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TROMBOSITTEN ZENGIN FiBRIN iLE KOMBINE EDILMi$ BORiK ASIDIN
DENTAL PULPA KOK HUCRELERININ FARKLILASMASI VE CANLILIGI
UZERINE ETKIiSININ INCELENMESI

OZET

Bu tez c¢aligmasmin amaci enjekte edilebilir trombositten zengin fibrin ile
kombine kullanilan borun insan pulpa hiicreleri {izerine sitotoksik etkisinin ve
odontojenik farklilagmaya olan etkisinin karsilastirmali olarak in vitro kosullarda
incelenmesi ve bu lriinlerin rejeneratif endodonti i¢in potansiyel bir materyal olarak
kullanilabilirliginin degerlendirilmesidir.

Calismamizda kullanilan dental pulpa mezenkimal kok hiicresi 19-25 yas
araliginda bulunan bireylerin ¢ekim endikasyonu konulmus gomiik {igiincii biiyiik az1
dislerinden elde edilmistir. 3. pasaja getirilen getirilen dental pulpa mezenkimal kok
hiicrelerine hem canlilik hem de odontojenik farklilagsma degerlendirmesi i¢in yalniz
enjekte edilebilir trombositten zengin fibrin (I-PRF), yalniz 1 uM derisimde borik asit
ve I-PRF ile borik asitin kombinasyonu hazirlanarak direkt temas yontemiyle
uygulanmigtir. Tim materyallerin 24., 48. ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkileri
Anneksin V ve Propidium iyodiir (PI) ile hiicreler boyanarak canli hiicre, nekrotik
hiicre, erken ve ge¢ apoptoza ugramis hiicreler akim sitometri ile analiz edilmistir.
Elde edilen bulgular Minitab 17 ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Odontojenik
farklilagma degerlendirmesi i¢in odontojenik besi ortaminda bekletilen hiicrelere
alizarin red boyama protokolii uygulanarak inceleme yapilmistir. Akim sitometri
degerleri karsilastirilmasinda iki yonlii varyans analizi kullanilmis ve ¢oklu
karsilagtirmalar Tukey HSD Testi ile yapilmistir.

Veriler degerlendirildiginde canli hiicre bulgular1 agisindan I-PRF uygulanan
grup en yiiksek ortalama canli hiicre degerine sahiptir. Erken apoptoz bulgular
acisindan ise gruplar arasinda anlamli bir farklhilik goriilmemistir (p >0,05). Geg
apoptoz bulgular1 acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
vardir ve en diisiik gec apoptotik hiicre degeri [-PRF grubuna aittir. (p<,001). Nekrotik
hiicre bulgular1 agisindan ise borik asit en diisiik nekrotik hiicre degerine sahip olup
gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir (p>0,05). Alizarin red boyama
sonrasi niteliksel inceleme sonucu en yliksek kalsifiye nodiil olusumu ve dagilimi
I-PRF ile kombine borik asit grubunda gézlemlenmistir. Bu calismada I-PRF ve borik
asidin biyouyumluluk ve odontojenik farklilasma agisindan etkinligi gosterilmis olup,
dis doku miihendisliginde kullanim potansiyelini daha fazla arastirmak i¢in ilave
hayvan ve klinik ¢aligmalar gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Trombositten Zengin Fibrin, Borik asit, Insan dental pulpa kdk
hiicresi, Anneksin V testi
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF BORIC ACID COMBINED WITH
PLATELET RICH FIBRIN ON THE DIFFERENCE AND VITALITY OF
DENTAL PULP STEM CELLS

SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the biocompatibility and compare the
potential in vitro cytotoxic effects of boric acid and injectable platelet-rich fibrin on
human dental pulp stem cells (DPSCs) and their effects on odontogenic differentiation
of DPSCs for dental tissue engineering.

Human dental pulp tissue were isolated from extracted impacted third molars
from healthy adult patients aged from 18 to 25 years. Injectable platelet-rich fibrin (I-
PRF), I uM concentration of boric acid and a combination of them were prepared and
applied to the cells by direct contact method. The viability of the stimulated cells with
experimental material and DMEM control group were evaluated on the flow cytometry
device with Anneksin-V and Propidium iodide at the end of the 24th, 48th and 72nd
hours. To evaluate the odontogenic differentiation capacity of both cells, Alizarin-red
(ALR) staining were performed. Two-way analysis of variance was used to compare
flow cytometry values, and multiple comparisons were made with the Tukey HSD
Test.

When the data were evaluated, I-PRF group had the highest mean live cell
value in terms of viable cell viability. In terms of cell viability findings, there is a
statistically significant differences were noted between the sampled hours (p> 0.05).
There was no significant difference between the groups in terms of early apoptosis
findings (p>0.05). There is a statistically significant difference between the groups in
terms of late apoptosis findings and the lowest late apoptotic cell value belongs to the
I-PRF group. (p<0.05). In terms of necrotic cell findings, boric acid had the lowest
necrotic cell value and no significant difference was observed between the groups
(p>0.05).The best odontogenic differentiation potential on DPSCs was determined in
the group combined with boric acid and I-PRF.

In this study, I-PRF and boric acid were demonstrated for biocompatibility and
odontogenic differentiation, and additional animal and clinical studies are required to
further explore their potential for use in dental tissue engineering.

Keywords: Injectable platelet rich fibrin, Boric acid, Human dental pulp stem cell,
Annexin V
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1. GIRIS ve AMAC

Kok gelisimi sirasinda, immatur diglerin pulpasinda; dis travmasi, dental
anomaliler veya ¢iiriik nedeniyle enflamasyon olusabilir ve dis pulpast nekrotik hale
gelebilir [1, 2]. Pulpa nekrotik hale geldiginde kok gelisimi durmakta, uzun vadede dis
nispeten zayif kalarak yiiksek kok kirigi riski ile karsi karsiya kalabilmektedir. Bu
dislerin sahip oldugu ince ve kirilgan dentin duvarlari, genis kok kanallar1 ve apikal
aciklik nedeniyle endodontik tedavi uygulamalar gii¢lesmektedir [3]. Nekrotik pulpalt
veya apikal periodontitisli immatur kalici dislerin tedavisinde, geleneksel olarak apikal
bolgede sert doku bariyeri olusumunu indiikklemek icin kalsiyum hidroksitin
kullanildig1 apeksifikasyon prosediirleri, kok kanal dolgusundan 6nce apikal bolgede
Mineral Trioksit Agregat (MTA) ile bariyer olusturulmasi gibi yontemler veya
rejeneratif endodontik tedavi segenekleri tercih edilmektedir [4, 5].

Rejeneratif tip ve doku miihendisligi alaninda son donemlerde yaganan hizl
geligmeler; tip dallarinda oldugu kadar, dis hekimliginde de rejeneratif uygulamalarin
giindeme gelmesine ve biiyiik ilgi gormesine sebep olmustur. Hermann tarafindan
1952 yilinda uygulanan vital amputasyon tedavisi ile baslayan dis hekimliginde
rejeneratif uygulamalar son yirmi yilda hizla gelismekte ve klinik endodontide yaygin
olarak kullanilmaktadir [6, 7]. Rejeneratif endodontik uygulamalarda amag; pulpa-
dentin kompleksinin, ¢liriik veya diger nedenlerle agiga ¢ikmis olan koronal dentin
dokusunun, rezorbe olmus apikal kok dentininin ya da servikal dentinin
yenilenmesidir [8].

Zarar gdrmils doku ve organlarin tekrar olusumunu hedefleyen rejeneratif tip
gelismelerinde oldugu gibi rejeneratif endodontinin de temeli doku miihendisligine
dayanmaktadir. Dental pulpa rejenerasyonu icin klasik doku miihendisligi kavrama,
kok hiicreler, doku iskeleleri ve biiyiime faktorleri olmak iizere ii¢ temel faktore
dayanmaktadir [9, 10]. Doku iskeleleri, ii¢ boyutlu olarak hiicrelere fiziksel bir destek
saglamak, hiicre-hiicre etkilesimlerini organize etmek, hiicrelerin yapismasi, gogil,
cogalmasi, farklilagmasi i¢in ¢esitli biyokimyasal ve biyofiziksel uyarilar olusturmak
gibi gorevleri yerine getirmektedir [11, 12]. Kok hiicreler ise viicudumuzda biitiin

dokular1 ve organlari olusturan ana hiicrelerdir. Hentiiz farklilasmamis olan bu hiicreler



boliinebilme ve kendini yenileme, doku ve organlara doniisebilme yetenegine
sahiptirler [13].

Kan konsantreleri tip ve dis hekimligi alaninda uzun zamandir ¢ok ¢esitli
triinler olarak kullanilmaktadir. 1954 yilinda Kingsley tarafindan gelistirilen
trombositten zengin plazma (TZP) birinci nesil trombosit konsantresidir [14]. Birinci
nesil TZP'nin dezavantajlar1 nedeniyle, cam kapl tiipte kanin herhangi bir
antikoagiilan ilavesi yapilmadan santrifiij edilmesiyle elde edilen ikinci nesil kan
iriinii trombositten zengin fibrin (TZF) gelistirilmistir [15]. Daha sonra tiipiin tipi,
santrifiij dongiisii ve siiresi degistirilerek cesitli TZF malzemeleri ortaya ¢ikmistir
[16]. Disiik hizli santrifiij konseptine gore {iiretilen trombositten zengin fibrin
tiplerinin, inflamatuar hiicre sayisin1 ve biiylime faktorii salinimini 6nemli Olciide
arttirdig1 ve bu nedenle rejeneratif potansiyellerinin yiiksek oldugu bildirilmistir [17,
18]. 2017 yilinda tek basina veya cesitli biyomalzemeler ile kolayca kombine
edilebilen, s1v1 formiilasyonu ile hekime kullanim kolaylig1 saglayan enjekte edilebilir
bir trombosit konsantresi olan I-PRF gelistirilmistir [19]. Son yillarda trombositten
zengin fibrin {riinlerinin dental kaynakli kok hiicreler {izerine rejeneratif
potansiyellerini degerlendirmeye yonelik ilgide artis olmustur [20-22].

Diinyadaki en biiylik rezervlerinden biri Tiirkiye olan bor elementinin bir¢ok
metabolik yolda gorev aldig1 ve kemik metabolizmasi {izerine 6nemli bir etkisinin
oldugu bilinmektedir [23, 24]. Ayrica, insan dental pulpa mezenkimal kok hiicresinin
(DP-MKH) osteojenik ve odontojenik hiicre tiplerine farklilagmasinda da basaril
sonuclar ortaya koydugu gosterilmistir [25]. Yapilan literatiir taramast sonucunda bor
materyalinin hiicreler lizerine etkisinin arastirildig1 ¢ok az sayida ¢alisma bulundugu
goriilmiistiir [26-28]. Ilgili literatiirde enjekte edilebilir trombositten zengin fibrin (I-
PRF) ile kombine bor materyalinin DP-MKH {izerine olan etkilerine iligkin bir veriye
rastlanmamustir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, DP-MKH iizerinde I-PRF ve borik asidin 24., 48.
ve 72. saatlerdeki sitotoksik etkisinin ve hiicrelerin odontojenik farklilagmasina olan
etkisinin karsilastirmali olarak in vitro kosullarda incelenmesi ve bu iiriinlerin
rejeneratif endodonti i¢in potansiyel bir materyal olarak kullanilabilirliginin
degerlendirilmesidir. Konu ile ilgili literatiir bilgileri, bu tez ¢alismas1 kapsaminda
gergeklestirilen c¢alismalar ve elde edilen sonuclar devam eden bdliimlerde

sunulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1 Endodontide Rejeneratif Tedaviler

Yiiksek oranda mineralize yapilar arasindaki tek yumusak bag dokusu olan ve
dige canlilik 6zelligi kazandiran pulpa, diglerin homeostazini saglamada vazgecilmez
bir rol oynamaktadir [29]. Dental pulpa dokusu, dis gelisimi, beslenme temini, dentin
mineralizasyonu, duyusal ve immiin yanit iglevlerini yerine getiren pulpa-dentin
kompleksi olarak calismaktadir [30]. Ancak pulpa, cesitli c¢evresel irritanlardan
kaynaklanan travmalara ve enfeksiyonlara karsi savunmasizdir ve kendi kendini
onarma kapasitesi sinirlidir, bu durum geri doniisii olmayan pulpitis veya nekroza ve

dentinogenezin kesintiye ugramasina neden olabilmektedir [31].

[litihapl1 veya nekrotik pulpa dokusunun yapay dolgu materyalleri ile
degistirilmesine dayanan bir prosediir olan kok kanal tedavisi veya kok ucunda
mineralize bir doku bariyeri olusturularak apikal kapanmanin saglandigi yontem
olarak tanimlanan apeksifikasyon tedavileri bugiine kadar pulpa nekrozu i¢in en kabul
edilebilir tedavi yontemleri olmustur [32]. Bununla birlikte, bu geleneksel tedavilerde,
hasarlt pulpanin canliligini geri kazanmasi veya ndrovaskiiler sistemin yeniden
olusmas1 séz konusu degildir [33, 34]. Ozellikle immatiir daimi disler i¢in vital pulpa
varliginda yapimi devam eden reperatif dentin olusumu, apikal gelisim ve dentin
duvarlarmin gelisimi sebebiyle olduk¢a dnemlidir. Nekrotik pulpali kok gelisimini
tamamlanmamis daimi dislerin kok kanal tedavisi belirsiz prognoz, ince dentin
duvarlarma bagh kirik riski ve apeksin olduk¢a genis olmasi nedeniyle tedavi
protokolleri oldukca gii¢ olmaktadir [35, 36]. Dis hekimliginde rejeneratif endodontik
prosediirlerin rutin tedavi uygulamalar1 arasina girmesi i¢in gilincel prosediir ve
protokoller gelistirmeye yonelik ilgide bu nedenle artis goriilmektedir ve rejeneratif
endodontik tedavi (RET) klasik kok apeksifikasyonuna rasyonel bir alternatif haline
gelmektedir [12, 37]. Kok kanal tedavisinden farkli olarak, RET’de dezenfekte edilen
kanallarin biyouyumlu vital olmayan yabanci maddeler yerine vital doku ile

doldurulmasi amaglanmaktadir [38].

Rejeneratif endodonti, pulpa-dentin kompleksine ait hiicrelerle birlikte dentin
ve kok yapisini da igeren zarar gérmiis, hasarli dis yapisini yenilemek i¢in tasarlanmis

biyolojik temelli prosediirler olarak tanimlanmaktadir [8]. Bu tanima dayanarak RET,



nekrotik pulpaya sahip kalici dislerin enfeksiyon, travma veya gelisimsel anomalisi
nedeniyle hasar goren pulpa-dentin kompleksini yenilemeyi amaglamaktadir [34].
Nygaard-Ostby (1961) ve Nygaard-Ostby ve Hjortdal'in (1971) deneysel ¢alismalari
ozellikle vital dislerde elde ettikleri sonuclar ile rejeneratif endodontiye Onciiliik
etmistir [39, 40]. Iwaya ve ark. (2001) ise, apikal periodontitis ve siniis yoluna sahip
olgunlagmamis kalic1 disleri tedavi etmek icin revaskiilarizasyon kavramini klinik
olarak uygulayan ilk gruptur [41]. Rejeneratif endodonti terimi, 2007 yilinda
Amerikan Endodonti Birligi (AAE) tarafindan doku miihendisligi kavramina dayali
olarak kabul edilmistir [8]. Revitalizasyon terimi ise, 2016 yi1linda Avrupa Endodonti
Dernegi’nin (ESE) beyani ile kullanilmistir [42]. Endodontik literatiirde bu tedavi
prosediirlerinin tanimlanmas: ile ilgili farkli goriisler mevcuttur. Ancak literatiirde
genellikle revaskiilarizasyon, revitalizasyon ve rejeneratif endodonti es anlamli ve

birbirinin yerine kullanilmaktadir [34].

2.2 Rejeneretif Endodontide Doku Miihendisligi

Rejeneratif endodontik tedavi prensiplerinin uygulamaya aktarilmasinda doku
mithendisligi uygulamalarinin biiyiik bir 6nemi oldugu gosterilmistir [43]. RET,
odontoblastik tabakalarin revaskiilarizasyonu, innervasyonu ve restorasyonunu
saglamak i¢in doku miihendisligi kavramini uygular [34, 44]. Doku miihendisligi
kavrami, 19901 yillarin basinda Langer ve Vacanti tarafindan biyolojik doku
rejenerasyon teknigini tanimlamak i¢in tasarlanmistir [10]. Doku miihendisligi,
normal islevi kazandirmak amaciyla insan hiicrelerini, dokularin1 veya organlarinm
degistiren, yenileyen biyolojik ikameler gelistirmek i¢in biyoloji ve miihendislik

ilkelerini biitlinlestiren disiplinler arasi bir alandir [45].

RET'ler klinik yaklasimda, eksojen kok hiicrelerin dahil edilip edilmemesine
gore  hiicre esasli ve  hiicresiz (hiicre c¢agirma) yontemler olarak
siniflandirilabilmektedir (Sekil 2.1) [46]. Hiicre ¢agirma yontemi, pulpa ya da
periapikal alanda bulunan endojen kok hiicrelerin, biyouyumlu ve biyobozunur doku
iskeleleri ile hiicre gogii, ¢ogalmasi ve farklilagmasini uyaran sinyal molekiillerinin
birlikte kullanilmasina dayanmaktadir [47]. Pulpa ve dentinin rejenerasyonu igin
eksojen olarak hazirlanmis hiicreler konakgiya aktarilmamaktadir. Iskele tercihi ise
genellikle klinikte kolayca hazirlanabilen kan {irtinleri gibi konake¢1 kaynakli biyoaktif

materyaller olmaktadir. Biiylime faktorlerinden bazilari, endojen kok hiicrelerin kok



hiicre nislerinden yaralanma bolgesine go¢iinii uyarabilmektedir. Randomize klinik
caligmalarda hiicresiz RET nin, klinik belirti ve semptomlarin kaybolmasi, var olan
periapikal lezyonun iyilesmesi normal dis fonksiyonunun siirdiiriilebilmesinde yiiksek

basar1 oranlar1 sergiledigi gosterilmistir [7, 48].

Kok hiicre esasli yaklagimlarda ise kok kanalinin dezenfeksiyonu sonrasi, kok
hiicreler biiylime faktorii yliklenmis doku iskeleleri ile kok kanallarina uygulanmakta
ve kok kanallarinda pulpa benzeri doku olusumu hedeflenmektedir. Bugiine kadar, bu
prosediirler cogunlukla hayvan modellerinde deneysel olarak gergeklestirilmistir ve
insanlarda klinik denemelerin ilk asamalar1 degerlendirilmistir. Bu insan
caligmalarinin bazilari, olumlu klinik ve radyografik sonuglarin yan1 sira pulpa-dentin
kompleksinin potansiyel rejenerasyonunu i¢eren umut verici sonuglar bildirmistir [49,

50].
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Sekil 2.1 RET yaklagimlarinin gematik gosterimi A) Hiicre ¢cagirma yaklagimi

B) Hiicre esashi yaklagim [7].

Doku miihendisligi veya rejeneratif mihendislik, hasarli dokularin
iyilestirilmesi i¢in kok hiicre, sinyal molekiilleri ve bunlarin ikamet edebilecegi
ortamlar olan biyomateryallerden olusan hiicre iskelesi bilesenlerinin tek basina ya da
kombine olarak bir araya getirilerek islevsellik kazandirilmasi esasina dayanmaktadir

[10, 51].

2.3 KoK hiicreler

Kok hiicreler, kendi kendine devamli boliinme yetenegine sahip, ¢cok yonlii

farklilasma potansiyeli olan ve belirli kosullar altinda ¢esitli fonksiyonel hiicrelere



veya doku ve organlara farklilasabilen 6zellesmemis hiicreler olarak tanimlanmaktadir

[52].

Kok hiicrelerin yagam boyu sayilarint korumak tizere gerektiginde cogalmalari
anlammna gelen kendini yenileme, kok hiicrenin farklilagmadan ¢ogalmasini
tanimlamaktadir. Farklilagma ise, fonksiyonel olarak olgun bir hiicre olma yolunda
kok hiicrenin gegirdigi biyokimyasal ve fenotipik degisikliklerin bir biitlintidiir.
Hiicrelerin yenilenmesi ve doku onarimi, kok hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilagsmasiyla
basarilmaktadir. Hiicrede farklilagsma baslica sinyal iletim sistemi tarafindan kontrol
edilmektedir ve farklilagmay1 kontrol eden sinyal molekiilleri biiyiime faktorleridir

[53].

2.3.1 Kaynaklarina gore kok hiicreler

Kok hiicreler kokenlerine bagli olarak embriyonik (fetal) ve erigkin (postnatal)

olarak siniflandirilabilmektedir [54].

2.3.1.1 Embriyonik (fetal) kok hiicreler

Embriyonik kok hiicreler, blastosist olarak bilinen erken, implantasyon 6ncesi
asamadaki bir embriyodan elde edilen kok hiicrelerdir. Pluripotent 6zellik gdsteren bu
kok hiicreler, dollenme sonrasinda blastosit adi verilen embriyonun i¢ hiicre
kitlesinden elde edilirler. Bu hiicreler kendilerini yenileyebilir ve organizmadaki pek

cok hiicre tipine farklilagabilmektedirler [55].

2.3.1.2 Eriskin (postnatal) kok hiicreler

Erigkin kok hiicreler ise, kemik iligi, deri, beyin, kas dokusu veya dis pulpasi
gibi pek ¢ok farklilasmis doku ve organdan izole edilebilen kendi kendini
yenileyebilen hiicrelerdir [56]. Yetiskin kok hiicrelerin baslica rolii bulunduklar
dokunun tamirinin ve devamliliginin saglanmasidir. Bu hiicrelerin kok hiicre nisleri
olarak adlandirilan 6zel alanlarda bulunduklar diisiiniilmektedir [57]. Embriyonik kok
hiicre kullanimi ile ilgili etik, yasal tartismalar ve teratom olusturma riski nedeniyle
doku miihendisliginde eriskin kok hiicreler daha uygun bir hiicresel kaynak tercihi

olmaktadir [58].



2.3.2 Farkhlasma Kapasitelerine Gore Kok Hiicreler

Kok hiicreler ayrica farklilasabilme yeteneklerine goére totipotent, pluripotent,

multipotent olmak {izere ii¢ alt gruba ayrilmaktadir [8].

2.3.2.1 Totipotent Kok Hiicreler

Totipotent hiicreler smrsiz farklilasma potansiyeline sahip organizmay1
olusturan tiim doku ve hiicre ¢esitlerine farklilasma kapasitesine sahip hiicrelerdir. Bir
organizmay1 tlimiiyle meydana getirebilme potansiyeli olan bu hiicreler 6zelliklerini

dollenmeden sonraki 5. giine kadar devam ettirmektedirler [59].

2.3.2.2 Pluripotent Kok Hiicreler

Pluripotent hiicreler birgok farkli hiicre tipine doniigebilen, fetal veya yetiskin
hiicre tiplerini olusturabilen ancak tek basina organizmay1 olusturamayan hiicrelerdir

[59].

2.3.2.3 Multipotent kok hiicreler

Multipotent kdk hiicreler ise tek bir germ yapragina ait hiicrelere farklilasma
yetenegi gosteren eriskin farklilagsmis dokularda bulunan hiicrelerdir [60]. Pluripotent
hiicrelere gore ¢ok daha sinirl sayida hiicre tipine farklilagabilmekte ve daha 6zel
fonksiyonlara sahiptirler [61].

Gilinlimiizde kok hiicre biyolojisi, hasarli veya eksik dokular1 saglikli
yenilenmis dokularla degistirilerek daha iyi sonuglar elde etme umudunu artiran

bilimin en biiyiileyici alanlarindan biridir [62].

2.3.3 Mezenkimal kok hiicreler (MKH)

Kendi kendini yenileyebilen ve 6zel hiicrelere farklilagsma yetenegine sahip
kok hiicre popiilasyonlart yetiskin dokularin rejeneratif kapasitesini belirlemektedir.
Kok hiicreler, koken aldiklar1 dokuya gore farkli isimler almaktadirlar. Bunlar arasinda
hematopoietik, mezenkimal, endotelyal, meme, bagirsak, sinir, deri, kas ve sag
folikiilii kok hiicreleri vardir [63]. Kemik iliginde bulunan kendini yenileme ve kemik
dokusuna farklilasma o6zelligine sahip, hematopoietik olmayan hiicrelerin varligi

Alexander Friedenstein tarafindan 1970 yilinda bildirilmistir [64]. Kemik iligi {izerine



yapilan aragtirmalar ile baslayan caligmalar sonucunda kemik iligi ve ¢esitli eriskin
dokularda bulunan multipotent 6zellikte, hematopoietik olmayan ve stromal
karakterdeki kok hiicrelerin varligi belirlenmistir. Bu hiicreler mezenkimal kok
hiicreler veya diger bir isimlendirme ile mezenkimal stromal kdk hiicreler olarak

adlandirilmaktadir [65].

Kendi kendini yenileme ve ¢ok soylu farklilasma kapasitesine sahip MKH, son
birka¢ yi1lda doku miihendisligi ve rejenerasyon alaninda kullanilabilecek progenitdr
hiicre kaynaklar1 olarak diinya ¢apinda dikkat ¢ekmistir [66]. Multipotent progenitor
hiicreler olan bu hiicreler uygun kosullarda osteoblastlara, kondrositlere ve
adipositlere farklilasma yetenegine sahiptirler ve bu o6zelliklerine plastisite adi
verilmektedir [67]. MKH, CD105 (SH2) ve CD13 (SH3/4) ve CD73 genlerinin pozitif
ekspresyonu ile belirlenirken, CD34 ve CD45 gibi hematopoietik belirtegler icin
negatiftirler [68, 69].

2.3.4 Dental doku kaynakh mezenkimal kok hiicreler

Dis hekimligi alaninda, doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in aday olan birkag
potansiyel MKH kaynagi tanimlanmistir. Bunlar arasinda kemik iligi [70], gobek
kordon kani [71], yag dokusu [72] ve dis dokular1 [73] bulunmaktadir. Dis dokusu

kaynakl1 yiiksek proliferatif kapasiteye ve ¢ok yonlii farklilagma potansiyeline sahip

MKH popiilasyonlar1 en umut verici adaylar olarak goriilmektedir [66, 74].
Dental doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler sdyle siralanabilir (Sekil 2.2).:
e Dental pulpa mezenkimal kok hiicreleri (DP-MKH) [75],
e Apikal papilla kok hiicreleri (SCAP) [76],
e Insan siit dislerinden elde edilen kok hiicreler (SHED) [77],
e Periodontal ligament kok hiicreleri (PDLSC) [78],

e Dental folikiil progenitor kok hiicreleri (DFSC) [79].



Dental Pulpa Mezenkimal Kok Hiicresi insan siit disi kaynakh kok hiicre

Dis Eti Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre - Kemik iligi Kaynakl
( Kok Hiicre

Dental Folikiil Progenitor Kok Hiicreleri Periodontal Ligament Apikal Papilla Kok Hiicreleri
Kok Hiicreleri

Sekil 2.2 Dental doku kaynakli mezenkimal hiicrelerin sematik gosterimi.

Dental kok hiicreler ¢aligmalarda 20 yas dislerinden, ortodontik amacli ¢ekilen
dislerden, ortognatik cerrahide elde edilen alveol kemik parcalarindan ve diisen siit
dislerinden elde edilmektedir [80]. Fibroblast benzeri hiicre morfolojisine sahip olma,
koloni olusturma ve c¢ogalma potansiyellerinin yiiksek olmasi bu hiicre
poplilasyonlarinin tagidigi benzer oOzelliklerdir. Ancak bu hiicreler farklilasma

potansiyelleri ile birbirlerinden farklilik gostermektedirler [66, 81].

Gegmiste yayinlanmis birka¢ vaka serisi, nekrotik olgunlagsmamis kalict
dislerin tedavisinde apikalden kanamanin indiiklenmesiyle ger¢eklestirilen rejeneratif
endodontik prosediirler sayesinde basarili sonuglar elde edilebilecegini gdstermis ve
bu alandaki potansiyelin giderek daha fazla taninmasina yol agmistir [82-85]. Ancak
bu tarz rejeneratif endodotik tedavilerde devam eden kdk gelisiminden ve rejeneratif
yanittan sorumlu hiicrelerin kesin mekanizmasi ve kaynagi 2011 yilina kadar
bilinmemekteydi. Lovelace ve ark. yaptiklar1 ¢alisma ile apeksleri acik immatiir
dislerde rejeneratif endodontik tedaviler sirasinda apikal bolgeden uyarilan kanama ile
kanal bosluguna mezenkimal kok hiicrelerin tasindig: ilk kez gdstermislerdir. Ayni
zamanda elde edilen bulgularda kanal icindeki bazi mezenkimal kok hiicre
belirteclerinin (CD105) goriilme oraninin sistemik dolasima gore 700 kat daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Bu calisma ile rejeneratif endodontik uygulamalarin kok

hiicre esasli tedaviler oldugu ilk kez klinik olarak gosterilmistir [86].



2.3.4.1 Dental pulpa mezenkimal kok hiicresi

Embriyonik dis gelisimi, intrauterin 6. haftada oral ektodermal epitel ve
mezoderm arasindaki epitelyal-mezenkimal etkilesime bagli olarak baslamaktadir.
Mine oral kavitenin ektoderminden kaynaklanirken, dental papilla ve dis folikiilii noral
krest hiicrelerini de kapsayan mezenkimden farklilasmaktadir. S6z konusu bu
ektomezenkimal koken dis dokusunu 6zel kilmaktadir [87, 88]. MKH, dentin, pulpa,

sement ve periodontal ligament gibi dis yapilariin olusumlarina yol agmaktadir [89].

Her disin pulpa odas1 olarak adlandirilan merkezi pulpa boslugundan apikal
foramen yoluyla periodonsiyuma ac¢ildig1 noktaya kadar kok kanali boyunca uzanan
gevsek bag dokusu yapisindaki pulpanin damarlari ¢evresinde yer alan dis pulpasi kok
hiicre populasyonunun MKH olduklar1 diisiiniilmektedir. Bu hiicreler, yiiksek
proliferasyon kapasitesi gosterebilen, klonlanabilen ve yiiksek plastisite yetenegine
sahip multipotent hiicrelerdir [75, 90]. Klon olusturma potansiyeli, kdk hiicrelerin
onemli 6zelliklerinden biridir. Klonalite tek bir hiicreden ¢ok sayida yeni kok hiicrenin
geligsmesi olarak tanimlanmakta, klonun biiytikliigiine gére ve klon olusturma hizina
gore kok hiicreler arasinda yapilacak kiyaslamalarda kullanilan Olgiitlerden biri
olmaktadir. Klonlar1 olusturan hiicreler kiiltiirde canliliklarini koruyabilir, basariyla

dondurulup ¢oziilebilir ve pasajlanabilir [53].

Pulpa dokusunda bulunan DP-MKH, yetiskin insan dis pulpasindan elde edilen
ilk kok hiicrelerdir. DP-MKH’leri Gronthos ve ark. tarafindan gomiik {igiincii biiytik
az1 dislerinden izole edilmislerdir ve kok hiicre 6zelliklerinin in vitro ve in vivo
kosullarda kemik iligi stromal hiicrelerinin 6zellikleriyle karsilastirilabilir oldugu
ortaya konmustur [75]. Bu ¢alismada DP-MKH'nin subkutan olarak immiin sistemi
baskilanmig farelere transplante edildiginde dentin-pulpa kompleksi olusturma
yeteneklerinin gosterilmesi bu hiicrelerin in vivo olarak insan dis dokularini yenileme
potansiyellerini kanitlamistir [55, 75]. DP-MKH arastirmalarindaki en Onemli
gelismelerden bir digeri de, perivaskiiler bolgedeki kok hiicre nislerinin agiga

¢ikarilmasidir [91].

Dis pulpasina ait hiicrelerin alkalin fosfataz, tip I kollajen, kemik sialoproteini,
osteokalsin, osteopontin, doniistiiriicii bityiime faktorii (TGF-) ve kemik morfogenetik
proteinleri (BMP) gibi osteojenik belirtecleri eksprese ettigi daha 6nce gosterilmistir

[92, 93]. Bu kanitlar erigkin insan dis pulpa dokusunun daha 6nce bilinen kemik iligi
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kok hiicreleri (KIKH) gibi ¢cok potansiyelli kék hiicre popiilasyonu igerebilecegini
diisiindliirmtistiir [75]. Dis pulpast ve kemik iligi kok hiicrelerinin gen ekspresyonlari
karsilastirildiginda aralarinda ¢ok az farklilik oldugu goézlemlenmistir. DP-MKH,
KIKH’nden hiicre dongiisii ile iliskili genleri eksprese etmeleri yoniiyle ayirt
edilebilmektedir [94, 95]. Yapilan bir calismada, hiicresel biiylime egrisi analizinde,
DP-MKH'in 3 ila 5 giin arasinda logaritmik fazda kaldigi, 10 giinliik siire boyunca
KIKH’nin DP-MKH'nden daha uzun bir populasyon ikiye katlama siiresine sahip
oldugu bulunmustur. Ayrica BrdU immiinohistokimya ile yapilan hiicre proliferasyon
testi DP-MKH'in KiKH'nden daha yiiksek proliferatif yetenege sahip oldugunu
gostermistir [96]. DP-MKH’nin kolay izole edilebilmesi ve daha yiiksek bir
proliferasyon hiz1 géstermesi bu hiicreleri KIKH’nden {istiin kilmaktadir [94, 95].

Dental pulpa kok hiicreleri ytiksek bir farklilagsma kapasitesine ve dentin/pulpa
benzeri bir kompleksi yeniden olusturma yetenegine sahiptir [97]. DP-MKH'nin belirli
bir hiicre soyuna farklilasmasi1 temel olarak biiylime faktorleri, reseptor molekiilleri,
sinyal molekiilleri, transkripsiyon faktorleri ve hiicre disi matris proteini gibi yerel
mikro cevrenin bilesenleri tarafindan belirlenmektedir [81]. Ornegin, temel fibroblast
bliylime faktori (bFGF), doniistliriicii bliylime faktori-B (TGF-B), sinir biiyiime
faktorii (NGF), trombosit kaynakli biiyiime faktérii (PDGF) ve BMP gibi biiylime
faktorleri DP-MKH’nin farklilasma ve hiicre c¢ogalmast gibi 6zelliklerini

etkileyebilmektedir [97].

Zhang ve ark. [98] tarafindan, olgun dis pulpasindan alinan hiicrelerin nron,
odontoblast, yag, kikirdak ve kas hiicresi gibi hiicre tiplerine doniisebildigi
gosterilmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmada, dis pulpasi kok hiicrelerinin in vivo
olarak, odontojenik, miyojenik ve adipojenik farklilasma gosterebildigi bildirilmistir
[99]. DP-MKH'nin mezodermal kdkenli hiicre tiplerine farklilasabildiklerinin
gosterilmesiyle MKH kimlikleri dogrulanmistir [55, 100, 101].

DP-MKH’nin bol miktarda hiicre dis1 matriks salgilayan ve 6rgii kemik yapisi
olusturabilen osteoblastlara farklilasabildigi in vitro olarak gdsterilmistir [102-104].
Ayrica DP-MKH, in vivo kosullarda entegre bir kan destegine sahip yetiskin kemik
benzeri doku fliretebilen osteoblastlara ve endotel hiicrelerine farklilagabilmektedir

[105].

DP-MKH'in bu ¢ok yonlii farklilasma kapasitesi, rejeneratif tibbin gesitli

alanlarinda kullanimlarin1 6nermektedir [106]. Kok hiicrelerin temel iki 6zelligi olan
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kendi kendini yenileme ve ¢ok yonlii farklilasma kapasitesinin yani sira, DP-MKH’nin

doku miihendisligindeki uygulamalariyla ilgili baz1 avantajlar1 vardir [107]:

¢ Bu hiicrelerin elde edildigi alana erisim kolaydir ve ¢ok diisiik morbidite riski
mevcuttur,

e Kok hiicreler pulpa dokusundan oldukc¢a verimli sekilde elde edilmektedir,

e Kapsaml bir farklilagma kabiliyetine sahiptir,

e Biyomateryallerle birlikte gerceklestirilen uygulamalarda dokularin yeniden
yapilandirilmasi i¢in etkin olarak kullanimlarinin uygun oldugu gosterilmistir,

e Uygun sartlarda dondurularak saklandiktan sonra c¢oziildiiglinde yiiksek

canlilik orani sergilemektedir [108].

DP-MKH'nin kolay eldesi ve islenmesi, onlar1 insanlar {izerinde yapilan klinik
deneylerde kullanim i¢in umut verici ve uygun bir hiicre kaynagi haline getirmektedir
[109]. Dentin-pulpa komplekslerinin rejenerasyonu iizerine yapilan g¢aligmalarin

cogunlugunda (%52), DP-MKH'nin kullanildig1 gosterilmistir [110].

2.3.5 Dental pulpa kok hiicresi eldesi ve karakterizasyonu

Mine ve dentin ile kapl sert bir yap1 icerisinde bir bag doku olarak bulunan
dental pulpa diger doku kaynaklari ile kiyaslandiginda izolasyon yonteminin invaziv
olmamasi ve ¢ok sayida hiicre igermesi sebebiyle yetiskin kok hiicreler i¢in 6nemli bir

kaynak olarak gortilmektedir [111].
DP-MKH’nin izolasyonu i¢in iki temel yontem tanimlanmistir [112]:

e Eksplant yontem,

¢ Pulpa dokusunun enzimatik parcalanmasi.

Eksplant yontemde pulpa dokusu cerrahi olarak ¢ikarilmakta ve hiicreler boliinen doku
parcalarinda gelismektedir [113]. Ikinci yontemde ise; dental pulpa kollajenaz ve
dispaz enzimleri kullanilarak sindirilmekte, daha sonra hiicrelerin ekimi yapilarak
proliferasyonlar1 gozlemlenmekte ve spesifik belirteclerle akim sitometri yontemi

kullanilarak karakterizasyonlar1 gergeklestirilmektedir [114] .

Iki yontemin karsilastirilmasinda, enzimatik parcalama metodu ile DP-
MKH’nin daha yiiksek bir ¢ogalma hiz1 ve farklilasma kapasitesi sergiledigi, diger
ylizey belirteglerini ifade ettigi gosterilmistir [114, 115]. Buna karsilik Hilkens ve ark.

[113] iki yontemi karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, hiicre yiizey belirteci ekspresyonu
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ve farklilagma potansiyeli agisindan iki yontem arasinda Onemli bir fark

bulamamaislardir.

Hiicre kiltiirii popiilasyonlarinin  belirli  bir farklilagma agamasinda
homojenligini elde etmek, temel ve klinik arastirmalarda tekrarlanabilirligi ve
giivenligi saglamak i¢in 6nemli olmaktadir. Hiicre ayirma teknikleri esas olarak
yogunluk, yapisma veya antikor baglanmasina dayanmaktadir [116]. DP-MKH igin,
mevcut hiicre se¢cim yontemleri Floresansla Aktiflestirilmis Hiicre Ayirma (FACS) ve
Manyetik Boncuklarla Aktiflestirilmis Hiicre Ayirma (MACS) yontemlerini
icermektedir. Mezenkimal Kok Hiicreler ve Dokular Komitesi ve Uluslararasi
Hiicresel Tedavi Dernegine gore mezenkimal kok hiicre grubundan olan DP-MKH,
CD73, CD90, CD105 i¢in pozitif, CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a ve
HLA-DR yiizey antijenleri i¢in negatiftirler [63]. Diger pozitif belirtecleri ise CD9,
CD10, CD13, CD29, CD44, CD106, CD146, CD166, STRO-1, CD13, CD146,
CD117, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81, NANOG, Oct4 ve Sox2 olarak
bildirilmigtir [117, 118].

2.4 Doku Iskeleleri

Doku miihendisligi yaklasiminin bir diger basamagi ise doku iskeleleridir. Kok
hiicrelere destek saglayan, hiicrelerin bu yapilara tutunmasi ile ¢ogalmalari,
farklilagmalar1 ve fonksiyon gdstermeleri igin gerekli olan ii¢ boyutlu ortami sunan,
tek baglarma veya hiicre ve biiylime faktorleri ile implante edilebilen materyallerdir
[119].

Iskeleler, asagidaki islevler icin tasarlanmis ii¢ boyutlu gdzenekli
biyomalzemeler olarak tanimlanmaktadir [120]:

a) Hiicre konumunu uzamsal olarak dogru bir pozisyonda tutmak [121],

b) Hiicre-biyomateryal etkilesimlerini, hiicre yapismasini ve hiicre dis1 matris
yataklarini (ECMD) tesvik etmek,

¢) Hiicrenin hayatta kalmasi, ¢ogalmasi ve farklilagmasi i¢in gazlarin, besinlerin
ve diizenleyici faktorlerin yeterli sekilde tasinmasina izin vermek,

d) llgilenilen dokunun rejenerasyon hizina yakin kontrol edilebilir bir hizda
parcalanmak,

e) Minimal inflamasyon olusturmak.
Doku miihendisligi uygulanan dokular i¢in en iyi doku iskelesi dogal

durumundaki ekstraseliiler matrikstir [122]. Bu nedenle RET'lerde ideal bir iskele,
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biyolojik ve mekanik ozellikler acgisindan pulpa-dentin kompleksinin hiicre dist

matriksine ¢ok benzemelidir [123, 124].
2.4.1 Doku iskelelerinin Smiflandirilmasi
Cesitli iskele biyomalzemeleri mevcuttur. Iskeleler bozunma o6zelliklerine

[125], sekillerine [126], hiicrelerin varligina veya yokluguna [127], kaynagina [128]
gore smiflandirilabilmektedir (Tablo 2.1).

Bozunma Ozelligine Yapisina Gore Hiicre Bulundurmasi veya
Gore Iskeleler Iskeleler Bulundurmamasina Gore
iskeleler
Biyobozunur iskele Levhalar Hiicresiz iskele
Biyostabil iskele Kati bloklar Kok hiicre eklenmis iskele

Poroz stingerler

Hidrojeller

Kaynagina Gore Iskeleler

Biyolojik veya Dogal Iskeleler Yapay veya Sentetik Iskeleler
Kan pihtisi Polimerler
Trombositten zengin plazma PLA (Polilaktik asit)
Trombositten zengin fibrin PGA (Poliglikolik asit)
Kollajen PLGA (Poli(laktik asit-ko-glikolik asit)
Kitosan PCL
Glikozaminoglikanlar/ hyaluronik asit Biyoseramikler
Demineralize veya dogal dentin matriksi Kalsiyum /fosfat materyaller
Ipek Biyoaktif camlar
Cam seramikler

Tablo 2.1 Doku iskeleleri siniflandirmasi

2.4.1.1 Kaynagna gore doku iskeleleri
2.4.1.1.1 Biyolojik veya dogal iskeleler

Sentetik polimer yapi iskelelerine kiyasla biyouyumluk ve spesifik hiicre
etkilesimlerine izin verme yoniinden daha avantajli oldugu diisiiniilerek biyomimetik
yapt iskelelerinin kullanimina artan bir ilgi s6z konusudur. Bununla birlikte, biiyiik

miktarlarda elde etmenin gii¢ olmasi, sinirli tasarim olanagina izin vermesi ve mekanik
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ozelliklerin yetersizligi gibi eksikliklere sahiptirler. Buna karsilik, sentetik iskeleler
tekrarlanabilir iyi mekanik 6zelliklere ve kontrollii bozunma siiresine sahiptir, ancak
doku miihendisligi i¢in gereken hiicresel sinyallerin varligindan yoksundurlar [129].

Kabuklularda bulunan bir polisakkarit olan kitinden elde edilen kitosan, dogal
enzimler yoluyla bozunma gostermesi ve biyouyumlulugu nedeniyle doku
rejenerasyonu amactyla cesitli alanlarda kullanilmistir [130]. Baska bir dogal ajan olan
kollajen de birgok hayvan modeli ¢alismasinda pulpa benzeri dokular1 rejenere etme
amaciyla dental pulpa kok hiicreleri ile kullanilmistir [119, 130].

Periapeksten kanamanin kasitli olarak indiiklenmesi ile kanal icinde
olusturulan kan pihtis1 rejeneratif endodontik prosediirlerde Onerilen ve siklikla
kullanilan bir iskele tiirtidiir [131-133]. Dental pulpa dokularin1 yenilemek i¢in bir kan
pihtisinin kullanilmasi ilk olarak Ostby tarafindan uygulanmistir ve kok kanalinda
graniilasyon dokusu, fibroz doku veya sement benzeri dokularin gelisimiyle
sonuclanmistir [39]. Daha sonra c¢ok sayida calisma, kok kanal sisteminin
dezenfeksiyonu, periapikal dokularin manipiilasyonu ile kanal bosluguna kanamanin
indiiklenmesi ve yeterli koronal tikactan sonra kok gelisiminin devam edebilecegini
gostermistir  [37, 41, 82, 84]. Bu tedavi protokollerinin kullanimi, doku
rejenerasyonuna atfedilen iyilesme ve ardindan kok gelisiminin radyografik ve klinik
kanitlariyla sonuglanabilmektedir. Apikal bolgede kanamanin uyarilmasi ile dnemli
miktarda farklilasmamis kok hiicre kok kanal bosluguna aktarilmaktadir [86].
Uyartlmis kanama sonrast kan pihtis1 yeniden organize olmakta ve hiicrelerin
baglanmasi, go¢ii i¢in bir kilavuz gorevi gormektedir [134]. Yontemin diisiik maliyeti,
klinik basitligi, tedavi siiresinin kisa olusu dis hekimleri i¢in bu otolog iskele tiirlinii
cekici bir secenek haline getirmektedir [135].

Genel olarak, bu teknik kanal i¢i iskele olusturmada etkili olmakla birlikte, bu
prosediiriin birkag dezavantaji vardir. Oncelikle, periapikal kanamay1 indiiklemek igin
kullanilan manipiilasyon teknige olduk¢a duyarlidir. Klinik olarak, istenen seviyede
kanamanin hizim1 ve hacmini kontrol etmek zor olmaktadir. Cok az kanama, gerekli
yap1 iskelesini saglamak icin yetersiz olurken, ¢ok fazla kanama pulpa boslugunu
doldurarak ¢evredeki dis kronu ile temas edebilir ve dezenfekte edilmis kok kanal
sisteminin yeniden kontaminasyonuna yol agabilmektedir [136]. Ayrica bu tiir pihtilar,
iskele kriterlerine gore ideal olmaktan uzaktir. Sonuncu ve en 6nemli dezavantaji
mandibular premolarlar1 ve molarlar1 tedavi ederken bu teknigin inferior alveolar

sinire (IAS) veya mental sinire zarar verme riski tasimasidir [137]. Calismalar
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ozellikle premolar dislerin kok uglarinin IAS ve mental foramenlere yakinligini
dogrulamistir [138, 139]. Ayrica yapilan bir insan klinik arastirmasi ve bir hayvan
calismasinda basarisiz rejeneratif endodonti vakalarinda kanal i¢i kan pihtisinin
yoklugu gosterilmistir [140, 141]. Bu nedenle, rejeneratif endodontik uygulamalarda
kan piht1 iskelesine alternatif bulma gerekliligi dogmustur [137].

2.4.2 Otolog trombosit konsantreleri

Yara iyilesme siirecinde temel diizenleyiciler olarak rol oynayan trombositler
kanin oOnemli bir bilesenidir [142, 143]. Aktivasyon sonrasi degraniile olan
trombositlerden biliylime faktorlerinin salinimi, kok hiicre gd¢iinii, proliferasyonunu
ve farklilasmasini indiiklerken, bolgenin vaskiilarizasyonunu aktif olarak
desteklemektedir. Serbest birakilan biiylime faktorleri arasinda trombosit kaynakli
biliylime faktorii (PDGF), doniistiiriicii biiyiime faktorii (TGF), vaskiiler endotelyal
biiytime faktorii (VEGF), epitelyal biiylime faktorii (EGF) ve insiilin benzeri biiylime
faktorii (IGF-1) yer almaktadir [124, 144]. Otolog trombosit konsantreleri, yiiksek
konsantrasyonda trombosit igeren hastanin kendi kaninin santrifiij edilmesiyle elde
edilen, kolay erisilebilir, son derece biyouyumlu, ekonomik olmasi gibi bir dizi avantaj
ile bildirilmis rejeneratif potansiyel sunan biyomateryallerdir. Lokosit ve fibrin
yapisinin varligia bagl olarak trombosit konsantreleri, trombositten zengin plazma
(TZP), trombositten zengin fibrin (TZF), 16kosit ve trombositten zengin plazma (L-
PRP) ve 16kosit ve trombositten zengin fibrin (L-PRF) dahil olmak tizere dort aileli bir
sistemde siniflandirilabilmektedir [143]. Konsantre biiyiime faktorii (CGF) ise, otolog

trombosit konsantrelerinin en yeni neslidir [145].

2.4.2.1 Trombositten zengin plazma (TZP)

TZP, ilk nesil otolog plazmay1 temsil eden ve tam kandan 5 kat daha fazla
trombosit konsantrasyonuna sahip bir trombosit konsantresidir [146]. Ilk olarak 1997
yilinda Whitman ve ark. tarafindan tanitilan TZP [147], bas boyun cerrahisi, kulak
burun bogaz cerrahisi, kardiyovaskiiler cerrahi, agiz ve ¢ene cerrahisi gibi cesitli
cerrahi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir [148] . TZP'den salinan TGF-BI,
PDGF, fibroblast biiyime faktorii, VEGF gibi biiylime faktorleri, DP-MKH’nin
biliylimesini, go¢iinii ve farklilagsmasini uyarmaktadir [149, 150]. TZP aynm1 zamanda
bir iskele gorevi goren 3 boyutlu bir fibrin matrisi olusturabilmektedir [51]. Bu

nedenle TZP, rejeneratif endodontik prosediir i¢in potansiyel bir iskele olarak
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Onerilmistir [151]. Torabinejad ve Turman [152] ile Bezgin ve ark. [153] TZP nin
basarili bir iskele olusturma potansiyelini klinik vaka raporlari ile gdstermislerdir.
Lee ve ark’in [154] TZP'nin DP-MKH’nin ¢ogalmasi ve farklilagmasi
izerindeki biyolojik etkisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, TZP uygulandiktan
sonra DP-MKH’nde mineral nodiillerin olusumunda artis gézlenmistir. Ayrica gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda (RT-PCR), TZP ile muamele edilen
hiicrelerde daha yiiksek odontojenik ve osteojenik gen ekspresyonlar1 gosterilmistir.
Marx ve arkadaglar tarafindan dis hekimligi alaninda, ilk nesil trombosit
konsantresi TZP’nin kullanimina onciiliik edilmesinden beri, anjiyogenezi artirma
yeteneklerine dayanarak dokularin rejenerasyonu icin dis hekimligi, ortopedi ve
estetigin  bircok  alaninda  kullanimlar1  yayginlagmasmma ragmen doku
rejenerasyonunun baskilayicist oldugu bilinen anti-koagulanlar1 igermesinden dolay1
rejeneratif potansiyellerinde sinirlamalar oldugu bildirilmistir [155-158]. Ayrica
yapay trombin ve antikoagiilan katkis1 nedeniyle biyogiivenligi ve stabilitesi

konusunda tartismalar mevcuttur [159].

2.4.2.2 Trombositten zengin fibrin (TZF)

Yeni nesil trombosit konsantresi olarak kabul edilen TZF ilk olarak 2001
yilinda Fransa'da Choukroun ve ark. tarafindan o6zellikle oral ve maksillofasiyal
cerrahide spesifik kullanim i¢in gelistirilmistir. TZF, yapisinda sitokin, trombosit ve
kok hiicreler bulunduran tetra molekiiler yapida bir fibrin matrisinden olusan
parcalanabilen bir yapr iskelesidir [160].

TZF, onciili TZP’dan baslica hazirlanmasinin basitligi ve uygulama yoniiyle
farklilik gostermektedir. TZF, yapay trombin veya harici antikoagiilan gibi ek
faktorlerle dogrudan aktivasyon gerektirmediginden, hem hazirlik siiresi hem de
hazirlama maliyeti TZP’dan daha diisiik olmaktadir [161]. Ayrica TZF'de biiyiime
faktorlerinin fibrin pihtisindan salinimi, zaman iginde daha uzun ve kademeli
olmaktadir. Bu durum doku onarimi i¢in daha ideal kabul edilmektedir [162]. Yapilan
caligmalar, TZF’in en az 1 hafta olmak {izere 28 giine kadar bir¢ok énemli biiylime
faktorlinlin yavas salinimina neden olan bir biyolojik iskele oldugunu gostermistir
[163, 164]. TZF’in TZP’ya bir diger {istlin yonii enfeksiyon kontroliinde énemli rol
oynayan lokosit gibi bagisiklik savunma hiicrelerini daha fazla sayida igermesidir

[165].
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TZF hazirlama protokolii, cam bazli toplama tiiplerinde herhangi bir
antikoagiilan olmadan taze alinan kanin santrifiijlenmesini icermektedir. Bu iglemde
10 mL'lik tiiplere toplanan kan drnegi genelde 12 dakika boyunca yaklasik 2700-3000
rpm'de (yaklasik 400g'lik bir kuvvette) santrifiij islemine tabi tutulmaktadir.
Antikoagiilanin yoklugunda, tiiplerde yeni alinan kan toplandiginda, kan 6rnegindeki
trombositlerin ¢ogu birka¢ dakika icinde tiip duvarlari ile temas haline gelip aktive
olmakta ve pithtilagma kaskadi hemen baglamaktadir. Fibrinojen, trombin onu fibrine
doniistiirmeden Once, baslangigta tiipiin iist kisminda yogunlasir. Santrifiij sonucunda
altta kirmiz1 korpiiskiil tabakasinda kan hiicreleri, iistte trombositten fakir plazma
tabakasi ve arada fibrin pihtisi (TZF) olmak {izere ii¢ tabaka olugmaktadir [166].

Santrifiijde, santrifiijleme kuvveti altinda kanin pihtilagmasi ve kanin ayrilmasi
seklinde ayni1 anda iki islem gerceklesmektedir. Santrifiij islemi sirasinda kana etki
eden birka¢ kuvvet vardir. Merkezka¢ kuvveti tiiplin altina dogru etki ederken,
stirtlinme ve kaldirma kuvveti buna karsi koymaktadir. Santrifiijde belirli bir siire
kanm yiiksek devirlere maruz birakilmasiyla, yiiksek miktarda merkezka¢ kuvveti
iretilir ve bu kuvvet, kaldirma ve siirtinme kuvvetlerini asar. Bu durum, rotasyon
merkezinden uzaga yani tilipiin dip tarafina dogru yonlenen net bir merkezkag¢ kuvveti
ile sonuglanmaktadir. Uygulanan santrifiijleme kuvveti, tek tek her parcacigin kiitlesi
ile dogru orantilidir. Bu nedenle, santrifiij kuvveti altinda nispeten daha yiiksek kiitleye
sahip eritrositler tliplin dibine ¢okmekte, nispeten daha diisiik kiitleye sahip olan beyaz
kan hiicreleri, trombositler, plazma ve pihtilasma faktdrleri tiipiin list kismina dogru
itilmektedir. Bu ayrilma gergeklesirken ayni anda gerceklesen bir diger siire¢ de

antikoagiilan olmamasina bagli kanin pihtilasmasidir [167, 168].
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Sekil 2.3 Toplanan kanin santrifiijii sonucu olusan katmanlar [166].

Son yillarda TZF'in pulpa rejenerasyonu lizerindeki etkileri hayvan modelleri
ve klinik ¢aligmalarla kanitlanmistir [169-171]. TZF'nin in vitro apikal papilla kok
hiicreleri, insan dental pulpa hiicreleri, insan oral kemik mezenkimal kok hiicreleri ve
periodontal kok hiicreleri gibi mezenkimal kok hiicre tiirlerinin ¢ogalmasini
destekledigi gosterilmistir [172-175].

Huang ve ark. TZF'in insan dis pulpa hiicreleri lizerindeki biyolojik etkileri
lizerine bir aragtirma yirtitmistir [173]. TZF'in, zamana bagl olarak dis pulpa
hiicresinin proliferasyonunu ve osteoprotegerin (OPG) ekspresyonunu arttirdigi
gosterilmistir. Alkalin fosfataz (ALP) aktivitesi de TZF tarafindan 6nemli Slgiide
artirtlmigtir. Bu bulgular, TZF’in kayip veya hasarli dental pulpa dokularinin
rejenerasyonunu tesvik etmede ve onaricit dentinogenezi uyarmada roliinii ele alan

klinik 6ncesi ¢aligmalara temel teskil edebilmektedir.

2.4.2.3 Enjekte edilebilen trombositten zengin fibrin (I-PRF)

Santrifiijiin rolii, hiicre yogunluguna gore kan hiicresi katmanlarini ayirmaktir.
TZF'in orijinal santrifiijleme hiz1, 10 ila 12 dakika boyunca yiiksek hizlarda (2500-
2700 rpm arasinda degisen) olacak sekilde tanimlanmistir. Ancak TZF, kanin
toplandig1 tlipiin {list kisminda bulundugundan, yiiksek hizlarda ve uzun siireli
santrifiijlemenin, hiicreleri TZF pihtisinin toplandigi {ist katmandan uzaga, tiipiin
altina dogru ittigi bilinmektedir [176, 177]. Bu gelismeden bir siire sonra,
santrifiijleme hiz ve siiresini daha da azaltarak, pihti olusumundan Once bile

katmanlarin ayrilmasinin saglanabilecegi bildirilmistir [ 19]. Giinlimiize kadar santrifiij
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siiresi ve hiz1 degistirilerek konsantre biiylime faktorii (CGF), A-PRF (Advanced
platelet rich fibrin) ve enjekte edilebilen trombositten zengin fibrin (I-PRF) gibi farkli
otojen trombositten zengin fibrin materyalleri gelistirilmistir [177, 178]. Wend ve ark.
diisitk ve sabit santrifiijleme siiresinde (3 dakika) kademeli olarak azaltilan G
kuvvetinin (yiiksek G kuvveti:2800 rpm, orta G kuvveti: 1400 rpm ve diisiik G kuvveti:
700 rpm) etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda 16kosit, nétrofil, monosit ve lenfositlerin
toplam hiicre sayisini, diisiik G kuvveti kullanilan grupta istatistiksel olarak anlamli
sekilde daha yiiksek bulmuslardir [17].

Diistik hizli santrifiij konseptinin gelistirilmesi ile, 2017 yilinda yeni bir sivi
kan tiirevi olarak enjekte edilebilir trombositten zengin fibrin (I-PRF) gelistirilmistir.
[19]. I-PRF, doku rejenerasyonuna ve yara iyilesmesine daha iyi yardime1 olabilen bir
l6kositten zengin trombosit konsantresidir [179]. Bu sivi kan tiirevi, yiiksek
konsantrasyonlarda trombosit, 16kosit ve biiyiime faktorleri icermektedir. [180, 181].
Baslangigta s1v1 fazda olmasina ragmen, I-PRF zamanla biiylime faktorlerinin yavas
salimimin saglayan dinamik bir fibrin jel yapisi olusturmaktadir [19]. I-PRF'in dogal
fizyolojik pihtilagmasi yaklasik 15 dakika sonra gerceklestigi i¢in {iriiniin yaklagik 10-15
dakikalik ¢aligma siiresi vardir [182]. I-PRF’in; trombositler, 16kositler, tip I kollajen,
osteokalsin ve biiyiime faktdrlerini igine alan ii¢ boyutlu bir fibrin ag1 olusturdugu goz
Oniline alindiginda, yumusak ve mineralize doku iyilesmesi icin iyi bir materyal
olabilecegi diistintilmiistiir [183].

I-PRF, kemik greftleri ve bariyer membranlar birlestirilerek uygulama,
temporomandibular ekleme enjeksiyon, siddetli ayak iilserlerinin tedavisi veya
kozmetik uygulamalar dahil olmak iizere ¢esitli uygulamalar i¢in enjekte edilebilir bir
biyomateryal olarak kullanilabilecek sivi formiilasyonu nedeniyle doktorlara TZFnin
daha kolay uygulanabilir ve pratik bir versiyonunu sunmaktadir [181, 184].

Santrifiij siliresi tiim trombositten zengin fibrin {irlinlerinden ¢ok daha kisadir.
Kat1 PRF materyallerini iiretmek i¢in kullanilan tiiplerde cam yiizey kati fizyolojik
piht1 olusumunu desteklemektedir. Ancak plastik tlipler hidrofobik bir yiizeye sahip
olmasi sebebiyle pihtilagsma siirecini etkin bir sekilde aktiflestirememektedir. Bu
nedenle sivi fazin idamesini desteklemesi amaciyla enjekte edilebilir kan

konsantresinin {iretiminde bu 6zel camsiz plastik tiipler gelistirilmistir [17].
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I-PRF elde etmek i¢in, antikoagiilan icermeyen kaplamasiz plastik tiiplere
vendz kan alinarak, 700 rpm devir sayisinda 3 dakika santriflij edilmektedir [19].
Santrifiij islemi sirasinda I-PRF’i olusturan kan bilesenleri, 3 dakikada santrifiij
kuvveti altinda tiiplin tist kisminda toplanmakta ve ayrilan plazma ve trombositler,
tiipiin tepesinde acik sar1 renkli bir tabaka olusturmaktadir. Bu kisim aspire edilebilen

ve enjekte edilebilen bir form halinde bulunmaktadir [185].
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Sekil 2.4 Enjekte edilebilir trombositten zengin fibrin hazirlanmasi [186] .

TZP ve I-PRF’in gingival fibroblast hiicreleri {izerine etksinin incelendigi bir
calismada, TGF-$ ve PDGF gibi biiylime faktorleri salinimiin baglangigta TZP’de
daha yiiksek olmasina ragmen, onuncu giiniin sonunda I-PRF'in biiyiime faktorleri
toplam salinimini daha fazla saglayarak, daha yiiksek hiicre gogiinii indiikleyebildigi
gosterilmistir [19].

Biyomalzemelere karsi bagisiklik tepkisi, bir enflamatuar reaksiyonu ya da
biyomateryal aracili doku rejenerasyonunu etkilemede dnemli bir role sahiptir [187].
I-PRF trombosit konsantresine karsi bagisiklik hiicresi tepkileri iizerine yapilan
calisgmada I-PRF'in tam kandan daha fazla anti-inflamatuar yanita sahip oldugu
gosterilmistir [ 188].

Wang ve ark. I-PRF’in ve TZP’nin osteoblast davranisi ve kemik olusumu
izerine etkilerini karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, I-PRF'in TZP'ya kiyasla insan
osteoblastlarinin proliferasyonunu, farklilasmasini ve gogiinii etkileyerek osteoblast

davranigini daha belirgin sekilde etkileyebilecegini gostermislerdir [189].
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Dis hekimliginde, alveoler kretlerdeki atrofinin 6nlenmesi, yara iyilesmesinin
desteklenmesi, dis ¢ekimi sonrast soketin korunmasi ve maksiller siniis tabaninin
yiikseltilmesi gibi cerrahi islemlerde kemikte rejenerasyon siirecini hizlandirmak ve
rejenerasyonu arttirmak i¢in kemik greft materyalleri ile birlikte, periodontal yumusak
doku rejenerasyonu islemlerinde, diseti ¢ekilmelerinin rejenerasyon tedavilerinde I-

PRF kullanim1 oldukg¢a yayginlagsmistir [190-192].

2.5 Bor

Atom numarasi 5, molekiil agirligi 10.81 g/mol olan bor (B), periyodik tabloda
IITA grubu elementleri icerisinde bulunmakta ve grubun metal olmayan tek
elementidir. [193] Metal ve ametal Ozelliklerin ikisine de sahip yar1 metal bir
elementtir. Dogada elemental bir formda ortaya ¢ikmaz, diger elementlerle bilesikler
(boratlar) olusturmaktadir [194].

Cam, temizlik iirlinleri, beyazlatma, kozmetik, tarim, niikleer sanayi, ucak,
metaliirji, bilgisayar, enerji sektorii ve saglik alani bor materyallerinin kullanim
alanlar1 icine girmektedir. Ayrica bor tiirevleri saglik alaninda; romatoid artrit,
osteoporoz ve yanik tedavilerinde, beyin tiimorlerinin Bor Notron Yakalama Tedavisi
(Boron Neutron Capture Therapy, BNCT) ile iyilestirilmesinde, yara iyilesmesinde ve
antiseptik olarak lens soliisyonlarinda, gargaralarda, merhemlerde ve goz damlalarinda
kullanilmaktadir [195].

Diinyanin en biiyiik bor yataklari, Akdeniz iilkelerinden Kazakistan'a kadar
olan topografik bir bolgede bulunmaktadir [196]. Tiirkiye giliniimiizde sahip oldugu
bor rezervleri ile diinyanin 6nde gelen iilkelerinden biri konumunda olup diinya bor
cevheri rezervlerinin %72’sine sahiptir. Borun genis bir kullanim alanina sahip olmasi

Tiirkiye’nin jeopolitik ve ekonomik dnemini daha da ortaya ¢ikarmaktadir [197].

2.5.1 Borik asit

Borik asit ve borat, bor elementinin dogada en ¢ok bulunan ve en ¢ok kullanilan
formlaridir. ABD Farmakopesi-Uluslararas1 Kodeksi ve Ingiliz Farmakopesi borik
asiti ve sodyum boratlar1 tibbi acidan 6nemli bilesikler olarak siniflandirmistir. Borik
asit, pKa’s1 9.2 olan zayif bir asittir. Fizyolojik pH’da disosiye olamayan asitin sulu
cozeltisi olarak bulunmaktadir [198]. Borik asit, ortoborik asit olarak da adlandirilan
kokusuz, beyaz, kristal yapiya sahip, molekiil agirligi 61.83 g/mol, 6zgiil agirhig: ise

1.44 g/cm® olan bir formdur. Borun ¢éziiniir formlar1 arasinda en ¢ok karsilasilan borik
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asit (H3BOs3); borakstan, kolemanitten, kernitten ve iileksitten elde edilmektedir ve en

yaygin goriilen formu ortoborik asittir [194].
2.5.2 insanlarda borun fizyolojik etkileri

Bor, cilt, beyin gibi organlar, sindirim, iskelet ve bagisiklik sistemleri dahil
olmak iizere ¢esitli organlar1 ve viicut sistemlerini etkilemektedir. Borun insan igin
esansiyel oldugu bildirilmemistir, ancak Diinya Saglik Orgiitii tarafindan muhtemel
esansiyel element olarak kabul edilmektedir [199]. Bor elementi bitkilerde,
hayvanlarda ve ayrica insanlarda bazi biyolojik siireclerde 6nemli islev gosteren
minerallerden biri say1lmaktadir [200]. Borun faydali bir element oldugu ve hayvanlar
icin esansiyel olabilecegini one siiren ilk c¢alismada, borun kismen D vitamini
yoniinden eksik bir diyetle beslenen civcivlerde kemik kalsifikasyonunu
iyilestirebilecegi gosterilmistir [201].

Bor, hayvan ve insan biyolojisi i¢in temel dneme sahip dinamik bir besin olup,
piridoksin, riboflavin, polisakkaritler, dehidroaskorbik asit, piridin niikleotidi, bor ile
etkilesebilecek biyolojik maddelerden bazilaridir. Nikotinamid adenin diniikleotit
fosfat (NADP) ve nikotinamid adenin diniikleotit (NAD+), enerji metabolizmasinda
aktif olan ve riboz iceren bilesenlerdir. Bu molekiillerin bor icin giiglii bir afinitesi
vardir. Bu nedenle, bu spesifik metabolik yollar, bor ve bu molekiiller arasindaki
baglantidan etkilenebilmektedir [202]. Ayrica bor, haberci RNA'nin (mRNA) ana
bileseni olan ribozu stabilize etmektedir ve ekspresyonunu diizenlemektedir [203]. Bu
diizenleme, cesitli hiicre dis1 proteinleri, kollajen tip I, kemik sialoproteini, osteopontin
ve osteokalsin gibi mineralize doku proteinlerini etkilemektedir. Bu aktivitelerin
birlesik etkisi, kemik hiicrelerinin mineralizasyonu, proliferasyonu, osteoblast hiicre
canlilig1 ve morfolojisini gelistirmektedir [204]. Ayrica bor, ¢ok sayida mikro besin
maddesinin metabolizmasinda yol gosterici bir igleve sahiptir. Bu mikro besinlerden
olan kalsiyum, magnezyum, fosfor ve D vitamini, kemik metabolizmasiyla ilgilidir.
Bunlarin 1s18inda  bor, osteogenezde onemli islev goéren bir molekiildiir. Bor
eksikliginin kemik rejenerasyonunu ve gelisimini olumsuz etkiledigi gosterilmistir
[205, 206].

Borun, yara iyilesmesinde 6nemli bir rol oynayan ve fibroblastlarda bulunan
tripsin benzeri enzimleri, elastazi, kollajenazi, alkalin fosfataz gibi spesifik enzimleri
dogrudan etkileyerek anahtar enzim aktivitelerini kolaylastirdigi, hiicre dig1 matris

dongiisliniin iyilesmesine neden oldugu gosterilmistir [207]. Bor takviyesi, idrarla
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atilimi azaltip plazmadaki iyonize kalsiyum konsantrasyonlarimi artirarak kalsiyum
metabolizmasina etki etmektedir [208]. Son yillarda borun osteogenez ve kemigin
saglinin korunmasi iizerindeki etkisi in vivo olarak incelenmistir [209]. Dogan ve
arkadaslar1 tarafindan borun sigan adipoz kaynakli kok hiicreleri iizerinde ¢ogalma ve
adezyonu artirdigi, farklilagma yoniinden olumlu etkileri oldugu tespit edilmistir

[210].

2.5.3 Borun tip ve dis hekimligi alaninda 6nemi

Son dénemde borik asitin tip ve dis hekimligi alaninda, hem hayvanlarda hem
de insanlarda tibbi amagli kullanimini irdeleyen ¢aligmalar yapilmaktadir [195].

Bor saglikli bir kemik yapisinin olusmasinda son derece énemli rol oynayan
minerallerin metabolizmasini olumlu yonde etkilemektedir. Literatiirde besinsel borun
menapoz sonrasi kadinlarda kalsiyum kaybi ve kemik demineralizasyonunu azalttigi,
borik asitten eksik beslenen (giinliik 0.1 mg/kg) sicanlarda ek bor (glinliik 3 mg/kg) ile
beslenen sicanlara gore kemik hacminde dnemli derecede azalma meydana geldigi
gosterilmistir [211, 212].

Hakki ve ark. [204] borik asitin molekiiler seviyesinin MC3T3-E1 fare
osteoblastik hiicre hattinin ¢ogalmasini, mineralizasyon seviyesini ve kolajen tip I ve
osteokalsin gibi kemik biiytimesiyle ilgili mRNA diizeylerini artirdigini gostermistir.

Bor katkili doku iskelelerinin ve materyallerin kemik doku miihendisligindeki
etkinliginin degerlendirildigi ¢aligmalardan elde edilen bulgular ile borun
osteoindiiktif bir ajan olarak kullanilabilecegi, hiicrelerin farklilagsmasin1 destekledigi
ve mineralizasyonunu arttirdig1 gosterilmistir [213, 214].

Borun kikirdak ve kemik olusumu ve devamliliginda etkili bir element oldugu
bilinmekle birlikte, mine, dentin ve sement gibi dis yapilarini etkileyip etkilemedigi
belirsizligini korumaktadir. Bor, siit ve daimi dislerin dis minesinde bulunmaktadir
[215]. Haro-Durand ve ark. [216], bor eksikliginin dis minesinin kalinlig1 ve kimyasal
yapisi lizerindeki etkisini aragtirmak i¢in si¢can daimi kesici diglerini kullanarak bir
calisma gerceklestirmiglerdir. Calismada 14 giin boyunca diyetinde 3 mg/kg bor ile
beslenen sicanlarla karsilastirildiginda, bordan eksik bir diyet (0,07 mg/kg) ile
beslenen siganlarin mine kalinliginda bir azalma goriilmiis, ancak mineralizasyonda
onemli bir degisiklik bulunmamustir. Ayrica bordan yoksun bir diyette kemik ve dis

biliylimesinin 6nemli 6l¢iide etkilendigi bildirilmistir [217].
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Tavsanlar ile yapilmis bir baska deneysel ¢alismada 4 hafta boyunca yiiksek
enerjili diyete ek olarak sodyum borat dekahidrat takviyesi ile bor aliminin
arttirtlmasinin  disteki mineral kompozisyonunu degistirdigi ve alveolar kemik
gelisimine yararl etkileri oldugu gosterilmistir [218].

Deneysel periodontitis olusturulan siganlara, oral yoldan giinliik 3 mg borik
asit 11 glin boyunca sistemik olarak verilip, klinik olarak alveoler kemikteki
degisiklikler ve histopatolojik olarak doku 6rnekleri incelemistir. Calisma sonucunda
borik asit verilen sicanlarda borik asit verilmeyen kontrol grubuna gore enflamatuvar
hiicre infiltrasyonu, osteoklast sayis1 ve alveoler kemik kaybinin daha az oldugu tespit

edilmigtir [219].

2.6 Sitotoksisite ve Sitotoksisite Testleri

Hiicrelerin canlilik seviyeleri veya c¢ogalma oranlari, hiicre sagliginin
gostergesi olarak sayilmaktadir. Fiziksel ve kimyasal ajanlar hiicre saglhigini ve
metabolizmasini etkileyebilmektedir. Sitotoksisite incelenen ajanin dozuna ve
maruziyet siiresine bagli olarak hiicrelere degisik derecelerde zarar veren bir
durumdur. Sitotoksik maddeler hiicre zarmin yikimi, protein sentezinin dnlenmesi,
reseptorlere geri doniisiimsiiz baglanma, polideoksiniikleotid uzamasinin inhibisyonu
veya enzimatik reaksiyonlar gibi farkli mekanizmalarla hiicrelerde toksisiteye neden
olabilmektedir [220]. Sitotoksisite sonucu hiicrelerde apoptoz, otofaji ve nekroz gibi
olaylar sonucu 6lim meydana gelebilmekte ya da sitostazis nedeniyle proliferasyon
ozellikleri kaybolabilmektedir [221]. Cesitli sebeplerle meydana gelen hiicre dliimiinii
belirlemek i¢in ucuz, giivenilir ve tekrarlanabilir kisa stireli sitotoksisite ve hiicre
canlili1 analizlerine ihtiya¢ vardir. Uygulanan sitotoksisite test yonteminin tiirii ne
olursa olsun, Onemli olan ¢alisma sonundaki canli ve Olii hiicre miktarinin
belirlenmesidir [222].

Glinlimiizde materyallerin insanlara uygulanmadan o6nce biyouyumluluk
degerlendirmelerinin yapilmasi igin ¢esitli testler kullanilmaktadir [223]. Dental
materyallerin biyolojik 6zelliklerinin test edilmesinde ilk basamak olarak genellikle
hiicre kiiltlirlerinin kullanildig1 basit ve hizli olan in vitro test yontemleri uygulanir.
Hiicre kiiltiirii yonteminde amag¢ canli dokudan elde edilen pargalarin in vitro
kosullarda yasama ve liremelerini saglamaktir. Dokudan alinan yapilar 37°C sicaklik,

%35 CO? ve %95 nem igeren kosullarda kiiltiire edilmekte, viicudun 6zgiin fizyolojik
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durumunu taklit eden besleyici sivilarda beslenmesi saglanarak cogaltilmaktadir
[224]. Hiicre kiiltiiri uygulamalari ile materyalin fiziksel ve kimyasal etkileri, mutajen
faktorleri, neden oldugu yapisal bozukluklar belirlenmektedir. Yontemin temeli;
materyallerin kiiltiirdeki hiicreler {izerine dogrudan veya indirekt uygulanmasi ve doz-
cevap egrisi sayesinde potansiyel sitotoksisitenin belirlenmesi prensibine
dayanmaktadir [225]. In vitro incelemelerden sonra daha maliyetli ve uzun zaman
gerektiren hayvan testleri ile devam edilir ve istenilen sonuclar elde edildiginde
kullanim testleri (in vivo degerlendirme) gibi daha kapsamli ¢aligmalar yapilmaktadir

[223].
2.6.1 Sitotoksisite sonuclarinin degerlendirilmesi

Materyallerin sitotoksisitesi degerlendirilirken hiicre canliligi, hiicre
proliferasyonu, membran gecirgenligi, DNA, RNA ve protein sentezi, metabolik
olaylarin degerlendirilmesi gibi biyolojik faktorler incelenmektedir. Sitotoksisitenin

degerlendirilmesinde dort farkli test yontemi kullanilmaktadir:

1. Canlilig1 degerlendiren testler
Yasami degerlendiren testler

Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testler

i

Hiicre metabolizmasini degerlendiren testler

2.6.1.1 Canlihig: degerlendiren testler

Hiicre canliligi, bir numunedeki saglikli hiicre sayis1 olarak tanimlanir. Hiicre
canliligmin ol¢limii, tiim hiicre kiiltlirii formlar1 i¢in énemli bir rol oynamaktadir.
Canlilik degerlendirme testleri esas olarak, etkene baghh kisa zaman aralifinda
meydana gelen sitotoksik reaksiyonlart degerlendirmek icin kullanmaktadir [226].
Canl1 hiicre sayisini1 belirlemek i¢in kullanilabilecek birkag tiir test vardir. Bu tahliller,
enzim aktivitesi, hiicre zar1 gegirgenligi, hiicre yapismasi, adenozin trifosfat (ATP)
iiretimi, ko-enzim tiretimi ve niikleotid alim aktivitesi dahil olmak tizere hiicrelerin
cesitli islevlerine dayanmaktadir [227]. Hiicre canlilik degerlendirme deneylerinde iki
farkli tipte boya kullanilmaktadir. Bunlardan biri canli hiicrelerin igerisine aktif olarak
girebilen ve zar gecirgenligi artincaya kadar hiicre i¢inde tutulabilen vital boyalar,
digeri ise ancak sitotoksisite nedeniyle membran gegirgenligi bozuldugu zaman hiicre

icine girebilen vital olmayan boyalardir [228].
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2.6.1.2 Yasami degerlendiren testler

Bu yontemde kullanilan koloni olusturma (plating efficiency) diizeyi testi tek
tip hiicrelerin hayatta kalabilme ve koloniler olusturabilme kapasitelerini belirleyen
bir test tipidir. Uzun dénemde meydana gelen toksik reaksiyonlarin incelendigi bu
canlilik degerlendirme testinin uygulanabilirligi daha kolay ve hizlidir. Ancak sadece
degerlendirme anindaki 6lii hiicreleri tespit etmeleri bu testlerin bir dezavantaj1 olarak

goriilmektedir [223].

2.6.1.3 Proliferasyon degerlendiren testler

DNA sentezinin degerlendirildigi bir sitotoksisite degerlendirme yontemidir.
Hiicre proliferasyonu sirasinda DNA sentezinin gosterilmesinde kullanilan timin
analogu bir belirte¢ olan bromodeoksiuridin immiinohistokimyasal testi ve hiicre
proliferasyonu sirasinda uygulandiginda hiicre i¢ine alinarak radyoaktivitesi sayesinde
DNA sentezi yapan hiicreleri belirleyen radyoaktif bir niikleotit olan H-Timidin testi
proliferasyonu degerlendiren testlerdendir. Bu testlerde incelenen hiicrelerin testin
erken asamalarinda ve iireme fazi igerisinde bulundugu andaki bilylime egrileri

kullanilarak sonuglar elde edilir [223].

2.6.1.4 Metabolizma degerlendiren testler

Olmekte olan hiicreler; hiicre canliligi, fonksiyon devamliligi ve hiicre
biiyiimesi i¢in gerekli enerjiyi saglayamazlar. Olii hiicrelerde mitokondri enzimleri
aktivitesini kaybetmektedir. Bu yontemde mitokondri enzimlerinin substrati olan
maddeler hiicrelere verilerek kolorimetrik analiz yapilmaktadir. Ucuz ve hizli bir
yontemdir.  MTT  testi  (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium
Bromide), alamar mavisi testi ve laktat dehidrogenaz testi gibi testler metabolizmay1

degerlendiren yontemde kullanilan testlerdir [229].

2.7 Hiicre Oliim Tipleri: Apoptoz, Nekroz

Hiicre Oliimiiniin, birincisi nekroz digeri ise apoptozis olmak {izere farklh
morfolojik 6zellikli iki tipi bulunmaktadir. Programli hiicre 6liimii olan apoptoz,
hiicresel homeostatik dengenin stirekliligi, hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasinda 6neme

sahip hiicre eliminasyonu i¢in gerekli bir fizyolojik olaydir [230]. Apoptozisin,
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embriyogenezis sirasinda hiicrelerin lokal olarak ortadan kaldirilmasindan sorumlu
oldugu ve erigkinlerde bir¢ok dokuda normal hiicre dongiistinde gerceklesen fizyolojik
bir olay oldugu bilinmektedir. Apoptoz, normal fizyolojik kosullarda gerceklestigi
gibi ayn1 zamanda herhangi bir zararl1 etkenden dolay1 koruyucu bir mekanizma olarak
da ortaya ¢ikabilmektedir [231].

Apoptozise ait morfolojik degisiklikler li¢ asamada ger¢eklesmektedir; birinci
asamada, ¢ekirdek ve hiicre yogunlasmasi, ikinci agamada, hiicre tomurcuklanmasini
takiben apoptotik cisimciklerin olusumu ve son satha ise bu cisimciklerin
fagositozudur [232].

Diger olim sekli olan nekroz ise, fiziksel ve kimyasal uyaranlar (UV, agir
metaller, 1s1, toksik madde) sonucunda hiicrelerin iyon dengesinde degisime bagh
meydana gelen patolojik bir durumdur. Bu siiregte hiicre membran gegirgenliginin
artmasina bagl olarak lipit peroksidasyonu sonucu meydana gelen tiriinler hiicreler

arasi siviya gegis gosterir ve enflamatuar yanit gelisir.

2.7.1 Apoptozun saptanmasinda kullanilan yontemler ve akim sitometri
Aragtirmacilar materyallerin neden oldugu toksisitenin sonucu meydana gelen
hiicre 6liim tiplerini aragtirmiglar ve canli hiicreleri erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve
nekroza ugramis hiicre tiplerinden ayirt edebilmek adma yeni ydntemler
gelistirmislerdir [229]. Apoptozun saptanmasinda kullanilan yontemler su sekilde
siralanabilmektir [233]:
1) Morfolojik goriintiileme yontemleri
a. Isik Mikroskobu ile goriintiileme
1. Hematoksilen Boyama
ii. Giemsa Boyama
b. Floresan Mikroskobu ile goriintiileme
c. Elektron Mikroskobu ile goriintiileme
d. Faz Kontrast Mikroskobu ile goriintiileme
2) iImmiinohistokimyasal yéntemler
a. Anneksin V Yontemi
b. TUNEL Yo6ntemi
c. M30 Yontemi
d. Kaspaz-3 Yontemi

3) Biyokimyasal yontemler
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a. Agaroz Jel Elektroforezi
b. Western Blotting
c. Akim Sitometri
4) immunolojik yéntemler
a. ELISA
b. Fluorimetrik yontem

5) Molekiiler biyoloji yontemleri

Yalnizca Okaryotik hiicrelerde bulunan anneksinler, kalsiyum baglayici
membran proteinleridir. Hiicre boéliinmesi, apoptozis, biiylimenin diizenlenmesi,
ekzositoz, endositoz, mitogenik sinyal transdiiksiyonu, farklilasma ve koagiilasyon
gibi cesitli fizyolojik siire¢lerde fonksiyonlar1 bulunmaktadir [234]. Membran
lipidlerinden biri olan fosfatidilserin (PS) hiicrelerin hiicre zarmin sitoplazmik
yiizeyinde bulunmaktadir. Hiicre apoptoza gittiginde normalde zarin i¢ yiizeyine
yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine transloke olmaktadir. Bu yer
degistirme durumu hiicre membran biitlinliigliniin heniiz bozulmadig1 apoptotik hiicre
Oliimiiniin erken donemlerinde meydana gelmektedir. Anneksin V etkili bigimde
negatif yiiklii fosfolipidlere, fosfotidilserine (PS) baglanabilen bir protein oldugu igin,
floresan bir madde ile (6rn. FITC) isaretlenerek apoptotik hiicreleri goriiniir hale
getirebilmektedir [235-237]. Anneksin V baglama deneyi, apoptozu akim sitometri
veya floresan mikroskobu ile belirlemede kullanilan kesin, hizli ve giivenilir bir
tekniktir. Akim sitometrisi ile lazer 15181 kullanilarak floresan maddelerle isaretlenmis
antikorlar yardimiyla hiicre ya da partikiiller hakkinda, verdikleri sinyaller toplanarak
veriler elde edilmektedir. Boylelikle apoptotik hiicreler rahatlikla belirlenebilmektedir
[238]. Anneksin-V nekrotik hiicrelerin yiizeylerine de baglanma gergeklestirebildigi
icin apoptotik hiicreyi nekrotik hiicreden ayirmak ig¢in ikinci olarak hazirlanan
siispansiyon Propidium iyodiir (PI) ile boyama tercih edilmektedir. Anneksin V boyali
hiicrelere PI ilavesi; canli hiicreler ve erken apoptotik hiicreler ile ge¢ apoptotik veya
nekrotik hiicreler arasinda ayrim yapilmasina izin vermektedir [239].

Anneksin V/ PI ile boyali hiicrelerin akim sitometride analizi, anneksin V ve
PI negatif (cift negatif), anneksin V pozitif ve PI negatif (tek pozitif) veya anneksin V
ve PI pozitif (¢ift pozitif) kesimlenmis hiicrelerin tespitini saglamaktadir. Apoptozun
erken sathalarinda hiicreler, tek pozitif Anneksin V bagh hiicreler olarak noktasal

grafigin alt sag kosesinde konumlanir ve bu asamada hiicre membranlar: hala biitiinliik
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gosterdiginden PI hiicre icerisine  penetre  olamamaktadir. ~ Apoptozun ileri
safhalarinda ve hiicre dliimiine nekroz olarak giden hiicrelerde, PI hiicre igerisine
penetre olarak Anneksin V ve PI ¢ift pozitif popiilasyon olusturmaktadir [240, 241]
(Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Anneksin V ve PI boyalar ile erken, ge¢ apoptotik ve canli hiicrelerin
boyanmasi [242].

2.8 Akim sitometri yontemi

Gelisimi 1950’lere dayanan akim sitometrisinin ilkesi, lazer araciligtyla sivi
akis1 i¢indeki hiicreleri karakterize etmek veya fenotiplendirmektir. Akim sitometrisi
genelde lazer veya akustik temele dayanan bir tekniktir. Akim sitometrisinde hiicreler
genellikle floresan isaretleyicilerle etiketlenmektedir, bu sekilde 151k hiicre tarafindan
absorbe edilmekte ve daha sonra bir dalga boyu bandinda yayilmaktadir. Boylece ¢ok
sayida hiicre hizlica incelenebilmekte ve toplanan veriler bir bilgisayar tarafindan
islenmektedir [243].

Kantitatif bir hiicre analiz teknigi olan akim sitometrisinde hiicreler,
biiyiikliiklerine, taneciklerine veya belirli bir floresan molekiilii tasiyip tasimadigina

bagl olarak karakterize edilebilmektedir [244]. Akim sitometri ile hiicrelerin fiziksel
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ozelliklerinin yaninda enzim aktiviteleri, DNA icerigi, DNA degredasyonu,
graniilleri, canliligt ve mitokondriyel membran potansiyeli gibi Ozellikleri de
degerlendirilebilmektedir [245].

Akim sitometrisinde, hiicre canlilif1 ve toksisite analizleri, bir hiicre tipinin
farklilasma durumunu belirlemek, karisik bir kiiltiirden belirli bir hiicre tipini analiz
etmek, bagisiklik aktivasyon durumunu belirlemek gibi amaglar i¢in diger boyalarla

kolayca kombine edilebilmektedir [246].
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3.GEREC VE YONTEM

Enjekte edilebilir trombositten zengin fibrin ve bor materyalinin DP-MKH iizerindeki
sitotoksisitesinin ve farklilasmaya olan etkisinin degerlendirildigi bu arastirma,
Bezmialem Vakif Universitesi Girisimsel Arastirmalar Etik Kurulu'nun 19.08.2020
tarih ve 2020/45 dosya numarali raporu ile onaylandi (Ek A). Calismamiz Bezmialem
Vakif Universitesi Bilimsel arastirmalar Proje Birimi’nin 20200901 numarali projesi
ile desteklendi. Kok hiicre izolasyonu amaciyla kullanilan 6 adet tam gomiik yirmi yas
disinin temini Bezmialem Vakif Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz Dis Cene
Cerrahisi Anabilim Dali’ndan saglandi. Kok hiicre izolasyonu ve ¢aligmanin diger tiim

asamalari Marmara Universitesi Cocuk Immiinoloji Laboratuvari'nda gerceklestirildi.

Bu calisma ii¢ asamada gerceklestirildi. Calisma plan1 Tablo 3.1°de

gosterilmistir.

1. Asama: Gomiik yirmi yas disin ¢ekilmesiyle elde edilen dokulardan

dental pulpa kok hiicrelerinin eldesi, proliferasyonu ve pasajlanmasi

2. Asama: Test materyal rneklerinin hazirlanmasi

3. Asama: Canlilik ve odontojenik farklilagtirma testlerinin yapilmasi ve

degerlendirilmesi

Tablo 3.1 Calisma plani

3.1. Deney Gruplarimin Belirlenmesi

Canlilik ve farklilasma deneyleri icin, pozitif (+) kontrol grubu (complete
DMEM), borik asit, I-PRF, borik asit ve [-PRF kombinasyonu olmak {izere 4 ¢alisma
grubu belirlendi.
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3.2 Tam Gomiik Yirmi Yas Disinin Temini

Hazirlanmis olan "Goniilli Bilgilendirme Formu” (Ek B) calismaya dahil edilen
bireylere okutuldu imzalattirildi. Bezmialem Vakif Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Agiz, Dis Cene ve Cerrahisi Anabilim Dali polikliniklerinde, pulpa
mezenkimal kok hiicresi elde edilecek olan dis radyografide periapikal pataloji
saptanmayan goniilliilerden ¢ekim endikasyonlu tam gémiik yirmi yas disleri alinarak
elde edildi (Sekil 3.1). Tam gomiik yirmi yas dislerinin ¢ekilmesi etik ve asepsi
kurallarina uygun sekilde gerceklestirildi. Cekilen dislerin dis ylizeyi %70 alkol ile
dezenfekte edildikten sonra %1 Penisilin/Streptomisin igeren fosfat tamponlu salin
(PBS) ile dolu tiipe alinarak, buz kaliplar1 igerisinde, maksimum 1 saatlik siire zarfinda
calismanin  gerceklestirilecegi  Marmara  Universitesi Cocuk  Immiinoloji
Laboratuvari'na getirildi. Dental pulpa mezenkimal kok hiicresi izolasyonu igin

toplamda 6 adet ¢ekilmis dis kullanildi.

Sekil 3.1 Cerrahi operasyonla alinmis tam gomiik 38 numarali disin panaromik
radyografi gorlintiisii

3.3. Hiicre Kiiltiirii, DP-MKH’in izolasyonu ve Karakterizasyonu
3.3.1. Tam Gomiik Yirmi Yas Disi Pulpasi Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicrelerin
izolasyonu

Dis uygun sartlarda laboratuvara ulastirildiktan sonra, aseptik ortamda LAF
(laminar flow) kabinde (Sekil 3.2) mesiodistal yonde dentin dokusunun orta ti¢liisiine
kadar, cift tarafli elmas disk takilmig diisiik devirde donen aletle, ara ara serum

fizyolojik ile nemlendirilerek, ortadan kesilip bir el aletiyle (pens) iki parcaya ayrildi
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ve i¢ kisminda yer alan pulpa dokusu ¢ikarildi (Sekil 3.3). Pulpa mekanik pargalama
icin bistliri ile 0,1-0,5 mm’lik kiicliik pargalara boliindiikten sonra, enzimatik
parcalama icin DPBS (Dulbecco’nun fosfat tamponlu salini, Thermofisher, ABD)
icinde 3mg/ml tip I kollajenaz (Gibco, ABD) iceren 2 ml’lik enzim soliisyonuna

aktarildi. Steril tiip icerisinde ayrigsmig olan dokular 37°C sicaklik, %5 CO; ve nemli

ortam saglayan inkiibatdrde 45 dk kadar bekletildi.

Sekil 3.3 Yirmi yas digsinden pulpa dokusunun elde edilmesi.
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Tiipler inkiibatorden ¢ikarildiktan sonra dokularin homojenligini saglamak i¢in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium’da (DMEM; Gibco, ABD) (Sekil 3.4) pipetaj
islemi yapildi ve kollejenaz enzim aktivasyonunu durdurmak i¢in DMEM ile yikanan
hiicreler 1500 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi (Sekil 3.5). Ustte kalan sivi
(slipernatant) atild1, hiicreler tiipiin alt kisminda kaldi. Hiicreler ekim iglemi i¢in, 2 ml
%1 Penisilin/Streptomisin (Biowest, Fransa) ve %10 fetal sigir serumu (FBS, Gibco,
ABD) igeren Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Biowest, Fransa) kiiltiir
ortamina alind1 (Sekil 3.6). Kiiltiirdeki hiicreler 37°C sicaklik, %5 CO> ve nemli ortam
saglayan inkiibatore konuldu (Sekil 3.7). Besi ortam1 her 2-3 giinde bir tazelenerek
hiicrelerin ¢ogalmalar1 ve yayilmalart 151k mikroskobu (EVOS-AMG, ABD) altinda
diizenli araliklarla takip edildi (Sekil 3.8).

gibco
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Sekil 3.4 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
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Sekil 3.5 Santrifiij cihazi Sekil 3.6 Kiiltiir kabina yerlestirilen hiicreler

Sekil 3.7 Inkiibator
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Sekil 3.8 Isik mikroskobu

3.3.2. Izole edilen DP-MKH’lerin pasajlanmasi

Ureyen ve tabana yapisan hiicrelerin %70-80 taban yayilma oranina ulastiklart
151k mikroskobunda kontrol edildikten sonra inkiibe edilip tripsinizasyon yontemi
kullanilarak hem morfolojilerini korumak hem de canliliklarini yitirmemeleri
amaciyla pasajlama islemine gecildi. 7 giin sonunda flask iizerinde yogunluk
gdstermeye baslayan hiicrelerin birinci pasajlama islemi gergeklestirildi. Birinci kiiltiir
islemi sifirinc1 pasaj (P0) olarak kabul edilerek, birinci kiiltiir isleminden sonra her
kiiltiir iglemi icin pasaj sayilar1 P1, P2, P3 seklinde belirlendi. Laminar akish steril
kabin icerisinde ger¢eklestirilen pasajlama isleminde; hiicre ortami steril pipetlerle
uzaklagtirilarak, %0,25 tripsin-EDTA (Biowest, ABD) ile 4 dk. 37°C’de
tripsinizasyon islemine tabi tutuldu. 4 dk. sonunda enzim aktivitesi DMEM ile
durdurularak hiicreler toplandi. Toplanan hiicreler 15 mI’lik steril falkon tiipe aktarildi,
1500 RPM’de 5 dk. santrifiijlenerek yiizeydeki siipernatant atild1 ve kalan hiicre pelleti
1 ml DMEM soliisyonda siispanse edilerek hiicre sayisi hesaplandi. Her 5x10° hiicre
icin 1 adet T75 kiiltiir kab1 kullanilarak bu islem P3’e kadar aym sekilde devam
ettirildi. P3’e gelen DP-MKH’nden 1x10° kadar: karakterizasyon islemi i¢in ayrilirken
kalan hiicreler DP-MKH’nin farklilagtirma analizlerinde ve deney gruplarina gore
Annexin / PI (Biolegend, cat no: 640914) ile apoptoz analizi islemlerinde kullanildi.

Hiicreler materyallerin uygulanacagi giine kadar dondurma medyumu ve hiicre
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siispansiyonu orani 1:1 olacak sekilde dondurma tiiplerine alinarak -80°C’de derin

dondurucuya kaldirildi.
3.3.3 izole edilen DP-MKH’in sayim1

Pulpa dokusundan izolasyonu saglanan kok hiicreler icin pasajlama islemleri
sirasinda, karakterizasyon islemleri 6ncesinde ve dondurma islemleri sonrasinda hiicre
sayimi gergeklestirildi. Hiicre sayimi i¢in; homojenize edilen hiicrelerden eppendorf
tiipiine aktarilan 10 pl hiicre siispansiyonu iizerine, mikropipet yardimryla 10 pl %0,4
tripan mavisi sollisyonu (Sigma Aldric, ABD) eklendi. Hiicre saymm igin
hemositometre kullanildi. Diiz bir zemin iizerine konulan hemositometrenin sayim
yapilacak olan g¢ercevesinin iizeri lamel ile kapatildi. Tripan mavisi soliisyonu
eklenerek eppendorf tliplinde hazirlanmig olan siispansiyondan 10 pl mikropipet
yardimiyla alinarak ile thoma laminda, 151k mikroskobu altinda 40x biiyiitme ile sayimi

gerceklestirildi.

3.3.4 izole edilen DP-MKH’in osteojenik, kondrojenik ve adipojenik olarak

farkhilasma kapasitelerinin belirlenmesi

Yukarda anlatildig: sekilde izole edilen, sayimi1 yapilan ve 3. Pasaja getirilen
hiicrelerin adipojenik, kondrojenik ve osteojenik farklilagsma kapasitelerini belirlemek
i¢in 6 kuyucuklu plaklara her bir kuyusuna tip I kollajen kapli lameller {izerine 1 x 10°
hiicre ekildi. 37°C de %5 CO; inkiibatorde %80-90 konfluent olana kadar inkiibe
edildi. Konfluent hiicrelerin {lizerinden besiyeri ¢ekilip atildi hiicreler 3 farkl kiiltiir
kuyusuna ayrildi ve her bir kuyucuga 2 ml olmak iizere osteojenik farklilagma besiyeri
(Osteogenesis Differentiation Kit, StemPro, Thermo Fischer, ABD, A1007201),
adipojenik farklilagma besiyeri (Adipogenesis Differentiation Kit, StemPro, Thermo
Fischer, ABD, A1007001), kondrojenik farklilasma besiyeri (Chondrogenesis
Differentiation Kit, StemPro, Thermo Fischer, ABD, A1007101) ilave edildi. 37°C de
Hiicreler %5 CO: inkiibatorde inkiibe edildi. Farklilasma besi yerleri 3 giinde bir
yenilendi ve 21-28. giin sonunda farklilagmalar1 tespit edebilmek i¢in boyama islemine
gecildi. Boyama islemleri i¢in; adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasma
ortamlar1 aspire edildi, 1 dakika boyunca 2 ml DPBS eklenerek bekletildi, DPBS
aspire edilip 2 ml formalin ile 45 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi. 2 kere distile

su ile y1ikandiktan sonra;
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Osteojenik farklilasmanin belirlenmesi i¢in Alizarin Red (ALR) boyama
protokolii uygulandi. Hiicreler 2 ml ALR (Alizarin Red,Sigma-Aldrich, ABD; A5533-
25QG) ile ortalama 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra distile su ile
yikandi. Osteojenik farklilasma belirteci olan hiicre dis1 kalsifikasyonu gézlemlemek

icin, mikroskopta kalsiyum birikimlerinin varlig1 incelendi (Sekil 3.9).

OSTEOJENIK FARKLILASMA

ADIMLARI
R 1 @2 3 Kk 1 o« ? E
= 7~\ 7=\ 7N\
CD\ //_\\ / \ Al ) ‘\ & / : ) Alizarin ile
) T/ "/ \_/
0> )\ *"/ — oOF _  OF _ — — boyama
N\ 7N 24 saat sl )l ) 4hafta islemleri
e (e ) (( 6m) ( Rt
B { @ @/ . / inkiibasyon /L )
1.Adim: 1. giin DF-MKH'larin tip 1 2.Adim: 24 saatlik inkiibasyon

sonrasinda kiiltiir medyumlarinin
osteojenik farklilagma medyumu ile
degistirilmesi

kollajen kapli coverslip Gizerine ekimi

K : Kontrol grubu
OF: Osteojenik farklilagsma
medyumunun eklendigi kiiltiirler

Sekil 3.9 Osteojenik farklilagtirma deney diizenegi

Kondrojenik farklilasmanin belirlenmesi i¢in Alcian blue boyama protokolii
uygulandi. Kuyucuklara 3 ml Alcian Blue (Alcian Blue Sigma- Aldrich, ABD; A5268-
10G) eklendikten sonra ortalama 45 dakika karanlik ortamda oda sicakliginda
bekletildi. Daha sonra 15 dakika 1,2 ml etil alkol, 800 pl asetik asit ile inkiibe edildi
ve DPBS ile yikandiktan sonra mikroskopta proteoglikanlarin varligi gézlemlendi
(Sekil 3.10).

39



KONDROJENIK FARKLILASMA

ADIMLARI
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1.Adim: 1. giin DF-MKH'larin tip 1 2.Adim: 24 saatlik inktbasyon

sonrasinda kltir medyumlarinin
kondrojenijk farklilasma medyumu ile
degistirilmesi

kollajen kapli coverslip tizerine ekimi

K : Kontrol grubu
KF: Kondrojenik farklilagsma
medyumunun eklendigi kiiltiirler

Sekil 3.10 Kondrojenik farklilastirma deney diizenegi

Adipojenik farklilagsmanin belirlenmesi i¢in Oil Red O ile boyama protokolii
uygulandi. Hiicrelere 5 dakika 2 ml isopropanol (%60) uygulandiktan sonra 2 ml Oil
Red O (Sigma-Aldrich, ABD; 00625-100G) ile 45 dakika karanlik bir ortamda
bekletildi. Daha sonra hiicreler 1 dakika hematoksilen ile muamele edildi ve

mikroskopta yag damlaciklarinin varligr incelendi (Sekil 3.11).

ADIPOJENIK FARKLILASMA

ADIMLARI
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1.Adim: 1. giin DF-MKH'arin tip 1 2.Adim: 24 saatlik inkiibasyon

sonrasinda kiltir medyumlarinin
adipojenik farklilagsma medyumu ile
degistirilmesi

kollajen kapli coverslip zerine ekimi

K : Kontrol grubu
AF: Adipojenik farkhlasma
medyumunun eklendigi kiiltiirler

Sekil 3.11 Adipojenik farklilastirma deney diizenegi
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3.3.5 DP-MKH karakterizasyonu ve akim sitometri

izole edilen ve flasklara yapisan hiicrelerin morfolojik 6zellikleri ters 151k
mikroskobunda ¢alisma siiresi boyunca incelendi, daha sonra DP-MKH nin P3 sonrasi
fenotipik Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in akim sitometri analizine tabi tutuldu. Kok
hiicreler bulundugu kiiltiir kaplarindan tripsinizasyon ile kaldirilip hiicre sayim
yapildi ve DPBS ile yikandi. Hiicreler 1x10° hiicre/ml yogunlukta DPBS igerisinde
homojenize edildi. Homojenize edilen hiicreler polystyrene tiiplere aktarildiktan sonra
belirlenen hiicre yiizey isaretleyicilerine 6zel floresan izotiyosiyonat (FITC),
fikoeritrin (PE), allofikosiyanin (APC) konjuge monoklonal antikorlar; CD73 PE,
CD90 PE, CD105 PE, CD146 FITC, CD29 APC, CD45 FITC, CD34 PE, CD25 APC,
CD28 PE, CD14 PE ve izotip kontrollerinden (Mouse IgG], k) 10ul eklenerek 15
dakika boyunca oda sicakliginda, karanlik bir ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda 400 pul DPBS eklendi ve 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan
uzaklastirildi ve 500 pl hiicre yikama soliisyonu (Cell Wash, BD Biosciences, ABD)

eklenip resiispanse edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS Calibur akim

sitometri cihazinda (BD San Jose, CA, ABD) okutuldu.

3.4. Materyal Orneklerinin Hazirlanmasi
Bu calismada borik asit (Ulusal Bor Arastirma Enstitiisi-BOREN) ve I-PRF
kan {irlinii, dental pulpa kok hiicresi {izerine sitotoksik etkileri ve odontojenik

farklilagma degerlendirilmesi amaci ile karsilastirmali olarak incelendi.

3.4.1. Borik asit soliisyonu hazirlanmasi

Ulusal Bor Arastirma Enstitiisi-BOREN (Ankara, Tirkiye) tarafindan
saglanan borik asit ¢ozeltileri 0.1 g/ml stok ¢ozeltisi iginde ¢oziilerek hazirlandi ve 0.2
um'lik bir filtreden (Sartorius AG, Goéttingen, Almanya) siiziilerek kullanima hazir
hale getirildi (Sekil 3.12). Daha sonra diisiik glukozlu DMEM soliisyonu kullanilarak

ana stoklardan 1 pM konsantrasyonda elde edildi.
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Sekil 3.12 Borik asit soliisyonunun filtreden gegirilmesi

3.4.2. I-PRF’in hazirlanmasi

Hastadan 10 ml enjektorle tek seferde alinan ven6z kan, 10 ml tam kan olacak
sekilde zaman kaybetmeden anti-pihtilagtirict icermeyen plastik I-PRF tiiplerine
aktarildi. Tiipler santrifiij cihazina simetrik olarak yerlestirildi. Oda sicakliginda, 700
rpm’de (bir dakikadaki devir sayisi) 3 dakika santrifiij edildi. Elde edilen materyalin
iist plazma tabakasi sivi PRF olarak otomatik pipet yardimiyla toplandi. Toplanan sivi
PRF’nin her I mL’1 i¢in 5 mL DMEM ortam1 kullanilarak hemen 6 oyuklu plakalara
aktarildi (Sekil 3.13) ve 37°C'de inkiibatorde %5 CO:ile 3 giin boyunca inkiibe edildi.
Daha sonra, gelecekteki deneyler i¢in ortam toplandi, kullanilana kadar -20 ~C'de
tutuldu. Toplanan ortamin %20’si, deneylerden Once bazal kiiltiir ortamina veya

farklilagma ortamina ilave edildi.
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Sekil 3.13 I-PREF ile karistirilmis DMEM ortaminin 6 kuyucuklu plakada goriintiisii

3.5. DP-MKH’lerin Kuyucuklu Plaklara Ekilmesi ve Materyallerin Uygulanmasi

Hiicre ekimi i¢in 24 kuyucuklu plak gruplara gore isimlendirilerek hazirlandi
(Sekil 3.14). islemlerden 24 saat dnce hiicreler saklama ortamlar1 olan —80 °C’den
cikarilarak 37 °C’deki su banyosunda kisa siirede ¢ozdiiriiliip, santrifiij islemi
uygulandiktan sonra, 24 kuyucuklu plaklara her birinde 5x10° hiicre bulunucak sekilde
her grup icin ayr1 ayr1 olmak tizere ekim yapild1 ve kiiltiir ortami1 eklendi. 24 saat sonra
kiiltiir ortam1 uzaklastirildi. Calisma gruplarina gore hiicreler icin besiyerleri
hazirland1 (Sekil 3.15) ve uygulandiktan sonra plak inkiibatére konuldu. 24’li
kuyucuklu plakaya her saat dilimi i¢in ikiser kuyucuk olacak sekilde sirayla;

- G1 grubu (kontrol) i¢in kok hiicreler iizerine yalnizca DMEM ilave edildi.

-G2 grubu icin daha once tarif edildigi gibi, kok hiicreler iizerine toplam ortam
hacminin %20’si [-PRF ile hazirlanan ortam olacak sekilde kuyucuklara DMEM (500
ul /cukur) ilave edildi [21, 189].

-G3 grubu i¢in kok hiicreler iizerine DMEM soliisyonu kullanilarak ana stoklardan

hazirlanan 1uM konsantrasyonda borik asit soliisyonu ilave edildi [247].

-G4 grubu i¢in kok hiicreler tizerine %20’si s1ivi PRF olacak sekilde DMEM (500 pl
/gukur) soliisyonu kullanilarak ana stoklardan hazirlanan 1uM konsantrasyonda borik

asit soliisyonu ilave edildi.
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Sekil 3.14 Hiicre ekimi i¢in plak hazirlanisi

Sekil 3.15 Calisma gruplarina gére DP-MKH’ler iizerine uygulanmasi i¢in

hazirlanan ortamlar

Ucg farkl1 grubun deney ortamu ve pozitif kontrol grubunu olusturan DMEM her
bir kuyucukta 500 pl olacak sekilde hiicrelerle temas ettirildi. Giin igerisinde
besiyerleri degistirilerek 24. 48. ve 72. saat sonundaki kuyucuklardaki hiicre
canliliklart degerlendirildi. Bu islem 3 kez tekrarland.
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3.6 Canhlik Degerlendirme Testlerinin Uygulanmasi ve Degerlendirilmesi
3.6.1 Canhlik degerlendirme testlerinin uygulanma yontemi

24 kuyucuklu plakada her bir ¢alisma grubu i¢in uygun ortam hazirlandiktan
sonra tripsin (%0,25 tripsin-EDTA solusyonu, Gibco, Grand Island, ABD) ile 4 dakika
tripsinizasyon islemine tabi tutuldu. Hiicrelerin bulundugu sivinin 150 pl’si 5 ml’lik
polistiren tiiplere alinarak santrifiij edildi ve iistte kalan medyum atildi. Hiicre yikama
suyu (Cell Wash, BD Biosciences, ABD) ile vortekslendi ve tekrar 1500 Rpm de 5
dakika santrifiij edildi. Ustte kalan medyumun atilmasini takiben tiim tiiplere {iretici
firmanin talimatlart dogrultusunda 200 pL baglama tamponu eklendi ve vortekslendi.
Tiiplere 4 pL FITC-Annexin V (Biolegend,ABD) ilave edilerek 15 dk kadar karanlik
ortamda bekletildi. Ardindan 200 ul baglama tamponu ilave edilip, 1500 Rpm de 5
dakika tekrar santrifiij edildi ve {listte kalan medyum atildi. Son agamada tekrar
baglama tamponu ile vortekslendikten sonra bu kez 10 pl Propidium Iodide eklenerek

akim sitometri cihazinda okutma islemi yapildi.

3.6.2 DP-MKH’leri canliliginin akim sitometri ile analiz edilmesi

Akim Sitometri (BD, FACS Calibur)’de okuma gerg¢eklestirildi ve sonuglar
otomatik olarak hesaplandi (Sekil 3.16). Her okutmada 1000 hiicre sayildi. Annexin V
(-) ve PI (-) canli, Annexin V (+) ve PI (-) erken apoptotik hiicre, Annexin V (+) ve PI
(+) gec apoptotik hiicre, Annexin V (-) ve PI (+) nekrotik hiicre olarak kabul edildigi
akim sitometri analizinde apoptoz oranlar1 olusan grafikler ile belirlendi. Grafikte
mevcut dort bolgeye ait hiicre deger ortalama yiizdeleri istatiksel olarak

degerlendirilmek tizere kaydedildi.
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Sekil 3.16 Akim sitometri cihazi

3.7 DP-MKH’nin Odontojenik Farkhlastiriimasi

T75 Flask igerisinde yiizey alanini1 %80 ve {izerinde kaplamis olan hiicrelerin 6ncelikle
tizerindeki besiyeri uzaklastirildi. DBPS ile yikanip, ylizeyden uzaklastirildi. T75
Flask igerisinde hiicreler %0,25 tripsin-EDTA ¢ozeltisinde 4 dk. 37°C de bekletildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda DMEM ile tripsin inaktif hale getirildi ve T75 flask
icindeki hiicreler DMEM ile birlikte pipetle cekilip ve 15 ml’ lik falkona
toplandi. 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve ardindan siipernatant atildi. Hiicre
pelletinin iizerine DMEM eklenip, pipetaj yapildi. Santrifiij islemi tekrarlanip
siipernatant atildiktan sonra Trypan blue soliisyonu (Thermo Fisher, ABD) ile thoma
laminda hiicre sayimi yapildi. 6 kuyucuklu plakada her bir kuyusuna kollajen kaplt
lameller tizerine 1 x 10° hiicre ekildi. 37°C de %5 CO> inkiibatorde %80-90 konfluent
olana kadar inkiibe edildi. Konfluent hiicrelerin iizerinden besiyeri ¢ekilip atildi. DP-
MKH’nin odontoblastlara farklilasmasini saglamak amaciyla, DMEM igerisinde 50
png/mL askorbik asit (Sigma; Saint-Louis, MO, Amerika), 10 nM deksametazon
(Sigma; Saint-Louis, MO, Amerika) ve 50 nM B-gliserofosfat (Sigma; Saint-Louis,
MO, Amerika) kullanilarak odontojenik besiyeri hazirlandi. Hazirlana hiicreler 4 farkli
kiiltiir kuyusunda ayrildi ve odontojenik farklilasma i¢in 2 ml odontojenik farklilasma
besiyeri lizerlerine eklendi. 37°C de %5 CO2 inkiibatdrde inkiibe edildi. 3 giinde bir
besiyeri degistirilerek, 21-28 giin boyunca inkiibasyona devam edildi. 21-28 giin
sonunda odontojenik farklilasma gosteren hiicrelerin olusumu Alizarin Red (ALR)

boyama protokolii uygulanarak gozlemlendi. ALR ile boyama i¢in kuyucuklardaki
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deney ortamlar1 uzaklastirild1 ve kuyucuklara 2 ml DPBS eklenerek 1 dakika bekleme
sonrasinda uzaklastirildi. Kuyucuklara 2 ml formalin eklenerek hiicrelerin fiksasyonu
sagland1 ve 45 dakika boyunca karanlik ortamda oda sicakliginda bekletildi. Formalin
uzaklastirildi ve hiicreler distile su ile yikandi. Oyuklu plakalarin her bir kuyucuguna

500ul %2’lik ALR boyasi eklenerek 45 dakika boyunca bekletildi.

ODONTOJENIK FARKLILASTIRMA DENEY DUZENEGI

1- Her kuyuya 100.000 DP-MKH
ekildi.

2- Her grup duplike ¢alisild1.

3- O.F : Odontojenik
farklilasgtirmanin yapildig: kiltiir.

OO | @
OO | ®)

Sekil 3.17 Odontojenik farklilastirma deney diizenegi

3.8 istatistiksel Analiz Yontemi

Verilerin analizi i¢in Minitab 17 programi kullanilmistir. Normal dagilima
uygunluk Shapiro-Wilk Testi ile incelendi. Grup ve zamana gore canli, erken
apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicre degerlerinin karsilagtirilmasinda iki yonlii
varyans analizi kullanildi ve ¢oklu karsilagtirmalar Tukey HSD Testi ile yapildi.
Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde sunuldu. Onem diizeyi p<0,05 olarak

alindi.
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4.BULGULAR

4.1. Gomiik Yirmi Yas Disinden Elde Edilen Pulpadan Dental Pulpa Mezenkimal
Kok Hiicrelerin Izolasyonu ve Pasajlanmasi

Tam gomiik 20 yas dislerinden DP-MKH izole edildikten sonra ekim islemi
yapilarak hiicrelerin ¢ogalmalar1 ve morfolojik 6zellikleri invert mikroskop altinda
incelendi. Dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerinin fibroblasta benzeyen igsi bir
morfolojiye ve belirgin hiicre konturuna sahip olduklar1 goriildii. 2. pasajda plastisite
yetenekleri sebebiyle flask yiizeyine tamamen yapistiklart ve ylizeyi tamamen

kaplayarak konfluent hale geldikleri gozlemlendi. (Sekil 4.1 ve 4.2).

Sekil 4.1 P1 DP-MKH invert mikroskop goriintiisii, 10x biiylitme
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Sekil 4.2 P2 DP-MKH invert mikroskop konfluent goriintiisii.

4.2 izole Edilen DP-MKH Osteojenik, Kondrojenik ve Adipojenik Farklilasma

Kapasitelerinin ve Hiicre Marker Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

4.2.1 DP-MKH Osteojenik Farklllasma Kapasitelerinin Belirlenmesi
Osteojenik besiyerinde kiiltiire edilen DP-MKH’nin 21 giin sonunda Alizarin
Red ile boyanmasi ile odontojenik farklilagmalari incelendi. Osteoblast benzeri

hiicrelere farklilastiklar1 ve mineralize kemik nodiillerinin olusumu gézlemlendi (Sekil

4.3)
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Sekil 4.3 Dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilasma

potansiyelinin Alizarin Red boyama ile saptanmasi.

4.2.2 DP-MKH Kondrojenik Farklillasma Kapasitelerinin Belirlenmesi
Kondrojenik farklilagsma besiyeri eklenerek 21 giin sonunda Alcian blue ile

boyanan DP-MKH Binokiiler Mikroskop (Olympus BH2-RFCA) ile incelendi.

Kondrojenik benzeri hiicrelere farklilagtiklar1 ve kondrositler tarafindan tiretilen mavi

renkte boyanan proteoglikanlar tespit edildi (Sekil 4.4).

P/

Sekil 4.4 Dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik farklilagsma

potansiyelinin Alcian blue boyama ile saptanmasi
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4.2.3 DP-MKH Adipojenik Farklillasma Kapasitelerinin Belirlenmesi

Adipojenik farklilagma besiyeri ile stimiile edilen hiicre kiiltlirlinde 14 giin
sonunda DP-MKH Oil Red O ile boyanarak adipojenik farklilagmalar1 mikroskopta
(Olympus BH2-RFCA) incelendi. Kirmiz1 renkte hiicre i¢i yag damlaciklar ve
adiposit benzeri hiicrelere farklilastiklar: gosterildi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5: Dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerin adipojenik farklilagsma

potansiyelinin Oil Red O boyama ile saptanmasi

4.2.4. DP-MKH Marker Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Dental pulpa dokusundan izole edilen hiicreler 3. pasaja getirildikten sonra
akim sitometri analizi ile hiicre marker ekspresyonlar1 belirlenmistir. Bu hiicrelerin
analiz sonucunda CD45, CD34, HR, 11B PE isaretlerini gostermedikleri, mezenkimal
kok hiicre belirteci olan CD73, CD90, CD105 isaretlerini yiizeylerinde gosterdikleri
goriildii (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 P3 Dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometri analizi ile
mezenkimal kdk hiicre pozitif ve negatif markerlarinin belirlenmesi

4.3. Materyallerin DP-MKH Canlihg1 Uzerine Etkilerinin 24. 48. ve 72. Saat

Sonunda Sonunda Degerlendirilmesi

4.3.1. Dental Pulpa Mezenkimal Kok Hiicrelerin Akim Sitometri ile Analizine ait
Bulgular

Hiicre kontrol ve test gruplarinin 24. saate ait akim sitometri grafigi 6rnegi sekil
4.7°de, 48. saate ait akim sitometri grafigi ornegi sekil 4.8’de, 72. saate ait akim
sitometri grafigi ornegi sekil 4.9°da verildi. Grafik goriintiilerinde alt-sol bolge canli
hiicreleri, alt-sag bolge erken apoptotik hiicreleri, iist-sol bolge nekrotik ve {ist-sag

bolge geg apoptotik hiicreleri temsil etmektedir.
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Sekil 4.7 Hiicre kontrol ve materyal deney gruplarinin 24. saate ait akim sitometri grafigi

ornegi (x: ANNEXIN V FITC, y: 7TAAD PerCp)
A) Kontrol grubu, B) [-PRF, C) Borik asit, D) I-PRF ve Borik asit
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Sekil 4.8 Hiicre kontrol ve materyal deney gruplarinin 48. saate ait akim sitometri grafigi
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ornegi (x: ANNEXIN V FITC, y: 7TAAD PerCp)
A) Kontrol grubu, B) I-PRF, C) Borik asit, D) [-PRF ve Borik asit
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Sekil 4.9 Hiicre kontrol ve materyal deney gruplarinin 72. saate ait akim sitometri grafigi

ornegi (x: ANNEXIN V FITC, y: 7TAAD PerCp)
A) Kontrol grubu, B) I-PRF, C) Borik asit, D) I-PRF ve Borik asit
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4.3.1.1 Akim Sitometri Analizinde Canl Hiicre Bulgularinin Degerlendirilmesi

Akim sitometri analizi ile kontrol grubu ve {i¢ farkli materyal grubunun dental
pulpa mezenkimal kok hiicreler lizerindeki etkisini inceleyen ¢alismamizda canli
hiicre degeri ilizerine grubun ana etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,011). Canl hiicre degeri ilizerine zamanin ana etkisi istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,001). Buna ek olarak, canli hiicre degeri iizerine grup ve zaman
etkilesiminin etkisi arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir farklilik mevcuttur
(p<0,001). Canl1 hiicre degeri iizerine grup, zaman ve grup-zaman etkilesiminin ana

etkisinin karsilastirilmasi Tablo 4.1°de gosterilmektedir.

Tablo 4.1 Zaman ve gruplara gore canli hiicre degerlerinin karsilagtirilmasi

Test Istatistigi sd p
Grup 4,64 3 0,011
Zaman 66,25 2 <0,001
Grup*Zaman 34,43 6 <0,001

sd: serbestlik derecesi
*0,05 diizeyinde anlamli p degeri

Kontrol grubunda canli hiicre degerinin ortalamasi 56,1; I-PRF grubunda
63,93; BA grubuna 53,51 ve I-PRF + BA grubunda ise 59,68 olarak elde edilmistir.
Burada farklilik I-PRF ile BA grubunda elde edilen canli hiicre ortalama degeri
arasinda goriilmiistiir (p<0,05). Kontrol, I-PRF ve I-PRF + BA grubu arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05). En yiiksek toplam ortalama
canli hiicre orani, [-PRF grubuna, en diisiik toplam ortalama canli hiicre oran1 ise BA
grubuna aittir. Hiicre canlilik deger ortalamalar1 24. saatte 72,29; 48. saatte 59,83 ve
72. saatte 42,8 olarak elde edilmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2 Farkli deney siirelerinde ve ortamlarinda saptanan canli hiicre degerlerinin

karsilastirilmast
Canli Hiicre (LL)
Toplam
24. saat 48. saat 72. saat

Ort+SS Ort+SS Ort+SS

(medyan) (medyan) (medyan)
Kontrol (G1) 91,64 + 3,534 56,47 + 2,68PE 20,19 + 6,08" 56,1 +31,17%
[-PRF (G2) 72,94 + 4,258¢€ 52,36 + 7,62PF 66,5 + 2,69B¢PE 63,93 + 10,22
BA (G3) 75,49 £ 10,448 62,56 £ 2,678CPE 22,48 £ 2.4F 53,51 £24,56°
I-PRF + BA (G4) 49,1 + 14,42F 67,91 £ 1,74B¢P 62,03 +2,075°PE 59 68 + 11,12
Total 72,29 +17,74* 59,83 + 7,2° 42,8 +22,71¢ 58,31 £ 20,68

a-c: Ayn1 harfe sahip grup — zaman ortalamalar1 arasinda fark yoktur.

A-F: Ayn harfe sahip grup*zaman etkilesimleri ortalamalar1 arasinda fark yoktur.
*0,05 diizeyinde anlaml p degeri

Ort £ SS: Ortalama + Standart sapma

Tablo 4.2’deki bulgulara gore;

Kontrol grubu i¢in; canli hiicre degerleri agisindan 24. saat, 48. saat ve 72. saat
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,05). En yiiksek canlilik
orani 24. saatte goriilmiistiir.

I-PRF grubu icin; canli hiicre degerleri agisindan 24. ve 48. saat arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik vardir. Ancak 24. ile 72. saat ve 48. ile 72. saat arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamastir (p>0,05).

BA grubu icin; canli hiicre degerleri agisindan 24. ve 48. saat arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik yoktur (p>0,05). Ancak 72. saat ile 24. saat ve 72. saat ile
48. saat arasindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik mevcuttur (p<0,05).

I-PRF + BA grubu i¢in; canli hiicre degerleri agisindan 24. ve 72. saat ile 48. ve 72.
saat arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05). Ancak 24. ve 48.

saat arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,05).

Zamana gore karsilastirdigimizda, 24. saatte en yiiksek ortalama hiicre canlilik

degeri kontrol grubuna ait olmak ile beraber I-PRF ve I-PRF + BA grubu ile arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,05). Kontrol grubu ile BA
grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0,05). En diisiik ortalama
hiicre canlilik degeri ise I-PRF + BA grubunda goriilmiistiir ve diger gruplarla arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,05). 24., 48., ve 72. saate ait canl1 hiicre

bulgular1 Sekil 4.10°da gosterilmektedir.

CANLILIK
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0 I. I l I

5
Kontrol (G1) I-PRF (G2) BA (G3) I-PRF + BA (G4)

o O
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3
2
1

o O O O

W 24.saat wm48.saat m72.saat

Sekil 4.10 Zaman ve gruplar gore canli hiicre degerlerinin karsilagtirilmasi
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24. saate ait canli hiicre bulgular1 Sekil 4.11°de gosterilmistir.

24. saat

Kontrol (G1) |, o1 c-
-prr(G2) [ 2,04
BA(G3) I - 40
-PRF + BA (G4) I o .

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

MW 24. saat

Sekil 4.11 24. saat i¢in gruplar arasinda canli hiicre degerlerinin karsilagtirilmasi

48. saat i¢in canl hiicre bulgular1 acisindan en yiiksek ortalama degeri I-PRF
+ BA grubuna aitken, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur
(p>0,05). 48. saatteki en diisiik ortalama hiicre canlilik degeri ise 52,36 olmak {izere I-
PRF grubuna aittir. 48. saate ait canli hiicre bulgular1 Sekil 4.12°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.12 48. saat i¢in gruplar arasinda canli hiicre degerlerinin karsilagtirilmasi

72. saat i¢in en yiiksek ortalama hiicre canlilik degeri I-PRF grubuna ait
olmakla beraber kontrol ve BA grubu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik vardir (p<0,05). Ancak I-PRF ve I-PRF + BA grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05). Kontrol ve BA gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05). 72. saatteki en diisiik

ortalama hiicre canlilik degeri ise 20,19 olmak {izere kontrol grubuna aittir. 72. saate

ait canli hiicre bulgular Sekil 4.13’te gosterilmektedir.
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72. saat

Kontrol (G1) _ 20,19
e (G2) - [ < -
sacs) I
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W 72. saat

Sekil 4.13 72. saat i¢in gruplar arasinda canli hiicre degerlerinin karsilagtirilmasi

4.3.1.2 Akim Sitometri Analizinde Erken Apoptotik Hiicre Bulgularinin

Degerlendirilmesi

Akim sitometri analizi ile kontrol grubu ve ii¢ farkli materyal grubunun dental pulpa
mezenkimal kok hiicreler lizerindeki etkisini inceleyen ¢alismamizda erken apoptotik
hiicre degeri iizerine grubun ana etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0,317). Akim sitometri analizi ile yapilan degerlendirmede zaman ana etkisinin
erken apoptoz parametresi ilizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi vardir
(p<0,001). Akim sitometri analizi ile yapilan degerlendirmede grup ve zaman
etkilesiminin ana etkisinin erken apoptoz parametresi iizerinde istatistiksel olarak
anlaml1 bir etkisi bulunmamaistir (p=0,548). Erken apoptotik hiicre degeri lizerine grup,
zaman ve grup-zaman etkilesiminin ana etkisinin karsilagtirllmasi Tablo 4.3’te

gosterilmektedir.
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Tablo 4.3 Zaman ve gruplara gore erken apoptoz degerlerinin karsilagtirilmasi

Test Istatistigi* sd p
Grup 1,24 3 0,317
Zaman 14,34 2 <0,001
Grup*Zaman 0,85 6 0,548

sd: serbestlik derecesi
*0,05 diizeyinde anlamli p degeri

Erken apoptotik hiicre bulgular1 agisindan kontrol grubunun ortalamasi 6,3; I-
PRF grubunun ortalamasi1 9,33; BA grubunun ortalamas1 7,65; I-PRF + BA grubunun
ortalamasi 10,45 olarak elde edilmistir (Tablo 4.4). Gruplara gore erken apoptotik
parametresinin ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur
(p>0,05). 24. ile 48. saat arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur
(p>0,05). 72. ile 48. saat ve 72. saat ile 24. saat arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir
farklilik vardir (p<0,05). Farkli deney siirelerinde ve ortamlarinda saptanan erken

apoptotik hiicre degerlerinin karsilagtiritlmasi Tablo 4.4’te gosterilmektedir.
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Tablo 4.4 Farkli deney siirelerinde ve ortamlarinda saptanan erken apoptotik hiicre
degerlerinin karsilastirilmast

Erken Apoptoz
Toplam
24. saat 48. saat 72. saat
Ort£SS Ort+£SS Ort+£SS
(medyan) (medyan) (medyan)
Kontrol (G1) 4,74+24 12,24 +£2,17 1,92 +£0,47 6,3+4,9
I-PRF (G2) 12,8+ 0,52 13,18+ 0,63 2,01 £0,71 9,33 +5,52
BA (G3) 11,76 £12,54 8,76 + 4,59 2,43+0,17 7,65+ 7,85
I-PRF + BA (G4) 14,03 + 8,46 14,6 £5,12 2,71 £1,65 10,45+ 7,67
Total 10,83 + 7,55° 12,2 +£3,82% 2,27 +0,86° 8,43+ 6,52

a-c: Ayn1 harfe sahip grup — zaman ortalamalar1 arasinda fark yoktur.

A-F: Ayni harfe sahip grup*zaman etkilesimleri ortalamalar1 arasinda fark yoktur.
*0,05 diizeyinde anlaml p degeri

Ort + SS: Ortalama + Standart sapma

Tablo 4.4’teki bulgulara gore;

Kontrol grubu i¢in; erken apoptotik hiicre degerleri agisindan saatler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

I-PRF grubu i¢in; erken apoptotik hiicre degerleri acisindan saatler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

BA grubu icin; erken apoptotik hiicre degerleri agisindan saatler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

I-PRF + BA grubu i¢in; erken apoptotik hiicre degerleri agisindan saatler arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

24. 48. ve 72. saate ait erken apoptoz hiicre bulgular ise sekil 4.14’te

gosterilmektedir.
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Sekil 4.14 Zaman ve gruplar gore erken apoptotik hiicre degerlerinin karsilagtirilmasi

24. saat i¢in erken apoptotik hiicre bulgulari agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0,05). En yiiksek ortalama erken
apoptotik hiicre bulgusu 14,03 ile I-PRF + BA gubuna aittir. 24. saate ait nekroz hiicre
bulgular1 Sekil 4.15’te gosterilmektedir.

24. saat

0 2 4 6 8 10 12 14 16

W 24. saat

Sekil 4.15 24. saat i¢in gruplar arasinda erken apoptotik hiicre degerlerinin
karsilastirilmast
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48. saat i¢in erken apoptotik hiicre bulgular1 agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0,05). 48. saat icin en yiiksek ortalama
erken apoptotik hiicre bulgusu 14,6 ile I-PRF + BA gubuna aittir. 48. saate ait nekroz
hiicre bulgular1 Sekil 4.16’da gdsterilmektedir.

48.saat
Kontrol (G1) 12,24
I-PRF (G2) 13,18
BA (G3) 8,76
I-PRF + BA (G4) 14,6
0 2 4 6 8 10 12 14 16
48.saat

Sekil 4.16 48. saat i¢in gruplar arasinda erken apoptotik hiicre degerlerinin
karsilastirilmast

72. saat i¢in erken apoptotik hiicre bulgular1 agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0,05). 72. saat i¢in en yiiksek ortalama
erken apoptotik hiicre bulgusu 2,71 ile I-PRF + BA gubuna aittir. 72. saate ait nekroz
hiicre bulgular1 Sekil 4.17°de gosterilmektedir.
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72. saat
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Sekil 4.17 72. saat igin gruplar arasinda erken apoptotik hiicre degerlerinin
karsilastirilmast

4.3.1.3. Akim Sitometri Analizinde Ge¢ Apoptotik Hiicre Bulgularinin

Degerlendirilmesi

Akim sitometri analizi ile kontrol grubu ve ii¢ farkli materyal grubunun dental
pulpa mezenkimal kok hiicreler iizerindeki etkisini inceleyen calismamizda geg
apoptoz hiicre degeri lizerine grubun ana etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,003). Geg apoptotik hiicre degeri lizerine zamanin ana etkisi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,001). Geg¢ apoptotik hiicre degerleri iizerine grup ve zaman
etkilesiminin etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Geg apoptotik
hiicre degeri {lizerine grup, zaman ve grup-zaman etkilesiminin ana etkisinin

karsilastirilmasi Tablo 4.5°te gosterilmektedir.

Tablo 4.5 Zaman ve gruplara gore gec apoptoz degerlerinin karsilagtirilmasi

Test Istatistigi sd p
Grup 6 3 0,003
Zaman 56,87 2 <0,001
Grup*Zaman 19,74 6 <0,001

sd: serbestlik derecesi
*0,05 diizeyinde anlamli p degeri
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Kontrol grubunda gec apoptotik hiicre degerinin ortalamasi 34,54; I-PRF
grubunda 22,51; BA grubuna 35,87 ve I-PRF + BA grubunda ise 26,52 olarak elde
edilmistir. Kontrol, BA ve I-PRF + BA grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik yoktur (p>0,05). I-PRF grubu gec¢ apoptotik hiicre ortalama degeri kontrol ve
BA grubunun ortalama gec apoptotik hiicre degerinden istatistiksel olarak anlamli
olacak sekilde farkli bulunmustur (p<0,05). En yiiksek toplam ortalama ge¢ apoptotik
hiicre oran1 BA grubuna, en diisiik toplam ortalama ge¢ apoptotik hiicre orani ise I-

PRF grubunda aittir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6 Farkli deney siirelerinde ve ortamlarinda saptanan ge¢ apoptotik hiicre
degerlerinin karsilastirilmast

Geg Apoptoz
Toplam
24. saat 48. saat 72. saat

Ort £+ SS Ort£SS Ort£SS

(medyan) (medyan) (medyan)
Kontrol (G1) 223+1,16° 28,94 £ 3,278¢ 72,44 £ 7,484 34,54 +30,97¢
[-PRF (G2) 11,41 + 6,84<P 32,43 +8,218¢ 23,68 + 3,12B¢P 22,51 +10,7°
BA (G3) 10,15 = 7,09P 27,92 +7,22B¢ 69,55 +3,314 35,87 £26,93%
I-PRF + BA (G4) 35,08 + 20,48 16,64 = 3,31BP 27,85 £2,578¢ 26,52 +13,16%
Total 14,72 £ 16,06¢ 26,48 + 8° 48,38 + 24,01* 29,86 + 21,97

a-c: Ayni harfe sahip grup — zaman ortalamalar arasinda fark yoktur.

A-F: Ayn harfe sahip grup*zaman etkilesimleri ortalamalar1 arasinda fark yoktur.
*0,05 diizeyinde anlaml p degeri

Ort £ SS: Ortalama + Standart sapma

Tablo 4.6’daki bulgulara gore;

Kontrol grubu icin; gec¢ apoptotik hiicre degerleri acisindan 24. 48. ve 72. saat
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,05). En yiiksek gec
apoptotik hiicre degeri 72. saatte goriilmiistiir.

I-PRF grubu i¢in; ge¢ apoptotik hiicre degerleri agisindan 24. 48. ve 72. saat arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05).
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BA grubu i¢in; ge¢ apoptotik hiicre degerleri agisindan 24. ve 48. saat arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05). Ancak 72. saat ile 24. saat ve
72. saat ile 48. saat arasindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik mevcuttur
(p<0,05).
I-PRF + BA grubu icin; gec apoptotik hiicre degerleri agisindan 24. ve 72. saat ile
48. ve 72. saat arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05). Ancak
24. ve 48. saat arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,05).

24. saatteki gec apoptotik hiicre ortalama degeri 14,72; 48. saatteki ortalama
degeri 26., 48. ve 72. saatteki ortalama degeri ise 48,38 olarak elde edilmistir. Ug
zamandaki ortalamalar birbirinden farklilik gostermistir. 24., 48. ve 72. saate ait geg

apoptotik hiicre bulgular1 ise Sekil 4.18’de gosterilmektedir.

GEC APOPTOZ
80
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Kontrol (G1) I-PRF (G2) BA (G3) I-PRF + BA (G4)
W 24.saat m48. saat 72. saat

Sekil 4.18 Zaman ve gruplar gore gec apoptotik hiicre degerlerinin karsilastiriimasi

24. saat hiicre ge¢ apoptotik hiicre deger ortalamalar1 kontrol grubunun 34,54,
[-PRF grubunun 22,51, BA grubunun 35,87 ve I-PRF + BA grubunun 26,52 olarak
elde edilmistir. 24. saatte en yiiksek ortalama ge¢ apoptotik degeri I-PRF + BA
grubuna ait olmak ile beraber diger gruplar ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmaktadir (p<0,05) (Tablo 4.6). En diisiik ortalama ge¢ apoptotik hiicre
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degeri ise kontrol grubunda goriilmiistiir. 24. saate ait ge¢ apoptotik hiicre bulgular

sekil 4.19°da gosterilmistir.

24. saat

kontrol (G1) [} 223

on o) I 11
oa (3 I 10,5

0 5 10 15 20 25 30 35 40

W 24. saat

Sekil 4.19 24. saat i¢in gruplar arasinda ge¢ apoptotik hiicre degerlerinin
karsilastirilmast

48. saat i¢in ge¢ apopototik hiicre bulgulart agisindan en yliksek ortalama
degeri [-PRF grubuna aitken, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
yoktur (p>0,05) (Tablo 4.6). 48. saatteki en diisiik ortalama geg¢ apoptotik hiicre degeri
ise 16,64 olmak iizere I-PRF + BA grubuna aittir. 48. saate ait ge¢ apoptotik hiicre
bulgular1 Sekil 4.20°de gosterilmektedir.
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Kontrol (G1)

I-PRF (G2)

BA (G3)

I-PRF + BA (G4)

48.saat

28,94
32,43
27,92
16,64
15 20 25 30 35

48.saat

Sekil 4.20 48. saat i¢in gruplar arasinda ge¢ apoptotik hiicre degerlerinin
karsilastirilmast

72. saat i¢in en yiiksek ortalama gec apoptotik hiicre degeri kontrol grubuna ait
olmakla beraber I-PRF ve I-PRF + BA ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik vardir (p<0,05). Ancak kontrol ve BA grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamlt bir farklilik yoktur (p>0,05) (Tablo 4.6). 72. saatteki en diisiik ortalama geg

apoptotik hiicre degeri degeri ise 23,68 olmak iizere I-PRF grubuna aittir. 72. saate ait

gec apoptotik hiicre bulgular1 Sekil 4.21°de gosterilmektedir.
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72. saat
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W 72. saat

Sekil 4.21 72. saat i¢in gruplar arasinda ge¢ apoptotik hiicre degerlerinin
karsilastirilmast

43.14 Akim Sitometri Analizinde Nekrotik Hiicre Bulgularmnin

Degerlendirilmesi

Akim sitometri analizi ile kontrol grubu ve ii¢ farkli materyal grubunun dental
pulpa mezenkimal kok hiicreler iizerindeki etkisini inceleyen ¢alismamizda nekrotik
hiicre degeri iizerine grubun ana etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir
(p=0,250). Zaman ana etkisinin nekroz parametresinin {lizerinde istatistiksel olarak
anlamli bir etkisi vardir (p<0,001). Grup ve zaman etkilesiminin nekroz
parametresinin {lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi yoktur (p=0,332).
Nekrotik hiicre degeri lizerine grup, zaman ve grup-zaman etkilesiminin ana etkisinin

karsilastirilmasi Tablo 4.7’ de gosterilmektedir.

Tablo 4.7 Zaman ve gruplara gore nekrotik hiicre degerlerinin karsilastirilmasi

Test Istatistigi sd p
Grup 1,46 3 0,250
Zaman 44,49 2 <0,001
Grup*Zaman 1,22 6 0,332

sd: serbestlik derecesi
*0,05 diizeyinde anlaml p degeri
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Grup ana etkisi incelendiginde, nekrotik hiicre bulgular1 agisindan kontrol
grubunun ortalamasi 3,06; [-PRF grubunun ortalamasi 4,23; BA grubunun ortalamast
2,97; I-PRF + BA grubunun ortalamasi 3,35 olarak elde edilmistir (Tablo 4.8).
Gruplara gore nekroz parametresinin ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik yoktur (p>0,05). 24. saatteki nektrotik hiicre ortalama degeri 2,16; 48.
saatteki ortalama degeri 1,5 ve 72. saatteki ortalama degeri 6,55 olarak elde edilmistir.
Burada 72. saatteki ortalama deger, 24. saat ve 48. saatteki ortalama degerinden
anlamli farklilik gostermistir (p<0,05). 24. ve 48. saatteki ortalama degerler arasinda
anlamli bir farklilik bulunamamistir (p>0,05).

Tablo 4.8 Farkli deney siirelerinde ve ortamlarinda saptanan nekrotik hiicre
degerlerinin karsilastirilmasi

Nekrotik Hiicre
Toplam
24. saat 48. saat 72. saat

Ort =SS Ort+ SS Ort =SS

(medyan) (medyan) (medyan)
Kontrol (G1) 1,39+ 0,43 2,35+ 1,48 5,45+ 1,8 3,06 +2,19
I-PRF (G2) 2,85+2.24 2,03 +1,21 7,81+ 1,61 423+3,1
BA (G3) 2,6 1,93 0,76 = 0,45 5,54 + 1,36 297+241
I-PRF + BA (G4) 1,79+ 1,6 0,85 +0,53 7,41+ 1,06 3,35+3,23
Total 2,16 +1,57° 1,5+1,14° 6,55 +1,69% 34+2,69

a-c: Ayni1 harfe sahip grup — zaman ortalamalar arasinda fark yoktur.

A-F: Ayn harfe sahip grup*zaman etkilesimleri ortalamalar1 arasinda fark yoktur.
*0,05 diizeyinde anlamli p degeri

Ort £ SS: Ortalama + Standart sapma

Tablo 4.8’deki bulgulara gore;

Kontrol grubu icin; nekrotik hiicre degerleri agisindan saatler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05).
I-PRF grubu icin; nekrotik hiicre degerleri agisindan saatler arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05).
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BA grubu i¢in; nekrotik hiicre degerleri agisindan saatler arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05).
I-PRF + BA grubu icin; nekrotik hiicre degerleri agisindan saatler arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05).

24., 48. ve 72. giline ait nekroz hiicre bulgulart ise Sekil 4.22°de

gosterilmektedir.
NEKROZ
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0 ] [

Kontrol (G1) I-PRF (G2) BA (G3) I-PRF + BA (G4)
W 24.saat W48.saat W 72.saat

Sekil 4.22 Zaman ve gruplar gore nekrotik hiicre degerlerinin karsilastirilmasi

24. saat i¢in en yiiksek ortalama nekrotik hiicre degeri 2,85 ile I-PRF grubuna
aittir. 24. saate ait nekroz hiicre bulgular1 Sekil 4.23’te gosterilmektedir.

73



24. saat

kontrol (1) || T -
kere (c2) - [ 2
sa(c3) |, ¢

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

W 24. saat

Sekil 4.23 24. saat i¢in gruplar arasinda nekrotik hiicre degerlerinin
karsilagtirilmast

48. saat i¢in en yiiksek ortalama nekrotik hiicre degeri 2,35 ile kontrol grubuna

aittir. 48. saate ait nekroz hiicre bulgular1 Sekil 4.24’te gosterilmektedir.

48.saat
Kontrol (G1) 2,35
I-PRF (G2) 2,03
BA (G3) 0,76
I-PRF + BA (G4) 0,85
0 0,5 1 1,5 2 2,5
48.saat

Sekil 4.24 48.saat i¢in gruplar arasinda nekrotik hiicre degerlerinin karsilastirilmast
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72. saat icin en yiiksek ortalama nekrotik hiicre degeri 7,81 ile I-PRF grubuna

aittir. 72. saate ait nekroz hiicre bulgular1 Sekil 4.25°te gosterilmektedir.

72. saat

e (G2) - [ -
ea(c3) [ ;-

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

W 72. saat

Sekil 4.25 72.saat i¢in gruplar arasinda nekrotik hiicre degerlerinin
karsilastirilmast

4.3.1.5 Akim Sitometri Analizinde Olii Hiicre Bulgularinin Degerlendirilmesi

Akim sitometri analizi ile kontrol grubu ve ii¢ farkli materyal grubunun dental
pulpa mezenkimal kok hiicreler iizerindeki etkisini inceleyen ¢alismamizda 6lii hiicre
(Nekroz+ Geg¢ Apoptoz+ Erken Apotoz) degeri lizerine grubun ana etkisi istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0,11). Olii hiicre degeri iizerine zamanin ana etkisi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Olii hiicre degeri iizerine grup ve
zaman etkilesiminin etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Olii hiicre
degeri lizerine grup, zaman ve grup-zaman etkilesiminin ana etkisinin karsilastirilmast

Tablo 4.9°da gosterilmektedir.
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Tablo 4.9 Zaman ve gruplara gore 6lii hiicre degerlerinin karsilastirilmast

Test Istatistigi sd p
Grup 4,64 3 0,011
Zaman 66,25 2 <0,001
Grup*Zaman 34,43 6 <0,001

sd: serbestlik derecesi
*0,05 diizeyinde anlamli p degeri

Kontrol grubunda 6lii hiicre degerinin ortalamasi 43,9, I-PRF grubunda 36,07,
BA grubuna 46,49 ve I-PRF + BA grubunda ise 40,32 olarak elde edilmistir (Tablo
4.10). Burada farklilik I-PRF ile BA grubunda elde edilen 6lii hiicre ortalama degeri
arasinda goriilmiistiir (p<0,05). Kontrol, I-PRF ve I-PRF + BA grubu arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05). En yiiksek toplam ortalama
oli hiicre orani, BA grubuna, en diisiik toplam ortalama 6lii hiicre orani ise I-PRF

grubuna aittir.

Tablo 4.10 Farkl1 deney siirelerinde ve ortamlarinda saptanan 6lii hiicre degerlerinin

karsilastirilmast
Olii Hiicre
Toplam
24. saat 48. saat 72. saat
Ort =SS Ort =SS Ort =SS
(medyan) (medyan) (medyan)
Kontrol (G1) 8,36 + 3,53F 43,53 +2,688CP 79,81 + 6,084 43,9 +31,17%®
I-PRF (G2) 27,06 + 4,25PF 47,64 +7,625¢ 33,5+£2,695PF 36,07+ 10,2
BA (G3) 24,51 + 10,45F 37,44 &+ 2,67BCDE 77,52 + 2,44 46,49 + 24,56
I-PRF + BA (G4) 50,9 + 14,428 32,09 + 1,74C€DE 37,97 £2,075PE 40,32 + 11,1
Total 27,71 + 17,74¢ 40,18 £7,2° 57,2+22,71* 41,69 £+ 20,68

a-c: Ayni1 harfe sahip grup — zaman ortalamalar arasinda fark yoktur.

A-F: Ayn harfe sahip grup*zaman etkilesimleri ortalamalar1 arasinda fark yoktur.
*0,05 diizeyinde anlamli p degeri

Ort £ SS: Ortalama + Standart sapma
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Tablo 4.10’daki bulgulara gore;

Kontrol grubu icin; 6li hiicre degerleri agisindan 24. saat, 48. saat ve 72. saat
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,05). En yiiksek olii hiicre
orani 72. saatte goriilmiistiir.

I-PRF grubu icin; 6l hiicre degerleri agisindan 24. ve 48. saat arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik vardir. Ancak 24. ile 72. saat ve 48. ile 72. saat arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamastir (p>0,05).

BA grubu i¢in; 6li hiicre degerleri agisindan 24. ve 48. saat arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik yoktur (p>0,05). Ancak 72. saat ile 24. saat ve 72. saat ile
48. saat arasindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik mevcuttur (p<0,05).

I-PRF + BA grubu i¢in; 0l hiicre degerleri agisindan 24. ve 72. saat ile 48. ve 72.
saat arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05). Ancak 24. ve 48.

saat arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardir (p<0,05).

Olii hiicre degeri ortalamalar1 24. saatte 27,71; 48. saatte 40,18 ve 72. saatte
57,2 olarak elde edilmistir. 24. 48. ve 72. saate ait 6lii hiicre bulgular1 ise Sekil 4.26°da

gosterilmektedir.
OLU HUCRE
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Kontrol (G1) I-PRF (G2) BA (G3) I-PRF + BA (G4)
W 24.saat m48.saat m72.saat

Sekil 4.26 Zaman ve gruplar gore 6lii hiicre degerlerinin karsilastirilmasi
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24. saat 0l hiicre degeri ortalamalar1 kontrol grubunun 8,36, I-PRF grubunun
27,06; BA grubunun 24,51 ve [-PRF + BA grubunun 50,9 olarak elde edilmistir. 24.
saatte en yiiksek ortalama 6lii hiicre degeri I-PRF + BA grubuna aittir ve diger gruplar
ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0,05). Kontrol grubu
ile BA grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0,05). En diisiik
ortalama 6lii hiicre degeri ise kontrol grubunda goriilmiistiir, I-PRF ve I-PRF + BA
gruplart ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0,05). 24. saate ait

oli hiicre bulgular1 Sekil 4.27°de gosterilmistir.

24. saat

kontrol (G1) [ 236
PR (G2) | - s

-pre e (c4) - [ o

0 10 20 30 40 50 60

W 24. saat

Sekil 4.27 24. saat i¢in gruplar arasinda 6lii hiicre degerlerinin karsilastirilmasi

48. saat i¢in Olii hiicre bulgular agisindan en yiiksek ortalama degeri I-PRF
grubuna aitken, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur
(p>0,05). 48. saatteki en diislik ortalama 6lii hiicre degeri ise 32,09 olmak iizere [-PRF
+ BA grubuna aittir. 48. saate ait 6lii hiicre bulgular1 Sekil 4.28’de gosterilmektedir.
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48.saat
Kontrol (G1) 43,53
I-PRF (G2) 47,64
BA (G3) 37,44
I-PRF + BA (G4) 32,09
0 10 20 30 40 50 60
48.saat

Sekil 4.28 48.saat i¢in gruplar arasinda 6lii hiicre degerlerinin karsilastirilmasi

72. saat i¢in en yiiksek ortalama 6lii hiicre degeri kontrol grubuna ait olmakla
beraber [-PRF ve [-PRF + BA grubu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
vardir (p<0,05). Ancak I-PRF ve I-PRF + BA grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik yoktur (p>0,05). Kontrol ve BA gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05). 72. saatteki en diisiik ortalama 6l
hiicre degeri ise 33,5 olmak {izere I-PRF grubuna aittir. 72. saate ait 6lii hiicre bulgular

Sekil 4.29°te gosterilmektedir.
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Sekil 4.29 72.saat i¢in gruplar arasinda 6lii hiicre degerlerinin karsilastirilmasi

4.4 DP- MKH Odontojenik Farklilasma Bulgularinin Degerlendirilmesi

Dort deney grubu icin odontojenik farklilasma potansiyelleri Binokiiler
Arastirma Mikroskobu (Olympus BH2-RFCA, Japonya) ile goriintiiler alinarak
incelendi.

Dental pulpadan elde edilen kok hiicrelerde, odontojenik farklilasmanin
degerlendirilmesi Alizarin Red boyamasi (ALR) ile hiicre kiiltiirlindeki kalsiyum
birikiminin gériintiilenmesi ile yapilmaktadir. Boyama yonteminde, kalsiyum depolari
hidroksil grubuyla reaksiyona girerek bir c¢okelti olusturur. Hiicre kiiltiirtindeki
kalsiyum iceren bolgelerin ALR ile temast sonucu, kirmizi-turuncumsu bir renkte
boyanir. Her ne kadar kantitatif bir Ol¢lim yapilmamis olsa da mikroskop ile
incelemede belirgin farklar saptanmistir.

Her bir hiicre kiiltiiriindeki kalsifikasyon yogunluklarinin ve hiicre

farklilagmalarinin incelendigi gruplar arasi karsilastirmalar degerlendirildiginde;

G1: DMEM igeren kontrol grubunda DP-MKH odontojenik farklilasma deney
sonuglari:

DMEM kontrol grubuyla stimiile edilen DP-MKH nin grubunda, diger tiim
gruplara kiyasla en diisik mineralizasyon seviyeleri gozlenmistir. Hiicrelerde

gorilildiigii zamana bagl olarak apoptotik hiicrelerin goriildiigii, diizensiz mineralize
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kalsiyum birikimlerin olustugu saptandi. ALR ile boyanan mineralize kalsiyum
birikimleri goriildii. Farklilasan hiicrelerde kalsiyum birikimine bagl olarak hiicrelerin

turuncu-kirmizi renkte boyandigi tespit edilmistir (Sekil 4.30).

Sekil 4.30 DMEM kontrol grubundaki DP-MKH’nin (G1) odontojenik farklilasma
ortamina birakildiktan sonraki ALR boyama goriintiileri.
A:4X, B: 10X

Gruba ait hiicrelerin morfolojik olarak odontoblast benzeri hiicrelere kismen

oo o

doniigtiigli, hiicrelerin toplanmaya ve yiliksek yogunluklu kiimeler olusturmaya

basladig1 gozlendi (Sekil 4.31).

Sekil 4.31 G1 grubu ALR boyama 6ncesi goriintiisii (10X).
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G2: DMEM ve I-PRF igeren ortam ile stimiile edilen gruptaki DP-MKH nin
odontojenik farklilagsma deneyi sonuglari:

Mezenkimal kok hiicrelerinin islem gordiikten sonra yapisik tek tabaka
seklinde yayildig1 ve ylizeyin yaklasik %75' ini kapladigi gozlendi. Hiicrelerde
kalsiyum mineral depozitlerinin ise 6zellikle siyah noktaciklar seklinde oldukca fazla
artis gosterdigi tespit edildi. Mineralizasyon kademeli olarak artt1 ve yapisik tek tabaka
boyunca birden fazla alanda bir araya gelerek mineralize bolgeler olusturdu (Sekil 4.32

ve 4.33).

Sekil 4.32 DMEM ve I[-PRF grubundaki DP-MKH’nin (G2) odontojenik farklilagma
ortamina birakildiktan sonraki ALR boyama goriintiileri.

A:4X, B: 10X
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Sekil 4.33 G2 grubu ALR boyama 6ncesi goriintiisii.

G3: DMEM ve borik asit (BA) igeren ortam ile stimiile edilen gruptaki DP-
MKH’nin odontojenik farklilasma deneyi sonuglari:

Kalsifiye nodiillerin varligint tespit etmek i¢in odontodiferansiyasyonun
indiiklenmesinden sonra diger gruplardaki hiicrelere kiyasla kalsiyum nodiil
olusumunun belirgin sekilde arttig1 gosterildi. Alanda igsi yapida yaygin bir dagilim
gozlenirken st iiste yogun bir sekilde kiimelenmis kalsifiye alanlar dikkat cekti.
Hiicreler arasindaki yapilarin baglant1 yapilarinin yer yer kayboldugu alanlar gézlendi

(Sekil 4.34).

Al

Sekil 4.34 DMEM ve borik asit grubundaki DP-MKH’nin (G3) odontojenik
farklilagma ortamina birakildiktan sonraki ALR boyama goriintiileri A: 4X, B: 10X
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G3 grubuna ait hiicrelerin morfolojik olarak odontoblast benzeri hiicrelere
farklilagsmadig1 izlendi. Ancak mineralize kalsiyum odaklar1t ALR ile boyanan parlak
kirmiz1 renkte gozlendi (Sekil 4.35).

Sekil 4.35 G3 grubu ALR boyama 6ncesi goriintiisii

G4: DMEM, I-PRF ve BA iceren ortam ile stimiile edilen gruptaki DP-
MKH’nin odontojenik farklilasma deneyi sonuglari:

Bu gruptaki DP-MKH, kontrol grubu hiicrelerine gére yogun kalsifiye tortu
gosterdi. Kalsifiye alanlar gruplar halinde yogunlasmis ve etrafi siyah boyanmis
halkalar ile sinirlanmis izole alanlar seklinde dikkati ¢ekti. Genel yapmin yaklasik
%90’ 1n1in ALR ile boyanarak kalsifiye oldugu gozlendi (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36 DMEM, I-PRF ve BA grubundaki DP-MKH  nin (G4) odontojenik
farklilagsma ortamina birakildiktan sonraki ALR boyama goriintiileri

A:4X, B: 10X

Boyanmadan 6nceki haline bakildiginda ise her grupta goriilen igsi yapilarin
yaninda osteoblastlar ve lakunalar i¢inde osteosit benzeri yapilar gdzlendi. Hiicrelerin
daha belirgin bir sekilde koloni olusturma ve ¢ogalma egiliminde olduklar1 izlendi

(Sekil 4.37).

Sekil 4.37 G4 grubu ALR boyama 6ncesi goriintiisii

DMEM, I-PRF ve BA ile stimule edilen grupta (G4) goriilen mineralize
nodiillerin sayist DMEM ve [-PRF grubuyla stimiile edilen grupta olusan nodiillere
gore daha fazla bulunmustur. Ayrica G4 grubundaki mineralize nodiiller DMEM ve
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BA ile stimiile edilen gruptan niteliksel olarak daha biiyiik ve daha yogun olarak
gozlemlendi. Bu durumun odontojenik farklilasmayi ve ekstraselliller matriks
mineralizasyonunu tetikledigi diistiniilmiistiir.

Hem DMEM ve [-PRF ortamiyla hem de DMEM ve BA ortamiyla stimiile
edilen gruplara ait hiicrelerin tiim deney siirelerinde morfolojik olarak odontoblast
benzeri hiicrelere doniistiigii ancak en yogun mineralize kalsiyum birikimlerinin
DMEM, I-PRF ve BA igeren ortamda bulunan DP-MKH grubunda oldugu
gorlilmiistiir (Sekil 4.38).

2

Sekil 4.38 Odontojenik farklilasma ortaminda kiiltiire edilen tiim deney grubu

hiicrelerinin 21 giin sonunda ALR ile boyanmadan 6nce ve sonraki goriintiileri
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TARTISMA

Bu calismada I-PRF ve borik asit materyalinin DP-MKH canlilig1 iizerine
etkisinin Annexin V boyas1 kullanilarak 24., 48. ve 72. saatlerde belirlenmesi ve
odontojenik farklilagma diizeylerinin saptanmasi amaglanmaigtir.

Dental pulpa, kan damarlari, sinir demetleri ve mineralize dentini olugturabilen
pulpa odasi boyunca uzanan odontoblast tabakasi ile kok kanalinda organize olmus
yumusak bir bag dokusudur [248]. Ciirlik, periodontal hastalik, travma ve cesitli
iatrojenik faktorlerin bir sonucu olarak, dentin-pulpa kompleksi, geri doniigiimlii
pulpitis ve tedavi edilmediginde geri doniisii olmayan pulpitise veya pulpa nekrozuna
ilerleyecek hastaliklar gelistirebilmektedir [249, 250]. lyi organize olmus yapilart
iceren dis pulpasinin rejenerasyonunun saglanmasi, dis pulpasinin islevini stirdiirmek
ve tiim digin canlilifin1 geri kazandirmak i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Miihendislik ve yasam bilimleri prensiplerini temel alan ve yeni gelisen
interdisipliner bir bilim olan doku miihendisligi yaklasimlar: icerisindeki en énemli
basamaklardan biri kok hiicrelerdir [251].

Osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasma yetenekleri goz Oniine
alindiginda gelecekteki kemik ve dentin mineralizasyonunu hedefleyen tedavi
stratejileri icin umut verici adaylar olan dis kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
tanimlanmasi rejeneratif tip alaninda 6nemli bir kilometre tagi olmustur [252]. Hiicre
bazli doku mihendisligi iizerine yapilmis ¢alismalar, pulpa rejenerasyon
aragtirmalarinda biiyiik bir potansiyel gostermistir. Noral krest kaynakli mezenkimal
kok hiicre grubundan olan dental pulpa kok hiicrelerinin, izolasyon ve
karakterizasyonlarindan bu yana, in vitro kosullarda odontoblastlara farklilasma ve
yapi iskeleleri ile birlikte nakledildiginde in vivo dentin-pulpa kompleksini olusturma
yetenekleri onlar1 dis doku miihendisligi alaninda umut vaat eden hiicreler haline
getirmistir [253-255]. Giliniimiizde doku miihendisligi calismalarinda yasanan bu
geligsmeler sayesinde nekrotik bir pulpanin tekrar canlilifina kavugmasi artik hayal
olmaktan ¢ikmistir [256-258].

Dental pulpa kok hiicreleri kiiltiir kosullarinda kendini yenileme 6zelliklerini
ve farklilasabilme yeteneklerini korumakta bu 6zellikleri kok hiicre transplantasyonu
iceren ve doku rejenerasyonunu amaglayan tedavilerde kolaylik saglamaktadir [55,
259]. DP-MKH’nin elde edilecegi bolgeye cerrahi erisimin kolayligi, verimli eldesi,
ilgili bolgede diisiik morbidite riski [55], dondurularak saklanabilmesi ve bir¢ok yap1
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iskelesi ile yeniden birlestirilebilmesi [98, 260] gibi diger 6zellikleri sebebiyle de doku
miihendisligi caligmalari i¢in tercih edilecek adaylar olmaktadirlar.

Literatiirde, DP-MKH’nin hiicre biiyiime, farklilasma kapasitesi ve kok hiicre
fonksiyonlarima Onciilik etme potansiyeli gibi 6zelliklerini degerlendiren birgok
calisma mevcuttur [261, 262]. Calismamizda s6z konusu avantajlar1 sebebiyle ve
rejeneratif tedaviler ile pulpa-dentin kompleksini yeniden olusturma amaciyla
kullanim1 en sik tercih edilen kok hiicreler oldugu igin DP-MKH kullanimi tercih
edildi. Yapilan ¢calismalar degerlendirildiginde, dental dokulardan kok hiicrelerin elde
edilmesi i¢in genellikle 19-25 yas arasi saglikli bireylerin herhangi bir patolojik sebebi
bulunmayan ¢ekim endikasyonu olan gdmiik 20 yas disleri kullanilmaktadir. Hiicresel
acidan zengin olmalari, yliksek ¢ogalma potansiyelleri, gdmiik olmalar1 nedeniyle
steril kalabilmeleri ve c¢ekim endikasyonu siklig1 gibi avantajlart sebebiyle
calismamizda 20 yas disleri dental pulpa kok hiicre kaynagi olarak tercih edilmistir
[107].

Yetiskin kdk veya progenitor hiicreler, morfojenler ve uygun bir iskele olmak
izere 3 temel unsura dayali olarak, rejeneratif endodontinin odak noktasi, kaybedilen
dis dokusunu, yani pulpa-dentin kompleksini yeniden olusturmaktir [263]. Rejeneratif
dental uygulamalar i¢in tasarlanan iskelelerin, kok kanalinda gbzlenen mikro ortami
taklit etmesi ve mekanik destek saglamasi beklenmektedir [264]. Klinik ve deneysel
olarak, iskele olarak en sik tercih edilen yapilaridan biri, kasith olarak provoke edilen
periapikal kanama sonucu dezenfekte edilmis kanal i¢inde olusan kan pihtisidir. Kok
hiicre, inflamatuar hiicre, fibroblast ve yara iyilesmesi icin gerekli olan biiyiime
faktorleri acisindan zengin oldugunun gdosterilmesi [8], kan pihtisinin rejeneratif
endodontide giivenilir bir doku miihendisligi iskelesi olarak islev gorebilecegini
gostermektedir [265]. Trombositlerin, yara iyilesme evrelerinde kilit gorevlere sahip
olmasi, vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) ve doniistiiriicli biiylime faktorii
beta (TGF-B) gibi maddeleri serbest birakmasi [266], biyolojik olarak aktif maddeleri
depolama ve salgilamasi, enfeksiyonla miicadele etme [267] gibi 6zelliklerinden
dolay1 trombositten zengin plazma (TZP) ve trombositten zengin fibrin (TZF) gibi
otolog trombosit konsantreleri, sadece rejeneratif tipta degil rejeneratif endodontide
de biiyiik potansiyel gostermis ve yaygin ilgi gérmiistiir [268]. Literatlirde bir dizi
calisma, TZP ve TZF gibi trombosit konsantrelerinin rejeneratif endodontik
tedavilerde iskele olarak kullaniminin, geleneksel indiiklenmis kan pihtist kullanimina

kiyasla biyolojik rejeneratif sonuglari iyilestirdigini bildirmistir [152, 269, 270].
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TZP elde etme protokolii, antikoagiilan kullanimin1 gerektirmekte, yliksek G-
kuvveti altinda ¢oklu santriflij adimlarin1 igcermektedir [27, 50, 51]. Alternatif olarak
Choukron'un gelistirdigi TZF ise, biliylime faktorlerinin ¢ogunun fibrin ag1 i¢inde
kapsiillendigi, siv1 bir protein konsantresinden yoksun bir formiilasyona sahip yap1
iskelesidir [44]. TZF iskelelerinin, hazirlandiktan ¢ok kisa bir siire sonra dehidrasyona
ugrayarak parcalanmalart nedeniyle yapisal biitiinliikkleri ve biyolojik 6zellikleri
olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu nedenle hazirlandiktan hemen sonra
kullanilmalar1 gerekmektedir [163]. Ayrica TZF’in sahip oldugu kati yapisi
uygulamalarin1  sinirlandirmaktadir  [271]. Literatiirde farkli  klinik ihtiyaglar
karsilamak amaciyla TZP, TZF f{iriinlerine alternatif olabilecek, protokolii optimize
etmeye yoOnelik yapilmig arastirmalar mevcuttur [267, 272]. Bu amagla gelistirilen
otolog iiriinlerden biri de TZP’daki gibi herhangi bir antikoagiilan veya TZF'deki gibi
fibrin matriksi igermeyen, TZFnin sivi bir formiilasyonu olan enjekte edilebilir
trombositten zengin fibrindir [19].

Literatiirde trombosit konsantrelerinin RET’lerde degerlendirildigi birgok
caligma yapilmis olmasina ragmen, I-PRF’in rejeneratif etkinliginin degerlendirildigi
caligma sayisi oldukega sinirlidir [186, 273]. Nageh ve ark. internal kok rezorpsiyonuna
sahip periapikal lezyonlu veya lezyonsuz daimi 6n dislerin rejeneratif tedavisinde I-
PRF biyoiskele tiiriiniin potansiyelini degerlendirildikleri ¢aligmalarinda, tiim
olgularda takip siiresi boyunca belirti ve semptomlarin diizeldigini, internal
rezorpsiyon lezyonlarinda ve periapikal lezyonlarda konik 1s1nl1 bilgisayarli tomografi

(CBCT) goriintiillemede tedavi dncesine gore iyilesme oldugunu gostermislerdir [273].

Rejeneratif endodontik tedavide kok kanal dezenfeksiyonu igin iiglii
antibiyotik pati1 iceren I-PRF’in kullanimini arastiran bir ¢alismada {i¢lii antibiyotik
pati igeren I-PRF’in, yalniz ti¢lii antibiyotik patina gore yiiksek oranda antimikrobiyal
etki gosterdigi kanitlanmistir. Bu {iretilen iskelenin sadece bakteri sayisini
azaltmadig1, ayn1 zamanda rejenerasyonu destekleyen biiyiime faktorlerini de igermesi
sebebiyle rejeneratif endodontik tedavilerde umut verici potansiyeli oldugu
diistintilmistiir [274]. Bildigimiz kadariyla, gelistirilmis bir trombosit iiriinii olarak I-
PRF'nin RET prosediiriinde ideal bir iskele gorevi goriip géremeyecegine dair bir
kesin kanit yoktur.

Chai ve ark. DP-MKH’nin hiicresel rejeneratif aktivitesini I-PRF veya

geleneksel TZF kiiltlir ortaminda karsilastirmak amaciyla yaptiklar ¢aligmalarinda
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yirmi yas dislerinden elde ettikleri pulpa kok hiicrelerinin gogiinii, ¢ogalma ve
odontoblastik farklilasma kapasitesini degerlendirmislerdir. Calisma sonuglarinda
hem TZF hem de I-PRF, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda DP-MKH’in migrasyon
ve proliferasyonunu arttirmistir. I-PRF, TZF ile karsilagtirildiginda migrasyonda
kayda deger bir artis gostermis ve kollajen tip 1 alfa 1, dentin sialofosfoprotein ve
dentin matris protein 1'i kodlayan genlerin m-RNA ekspresyonunu indiiklemistir. Bu
caligmadan elde edilen bulgular, I-PRF'in geleneksel TZP ile karsilagtirildiginda DP-
MKH'nin rejenerasyon potansiyelini daha iyi destekledigini gostermektedir. Ayrica
Alizarin red boyamasi ile I-PRF grubunda daha yiiksek oranda olmak iizere her iki
trombosit konsantresinde, kontrol grubuna gore daha fazla mineralize nodiil olustugu
gosterilmistir [21].

I-PRF’in, kanal i¢ine kolayca enjekte edilebilen ve diizensiz bosluklar
doldurabilen s1v1 formiile sahip olmasi, hem zengin bir bilylime faktorii kaynagi olmasi
hem de iskele gorevi gorebilmesi gibi ¢esitli avantajlart mevcuttur. Ayrica, sivi TZF
formunun, cesitli uygulamalar i¢in bu tez ¢alismasinda kullanilan bor gibi biyoaktif
materyaller ile kombine olarak kolaylikla kullanilabilmesi, rejeneratif potansiyeli
indiikleyici ozellikleri ve konak tiirevli bir biyolojik iskele olmasi gibi sebeplerle bu
tez ¢alismasinda DP-MKH canlilig1 ve farklilagmasi lizerine etkilerini degerlendirmek
iizere [-PRF tercih edilmistir [184].

Bu tez ¢aligmasinda [-PRF, daha yiiksek santrifiij hizlarinda hazirlanan diger
TZF formiilasyonlar: ile karsilagtirildiginda rejeneratif hiicre, 16kosit ve trombosit
sayilariin yani sira biiyiime faktorleri konsantrasyonunda 6nemli bir artisa neden
oldugu gosterilen diisiik hizli santrifiij konsepti ile hazirlanmistir [181].

Insan gingival mezenkimal hiicreleri [19, 275] osteoblastlar1 [276, 277] ve
periodontal ligament kok hiicreleri [278] iizerinde %5 ve %100 arasinda degisen I-
PRF konsatrasyonlari ile sartlandirilmig ortam kullanarak yapilan ¢aligmalarda genis
bir biyouyumluluk araligi bulunmustur. Literatirde DP-MKH’nin rejeneratif
potansiyelini, I-PRF ve TZP konsantreleri iceren kiiltlir ortaminda degerlendiren tek
bir ¢alisma mevcuttur [21]. Bu ¢alismada proliferasyon, odontojenik farklilagma ve
migrasyon degerlendirme deneyleri uygulanan DP-MKH, igeriginin %20’si I-PRF
olan sartlandirilmis ortamda kiiltiir edilmistir. Bu sebeple bu tez calismasinda I-
PRF’nin bulundugu gruplarda kiiltiir ortamindaki I-PRF oram1 %20 olarak tercih

edilmistir.
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L-PRF'in (Lokosit ve Trombositen Zengin Fibrin) DP-MKH farklilagmasi
tizerindeki potansiyel etkilerini analiz etmeyi amaglayan ve mineralizasyon
potansiyelini arastirmak i¢in Alizarin-Red (ALR) boyama yontemini tercih eden bir
caligmanin sonuglari, osteojenik ortamda kiiltiir edilen hiicrelerde mineral birikiminin
kontrol grubuna gore L-PRF gruplarinda belirgin sekilde artis gosterdigini
kanitlamigtir [279]. Bizim c¢aligmamizda da ALR boyama ile degerlendirmede
odontojenik farklilagsmanin bir kanit1 olan kalsifiye nodiil iceriginin I-PRF grubunda
kontrol grubuna gore daha fazla oldugu gosterilmistir.

Diinyada %72’lik bir pay ile rezervinin en biiyiigii iilkemizde olan bor basta
endiistriyel alan olmak {izere yiizyillardir bir¢ok alanda kullanim imkan1 bulmaktadir.
Hayvan ve insan viicudu i¢in 6nemi heniiz tam olarak aydinlatilamamis olan borun
yliksek yapili organizmalarda bazi metabolizmalar i¢in esansiyel olabilecegi teorize
edilmistir [280-282]. Borun memeli metabolizmasi {lizerindeki en belirgin ve iyi
bilinen etkilerinden biri muhtemelen kemik ve dis gelisimine katkisidir. Borun kemik
ve dis gelisimi {lizerindeki kesin mekanizmasi hala belirsizligini korumakla birlikte,
bazi ¢alismalar, borun progenitdr hiicre farklilagmasi ve olgunlasma stireglerinde rolii
oldugunu 6ne stirmiistiir [23, 26, 204, 283].

Rejeneratif doku miihendisliginde bor tiirevleri kullanilmasinin giivenli oldugu
baz1 ¢aligmalar ile kanitlamigtir. Bunlardan biri Demirci ve ark [284] tarafindan bor
icerikli kompozitlerin antibakteriyel etkinligi ve odontojenik, osteojenik farklilasma
iizerine etkisinin degerlendirildigi bir calismadir. Bu c¢alismada bor igeren
kompozitlerin S. mutans' a kars1 dikkate deger bir antibakteriyel etki gosterdigi, ayni
zamanda DP-MKH'nin osteojenik ve odontojenik farklilasma kapasitelerini de
arttirdig1 dikkat ¢ekici bir sonug olarak gosterilmistir.

Yapilan diger bir calisma, insan disi germ kok hiicrelerinin bor ile tedavi
edildikten sonra osteojenik ve odontojenik farklilasma kapasitelerinde artis meydana
geldigini gostermistir [25].

Kemik doku miihendisligi i¢in yap1 iskelelerinde borun kullanilabilirligini
aragtirmak amaciyla yapilan bagka bir arastirmada, kitosan nanoparcaciklari i¢inde
kapsiillenmis bor ile hazirlanan iskelenin kitosan iskeleye gore, preosteoblastlarin
proliferasyonunu ve osteojenik farklilasmasini 6nemli dl¢lide artirdigt gosterilmistir.
Bor ile yiiklenmis polimerik iskelelerin, in vitro ve in vivo kemik rejenerasyonu igin

umut verici bir ara¢ oldugu diisiiniilmistiir [213].
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Yapilan literatlir taramasinda borun kemik doku miihendisligi basta olmak
tizere cesitli kok hiicre tiirlerinin canlilign ve farklilasmasi iizerine etkinligi
caligmalarla kanitlandig1 i¢in, bu tez calismasinda I-PRF ile birlikte borik asit
materyali degerlendirilmistir [25, 285].

Materyalin etkisiyle biyolojik yapida degisiklik meydana gelip gelmediginin
belirlenmesi amaciyla kullanacak test yontemleri, materyalin uygulama yontemine ve
beklenen toksik etkilere gore degisiklik gdsterebildigi i¢in en uygun test yonteminin
secilmesi onemlidir [286]. Biyouyumlulugun belirlenmesinde dental materyallerin
kiiltiirdeki hiicreler tizerine dogrudan uygulanmasi ve elde edilen doz-cevap egrisi
sayesinde potansiyel sitotoksisitenin belirlenmesi ilkesine dayanan hiicre kiiltiir
testleri siklikla kullanilmaktadir. Bu testler, materyal etkilerinin direkt g6zlenebilmesi,
uygulamalarin tekrarlanabilmesi ve materyaller arasinda karsilagtirmalara izin
vermeleri avantajlarina sahiptir [225]. Bu tez calismasinda in vitro direkt hiicre
materyal temas yonteminin secilmesinde kullanilan I-PRF’nin sivi olmasi ve bor
materyalinin hiicre kiiltlir besi yerinde ¢dziinebilmesi etkili olmustur.

Rejeneratif endodontide kullanilacak iskele iiriinleri ve rejeneratif potansiyeli
indiikleyici materyallerin biyouyumluluklarinin degerlendirildigi ¢aligmalarda farkli
inkiibasyon stirelerindeki hiicresel canlilik diizeylerinin incelenmesi Onemlidir.
Zamana bagli olarak hiicresel canlilik degisim gostermektedir. Parmar ve ark.
caligmalarinda iskele olarak kullandiklar1 fibrin yapistiricisinin dental pulpa kok
hiicreler iizerindeki hiicresel canliligini 1. ve 3. giin degerlendirirken [287], Wang ve
ark. I-PRF’in osteoblastlar {izerindeki hiicresel canliligin1 24. saat igin
degerlendirmislerdir. Tasli ve ark. bir bor tlirevi olan sodyum pentaborat penhidrat’in
(NaB) dis germi kok hiicrelerinin canliligi {izerine etkilerini 24. 48. ve 72 saatte
degerlendirmisglerdir [25]. Bor materyal ¢esitlerinin DP-MKH {izerindeki etkilerinin
incelendigi bir tez caligmasinda da biyouyumluluk 24., 48. ve 72. saatlerde
degerlendirilmistir [247]. Bu nedenle tez ¢calismasinda I-PRF ve bor materyallerinin
DP-MKH iizerindeki sitotoksik etkisi incelenirken bu zaman araliklar1 tercih
edilmistir.

Bu tez ¢aligmasinda borik asit materyalinin degerlendirildigi i¢ zaman aralig1
incelendiginde zamanla canli hiicre degerinde diisiis goriilmiistiir. Ancak kontrol
grubuna gore canlilik degeri karsilastirmasinda 24. saat icin %18 azalma, 48. saat i¢in
%10 artis ve 72. saat icin %11 artis gdozlemlenmistir. Her li¢ zaman araliginda da

kontrol grubu ile arasinda canli hiicre oran1 bakimindan istatistiksel fark goriilmemistir
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(p>0,05). Baska bir ¢calismada ise DP-MKH {izerine 1uM borik asit uygulandiginda,
kontrol grubuna gore 24. ve 72. saatlerde sirasiyla %57 ve %18’lik bir proliferasyon
artis1 gdzlemlenmistir [247].

Bildigimiz kadartyla, literatiirde odontojenik ve osteojenik farklilasmay1
artirdig1 kanitlanmis olan I-PRF ve bor materyalinin birlikte kullanimini ve etkisini
degerlendiren bir arastirma yoktur. Calismamizda I-PRF igerisine borik asit
eklendiginde, yalniz I-PRF uygulanan gruba gore ortalama hiicre canliliginda %7
azalma goriiliirken, yalniz borik asit uygulanan gruba gore hiicre canliliginda %11 artis
goriilmiistiir. I-PRF’nin otolog kaynaklardan tiiretilen bir biiyiime faktorii konsantresi
olarak kok hiicre canliligini olumlu yonde etkilemede borik asitten daha bagarili olmast
beklenen bir sonug¢ olmustur.

Odontojenik hiicre analizi ve alizarin red boyamasi sonrasi mineralizasyon
incelemesi sonucunda en yogun mineralize nodiil say1s1 gésteren DP-MKH grubunun,
I-PRF ile birlikte borik asidin uygulandigi grup oldugu goriilmiistiir. Yalmz borik
asidin uygulandig1 grupta ise DP-MKH daha biiyiik nodiiller olusturmustur. Bu
sonuglar bize borik asidin odontojenik-osteojenik farklilagsmayr indiikledigini
gostermistir. Odontojenik farklilagmanin borik asit ve I-PRF + borik asit grubunda en
fazla oldugu g6z onilinde bulunduruldugunda hiicre canliliginin mininum seviyede
etkilenmesi ancak odontojenik farklilagsmanin maksimum olabilmesi acisindan bu
caligmanin sonuglar1 I-PRF ve borik asitin kombine seklini daha uygun bulmaktadir.

Tasl1 ve ark. tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, 5 ve 700 pg/ml arasinda cesitli
derisimlerde sodyum pentaborat penhidrat’in (NaB), insan dig germ hiicresi osteojenik
ve odontojenik farklilasmasina olan etkisi incelenmistir. 20 pg/ml derisimdeki bor
tiirevinin hiicrelerin canliligint artirdigi ve odonto-osteojenik farklilagmay1 kontrol
grubuna gore daha iyi indiikledigi gosterilmistir [25]. Bu sonuglar bu tez ¢alismasinin
ulastig1 sonugclar ile ortiismektedir. Ancak borik asidin farkli konsantrasyonlariin tek
basina ve I-PRF ile birlikte dental pulpa kok hiicre canliligina etkisi ve odonto-
osteojenik farklilagmasina olan katkisinin degerlendirilmesi i¢in daha fazla ¢calismaya
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ying ve arkadaglar1 [26], doku miihendisligi uygulamalarinda borun kemik
iligi kok hiicrelerinin proliferasyon ve farklilagmasi tizerine etkisini 4, 7 ve 14 giinliik
siirelerde inceledikleri c¢alismalarinda, 1, 10, 100 ve 1.000 ng/ml borik asit
konsantrasyonlarint karsilagtirmislardir. Aragtirmalarinda sadece 1000 ng/ml’lik

derisimde sitotoksik etki tespit etmislerdir. Ayrica kontrol grubuna gére 10 ve 100
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ng/ml’lik derisimde anlamli diizeyde fazla kalsifik nodiil olusumu meydana geldigi
gosterilmistir. Bizim c¢alismamizda ise borik asitin yiiksek derigimi (yaklasik 1000
ng/ml) kullanilmasina ragmen DP-MKH’nde kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak
anlamli bir sitotoksik etki goriilmemesi kemik iligi kok hiicrelerine kiyasla DP-
MKH’nin borik asite kars1 daha az duyarli oldugunu diisiindiirmektir. Ancak bizim
calismamizda bor asit ve [-PRF’in 24., 48. ve 72. saatlerde etkisi gézlemlenmistir. Bu
sonuclar kisa donem sonuclar1 ifade ettigi i¢in materyallerin daha uzun dénem
biyouyumluluk  etkilerinin ~ degerlendirildigi =~ daha  kapsamli ¢alismalara
ihtiya¢ vardir.

Bizim calismamiz sonucunda DP-MKH iizerinde bor materyalinin ve I-
PRF’nin genel olarak proliferatif ve odontojenik farklilagma etkisinin tespit
edilmesinin, bu {irlinlerin rejeneratif endodonti alaninda kullanim kazanabilmesi i¢in

yapilmasi gereken daha kapsamli caligmalara 151k tutacagini diisiinmekteyiz.
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SONUC VE ONERILER

Borik asit ve I-PRF’nin, DP-MKH canlilig1 ve odontojenik farklilagmasi iizerine
etkinliginin incelendigi bu tez ¢aligmasinin sinirlari dahilinde;

- 24., 48. ve 72. saat ortalamalar1 dikkate alindiginda, en yliksek DP-MKH canlilig1
sergileyen grup I-PRF grubu olmustur. Hiicresel canlilik degeri sirasiyla I-PRF >I-
PRF + borik asit >Kontrol >Borik asit olarak siralanmaktadir.

- Materyal gruplar1 arasinda erken apoptoz ve nekroz bulgular1 agisindan anlamli bir
farklilik yoktur.

- Geg apoptotik bulgular1 agisindan en yiiksek deger borik asit grubuna aittir.

- En yiiksek o6lii hiicre degeri borik asit grubuna aittir.

- En yogun mineralize kalsiyum birikimleri DMEM, I-PRF ve borik asit iceren
ortamda bulunan DP-MKH grubunda goriilmiistiir.

- Bor ve I-PRF’nin rejeneratif endodonti klinik uygulamalarinda kullanimina yonelik
girisimlerin  6n planda oldugu, daha uzun siireli ve kapsamli ¢aligmalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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CALISMANIN ADI:

Trombositten zengin fibrin ile kombine edilmis farkli doku iskelelerinin dental pulpa kok hiicrelerinin
farklilagmasi ve canlilig1 iizerine etkisinin incelenmesi.

Asagida bilgileri yer almakta olan bir arastirma caligmasina katilmaniz istenmektedir. Calismaya katilip
katilmama karar1 tamamen size aittir. Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden 6nce arastirmanin neden
yapildigini, bilgilerinizin nasil kullanilacagini, ¢alismanin neleri i¢erdigini, olasi yararlar ve risklerini ya da
rahatsizlik verebilecek yonlerini anlamaniz dnemlidir. Liitfen agagidaki bilgileri dikkatlice okumak igin zaman
aymriniz. Eger caligmaya katilma karart verirseniz, Calismaya Katilma Onayr Formu’nu imzalaymiz.
Calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirstiniiz. Caligmaya katildiginiz i¢in size herhangi bir 6deme
yapilmayacak ya da sizden herhangi bir maddi katki/malzeme katkis1 istenmeyecektir. Arastirmada kullanilacak
tiim malzemeler ve yapilabilecek tiim harcamalar aragtirmaci tarafindan karsilanacaktir.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI

e  Goniilli katilimeilardan alian kanin islenmesi sonrasi elde edilen 6zel yapidaki bir materyalin kok
hiicre iizerine etkisini degerlendirmek amagtir,
e (Caligmaya 2 kisinin alinmas1 planlanmaktadir ve ¢alisma Bezmialem Vakif Universitesi Endodonti
Anabilim Dalinda gerceklestirilecektir.

CALISMA iSLEMLERI

Calismamizin basamaklarinda arastirmamiza yonelik olarak kullanilmasi gereken bir kan {iriinii eldesi igin siz
goniilli katilimeimizdan kan 6rnegi alma islemi yapilacaktir. Kan alma iglemi rutin prosediirlerde oldugu gibi
ilgili hemsire tarafindan gergeklestirilecektir.

CALISMADA YER ALMAMIN YARARLARI NELERDIR?

Caligmada yer alarak kan vermeyi kabul etmeniz halinde kanal tedavisine alternatif bir yontem gelistirmeye
yonelik bilimsel bir aragtirmaya katki saglayacaksiniz.

BU CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETIi NEDiR?

Calismaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.
CALISMAYA KATILMALI MIYIM?

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baglidir. Su anda bu formu imzalasaniz bile istediginiz herhangi
bir zamanda bir neden gostermeksizin ¢alismay1 birakmakta &zgiirsiiniiz. Eger katilmak istemezseniz veya
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calismadan ayrilirsamiz, arastirmaci tarafindan sizin igin en uygun tedavi plami uygulanacaktir. Aym sekilde

calismay yiiriiten aragtirmaci ¢alismaya devam etmenizin sizin i¢in yararli olmayacagina karar verebilir ve sizi
calisma dis1 brrakabilir, bu durumda da sizin i¢in en uygun tedavi segilecektir.

KISISEL Bil. GILERIM NASIT. KULTANILACAK?
Calisma arastirmaciniz kisisel bilgilerinizi, aragtirmayi ve istatiksel analizler1 yuriitmek i¢in kullanacaktir ancak

kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktfir. Yalmzca geregi halinde, sizinle ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi
makamlar inceleyebilir. Calismanin sonunda, kendi sonuglarinizla ilgili bilgi istemeye hakkiniz vardir. Calisma
sonuglar1 ¢caligma bitiminde tibbi literatiirde yaymlanabilecektir ancak kimliginiz agiklanmayacaktir.

SORU VE PROBLEMLER iCiN BASVURULACAK KiSiLER:

ADI : Gozde Kotan
GOREVI : Dis hekimi
TELEFON

CATLISMAYA KATIL.MA ONAYI

Yukaridaki bilgiler: 1lgili arastirmaci ile ayrintili olarak tartistim ve kendisi batin sorularimu cevapladi. Bu
bilgilendirilmis olur belgesini okudum ve anladim. Bu arastirmaya katilmayi kabul ediyor ve bu onay belgesini
kendi hiir irademle imzaliyorum. Bu onay, ilgili hicbir kanun ve yonetmeligi gecersiz kilmaz. Arastirmaci,

saklamam 1¢in bu belgenin bir kopyasini bana teslim etmistir.

Ganiillii Ad1 Soyad: Tarih ve imza
Telefon
Vasi (var ise) Adi Soyadi Tarih ve imza
Telefon
Gdiriisme Tamg Adi Soyadi Tarih ve imza
Telefon
Arastirmaci Adi Soyadi Tarih ve imza
Telefon
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CALISMANIN ADI:

Trombositten zengin fibrin ile kombine edilmis borik asidin dental pulpa kok hiicrelerinin farklilagsmasi ve
canlilig1 izerine etkisinin incelenmesi.

Asagida bilgileri yer almakta olan bir arastirma caligmasina katilmaniz istenmektedir. Calismaya katilip
katilmama karar1 tamamen size aittir. Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden dnce arastirmanin neden
yapildigini, bilgilerinizin nasil kullanilacagini, ¢alismanin neleri igerdigini, olasi yararlari ve risklerini ya da
rahatsizlik verebilecek yonlerini anlamaniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman
aymrmiz. Eger calismaya katilma karari verirseniz, Calismaya Katilma Onayr Formu’nu imzalayimiz.
Calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz. Calismaya katildiginiz i¢in size herhangi bir 6deme
yapilmayacak ya da sizden herhangi bir maddi katki/malzeme katkisi istenmeyecektir. Aragtirmada kullanilacak
tiim malzemeler ve yapilabilecek tiim harcamalar aragtirmaci tarafindan karsilanacaktir.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI

Dislerin canliligini kaybedip gelisiminin aksamasi durumunda kok kanali igerisine gesitli materyaller
yerlestirilerek, kok hiicreler araciligi ile yeniden gelisimine devam edebilmesi beklenmektedir. Bu
materyallerin gelistirebilmesi igin dncelikle laboratuvar ¢alismalarinda ¢ekilmis disler tizerinde test
edilmesi gerekmektedir.

Bu ¢alismada sizin (18 yas altinda olanlar i¢in, sorumlulugunuz altinda olan hastanin) ¢ekilmis disi
kullanilacaktir. Bu diglerin ¢ekimi sizin rutin tedavinizde planlanmis olup ¢ekim igleminden sonra
herhangi bir isleme ihtiya¢ olmayacaktir.

e (Caligmaya 4 kisinin alinmas1 planlanmaktadir ve calisma Bezmialem Vakif Universitesi Endodonti
Anabilim Dali ve Marmara Universitesi Cocuk Immunoloji Laboratuvarinda gerceklestirilecektir.

CALISMA iSLEMLERI

Dis ¢ekim islemi rutin prosediirlerde oldugu gibi ilgili dis hekimi tarafindan gergeklestirilecektir ve arastirmamiza
yonelik olarak kullanilacaktir.

CALISMADA YER ALMAMIN YARARLARI NELERDIR?

Calismada yer alarak kan vermeyi kabul etmeniz halinde kanal tedavisine alternatif bir yontem gelistirmeye
yonelik bilimsel bir aragtirmaya katk: saglayacaksimiz.

BU CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDiR?

Caligmaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.
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CALISMAYA KATILMALI MIYIM?

Bu calismada yer alip almamak tamamen size baghdir. Su anda bu formu imzalasaniz bile istediginiz herhangi
bir zamanda bir neden gostermeksizin caligmay1 birakmakta Ozgiirsiiniiz. Eger katilmak istemezseniz veya
calismadan aynlirsamz, arastirmaci tarafindan sizin icin en uygun tedavi plani uygulanacaktir. Aym sekilde
calismay yiiriiten arastirmaci calismaya devam etmenizin sizin i¢in yararli olmayacagmna karar verebilir ve sizi
calisma dis1 birakabilir, bu durumda da sizin i¢in en uygun tedavi secilecektir.

KiSISEL BILGILERIM NASIL. KULLANILACAK?
Calisma arastirmaciniz kisisel bilgilerinizi, aragtirmay1 ve istatiksel analizleri yiiriitmek i¢in kullanacaktir ancak
kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir. Yalnizca geregi halinde, sizinle ilgili bilgileri etik kurullar ya da resmi
makamlar inceleyebilir. Calismanin sonunda, kendi sonuclarimizla ilgili bilgi istemeye hakkimiz vardir. Caligma
sonugclar calisma bitiminde tibbi literatiirde yayinlanabilecektir ancak kimli§iniz aciklanmayacaktir.

SORU VE PROBLEMLER iCIiN BASVURULACAK KiSiLER:

ADI : Gozde Kotan
GOREVI : Dis hekimi
TELEFON

CALISMAYA KATILMA ONAYI

Yukandaki bilgileri ilgili arastirmaci ile aynntili olarak tartistim ve kendisi biitiin sorularimi cevapladi. Bu
bilgilendirilmis olur belgesini okudum ve anladim. Bu arastirmaya katilmay1 kabul ediyor ve bu onay belgesini
kendi hiir irademle imzaliyorum. Bu onay, ilgili hi¢bir kanun ve y6netmeligi gecersiz kilmaz. Arastirmaci,

saklamam icin bu belgenin bir kopyasin bana teslim etmistir.

Géoniillii Ad1 Soyadi Tarih ve imza
Telefon
Vasi (var ise) Ad1 Soyad1 Tarih ve imza
Telefon
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