin ise
sentezinin arttig1 gosterilmistir (249). Son donemlerde, Caplan c¢alismasinda
perisitlerde veya perivaskiiler hiicrelerde, MKH’lerin dogal olarak bulundugunu
bildirmistir.  Yara  bolgesindeki  perisit veya perivaskiiler hiicrelerden
immunomodiilator olarak da bilinen, biyoaktif trofik faktorlerin salgilandigi ve bu
trofik faktorlerin, iskeminin indiikledigi apoptozisi inhibe ederken, anjiyogenezisi

arttirdig1 rapor edilmistir (250).

5.8. Tip II Kollajen Tartismasi

Calismamizda, 6zellikle MKH uygulamasi olmak iizere aparey, DDLT ve UCE
kullanimi ile Tip II kollajen miktarinin arttigt goriilmiistiir. Kikirdak, kemigin
sekillendigi bir kaliptir; kondilin adaptasyonu esnasinda daha fazla kikirdak demek
daha fazla kemik olugumu anlamma gelmektedir. Bu nedenle, Tip II kollajenin

analizi, mandibular ilerletmeye verilen cevabi degerlendirmemizi saglar (205).

Fujita ve ark. yaptiklar1 ¢calismada, fonksiyonel aparey uygulamasinin ardindan Sox
9, Tip II ve Tip X kollajen sentezini degerlendirmek i¢in, 3 haftalik 90 tane fareyi

kontrol grubu, kondilektomi yapilan grup ve kondilektominin ardindan fonksiyonel
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aparey uygulanan grup olmak iizere 3 gruba ayirmislardir. 4 haftalik deney siiresinin
ardindan, kondilektomi yapilan grupta Sox 9, Tip II ve X kollajen sentezi
minimalken, fonksiyonel aparey uygulanan grupta ise artiy meydana geldigi
gosterilmistir. Bu kondrojenik faktorlerin sentezinin, kikirdak onarimina yardimci

oldugu rapor edilmistir (251).

Rabie ve ark. ise, 5 haftalik sicanlarla yaptiklari ¢alismada, mandibulanin 6nde
konumlandirilmasinin, Sox 9 ve Tip II kollajen sentezi ile hizlandirildigin1 ve
arttirlldigin1 bildirmistir. Normal biiyiime esnasinda Tip II kollajen ekspresyonunun
maksimum seviyeye, deneyin 11. giiniinde ulagtig1; fakat, mandibular ilerletmenin
ardindan Hipertrofik Tabakanin posteriorunda, deneyin 7. giinlinde maksimum
seviyede oldugu bildirilmistir. Mandibular ilerletmenin ardindan artan Tip II
kollajen miktarinin incelenmesi, kikirdak matriks formasyonunun degerlendirilmesi
ve bunun kemik yapimiyla olan iliskisinin anlasilmasi icin gereklidir. Bu
arastirmacilar, mandibulanin o6nde konumlandirilmasiyla, Tip II kollajen
ekspresyonunun aparey ile tedavi edilmeyen gruba gore posterior bolgede %98, orta
bolgede ise %52 oraninda artis gosterdigini rapor etmiglerdir. Mandibulanin ileride
konumlandirilmasiyla, kikirdagin major komponenti olan Tip II kollajenin sentezi
dolayistyla da kondrogenezis arttirilmistir (206). Bizim calismamizda da Rabie ve
ark.’nin caligma sonuglarina benzer sekilde, aparey kullanimiyla Tip II kollajen
miktar1, kontrol grubuna gére énemli miktarda artmistir. Ozellikle MKH, DDLT ve
UCE’nin birlikte kullanimryla ciddi bir Tip II kollajen artis1 elde edilmistir.

Diisiik doz lazer terapisinin fibroblast proliferasyonunu ve osteoid doku miktarini
artirdi@1 cesitli caligmalarla gosterilmistir. Hiicresel proliferasyonun ve hiicresel
farklilagmanin stimiilasyonu ile lazer tedavisi kemik olusumunu indiiklemektedir
(222). Kemik onarimi sirasinda daha kaliteli bir matriks olusmasinda, kollajen
dretiminin etkisi oldugu bilinmektedir. DDLT wuygulanan deneklerde kollajen
fibrillerde artis izlenmistir. Bu bulgu, DDLT nin kemik onarimi {izerindeki erken
donem etkisi olarak yorumlanabilir. Bazi ¢aligmalarda ise, DDLT’yi takiben kollajen
iiretiminde artis izlenmistir (252). Jia ve Guo c¢alismalarinda, He-Ne lazerin
kondrosit  kiiltiirti  lizerindeki biyostimiilatif ~etkilerini incelemis ve lazer
uygulamalarinin  eklem kondrositlerini  ve sekresyonlarint stimiile ettigini

bildirmislerdir (253).
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Bizim galismamizda ise, Aparey+UCE nin ve Aparey+DDLT nin kullanimiyla artan
Tip II kollajen miktari, apareyin tek basina kullanimiyla elde edilenden istatistiksel
olarak farkli bulunmamistir. UCE’nin DDLT ile birlikte kullanimiyla Tip 1I
kollajende istatistiksel olarak anlamli bir artis saglanmazken; UCE’nin MKH ile
kullanimiyla anlamli miktarda Tip II kollajen artis1 elde edilmistir. DDLT, MKH ile
kullanildiginda ise Tip II kollajeni 6nemli miktarda arttirmigtir. MKH uygulanan
biitiin gruplarda, Tip II kollajen degerlerinde ciddi bir artis oldugu bulunmustur.
MKH, DDLT ve UCE’ye gore daha fazla Tip II kollajen artis1 saglamistir.
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YKO, YDO, YOY, STRO-1, Osteonektin, VEGF ve Tip II kollajen degerleri i¢in
histomorfometrik ve immunohistokimyasal dl¢iimler ile istatistiksel degerlendirmeler

yapildiktan sonra asagidaki sonuclara ulagilmistir:

1. Sicanlarda deneysel olarak fonksiyonel apareyler ile mandibular kondilin yeni

konumuna remodelingi ve adaptasyonu saglanmustir.

2. STRO-1 artis1 ile enjekte kok hiicrenin kondil bdlgesinde rezorbe olmadan

tutundugu, kalic1 ve etkili oldugu anlagilmugtir.

3. Aparey ile birlikte 6zellikle Mezenkimal Kok Hiicre olmak iizere, Uziim
Cekirdegi Ekstresi ve Diisiik Doz Lazer Terapisi uygulamalarmin birarada
kullaniminin yeni damar olusumunu, hiicre ¢cogalmasini, Tip II kollajen olugumunu,

osteoblast farklilasmasini ve yeni kemik olusumunu arttirdig tespit edilmisgtir.

4. Elde edilen rejenerasyona, Uziim cekirdegi ekstresi+Mezenkimal kok hiicre
uygulamasimin ve Diisiik doz lazer terapisi+Mezenkimal kok hiicre uygulamasinin
katkis1 anlamli gekilde saptanmistir. Fakat, en etkili katkinin, Mezenkimal kok
hiicre+Uziim cekirdegi ekstresi+Diisiik doz lazer terapisi uygulamasi ile saglandig

bulunmusgtur.

Bizim ¢alismamizda, AIA uygulamasi ile birlikte yapilan UCE, DDLT ve MKH
uygulamalarinin kontrol gruplari ile kargilastirildiginda hem tek baglarina olumlu etki
gosterdigi, hem de bir arada uygulandiklarinda AIA islemine anlamli katkilar
sagladig1 gosterilmistir. MKH uygulamasmin, diger uygulamalara gore olumlu
etkisinin ¢cok daha fazla oldugu saptanmistir. YOY, YKO ve YDO morfometrik
Olciimlerinde, histolojik ve immunohistokimyasal goriintiilerde ve H-skor ile yapilan
analizlerde bu etki agikca gOsterilmistir. Yapilan uygulamalarda osteoblast, kemik ve
damar olusumu, STRO-1 ile MKH varlig1, osteonektin ile kemik olusumu, VEGF ile
damarlanma, Tip II kolajen ile matriks durumu ortaya konmus ve uygulamalarin
anlaml1 yararh etkileri izlenmigtir. Uygulamalar ile gerceklesen osteoblast, kemik ve

damar yapimimin hiicre ¢ogalmasiyla olustugu, hiicrelerin fonksiyonel bir sekilde
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osteoblast farklilagmasina gittikleri ve 6zellikle MKH uygulamasinin bunlara en ¢ok

katkiy1 sagladig1 anlagilmigtir.

Biitiin bu bilgiler 1s181nda, MKH kemik doku iiretiminde ve rejenerasyonda gelecek
vaadeden bir hiicre kaynagidir. Calismamizda MKH ile osteojenik, kondrojenik ve
endotelyal farklilasma saglanmistir. Fakat, klinik olarak aktif uygulamaya
gecilmeden Once daha fazla hayvan calismasi ile bu calismanin sonuclar

desteklenmelidir.
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