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OZET

Rejeneratif tedaviler, travma, kanser, hastalilk ya da konjenital nedenlerle hasara
ugramis doku ve organlarin tekrar olusumunu hedeflemektedir. Rejenetatif tip ve doku
mithendisliginin hizli gelisimi, dis hekimligi alaninda da bu uygulamalarin sikca
giindeme gelmesini saglamistir. Doku miihendisliginin dis hekimligi alanindaki en
onemli hedeflerinden biri de, rejeneratif endodontik prosediirler ile pulpa-dentin
kompleksindeki hiicrelere ek olarak, dentin ve 6zellikle apikal olmak {izere tiim kok
yapisini iceren zarar goérmiis yapilarin yenisi ile yer degistirmesini saglayan biyolojik
temelli yapilarin olusturulmasidir. Rejeneratif endodontide gelistirilmekte olan
yontemler; kok kanalinin revaskiilarizasyonu, kok hiicre tedavisi, pulpa implantt,
iskelet, cati (scaffold) implanti, enjekte edilebilir scaffold uygulamalari, ii¢ boyutlu

hiicre yazilimi ve gen terapisi seklinde siralanabilir.

Caligmamizda rejeneratif endodontik prosediirler uygulanirken kok kanalinin
dezenfeksiyonunda kullanilan tg¢li, ikili ve modifiye ti¢li antibiyotik patlarin (TAP,
DAP, m TAP) apikal papilla kok hiicrelerinde meydana getirdigi degisikliklerin hiicre,
RNA diizeyinde incelenmesi, antimikrobiyal etkinlikleri ve klinik uygulamalarda
kullanimlar1 ile 1ilgili verilerin elde edilmesi hedeflenmistir. Hiicre diizeyinde
degerlendirme yapabilmek amaci ile canlilik, apoptoz ve proliferasyon testleri
yapilmistir. RNA bazinda ise osteokalsin, dentin sialo fosfoprotein (DSPP) ve alkalen
fosfataz (ALPP) seviyeleri degerlendirilmistir. Ayrica antimikrobiyal degerlendirme

amaciyla agar difiizyon testi yapilmistir.

Gruplarin karsilastirilmasinda bagimsiz gruplarda tek yonlii varyans analizi, ¢oklu

karsilastirma testlerinde ise Tukey testi kullanildi (p<0,05).
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Elde edilen veriler 15181nda; bu ¢alismada, her bir materyal i¢in 14 ve 28 giinliik gruplar
degerlendirildiginde hiicre canlilik, proliferasyon, erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve total
apoptoz oranlarindaki degisimlerde anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Gen
ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde; 14 giin ilag uygulamasi yapilan DAP
grubunda, osteokalsin ve DSPP genlerinin ekspresyon diizeylerinde anlamli yiikselis
tespit edilmistir. Bununla birlikte, 28 giin mTAP uygulamasi yapilan grupta yine DSPP
geni ekspresyon diizeyinde anlamli yiikselis tespit edilmistir. Ayrica Enterococcus
Faecalis disindaki bakterlere karsi olan antimikrobiyal etkinlikte medikamanlar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilememistir.

Sonug olarak, calismada kullandigimiz medikamanlarin higbiri SCAP (apikal papilla
kaynakli mezenkimal kok hiicre) lizerine olumsuz etki gostermemekle birlikte, 0,1
mg/ml konsantrasyonda kullanildiginda osteojenik ve odontojenik farklilasmaya olumlu
katk1 saglamiglardir. Rejeneratif tedavilerde, bahsi gegen antibiyotiklerin belirtilen doz

ve uygulama siirelerine dikkat edilerek kullanim1 uygun bulunmustur.

Calismamizda ulastigimiz veriler, glinlimiizde rejeneratif endodontik uygulamalarda
kullanilan c¢esitli antibiyotik kombinasyonlarinin sitotoksisite ve antimikrobiyal
etkilerinin incelenmesine 6nemli katkilar saglamakla birlikte, ¢alismamizdan Once
hicbir calismada gen ekpresyon analizlerinin yapilmadigi gergegi g6z Oniinde
bulundurularak, bu alanda ex-vivo ve in-vivo kosullarda yapilacak iyi planlanmus,

kapsamli ¢caligsmalara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotikli pat, antimikrobiyal etki, apikal papilla mezenkimal

kok hiicresi, gen ekspresyonu, rejeneratif endodontik tedavi
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ABSTRACT

Regenerative therapies aim at recreating the tissues and organs that have been damaged
by trauma, cancer disease or congenital causes. The incredible development of the
regenerative medicine and tissue engineering have been brought bring on the areaa in
dentistry. One of the most important goal of tissue engineering in dentistry is the
creation of biologically based structures that allow replacement of the damaged tissues
with dentin and whole root structure, especially in apical region. Recently developing
methods for regenerative endodontics are root canal revascularization, stem cell therapy,
pulp implants, scaffold implants, injectable scaffold applications, three dimensional cell
software and gene therapy.

In this study, the aim was to evaluate the antimicrobial effects, use of clinical
applications and the changes on apical papilla stem cells viability, apoptosis,
proliferation and gene expression at RNA level with the application of triple double and
modified triple antibiotic pastes(TAP, DAP, mTAP) during regenerative endodontic
procedures are applied. To be able to evaluate at cellular level viability, proliferation,
and apoptosis tests were applied. Osteocalcin, dentin sialo phosphoprotein (DSPP) and
alkaline phosphatase (ALPP) levels were evaluated on the RNA side. In addition, agar
diffusion test was performed for antimicrobial evaluation.

One-way analysis of variance was used for independent groups in the comparison of the
groups, and Tukey test was used in multiple comparison tests (p <0.05).

According to the obtained data in this study; no significant difference was observed
about changes in cell viability, proliferation, early apoptosis, late apoptosis and total

apoptosis rates for each material at 14 and 28 day groups. Evaluation of gene expression
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levels showed a significant increase in the expression levels of osteocalcin and DSPP
genes in the DAP group at 14 days of drug administration. However, a significant
increase in the DSPP gene expression level was also observed in the 28 day mTAP
administration group. Furthermore, no statistically significant difference found between
medicaments in antimicrobial efficacy against bacteria except Enterococcus faecalis.

In conclusion, none of the medicaments in our study have a negative effect on SCAP,
however all groups have positive contribution on osteogenic and odontogenic
differentiation when used at a concentration of 0.1 mg / ml. It has been identified that,
in regenerative therapies, the mentioned antibiotics are suitable for use within the range
of the stated doses and application times.

The data that we received in our study provide important contributions to the
examination of the cytotoxicity and antimicrobial effects of various antibiotic
combinations which are still using in regenerative endodontic applications,

Considering the fact that no gene expression analyzes have been performed before our
study, there is a requirement for well-planned, ex-vivo and in-vivo comprehensive

studies on this field.

Key Words: Antibiotic Pat, Antimicrobial Effect, Stem Cells From Apical Papilla,

Gene Expression, Regenerative Endodontic
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1. GIRIS VE AMAC

Gegmisten bu yana insanligin en biiyiik hedeflerinden biri, hastaliklara ¢are bulmak ve
insan dmriinii uzatmak olmustur. Insanoglunun bilingaltindaki bu Sliimsiizliige ulasma
istegi, tip bilimine itici gli¢ olusturmustur. Yasamin sirlarini i¢inde barindiran genlerin
sifresi, giin gectikce daha fazla ¢6ziime kavusturulmakta ve hastaliklarin tedavisinde
yeni bir asamalar kaydedilmektedir. Buna paralel olarak da, rejeneratif tip ve doku

mithendisligi gibi bilim dallarmin 6nemi giderek artmaktadir.

Rejeneratif tip, travma, kanser, hastalik ya da konjenital nedenlerle hasara ugramis doku
ve organlarin tekrar olusumunu hedeflemektedir. Doku miihendisligi ise organ ve
dokularin hastalara nakledilmek iizere laboratuar kosullarinda olusturulmasiyla ugrasan

bir bilim dalidir (1).

Rejenetatif tip ve doku miihendisliginin hizli gelisimi, dis hekimligi alaninda da bu
uygulamalarin sik¢a glindeme gelmesine neden olmustur. Rejenerasyonun kelime
anlami, bir doku kaybindan sonra ortadan kalkan hiicrelerin yerini ayn1 cinsten ve ayni
degerde hiicrelerin c¢ogalarak doldurmasidir. Dis hekimliginde rejeneratif tedavi
kavraminin ilk olarak 1952 yilinda Hermann tarafindan kalsiyum hidroksit materyali
kullanarak uyguladigi vital amputasyon tedavisi ile ortaya ¢iktigi kabul edilmektedir
(1). Bunu takiben periodontal doku rejenerasyonu i¢in emdogain ve fibroblast growth
factor (FGF) uygulamalari, distraksiyon osteogenezi, yonlendirilmis kemik ve doku
rejenerasyonlari, kemik ogmentasyonu igin platelet rich plasma (PRP), recombinant
human bone morphogenetic protein (rhBMP) uygulamalar1 gibi farkli alanlarda

rejenerasyon tedavileri gergeklestirilmistir (2).

Dis hekimligi alaninda, rejeneratif endodontik prosediirler ile amaglanan; pulpa-dentin
kompleksindeki hiicrelere ek olarak dentin ve 6zellikle apikal olmak lizere tiim kok
yapisini igeren zarar goérmiis yapilarin yenisi ile yer degistirmesini saglayan biyolojik
temelli yapilarin olusturulmasidir. Rejeneratif endodontide gelistirilmekte olan

yontemler; kok kanalinin revaskiilarizasyonu, kok hiicre tedavisi, pulpa implanti,
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scaffold (iskelet, cati) implanti, enjekte edilebilir scaffold uygulamalari, ii¢ boyutlu

hiicre yazilimi ve gen terapisi seklinde siralanabilir.

Calisgmamizin amaci, rejeneratif endodontik prosediirler uygulanirken kok kanalinin
dezenfeksiyonunda kullanilan c¢esitli kanal i¢ci medikamanlar ve kombinasyonlarinin
apikal papilla kok hiicrelerinde meydana getirdigi degisikliklerin hiicre, RNA ve
mikroorganizma diizeyinde incelenmesi ve klinik uygulamalarda kullanimlarina katki

saglayacak verilerin elde edilmesidir.



2. GENEL BILGILER

Son yillarda biyomimetik temelli rejeneratif endodontik tedavilere ilgide biiyiik oranda
artts gozlemlenmistir. Bu tedavilerde amag; pulpa-dentin kompleksinin, ¢iiriik veya
diger nedenlerle agiga ¢ikmis olan koronal dentin dokusunun, rezorbe olmus apikal kok

dentininin ya da servikal dentinin yenilenmesidir.

Endodonti alaninda doku miihendisligi uygulamalari, sadece kaybedilen pulpa dokusuna
ait boslugun doldurulmasini hedefleyen klasik endodontik tedaviden farkli olarak,
hastalikl1 veya nekrotik pulpa dokusunun, hasar gérmiis dentin ve kok yapisinin saglikli
dokularla yer degistirilmesine olanak saglayan rejeneratif yaklagimlari igermektedir. Bu
hiicresel tedavi ve indiiklenmis rejenerasyon yaklasiminin ana elemanlari sunlardir;
hedef dokuyu olusturabilme potansiyeline sahip progenitdr/kok hiicreler, hiicre
farklilasmas1 ve doku olusumunu yonlendiren sinyal molekiilleri ve olusturulmasi
hedeflenen dokunun ii¢ boyutlu yapisimi belirleyen doku iskelesi. Heniiz deneme
asamasinda olan rejeneratif pulpa tedavilerinde ise somatik kok hiicreler, pulpal
implantlar, iskele implantlar, hidrojeller, {i¢ boyutlu hiicre yazilimlar1 ve gen tedavileri
kullanilmaktadir (2).

2.1. KOK HUCRE

Viicuttaki dokularin tamaminin kokeni kok hiicrelerdir. Kok hiicre; kendi kendine
devamli boliinme yetenegine sahip, cesitli doku hiicrelerine doniisebilen 6zellesmemis
hiicre olarak tanimlanmaktadir. Kok hiicreler elde edildikleri yerlere ve gelisim
sgosterdikleri germ yaprakgina gore 2 siniflandirilabilir. Erigkin kok hiicrelerinin
kaynag1; gobek kordonu, kemik iligi, periferal kan, hemen hemen tiim viicut dokular1 ve

dis pulpasidir (3-7).



Kok hiicreler, yenilenme yeteneklerini hayat boyu siirdiirebilmektedirler ve in vitro
kosullarda ¢ogalabilmelerinin yani sira spesifik biyolojik sinyallerin etkisiyle, koken
aldiklar1 onciil hiicrelerden baska 6zellesmis hiicrelere de farklilasabilmektedirler (8).
Bir hiicreyi, kok hiicre olarak tanimlamak i¢in birtakim 6zelliklerin bilinmesi

gerekmektedir (9). Kok hiicrelerin 6zelikleri sunlardir;

1. Kok hiicreler, uzun zaman dilimleri boyunca bdliinebilme ve kendilerini
yenileyebilme yetenegine sahip Ozellesmis hiicrelerdir. Ayni zamanda bu

hiicreler, herhangi bir dokuya 6zgiin yapiya sahip degillerdir.

Kok hiicrelerin 6zellesmis hiicrelere kaynaklik etme yetenekleri, ‘plastisite

(farklilagsma)’ olarak adlandirilmaktadir.

2. Kok hiicreler, somatik i germ yapragina dogru gosterdikleri farklilagma
yetenekleri agisindan  totipotent, pluripotent ve multipotent olarak

siniflandirilmaktadir.

Totipotent hiicreler embiyo ve embriyonun dis membranlarinin kaynagini olusturan ve 8
hiicrelik blastomer evresinde bulunan sinirsiz farklilagma yetenegine sahip hiicrelerdir.
Bu hiicreler tiim organizmay1 olusturabilecek kapasitededir ve embriyonun ilk 3

giiniinde izole edilirler.

Pluripotent hiicreler, kemik, kas, kikirdak gibi mezodermal, ektodermal (néron, deri,
sa¢c vb) ve endodermal (hepatositler, pankreatik beta hiicreleri, sindirim sistemi
hiicreleri) hiicrelere farklilagma gostermektedir ve 5-14 giinlilk embriyolardan elde
edilebilir. Pluripotent kok hiicrelerin organizmadaki farklilasmis tiim hiicre tiplerini

olusturabilme potansiyeline sahip kok hiicre grunu oldugu belirtilmektedir (10).

Multipotent kok hiicreler ayn1 germ yapragindan en az 2 farkli hiicre tipine
farklilasabilmektedirler. Eriskin mezankimal hiicreler ve kemik iligi hiicreleri 6rnek
olarak verilebilir. Bu hiicreler 14 giin ve daha biiyiik embriyolardan izole edilmektedir
ve farklilasma yetenekleri sinirlidir. Ondort giinden sonra embriyonik hiicreler,

farklilasmaya bagladiklarindan 6nceki pluripotent 6zelliklerine geri donemezler (10).

Multipotent hiicreler Kiiltiir kosullarinda ¢ok miktarda ¢ogalabilmektedirler. Ayrica bu
hiicreler, doku ve organ hasarlarinda ilgili yapilarin hiicrelerine doniiserek tamirin

gerceklesmesini saglamaktadirlar.



3. Organ hasar1 durumunda gergeklestirilen nakillerde, kok hiicreler kaynak

dokunun islevsel olarak tekrar ¢gogalabilmesine olanak tanimaktadirlar (11).

4. In vivo kosullarda doku hasarmin gerceklesmedigi durumlarda bile,

farklilasmis diger hiicrelere katki saglamaktadirlar (11).

Tablo 1. Kok Hiicrelerin Farklilasma Etkinlikleri Ve Yo6nleri

- s - .+ FARKLLILASMA| FARKLILASMA
HUCRE TIPI | HUCRE YERLESIMI ETKINLIGi YONTU
Embriyonik Kok | Morula evresindeki Totipotent Embriyo ve embriyo
Hiicreler hiicreler P dis1 dokular
Embrl}lonlk Kok Blastoklﬁt evresindeki Pluripotent Embriyo govdesi
Hiicreler hiicreler
Embriyonik Kok Gastrula epiblast Plurinotent Endoderm, mezoderm
Hiicreler hiicreleri P ve ektoderm hiicreleri
Embrl}] giF Kok gBstodermy, endqq V' 4 Pluripotent Somatik hiicreler
Hiicreler mezoderm hiicresi
Yetiskin Kok - . . . Dokuya gore bir yada
Hiicreler Ozgiin doku hiicreleri Multipotent Jdaha fazla hiicre
Yet1§k1n Kok Dokular“dakl yerlesik Unipotent Tek hiicre tipi
Hiicreler hiicreler
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Sekil 1. Kok hiicre gesitleri ve farklilasma potensileri (12)

Uyarilmis Progenitor Kok Hiicre (IPS): Bu hiicre grubu ise yetiskin somatik
hiicrelerin tekrar programlanarak pluripotent sekillerine getirilmesi sonucu olusturulan
hiicreler grubudur. i1k kez somatik fare hiicreleri kullanirak 2006 yilinda elde edilmistir.
2007 yilinda da insandan elde edilerek tanimlanmasi gergeklestirilmistir (13, 14).



Somatik hiicre Transfer metodu

Dermal fibroblastlar
Keratinositler
Periferik kan hicresi
Kemik iligi mezenkimal hiicreleri
Adipoz doku kok hticreleri
Embryonik fibroblastlar

C )

Yeniden programlama

P — B

Viral vektorler
Epizomal plazmid
Protein
miRNA
Kugtik molekller

indiiklenmis pluripotent hiicreler

Kullanim alanlari

Huicre tedavisi
Hastalik modeli olusturma
llag taramasi ve toksisite testleri
Hastaya 6zel tedavi
Pluripotent 6zelligin mekanizmasi

& o %r:.

Sekil 2. Yeniden programlama ve indiiklenmis pluripotent hiicrelerin kullanim alanlari
(15).

Hayatin farkli donemlerindeki birgok dokunun bu tanimlara uyan kok hiicresi
bulunmaktadir. Hematopoietik kok hiicreler indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin
tedavilerde en ¢ok kullanilan1 ve en ¢ok bilinenidir. Hematopoietik kok hiicreler, en
fazla kemik iligi ve daha az olarak kordon kani, fetal karaciger ve dalak gibi dokularda

bulunmaktadir.



2.2. KOK HUCRE TiPLERIi ve KAYNAKLARI
2.2.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Preimplantasyon (rahim oncesi dénem) embriyoda bulunan ve her {i¢ germ tabakasini
(farklilasarak degisik hiicre ve doku gruplarint olusturan embriyo tabakasi)
olusturabilen totipotent kok hiicreleri igermektedirler. Bunlar ayni zamanda, immiin
sistemi baskilanmig farelerde teratom ismi verilen ve tiim embriyonik dokular1 kapsayan
timorlerin olusmasina sebebiyet verebilirler (16, 17). Embriyonik germ hiicreleri ve
embriyonal karsinoma hiicreleri bu gruba dahil edilen hiicre tiplerine ornek olarak

verilebilir.

2.2.2. Embriyonik Olmayan Hiicreler

2.2.2.1. Eriskin-somatik kok hiicreler; Yasayan organizmada tek bir doku veya
organda bulunan, bircok Ozel hiicre sekline farklilagabilen O6zellesmemis hiicre
grubudur. Eriskin kok hiicrelerin birincil gérevleri igerisinde bulunduklar1 dokuyu tamir
ederek idamesini saglamaktir. Eriskin kok hiicrelerin beyin, kemik iligi, dis, deri, kalp,
karaciger, periferik kan, iskelet kasi, over epiteli gibi ¢cok sayida dokuda ve organda
‘kok hiicre nisi’ olarak isimlendirilen {ig-boyutlu 6zel anatomik bdlgelerde bulunduklari
diistiniilmektedir (18). Embriyonik kok hiicreden farkli olarak, bir takim olgunlasmis
dokulardaki eriskin kok hiicrelerin temeli hala arastirma konusu olmaya devam
etmektedir. Normal sartlarda her dokuda ¢ok az sayidad bulunmaktadirlar. Bu sebeple

terapGtik nedenlerle kullanilmalari amaciyla laboratuar kosullarinda iiretilmeleri
gereklidir (19).

2.2.2.2. Hematopoetik kok hiicreler; Erigskin kok hiicrelerin {izerinde en fazla
calisilan1 ve tedavide en fazla kullanilanidirlar ve ayrica kendi kendini yenileyebilme ve
olgun kan hiicrelerinin tamamina farklilasabilme 6zellikleri bulunmaktadir. Kemik iligi,
periferik kan, kordon kani ve fetal karaciger gibi doku ve organlardan elde edilebilirler.
Son yillarda yapilan arastirmalarda Wnt, Notch, bone morphogenetic protein (BMP) ve
FGF’nin hematopoetik kok hiicre farklilasmasimi kontrol ettigi bildirilmistit (20).
Hematopoetik kok hiicrenin ¢ogalma, farklilasma, mobilizasyon ve homing gibi
Ozeliiklerinin diizenlenmesinde, osteoblastik ve kan damarlarindan olusan mikro

cevrenin oldukca 6nemli rol oynadig bilinmektedir (20).



2.2.2.3. Kordon kam kok hiicreleri; Bebegin dogduktan sonra ilk yarim saatlik siire
icerisinde alman plasenta ve gobek kordon kani somatik kok hiicreler i¢in onemli
kaynak olusturmaktadir. Bu hiicre grubunun avantajlari: gen¢ olmalari; hayatta
kalabilme yeteneklerinin yiiksek olmasi, ¢ok sayida elde edilebilmeleri ve alict dokuya
kolay uyum saglayabilme 6zellikleridir. Gobek kordonundan alinan kan 1988 yilindan
bu yana gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (21).

2.2.2.4. Mezenkimal kok hiicreler (MKH); Kemik iliginin stromasi ig¢inde yer alan
uzantili fibroblast benzeri multipotent hiicrelerdir. Birgok spesifik belirtecleri (CD73,
CD54, CD105, CD39 gibi) eksprese etmektedirler ve uygun kosullar saglanmasi
halinde, osteojenik, kondrojenik, adipojenik ve odontojenik yonde farklilasma
ozellikleri bulunmaktadir. Bununla birlikte mezodermal hiicreler (fibroblast, iskelet kasi
hiicreleri gibi) ile endotel ve noroektoderm dahil mezoderm kokeni olmayan birgok

cesitli hiicre tiplerine farklilastiklart gosterilmistir (21, 22).

Mezenkimal kok hiicreler, giiclii immiinmodulatér 6zelliklerinin olmasi nedeniyle
hiicresel tedavilerde one ¢ikan eriskin kok hiicre kaynaklarindandirlar. 1990’11 yillarda
beyindeki MKH’lerin noronal olmayan hiicrelere (astrosit, oligodendrosit gibi) ve
noronlara farklilasabildikleri bildirilmistir (23). Son donemlerdeki arastirmalarda,
pulpa, periodontal ligament, dental folikiil, periost gibi dental dokular ve adipoz doku
gibi ¢ok sayida farkli organdan da MKH elde edilmis ve MKH’lerin farklilagabilme
¢zellikleri altin standart olarak kabul edilen kemik iligi MKH’leri ile karsilastirilmistir
(24, 25).

Somatik kok hiicreler ve embriyonik kok hiicrelerin, rejeneratif hiicresel tedavilerde
kullanilabilme potansiyellerine bakildiginda, iki hiicre grubununda avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Aralarindaki en basta gelen farklilik, embriyonik kdok
hiicrelerin pluripotent ozellikleri ve herhangibir farklilagma gostermeden sinirsiz
cogalabilme yeteneklerinin  olmasidir.  Erigkin ~ kok  hiicreler ise  tekrar
programlanmadiklar1 siirece multipotent karakterlerini  devam ettirmektedirler.
Embriyonik kok hiicreler in vitro sartlarda kolaylikla prolifere olabilirken, eriskin
hiicreler matiir dokuda smirli sayida olmalar1 sebebiyle, izolasyonlar1 ve hiicresel
tedaviler icin gerekli miktarda ¢ogaltilmalari daha zordur. Diger taraftan eriskin kok
hiicrelerin, transplante edilmeleri sonrasinda immiinrejeksiyonlarimin daha az oldugu

diistinilmektedir. Boylelikle immiinsiipresif ilag kullanimmna bagli yan etkiler
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minimuma inmektedir. Bu hiicrelerin elde edilmelerinde karsilasilan etik problemler en

biiyiik dezavantajlaridir (19).

Tablo 2. MKH Kaynag1 Dokular ve MKH’lerin Farklilastiklart Doku Tipleri

MKH’nin Elde Edildigi Baslica MKH’nin Farklilagabildigi Baslica Hiicre /
Yetiskin Doku Tipleri Doku Tipleri
Kemik iligi Kemik, kikirdak, tendon, kas, adipoz, sinir
Adipoz doku Kemik, kikirdak, tendon, kas, sinir
Plasenta Kemik, kikirdak, kemik iligi, kas, sinir

Kemik, kikirdak, tendon, diiz ve ¢izgili kas,

Iskelet kast .
sinir
Beyin Kas, sinir
Sag folikiilii Deri, diiz kas, adipoz, beyin

Kornea, retina, pankreas, karaciger,

o Kemik, kikirdak, tendon, sinir
amniyotik s1vi

2.2.3. Organlardaki Kok Hiicreler

2.2.3.1. Adiposit kok hiicreleri; Yag dokusundan elde edilmektedirler. Bu pluripotent
kok hiicreler, kemik iligi kaynakli kok hiicreler kadar farklilagsma yetenegine sahiptirler
ve ayrica uygun kosullarda elde edildikleri takdirde in vitro sartlarda adipojenik,
kondrojenik, myojenik ve osteojenik bir¢ok hiicre tipine doniisebilecekleri bildirilmistir.
Ayrica, doku miihendisliginde farkli biyomateryaller lizerinde adiposit kok hiicreleri
farklilagtirilarak rejeneratif tedavide kullamimlari tizerinde c¢alisilmaktadir (22). Bu

sekilde MKH’a alternatif olacagi da diisiiniilmektedir (22).
2.2.3.2. Kalp kasi kok hiicreleri;

Kalp kas1 kok hiicrelerinin hasarli myokard dokusunun rejenerasyonu ic¢in onemli

kardiyak progenitor hiicreler olduklar1 bildirilmistir (26).
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2.2.3.3. Noronal kok hiicreler;

Noronal hiicreler sinir sisteminin en az bulunan, en primordial farklilasmamis
hiicreleridir (26).

2.2.3.4. Epidermal kok hiicreler;

Eriskin derisinde herbir kil folikiilii, kok hiicre igermektedir ve bu hiicreler her kil
siklusunda, folikiil rejenerasyonu ve yara iyilesmesi igin reepitelizasyonda énemlidirler.
Kolay elde edilebilmeleri nedeniyle 6nemli kok hiicre kaynagi olarak goriilmektedirler
(112).

2.2.3.5. Sindirim sistemi epitel kok hiicresi;

Farkilasmamis epitel hiicreleri, organizmanin hayati siiresince kok hiicrelerden koken
alirlar ve sindirim sistemindeki hizli hiicre yenilenmesini saglamaktadirlar. Kok hiicre
etrafindaki mikro ¢evrenin sindirim sistemindeki ¢ok sayida hastalik ve kanserin

gelisiminde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (21).
2.2.4. Dental Kaynakh Kok Hiicreler

Dental kaynakli kok hiicrelerin karakteristik 6zelliklerininin anlagilmast i¢in,
odontogenez ve odontogenezi diizenleyen biyolojik mekanizmalarin bilinmesi
onemlidir. Dis gelisimi embriyonik hayatta baslayan biyolojik bir siiregtir ve bu gelisim
stireci boyunca epitelyal ve mezenkimal dokular arasinda karmasik bir etkilesim
bulunmaktadir. Disler, oral ektoderm ve noral-krest kaynakli mezenkimden koken
almaktadirlar ve yaklasik olarak embriyonik hayatin 5. haftasinda baslayan gelisim bes
safhada meydana gelmektedir (27):

1. Kalinlasma safhasi: Disin olusacagi alanda epitelin kalinlasmasi ve tomurcuk
etrafinda noral-krest kokenli ektomezenkimal hiicre kiimelenmesinin ardindan dental
lamina yapisi olusur (27).

2. Tomurcuk sathasi: Periferal bazal tabakadaki hiicreler ve stellat retikulum hiicreleri
dental epitelden ayrililrlar. Gelisen diste kok hiicre nisi olusturmak amaciyla iki doku
tabakasi saglarlar (27).

3. Kep sathasi: Dental papillanin i¢ yiizeyinden i¢ mine epiteli, dis mine epiteli
yiizeyinde de dental folikiil olusmaktadir. Dental folikiil; sement, periodontal

ligament ve alveoler kemik olusumuna katki saglayan hiicreleri igermektedir (27).



12

4. Can safhasi: Epitel ve mezenkim doku bileskesinin i¢ yiizeyinde bulunan hiicreler
ameloblastlara ve odontoblastlara farklilagsmaktadirlar. Bu hiicreler mine ve dentinin

mineralize matriksini sentezlerken; dental papilladan pulpa gelisir (27).

5. Sekretuar safha: Gelisimin son asamasinda dis erupsiyonu gergeklesmektedir.(27).

Dis Germinin

Orijin Komponentleri Dis Germinin Hiicreleri

(1. Brangial Ark)

=

Ektomezenkim
(Noral Krest)
( P .
Ty J
W—[ Fibroblastlar ]— Periodontal Ligament
( - ]

L O tlar J Alveol l(anifgi

Sekil 3. Dis formasyon semasi (27).

Biitiin digler dental kok hiicre igermektedir (28). Yamazaki et al. (28) gelisen diste
bildirdikleri noral-krest kaynakli dental mezenkim hiicrelerinin odontoblastlara,

kondrosit ve osteoblast benzeri hiicrelere farklilasabildiklerini rapor edilmislerdir.

Dis hekimligi yapilan arastirmalar, dental kaynakli multipotent kok hiicre kaynaklarinin
izolasyonuna yonelmistir(29). Giiniimiizde dental dokulardan koken alan kok hiicreler

elde edilis yerleri baz alinarak asagidaki sekilde siralanmaktadir.

1. Daimi dislerin pulpasindan elde edilen kok hiicreler (Dental Pulp Stem Cells-
DPSCs),
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2. Siit dislerinin pulpasindan elde edilen kok hiicreler (Stem Cells from Human

Exfoliated Deciduous Teeth- SHED),

3. Periodontal ligament kaynakli kok hiicreler (Periodontal Ligament Stem Cells-
PDLSCs),

4. Apikal papilla kaynakli kok hiicreler(Stem Cell from Apical Papilla(SCAP),
5. Dental folikiil kaynakli kok hiicreler (Dental Follicular PCs),

6. Maksiler tiiber bolgesinde periost kaynakli kok hiicreler (Oral Periosteum Stem
Cells).

Doku miihendisligi uygulamalarinda temel prensip, uygun tasiyicilar kullanilarak kok
hiicre siispansiyonlarinin (kollajen, kalsiyumfosfat, glikolik asit, rezorbe olabilen
polimerler gibi) immiinsiipresif konaga transplante edilmesi ve uygun vaskiilarizasyon
saglanarak doku rejenerasyonun saglanmasidir (30). Sonugta elde edilen dokunun ¢evre
yapt ile biitiinliyle entegre olmasi, tiim yapisal ve biyolojik islevleri yerine getirmesi
gereklidir. Biyomateryallerin  kullanimiyla  gergeklestirilmeye calisilan  kemik
rejenerasyonu ve periodontal rejenerasyon, limitli biyofonksiyonel kapasiteye sahiptir
ve tam anlamiyla bir rejenerasyondan ¢ok tamir dokusunu da iceren yeni doku

formasyonu seklindedir (30).

Nakao et al. (31) 2007 yilinda yaptiklari arastirmada, epitel ve mezenkim kaynakli kok
hiicreleri kollajen tasiyicilar araciligiyla yetiskin farelerin soketlerine implante etmis;
odontoblast, ameloblast, pulpa, kan damarlari, periodontal ligament, kdk ve alveoler
kemik gibi biitiin dental yapilarin organize olarak olustu§unu gostermislerdir. Dis
yapilart ile iligkili kok hiicrelerin potansiyellerinin belirlenebilmesi icin yiiriitiilen
caligmalarin biiyiik bir kisminda, in vitro sartlarda osteo-odontojenik, adipojenik ve
norojenik olmak iizere en az ii¢ farkli dokuya diferansiye olabilen multipotent
mezenkimal kok hiicreler izole edilmis ve altin standart olarak kabul belirtilen kemik

iligi kokenli hiiclerle kiyaslamalar yapilmistir (24, 25, 32, 33).

Kemik iligi stroma hiicreleri, fibroblast, osteoblast, adiposit progenitérleri ve % 0.1 kok
hiicrelerden olusan miks bir hiicre popiilasyonudur (34). Kemik iligi stroma kok

hiicrelerinin, in vivo kosullarda alveoler kemik, periodontal ligament ve sement
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formasyonunu sagladigi, diger taraftan ameloblast benzeri hiicrelere de farklilasabildigi

gosterilmistir (34).

2.2.4.1. Daimi dislerin pulpasindan elde edilen kok hiicreler

Dis pulpasinin damarlar1 ¢evresinde yer alan hiicre popiilasyonunun MKH olduklar1
diistiniilmektedir. Daimi dislerin pulpasindan elde edilen kok hiicreler, yiiksek
proliferasyon gosterebilen, klonlanabilen ve yiiksek plastisite yetenegine sahip

multipotent hiicrelerdir.

Dis pulpast kaynakli onciil hiicrelerin 90’11 yillarda elde edildigi bildirilektedir.
Akabinden ise MKH eldesi i¢in 20 yas dis pulpasi kullanilmistir (35).

Yetiskin pulpa kaynakli kok hiicreler 2000 yilinda Gronthos et al tarafindan
tanimlanmuistir. Ayni aragtirmacilar odontoblastlarla ¢evrili mineralize tiibiiler matriks
ve kan damarlariyla karakterize dentin-pulpa kompleksine ve in vivo kosullarda
adipositlere ve noral hiicrelere farklilasabildiklerini bildirilmislerdir (36). Ayrica bu
hiicrelerin 2 y1l sonra bile preodontoblastlara farklilasabilme 6zelliklerini koruduklar1 ve

hiicresel biitiinliigii saglayan ylizey antijenlerini eksprese ettikleri izlenmistir (37, 38).

Daimi diglerin pulpasindan elde edilen kok hiicrelerin, kemik iligi kokenli MKH’ler ile
karsilastirildiginda, hiicre dongiisii ile iliskili genleri eksprese etmeleri sayesinde yiiksek
proliferasyon hizina sahip olmalar1 ve izolasyon y¢ntemlerinin daha kolay ve daha az

invaziv olmasinin istiin taraflari oldugu bildirilmistir. (35).

Daimi dislerin pulpasindan elde edilen kok hiicrelerin baglica farklilasma potansiyeli,
dentin ya da kokiin etrafindaki bag doku ile iligkili hiicrelerin olusumunda etkilidir ve
bu hiicreler pulpa, disi ¢cevreleyen bag doku ya da folikiilden kdken almaktadir. Dental
kaynakli kok hiicrelerin; dis epiteli, dental papilla, cevre bag doku ve dis folikilii gibi
farkl1 kaynaklardan elde edilebilmesi miimkiindiir. Dis epiteli disinda diger
kaynaklardan elde edilen kok hiicrelerin tamami noral krest kaynakli ektomezenkimal
hiicrelerdir ve bu hiicreler dentin ve dis dokularinin olusumuna, gelisim ve hiicresel

farklilagsma siireglerine etki ederek katki saglamaktadirlar (21).

Daimi dislerin pulpasindan elde edilen kok hiicrelerin gen ekspresyonlarinin
belirlenmesi, bu hiicrelerin alkalen fosfataz, dentin matriks proteini-1, dentin siyalo

fosfoprotein (DSPP) ekspresyonlari oldugunu gosterilmistir. Ayrica eksprese edilen
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genlerin cogunun ekstraseliiler matriks bilesenleri, biiylime faktorleri ve hiicre adezyon
molekiillerini kodladig bildirilmistir. Gen ekspresyon diizeyleri, hiicre sinyalleri,

hiicresel etkilesimler ve hiicre metabolizmasini diizenleyici etki gostermektedir (21).

Daimi dislerin pulpasindan elde edilen kok hiicrelerin ve kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin gen ekspresyonlar1 karsilastirildiginda, ¢ok az farklilik
oldugu gozlenmektedir. Daimi dislerin pulpasindan elde edilen kok hiicreler, hiicre
siklusu aktivatorii siklin bagimli kinaz-6 y1 yiiksek oranda eksprese edilmekte ve bu
yiiksek ekspresyon sayesinde DPKH’ler daha yiiksek bir proliferasyona sahip
olmaktadirlar (39).

2.2.4.2. Siit dislerinden elde edilen kok hiicreler

Siit disi pulpasindan izole edilen kok hiicrelerin kemik iligi kaynakli MKH’lere gore,
daha iyi proliferasyon gosterdiklerii ve in vitro kosullarda daha kolay ¢ogaltilabildikleri
bildirilmistir (40). olmas1 Ex vivo olarak, pulpal kan damarlari ¢evresinde STRO-1 ve
CD146 gibi kok hiicre yiizey belirteclerinin lokalize ekspresyonu, bu hiicrelerin
perivaskiiler mikro ¢evreden koken alabileceklerini diisiindiirmiistiir (40). Ayrica,
labratuar kosullarinda bu kok hiicrelerin odontoblast benzeri hiicrelere farklilagtiklar ve
dentin reaktif antikor eksprese etme yeteneklerinin oldugu gosterilmistir (41). EK olarak
bu hiicrelerin c¢esitli noral hiicre belirteclerini eksprese ettikleri ve adipositlere
farklilasabildikleri  bildirilmigtir.  Ayn1  arastirmada  osteoblastik  farklilasma
gosterilememesine ragmen, transplante edilen kok hiicrelerin konagin osteojenik
hiicrelerini indiikleyerek, yeni kemik formasyonunu artirdigi ve konagin vaskiiler
yapilariyla anostomozlagabilen kan damarlarina farklilagabildigi gozlemlenmistir (42).
Bu hiicrelerden ayni zamanda runt-iliskili transkripsiyon faktorii-2 (Runx2), alkalen
fosfataz, matriks ekstraselliiler fosfoglikoprotein (MEPE), bone sialoprotein (BSP) ve
DSPP gibi osteoblastik/odontoblastik markerlar eksprese edilmektedir (42). Miura et al.
(40) SHED’lerin in vivo transplantasyonundan sonra yeni kemik ve dentiolusturdugunu
ve fare beyninde noral belirteglerin ekspresyonu siiresince hayatta kaldiklarini tespit
etmislerdir (40).

Siit dislerinden elde edilen kok hiicrelerin odontoblastik farklilasma kanitlamak
amaciyla bu hiicreler immiin kompromize farelere transplante edildiklerinde hiicrelerin
bir boliimiiniin insana 6zgii odontoblastlara farklilastigt ve bu hiicreler tarafindan

sentezlenen rejenere dentinin DSPP’ye immunoreaktif oldugu saptanmistir (24, 36).
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Siit dislerinden elde edilen kok hiicrelerin yiliksek proliferasyon gostermesi, hiicre
kiimesi olusturma yeteneklerinin olmast ve in vivo kosullarda osteojeniteyi
uyarabilmesi ile daimi dis pulpasi kok hiicrelerinden tistiin oldugu bildirilmistir. Ancak
SHED kusursuz bir dentin pulpa-dentin kompleksi olusturmada dis pulpasit kok
hiicreleri kadar basarili degildir (40).

Dis pulpasi hiicrelerinin norojenik faktorleri tiretebildigi ve spinal kord yaralanmalari
nedeniyle hasar gormiis motor néronlari tamirini gergeklestirebildigi bilinmektedir (43).
2009 yilinda Nakamura et al. kemik iligi stromal hiicrelerini, SHED ve DPSCs ile
karsilagtirdiklar1 ¢alismalarinda, SHED’in, daha yiiksek diizeyde FGF-2 ve TGF-beta
eksprese ettiklerini ve proliferatif kapasitelerinin daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir
(44). Bu ozellikler rejeneratif tedavi ve doku miihendisliginde SHED’lerin &ne
¢ikmasina neden olmustur. Parkinson hastaligmin tedavisi i¢in kullanilan SHED

uygulamasinin imit verici oldugu, 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada belirtilmistir (45).
2.2.4.3. Dental folikiil kaynakh kok hiicreler

Dental folikiil, dis germi etrafini gevreleyen mezenkimden koken alan bir dokudur. Dis
gelisimi boyunca kok yapisinin formasyonu ve sement, periodonal ligament, alveoler
kemik gibi periodontal dokular, dental folikiill progenitorleri tarafindan
olusturulmaktadir (46). Dental folikiil kaynakli kok hiicrelerin, Notch-1, STRO-1,
CD133, OK14 ve nestin gibi spesifik kok hiicre yilizey antijenlerini farkli diizeyde
eksprese ettikleri bildirilmistir. Ayrica yapilan aragtirmalarda, bu hiicrelerin osteoblast,
adiposit, hepatosit sementoblast, ve noronlara diferansiye olabildikleri ve in vitro
sartlarda EMD, BMP-2, ve BMP-7 ile stimiile edildiklerinde sementoblastlara
farklilasabildikleri bildirilmistir (47).

Dental folikiil hiicrelerinin sahip oldugu heterojenik yapinin rejeneratif endodontik

tedavilerde 6nemli bir avantaj olusturabilecegi diisiinilmektedir (46, 47).
2.2.4.4. Periodontal ligament kaynaklh kok hiicreler

Periodontal ligament, dental folikiil ve noral krest hiicrelerinden kdken alan 6zellesmis
bir bag dokudur. Periodontal ligamentden kaynakli MKH’leri, kemik iligi ve pulpa
kaynakli kok hiicreleri gibi multipotent hiicreler oldugu bilinmektedir. Bu hiicrelerin
otojen kaynak olarak kemik rejenerasyonunda kullanilabilecekleri gdsterismistir (49).
Gay et al.(50) PDLSCs ve kemik iligi kaynakli MKH’lerin osteojenik farklilagma

kapasitelerini degerlendirdikleri arastirmalarinda, iki hiicre grubunda da osteojenik
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kiiltir medyumunda ayn1 oranda alkalen fosfataz ve BSP ekspresyonu gozlemledikleri
bildirilmistir. Ayrica yine benzer sekilde iki hiicre grubunda da ylizey antijen
ekspresyonu, kondrojenik ve adipojenik farklilasma kapasitelerinin benzer oldugu
gosterilmistir. Bir diger arastirma, bu bulgulara paralel olarak,, periodontal ligament
kaynakl1 kok hiicrelerin kemik iligi stromal hiicreleri ile karsilastirildiklarinda alkalen
fosfataz, Runx2, Tip-1 kollajen, osteokalsin ve steopontin yiizey antijen ekspresyonlari
acisindan farkli olmadigimi gostermistir (51). Baska bir calismada da, periodontal
defektlerdeki graniilasyon dokusundan izole edilen MKH’lerin, STRO-1, CD146 ve
MUC18 gibi yiizey antijeni ekspresyonu, adipojenik ve osteojenik farklilagsma
yeteneklerinin saglikli periodontal ligament kok hiicreleri ile benzer oldugu ayrica,
inflamasyonlu periodontal ligament kok hiicrelerin migrasyon yeteneklerinin daha iistiin

oldugu bildirilmistir (52).

Periodontal ligament kaynakli kok hiicrelerin ndral krest kaynakli olmalarindan dolay,
adiposit ve noral diferensiyasyon 6zellik kazandiklari ortaya konmustur, bunun sonucu
olarak, periodontal rejenerasyon disindaki diger hiicresel tedaviler igin alternatif

olabilecekleri ongoriilmektedir (52).
2.2.4.5. Apikal papilla kaynakh kok hiicreler

Apikal papilla, gelismekte olan daimi dislerin apeksinde bulunan dental papillanin
fiziksel ve histolojik 6zelliklerine sahip doku olarak tanimlanmaktadir. Apikal
papilladokusu gelismekte olan kok ucuna zayif bir sekilde bagl oldugu i¢in kolaylikla
uzaklastirilabilmektedir ve bu dokudan elde edilen kok hiicreler SCAP olarak
isimlendirilmektedirler. Apikal papilla ile dental pulpa arasinda bulunan apikal
hiicrelerden zengin alan hem dental pulpa hem de apikal papilladan kok hiicreler ve
progenitor hiicreler igermektedir, ancak iki kok hiicre grubu da farkli 6zellikler
sergilemektedir (53, 54).

Insan dislerinin acik apeksli koklerinden izole edilen SCAP, odontoblast ve adipositlere
diferansiasyon gosterebilmektedir ve periodontal ligament kok hiicrelerine kiyasla daha
yiiksek ve etkili proliferasyon 6zellikleri bulunmaktadir (24). Dental pulpa kok hiicreleri
ile kiyaslandiginda daha yiiksek proliferasyon degeri olmasi nedeniyle SCAP esash
doku rejenerasyonu, kok olusumu igin umut vericidir (55). Insan 3. biiyiik az
dislerinden elde edilebilmesi nedeniyle bu hiicrelere kolay ulasilabilir (24). Apikal

papilla kaynakli kok hiicreler, kok formasyonunda dentin yapimindan sorumlu primer
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odontoblastlarin olusumu i¢in 6nemli bir kaynaktir ve izolasyonu 2006 yilinda
yapilmistir. Bununla biriktedontoblast benzeri hiicrelere diferansiyasyon yeteneklerinin
oldugu ve STRO-1, CD24 ve CD29 gibi bir¢ok kok hiicre yiizey antijenlerini eksprese
ettikleri gosterilmistir. Bu hiicrelerin fenotipik 6zellikleri, pulpa kaynakli kok hiicrelerle
kiyaslandiklarinda benzerlik gostermektedir, ancak adipojenik farklilagsma potansiyelleri
daha dusiiktiir (55, 56).

Ayrica yavru domuzlarda yapilan bir pilot ¢alismada dis gelisimin ilk donemlerinde
apikal papilladokusu cerrahi olarak alindiginda kok gelisiminin devam etmedigi, fakat
pulpa dokusunun bozulmadan kaldig1 ve disin apikal papillast uzaklastirilmamis diger
koklerinin normal bitylime ve gelisimi devam ettirdigi izlenmistir (57).

Apikal papilla kok hiicreleri in vitro sartlarda odontoblastik/osteoblastik, adipojenik,
kondrojenik ve noral farklilagma yeteneklerine sahiptirler. Apikal papilla kok
hiicrelerinin  odontoblastik/osteoblastik  farklilagmalar1  osteojenik  farklilagtirma
medyumunda 4 hafta indiiksiyona birakilarak degerlendirilebilir. Ilging bir bigimde
apikal papilla kok hiicrelerinin spesifik belirteci olan CD24 osteojenik stimulasyona
cevap olarak azalarak regule olmustur. Fakat bu bulgunun biyolojik agidan dnemi heniiz
net degildir. Pulpa ve siit dislerinden elde edilen kok hiicrelere benzer sekilde apikal
papilla kok hiicreleride in vitro odontojenik potansiyel gostermektedir. Buna rapmen
apikal papilla kok hiicrelerinden dental pulpla kaynakli kok hiicrelere kiyasla, MEPE
(matriks ekstraselliiler fosfoglikoprotein, GF-B reseptor 2, VEGF reseptor 1, FGFR 1,
FGFR 3 ve melanoma iliskili protein daha diisiik seviyelerde eksprese olmaktadir. In
vivo immunkompromise farelere transplante edildiklerinde dental pulpa kaynakli kok
hiicrelere benzer sekilde odontoblastik farklilagsma, dentin ve pulpa benzeri doku
rejenerasyonu ve bag doku olusumu goriilmiistiir. Apikal papilla kok hiicreleri dental
pulpa kaynakli kok hiicrelere kiyasla oldukca yiiksek progenitdr kok hiicre kaynagi
olarak rol oynamaktadirlar. Apikal papilla kok hiicreleri, kok dentininin olusumiundan

sorumlu primer odontoblastlarin olusumu i¢in de 6énemli bir kaynaktir
2.2.4.6. Maksiller tiiber bolgesinde periost kaynakl kok hiicreler

Periost kaynakli kok hiicreler, ilk kez Zhu ve et al. tarafindan, kemik iligi ve alveoler
kemik kaynakli osteojenik kok hiicrelerin 6zelliklerinin karsilastirildigi bir ¢alismada on
iki haftada en yiliksek mineralizasyon kapasitesini gostemesiyle giindeme gelmistir.

Bagka bir arastirmada 2007 yilinda yapilmis ve bu hiicrelerin maksiller tiiber
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bolgesinden izole edilerek ¢ogaltilabildigi gosterilmii olsa da olumlu sonuglara ragmen

ilgili arastirmalar ilerleme gosterememistir(59).

EREN >4

DENTAL PULPA

ERNEANEA

Gronthos et al Miura of ol s-odd

AR LA ILALA

Apikal Papilla Kok
Hiicreleri
DIS GERMI SUT Disi DAIMI Dis
T T T > BT
0.5 6 13

Sekil 4. Dental kok hiicrelerin elde edilis kronolojisi ve lokalizasyonlar1 (59).

2.2.5. Dental Pulpa Kok Hiicre izolasyonu ve Karakterizasyonu

Dis minesi igerisinde yumusak bir bag doku olan dental pulpa diger yetiskin doku
kaynaklar1 ile kiyaslandiginda izolasyon yontemlerinin invaziv olmamasi ve genis
Olgekte hiicre sunmasindan dolay1 yetiskin kok hiicreler i¢in 6nemli bir kaynaktir (60,
61). Dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicreler Gronthos et al. ve Miura et al.
tarafindan 2000 ve 2003 yillarinda insan siit ve daimi dislerinden izole edilmistir (24,
40). Yine Sonoyama et al. 2008 yilinda yaptilart bir pilot ¢alismada apikal papilladan
kok hiicrelerin karakterizasyonu gerceklestirilmistir (62). Ek olarak dental pulpa
kaynakli mezenkimal kok hiicreler genellikle cekilen iist orta Kesici diglerden izole
edilirken ayrica fare, rat, koyun, sempanze ve domuz gibi farkli organizmalardan da
elde edilmistir (63-65). Dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin farkli tiirde
hiicrelere farklilasmalar1 ve multipotensileri proliferasyon, elde edilme kolayligi ve
hiicre sayist agisindan kemik iligi kok hiicrelerinden daha etkili oldugu gosterilmektedir

(66).
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Dental pulpa kok hiicrelerinin izolasyonu i¢in yaygin bir sekilde kullanilan iki yontem
vardir:

Bunlar; eksplant metod ve pulpa dokusunu enzimatik par¢alama metodudur (Sekil 3)
(67). Eksplant yontem; doku fragmentlerinden hiicrelerin, dokudan bulundugu kiiltiir
kabina dogru biiyiimesi ve daha sonra plastik bir yilizeye tutunmasi esasina dayanir (68,
69). ikinci teknik olan enzimatik pargalama; dental pulpanin steril bir sekilde cerrrahi
yontemle ¢ikarilmasi ve kollajenaz / dispaz ile pargalanmasindan ibarettir ve spesifik
markirlarin kullanimi ve goriintiilenmesi ile karakterizasyonu esasina dayanir (70).
Yapilan bir caligmada eksplant yontemde dental pulpa kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerinin iskelet kas fiberlerine farklilasmaya izin verdigi gosterilmistir (71).
Enzimatik pargalanma ile izolasyon hem morfolojik hem de antijenik karakteristikler
kullanilarak izole edilen dental pulpa kok hiicrelerinin Floresan Aktif Hiicre Ayrilmasi
(FACS) ile akim sitometrisinin kullanimina dayanir (72).

Farkli MKH markirlar, c¢esitli biyolojik davranis sergileyen dental pulpa kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerinin farkli alt popiilasyonlarini segmek i¢in kullanilmaktadir
(72).

Yang et al. (73) odontojenik ve osteojenik 6zelliklere sahip olan dental pulpa kaynakli
mezenkimal kok hiicreleri bir alt grubunu STROL ile tanimladiklarini gostermislerdir.
Bir diger ¢alismada ise dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicre popiilasyonunun
CD34 ve CDI117 igin pozitif, CD45 igin negatif oldugu bildirilmistir (70). Bu
popiilasyonun yiiksek derecede kendini yenileyen ve osteojenik farklilasma yeteneginde
olan ve in vitro otolog fibr6z kemik doku igerisinde farelere implante edildiginde kemik
dokunun onarimini saglayan hiicreleri i¢erdigi, ayn1 zamanda 80 pasaj kadar canliligini
stirdiirebildigi ve plastisite ve kemik ¢okiintiileri ile nodiiller olusturabilme yetenegine
sahip oldugu bildirilmistir (70, 74). Bu yetenekleri hiicre-hiicre etkilesimleri
kaybolmadig: siirece devam etmektedir ve bu 6zellik ekstraseliiler matriks olusturmak
icin temeldir (71). Dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicreler tarafindan eksprese
edilen diger belirtecler CD29, CD44, CD73, CD105 ve mezenkimal kok hiicrelere dair
biitiin belirtecleridir. Bu belirte¢ler dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicre
izolasyonu i¢in degil sadece onlarin karakterizasyonu i¢in kullanilirlar. Dental pulpa
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin, ayni1 zamanda pluri/multipotensi’nin devaminda
rol oynayan OCT4 ve Nanog gibi transkripsiyonel faktorleri eksprese ettikleri
bildirilmistir (75).
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Sekil 5. Dental pulpa kaynakli mezenkimal kdk hiicre izolasyon yontemleri (67).

A) Eksplant metod. Dental pulpa dokusu mekanik olarak kiigiik fragmentlere ayrildiktan sonra
medyum igerisinde kiiltiir edilir.

B) Enzimatik pargalanma metodu. Dental pulpa dokusu kollajenaz/dispaz ilepargalanir ve
daha sonra elde edilen hiicre siispansiyonu akim sitometrisi ilekok hiicre belirtegleri

ekspresyonlart i¢in dl¢timleri yapilir
2.2.6. Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Farklilagsmasi ve Sinyal Molekiilleri

Biiylime faktorleri ve morfogenetik faktorler spesifik membran reseptorlerine baglanan
proteinlerdir ve hiicresel fonksiyonlarin tiimiinii koordine eden bir seri sinyal yolaklarini
tetiklerler. Bu molekiiller embriyo gelisiminde tiim doku ve organlarin iiretilmesini
diizenlerler ve kok hiicrelerin akibetini belirleyen rehber bir siire¢ olarak gelisim
esnasinda kritik bir rol oynarlar. Embriyogenez ve fizyolojik doku rejenerasyonuna
rehberlik eden bu biiylime faktoreleri doku miihendisligi araciligiyla yeni bir doku ya da
organ tlretmede terOpatik olarak kullanilabilir (76). Daha spesifik bir sekilde
dentinogenezi diizenleyen morfogenetik faktorler ve dentinogenez onarimini
diizenleyen faktorler arasinda birgok benzerlik vardir (77). Dental doku
mihendisligindeki sonuglar, odontogenezin hiicresel ve molekiiler mekanizmalari
lizerine c¢aligmalara odaklamigtir. Biiyiime faktorleri dentin ve pulpada onarim
stireglerindeki sinyallerde onemli bir role sahiptir (77, 78). Aslinda TGF-Beta, BMP,
platelet kaynakli biiylime faktorleri, FGF ve VEGF dentinogenez sirasinda dentin
matriksi ile isbirligi icindedir (79, 80). Ilging bir sekilde dentinden salinan bu faktorler
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dental pulpa ve tersiyer dentin iiretimine yol agan hiicresel yanitlar1 indiikkleme
potansiyeline sahip biyoaktif molekiillerdir (78, 81). Bu gibi olaylar dental pulpa koék
hiicrelerinin odontoblastlara farklilasabilmeleri ve mineralize matriks sekresyonu igin

gereklidir (82, 83).

Dentinden salinan biiyiime faktorleri yaralanmalara karsi dental dokulari rejenere
ederek Onemli bir savunma mekanizmasi olusturmaktadir (76). 1990’larin baslarinda
calismalar BMP’lerin (BMP2, BMP4, BMP7) hayvan modellerinde dentin
rejenerasyonunu indiikleyen sinyalleri tetiklediklerini gostermektedir (84, 85). Fakat
BMP’lerin dentin olusumunu indiikleme yetenekleri sinirsiz degildir. Ayni1 zamanda
BSP pulpa odak noktalarinda mineralize matriks sekresyon yeteneginde olan hiicrelere
dogru dental pulpa kok hiicerlerinin farklilagsmasini uyarabilmektedir (86, 87). Bariz bir
sekilde tiim bu morfogenetik faktorler dentin matriksinde bulunmaktadir ve dental pulpa
kok hiicerlerinin odontoblast benzeri hiicrelere farklilasmasini indiikleri bildirilmektedir
(86, 88, 89). Dental pulpa kok hiicerlerinin multipotensisini gosteren birgok ¢aligma
vardir. Cesitli ¢alismalar dental pulpa kok hiicrelerinin deksametazon, beta gliserofosfat
ve askorbik asit ile takviye edilmis osteojenik medyumda kiiltiir edildiginde
osteoblastlara farklilastiklarini géstermektedir (90). Laino et al. yaptigi bir ¢alismada ise
CD34+ CD117+ dental pulpa kok hiicrelerinin osteojenik indiikleyiciler olmadan % 20
Fetal Bovine Serum (FBS) ile takviye edilen standart medyum ile osteoblastlara
farklilasabildiklerini gostermislerdir (71). Son zamanlarda RNA interferans tarafindan
belirli histon deasetilazlarin spesifik baskilanmas1 ile osteoblast farklilagsmasi
artirilabilmektedir (61). Osteoblastlara farklilagmalarinin yani sira dental pulpa kok
hiicreleri uygun uyaranlar1 aldiklarinda kondrojenik, adipojenik, miyojenik, ndrojenik

ve melanositlere farklilagtirildiklar1 da yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (91).
2.3. KOK HUCRELERIN ELDESI

Mezenkimal kok hiicre insanlarda ¢ogunlukla stiperior iliak kanaldan alinan kemik iligi
aspiratindan izole edilmektedir. Ancak femoral ve tibial medullar kisimlarindan ve
toraksik ve lomber vertebralardan da elde edilebilirler. Biiyiikk hayvanlarda benzer
bolgelerden alinirken, kemirgenlerde genellikle tibia ve femur diafizinden alinmaktadir
(92).

Kemik iliginden elde edilen cekirdekli hiicrelerin geng erigkin donemde 1/10.000°1,
eriskinde 1/250.000’1 ve 80 yasindan sonra 1/2.000.000°1 ancak MKH’dir. Kok hiicreler
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elde edilirken heparinize edilmis enjektore alinan kemik iligi aspirati serum fizyolojik
ya da PBS (Phosphate-buffered saline-fosfat tamponlu serum) ile seyreltilerek fikoldan
sitegradiyent yontemi ile mononiiklear hiicre ayrimi yapilir. Fikol siipernatindan ayrilan
hiicre ¢okeltisi %20-30 FBS (Fetal Bovine Serum-Fetal sigir serum) igeren DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) besi yerinde siispanse edilir. Hiicre kiiltiir
flasklarindan 48-72 saat 37 derece sicaklikta, %35 karbondioksit (CO;) igeren
inkiibatorlere birakilir. Bu siire sonunda siipernatant ve plastife yapismayan hiicreler
kiltirt stirdiiriilir. Hiicreler flask tabaninin %70-80 ini kapladiklarinda tripsinasyon
islemi yapilarak yapisan hiicreler aspire edilerek uzaklastirilir. Sonrasinda hiicreler
boliinerek taze besi yerine nakledilir. Ortalama 2-6 pasaj sonra istenilen hiicre sayisina
ulagilmis olur. Kullanima hazir hale gelen hiicreler daha sonra calisilmak {izere

dondurularak -80 ile -196 derece de muhafaza edilir (92).
2.4. KOK HUCRELERIN KULLANIM ALANLARI

Kok hiicre aragtirmalari, temel ve klinik bilimlerin yer aldigi ¢cok sayida alanda devam
etmektedir. Kok hiicreler kullanirak insana 6zgii hastalik modellerinin olusturulmasinda
faydalanmak hedef kullanim alanlarindan bir tanesidir. Embriyonik hiicre arastirmalari
ile ilgili verilerein elde edildigi fare embriyosu kaynakli kok hiicrelerinde, mutasyona
ugramis insan genleri kullanilarak gen aktarimi ile sinir sistemi hastaliklarinin

modelenmesi i¢in kullanilmaktadir (93, 94).

Kok hiicre ¢aligmalariin klinik bilimler agisinda en fazla dikkat ¢eken alani, uyarilmis
pluripotent veya multipotent kok hiicrelerin hasarli ya da hastalikli dokularin
yedeklenmesinde degerlendirilmesini igeren hiicre tedavileridir. Giiniimiizde bu amagla
0zellikle organ transplantasyonu yapilmaktadir.

Arastirmacilar, uzun yillardir hasarli hiicre ve dokular1 yedekleyebilmek amaciyla
kullanmanin yollar1 tizerine ¢alismaktadirlar (95).

Kok hiicreler genel olarak; 16semi, spinal kord yaralanmalari, parkinson hastalig, felg,
yaniklar gibi birgok hastalikla birlikte 6zellikle agiz bolgesinde tiimor rezeksiyonu
ardindan hasara ugrayan dokularin rejeneratif tedavisi i¢in gerekli yapilarin yerine

konabilecegi devamli kaynak saglayabilmektedir (96).
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Tablo 3. Kok Hiicrelerin Farklilagma Kapasiteleri ve Rejeneratif Medikal Tedavilerde

Kullanilma Potansiyelleri

Tedavilerin Yapilabilecegi

Spina kord yaralanmalari

Embriyonik kok hiicreler

Kok Hiicre Tipleri Farklilagtiklar1 Hiicreler
Durumlar
Lésemi MKH Hematop?tlk progenitor
hiicreler
Myelin kilifi iireten

oligodendrosit

Parkinson hastalig1

Embriyonik kok hiicreler

Dopamin iireten hiicre

Diabet

Embriyonik kok hiicreler,
MKH

Instilin iireten beta hiicre

Myokard yenilenmesi

Embriyonik kok hiicreler,

Kardiomyosit

MKH, Kardiak kok hiicre Yeni kapi”er

Anti-aging MKH Adiposit
Osteogenezis
Kemik, kikirdak, tendon MKH Adipogenezis

rejenerasyonu
Kondrogenezis

25. KOK HUCRENIN DiS HEKIMLiGi UYGULAMA ALANLARI VE
GELECEKTEN BEKLENTILERI

Erigkin insan dis pulpasindan izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyon

aragtirmalart ile in vitro epitelyal ve fibroblastik farklilasma Kkapasiteleri
degerlendirilmektedir. Bu hiicrelerin literatiirde belirlenmis 6zellikleri kiyaslandiginda
cogunlukla kemik iligi kaynakli MKH’lere benzer immunofenotipik o6zellikler
gosterdikleri belirlenmistir. Farklilasmay1 indiikleyen biiyiime faktorlerinin varliginda
epitelyum ve fibroblast benzeri morfolojik ve immuno histokimyasal degisim
gosterdikleri tespit edilmistir. Fakat kesin bir sonuca varilabilmesi igin, elde edilen
verilerin . mRNA diizeyinde gergeklestirilecek arastirmalarla da desteklenmesi
gerekmektedir (94). Farklilasma potansiyelleri ile pulpa kaynakli MKH’ler, deri basta
olmak iizere mide i¢ ylizeyi, irogenital sistem ve gogiis kanallart gibi organ

kavitelerinde meydana gelen epitelyum hiicre hasarlarinin klinik tedavileri, bag doku ve
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ekstraselliiler matriksin yeniden yapilandirilmasini igeren klinik uygulamalar ve doku
miithendisligi arastirmalarinda kullanilabilecek 6nemli bir alternatif kaynak olacaktir.
Dis kaynakli kok hiicreler, tedavi uygulamalari i¢in 6zelliklerin tamamina sahiptirler
(94). Ayrica pek ¢ok avantaj saglamaktadir. Bunlar;

1.Elde edilmesi kolaydir.

2. Hiicre ekstraksiyonunun etkinligi daha yiiksektir.

3.Farklilasma yetenekleri yiiksektir.

4. Biyomateryallerin kullanildig1 ¢alismalarda dokularin yeniden yapilandirilmasi

icin etkin kullanim alanlar1 vardir.

5.Hayatta kalma stireleri uzundur.

6. Giivenli bir sekilde kriyo prezervasyonlari yapilabilir (97).
Saglikli insan dislerinden izole edilen kok hiicrelerin dondurularak saklanmasinin
sonrasinda ¢ozdiiriilmesi ile elde edilen yiiksek hiicre canlilik oranlari, bu hiicrelerin
ihtiya¢ halinde kullanilmak iizere saklanabilecegini ortaya koymustur (94). Bu kok
hiicreler, anti-inflamatuar ve immunmodiilator 6zelliktedirler. Pulpa ve dis destek doku
kaynakli enfeksiyonlarda, immun cevabin olusumunda proinflamatuar transkripiyon
faktori NF-B araciligiyla rol oynamaktadirlar. Allojenik dokulara transplante
edildiklerinde ise immunolojik tolerans gelisimini indiiklemektedirler. Pulpa kaynakli
MKH’ler bagisiklik sistemininin baskilayici etkilerini T lenfositlerin proliferasyonunu
inhibe ederek gostermektedirler (94).
Uciincii molar dislerden elde edilen MKH’lerin dentin yapici odontoblastlar,
osteoblastlar, yag hiicreleri, iskelet/diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri ve sinir
hiicrelerine diferansiye olabildigi literatiirde bildirilmistir (94). Bununla birlikte
Graziano, A. et al. (94) 2008 yilinda yaptiklar1 galismada, dis pulpast kaynakli kok
hiicrelerin mezenkimal ve mezenkimal olmayan dokularin hiicrelerine farklilagabildigini
gostermektedir. Yapilan son ¢aligmalar ise bu hiicrelerin multipotent noral krest kok
hiicreleri olabilecegine dair kanitlar igermektedir. Ayrica immun sistemi baskilanmig
farelerde yapilan arastirmalar, pulpa kaynakli MKH’lerin, kafatasinda olusturulmus
genis defektlerin onarilmasinda kullanilabilecek 6nemli bir hiicre kaynag:
olusturdugunu gostermistir (92). Pulpa kaynakli MKH’ler bu o6zellikleri sayesinde
dentin, pulpa, periodontal doku ve kikirdak dokularin onariminda, immun sistem ve
kassal hastaliklarmin tedavisinde klinik uygulamalarda kayda deger kullanim

potansiyelleri bulunmaktadir (92).
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Tablo 4. Dental Pulpa Kaynakli MKH ve Kemik iligi Kaynakli MKH’lerin hiicre

marker ekspresyonlarinin karsilastirilmasi

Yiizey Antijeni DPSCs SHED Kemik iligi MKH
CD 14 - - -
CD 34 - - -
CD 44 ++ ++ ++
CD 45 - - -
CD 106 + +/- ++
CD 146 ++/+/- ++/+/- ++/+/-
Stro-1 ++/+/- ++/+/- ++/+/-
Tip-1 kollagen ++ ++ ++
Tip-111 kollagen ++/+ ++/+/- ++/+
Osteokalsin ++/+ ++/+/- ++/-
Osteonektin ++/+ ++/+ ++/+
Osteopontin ++/- ++/- ++/-

2.6. REJENERATIF ENDODONTIK UYGULAMALAR
2.6.1. Kok Kanalinin Revaskiilarizasyonu

Dislerin yapisal biitlinliigiinii geri doniisiimsiiz olarak bozan problemlerin basinda dis
¢lirigli bulunmaktadir. Ciirtik diglerin restorasyonu sirasinda kullanilan bir¢ok dental
materyal pulpa hiicrelerinin hasarna ve dlimiine sebep olmakta, asirt kron harabiyeti
olan dislerde ise endodontik tedavilerin yerine disin ¢ekimi planlanarak; dis kaybi
protez veya implant tedavileri ile telafi edilmeye ¢alisilmaktadir (2, 98). Bu sekildeki
kayiplarin Onlenebilmesi igin; pulpa-dentin kompleksinin rejenerasyonu operatif
dishekimliginin ve endodontinin ana hedeflerinden biri olmustur (98) Tablo 5.

Endodontik tedavi, diger bir deyisle kok kanal tedavisi dis hekimleri tarafindan en gok
uygulanan tedavi islemlerinden biridir. Endodontik tedavilerde temel amag enfekte veya
hasarli pulpa dokusunun uzaklastirilmasiyla olusan boslugun enfeksiyon riskine karsi
biyouyumlu materyallerle doldurulmasidir. Son zamanlardaki yeni dental materyaller ve

tedavi uygulamalari ile endodontik tedavilerin basarisi 6nemli 6l¢iide artmistir. Pulpasi
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uzaklastirilmis bu dislerin basarili bir endodontik tedavi neticesinde uzun siire agizda
kalabilmelerine ragmen, dis pulpasinin canliligini korumanin pek ¢ok avantaji
bulunmaktadir. Vital pulpada yapimi devam eden reperatif dentin olusumu, apikal
gelisim ve dentin duvarlarinin gelisimi sebebiyle 6zellikle immatiir daimi disler igin
onemlidir. Pulpa canliligin1 devam ettirmenin bir diger avantaji ise sinirli da olsa dentin
rejenerasyonuna devam edebilmesidir. Ayrica 6zellikle endodontik tedavili dislerde,
uygulanan dolgu materyallerine veya kanal patlarinin 6zelliklerine bagli olarak renk
degisikligi olabilmekte; bu da estetik olumsuzluklarla sonuglanabilmektedir (99).

Rutin uygulamalarda apikal periodontitisli, immatiir daimi dislerde apeksifikasyon
tedavileri yapilmaktadir. Apeksifikasyon tedavisi agik apekste kalsifiye bariyer
olusturma yontemi olarak tanimlanmaktadir. Bu tedavi seklinde ¢ok sayida farkli
materyal uygulanabilmektedir ancak aralarinda en sik kullanilanlar1 kalsiyum hidroksit
ve mineral trioksit aggregat (MTA)dir. Bu materyallerin i¢inde kalsiyum hidroksit,
giinimiizde siklikla hem baslangic ve hem de ara seanslarda siklikla kullanilmaktadir.
Apikalde kalsifiye bariyerin olustugu goriildiigiinde ise kok genellikle kanal pati1 ve
gutta perka ile doldurularak apeksifikasyon tedavisi bitirilmektedir. Apeksifikasyon
tedavisi yapildiktan sonra birtakim olumlu sonuglara ulasilsa da uzun siireli takip
gerektiren tedavinin, poroz bariyer olusumu ve apikal kapanmadaki yetersizlik gibi
kisith taraflar1 bulunmaktadir. Bunun disinda birtakim arastirmalarda uzun dénem
kalsiyum hidroksit uygulanmasinin dentin duvarlarinin ince kalmasina sebep oldugu ve
bununla birlite kirtlmaya yatkinligin arttigi bildirilmistir (100-101).

Apeksifikasyon tedavilerinde kullanilabilecek materyallerden bir digeri olan MTA ile
tek seansta apeksifikasyon yapilan vakalarda oldukga basarili sonuglara ulasilmistir
(102, 103). Ancak bu tedavi seklinde de uygulanan MTA nin koki gliglendirmedigi gibi
kalsiyum hidroksitin kokiin kirilmalara olan dayanimini azalttigi bildirilmistir (102).
Biitiin alternatif tedavi uygulamalari degerlendirildiginde en iyi oldugu diisiiniilen
MTA’nin bile az da olsa dezavantajlarinin oldugu goriilmesi sebebiyle yerine tiim olasi
komplikasyonlar1 ortadan kaldirmaj amaciyla degisik tedavi protokolleri gelistirilmeye
caligilmistir.

Son zamanlarda nekrotik pulpali immatiir dislerin tedavisinde revaskiilarizasyon
tedavilerinin kullanilmasi 6nerilmektedir (104). Bu tedavide; sert doku birikimi ile kok
kanal duvarlarinda kalinlasma saglamakta ve kok gelisiminin devam etmesini

desteklemektedir (105-107).
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Pulpa-dentin kompleksinin rejenerasyonu ile ilgili ¢alismalarin tarihi ¢ok eskilere
uzanmaktadir. 1962°de Ostby, 1966°da Rule ve Winter ¢ocuklarda pulpa nekrozu
durumlarinda kok gelisimi ve apikal tikanmayla ilgili, 1971°de Nygaard-Ostby ve
Hjortdal pulpal rejenerasyonla ilgili ¢alismiglardir (108,109,110). Bu ¢aligsmalardan elde
edilen sonuglara bakildiginda; o yillarda kullanilan materyal ve enstriimanlar yeterli ve
giivenli olmadigindan sonuglar1 farkli ¢ikmistir. Bu ¢eliskili sonuglar bir siire daha diger
geleneksel tekniklerin kullanimina sebep olsa da giiniimiizde su an igin rejeneratif
tedavide kullanilan materyaller, enstriiman ve metotlar ile doku miihendisligi gibi
alanlarin katkilartyla teknigin kullanimi1 oldukga gelismistir.

Rejeneratif endodontik prosediirler, pulpa-dentin kompleksindeki hiicreler ve ek olarak
dentin ve kokii i¢eren hasar gérmiis biitiin yapilarin yenisi ile yer degistirmesi temeline
dayanan biyolojik temelli islemler olarak tanimlanmaktadir(2). Bu sekilde disin
fonksiyonel ozellikleri tekrar kazandirilir, immatiir disler kok gelisimini devam
ettirebilir ve apikal periodontitisin olusumu engellenir, olusmus periodontitis ortadan
kaldirilir. Sonugta apekste olusturulann sert doku, kemik ve sement benzeri bir doku
olarak tanimlanmakta ve devam eden kok gelisimi apikal sement depolanmasi ile
aciklanmaktadir (111, 112).

Apekste ve kanal boslugunda yeni olusan dokularin kaynagi ve dogasini acgiklayan
degisik mekanizmalar bulunmaktadir (113). K6k kanalinin apikal ucunda bulunan canli
ve az sayidaki pulpa hiicrelerinin yeni matriks olusturarak kokiin gelismesini ve
saglamlasmasin1 saglayacan odontoblastlara farklilasmasi olasiligi bunlardan bir
tanesidir (105). Ayrica kok gelisimini agiklayan olast mekanizmalarda apikal
papilladaki kok hiicreler ve kemik iliginin de etkili olabilecegi bildirilmistir. Apikal
papilla dokusu igerigindeki spesifik kok hiicreler ile pulpa dokusunu yenileme ve kok
gelisimini stirdiirme potansiyeline sahiptir (106). Muhtemel bir diger hipotez ise
prolifere olarak kok kanal igine biiyiiyen ve dentinin i¢ ylizeyinde sement ve kemik gibi
sert dokular1 depolayan, periodontal ligamentteki kok hiicrelerdir. Kok gelisiminin
devamini saglayan bir diger olasi mekanizma da olgunlagsmamis dis iginde bolca
bulunan ¢ok yonlii etkili pulpal kok hiicreleridir (113). Kan pihtist ise igerisindeki
bliyiime faktorleri sayesinde farklilasmayr ve biyiimeyi; odontoblastlarin,
fibroblastlarin ~ ve sementoblastlarin  geligimini  indiikleyerek  rejenerasyonun

saglanmasina 6nemli bir katkida bulunmaktadir (36).
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Tedaviler sonrasinda olusturulan yeni yapimin ise pulpa veya pulpa benzeri bir doku
olup olmadigr sorun teskil etmemektedir. En 6nemlisi kok kanallarinda ve apekste
gelisimin stirdiiriilebilmesidir. Bu sayede disin kirilmalara karsi direnci artmaktadir.
Travmatik avulsiyon ve replantasyondan sonra nadir vakalarda goriilen apikal dokularin
rejenerasyonu, nekrotik ve enfekte dislerde de pulpa dokusunun tamamen rejenere
olabilecegine dair ¢alismalara Onciiliikk etmistir (114). Boylece yeni doku ve pulpanin
enfeksiyonu arasindaki miicadele yeni dokunun lehine sonuglanmaktadir. Bu bilgilerden
yola ¢ikildiginda travmaya ugramis disin kanal enfeksiyonu kontrol altina alindiginda,
nekrotik ama steril pulpa bosluguna sahip avulse dis durumuna doniismektedir. Sonug
olarak, revaskiilarizasyonun temelinde, steril doku matriksi varsa buralarda yeni
hiicreler gelisebilmekte ve pulpa vitalitesi tekrar saglanabilmektedir.
Enfekte pulpali ve apikal periodontitisli dislerde revaskiilarizasyon tedavilerine bes
farkl: tipte yanit alinabilecegi gézlemlenmistir (115).

e Tipl- Kanal duvarlarinda kalinlasma ve kok gelisiminin devam etmesi

e Tip2- Kok ucunun kiint ve kapanmis olmasiyla beraber kok gelisiminin durmus

olmasi

e Tip3- Kok gelisiminin devam etmesi fakat apeksin agik kalmasi

e Tip4- Kanal boslugunda yaygin kalsifikasyon

e Tip5- Kok apeksi ve koronal MTA arasinda sert doku bariyeri olusumu
Ayrica iyilesmeye dair hicbir bulgu yoksa fistiil kaybolmuyorsa, agr1 ve sislik devam

ediyorsa; diger tedavi protokolleri denenmesi 6nerilmektedir (115).
2.6.2. Revaskiilarizasyon Uygulama Yoéntemi

Tedavi yapilmas:t planlanan dise lokal anestezi ve izolasyon saglandiktan sonra
endodontik giris kavitesi agilir. Bir enjektdr apeksten 1 mm yukariya yerlestirilir ve
kanal yavasca sodyum hipoklorit veya klorheksidin glukonat ile yikanir. Kok
kanallarinda irrigasyon materyali kullanilirken, enstrumantasyon yapilmaz. Kok
kanallarinin minimum irritasyonu ve preparasyonu ile kanallarda daha fazla canli pulpa
dokusunun kalmasi amaglanir. Nekrotik pulpali dislerin revaskularizasyonunda
enfeksiyonun kontrolii en Onemli basamaktir. Bu dislerde mekanik preparasyon
yapilmadig1 i¢in, enfeksiyon kontrolii sadece irrigasyon maddeleri ve kanal i¢i patlarla

saglanir.
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Kanalda bakterinin varligi basarili bir revaskiilarizasyon tedavisi i¢in kritiktir; ¢linkii
yeni dokunun gelisimi kanal boslugunda bakteri ile karsilastiginda duracaktir (116,
117).

En etkili kanal dezenfeksiyon yontemi mekanik debridman ve kimyasal irrrigasyona
ilaveten uygulanan kanal ici ilaglarla saglanmaktadir. Bu tiir dislerde mekanik
preperasyon sadece pulpanin ekstirpasyonunu icerecek sekilde minimal diizeyde
tutulmalidir. Dezenfeksiyon asamasi sadece irriganlar ve kanal i¢i ilaglarla
saglanacagindan revaskularizasyonun en Onemli asamasmi olusturmaktadir (118).
Ancak agik apeksli diglerde iyi bir preparasyon ve sitotoksik antiseptiklerin kullanimi
apikal bolgede iyi beslenen ve canliligin1 = siirdiiren pulpa hiicrelerini
uzaklastirabilmektedir (119, 120). Bu dokularin uzaklastirilmasi pulpaya ve dentine
donilisme potansiyeline sahip hiicrelerin uzaklastirilmas: anlamina gelmektedir.

Tam bir irrigasyondan sonra kanal kurulama kagidi ile kurulanir ve antimikrobiyal pat
kanala yerlestirilir (121). Amag, kanal dezenfeksiyonunu ve vital dokularin
canliliklariin devamini saglamaktir. Giris kavitesinin MTA ve cam iyonomer siman ile
kapatilmasi1 gerektigini ileri siiren arastirmacilar oldugu gibi gegici dolgu maddesi veya
cam iyonomer siman ile kapatilmasini dnerenler arastirmacilar bulunmaktadir.

Iki hafta sonra hasta degerlendirme icin cagrilir. Dis asemptomatik ise ve klinik
bulgularda gerileme varsa dis tekrar agilir ve kanama olusuncaya kadar steril paslanmaz
celik endodontik K-tipi el egesi ile irrite edilir. Murray et al. (2) kapali apekse sahip
nekrotik pulpali dislerde revaskiilarizasyon saglanmasi igin apikalin 1-2 mm
genisliginde enstrumante edilmesi gerektigini gostermislerdir. Amac, bolgesel kanamay1
kok kanalina yonlendirmektir. Kanamanin kanalin i¢ini doldurmasi beklenir. Boylece
yeni dokular kok kanal sistemine kolaylikla girebilecek ve goreceli olarak uzak olan
pulpa boynuzuna ulasacaktir. Kan pihtisi olusumu protein iskeleti olusmasina hizmet
etmekte; bu da dokunun pulpa odasinda 3 boyutlu gelisimine izin vermektedir. Basarili
bir tedavi icin bir diger sart; revaskiilarizasyondan ©nce pulpa odasina bakteri
invazyonunu engellemek i¢in bakteri gegirmez bir ortii ile kapatilmasidir.

Rezin kullanarak uygulanan koronal 6rtii yerine ¢ift kat MTA’nin mine-sement sinirinin
altina kadar kullanilmasi tercih edilir. MTA nin biyouyumlulugunun ve mikrosizintiyi
Onleyici 6zelliginin ¢ok iyi olmasi tercih edilme nedenidir. Ayrica cam iyonomer rezin
ile birlikte uygulanmasi ortiicii 6zelligini ve saglamlhigin1 artirmaktadir. Islak pamuk

pelet MTA’nin iizerine yerlestirilir, 2-3 giin sonra MTA kontrol edilir ve giris kavitesi
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cam ionomer veya kompozit rezin ile restore edilir. Daha sonra hasta kok olusumunu
takibi i¢in klinik ve radyografik olarak 3-6 aylik aralarla takip edilir.

Bu teknik ile birlikte olusturulan rejenere doku yapisinin pulpa ile benzerligi tam olarak
aciklanamamistir. Fakat bu teknigi igeren ve yayin haline getirilmis vaka raporlari, kok
formasyonunun devam ettigi ve termal pulpa testleri sonucunda pozitif cevap veren bir
iyilesmenin oldugunu bildirmislerdir (105). Teknigin doku miihendisligi prensipleri

acisindan giivenilir olup olmadigi ise halen tartisma konusudur (2).

2.6.3. Kok Kanallarinin Revaskiilarizasyonunda Kullamlan Kanal igi

Medikamanlar
2.6.3.1. Antibiyotik Karisimi

Uclii antibiyotik patt (TAP): Siprofloksasin, metrnidazol ve minosiklin karisimimin
endodontik patojenler iizerine etkiniligi in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir (122).
Hoshino et al. (121) ilaglarin yalniz kullanilmalarina kiyasla, kombine edildiklerinde
etkinliklerinin  arttigin1  ve ilaglarin higbirinin  bakterileri biitiinliyle ortadan
kaldiramadiklarii bildirmislerdirr. EK olarak, Sato et al. (122) arastirmalarinda;
siprofloksasin, metrnidazol ve minosiklin kombinasyonun kok kanalindaki dentinin
derin tabakalarindaki bakterilerlere kars1 da etkin oldugunu gostermislerdir. Windley et
al. (123) apikal periodontitisli immatiir kopek dislerinde yaptiklart ¢aligmalarinda tglii
antibiyotik patinin dezenfeksiyon etkisi oldugunu bildirmiglerdir. Bu konuda yapilmig
caligmalar, U¢li antibiyotik pati kalsiyum hidroksit yerine kullanildiginda kanal
icerisindeki bosluklara pulpa dokusunun daha iyi rejenere olabilecegi bildirmislerdir
(104, 111).

Uclii antibiyotik pati, igerigindeki bakteriyostatik (minosiklin) ve bakterisidal
(metronidazol, siprofloksasin) kombinasyonlar ile rejenerasyona ve dogal kok kanal
yapisinin tamamlanmasina izin vermektedir.

Genis spektrumlu bakterisit olan metronidazoliin enfekte nekrotik pulpali disten izole
edilen anaeroblar lizerine etkinligi gosterilmistir (124). Uygun irrigasyon solusyonlari
ve medikamanlar segilirken antimikrobiyal etkinliklerinin yanisira, rejeneratif
potansiyellerine de dikkat edilmelidir (2). Ornegin, tetrasiklinin dentindeki konak
hiicrelerin gelisimini, antimikrobiyal etkinligi ile degil kollojen fibrilleri ve biiylime

faktorlerini aciga c¢ikararak gergeklestirdigi bilinmektedir.
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Topikal doksisiklin ve minosiklinin aviilse olmus immatiir daimi dislerde radyografik
ve histolojik olarak revaskiilarizasyon sagladig1 gosterilmistir (117, 125).

Diger antibiyotik karisimlar1 penisilin-basitrasin veya kloramfenikol-streptomisin
karisimi veya neomisin, polimiksin ve nistatin karisimi daha onceki g¢aligmalarda
degerlendirilmistir. Bu patlarin her ikisinin de kanal i¢i medikaman olarak sinirh
etkilerinin oldugu bildirilmistir. Molander et al. (126) yaptiklar1 ¢alismada
klindamisinin kalsiyum hidroksit ve diger geleneksel kanal patlarina kiyasla avantaji
olmadigini gostermislerdir.

Bir antibiyotik veya antibiyotik kombinasyonunun kanal i¢inde kullanimi c¢esitli
endiseler olusturmaktadir. Ik olarak, minosiklin kullanimina bagli renk degisikligi
materyalin kuvvetli antimikrobiyal etkinligi olmasina ragmen 6zellikle anterior diglerde
dezavantaj olusturmaktadir (121, 127). Diger riskler ise, endodontik enfeksiyonlardaki
bakterilerin diren¢ kazanabilmesi ve alerjik reaksiyon veya duyarlilik goriilmeyen bir
hastada duyarlilig1 tetikleyebilmesidir (128, 129). Bu sebeplerden, tedavi siiresinde
antimikrobiyal ajanin verilme sekline bakilmaksizin hastanin tam ve kapsamli sistemik
ve dental hikayesini 6grenme gerekliligi bulunmaktadir (130).

Bu sebeplerden dezavantajlari ortadan kaldirabilmek amaci ile gesitli antibiyotik
kombinasyonlar literatiirde yer almaya baslamistir. Bunlardan bazilari ikili antibiyotik
patt  (metronidazol-siprofloksasin, DAP) ve modifiye iglii  antibiyotik

pati(metronidazol- siprofloksasin-sefaklor, MTAP) dir (89).
2.6.3.2. Kalsiyum Hidroksit

Kalsiyum hidroksitin dis hekimliginde kullanimi 1930 yilinda Hermann tarafindan

Onerilmistir.

Kalsiyum hidroksit beyaz, kokusuz bir tozdur ve molekiil agirligi 74,08°dir. Suda
¢Oziinlirligl azdir ve sicakliin artmasi ile azalir, alkolde ¢ozlinmez. Diisiik ¢oziintirlik
lyi bir 6zelliktir ¢linkii vital dokularla temas halinde iken doku sivilarinda ¢6ziinmeden
uzun bir periyoda ihtiyact vardir. Esas etkisi kalsiyum ve hidroksil iyonlarina ayrilmasi
ile olusur ve bu iyonlar, canli dokular ve bakteriler iizerindeki sert doku depozisyonu ve
anti bakteriyel etkisini indiikler. Fakat kalsiyum iyonu dokuda karbondioksit veya
karbonat iyonlar1 ile karsilagtifinda kalsiyum karbonat olusur ki bu mineralizasyon
islemini tiim kalsiyum iyonunu tiiketerek yok eder. Kalsiyum karbonatin ise biyolojik

ya da anti bakteriyel etkinligi bulunmamaktadir (131, 132).
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Guinimuzde ideal bir kok kanal ilact bulunmamakla birlikte, en sik kullanilan intrakanal
medikaman kalsiyum hidroksittir (131, 132). Kalsiyum hidroksit yiiksek pH’ya bagl
anti bakteriyel 6zelliginin olmasi, doku ¢6ziicii 6zelliginin olmasi, kok rezorpsiyonunu
durdurmasi, tamir islemini hizlandirmasi ve sert doku olusumunu uyarmasi nedenleri ile
calismacilar tarafindan kullanim1 uygun bulunmaktadir (133).

Kalsiyum hidroksitin pH’s1 yaklasik 12,5 oldugundan enfekte kok kanallarinda sikca
rastlanan bakteri tiirlerinin ¢ogu bu madde ile dogrudan temasa gegtikten kisa sure sonra
etkisiz hale gelirler. Kalsiyum hidroksitin anti bakteriyel etkinligi sulu ortamda
hidroksil iyonlari salmasi ile iligkilidir. Hidroksil iyonlari, bakterilerde sitoplazmik
membranda hasar, protein denatiirasyonu ve DNA hasar1 meydana getirerek etki eder.
Kalsiyum hidroksit, ayrica hem vital hem de devital pulpa dokusu iizerine ayr1 ayri
etkilerde bulunabilmektedir. Buna neden olan olay dokularin igerdikleri (CO,)

miktaridir.

Kalsiyum hidroksit ¢esitli amaglar i¢in kullanim alan1 bulmustur. Bunlar arasinda direkt
ve indirekt pulpa kuafaji, kok kanallarinin pansumani, kok rezorpsiyonunun
engellenmesi, iatrojenik perforasyonlarin tamiri, horizontal kok kiriklarinin tedavisi ve
kok kanal pat1 olarak kullanimi vardir.

Ancak kanal igerisinde derin dentin kanallar1 ve yan kanallar, darliklar, diizensizlikler
gibi ulasilmasi giic karmasik kanal yapisi bulunan dislerde bakteriler alkalin pH’yi
notralize etmekte ve kalsiyum hidroksitin etkisinden korunarak bos kalan bu aranlara
zamanla c¢ogalmaktadirlar (134). Bu sebeple son zamanlarda dentin kanallarina ve
semente difiize olabilen, periodontal dokulara ve periapikal bolgeye ulasabilen,
analjezik ve antienflamatuar 6zelligi nedeni ile glukokortikosteroid-antibiyotik bilesigi

kanal tedavilerinde kullanilmaya baslamistir (129, 135).

2.6.3.3. Mineral Trioksit Agregat

Ik kez 1993 yilinda dis hekimliiigine tanitilan MTA, 1998 yilinda Amerikan Gida ve
flag Yonetimi (FDA) tarafindan onay verilmesi ile deneysel ve Klinik olarak biiyiik
capta kullanim alani bulmustur (136) (137) . Giiniimiize kadar;

1. Cerrahi ve cerrahi olmayan yaklagimlarla kdk ucu dolgusunda (138-140),

2. Kok ve furkasyon perforasyonlarinin tamirinde (137, 141, 142),

3. Siit ve siirekli dislerin direkt pulpa kuafajinda (143, 144),
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4. Siit disi pulpatomi tedavilerinde (145, 146),

5. Cvek pulpatomisinde (147, 148)

6. Dens invajinatusun profilaktik parsiyel pulpatomi tedavisinde (147),

7. Apeksifikasyonlarda (149, 150),

8. Kanal pati olarak daimi dislerin kok kanal tedavisinde (151),

9. Retine siit dislerinin kok kanal tedavisinde (152)

10. Rezorptif defektlerin tamirinde (153, 154),

11. Devital dislerin kanal i¢i beyazlatma islemlerinde bariyer olarak (155)

12. Fiizyon gozlenen ve endodontik tedavi ihtiyaci olan dislerin iletisim

bolgesini kapamada kullanildigi goriilmektedir (156).

Icerik ozellikleri; Agirlik¢a %75 portland ¢imentosu, %S5 alg1 ve %20 bizmut oksit den
olusmaktadir. Materyalin sertlesme zamani igerigindeki alg1 ile (157), opasitesi ise ilave
edilen bizmutoksit ile saglanmaktadir (158, 159).
Beyaz ve gri MTA’nin igerik olarak ozellikleri benzerlik gostermektesir (159). Fakat,
renk oOzellikleri gelistirilerek 2002 yilinda piyasaya siiriilen beyaz MTA’da olasi
renklesme problemlerini ortadan kaldirmak amac: ile yapidan tetrakalsiyum alumina
ferrit ¢ikarilmistir. Gri ve beyaz MTA’nin igerik Ozelliklerinin karsilagtirildigi bir
calismada, beyaz MTA’da demir oksit (%100), aliminyum oksit (%122) ve
magnezyum oksit (%130) konsantrasyonlarmin gri MTA’ya gore 6nemli oranlarda
azaltildig: bildirilmistir (160).
Fizik ve Mekanik Ozellikleri; MTA tozu su ile kanstirildiginda, yaklasik 3 saat
igerisinde sertlesen kolleidal jel formuna doniismektedir (158). Fakat , beyaz MTA’da
sertlesme siirecinin daha uzun oldugunu goriis bildiren aragtirmalar bulunmkatadir (161,
162).
Sertlesme reaksiyonu 24 saatten uzun siirmekle birlikte, MTA’ ’nin sertlesmesi su veya
kan varligindan etkilenmemektedir (138, 163).
MTA karisiminin 6zellikleri; pargacik biytikliigline, toz/sivi oranina, uygulama
sahasinin 1s1sina, alandaki nem varligima ve karisim i¢indeki hava kabarciklarina bagl
olarak degisebilmektedir (164). Sertlesme reaksiyonunun baslangicinda pH 10,2 iken,
sertlesme reaksiyonu tamamlandiktan sonra, kalsiyum hidroksit gibi yaklasik 12,5
degerine yiikselmektedir (158). MTA, dentinden ve de IRM ve Super- EBA gibi kok
ucu dolgu materyallerinden daha radyoopaktir (158, 165).
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Ortiiciiliik Ozellikleri; MTA, oncelikle kok ucu dolgu ve perforasyon tamir materyali
olarak kullanilmak amaciyla gelistirildigi ic¢in Ortiiciilik ve sizinti degerlerinin bu
amagla kullanilan diger materyallerle kiyaslandiginda g¢alismalarin tamaminda diger
materyallerine benzer yada ¢ok daha iyi oldugu gosterilmistir (158, 165).

Ortiiciiliik 6zellikleri bakimindan elde edilen basarili sonuglar; materyalin dogasina,
sertlesme sirasindaki genislemeye ve antimikrobiyal Ozelliklerine dayanmaktadir.
Materyalin dezavantaji olarak bilinen uzun sertlesme siiresi, biiziilmenin azalmasina ve
dolayis ile simanin ortiiciiliigiiniin gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir (144,
158). Ayrica doku sivilari ile reaksiyona giren materyalin zamanla ¢éziinmesine bagli
dentin ve apatit tabakasi arasindaki gelistigi bildirilen kimyasal reaksiyonun, ortiiciiliigii
gelistirdigi ve baslangigtaki mekanik tutunmaya ek olarak gelisen bu kimyasal
baglanmanin, ortiiciiliik 6zelliklerinde etkili oldugu one siirtilmektedir (166).

Etki Mekanizmasi; MTA ’nin etki mekanizmasinn yaklasik olarak kalsiyum hidroksit ile
benzerlik sergiledigi ortiiciiliik, biyouyum, alkalinite ve 6zgii diger 6zelliklerin mevcut

etkilerin ortaya ¢ikmasinda rol oynadig bildirimlistir (167-169).

Materyalin ana yap1 olarak kalsiyum hidroksit igermedigi, yapidaki kalsiyum oksitin
doku sivilariyla temasmin kalsiyum hidroksit formuna doniisecegi seklinde goriisler
bulunmaktadir (168). Fakat, MTA’nin biyolojik 6zelliklerinin fizikokimyasal temelini
inceleyen bir arastirmada bu goriisten farkli olarak, sentetik doku sivilarinda
bekletilmesi halinde salinan temel iyonun kalsiyum oldugu ve kalsiyumun doku
sivilarindaki  fosfatlarla reaksiyona girerek hidroksiapatit olusumu gozlendigi
bildirilmektedir. Materyalin ortiiciiliik yetenegi, biyouyumlulugu ve dentinojenik
aktivitesinde bu fizikokimyasal reaksiyon sonucunda olusan hidroksiapatitin rol

oynadigi one siiriilmektedir (166).
2.6.3.3.1. MTA’nin Klinik Uygulama Teknigi ve Uygulama Alanlari

Baslangigta kok ucu dolgu maddesi ve perforasyon tamir materyali olarak gelistirilen
MTA =zaman igerisinde ¢esitli klinik uygulamalarda kullanilmaya baslamistir.
Materyalin kullanim kilavuzunda ve iirlinii gelistiren arastiricilarin klinik uygulamalarla
ilgili yaymlarinda, kullanim sekli ayrintili bir sekilde sunulmustur. Bu bilgilere gore;
kullanimdan hemen 6nce hazirlanmasi ve toz yapmin nem temasindan kaginilmasi
gerekmektedir. Toz ve steril su, 3:1 oraninda cam veya kagit iizerinde, plastik ya da

metal tasiyicilar yardimiyla karistirilabilir. Kullanim sirasinda materyal karisiminin
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kurumasi halinde, gerekli kivami elde etmek amaci ile karisima tekrar su ilavesi

yapilmasinda sakinca yoktur (170).

MTA karisgimi kullanim sahasina plastik veya metal bir tasiyici ile tasinabilecegi gibi,
bu amagla siringa tipi araglardan da yararlanilabilir (170). Ayrica, 6zellikle cerrahi
kullanimlar1 sonrast materyalin  sertlesme siiresinin uzunlugundan kaynaklanan
problemleri asabilmek amaci ile Onceden sekillendirilmis materyal peletleri
kullanilabilir. Materyalin adaptasyonunun saglanmasi amaci ile kagit konlar, el aletleri
veya Ozel tepiciler kullanilabilir (171). Materyalin sertlesmesini tesvik edebilmek amaci
ile, lizerine nemli bir pamuk pelet ile IRM yerlestirilmesi ve yeterli sertlesme
saglanincaya kadar yaklasik1-3 giin bekletildikten sonra kalic1 restorasyonun yapilmasi
onerilmektedir (163, 172).

MTA’nin basing dayanci diisiik oldugu igin daimi dolgu maddesi olarak kullanimi
uygun goriilmemektedir. Bu sebeple, materyalin ve tamir edilen bélgenin korunmasi
amaciyla, MTA’nin {izerine hizli sertleseme oOzelliginde gegici dolgu maddesi ile
kullanigmasi onerilmistir (163). Fakat, uyumsuz hastalarin vital pulpa tedavilerinde
kavitenin tamamen bu materyalle kapatilabilecegi, bu durumda tedavi edilen dis ile
karsit dig arasina islak bir tampon konularak, materyalin sertlesmesinin saglanabilecegi
bildirilmistir (172). Koronal giris kavitelerinin MTA ile kapatilmasi: durumunda, sonraki
randevularda ayri bir kaide ihtiyact olmaksizin, kaide haline getirilen MTA {izerine

direkt kompozit restorasyonlar yapilabilmektedir (156).

MTA’nin vital pulpa tedavilerinde ve perforasyon tamirleri ya da kék ucu dolgusu
amaciyla kullaniminda, uygulamalar oncesinde yiizeyin sodyum hipoklorit gibi bir

dezenfektan ile steril edilmesi tavsiye edilmektedir (173).

Nekrotik pulpali acik apeksli digslerde MTA kullaniminda, koék kanal boslugunun
dezenfeksiyonu amaci ile bir hafta siire ile kalsiyum hidroksit uygulamas: tavsiye
edilmektedir.

Bu siirenin sonunda, kalsiyum hidroksitin kanaldan uzaklastirilmasinin ardindan, kok
apeksinde 3-4 mm’lik bir MTA tikacinin yeterli olacagi, eger tikag olusturmada
basarisiz olunmasi halinde kanalin steril su ile yikamp, islemin tekrarlanabilecegi
bildirilmistir (170). MTA, apeksifikasyon tedavilerinde tek ya da bariyer materyal ile
beraber kullanilabilmektedir (174). Tikag olarak uygulanan MTA’nin sertlesmesini

takiben, kavitenin kalan bolimiin guta perka ile doldurulabilecegi bildirilmistir (170,
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174). Ancak, son yillarda kok kanalinin tamamimin MTA ile doldurulabilecegini
bildiren galismalarda da vardir (149, 151).

MTA’nin perforasyon tamir ajani olarak kullaniminda, uygulama sahasindan tasma
egilimi gostermedigi, tagsa bile materyal tizerinde sement depolanmasit meydana geldigi
gosterilmistir (139, 141). Ayrica, MTA, nem varliginda sertlestigi ve Ortiiciiliik
Ozellikleri kan varligindan etkilenmedigi icin, materyalin perforasyon iizerine
uygulamalarinda kuru bir ylizey hazirlanmasina veya bir bariyer yerlestirilmesine gerek
olmadigi bildirilmistir (138, 172). Fakat, bu goriisiin aksine, materyalin islenmesi ve
yerlestirilmesindeki problemleri asabilmek amaci ile kuru yiizey saglanmasi ve bir
bariyer yerlestirilmesi gerektigini gésteren galismalar da mevcuttur (163, 174).

MTA’nin kok ucu dolgu materyali olarak kullaniminda, apeksifikasyon uygulamalarina
benzer sekilde kok ucunda yaklasik 4 mm’lik bir MTA tikacinin olusturulmasi tavsiye
edilmektedir (175). Bu uygulamalarda, retrograt olarak apikal kaviteleri agilip materyal
yerlestirilebilecegi gibi, kok kanalinin MTA ile doldurulmasinin ardindan kok kanalinin

enfekte apikal kisminin rezeke edilebilecegi bildirilmistir (176).

Son yillarda, materyalin kok kanal tedavilerinde kanal dolgu pati amaciyla kullanimina
yonelik arastirmalar yapildigi goriilmektedir (151, 177). Fakat, ge¢ rezorbe olmasi
sebebiyle, kok kanal dolgusunda kullanilmasinin, yalniz daimi disler ve persiste siit

disleri ile siirh tutulmasi gerektigini 6ne siiriilmektedir (177).

Dezavantajlari; dis hekimliginde {izerinde en fazla c¢alisilan materyallerden biri
olmasina ragmen MTA ile ilgili mevcut verilerin ¢ogu in vitro ¢aligmalar ve hayvan

calismalarindan derlenmistir. Az sayida in vivo ¢alisma bulunmaktadir (156, 168).

Materyalin maliyet, karigtirma giicligii, uzun sertlesme siiresi, uygulama alaninda
dagilmasi gibi dezavantajlarinin, klinik kullanimini sinirlandirdigr bildirilmektedir (136,
159, 171).

Ayrica, materyalin gri renkli olan ilk ¢esidinin pulpatomi ve pulpa kuafaji tedavilerinde
kullanomi  sonrast renklesmeye sebep olabilecegi de bildirilmektedir (174).
Kullanimdaki bu giiclikklerin disinda, materyalin sahip oldugu yiiksek alkalinitenin kok

dentininin sertligini etkilediginin gosterbildirilmesi de bir baska dezavantajdir (178).
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2.6.3.4. Portland Siman

MTA ve portland siman pek cok yonden fiziksel, kimyasal ve biyolojik o6zellik
gostermektedir (179). Yapilan ¢esitli ¢alismalarda, mikroskobik, makroskobik ve X
1s1n1  analizlerinde de benzer sonuclar kayda gecmistir. Biyolojik 6zelliklerinin
kiyaslandigi ¢aligmalarda dokuya olan etkileri yoniinden anlamli farklilik
bulunamamistir(180). Fakat iki materyal tamami ile aymi degildir. MTA, portland
simandan farkli olarak radyoopasitesini saglayan bizmut oksit icermektedir ve daha

kiigiik pargaciklidir (157) .

In vitro ve in vivo calismalarda, endodontik materyal olarak portland siman
kullaniminin umut vaat edici oldugu bildirilmistir (157). Bununla birlikte giivenilir

sonuclar i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.6.3.5. Klorheksidin Glukonat

Klorheksidin glukonat antiplak 6zelligine bagh olarak ciiriik onleyici etkisi olan ayni
zamanda antimikrobiyal 6zelligi ile endodontik ve periodontal tedavide rutin kullanimi
olan bir ajandir. Mikroorganizmalar1 hiicre duvarlarina absorbe olarak sitoplazmik
membranarimin yapisal biitinligiinli bozarak ve intraselliiler komponentlerin sizmasina
sebep olarak etki etmektedir(181). Saldig1 pozitif yiikli iyonlar ile dentine tutunmakta
ve dentin yiizeyinde mikrobiyal kolonizasyona engel olmaktadir (131). %0.2°1ik diisiik
konsantrasyonlarda  bakteriyostatik, = %?2’lik  yiikksek  konsantrasyonlarda ise
bakteriyosidal etki etmektedir (181). Klorheksidin glukonatin likid ve jel formunun
%0,2’lik, %1°lik, %2’lik biitiin konsantrasyonlarinin test edildigi bir arastirmada inatg1
periapikal enfeksiyonlarda siklikla izole edilen E.faecalis’e karst %35,2’lik sodyum
hipoklorit kadar etkili oldugu bildirilmistir (182). Ancak Estrela et al. iki irrigasyon

soliisyonunun da E.faecalis’e kars1 diisiik etkili oldugunu bildirmistir (183).

Klorheksidin glukonatin diisiik toksisiteye sahip etkin bir antimikrobiyal ajan olmakla
birlikte, en Onemli dezavantaji doku artiklarint ¢ézme Ozelliginin bulunmayisidir.
Klorheksidin glukonatin ve sodyum hipokloritin beraber kullanilmasi ile bu dezavantaj
gidermeye calisilmistir. Yapilan arastirmalarda bu kombinasyonun antimikrobiyal ve
doku ¢oziicii 6zelliginin iyi olmakla birlikte, smear tabakasini uzaklastirmada yetersiz
oldugu bildirilmistir(184). Klorheksidin ve NaOCl’in kombine kullaniminin dislerde
renklenmelere sebep oldugu ve ¢okelti olusturdugu saptanmistir (185). Yapilan bir diger

in vitro ¢alismada ise klorheksidin ve NaOCI’nin kombine kullaniminin E.faecalis’e
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karst klorheksidin glukonatin tek basina uygulanmasindan daha etkili olmadigi

gosterilmistir (186).
2.6.4. Eriskin (Postnatal) Kok Hiicre Tedavisi

Erigkin kok hiicreleri ¢esitli (deri, yanak mukozasi, yag, pulpa ve kemik dokusu gibi)
dokulardan elde edilebilirler. Calismalarda belirtilen asil zorluk, yetiskin pulpada
bulunan fibroblast ve odontoblast gibi bazi hiicrelere farklilagsma 6zelligine sahip eriskin
kok hiicre kaynagini belirlemek ve bu hiicrelerin elde edilmesinde kullanilan tekniklerin

gelistirilmesi gerekliligi olmustur (187).

Eriskin kok hiicre tedavisinin avantajlari; otojen kok hiicrelerin iiretiminin ve
uygulanmasinin kolay olmasi ve bu hiicrelerin yeni pulpa rejenerasyonunu uyarici

potansiyele sahip olmasi seklinde siralanabilir (2).

Bu tedavi yonteminin dezavantajlari, hiicrelerin canlilik siiresinin ve oraninin diisiik
olmasi, viicudun farkli alanlarma go¢ etme ve anormal mineralizasyona neden olabilme
riskleridir. Ancak durumun, hiicrelerin fibrin pihti ya da scaffold kullanilarak

uygulanmasiyla ¢éziimlenebilecegi belirtilmistir (188).
2.6.5. Pulpa implantasyonu

Baz1  arastirmalarda, laboratuvar kosullarinda  hazirlanmigs pulpa  dokusu,
sekillendirilerek dezenfekte edilmis kok kanal sisteminin igine transplante edilerek

pulpa impantasyonu yapilabilecegini gostermislerdir (2).

Hiicre tabaklarinin biiyiitiilmesinin kolay olmasi pulpa implantasyonunun avantaji
olarak degerlendirilirken, bu yapinin impantasyonun teknik zorlugu dezavantajini
olusturmaktadir. Hiicrelerin tabakalar halinde olmasmin yeterli kanlanmaya imkan
vermemekte kanlanma sadece apikal bolgede saglanabilmektedir. Ayrica koronal alanin
scaffold ile desteklenmesinin hiicresel proliferasyon i¢in faydali olabilecegi yapilan

arastirmalarda bildirilmistir (2).
2.6.6. Scaffold implantasyonu

Pulpa kayn akli kok hiicreleri, hiicrelerin organizasyonunu ve kanlanmasin
destekleyecek, pulpa kok hiicrelerlinin gomiilebilecegi, pordz polimer yapida bir

scaffold gerektigini savunan arastiricilar bulunmaktadir (88, 188).
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Scaffold’un igerdigi biiyiime faktorleri ile kok hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilagmasini
ve hizli doku olusumunu saglamaktadir. Ayrica, hiicrelerin hayatta kalmasini ve
bliylimesini saglayan besin maddeleri ve kok kanali i¢inde bakterlerin gelisimini

engelleyen antibiyotik karigimlari igermektedir (2).

Uygulanacak scaffold, ikinci cerrahi gerektirmeden kolaylikla rezorbe edilebilmeli ve
vicuttaki yapim ve yikim oranlariyla uyumlu olmalidir. Ayrica, hiicrelerin

beslenmesine ve diflizyonuna izin verecek sekilde poroz ve gozenekli yapiya sahip

olmalidir (88)
2.6.7. Enjekte Edilebilen Scaffold Uygulamalari

Hidrojeller; siringa yardimi ile kok kanal sistemine uygulanabilen, enjekte edilebilir
scaffold yapisinda non invaziv materyallerdir (189). Teorikte, hidrojellerin pulpa
rejenerasyonunu arttirarak ve organize dokuya farklilasmayr kolaylastirdigi
bildirilmistir (190). Ancak bu alanda arastirmalar yeni olmakla beraber heniiz etkinligi

kanitlanmamustir (191).

2.6.8. U¢ Boyutlu Hiicre Yazilimi

Bu tedavi tekniginde hem pulpa dokusunun tekrar olusturulmasi hem de hiicre
tabakalarinin hidrojel i¢ine dagitilmasi i¢in 6zel bir cihaz kullanilmakta ve akabinde
olusturusan yapi cerrahi olarak implante edilmektedir (192). Bu teknigin avantaji, farkli
hiicrelerin tam olarak yerinde konumlandirilmasi olsa da etkinligi in vivo olarak heniiz

kanitlanamistir (191).
2.6.9. Gen Tedavisi

Gen tedavilerinde amag, gerekli kimyasal maddelerin viicudun disindan
verilmesindense, ithtiya¢ duyulan maddenin saglikli bir bicimde sekilde viicut tarafindan
tretmesini  saglamaktir  (193). Pulpal rejenerasyon amaciyla kullanilan gen
tedavilerinden biri, pulpa dokusunun mineralizasyonunu arttiran genin aktarilmasidir;
Fakat bu arastirmalarda heniiz basari saglanamamistir. Saglik agisindan risklerinin
yiiksek olmas1t nedeni ile bu tedavilerinin rejeneratif endodontik tedavilerde

kullaniminin yakin gelecekte miimkiin olmadigi bildirilmistir (2).
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REJENERATIF ENDODONTIK TEKNIKLER ICIN GUNCEL YAKLASIMLAR

TEKNIiK RESIM AVANTAJLAR DEZAVANTAJLAR
Kok kanal 1. Immun cevap| 3. Yaymlanmis az
revaskiilarzasyonu: riski diigiik sayida calisma
Acik apeksten 1 mm| 2. Patojen  gegis| mevct
tasilarak kok kanali riski diigiik 4, Dokunun  enfekte
igerisine kanama olmasi sonucuy,
saglanir. potansiyel

enfeksiyon riski
KoKk hiicre tedavisi: 1. Hizli 5. Diisiik hiicre
Otolog yadal 2. Kolay ulagim canliligt
allojenik kok 3. Daha az agril1 | 6. Hiicreler,fonksiyon
hiicreler enjekte 4. Hiicrelerin géren bir pulpa
edilebilir bir matriks eldesi kolay olusturmaz
yolu ile uygulanir 7. Yiiksek

komplikasyon rski
Pulpa 1. Hiicre 3. Tabakalarin  sadece
implantasyonu: tabakarinin kiigiik pargalarda
Laboratuar ! “;_\;:'_ biiylimesi uygulanabilmesi
ortaminda  {iretilen ) kolay vaskiilariteyi azaltir.
pulpa dokusu cerrahi 2. Ayrismis 4, Kok kanali diizgiin
olarak implante hiicrelerin bir sekilde olmasini
edilir. enjeksiyonund gerektirir.

an kolay

Scaffold 1. Yap1,  hiicre| 3. Implantasyon
implantasyonu: organizasyonu sonrast diigiik hiicre
Pulpa hiicreleri nu saglar canlilig
polimer yapidaki 3 2. Bazi 4. Kok kanali diizgiin
boyutlu scaffold materyaller bir sekilde olmasini
lizerine ekilerek| vaskiilarizasyo gerektirir
cerrahi olarak nu uyarir
implante edilir.
3 boyutlu hiicre 1. Cok sayida| 2. Kok kanali diizgiin
yazilmi: yazilimsal hiicre  gruby| bir sekilde olmasini
cihaz yardimu ile tam olarak gerektirir
hiicreler hidrojel uygulanabilir | 3. Heniiz sadece
icerisine dagitilarak | baslangic calismalar|
cerrahi olarak yapilmigtir.
implante edilir
Enjekte edilebilir 4. Kolay 6. Doku  olugumunun
scaffold uygulama kontrolii limitlidir.
uygulamasi: 5. Ekstraselluler | 7. Diisiik hiicre caliligi
polimerize olabilen matriks gorevi| 8. Heniiz sadece
hidrojelden  yalniz gorerek baglangi¢ c¢alismalar
yada hiicreler ile rejenerasyonu yapilmistir.
birlikte siisoansiyon, uyarir

hazirlanarak enjekte
edilir.
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Gen tedavisi:
Mineralize  genler
nekrotik ve

semptomatik dislere
vital pulpa hiicreleri
icerisinde tranfer
edilirler.

Kok kanalinin
sekillendirilme
ve
temizlenmesi
Onlenebilir
Kok hiicrelerin
implante
edilmesi
ihtiyacina
gerek kalmaz

Nekrotik  diglerdeki
hiicrelerin ¢ogu oliir
Kontrolii zor

Sagliga zararli olmal
riski

FDA tarafindan|
onaylanmamustir.

Bu tez calismasimnin amaci, rejeneratif endodontik prosediirler uygulanirken kok

kanalinin dezenfeksiyonunda kullanilan ¢esitli kanal i¢i antibiyotik kombinasyonlarinin

apikal papilla mezenkimal kok hiicrelerinde meydana getirdigi degisikliklerin hiicre,

RNA diizeyinde incelenmesi Ve antimikrobiyal etkinliklerinin degerlendirilmesidir.




3. GEREC VE YONTEM

3.1. HUCRELERIN ELDESI VE PRIMER HUCRE KULTURU

Bu ¢aligma Erciyes Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dal1, Agiz
Cene Cerrahisi Hastanesi ve Erciyes Universitesi Betiil Ziya Eren Genom ve K&k Hiicre
merkezinde Erciyes Universitesi Yerel Etik Kurul Baskanligi’ndan 06.02.2015 tarihli v
2015-68 karar nolu etik kurul izni alnarak yiirtitiilmistiir. Hiicrelerin eldesinde, doku
ornekleri i¢in 16-22 yas arasi geng yetiskin hastalarin kok olusumu tamamlanmamis

goémiilii ve ¢liriiksiiz 3. Molar disleri kullanild1 (n:7).

Cekilmis disin apikalindeki doku steril, keskin bir ekskavatér yardimi ile nazikce
cikartilarak amfoterisin ve antibiyotik iceren Alpha MEM (Biochrom, America) tasima
medyumu igerisine alindi ve steril sartlar altinda laboratuara gotiiriildii. Sonrasinda
keskin bir bistiiri yardimi ile 1x1x1 mm’lik parcalara ayrilarak kiiltiir kabina alindi.
Elde edilen pulpal doku 5mg/ml dispaz (Stem Cell Technologies, America) ve 2,5
mg/ml kollajenaz tip 1’e (Serva, Germany) maruz birakildi. Pulpa dokusu tek hiicre
siispansiyonu olusana kadar enzimatik olarak 37°C’de hafif ¢calkalamali inkiibatérde 30
dk boyunca pargalandi. Hiicreler iizerinden kollajenaz ve dispazi uzaklagtirmak igin
santrifiij edildi. Hiicreler %20 FBS (Biological Industries, Israel Beit Haemek) ve 100
IU/ml penisilin-100 pg streptomisin igeren L-askorbat-2-fosfat ile takviye edilmis
niikleozidli Alpha MEM igerisinde kiiltiire alindi.

Dislerden elde edilen hiicreler havuz haline getirilerek iki adet 25 cm? plastik doku
kiiltiir flaskina ekildi ve 37°C’de nemli atmosfer igeren %5 CO>’li inkiibatorde 3 giin
inkiibe edildi. Ugiincii giiniin sonunda kiiltiir kabina tutunmayan hiicreler ¢ikarild1 ve

biiylimekte olan hiicrelere taze besiyeri eklendi.

Primer kiiltiirdeki tutunmus hiicrelerin yogunlugu %70-80 oldugunda pasajlandi.
Pasajlama icin hiicreler Ca®* ve Mg icermeyen fosfat tamponlu serum (PBS) ile
yikandi ve % 0,25 Tripsin- EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) soliisyonu ile 37°C’de
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3 dk inkiibe edildi. Tripsini inhibe etmek i¢in en az iki kati1 kadar serumlu biiylime
medyumu ilave edildi. Daha sonra hiicreler 350 x g‘de 5 dk santrifiij edilerek pellet
olusmas1 saglandi. Siipernatant atilarak hiicreler medyum ile resiispanse edildi ve
Thoma laminda sayildi. Daha sonra 75 ¢cm? doku kiiltiir flasklarmda 1x10° hiicre/flask
yogunlukta olacak sekilde ekildi. 10-14 giinliikk periyotda her ii¢ giinde bir biiyiime
medyumu degistirildi ve hiicreler %80 yogunluga ulastikca pasajlandi. 3. pasaja

ulasinca elde edilen hiicrelerin bir kismi karakterizasyon islemi i¢in ayrilirken kalan

hiicreler daha sonra kullanilmak {izere s1v1 nitrojen tanklarina alindu.

- "Coo0, Cots,
o TP Engimaik vy
m— Pamlam CD11b, HLA-DR
— —
Kollajenaz
Dispaz e
Ekspansiyon KOK HUCRELER

Sekil 6. Apikal doku ekstraksiyonundan kok hiicre eldesi

3.2. INSAN APIiKAL PAPILLA MKH KARAKTERIZASYONU
3.2.1. Akim Sitometri

Dental apikal papilla kok hiicrelerinin kiiltiirde biiyiidiikten sonra fenotipik 6zelliklerini
stirdlirdiiklerini dogrulamak i¢in farklilagsmamis kok hiicreler akim sitometri analizine
tabi tutuldu. 3.pasaj sonrasi kok hiicreler bulundugu kiiltiir kaplarindan tripsinizasyon
ile kaldirildi ve 2 defa Ca** ve Mg®" igeren PBS ile yikandi. CD90, CD44, CD105,
CD73, CD34, CD45, CD11b, HLA-DR antikorlarim1 ¢alismak i¢in hiicreler 1x10°
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hiicre/ml yogunlukta ca®* ve Mg2+ iceren PBS igerisinde otoflorosan, CD pozitif ve CD
negatif antikorlar olmak iizere ii¢ tlipte toplandi. Hiicreler %4 paraformaldehit ile fikse
edildi ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler Ca** ve
Mgz+ iceren PBS ile iki defa yikandi. Yikama islemini takiben spesifik olmayan antikor
baglanmalarin1 engellemek amaciyla %1 BSA (Bovine Serum Albumin) igerisinde
yarim saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 30 dk boyunca primer antikorlar
ile (marker flow: CD90, CD44, CD105, CD73, CD34, CD45, CD11b, HLA-DR) oda
sicakliginda inkiibe edildi. Iki defa ca®* ve Mg2+ iceren PBS ile yikandi ve sekonder
antikorlar 30 dk boyunca uygulandi. Son yikama asamasindan sonra BD FACS CANTO

I cihaz1 kullanilarak akim sitometri ger¢eklestirildi.
3.3. DENTIN KESITLERININ HAZIRLANMASI

Dentin  Kesitlerinin hazirlanmast i¢in periodondal doku artiklari ve pulpasi
uzaklastirilmis ¢iiriiksiiz insan 3. Molar disleri kullanildi. Koronal dentin dokusu disk
seklinde elmas separe ile steril PBS irrigasyonu altinda uzaklastirildi. Kalan kok dentini
mikrotom cihazi kullanilarak su sogutmasi altinda 1mm kalinliginda kesilerek parcalara
ayrildi. Sonrasinda dentin diskleri iizerine elmas yuvarlak aeratdr frezi kullanilarak
3mm ¢apinda standart bosluklar olusturuldu. Liimen bosluklari olusturulmus dentin

diskleri, etilen oksit ile sterilize edildikten sonra tek tek steril PBS igerisine alinarak

paketlendi.

Sekil 7. Dentin disklerinin hazirlanmasi (a), Disk liimen bosluklarinin preperasyonu (b),

Liimen bosluklar1 olusturulmus diskler (c), Disklerin sterilizasyonu (d)
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3.4. CALISMA GRUPLARI

1. Ucglii Antibiyotik Pat1-(Ciprofloksasin-Metronidazol-Minosiklin Karisimi (TAP)

(1:1:1 oraninda)
2. Ikili Antibiyotik Pat1-(Ciprofloksasin-Metronidazol (DAP))(1:1 oraninda)

3. Modifiye Uglii Antibiyotik Pat1 -(Ciprofloksasin-Metronidazol-Cefaleksin)(1:1:1

oraninda)
4. Kontrol Grubu (Hiicre hatt1 ve dentin diski)
3.5. IRRIGASYON PROTOKOLU VE MEDIKAMAN UYGULAMASI

Dentin diskleri medikaman uygulamasi Oncesi rehidratasyon igin bazi yikama

islemlerine tabi tutuldu. Yikama protokolii sirasiyla;
1. PBS5dk
2. %1.52’lik sodyum hipoklorit (NaOCI) 2 dk
3. Serum Fizyolojik 5 dk
4. %I17’lik EDTA 2 dk

5. Serum Fizyolojik 5 dk seklinde olusturuldu.

PBS 5 dk %1.52’lik NaOClI 2 dk

=== = = =)

Serum Fizyolojik 5 dk %17’lik EDTA 2 dk Serum Fizyolojik 5 dk

C I 1 O —]

Sekil 8.Irrigasyon Protokolii ve Medikaman Uygulamasi

Yikama islemleri sonrasi dentin disk liimenlerini dolduracak sekilde (0,01 g/ml) ¢alisma
gruplarinda belirtilen medikamanlar homojen bir sekilde karigtirilarak uygulandi.
Medikaman gruplarinda pat kivami 0,01g/ml olacak sekilde 1:1:1 oraninda hassas terazi
kullanilarak hazirlandi. Ayrica kontrol grubundaki dentin diskleri sadece PBS ile
muamele edildi. Diskler iki gruba ayrilarak 37°C’de nemli atmosfer iceren %5 COyli

inkiibatorde 14 ve 28 giin olmak iizere inkiibe edildi. Inkiibasyon periyodunun ardindan
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dentin diskleri ilk prosediire uygun sekilde tekrar yikanarak 6 kuyucuklu kiiltiir kabina

alind1 ve kiiltiire hazir hale getirildi.

MEDIKAMAN UYGULAMA SURESINE GORE

14 GUN INKUBASYON
GRUBU GRUBU

sy (i Antibiyotik Pati :g s (Jclii Antibiyotik Pati

mep kil Antibiyotik Pati % ) [Kili Antibiyotik Pati

mep |\ 0difiye Uglii Antibiyotik Pat :g mep [V 0difiye Ugli Antibiyotik Pati

dhdbahdh

m) K ONtrol Grubu :g ) K ontrol Grubu

(Hucre hattive dentin diski) (Hucre hattive dentin diski)

Sekil 9. Dentin disklerinin medikaman uygulamasi sonrasi gruplama semasi

Sekil 10.Uygulama 6ncesi medikamanlarin hazirlanmas
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Sekil 12. Medikaman uygulamasi sonrasi dentin disklerinin goriintiisii(sirastyla; mTAP,

TAP, DAP,)



49

Sekil 13. inkiibasyon periyodu sonras1 ytkama prosediirii

3.6.1. Apikal Papilla Mezenkimal Kok Hiicre Sisteminin Olusturulmasi

Calisma, daha Onceden {iretilen karakterizasyonu yapilmis 3. pasajdaki insan apikal
papilla mezenkimal kok hiicreleri ile devam ettirildi. Sivi azot tankindan hiicreler
¢ikarild1 ve 37°C su banyosunda hizli bir sekilde ¢ozdiiriildii. ki defa tam besiyeri ile
yikand1 ve deneylerde kullanilacak hiicre sayisina ulagilmasi icin 37°C, %5 CO;
inkiibatoriinde inkiibasyona birakild. Ilaglar ile 14 ve 28 giin boyunca muamele edilen
dentin disk gruplari prosediire uygun sekilde yikanarak daha énceden %0,17 jelatin ile
kaplanmis 6 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 igerisine kuyucuk basina 1 disk olacak sekilde
yerlestirildi. Uzerine her kuyucuga Thoma laminda Tyripan blue muamelesi ile 40.000
canli hiicre sayilarak niikleozitli alfa MEM, %20 FBS, %1 Penislin-streptomisin ve
50mM L-ascorbic acid iceren besiyeri ile ekildi. Her 3 giinde bir besiyeri degisimi
yapilarak 28 giin boyunca 37°C, %5CO; igeren inkiibatérde inkiibe edildi. 28. giin
sonunda mikroskop altinda degerlendirilerek goriintiileri alinan hiicreler tripsinizasyon

ile kaldirild1 ve analizlere hazir hale getirildi.



Sekil 14. Hiicrelerin tripsinizasyon ile kaldirilmasi

3.6.2. Yapilan Analizler Listesi

1.

2.

3.

4.

5.

Hiicre Canlilik Analizi
Hiicre Apoptoz Analizi
Hiicre Proliferasyon Analizi
Hiicre Farklilasma Analizleri

Antimikrobiyal Analiz

3.7. HUCRE CANLILIK ANALizZi

Hiicrelerin kiiltiire edilmesinden 28 giin sonra kaldirilan hiicrelerin; (kontrol gruplar1 ve
medikaman uygulamasi yapilan hiicrelerin) canlilik oranlart MuseCell Analyser (Merck

Millipore) Count & Viability kit kullanilarak {iriin protokoliine gore Ol¢iimii

gergeklestirildi ve test 3 kez tekrarlandi.
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3.8. HUCRE APOPTOZ ANALIiZi

Hiicrelerin kiiltiire edilmesinden 28 giin sonra kaldirilan hiicrelerin; (kontrol gruplar1 ve
medikaman uygulamasi yapilan hiicrelerin) MuseCell Analyser (Merck Millipore)
apoptoz kiti Annexin V kullanilarak erken ve ge¢ apoptoz oranlari belirlendi ve test 3

kez tekrarlandi.

Sekil 15. Muse Cell Analyzer ( Millipore) ile canlilik ve apoptoz dl¢timii.

3.9. HUCRE PROLIFERASYON ANALIizi

Hiicrelerin kiiltiire edilmesinden 28 giin sonra kaldirilan hiicrelerden bir kismi MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphentyltetrazolium bromide) proliferasyon testi igin
ayrildi ve 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her gruptan cmz’ye 5000 hiicre olacak sekilde
ekildi. 24 saat 37°C, %5 CO; igeren inkiibatdrde inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 her
kuyucuga 0,5mg/ml olacak sekilde MTT eklendi. 4 saat 37°C, %5CO; inkiibatdriinde
inkiibe edildi. Olusan formazon kristalleri 100’er mikrolitre DMSO (Dimetilsiilfoksit)
ile 15 dk boyunca ¢6ziildii ve absorbansa dayali 6l¢tim 560nm salga boyunda (Promega
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Glomax MultiDetection System Plate Reader) gergeklestirildi. MTT testi kendi

icerisinde 6 tekrarli olmak iizere tiim deney islemleri ii¢ kez tekrarlandi.

S S (SadS
(e Sl o S e S S
T L. 1 L& ‘v;.rv“,. g

Sekil 16. MultiDetection System Plate Reader (a) Promega Glomax, 96 kuyucuklu

kiiltiir kaplarina hiicrelerin ekilmesi (b)

3.10. HUCRE FARKLILASMA ANALIiZLERI

Calismamizin revers transkripsiyon PCR basamagi Betiil-Ziya Eren Genom ve kok

hiicre merkezi laboratuarinda yiiriitiildii.

3.10.1. RNA izolasyonu:

Pelletler Ambion PureLink RNA mini kit icerisinde parcalandiktan sonra Roche

hiicreden RNA izolasyon protokolii uygulanmistir. Islemlerin uygulanma sirasi

asagidaki gibidir.

PureLink RNA mini kit i¢in ¢alismaya baglamadan 6nce;

1.

Lizis buffer hazirlandi. 1 ml lizis buffer i¢in 10 pl 2-merkaptoetanol eklendi.
Yikama buffer 1I’ye 60 ml %96-100 etanol eklendi. (ilk kullanildiginda)
Siispanse hiicreler 2000 g’de 5 dk, 4C’de santrifiij edildi. Supernatant atildi.
Pellete 600 ul lizis (2-merkaptoetanol igerir) buffer eklendi.

Pellet ¢oziinene kadar vorteks yapildi.

Lizat 5-10 kez 18-21 gauge siringa ile al-ver yapildi.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

53

Hiicre homojenizatina hacmi kadar %70 etanol eklendi ve vorteks yapildi.
Cokelti icermeyen ornekten 700 pul spin tiiplere alind.

12 000 xg’de 15 sn oda sicakliginda santriflij yapildi. Alt kismi dokiildi ve

spinler ayn1 collection tiiplere konuldu.
Ornegin tamami bitene kadar 6 ve 7. Adimlar tekrarlandi.
Spinlere 700 ul wash buffer I eklendi.

12 000 xg’de 15 sn oda sicakliginda santrifiij yapildi. Alt kismi atildi ve spinler

yeni bir collection tiiplere konuldu.
Spinlere 500 ul wash buffer II eklendi.

12 000 xg’de 15 sn oda sicakliginda santriflij yapildi. Alt kismi dokiildii ve

spinler ayn1 collection tiiplere konuldu.
11 ve 12. Adimlar tekrarlandi.

Spin kolonlar 1-2 dk 12,000xg’de membranin bufferdan tamamen arinmasi igin

bos santrfitij yapildu.

Spin kolonlarin alt kismi atilarak RNA’larin saklanacagi yeni bir steril

ependorfa alindi.
30-100 pl RNase free su membrana gelecek sekilde eklendi.
1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

12 000 xg’de 2 dk oda sicakliginda santrifiij yapildi. RNA’nin membrandan

ependorf tiipe gegmesi saglandi.
RNA hemen buz iizerine alinarak konsantrasyonlar1 nanodropta 6l¢iildii.

-80 C’de saklandu.
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Sekil 17. Hiicre pelletlerinin ¢dziilmesi i¢in vorteks yapilmasi ve RNA sentez kiti

Sekil 18. Nanodropla 6l¢iim dncesi RNA’larin buz {izerine alinmasi
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Sekil 19. Nanodrop(Bio-Spec Nano Spectrophotometer)

3.10.2. cDNA Asamasi:

Roche High Fidelity cDNA Synthesis Kit kullanilmistir. Yapilis sekli asagidaki gibidir.

Miktarlar deney grubundaki 6rnek sayisina gore hesaplanmaigtir.

1. RNA konsantrasyonu 1 pg olacak sekilde kullanildi.
2. Template primer mix (1 reaksiyon i¢in) hazirlandi.

Tablo 6. cDNA sentez kit hacimleri

Total RNA Degisken (x)
Random Hexamer Primer 2 ul

Su Degisken (9,4-x)
Total hacim 11,4 nl




3. 10 dk 65 °C de inkiibasyona birakildi. Sonrasinda hemen buz iizerine alindi.

4. Master mix hazirlandi.

Tablo 7. Master mix hacimleri
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Transcriptor high fidelity reverse transcriptase reaction buffer, 5x 4 ul
Protector RNase inhibitor 0,5 ul

Deoxynucleotide mix, 10mM each 2 ul

DTT 1 ul

Transcriptor high fidelity reverse transcriptase 1,1 ul

5. Hazirlanan RNA/primer Karisimina 8,6 pl master mix eklendi. Total hacim her

bir 6rnek i¢in 20 pl olacak sekilde ayarlandi.

6. Hazirlanan karigim agagida belirtilen programda PCR cihazina konuldu.

Tablo 8. PCR cihaz program protokolii

10 dk 29°C
60 dk 48°C
5 dk 85°C

7. Reaksiyon bitiminde cDNA’lar -20°C’de saklandi.

3.10.3. Ekspresyon asamasi

LightCycler 480 11 (Roche) Real-Time PCR cihazinda ¢aligilmistir.

1. cDNA's1 hazirlanan 6rnekler (20ul) 80ul Niikleaz Free Water ile sulandirildi.

Ornekler ile ¢alisirken, buz iizerinde olmalarina dikkat edildi. cDNA'dan 5'er ul

kullanildi.
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2. Her bir c¢alisilacak gen i¢in mix hazirlandi. Beta aktin kontrol geni olarak

kullanildi.

3. Tablodaki protokol uygulanarak ekspresyon ¢alismasi igin cihaza alindi.

RealTime ready Catalog and designer assay kit protokol,;

Tablo 9. LigtCycler 480 probes master i¢in PCR master mix hazirlanisi

1 well i¢in kullanilan miktarlar

LigtCycler 480 probes master (2x) 10 pl
Real time ready assay-primer(20x) 1 ul
Su,PCR grade 4 ul

1. Tim malzemeler ependorf tiipe eklenir ve pipetaj yapildi (vorteks yapilmadi).

2. Mix hazirlandiktan sonra her bir kuyuya 15 pl eklendi.

3. Sonrasinda 5 pul cDNA her bir kuyuya eklendi.

4. Optical adhesive film (plate kapatan seffaf bir yapistirici) ile dikkatli bir

sekilde kapatildi.

5. 2 dk 1500 g ‘de oda sicakliginda santrifiij edildi. Baloncuk kalmamasina 6zen

gosterildi.

6. Cihazdan (Roche 480) program ayarlanip baslatildi.
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PCR programi 6zetle tabloda gdsterilmistir:

Tablo 10. PCR programi

Pre inkiibasyon

95 °C 10 dk

Amplifikasyon

95°C 10 sn
60°C 30 sn
72°C 1sn

Tablo 11. Real-Time PCR primer dizileri

Primerler Diziler 5°-3°
OSTEOKALSIN(BGLAP) Forward CAAGGTGCAGCCTTTGTGTC
(Bone gamma- Reverse TCACAGTCCGGATTGAGCTCA

carboxyglutamic acid-
containing protein)

DSPP Forward TTAAATGCCAGTGGAACCAT

(Dentin Reverse ATTCCTTCTCCCTTGTGAC
Sialophosphoprotein)

ALPP Forward GGACCATTCCCACGTCTTCAC
(Alkaline phosphatase) Reverse CCTTGTAGCCAGGCCCATTG
Beta Aktin (kontrol geni) Forward AGAGCTACGAGCTGCCTGAC

Reverse AGCACTGTGTTGGCGTACAG
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Sekil 20. Real-Time PCR cihazi

3.11. ANTIMIKROBIYAL ANALIiZ
3.11.1. Cahsmada Kullanilan Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan standart suslar, National Collection of Type Cultures, Central
Public Health Laboratory kaynakli olup Ankara Refik Saydam Hifzisthha Enstitiisii
Kiiltiir Koleksiyonu’ ndan temin edilmistir. Bu ¢alismada Candida albicans (C. albicans
ATCC 10231), Enterococcus faecalis (E. faecalis ATCC 29212), Escherichia coli (E.
coli ATCC 25922), Streptococcus mutans (S. mutans ATCC 25175), Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa ATCC 15442) standart liyofilize

mikroorganizmalar1 kullanilmigtir
3.11.2. Liyofilize Haldeki Standart Mikroorganizmalarin Uretilmesi

Ankara Refik Saydam Hifzisthha Enstitiisii Kiiltiir Koleksiyonu’ ndan temin edilen
liyofilize suslar, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda steril sartlarda acilmis, 2 ml fosfatla tamponlanmis salin ile

sulandirildiktan sonra her bir sustan ayr1 ayr1 2 ml beyin kalp inflizyon besiyerine (Brain
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Heart Infusion Broth (BHIB)) (HiMedia Lab., Pvt. Ltd., India) 0,1 ml ekilmistir.
Sulandirilip siispanse hale getirilen C. albicans standart susu icin RPMI agar besiyerine,
S. mutans, S. aerous, standart suslarindan %35 koyun kanli agar besiyerlerine (Blood 47
Agar Base - HiMedia Lab., Pvt. Ltd., Mumbai-India), E. coli, P. aeruginosa ve E.
faecalis i¢in Mueller Hinton Agar besiyerlerine ayr1 ayri ekimler yapilmis ve ekim
yapilan besiyerleri 37°C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresini takiben s1v1
ve kati besiyerleri lireme agisindan kontrol edilmis, olusan kolonilerden Gram boyali
preparatlar hazirlanip mikroorganizmalar morfoloji, boyanma ve saflik ag¢isindan

degerlendirilmistir.
3.11.3. Deney Materyallerinin Hazirlanmasi

Calismamizda antimikrobiyal etkilerinin degerlendirilmesi amaci ile kullanilan
medikamanlar iretici firmalarin talimatlari1 dogrultusunda giivenlik kabini i¢inde steril
sartlarda karigtirllmis ve i¢ ¢ap1 5 mm, kalinligt 2 mm olan yuvarlak steril polietilen
kaliplara yerlestirilmis, disk seklindeki medikaman gruplart elde edilmistir. Her deney
periyodunda caligmadan hemen Once kullanilan biitiin mikroorganizmalar i¢in her

materyalden 3’er adet taze medikaman diski hazirlanip kullanilmistir.
3.11.4. Medikaman uygulamalarinin yapilmasi ve Agar Difiizyon Testi

S. mutans, S. aureus’dan stoktan cikarildiktan sonra taze pasajlari yapilarak, steril
%0,9’luk serum fizyolojik icinde Mcfarland 0,5 standart bulanikliginda olacak sekilde
hazirlanan bakteri siispansiyonlarindan alinan 20 pl’ lik 6rnekler, ayr1 ayr1 %5 koyun
kanli agar besiyerlerine, E. faecalis, E. coli, ve P. aeruginosa’dan hazirlanan stok bakteri
sispansiyonlarindan alinan 20 pl” lik o6rnekler, ayri ayri Mueller Hinton Agar
besiyerlerine aktarilmis, steril sartlarda homojen bir sekilde besiyerlerinin tiim yiizeyine
¢ozeltileri steril bir ekiivyon ¢ubuk yardimiyla yayilmistir. C. albicans’ dan stoktan
cikarildiktan sonra taze pasajlar1 yapilarak, steril %0,9’luk serum fizyolojik iginde
Mcfarland 0,5 standart bulanikliginda olacak sekilde hazirlanan siispansiyondan alinan
20 pl ornek, RPMI agar besiyerine aktarilmis, steril sartlarda homojen bir sekilde
besiyerlerinin tiim yiizeyine ¢ozeltileri steril bir ekiivyon ¢ubuk yardimiyla yayilmistir.
Bu islemleri takiben besiyerlerinin bulundugu petri kutularmin kapaklar1 kapatilmas,
plaklar oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra besiyerlerinin {izerine
birbirlerinden esit uzaklikta olacak sekilde test edilen farkli medikaman diskleri 3’li

gruplar halinde daha dnceden agilan Smm ¢apinda ve 2 mm derinligindeki kuyucuklara
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yerlestirilmistir. Her deney periyodunda ayni mikroorganizma siispansiyonundan on
farkli besiyerine ekim yapilmais, test edilen diskler yerlestirilmis ve plaklar 37°C inkiibe
edilmek {izere etiive kaldmrilmustir. Inkiibasyonun 24. saatlerinde plaklar etiivden
cikartlmis, seffaf bir cetvel yardimi ile disklerin g¢evresindeki inhibisyon zonlari
milimetrik olarak ol¢iilerek not edilmistir. Caligma, her standart bakteri igin her periyot

da dort besiyeri kullanilmak tizere ii¢ kez tekrarlanmistir.

Sekil 21. Agar diflizyon testi 24. saat (Streptococcus mutans)



Sekil 22. Agar difiizyon testi 24. saat (Candida albicans)

Sekil 23. Agar dizflizyon testi 24. saat (Enterococcus faecalis)
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Sekil 25. Agar dizfiizyon testi 24. saat (Pseudomonas aeruginosa)
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Sekil 26. Agar dizfiizyon testi 24. saat (Staphylococcus aureus)

3.12.iSTATISTIiKSEL DEGERLENDiIiRME

Gruplarin karsilastiriimasinda SPSS 20.00 stirtimii kullanilarak bagimsiz gruplarda tek
yonlli varyans analizi yapildi. Coklu karsilagtirma testlerinde Tukey testi kullanildi.
p<0,05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. INSAN APIiKAL PAPILLA KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRE
iZOLASYONU VE KARAKTERiIZASYONU

Insan apikal papilla dokusunun izolasyonundan sonra kiiltiir flasklarina tutunan
mezenkimal kok hiicreleri inkiibasyonun 4-5. giinlerinde hiicreler ¢ogalmaya basladi ve
‘colony forming units (cfu)’ olarak adlandirilan kiigiik koloniler halinde gelisme
gosterdigi izlendi. Yaklasik iki hafta sonra primer kiiltiirdeki hiicreler %80 yogunluga
ulastiklarinda birinci pasaj islemi gergeklestirildi. Daha sonraki pasajlarda, hiicrelerin

daha biiyiik oranda ve hizda ¢ogalmaya devam ettikleri tespit edildi.

Hiicrelerin bir kismi, daha sonraki agamalar i¢in her pasaj sonrasi donduruldu ve tekrar

¢ozdiiriildiiklerinde fibroblast benzeri igsi morfolojilerini koruduklari tespit edildi.

Sekil 27. Apikal papilla mezenkimal kok hiicrenin ilk ekim sonrasi 10x biiyiitmede

mikroskop goriintiisii



66

". Dentin diski limen ici

Sekil 28. Apikal papilla mezenkimal kok hiicrenin ilk ekim sonrast dentin diski ile

birlikte 4x biiyiitmede mikroskop goriintiisii (x; dentin diski)

Hiicrelerin karakterizasyon islemi i¢in akim sitometri kullanildi.
4.2. AKIM SITOMETRI

Akim sitometri ile yapilan yiizey belirteclerinin analizi sonucu apikal papilla kaynakl
mezenkimal kok hiicrelerin  %99,70 CD90, %90,29 CD44, %94,76 CD105, %99,37
CD73 pozitif oldugu ve %0,85 CD34, %0,39 CD45, %0,09 CDI11b, %1,51 HLA-DR
acisindan negatif oldugu tespit edildi. (Sekil 29-30)
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Sekil 29. CD90+, CD44+, CD105+ ve CD70+ mezenkimal kok hiicre belirteclerini

eksprese eden apikal papilla kok hiicrelerinin akim sitometri ile tanimlanmasi.
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Sekil 30. CD34-, CD45-, CD11b- ve HLA-DR mezenkimal kok hiicre belirteglerini

eksprese eden apikal papilla kok hiicrelerinin akim sitometri ile tanimlanmasi.
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Hiicreler 28. giin sonunda mikroskop altinda degerlendirilerek, analizler Oncesi

goriintiileri alind1.

a b

Sekil 31. Inkiibasyon sonras1 14 giinliik grup mikroskop goriintiileri (a: liimen dis1

goriintii, b- limen igi goriintii, X-dentin diski)
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MTAP

Sekil 32.inkiibasyon sonras1 28 giinliik grup mikroskop goriintiileri (a: liimen disi

goriintii, b- liimen i¢i goriintii, X- dentin diski)
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4.3. CANLILIK, APOPTOZ VE MTT TESTI BULGULARI

1. Gruplara gore 14 gilinlik ve 28 ginliik ilag uygulamasi sonrasi canlilik
degerlerinin ortalamas1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmadi (P=0,922, P=0,528).

2. Gruplara gore 14 giinliik ve 28 giinliik ila¢ uygulamasi sonrasi erken apoptoz,
gec apoptoz ve total apoptoz degerlerinin ortalamasi karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (P=0965, P=0,665, P=0,208,
P=0,252, P=0,312, P=0,452).

* DAP
* MTAP

* KONTROL

Sekil 33. Canlilik ve apoptoz degerlerinin 14 ve 28 giinliik karsilagtirmalari

3. Gruplara gore 14 giinlik ve 28 giinlik ilag uygulamasi sonrast MTT
degerlerinin ortalamasi1 karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadi (P=0,319, P=0,406).
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MTAP KONTROL

Sekil 34. MTT degerlerinin 14 ve 28 giinliik karsilagtirmalari

Tablo 12. Gruplarin canlilik, apoptoz ve MTT degerler tablosu.

(Degerler aritmetik ortalama ve standart sapma seklinde belirtilmistir)

GRUPLAR
.. TAP DAP MTAP KONTROL
DEGISKENLER X T 55 X T 55 X T 55 X T 58 P
CANLILIK 14 GUN 82,3+8,0 83,0+4,5 84.,4+6,4 85,8+7,1 0,922
CANLILIK 28 GUN 81,1+3.8 84,9+1,7 82.2+4.5 84,4+3,2 0,528
ERKEN APOPTOZ
14 GON 2,7+0,6 2,8+1,1 3+1,6 2,5%1,4 0,965
ERKEN APOPTOZ 28 GUN 8,5+3,2 6,6+0,4 7,843,2 6,3+1,9 0,655
GEC APOPTOZ
14 GUN 14,0+7,2 9,1+0,8 7,9+2,4 6,9+2,0 0,208
GEC APOPTOZ 28 GUN 9,1+0,4 7,3+1,4 8,4+0,8 8,0+1,2 0,252
TOTAL APOPTOZ
14 GUN 16,7+7,6 11,9+1,5 10,9+£3,8 9,4+3.4 0,312
TOTAL APOPTOZ 28 GUN 17,743,1 13,9+1,4 16,2+3,8 14,4433 0,452
MTT 14 GUN 0,6+0,3 0,4+0,2 0,4+0,3 0,4+0,1 0,319
MTT 28 GUN 0,3+0,1 0,4+0,03 | 0,4+0,05 0,3+0,02 | 0,406
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Sekil 35. On dort giinlilk gruplar igin apoptoz grafikleri (A:1.Tekrar B:2. Tekrar

C:3.Tekrar)
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ANEXINY  Apopune

Sekil 36. Yirmi sekiz giinlik gruplar i¢in apoptoz grafikleri (A:1.Tekrar B:2. Tekrar
C:3.Tekrar)
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4.4. GEN EKSPRESYON BULGULARI
Osteokalsin (BGLAP) geni i¢in sonuglar degerlendirildiginde;

1. On dort ginliik grupta istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi
(P<0,001).

En yiiksek osteokalsin gen ekspresyon degerini veren DAP ile kontrol grubu arasinda

fark yokken DAP-TAP ve DAP-MTAP arasinda anlamli farklilik bulundu.

2. Yirmi sekiz giinliik grupta istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamakla

birlikte ¢alisma gruplarmin tamaminda kontrol grubuna oranla daha fazla

osteokalsin gen ekspresyonu goriilmiistiir (P=0,074).

m osteokalsin 14
® osteokalsin 28

TAP DAP

Sekil 37. Osteokalsin gen ekspresyon degerlerinin 14 ve 28 giinliik karsilagtirmalari

MTAP KONTROL

Dentin sialofosfoprotein geni i¢in sonuglar degerlendirildiginde;

1. On dort giinlik grupta istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi
(P<0,001).

En yiiksek DSPP gen ekspresyon degerini veren DAP ile kontrol grubu arasinda fark
yokken DAP-TAP ve DAP-MTAP arasinda anlamli farklilik bulundu.
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2. Yirmi sekiz giinliik grupta istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi
(P<0,001).

En yiiksek DSPP gen ckspresyon degerini veren MTAP ile diger biitiin gruplar arasinda

anlaml farklilik bulundu.

» DSPP 14
TAP DAP

MTAP KONTROL

Sekil 38. Dentin sialo fosfoprotein gen ekspresyon degerlerinin 14 ve 28 giinliik

karsilastirmalari

Alkalen fosfataz i¢in sonuglar degerlendirildiginde;

1. On dort giinliik grupta istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamakla
birlikte MTAP disindaki ¢aligma gruplarinda kontrol grubuna oranla daha fazla
ALPP gen ekspresyonu goriilmistiir (P=0,159).

2. Yirmi sekiz giinliikk grupta istatistiksel olarak anlaml farklilik bulunmamakla
birlikte calisma gruplarmin tamaminda kontrol grubuna oranla daha fazla

ALPP gen ekspresyonu goriilmiistiir (P=0,238).
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m Alkalen fosfataz 14
m Alkalen fosfataz 28

MTAP KONTROL

Sekil 39. Alkalen fosfataz gen ekspresyon degerlerinin 14 ve 28 giinliik karsilagtirmalar

Tablo 13. Gruplarin osteokalsin, DSPP ve alkalen fosfataz gen ekspresyonlar1 degerler
tablosu.

(Degerler aritmetik ortalama ve standart sapma seklinde belirtilmistir)

GRUPLAR
GENLER
TAP DAP MTAP KONTROL -
X T 58 X T 58 X T 58 X T 558
Osteokalsin | 5,012 | 1 0x0,1° 0,6+0,1° 1,0+0,0° <0,001
14 Giin
Osteokalsin | )\ 4 1,4+0.4 2.0£0,6 1,0£0,0 0,074
28 Giin
DSPP 14 Giin| 0,6£0,02 | 1,1%0,1° 0,30,04 1,0+0,0? <0,001
DSPP 28 Giin| 1,4+0,2° 1,3+0,1% 2,4+0,4 1,0+0,0% <0,001
ALPP 14 Gin| 1,2+0.4 2.2+14 0,70,5 1,0b=0,0 0,159
ALPP 28 Gin|  1,6+0.4 11402 1,7+0,8 1,0£0.0 0,238
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4.5. ANTIMIKROBIYAL ETKINLIK BULGULARI

Enterococcus faecalis disindaki bakterlere karsi olan antimikrobiyal etkinlikte
medikamanlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmemistir.

Enterococcus faecalise olan etkinlik TAP>MTAP>DAP seklindedir (P=0,004)

Tablo 14. Gruplarin antimikrobiyal etkinlik degerler tablosu.

(Degerler standart sapma ve aritmetik ortalama seklinde belirtilmistir)

GRUPLAR
. TAP DAP MTAP
BAKTERILER _ r _ P
X+ 55 X T 55 X+ 55
Pseudomonas aeruginosa 40,0+0,0 40,0+0,0 40+0,0 -
Escherichia coli 43,0+0,0 43,0+0,0 40=+0,0 -
Staphylococcus 36,0+0,0 30,0=+0,0 42+0,0 -
aureus
Streptococcus 46,0+0,0 48,0+0,0 46+0,0 -
mutans
Enterococcus 37,0+0,0 30,0+0,0 35,1+0,2 0,004
faecalis
Candida 23,000 0,0 10+0,0 -
albicans




5. TARTISMA ve SONUC

Rejeneratif endodontik prosediirler biyolojik temelli yaklasimlardir: Ancak, bu
prosediirlerin uygulamasi ile ilgili standart bir yaklasim heniiz olusturulmamistir.
Rejeneratif endodontik tedavilerin sonuglarini etkileyen bir¢ok faktor bulunmaktadir.
Tedavi prosediirleri uygulanirken basarili sonuglar elde edebilmek i¢in, bu faktérlerin
anlasilmas1 olduk¢a dnemlidir. Kullanilan biitiin tekniklerde tedavinin ilk basamagi kok
kanalinin dezenfeksiyonudur. Eger kanallar etkili bir bicimde temizlenebilir ve
sizdirmaz bir restorasyon yapilabilirse, tedavinin prognozu 6énemli 6l¢iide olumlu yonde
gelismektedir (105). Bildirilen ¢ok sayida teknik, kanal i¢i medikaman ve irrigan tedavi

prosediirlerinin standardizasyonunu zorlagtirmaktadir (194, 195).

Bir rejenerasyon protokolii uygulanirken, basarinin saglanabilmesi icin irrigan ve
medikamanlarin bakterisid/bakteriostatik 6zellikleri ve kok hiicrelerin sag kalim ve
proliferatif kapasitesini tegvik etme kabiliyetleri dikkate alinarak se¢im yapilmalidir
(196). Endodontik tedavide irriganlarin ve medikamanlarin rutin kullanimi ile
karsilastirlldiginda kok hiicrelere olan kimyasal etkilerini degerlendiren az sayida
calisma bulunmaktadir. Bu nedenle rejeneratif endodontik islemleri daha 6ngoriilebilir
hale getirebilmek icin, kullanilan kimyasallar dahil olmak {izere 6nerilen prosediirlerin

tim yonleri ile ele alinmasi gerekmektedir (196).

Trevino et al. (196) tarafindan yapilan ¢alisma, yaygin olarak kullanilan irrigantlarin
apikal papilla kok hiicrelerinin sag kalimi tizerine etkilerinin uzun siire devam ettigini
gostermistir. Bu calisma, rejeneratif islemlerde kullanilan kimyasal maddelerin daha 1yi
bilinen antimikrobiyal 6zelliklerinin yan1 sira, her birinin apikal papilla kok hiicreleri
tizerindeki etkilerini degerlendirme ihtiyacim1 vurgulayan ilk calismadir. Ayrica bu
caligmada, apikal papilla kok hiicreleri lizerinde kanal i¢i ilaclarin etkileri ile ilgili

literatiir bilgileri arasinda ciddi farkliliklar oldugu bildirilmistir (196).
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Apikal papilla kok hiicreleri gibi, mezenkimal kok hiicrelerinde sag kalim ve
farklilasma ozellikleri pulpa-dentin kompleksinin rejenerasyonu ig¢in kritik Oneme
sahiptir. Klinik rejeneratif endodontik teknikler ile semptomlarin iyilesmesi,
radyografik kok gelisimi ve hatta vitalitenin tekrar kazanilmasi mimkiindiir. Fakat
prosediirlerin uygulanmasini takiben dokularin dogal formunda bigimlenmesi ile ilgili
tartismali Ongoriiler mevcuttur. Bu islemler sonrasi insan ve hayvan calismalarinin
histoloji sonuglar1 degerlendirildiginde, dentin duvarlar1 boyunca sement veya
osteodentin benzeri, fakat bunlar tamamen ayni olmayan mineralize doku olusumu
gosterilmektedir (197-199). Bu nedenle su anda kulanilan rejeneratif endodontik
islemlerin dogal pulpa dentin kompleksi kadar doku yenileyici olmadigi
belirtilmektedir. Ayrica radyografik kok gelisiminin olusumu uzun yillar takip
gerektirmektedir. Bu durum 3 ay iginde apikal kapama saglayan preklinik doku
calismalar1 ile c¢eliskilidir (200, 201). Bu nedenle tedavi protokoliiniin optimize
edilmesine biiyiik bir ihtiyag¢ vardir. Giiniimiizde standardizasyonu ve optimum diizeyde
dezenfeksiyonu saglamak amaci ile, alternatif olabilecegi diisiiniilen ¢ok sayida

medikaman ve irrigan kullanilmaktadir.

Bu amagla calismamizda ¢esitli medikaman ve kombinasyonlarinin apikal papilla
mezenkimal kok hiicreleri lizerinde meydana getirdigi degisiklikler incelenmistir.
Apikal papilla kaynakli kok hiicreler, odontoblast benzeri hiicrelere farklilasma
yeteneklerinin olmast ve pulpa kaynakli kok hiicrelere kiyasla elde edilme
yontemlerinin daha az invaziv olmasi sebebiyle bu tez ¢alismasinda tercih edilmislerdir.
Kok kanallarindaki enfeksiyonun c¢ok yonlii dogasi nedeniyle tek bir irrigan,
medikaman veya antibiyotik yeterli sterilizasyonu saglamamaktadir. Irrigan veya
medikamanlar kombine edilerek direngli bakteri suslarinin 6niine gegilmekle birlikte
sinerjistik bir etki elde edilebilmektedir (202). Boylelikle elde edilen antimikrobiyal
etki, daha wuzun siireli olmakta ve medikaman salinimi devam etmektedir.
Antibiyotikler, dis hekimliginde hem sistemik hem de topikal etkilerinden faydalanmak
amaci ile kullanilirlar. Sistemik uygulamalarda kullanilan antibiyotigin clizi bir miktary
kok kanalina ulagirken, lokal uygulamalarda yiiksek konsantrasyonlarda kullanilarak
hem etkinlik arttirilmakta hem de olas1 sistemik sonuglar ve komplikasyonlarin 6niine

gecilmektedir (203).
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Endodontik tedavilerde siklikla kullanilan kalsiyum hidroksit, rejeneratif tedaviler ile
ilgili bir¢ok c¢alismada medikamanlarin etkisinin degerlendirilmesinde karsilastirma

yapmak amaci ile kullanilmistir.

Cesitli antibiyotik karisimlarinin rejeneratif endodontik tedaviler uygulanirken kok
kanallarinin dezekfeksiyonunda kullanilabilecek 6nemli ajanlar oldugundan ilk olarak
1996 yilinda Hoshino et al. bahsetmislerdir (121). Tipik olarak rejeneratif endodontik
islemlerde, TAP ve DAP’mn macun kivamindaki konsantrasyonlar1 onerilirken, SCAP
ile dogrudan temaslarinin 6liimciil oldugu belirtilmistir (204). Bu nedenle Riyadh et al.
dentin disklerini ilag muamelesi sonrasi yikayarak, TAP ve DAP’m SCAP iizerinde
meydana getirdigi indirekt etkisini incelemislerdir. Caligmanin sonuglarina gore tutarli 2
hipotez &ne siiriilmiistiir. Ik olarak TAP veya DAP dentinde fiziksel yapiy1 bozarak
veya gOmiilii biiyime faktorlerini inaktive ederek, uzun donemde geri doniisiimii zor
degisiklikler meydana getirebilmektedir. Bu olasilikla ilgili olarak, antibiyotik
kombinasyonlarinin dentin matriksine niifuz ederek fraktiir yatkinligini arttirdigi
bildirilmigtir (205, 206). Ikinci hipotez, TAP veya DAP’in dikkatli bir bigimde
yikanmasina ragmen dentin {izerinde kalmasi olasiligidir. Bu alternatif ve makul bir
hipotezdir. Ciinkli medikamanlarin %99 oraninda uzaklastirilmasina ragmen kok hiicre
toksisitesine sebep odugu bildirilmistir (204). Ayrica son zamanlarda kok kanalina
yerlestirilen radyoaktif isaretli TAP ve ¢esitli yikama teknikleri uygularak
uzaklastirllmaya calisilsa da, dentin duvarlarinda muhafaza edildigi goriilmiistiir (207).
Bu durumdan, dentinin kok hiicreler i¢in direkt toksisiteye sebep olan bir rezervuar gibi
etki ettigi sonucuna varabiliriz. Rezidiiel antibiyotiklerin meydana getirdigi
degisikliklere 6rnek olarak, minosiklin renklenmesi gosterilebilir (208). Caligmamizda
direkt etkiye bagli faktorleri elimine etmek amaciyla materyaller dentin uygulamasi

sonrast yikanarak dolayl etkileri degerlendirilmistir.

Ayni1 zamanda kok hiicreler tizerindeki toksik etkinin, konsantrasyona bagli oldugunun
bilinmesi 6nemlidir. Diislik konsantrasyonda medikaman kullanarak Althumairy et al.
tarafindan yapilan c¢alismada, 28 giinliik sonuglar kontrol grubu ile kiyaslandiginda
SCAP canligina herhangi bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir (208). Bu noktada 6nemli bir
calisma ise, Sato et al. tarafindan yayinlanmis ve, TAP ile DAP konsantrasyonlarini 1
mg/ml den daha diisiik tuturak test ettiklerinde yine endodontik patojenlere karsi olan
etkinligin korundugunu bildirmislerdir (209). Bu sonuglar degerlendirildiginde, 1mg/ml
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veya daha diisiik konsantrasyonlarda DAP veya TAP uygulamalarinda, apikal papilla
kok hiicrelerinin sag kalimina zararli etkilerinin biiyiikk oranda engellenebilecegi
gorilmistir.

Ruparel ve arkadaglarmin (204) 2012 yilinda TAP, DAP, mTAP ve Augmentin’in kok
hiicreler {iizerindeki zararli etkilerinin degerlendirildigi calismada, her grupta ilag
konsantrasyonu 100 mg/ml ve 10 mg/ml olarak ayarlandiginda, %20 den daha az
canlililk orami tespit edilmistir. Yine aymi c¢alismada, her grupta medikaman
konsantrasyonu Img/ml olacak sekilde uygulama yapildiginda; %33 ile %56 arasinda
canlilik oran1 gozlemlenirken, ila¢ yogunluklari daha fazla dilue edildiginde canlilik
orant %100’lere ulasmistir (204).  Bu sonuglar 0,1 mg/ml konsantrasyonda
uyguladigimiz TAP, DAP ve mTAP’in, SCAP iizerine etkilerini degerlendirerek,
%80’1n tizerinde canlilik oran tespit ettigimiz ¢caligmamizla paralellik gostermektedir.
Bir¢ok calismada koyu pat veya sulu kivamdaki antibiyotikler hazirlanarak kanala
uygulanmistir (104, 109, 210, 211). Labban et al. (212) 2014 yilinda kalsiyum
hidroksit, TAP ve DAP’in farkli konsantasyonlarda (0.5, 1, 2.5, ve 5 mg /ml)
sitotoksitilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda TAP ve kalsiyum hidroksit sadece
maksimum konsantasyonda sitotoksik etki gosterirken, DAP’in 4 konsantrasyonda da
sitotoksisiteye sebep oldugu belirtilmistir. Yine ayni ¢alismada LHD analizi kullanarak
TAP ve kalsiyum hidroksit i¢in maksimum nontoksik yogunluk 2,5 mg/ml olarak
belirlenmistir (212). Klinikte siklikla yaklagik 1.000 mg/ml konsantrasyon da pat veya
sulu kivamdaki antibiyotikler kullanildig: diisiiniildiigiinde rutinde uygulanan pat veya
sulu kivamdaki antibiyotik konsantrasyonlarinin ¢ok yiiksek oldugunu ve kok hiicreler
tizerine zararl etkilerinin bulundugunu varsaymak mantikli olacaktir.

Yapilan literatiir taramasi neticesinde TAP, DAP ve mTAP’imn, SCAP iizerine olan
etkilerini apoptoz ve gen ekspresyonu yoniinden degerlendiren herhangi bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Aragtirmamiz kendi i¢inde yorumlanacak olursa,;

Elde edilen veriler, kontrol gruplar ile kiyaslandiginda TAP, DAP, mTAP’in SCAP
apoptozu lizerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik yaratacak etkilerinin olmadigi
yoniindedir. Buna bagli olarak klinik uygulamalarda 0,1 mg/ml konsantrasyonda
uygulama yapildiginda s6z konusu medikamanlarin SCAP’1 apoptoza gétiirecek zararli
etkilerinin olmadig: diisiiniilebilir.

Gruplardaki hiicrelerin farklilagma oranlar1 incelendiginde, 14 giin DAP uygulamasi

yapilan grupta inkiibasyon sonrasi, osteokalsin ve DSPP gen ekspresyon diizeyleri diger
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medikamanlar ile kiyaslandiginda anlamli fark olusturacak sekilde artmis ayrica
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte alkalen fosfataz seviyelerinde de yiikselis
tespit edilmistir. Bu nokta dikkate alindiginda 0,1 mg/ml konsantrasyonda 14 giin
uygulama yapildigida DAP’in sitotoksik etki gostermedigi, dentin yapiminit ve
osteojenik farklilagsmay indiikleyerek etki ettigi sonucuna varilabilir.

Belirtilen  konsantrasyonda 28  giin  uygulama  yapildiginda, antibiyotik
kombinasyonlarindan higbiri sitotoksik etkiye neden olmadigi gibi dentin ve kemik
yapimini olumlu yonde desteklemektedir. Ancak, anlamli artis DSPP geni i¢cin mTAP
grubunda goriilmiistiir. Ayn1 zamanda istatistiksel acidan fark olmamakla birlikte,
kontrol grubuna kiyasla gruplardaki gen ekspresyonlart tiim medikamanlar i¢in artig
gostermistir. Anlamli fark olusturan mTAP grubu i¢in artan DSPP seviyesi ise bu siire
zarfinda yikama sonrasi dentine niifuz eden kalan medikaman miktarinin SCAP
tizerinde meydana getirdigi olumlu degisikliklerle bagdastirilabilir.

Bu sonuglar degerlendirildiginde; 0,1 mg/ml konsantrasyonda antibiyotik
kombinasyonlar1 apoptoz, canlilik ve proliferasyon agisindan SCAP {izerinde sitotoksik
etki gostermemekle birlikte odontojenik ve osteojenik farklilasmaya saglamaktadir.

Bu sonuglar klinik uygulamalar i¢in yorumlandiginda; antibiyotik kominasyonlar
secilirken, farkli uygulama siireleri sonrasi dokularda kalan medikaman miktarlarinin
SCAP da meydana getirdigi degisikliklerin rejenerasyona olumlu ya da olumsuz katki
etkilerinin olabilecegi g6z ardi edilmemelidir.

Kok  kanallarinin  karmasik  i¢yapist  pulpa hastaliklarinda rol  oynayan
mikroorganizmalarin tiremeleri ve ¢ogalmalari i¢in gerekli ortami saglamaktadir (213,
214). Dislerin kuron ve kok bolimlerindeki dentin kanallarinin sayt ve ¢aplarinin,
mikroorganizmalarin  veya mikroorganizma yan Uriinlerinin gegigsine olanak
saglayabilecek nitelikte olmasi, bu dokunun periapikal patoloji ile iliskisini ortaya
koymaktadir (215). Bakteriyel enfeksiyonun periapikal dokularda olusturdugu
patojenite; organizmanin direnci ile birlikte, enfeksiyonun devami i¢in dentin kanallar
igerisindeki mikroorganizmalarin aktivasyonuna ve kok kanallar1 yolu ile bu dokulara
taginmasina baghdir (216).

Endodontik inat¢1 enfeksiyonlarin kontroliindeki zorluklar, biyomekanik preperasyonu
takiben enfeksiyonun durdurulmasi amaciyla kanal i¢i medikaman uygulamasini
gerektirmektedir (217).
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Preperatlarin antimikrobiyal etkinligini 6l¢mek i¢in yapilan arastirmalarda in vivo ve in
vitro gesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu tip arastirmalarda ¢ekilmis insan ve hayvan
disleri kullanildig1 gibi hazirlanan standart mikroorganizma silispansiyonlar1 kagit
konlara emdirilerek preperatlarin direkt temas: ile de gergeklestirilebilmektedir (133,
218). Bir diger in vitro yontem olan inhibisyon alani ¢aplarinin 6lglimii yani agar
difiizyon testi ise kat1 besiyerinde iireyen mikroorganizmalara preperatlarin uygulanarak
bu preperatlarin ¢evrelerinde olusmasi beklenen inhibisyon alani ¢aplarinin belirlenmesi
esasia dayanmaktadir. Bu yontemle inhibisyon alan ¢aplarinin biiylime diizeyine gore
preperatlarin antimikrobiyal etkisi belirlenmekte ve materyallerin mikroorganizmalar
tizerindeki direkt etkisi degerlendirilmektedir. Yontemin en biiyiik dezavantaji meydana
gelen etkinin mikrobiostatik veya mikrobiosidal olup olmadiginin belirlenememesidir.
Calismamizda sadece preperatlarin mikroorganizmalara karst olan antimikrobiyal
gliciinii arastirmak ve in vivo kosullarin getirebildigi bazi zorluklari minimum diizeyde
tutabilmek amaci ile in vitro kosullar tercih edilmistir.

Bu calismada endodontik mikrobiyal floranin liyelerinden gesitli bakteri tiirleri dahil
edilmistir. Ilgili patojenler;

1. Enterococcus faecalis (E.faecalis): Gram pozitif fakiiltatif anaerob olan E. faecalis

endodontik tedavi sonrasinda gergeklesen direngli apikal periodontitisle iligkili bir
patojendir. Enterokoklar, yiiksek alkali pH ve yiiksek tuz konsantrasyonu gibi zorlu
cevre kosullarinda canli kalabilmektedir (219).

Gilintimiizde bilinen 23 Enterokok tiirii vardir ve manitol, sorbitol ve arginin ile
etkilesimlerine bagli olarak 5 gruba ayrilirlar. E. faecalis ve Enterococcus
Faecium(E.faecium) insanlarda en ¢ok goriilen Enterokok tiirleridir ve ayni1 grupta yer
almaktadirlar(220). E. faecalis, oral kavite mikroflorasinin bir iiyesidir ve alinan tiikriik
orneklerinde, E. faecalis’in prevalansi endodontik hikayesi olmayan hastalarla
karsilastirildiginda endodontik tedaviye yeni baslayan, tedavinin ortasinda olan ve kok
kanal tedavisi yenilenen hastalarda giderek artis gostermektedir (221). E. faecalis,
primer ve inat¢1 enfeksiyonlar gibi periradikiiler hastaliklarin farkh tiirleriyle iliskilidir
(222). Direngli enfeksiyonlarda kiiltiir ¢alismalariyla degerlendirildiginde %24-%70
oraninda bulunurken, polimeraz zincir reaksiyonu ile degerlendirildiginde %67-%77
oraninda bulunmustur (222).

E. faecalis kok kanal sisteminde yasamanin zorluklarini birka¢ yolla agmaktadir. E.

faecalis; dentine baglanmasina yardimci olan, serin proteaz, jelatinaz ve kollojene
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baglanma proteinlerine sahiptir ve dentin tiibiillerine penetre olabilecek ve
yasayabilecek kadar kiigliktlir (223, 224). Ayn1 zamanda uzun siire besinsiz kalabilme
yetenegine sahiptir ve besine ulasildigi zaman uzun siire a¢ Kalmis hiicreler besin
kaynagindan serum gibi faydalanarak iyilesebilme 6zelligine sahiptirler (225). Alveolar
kemik ve periodontal ligamentten gelen serum, ayni zamanda E. faecalis’in tip I
kollojene baglanmasina yardimci olmaktadir (224). E. faecalis, biyofilm formunda
organize olabilir ki bu durum bakterinin biyofilm formunda organize olmayan
organizmalara gore antikorlar ve antimikrobiyaller karsisinda daha direngli olmasini
saglamaktadir(226). Kiiltire edilmesi kolay olmasi sebebiyle de enfekte dentin
modelinde siklikla kullanilan bir mikroorganizmadir (226).

2. Streptococcus _mutans (S.mutans): Gram-pozitif, fakiiltatif anaerobik koklardir.

Yapilan ¢alismalarda streptokok tiirleri semptomatik apikal periodontitis vakalarinda en
cok gorillen tir olarak bildirilmistir(227). Oral mikrofloranin bir iyesi olan
streptokoklar ayn1 zamanda nekrotik pulpali dislerde, temizleme ve sekillendirme
islemleri sirasinda ve kanal i¢i medikament uygulamasini takiben kok kanallarinda ve
kanal tedavisi yenilenen hastalarda gortliirler (214, 228, 229).

Pek ¢ok oral streptokok tiirlerinin en 6nemli karakteristik Ozelliklerinden biri 6zel
proteinler (adezin) agiga ¢ikararak dis yiizeyine tutunabilme yetenekleridir. Bu
mekanizmayla streptokoklar kolonizasyonu ve dental plaktaki kominite formasyonunu
baslatmaktadirlar (230).

Dentinin major organik icerigi olan Tip I kollojen, oral streptokoklar tarafindan
taninmakta ve hidroksiapatit yapinin tizerinde bulundugunda streptokoklarin adezyonu
icin substrat gibi hareket etmektedir (231). S. mutans mineralize olmamis kollojene ve
kok dentinine baglanabilmektedir (232). Streptokoklar ve ayn1 zamanda pek ¢ok farkl
ekstraselliiler  proteinler  salgilayarak elverigssiz  kosullara uyum  saglayip
yasayabilmektedirler (233). Yapilan kiiltiir ¢alismalar1 apikal periodontitisli dislerde
streptokoe ve laktobasiller'in, enterokoklardan daha az olmakla birlikte kok kanal
tedavisi sonrasinda canliliklarim1 koruyabildiklerini gostermislerdir. Giiglii bir biyofilm
yapicidir boylelikle bakterilerin kok kanalina tutunmasi ve direng gostermesine yardim
eder. Anaerobik bakterilerle karsilastirildiginda laboratuvar kosullarina uyum
gostermesi bu mikroorganizmanin enfekte dentin modelinde en c¢ok kullanilan

mikroorganizmalardan biri olmasini saglamaktadir (234) (235).
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3. Staphylococcus aureus (S.aureus): Gram + fakiiltatif anaerob patojendir. Suslari

hem hastane hem de toplumdaki bakteriyemi, pnomoni, endokardit, osteomiyelit ve
toksik sok sendromu gibi morbidite ve mortalitesi yliksek ciddi infeksiyonlarin 6nemli

bir etkeni olarak tanimlanmislardir (236).

4. Escherichia coli (E.coli): Gram- fakiiltatif anaerob patojendir. Normalde barsak

florasinda bulunur. E. coli bir bakteri oldugundan endospor olusturmaz, pastérizasyon
veya kaynatma ile oliir Memeli hayvanlarin bagirsaklarinda biliylimeye adapte olmus
oldugu icin en iyi viicut sicakliginda ¢ogalir. Kok kanallarinda ve nekrotik dislerde
tespit edilmese de bazi ¢calismalarda periapikal lezyonlarda izole edilmistir (237, 238).

5. Pseudomonas_aeruginosa (P.aeruginosa): Gram — aerobik patojendir. Hastane

enfeksiyonlart ile iligkilidir ve immiin sistemi baskilanmis hastalarda, kistik fibrozis
hastalarinda, pnomoni, bakteriyemi durmlarinda siklikla izole edilmektedir (239). P.
aeruginosa yiiksek genetik hassasiyeti nedeniyle farkli fenotiplere ekprese olabilme
yetenegine sahiptir ve antibiyotiklere kars1 intriksik diren¢ mekanizmlas1 bulunmaktadir
(240).

6. Candida albicans (C.albicans): Eseyli c¢ogalan, diploit, maya tipi bir mantar

tiiriidiir. Insanlarda oral ve vajinal firsat¢1 enfeksiyonlarin etmenidir. 1997 yilinda
Waltimo et al. inatgr apikal enfeksiyonlardan elde ettikleri en yaygin 967
mikroorganizma lizerinde yaptiklar1 ¢alismada izole edilen 48 mantar susunun % 7 sini
kiltir pozitif C. Albicans’larin olusturdugu bildirilmistir (241). C.Aalbicans invaziv
dentin afinitesi deneniyle dentinofilik mikroorganizma olarak tanimlanmistr, bu nedenle
endodontik enfeksiyonlarda siklikla rastanmaktadir (242, 243). C.albicans oral sivilarin
yoklugunda dentin yiizeyinde biiyiime, hif ve blastosporlar gibi degisik biiyiime
modelleri sayesinde dentine penetre olma yetenegine sahiptir (244).

Ayrica biyofilm olusturma yetenegi ve patojenitesinin yiiksekligi sebebi ile sikilikla kok
kanal tedavilerinde goriilen basarisizliklarla iliskilendirilmistir (243).

Endodontik enfeksiyonlarin  polimkrobiyal dogast nedeniyle kok kanalindan
mikroorganizmalarin 3 boyutlu eliminasyonu i¢in ¢esitli materyaller ve
kombinasyonlari denenmistir. Mozayani et al. (245) 2014 yilinda kalsiyum hidroksit,
klorheksidin ve TAP’n  E.faeaclis’ e karsi antimikrobiyal etkinliklerini
degerlendirdikleri calismada en yiiksek inhibitdr etkinin TAP ile elde edildigi
bildirilmistir. TAP’1 klorheksidin glukonat ve kalsiyum hidroksit takip etmektedir. Bu
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sonu¢ bizim g¢aligmamizin verileri ile paralellik gostermekle birlikte ¢ekilmis insan
disleri kullanilan c¢alismada TAP’in dentine kalsiyum hidroksit ve klorheksidin
glukonata oranla daha iyi penetre olmasi ile iliskilendirilmistir (245). Farkli metodlar
kullanilmis olsa da bizim c¢alisgmamizda oldugu gibi agar difiizyon methodu kullanan
Ald et al. (246) arastirmasinda da benzer sonuglar elde ettiklerini bildirmislerdir.
Propolis, TAP, klorheksidin glukonat ve kalsiyum hidroksitin antifungal etkilerini
enfekte dentin modeli kullanarak degerlendirdikleri bir bagka calismada 1. Glin sonunda
en yiiksek etki klorheksidin glukonat ve sonrasinda kalsiyum hidroksitde olmak iizere
biitin medikamanlar yiiksek antifungal etki bildirilmistir (247). Propolis ve TAP
arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir. 7. giliniin sonunda ise en
yiiksek deger klorheksidin glukonata ait olmasma ragmen diger gruplarla arasinda
anlamli fark bulunmamistir (247). Bu durumdan siirenin artmasi ile Dbirlikte
medikamanlarin benzer etkinlik gosterdigi sonucuna varilabilmektedir.

Antibiyotiklerin antifungal etkinlikleri olmamasida ragmen TAP igerisindeki
minoksiklin sayesinde ribozomlar iizerindeki protein sentezini inhibe ederek,
metonidazol ve siprofloksasin ise fibroblastlarin ekstraselliiler matriks ve kollagen
sentezine katki saglayarak antimikrobiyal etkinlik gostermektedir(123, 248). TAP’mn
dentin tiipiillerine penetre oldugu ve anaerobik, gram pozitif ve gram negatif
mikroorganizmlara karst etkili oldugu kanmitlanmistir (249). TAP aseptik ortam
yaratmanin yani sira periapikal iyilesme ve onarima katki saglayarak pulpa-dentin
kompleksinin iglevsel gelisimini de hizlandirmaktadir(200).

Alizera et al.(246) E.faecalis e karsi TAP’in kalsiyum hidroksite gore daha iyi
antimkrobiyal etkinlik gosterdigini bildirmislerdir ki bu sonu bizim sonuglarimizla
benzerlik gostermektedir. Ayrica ¢alismamizin sonuglarina gore her ti¢ antibiyotikli pat
grubunda da (TAP, DAP ve mTAP) E. faecalis i¢in giiclii antimikrobiyal etkinlik
gozlemlenmistir. C.albicans i¢in sonuglari degerlendirdigimizde ise en iyi antifungal
etkinligi TAP gostermis olup bunu mTAP takip etmektedir. DAP grubunda ise suslar
C. albicansa kars1 diren¢ gostermis olup bu farka TAP icerisindeki minosiklinin sebep
oldugu diistincesindeyiz.

Calismamizda ayrica diger arastirmalardan farkli olarak TAP, DAP ve mTAP’in
P.aeruginosa, E.coli, S.aureus, S.mutans suslarina olan antimikrobiyal -etkinlikleri

degerlendirilmis olup biitiin gruplarda benzer olumlu sonuglar elde edilmistir.
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Shaik et al. (250) 2014 yilinda TAP ve kalsiyum hidroksiti kitosanla kombine ederek
C.albicans ve E. faecalise olan etkinliklerini degerlendirdikleri ¢calismada materyallerin
kitosanla kombine edildikleri gruplarda daha iyi sonuglar elde edildigi bildirilmistir.
Rejeneratif endodontik tedavilerde kanal igi dezenfeksiyonda kullanilan c¢esitli
medikaman  kombinasyonlarinin  sitotoksisite, farklilasma ve  antimiktobiyal
etkinliklerini ex-vivo sartlarda degerlendirdigimiz ¢alismamizin sonuglarina gore;
1.Canlilik oranlar1 yoniinden, gruplarin hi¢ biri istatistiksel olarak anlamli bir
farkliliksergilemezken, 14 giin ila¢ uygulmasi yapilan grupta en yiiksek canlilik
oranlar1 kontrol grubumuzda, en diisiik canlilik oranlart TAP grubunda tespit
edilmigstir. 28 giinliikk grupta yine en disiikk canlilik oranlart TAP grubunda, en
yiiksek canlilik orani ise kontrol grubundan da yiiksek seviyelerde DAP grubunda
gbzlenmistir.

2. Bu ¢alismada her bir materyal i¢in 14 ve 28 giinliik grup degerlendirildiginde hiicre
erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve total apoptoz oranlarindaki degisimlerde anlamli bir
farklilik go6zlenmemistir. Total apoptoz oranlar1 yoniinden gruplar her iki uygulama
peryodu i¢in, beklenildigi lizere canlilik oranlariyla iliskili sonuglarla tamamen ters
orantil1 olarak siralanmustir.

Yukarida verilen iki sonug, kullanilan medikamanlarin klinik uygulamalarda belirtilen
dozlarda sitotoksitite acisindan herhangi bir olumsuz etki sergilemediklerini
gostermektedir.

3.Proliferasyon oranlar1 konusunda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlemlenmezken, dlciilen skorlar kontrol grubuyla benzerlik gostermektedirler.

4. Gen ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde 14 giin ila¢ uygulamasi yapilan DAP
grubunda osteokalsin ve DSPP genlerinin ekspresyon diizeylerinde anlamli yiikselis
tespit edilmistir. 28 giin mTAP uygulamas1 yapilan grupta DSPP geni ekspresyon
diizeyinde anlamli ylikselis tespit edilmistir. Bu bilgiler 1s18inda; klinikte
rejenerasyon protokolleri uygulanirken secilecek antibiyotik kombinasyonlarinin,
kanal igerisinde birakilacag siirelerin hiicrelerin farklilasmasina degisik sekillerde
etki ettigi gbz oniinde bulundurulmalidir.

5. Kullanilan medikamanlarin  antimikrobiyal etkinliklerinin degerlendirildigi
calismamizin ikinci boliimiinde, 24 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda tiim

gruplarda, s6z konusu bakterilere kars1 yeterli etkinlik tespit edilmistir. Bununla
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birlikte C.albicans i¢in en yiliksek antifungal etki TAP grubunda goriilmiis olup, DAP
grubunda herhangi bir etki izlenmemistir.
Calismamizda ulastigimiz ve yukarida siralanan sonuglar, giinlimiizde rejeneratif
endodontik uygulamalarda kullanilan ¢esitli  antibiyotik kombinasyonlarinin
sitotoksisite ve antimikrobiyal etkilerinin incelenmesinde 6nemli katkilar saglamakla
birlikte, ¢alismamiz disinda hicbir arastirmada gen ekpresyon analizlerinin yapilmadigi
gercegi gz Oniinde bulundurularak, bu alanda ex-vivo ve in-vivo kosullarda yapilacak

iyi planlanmis, kapsamli ¢alismalarla desteklenmesi gerektigi diistiniilmektedir.
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