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Aviilse Dis Saklama Soliisyonlarimin Periodontal Ligament Fibroblastlar

Farklanma Mekanizmasi Uzerine Etkilerinin Arastiriimas

irem Bag
Pedodonti Anabilim Dal

DOKTORA TEZi / KONYA-2015

Aviilsiyon disin alveoler soketten tamamen ayrilmasi olarak tanimlanir.  Aviilsiyon
olgularinda, aviilse olan disin soketine derhal yerlestirilemedigi durumlarda PDL hiicrelerinin
canlihgm siirdiirmelerine yardimeci olacak bir soliisyon icerisinde saklanmasi gerekmektedir.
Literatiirde HBSS ve siitiin PDL hiicreleri canlilig1 iizerine etkileri degerlendirilmis ve ideale yakin
ozellikler sergiledikleri gorilmiistiir. Bu tez kapsaminda siit ve HBSS’nin PDL hiicrelerinin
farklanmasina yol acip agmadiginin incelenmesi hedeflenmistir.

Aviilse disi taklit eden ¢ekilmis digler HBSS, siit ve DMEM- F12 (pozitif kontrol)
soliisyonlarinda 4°C’de 30- 60 dk ve 12 saat siirelerinde bekletilmistir. Sonra bu diglerin PDL
dokusundan elde edilen PDLF’larmin ¢ogalma dinamikleri hiicre proliferasyon grafikleri ve PDT
degerleri ile PDLF’nin osteoblast veya osteoklasta farklanma egilimi gosterip gostermedikleri ya da
fibroblast kimligini koruyup korumadiklari immiinfloresan (IF) isaretleyiciler kullanilarak konfokal
mikroskop ile degerlendirilmistir. PDLF’lerin osteoblasta farklanmalart Runx2, osteoklasta
farklanmalari RANKL ve fibroblast kimliklerini korumalar1 COL 12 isaretleyicilerinin ifadeleri
incelenerek degerlendirilmistir.

PDLF’lerin ¢ogalma dinamikleri degerlendirildiginde gruplar arasinda ortalama hiicre
sayilar1 ve PDT degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p> 0,05). HBSS
gruplar1 IF sonuglar1 incelendiginde Runx?2 ifadesinde artig gozlenirken, RANKL ifadesinde degisiklik
olmadigr ve COL 12 ifadesinin azaldigr goriilmiistiir. Siit grubunda ise Runx2 ifadesinde azalma,
RANKL ve COL 12 ifadesinde degisiklik olmadigi goriilirken DMEM- F12 grubunda Runx2
ifadesinde azalma, RANKL ifadesinde artma ve COL 12 ifadesinde degisiklik olmadig1 sonucuna
ulagilmaktadir. HBSS grubunda Runx?2 ifadesinde artis gozlenmesi PDLF’lerin osteojenik farklanma
egiliminde oldugunu, DMEM- F12 grubunda ise RANKL ifadesinde artig gdzlenmesi osteoklastojenik
farklanma egiliminde oldugunu gostermistir. Siit grubunda PDLF’lerin Runx2 ifadesinde azalma ile
birlikte RANKL ve COL 12 ifadelerinde degisiklik olmamasi PDLF’lerin fibroblast kimliklerini
koruduklarmi gostermistir. Sonug olarak siit PDLF’lerin hem canliligint hem de fibroblast kimliklerini
koruyabilme 6zelligi ile aviilse dis saklama soliisyonu olarak tavsiye edilebilir.

Anahtar Sozciikler: aviilse dis saklama soliisyonu, Hank’s balanced salt solution, hiicre
farklanmasi, periodontal ligament fibroblastlari, siit.
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Avulsion is defined as a complete displacement of a tooth from its socket. In an avulsion
case, the avulsed tooth must be store in a solution which maintain the PDL cells viability when it
couldn’t replanted its socket immediately. In literature effects of HBSS and milk on PDL cell viability
have been evaluated and they display feature similar to ideal solution. In the content of the thesis, the
aim is investigating whether HBSS and milk leads to PDL cells differentiation or not.

The extracted teeth which mimiced the avulsed teeth immersed in HBSS, milk and DMEM-
F12 (positive control) at 4°C for 30- 60 min or 12 h. Then it was evaluated the growth dynamics of
PDLF which were obtained from avulsed teeth’s PDL tissue with cell proliferation graphics and PDT
values, whether PDLF lean to osteoblast or osteoclast differentiation, protect their fibroblast identity
or not, using IF markers with confocal microscope. PDLF’s osteoblast differentiation by Runx2,
osteoclast differentiation by RANKL and protecting fibroblast identity by COL12 expression was
evaluated.

When PDLF’s growth dynamics were evaluated by percentage of cell number and PDT
values, there weren’t statistically significant difference between groups. In HBSS groups, Runx2
expression increased while RANKL expression was stable and COL 12 expression decreased. In milk
groups, Runx2 expression decreased but RANKL and COL 12 expression were stable. Runx2
expression decreased while RANKL expression increased and COL 12 expression was stable in
DMEM- F12 groups. Increased expression of Runx2 in HBSS groups showed that PDLF lean to
osteogenic differentiation while increased level of RANKL in DMEM- F12 groups showed that PDLF
lean to osteoclastogenic differentiation. On the other hand, in milk groups, decreasing Runx2 but
stable RANKL and COL 12 expression showed that PLDF protected their fibroblast identity.
Consequently, milk is advisable for avulsion storage media because of protecting PLDF’s viability
and their fibroblast identity.

Key words: cell differentiation, Hank’s balanced salt solution, milk, periodontal ligament
fibroblasts, storage media for avulsed teeth



1. GIRIS

Insanlarda tedavi ihtiyaci gerektiren tiim yaralanmalarm %35’ini yiiz bdlgesini
kapsayan yaralanmalar olusturmaktadir. Yiiz bolgesi travmalar1 genellikle dis
kiriklari, dislerde yer degistirme veya dis kayiplar1 ile sonuglanabilir. Fonksiyonel,
estetik ve hatta psikolojik olarak da kalici hasarlar birakabilecek dissel
yaralanmalarin dogru bir teshis ile tedavilerinin planlanmasi ve diizenli olarak takip

edilmeleri biiyiik dnem tasimaktadir (Cortes ve ark 2002, Lee ve Divaris 2009).

Disin alveolar soketten tamamen ayrilmasi olarak tanimlanan aviilsiyon
olgular1 tiim dis yaralanmalarinin %0,5-3"inli olusturur. Aviilsiyon yaralanmanin
oldugu yerde hemen miidahalenin gerektigi acil durumlardan biridir (Andersson ve
ark 2012). Dis aviilse oldugunda disin derhal soketine geri yerlestirilmesi durumunda
periodontal ligament (PDL) hiicrelerinde rejenerasyon gerceklesebilecek ve iyilesme
saglanabilecektir. Fakat siddetli yaralanmalarda ilk ©Once hayati fonksiyonlarin
korunmas1 i¢in tedavilere baslandigi i¢in zarar goren dislere hemen miidahale
edilemez (Brullmann ve ark 2010). Aviilse olan dis soketine derhal yerlestirilemedigi
durumlarda disin olay yerinden, dis hekimine ulagincaya kadar gecen siirede
tasmacagi, kolayca elde edilecek ve cevresindeki PDL hiicrelerinin canliligini
siirdiirmelerine ve fizyolojik fonksiyonlarmi devam ettirmelerine yardimc1 olacak bir
soliisyon igerisinde saklanmasi gerekir. Aksi takdirde aviilse disin PDL hiicreleri
replantasyona kadar canliligini siirdliremez, nekroz olurlar. Bu durumda dis yine de
replante edilirse sonrasinda inflamatuar reaksiyonlar, replasman rezorpsiyonu ve

ankiloz komplikasyonlar1 gelisir ve disin kaybina neden olabilir (Boyd ve ark 2000).

Gilinlimiizde her ne kadar, aviilse disin replantasyonuna kadar icinde
tasmacagi ideal soliisyon arayislar1 halen devam etmekteyse de, mevcut literatiir
incelendiginde Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) ve siitiin ideale yakin
ozellikler sergiledigi goriilmektedir. Bununla birlikte bugiine kadar yapilan
arastirmalarm biiyiik ¢ofunlugu in vitro sartlarda gerceklestirilmistir. Deneysel
yontemler, biyolojik mekanizmalar1 anlamada klinik c¢alismalara goére daha
kontrolliidiir. Ciinkii in vitro modellerde analiz edilen homojen hiicre popiilasyonu
titizlikle kontrol edilebilen kosullar altindadir ve in vivo faktorlerden bagimsizdir.
In vitro sartlarda hiicrelerin canliligini korudugu kanitlanmig fakat HBSS ve siitlin,

PDL hiicrelerinin farklanma mekanizmasi iizerine olan etkisinin arastirildigi ¢ok az



sayida caligmaya rastlanmustir. In vivo ortamin tiim 6zelliklerinin in vitro deneylerde
yansitilamadig1 bilindiginden, bu tez kapsaminda PDL hiicrelerinin canliligini uzun
siire korudugu bilinen siit ve HBSS’nin PDL hiicrelerinin farklanmasina yol acip
acmadiginin incelenmesi hedeflenmistir. Bu amagla PDL hiicresinin, fibroblastik
ozelligini koruyup korumadiginin belirlenmesi i¢in fibroblast isaretleyicisi olarak
kollajen tip XII (COL 12), osteoblastik dogrultuda farklanip farklanmadiginin test
edilmesi i¢in Runt-Related Transcription Factor 2 (Runx2) ve osteoklastik
dogrultuda farklanip farklanmadiginin test edilmesi i¢in ise osteoklast isaretleyicisi
olarak Niiklear Faktor-Kappa B Reseptor Aktivator Ligandi (RANKL) molekiiler
belirleyicileri kullanilmistir. Bu sayede siit ve HBSS’nin PDL hiicrelerinin canliligini
devam ettirmekle birlikte, tasima sonrasinda sokete geri yerlestirilen dis lizerindeki
hiicrelerin PDL 6zelliklerini halen koruyup korumadiklarinin anlasilmasi ile tasima
soliisyonlarmin se¢imine bir diger kriter eklenmesi amaclanmistir. Literatlirde daha
once bu tarz bir arastirmanmn olmamasi tez ¢alismamizin istlinliiglinii saglamakla
birlikte, mevcut soliisyonlar arasindaki tercihin bilimsel verilerle daha agik olarak

degerlendirilebilmesine katki saglamak amag¢lanmistir.
1.1. Aviilsiyon

Disin alveoler soketten tamamen ayrilmasi olarak tanimlanan aviilsiyon,
pulpal ve periodontal dokunun siddetli hasariyla karakterizedir. Aviilsiyon olgular:
tiim dis yaralanmalarinin %0,5- 3'inii olusturur (Andersson ve ark 2012). Aviilsiyon,
yaralanmanm oldugu yerde hemen miidahalenin gerektigi acil durumlardan biridir.
Ancak hastanin uyumsuz olmasi, hastanin yanindaki kisilerin bilingsiz veya disi
yerine yerlestirmekte cesur davranamamasi veya siddetli yaralanmalarda ilk once
hayati fonksiyonlarm korunmasi i¢in gerekli olan tedavilere baglanmasi nedeniyle dis
hemen replante edilemez (Andersson ve ark 2012). Ayrica zamaninda miidahale
edilememis aviilse dis ¢ekim soketine yerlestirilemediginde dis eksikligi olusur.
Olusan dis eksikliginin fonksiyon, konusma, estetik ve hastanin psikolojisi lizerine
olumsuz etkileri olacagi gibi yer kaybi olmamasi ve ark biitlinliigiiniin korunmasi
icin de ileri restoratif tedavilere (kdprii veya implant uygulamalar1) ihtiya¢ duyulacak
ve hastaya hem manevi hem de maddi biiyiik yilik getirecektir. Bu sebeple, aviilsiyon
olgularinin siklikla gerceklestigi okullarda, sportif faaliyet alanlarinda 6gretmenlerin,

saglik gorevlilerinin ve velilerin bilgilendirilmesi gerekmektedir.



Aviilse disin replantasyonu acil miidahaleyi gerektirir ki bu da disin,
yaralanmanin oldugu yerde replantasyonu anlamina gelir. Konu hakkinda bilgi sahibi
olan bir yetiskin tarafindan aviilse disin olay yerinde soketine geri yerlestirilmesi
saglanabilecegi gibi, konu hakkinda bilgi ve tecriibe sahibi olunmadigi durumlarda
aviilse dis olay yerinden dis hekimine ulagincaya kadar, kolayca elde edilecek ve
aviilse disin ¢evresindeki PDL hiicrelerinin canliligmi siirdiirmelerine ve fizyolojik
fonksiyonlarmi devam ettirmelerine yardimci olacak ideal bir tasima soliisyonu
icinde tasmmmalidir. Bahsedilen birinci alternatifte, dis sadece kronundan tutularak
soguk su altinda hafifce ve kisa siireli yikandiktan sonra soketine geri yerlestirilir ve
hastaya bir mendil 1sirtilarak en kisa siirede dis hekimine ulagilmasi saglanmalidir.
Ikinci senaryoda, dis yerine yerlestirilemiyorsa kesinlikle kuru kalmamalidir.
Okullarda, evlerde veya eczanelerde uygun bir tasima soliisyonuna ulasilamadigi
durumlarda aviilse dis, siit, serum fizyolojik i¢inde, bunlara dahi ulagilamiyorsa
hastanin yanagnin igerisinde saklanarak hekime ulagmasi saglanmalidir (Trope

2011).
1.1.1. Aviilse Disin Dis Kliniginde Tedavisi

Aviilse dis hekime ulastiginda kazanin nerde, ne zaman oldugu, disin hangi
kosullarda getirildigi 6grenilmelidir. Disin kok gelisim seviyesi (kok ucu acik veya
kapali), disin saklandig1 soliisyon ve agiz disinda gecen siireye bagli olarak tedavi
plan1 yapilir (Andersson ve ark 2012). Ozellikle kuru olarak gecirilen zaman,
hiicrelerin canli kalabilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Kuru olarak gecirilen 60
dakika ve lizeri siireden sonra hi¢cbir PDL hiicresi canli kalamaz. Bu nedenle yerine
yerlestirilmeden veya saklamaya alinmadan once disin kuru ge¢irdigi zamanin
hastadan 6grenilmesi 6nemlidir (Andersson ve ark 2012). Kok ucu kapali ve kok ucu
acik aviilse dislerde uygulanacak tedavi planlamasi Cizelge 1.1 ve Cizelge 1.2°de

gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Kok ucu kapali aviilse dislerde uygulanacak tedavi planlamasi

(Andersson ve ark 2012).
KOK UCU KAPALI DISLER
. Agiz disinda kuru A1z dismda kury kal
Klinige  gelmeden kalma siiresi 60 "ng . l6$(llnd akil?rclll afm:l
once replante dakikadan az ve kuru .sures1 akikadan lazia
. ise
edilmisse olarak ya da soliisyon
icerisinde gelmisse

- Disgin pozisyonunun
klinik ve radyografik
degerlendirilmesi
-Yara bolgesi su,
serum fizyolojik veya
klorheksidin ile
temizlenmesi

- 2 hafta esnek splint
- Sistemik antibiyotik
- Tetanoz asis1

- 2 hafta yumusak
gida

- Oral hijyen

- Replantasyondan 7
giin sonra ve splint
sokiilmesinden 6nce
kok kanal tedavisi

- 4 hafta, 3 ay, 6 ay, 1
yil sonra ve daha
sonra her yil klinik ve

radyografik takip

- Digin serum fizyolojik
ile temizlenmesi

- Lokal anestezi

- Alveol soket muayenesi
- Disin hafif parmak
basinciyla yerine
yerlestirilmesi

- Replante edilmis disin
pozisyonunun klinik ve
radyografik kontrolil

- 2 hafta esnek splint

- Sistemik antibiyotik

- Tetanoz asis1

- 2 hafta yumusak gida

- Oral hijyen

- 7 giin sonra ve splint
sokiilmesinden 6nce kdk
kanal tedavisi

- 4 hafta, 3 ay, 6 ay, 1 y1l
sonra ve daha sonra her
yil klinik ve radyografik
takip

- Kok iizerindeki oOli ve
yapisik  haldeki dokularin
spang ile uzaklastirilmasi

- Kok kanal tedavisinin
replantasyon Oncesinde elde
veya 7-10 gilin sonrasinda
yapilmasi

- Lokal anestezi

- Soketin serum fizyolojik ile
yikanmasi

- Alveol soket muayenesi

- Digin 20 dakika % 2'lik
sodyum  florid
bekletilmesi
-Digin hafif
basinciyla
yerlestirilmesi
- Replante
pozisyonunun

igerisinde

parmak
yerine

edilmis  disin
klinik  ve

radyografik kontrolil

- 4 hafta esnek splint

- Sistemik antibiyotik

- Tetanoz asis1

-2 hafta yumusak gida

- Oral hijyen

- 7 gin sonra ve splint

sokiilmesinden  6nce  kok

kanal tedavisi

- 4 hafta, 3 ay, 6 ay, 1 yil

sonra ve daha sonra her yil

klinik ve radyografik takip




Cizelge 1.2. Kok ucu acik aviilse dislerde uygulanacak tedavi planlamasi (Andersson

ve ark 2012).

KOK UCU ACIK DiSLER

Klinige gelmeden dnce

replante edilmisse

Ag1z disinda kuru kalma
siiresi 60 dakikadan az ve
kuru olarak ya da soliisyon
icerisinde gelmisse

Ag1z disinda kuru kalma
siiresi 60 dakikadan fazla

ise

- Disgin pozisyonunun
klinik ve radyografik
degerlendirilmesi
-Yara bdlgesi su, serum
fizyolojik veya
klorheksidin ile
temizlenmesi

- 2 hafta esnek splint

- Sistemik antibiyotik
- Tetanoz asis1

- 2 hafta yumusak gida
- Oral hijyen
-Pulpanin

revaskiilarizasyon sansi

oldugu i¢in  nekroz
belirtileri gosterene
kadar kanal tedavisi
yapilmamal.

- 4 hafta, 3 ay, 6 ay, 1 yil
sonra ve daha sonra her
yil klinik ve radyografik
takip

- Disgin serum fizyolojik ile
temizlenmesi

- Lokal anestezi

- Alveol soket muayenesi

- Minosiklin veya
doksisiklin 1 mg/20 ml
oranminda serum fizyolojik ile
karistirilarak 5 dakika kok
yiizeyine uygulanmasi

- Disin hafif parmak
basinciyla yerine
yerlestirilmesi

- Replante edilmis disin
pozisyonunun klinik ve
radyografik kontrolil

- 2 hafta esnek splint

- Sistemik antibiyotik

- Tetanoz asis1

- 2 hafta yumusak gida

- Oral hijyen

- Pulpanin revaskiilarize
olma sansi1 oldugu i¢in kanal
tedavisi uygulanmadan disin
takip edilmesi

- 4 hafta, 3 ay, 6 ay, 1 y1l
sonra ve daha sonra her yil
klinik ve radyografik takip

- Kok iizerindeki 6lii ve
yapisik haldeki dokularin
spang ile uzaklastirilmasi

- K6k kanal tedavisinin
replantasyon oncesinde elde
veya 7-10 giin sonrasinda
yapilmasi

- Lokal anestezi

- Alveol soket muayenesi
- Digin 20 dakika % 2'lik
sodyum florid igerisinde
bekletilmesi

-Disin hafif parmak
basinciyla yerine
yerlestirilmesi

- Replante edilmis disin
pozisyonunun klinik ve
radyografik kontrolii

- 4 hafta esnek splint

- Sistemik antibiyotik

- Tetanoz asis1

-2 hafta yumusak gida

- Oral hijyen

- 7 giin sonra ve splint
sokiilmesinden 6nce kdk
kanal tedavisi

- 4 hafta, 3 ay, 6 ay, 1 y1l
sonra ve daha sonra her yil
klinik ve radyografik takip




1.1.2. Aviilse Disin Replantasyonundan Sonra Destek Tedavileri
Sistemik antibiyotik kullanimi

Aviilse digin replantasyonu ve uygulanacak endodontik tedavi Oncesinde
nekrotik pulpanin bakteriyel invazyonunu ve inflamatuar rezorpsiyonu Onlemek
amaciyla sistemik antibiyotik kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Bu amagcla 6nerilen
tetrasiklin antibiyotiklerin, osteoklast ve kollajenaz etkinligini azaltarak kok
rezorpsiyonunun yavaslatilmasinda etkili oldugu bildirilmistir (Trope 2011). Geng
hastalarda tetrasiklinlerin sistemik kullanimi 6ncesinde kalic1 diglerde renklenme
riski g6z oOniine alinmalidir. Pek cok iilkede tetrasiklinlerin 12 yas alt1 hastalarda
kullannmi1  Onerilmemektedir. Bu nedenle 12 yas altindaki hastalarda
fenoksimetilpenisilin (Penisilin V) veya amoksisilin hastanin yas1 ve kilosuna uygun

dozda, replantasyon sonras1 1 hafta siireyle verilebilir (Trope 2011).
Tetanoz asisi

Tetanoz gram-pozitif, anaerobik bir basil olan Clostridium tetani
bakterisinden ileri gelen ve ¢izgili kaslarda uzun siireli sertlesme ve kasilmayla
belirginlesen toksik ve Olimciil bir enfeksiyon hastaligidir. Toprakta yasayan
Clostridium tetaninin derideki yara veya cizik aracilifiyla organizmaya girmesiyle
hastalik olugsmaktadir. Aviilse bir dis toprak ile temas etmisse disin replantasyonu
sirasinda Clostridium tetani basilinin viicuda girmesine neden olacaktir. Dolayisiyla
aviilse disin replantasyonu sonrasinda hastanin tetanoz asis1 korumasi siipheli ise 48
saat igerisinde bir saglik kurulusuna yonlendirilerek as1 olmasi saglanmalidir (Trope

2011).
Replante edilmis dislerin splintlenmesi

Replante edilmis bir disi dogru pozisyonda yerinde tutmak, hastanin rahatini
saglamak ve fonksiyonu iyilestirmek amaciyla disin fizyolojik hareketine izin
verecek sekilde splint yapilmalidir. Replante edilmis dislerin splintlemesi i¢in kisa
siireli ve esnek splint uygulamalar1 tavsiye edilmektedir. Aviilse disin agiz disinda
kuru kalma siiresi 60 dk’y1 gegmisse 4 hafta, gecmemisse 2 hafta siireyle esnek splint
uygulanmasi yeterli iken aviilsiyona alveolar kirigin eslik ettigi olgularda splint

siiresi 4-8 haftaya kadar uzatilabilmektedir (Andersson 2012). Caligmalar replante



edilen bir dige hafif hareket sansi verildiginde ve splintleme zamani ¢ok uzun
olmadiginda periodontal ve pulpal iyilesmenin arttigim1 gostermistir (Hinckfuss ve

Messer 2009).

Ideal bir splintin dzellikleri sunlardir:
- Disin fizyolojik hareketine izin vermeli
- Uygulamasi ve ¢ikarilmasi kolay olmali
- Konusma, beslenme ve oral hijyeni saglamak kolay olmali
- Yumusak dokulari irrite etmemeli
- Pasif olmali, dise kuvvet uygulamamali
- Okliizyonu engellememeli
- Pulpa testinin ve endodontik tedavinin uygulanmasma izin verebilmeli

(Burcak Cengiz ve ark 2006).
1.2. Aviilse Disin Replantasyonunu Takiben Olusabilecek Komplikasyonlar

Aviilse disin replantasyonundan sonra PDL’de bag dokusu hiicrelerinin
proliferasyonu baglar ve 3-4 giin sonra yeni bag dokusu PDL araligini kapatir.
Replantasyondan 1 hafta sonra, epitelin mine-sement birlesimine atagmani
gergeklesir. Diseti kollajen fibrilleri birbirine kaynasir. Kok yiizeyi boyunca ilk
ylizeyel osteoklast atagi baslar. PDL’deki ayrilma ¢izgisi 2 hafta sonra iyilesir ve

kollajen fibriller sement ile alveol kemik arasinda uzanir (Andreasen 1980b, c).

Replante edilen insan ve hayvan dislerinin histolojik olarak incelenmesi

sonucunda PDL’de 4 farkli iyilesme sekli tanimlanmistir (Andreasen 1971).
1.2.1. Normal PDL ile yilesme

Histolojik olarak PDL’nin tam rejenerasyonu ile karakterize bir iyilesme
seklidir ve sinir olusumunun tamamlanmasiyla 4 hafta siirmektedir. Radyografik
olarak kok rezorpsiyonunun gozlenmemesi, lamina duranin normal olarak izlenmesi
gerekmektedir. Klinik olarak aviilse disin asemptomatik oldugu, normal bir mobilite
ve normal perkiisyon sesine sahip oldugu goriilmektedir (Andreasen ve Hjorting-

Hansen 1966, Yamada ve ark 1999).



1.2.2. Yiizey Rezorpsiyonu ile Tyilesme

Histolojik olarak kok yiizeyinde sement dokusu ile sinirli lokal alanlarda yeni
sement ile tamir edilebilen ylizeyel rezorpsiyon lakiinleri goriilmektedir (Andreasen
1980c, 1981). Yiizey rezorpsiyonu yeni sement olusumu ile tamir edilebildigi i¢in
lezyonun ilerlemedigi kendi kendini smirladigi goriilmektedir. Radyografik olarak

lezyon boyutlar1 ¢ok kiigiik oldugu i¢in ¢ogu zaman gozlenememektedir.
1.2.3. Replasman Rezorpsiyonu (Ankiloz)

Aviilse dis replantasyon oncesinde uzun siire kuru kalmis ve PDL hiicreleri
zarar gormiigse kok ylizeyinde makrofaj aktivasyonu yani inflamatuar yanit olusur.
Genis rezorpsiyon bolgesi sekonder sement ile tamir edilemez. Osteoblast hiicreleri
kemikte fizyolojik yeniden sekillenme (remodeling) olustururken kok yilizeyindeki
rezorbe alan kemikle dolmus olur. Geri doniisiimii olmayan rezorpsiyon siireci
replasman rezorpsiyonu olarak isimlendirilir (Trope 1998, 2011). Geng hastalarda
kemigin yeniden sekillenmesinin daha hizli olmast nedeniyle replasman
rezorpsiyonu daha hizli ilerler (Boyd ve ark 2000). Andersson ve ark (1989)
aviilsiyon sonrasinda kok rezorpsiyonu goriilme oranmnin 8-16 yas grubunda 17-39
yas grubuna gore daha fazla oldugunu bildirmislerdir (Andersson ve ark 1989,
Petrovic ve ark 2010). Replasman rezorpsiyonu radyografide PDL aralig1 ve lamina
duranin kaybiyla karakterizedir. Rezorpsiyon radyografide replantasyondan 2 ay
sonra goriiliir. Pek cok olguda bu siire 6 ay ya da 1 yila kadar uzayabilir (Andreasen

ve ark 1995b).

Ankiloz terimi baz1 yazarlar tarafindan kemik ve sementin kaynasmasimni ifade
etmek i¢in kullanilir. Ankilozun replasman rezorpsiyonundan farkli bir ifade oldugu
ve replasman rezorpsiyonunun erken donemini ifade etmek i¢in kullanilabilecegi
bildirilmistir (Andersson ve ark 1984). Andreasen ankiloz terimini replasman
rezorpsiyonu yerine kullanmaktadir (Andreasen 1980a). Tiz bir perkiisyon sesinin
olmas1 ve diste hi¢ mobilite gozlenmemesi ankiloz belirtisidir. Histolojik olarak
ankiloz kok yiizeyi ile alveol kemiginin birlesmesini ifade eder. Replantasyondan 2
hafta sonra goriiliir. Biiylime gelisim donemindeki bir hastada ankiloz gelisir ve dis
infrapozisyonda kalirsa aviilse dis bolgesinde alveol ve yiiz gelisiminde bozukluga

neden olur (Boyd ve ark 2000, Andersson 2012).



1.2.4. inflamatuar Kok Rezorpsiyonu

Aviilsiyon yaralanmalar1 sonucu genellikle pulpa nekrozu meydana gelir.
Kok gelisimi devam eden dislerde revaskiilarizasyon sansi  olabilir.
Revaskiilarizasyonun olugsmadig1 olgularda ve nekroz sonrasinda kanal tedavisi
uygulanmayan dislerde pulpa enfekte olarak kalacaktir. Nekrotik pulpadan
toksinlerin dentin tiibiilleri vasitasiyla kok yiizeyine ulasmasiyla inflamatuar kok
rezorpsiyonu meydana gelir (Trope 2011). Geng hastalarda dentin tiibiillerinin genis
olmas1 nedeniyle inflamatuar iriinler pulpadan kok yiizeyine cok kolay gecis yapar
(Hammarstrom ve ark 1986b, Boyd ve ark 2000). Klinik olarak inflamatuar
rezorpsiyonlu disler semptomsuz olabilecegi gibi agri, mobilite ve enfeksiyonla
iligkili sigligin varligi da goriilebilir. Birka¢ ay icerisinde tiim kokii rezorbe
edebilecek kadar hizli ilerleyen bir rezorpsiyon seklidir. Radyografik olarak kok
ylizeyi boyunca c¢ukur seklinde kavitasyonlar ve bu alanlara komsu kemikte
rezorpsiyon bdlgeleri goriiliir. inflamatuar rezorpsiyonun ilk radyografik belirtileri
replantasyondan 2 hafta sonra gdzlemlenir. Histolojik olarak sement ve dentinde
cukur seklinde rezorpsiyon kaviteleri goriiliir. Kok yiizeyinde Howship lakiinleri ve

osteoklastlarm etkinliginde siddetli bir reaksiyon gozlenir.
1.3. Aviilsiyon patogenezi

Aviilsiyonda disin ¢evresini saran norovaskiiler yapida tam bir kopma,
ayrilma meydana gelir. Dis soketinden ayrildiginda kisa bir siire i¢inde pulpa dokusu
canliligmi yitirmeye ve PDL hiicreleri nekroz olmaya baslarlar. PDL'nin baskin
hiicre tip1 olan fibroblastlar ve kok ylizeyine tutunan diger hiicrelerde dejenerasyon
meydana gelir (Andreasen 1981). Diger taraftan aviilse dis 5 dk icerisinde soketine
replante edilirse PDL hiicrelerinin fonksiyonlarin1 kaybetmeden siirdiirdiigii
bildirilmistir (Flores ve ark 2007). Bununla birlikte kuru ortamda 15 dakikadan fazla
kalan aviilse diste, projenitor veya kok hiicrelerin fibroblastlara farklanma
yeteneklerini kaybettikleri tespit edilmistir (Lekic ve ark 1996a, Lekic ve ark 1998).
Soder ve ark (1977) aviilse olan disin ekstraoral olarak kuru kaldig1 zaman arttik¢a
nekroz PDL hiicre sayisinin arttigini ve 2 saat sonra yasayan hiicre tespit etmenin
miimkiin olmadigin1 gostermislerdir (Soder ve ark 1977). Nitekim, Lin ve ark (2000)
kuru ortamda 30 dk kaldiktan sonra PDL hiicrelerinin nekrotik hale geldigini
bildirmislerdir (Lin ve ark 2000).



Diger taraftan, aviilse disin agiz disinda gegirdigi siireyle ilgili olarak,
replante edildiginde, nekroze olmus veya olmakta olan PDL hiicrelerinin mevcut
oldugu durumlarda, replantasyondan sonra inflamatuar reaksiyonlar, yerdegistirme
(replasman) kok rezorpsiyonu ve ankiloz gibi komplikasyonlarin olusmamasi i¢in tek
care aviilse disin uygun hatta ideal bir tagima soliisyonu icerisinde ve en kisa

zamanda dis hekimine ulastiriimasidir (Blomlof ve ark 1983a).

1.4. Periodontal Ligament (PDL) ve Periodontal Ligament Fibroblastlar
(PDLF)

PDL alveolar kemik ile sement arasinda uzanan, lokalize fibr6z bag doku
bandidir (Choe ve ark 2012). Biiyiik bir kollajen demeti PDL’nin tamamini olusturur
ve hem semente hem de alveolar kemige gomiilii durumdadir. PDL disin siirmesi
sirasinda olgunlasir ve okliizal kuvvetlere karsi disi destekler (Yamamoto ve ark

2014).

PDL, fibroblastlar, makrofajlar, farklanmamis ektomezenkimal hiicreler,
sementoblastlar, osteoblastlar, Malassez epitel artig1 olan hiicreler icermekle birlikte,
yapisinda vaskiiler ve sinirsel elemanlar1 da bulundurmaktadir (Beertsen ve ark 1997,
Benatti ve ark 2007). PDL’yi olusturan fibroz bag doku bandi igerisinde ii¢ tip
kollajen bulunmaktadir. Fibril olusturan kollajenlerden tip I, III, V, fibril
olusturmayan kollajen tip VI ve kesikli ii¢lii heliks yapida fibrille iligkili kollajenler
(FACIT- fibril-associated collagens with interrupted triple helix) olan tip IX, XII,
XIV ve XVI PDL fibr6z bag doku bandi igerisinde yer almaktadir (Kook ve ark
2009a).

PDL’nin en 6nemli hiicre grubu PDLF’dir. PDLF’nin temel fonksiyonu
ekstraseliiler matriksin sentezi ve devamliligini saglamaktir. Ayrica PDL
rejenerasyonunda gorev alir. PDLF mikrotiibiil ve aktin mikroflamanlarindan olusan
gelismis bir hiicre iskeletine sahiptir (Griffin ve Spain 1972, Rodriguez-Lozano ve

ark 2012).

Heterojen yap1 igerisinde, PDLF'ye 6zgii hiicre dizilerinin tanimlanmasi igin
cesitli isaretleyiciler Onerilmistir. Bunlar arasinda epidermal biiyiime faktorii
reseptorii (epidermal growth factor receptor — EGFR) (Cho ve ark 1991), tip XII
kollajen (Oh ve ark 1993, Karimbux ve Nishimura 1995), osteopontin (Lekic ve ark
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1996b), alkalen fosfataz (Groeneveld ve ark 1993) isaretleyicilerinin PDLF'na 6zgi
olabilecekleri bildirilmistir. PDLF periostin, sklerotin, sementum atagman proteini,
osteonektin, osteokalsin, N-Kaderin ve NCAM-1 gibi 6zel isaretleyicileri sentezler

(Konstantonis ve ark 2013) (Cizelge 1.3).
1.5. Kollajen Tip 12

Tip XII kollajen PDL’de ilk olarak Yamauchi ve ark (1986) tarafindan tespit
edilmistir. Tip XII kollajen, kollajen siiper ailesinin FACIT alt grubunda yer alir
(Gordon ve ark 1990, Shaw ve Olsen 1991, MacNeil ve ark 1998). FACIT yapisi
ticlii heliks icermektedir. Uglii heliks yapisi fibriler kollajene baglanma afinitesine
sahipken, liclii heliks icermeyen bolgeler ekstraseliiler matriksin diger elemanlari ile
etkilesimin saglandig1 yapilardir (Eyre ve ark 1987, MacNeil ve ark 1998). Tip XII
kollajen, kollajen fiberlerinin ekstraseliiler matriksin diger elemanlar1 ile
baglantisinin saglanmasinda gorev alir. Tip I kollajen ile iligkili oldugu ve Tip I
kollajenin matriks ile iligkisinin diizenlenmesinde rolii oldugu bildirilmistir (Bohme
ve ark 1995, Nemoto ve ark 2010). PDL gelisiminin olgunlagma asamasinda kollajen
tip XII ifadesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. PDL fiberlerinin siralanmasinda ve
organizasyonunda gorevlidir (Karimbux ve ark 1992, MacNeil ve ark 1998,

Reichenberger ve ark 2000, Fujii ve ark 2006).
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Cizelge 1.3. PDLF isaretleyicileri.

PDLF isaretleyicileri Kaynak

EGFR Cho ve ark 1991

Tip XII kollajen Oh ve ark 1993, Karimbux
ve Nishimura 1995

Alkalen fosfataz Groeneveld ve ark 1993

Osteopontin Lekic ve ark 1996b

Periostin

Sclerotin

Cementum attachment

protein Konstantonis ve ark 2013

Osteonectin

Osteocalcin
N-Cadherin
NCAM-1

PDLF'nin heterojen bir hiicre popiilasyonundan olustugu bilinmektedir
(Nomura ve ark 2012). Ayni zamanda arastirmacilar PDLF’nin sementoblast ve
osteoblasta farklanabilen bir hiicre popiilasyonuna sahip oldugunu gostermislerdir
(McCulloch ve Bordin 1991). PDLF kollajen lifleri gibi matriks elemanlarmin

yapim-yikimindan da sorumludur (Roberts ve ark 1982).

PDLF osteoblastik farklanma icin ¢cok Onemli olan temel transkripsiyon
faktorii, Runx2'yi de sentezler. PDLF in vitro olarak kiiltiire edildiklerinde mineral
benzeri nodiiller olusturduklar1 gozlenmis dolayisiyla osteoblastik farklanma
gosterebildikleri bildirilmistir (Basdra ve Komposch 1997, Carnes ve ark 1997,
Ivanovski ve ark 2001, Murakami ve ark 2003, Konstantonis ve ark 2013). Bunun
yanisira, pek ¢ok c¢alismada PDLF'nin osteoblastik farklanmanm yani sira
osteoklastik farklanma potansiyeline de sahip oldugu gosterilmistir (Kook ve ark
2009b, Kook ve ark 2011, Wattanaroonwong ve ark 2011). Osteoblast benzeri yapida
olan PDLF'nin kemik rezorpsiyonunda gorevli osteoklastlarin 6ncili hiicreleri i¢in
gerekli sinyalleri sagladigi, RANKL ve osteoprotegerin (OPG) sentezledigi
gosterilmistir (Joe ve ark 2001, Hasegawa ve ark 2002, Bloemen ve ark 2010).
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1.6. Runt-Related Transcription Factor 2 (Runx2)

Runx2 geni tarafindan sentezlenmesi uyarilan bir protein olan Runx2
transkripsiyon faktorii Core-binding factor subunit alpha-1 olarak da bilinir.
Osteoblast farklanmasinda erken asamada, iskeletsel morfogenezisde, dis
gelisiminde, kondrogenezisde ve vaskulogenezisde fonksiyonu vardir. Pluripotent
mezenkimal hiicrelerden osteoblast farklanmasi ile iliskili bir transkripsiyon
faktoriidiir (Komori ve ark 1997). Deoksiriboniikleik asitin (DNA) belirli bolgelerine
baglanarak kemik ve kikirdak gelisimini kontrol eden diger genlerle etkilesim

halinde olarak gorevlerini gergeklestirir (Komori 2006) (Sekil 1.1).

Pluripotent mezenkimal hiicreler Runx2 gen ifadelerinin etkisinde immatiir
osteoblastlara doniisiir. Immatiir osteoblastlar Sppl (osteopontin) ifade ederler ve
Bglap (osteokalsin) ifade eden matiir osteoblastlara farklanirlar. Matiir osteoblastlar
ilerde osteositlere doniismek iizere kemik matriks icerisinde gomiilii olarak kalirlar

(Komori 2006) (Sekil 1.2).

adipocyte

gromsr B-catenin

v |
PPARy2 | — /
| Runx2/Cbfp

C/EBP l
- - —
mesenchymal preosteoblast T immature

Osterix osteoblast

o=

chondrocyte

progenitor cell

Myo 0x3, 6,9
N My,
: ogenin

myotube

Sekil 1.1. Pluripotent mezenkimal hiicrelerden osteoblast
farklanmasi ile iliskili bir transkripsiyon faktorii olan Runx2,
DNA’nin belirli bolgelerine baglanarak kemik ve kikirdak
gelisimini kontrol eden diger genlerle etkilesim halinde olarak
gorevlerini gerceklestirir. Osteoblast farklanmasinda Runx2,
mezenkimal  Oncli  hiicreleri  preosteoblast  olusumuna
yonlendirirken, adiposit ve kondrosit farklanmasini inhibe eder
(Komori 2006).
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Sekil 1.2. Pluripotent mezenkimal hiicreden Runx2
etkilesimi ile kemik ve kikirdak hiicrelerinin gelisimi.
Runx2 preosteoblastlardan immatiir osteoblast olusumu
sirasinda, Collal, Colla2, Sppl, Ibsp ve Bglap
ifadesini tetiklerken, immatiir osteoblastlarda Sppl ve
Ibsp ifadesini tetikler. Kemik doku olusum
mekanizmasinda Runx2 immatiir osteoblast sayismni
artirirken, osteoblast matiirasyonunu inhibe eder
(Komori 2010).

Kemik doku olusum mekanizmasinda Runx2 immatiir osteoblast sayisini
artirirken, osteoblast matlirasyonunu inhibe eder (Komori ve ark 1997). Dis
gelisiminin erken evrelerinde artan Olglide ifade edilen Runx2, osteoblast, osteosit,
kondrosit, odontoblast, dental folikiil hiicreleri, sementoblast ve PDL hiicrelerinde de

sentezlenmektedir (Bronckers ve ark 2001).

1.7. Niiklear Faktor-Kappa B Ligand Reseptor Aktivatorii (RANKL)

Kemik rezorpsiyonunda gorevli osteoklast hiicreleri hematopoetik osteoklast
onciilerinden olusur. Osteoklastin olusumu, PDLF’den koken alan osteoblast hiicre
dizisi tarafindan kontrol edilir ve osteoklast dnciileri i¢in uygun sinyaller gonderilir
(Bloemen ve ark 2010). Osteoklast farklanmasinda gerekli sinyallerin olusmasi i¢in
osteoblast yiizeyinde RANKL eksprese edilir. RANKL tiimor nekroz faktorii (TNF)
ailesinin bir iiyesidir. RANKL membran bagmmli ve salgilanmis ligand olarak
osteoblast, fibroblast ve aktif T ve B hiicreleri tarafindan sentezlenir. RANKL’ 1n
reseptOrii olan niiklear faktor- Kappa B aktivator reseptorii (RANK), osteoklast oncii
hiicrelerinde ve olgun osteoklastlarda bulunur. RANKL’in osteoklast yiizeyinde
eksprese edilen RANK reseptoriine baglanmas: ile transkripsiyon faktorleri aktive
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olur (Boyle ve ark 2003). RANKL aktivitesi, RANKL’1n tuzak reseptorii OPG ile
bloke edilebilir (Sekil 1.3). OPG, TNF reseptor ailesinin bir {iyesi olup RANK ile
benzer bir yapis1 vardir. OPG RANKL ile baglanarak RANK-RANKL baglanmasimni
engeller. Boylece osteoklast farklanmasi ve kemik rezorpsiyonu icin olusacak
molekiiler mekanizmay1 baskilar (Yildirim ve ark 2008, Belibasakis ve Bostanci
2012). Fare pulpa ve odontoblast hiicre hattinda ve insan PDL hiicreleri, pulpa
hiicreleri, odontoblastlar ve dental follikiil hiicrelerinde OPG ve RANKL mesajc1
riboniikleik asiti (mMRNA) ve proteinleri gosterilmistir (Sakata ve ark 1999, Rani ve
MacDougall 2000, Wise ve ark 2000, Hasegawa ve ark 2002, Lossdorfer ve ark
2002, Yildirim ve ark 2008).

cell -y Q

P
osteoclast

Osteoclast

(a)
RANKL-
expressing
RANKL | | L 3

Bone

Resorption pit (lacuna)

Sekil 1.3. RANKL- RANK- OPG iligkisi. a) RANKL’in osteoklast yiizeyinde
eksprese edilen RANK reseptoriine baglanmasi ile pre-osteoklastlar olgun
osteoklastlara doniisiir ve kemik yiizeyine yapisan osteoklastlar rezorpsiyonu
baglatir. b) OPG, RANKL ile baglanarak RANKL-RANK baglanmasimni engeller
(Belibasakis ve Bostanci 2012).
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1.8. PDL Kok Hiicreleri (PDL- KH)

Kendi kendini yenileyebilen ve cesitli hiicre tiplerine farklanabilen hiicreler
kok hiicre olarak tanimlanmaktadir. Kok hiicreler embriyogenezisin erken
evrelerinde blastokistten (embriyonik kok hiicreler) veya yetiskinlerde beyin, kemik
iligi, deri, karaciger, kalp, akcigerler, bobrekler ve dalak gibi dokulardan (yetiskin
kok hiicreleri) izole edilebilirler (Miletic ve ark 2014). Embriyonik kok hiicreler
plasenta gibi ekstraembriyonik dokular hari¢ her li¢ germ yapragmna (endoderm,
mezoderm, ektoderm) ait tiim organizmadaki hiicrelere farklanabilirken, yetiskin kok
hiicreleri ayn1 germ yapragindan olan sinirhi sayida hiicre dizisine farklanabilirler
(Pitaru ve ark 2013). Yetigkin kok hiicre tipi olan mezenkimal kok hiicreler (MKH),
kemik iliginin stromasi i¢inde yer alan, uzantili, fibroblast benzeri hiicrelerdir. The
International Society for Cellular Therapy (ISCT) 2007 yilinda MKH 6zelllikleri
standart kiiltiir kosullarinda plastige yapisabilme kapasitesinin oldugunu ve
osteoblastik, adipojenik ve kondroblastik hiicre dizilerine farklanabildigini kabul

etmistir (Dominici ve ark 2006, Yildirim ve ark 2012).

PDL igerisinde ¢ok sayida hiicre tipinin varlii, bu dokunun periodontal doku
rejenerasyonu ve doku homeostazisini saglayan kok hiicreler igerdigini gostermistir.
Insan PDL kokenli mezenkimal kok hiicreler tanimlanmis ve ilk kez periodontal
ligament kok hiicreleri (PDL- KH) olarak isimlendirilmistir (Seo ve ark 2004).
PDL- KH’nin de osteojenik, adipojenik ve kondrojenik 6zellikler gdsterebildigi ve
plastige yapigsma 6zelliginin oldugu bildirilmistir (Gay ve ark 2007, Lindroos ve ark
2008, Huang ve ark 2009, Xu ve ark 2009). Bu hiicre popiilasyonu ayrica adipositler
(yag hiicreleri), sementoblast benzeri hiicreler ve kollajen olusturabilen hiicrelere
farklanma yetenegine sahiptirler (Chamila Prageeth Pandula ve ark 2014).
PDL- KH’nin farelerde deri altina transplante edildiginde PDL’ye, semente ve
Sharpey liflerine benzer dokularin olustugu gézlenmistir (Pitaru ve ark 2013).
PDL- KH, MKH ile iliskili isaretleyiciler olan STRO-1, CD146 ve embriyonik kok
hiicre isaretleyicilerini ifade ederler. immiinhistokimyasal boyama ve Western Blot
analizlerinde PDL- KH kiiltiiriinde sementoblastik/osteoblastik isaretleyicilerin
(alkalen fosfataz, bone sialoprotein, osteokalsin ve transforming growth factor- 1)

ifade edildigi bildirilmistir (Seo ve ark 2004).
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1.9. Aviilse Dis Saklama Soliisyonlar

Aviilse dig saklama soliisyonu agiz ortamini taklit ederek PDL hiicrelerinin
canliligini koruyabilecek fizyolojik bir soliisyon olarak tanimlanabilir (Udoye ve ark
2012). Aviilse dislerde basarili bir prognoz i¢in disin sokete hemen replante edilmesi
gerekmektedir. Travma olgularinda hastalarin aviilsiyonun yani swra daha ciddi
yaralanmalar1 da oldugu zaman Oncelikle hastane kosullarinda tedavileri
yapilmaktadir. Bu durumda hastalar acil dental tedavi alamayabilirler. Bu nedenle
avillse disin replantasyona kadar saklanabilmesi i¢in uygun ortam saglanmalidir.
Nitekim aviilse disin replantasyonu sonrasinda prognozunu etkileyen en onemli 2
faktoriin disin agiz disinda kuru olarak kaldigi siire ve saklama soliisyonu oldugu
bildirilmistir (Andreasen ve ark 1995a, Andreasen ve ark 1995b, Martin ve Pileggi
2004).

Ideal bir aviilse dis tasima soliisyonunun sahip olmasi gereken 6zellikler

sunlardir:

- Antimikrobiyal 6zellik tagimali

- PDL hiicrelerinin canliligm siirdiirebilmesini saglamali

- Hiicrelerin proliferatif kapasitesini desteklemeli

- Viicut stvilartyla ayn1 osmolaritede olmali

- Viicut sivilariyla reaksiyon gostermemeli

- Antijen- antikor reaksiyonu gostermemeli

- Kok rezorpsiyonu ve ankiloz riskini azaltmali

- Raf 6mrii uzun olmali

- Farkli sicakliklarda etkili olabilmeli

- Azalan hiicresel metabolitleri dengeleyebilmeli (Malhotra ve ark 2010).

Kullanilan tagima soliisyonunun ideal olmasini belirleyen parametreler pH'si,
osmolalitesi ve sicakligidir. Hiicresel gelisimin devam edebilmesi i¢in en uygun
osmolalite seviyesinin 290-330 mosmol/kg, pH'sinin 7,2-7,4 arasinda ve sicakligmin
ise 4°C veya 37°C'de olmasi gerektigi bildirilmistir (Blomlof ve Otteskog 1980,
Lindskog ve Blomlof 1982, Ashkenazi ve ark 2000, Malhotra 2011). Aviilse dis
tagima soliisyonu olarak literatiirde etkinlikleri degerlendirilen soliisyonlar Cizelge

1.4°de gosterilmistir.
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Cizelge 1.4. Aviilse dis saklama soliisyonlarmin pH, osmolalite, sicaklik ve
literatiirde bu saklama soliisyonlar1 i¢in tavsiye edilen aviilse dis saklama siireleri
gosterilmistir (Udoye ve ark 2012, Poi ve ark 2013).

Tasima pH Osmolalite Sicakhik Onerilen
Soliisyonu (mosmol/kg) Saklama
Siiresi
Baska bir
cesme suyu 7,4-7,79 30 4°C saklama
soliisyonuna
ulagilamiyorsa
tiikiiriik 6,5-7,4 60-75 4°C 30 dk
salin 4,5-7 280 4°C 2 saat
siit 6,5-7,2 270 4°C 6 saat
HBSS 7,2- 7-4 280- 320 4°C 48 saat
Minimal 7,0 —17,4 280 - 320 4°C 120 saat
Essantial
Medium
(MEM)
VIASPAN 7,4 320 4°C 168 saat
ideal 7,2-7.4 290-330 4°C veya
soliisyon 37°C

1.9.1. Cesme suyu

Cesme suyu pH'1 7,4- 7,79, osmolalitesi 30 mosmol/kg olan hipotonik bir
stvidir. PDL hiicrelerinin lizisine neden oldugu i¢in tasima soliisyonu olarak tavsiye
edilmemektedir (Hammarstrom ve ark 1986a, Udoye ve ark 2012). Disin ¢esme
suyunda saklanma siiresi arttikga PDL hiicre canliliginin azaldig1 ve eksternal kok
rezorpsiyonunun arttigr gézlenmistir (Blomlof 1981a, Hammarstrom ve ark 1986b).
Kiiltiire edilen PDL hiicrelerinin 1 saat ¢esme suyunda saklanmasinin diger saklama
soliisyonlarmma goére daha c¢ok PDL hiicre hasarma neden oldugu bildirilmistir
(Blomlof ve Otteskog 1980). Aviilse digin kuru kalmamasi i¢in ¢gesme suyu yerine
alternatif soliisyonlar elde edilemiyorsa yaralanma aninda hemen ulasilabilmesi

sebebiyle ¢esme suyu kullanilabilmektedir.
1.9.2. Tiikiiriik

Aviilse digin yaralanma sonrasinda kuru halde birakilmamasi diisiincesiyle
replante edilene kadar hasta agzinda dilalt1 bolgesinde veya hastanin tiikiirtiklerinin
toplandig1 bir kap igerisinde saklanmasi tavsiye edilmekteydi. Osmolalitesi 60-75
mosmol/kg olan tiikiiriik igerisinde PDL hiicrelerine zararli olabilecek enzimler,

bakteri ve bakteri lriinlerinin bulunmasi sebebiyle aviilse disin 30 dk'dan fazla
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tiikiirtik icerisinde saklanmamasi1 gerektigi bildirilmistir (Khademi ve ark 2008b).
Tiikiiriik icerisinde 2-3 saat birakilan aviilse disin PDL hiicrelerinde sisme ve
membran hasar1 gozlenmistir (Trope 2002, Malhotra ve ark 2010). Diger taraftan
aviilse disin tiikiiriik icerisinde saklanmasinin disin kuru kalmasi veya g¢esme
suyunda saklanmasma gore 1/3 oraninda daha az hiicre hasarma neden oldugu
bildirilmistir. Aviilse disin agiz disinda gecirdigi siire kisa (30 dk’dan az) ise ve
tikkliriikten daha 1yi bir saklama soliisyonuna ulasilamiyorsa tiikiiriik aviilse dis

saklama soliisyonu olarak kullanilabilir (Malhotra ve ark 2010).

1.9.3. Salin

Osmolalitesi 280 mosmol/kg olan salin fizyolojik bir tuz soliisyonudur. PDL
hiicrelerinin metabolik faaliyetleri icin gerekli besleyiciler olan magnezyum,
kalsiyum ve glikoz icermez (Udoye ve ark 2012). Aviilse disin kisa siire saklanmasi
icin uygun olabilecek salin igerisinde 2 saat boyunca PDL hiicrelerinin canliligmi
siirdiirebildigi daha uzun siirede ise hiicreler i¢cin zararli oldugu tespit edilmistir
(Khademi ve ark 2008b). Cvek ve ark (1974) yaptig1 ¢alismaya gore replantasyon
oncesinde 30 dakika izotonik salin soliisyonuna birakilan aviilse diste, 15 ve 40
dakika kuru ortamda birakilan dislere gore daha az kok rezorpsiyonu gozlenmistir
(Cvek ve ark 1974). Bu sebeple diger aviilse dis saklama soliisyonlarma

ulagilamiyorsa disin kuru kalmamasi i¢in salin igerisinde bekletilmesi tavsiye edilir.

1.9.4. Siit

Aviilse disin kisa siireli saklanabilecegi ve yaralanma sonrasi kolayca
ulagilabilecek siit 6,5-7,2 pH degeri ve 270 mosmol/kg osmolalitesi ile tercih
edilebilecek bir soliisyondur. Aviilse dis saklama soliisyonlar1 ile ilgili ¢alismalarda
basaril1 sonug¢lar vermesinin ig¢erisindeki aminoasitler, karbonhidratlar, vitaminler ve
biiylime faktorleri sebebiyle olabilecegi bildirilmistir (Udoye ve ark 2012). Kolayca
ulagilabilen siit genellikle pastorize edilmis siittiir ve pastorize siitte PDL
fibroblastlarina zararli olabilecek enzimler inaktive olmustur (Ashkenazi ve ark
1999). Bununla birlikte siit hiicre 6liimiinii onlemekle birlikte, hiicrelerin normal
morfolojilerine donmelerini ve mitoza girmelerini saglayan fonksiyonlarmi

siirdiirmelerini saglamaz (Layug ve ark 1998, Udoye ve ark 2012).
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Gamsen ve ark (1992)’na gore siit, PDL hiicrelerinin osmotik basincini
dengeler ancak azalan hiicre metabolitlerini tekrar yerine koyamaz (Thomas ve ark
2008). Lekic ve ark (1998)’na gore siit aviilse dis saklama soliisyonu olarak 1 saate
kadar HBSS kadar etkili olmakla birlikte, salin, tiikiiriik ve ¢esme suyundan da daha

1yi sonuglar vermektedir (Lekic ve ark 1998).

Siitlin sadece 6 saat i¢in saklama soliisyonu olarak kullanilabilecegini, 6 saat
sonrasinda etkinligini kaybedecegini savunan arastirmacilar olmakla birlikte
(Blomlof ve ark 1983b, Trope ve Friedman 1992) siitte saklanan aviilse diglerin 12
saat sonrasinda bile basarili iyilesme gosterdigini kanitlayan caligmalar da vardir
(Lekic ve ark 1998). Marino ve ark (2000) siitiin kisa stireli olarak ve sadece soguk
sitlin PDL hiicrelerinin proliferasyon kapasitesini korumakta etkili oldugunu

savunmuslardir (Marino ve ark 2000).

Ayni zamanda siitiin soguk olmasi hiicrelerin sismesini azaltir ve metabolik
faaliyetlerinin diizenlenmesine yardimci olur (Lekic ve ark 1998). Siitiin sicaklig1 ile
ilgili yapilan ¢alismalarda 20°C ve 4°C karsilastirildiginda canli kalan PDL hiicre
sayisi en yiikksek 4°C’de bulunmustur (Udoye ve ark 2012). Diisiik sicakligin
avantajinin bakteri liremesini azaltmasi ve siitiin yapisinin bozulmasini 6nlemesi

oldugu bildirilmistir (Ashkenazi ve ark 1999).

Harkacz ve ark (1997) siitiin yag oraninin hiicre canlili1 iizerine etkili
oldugunu, diistiik oranda yag iceren siitiin yiiksek orandakine gore daha 1yi sonuglar
verdigini tespit etmislerdir (Harkacz ve ark 1997). Yagsiz siitiin HBSS ile hiicre
canlili@1 ve hiicrelerin osteojenik farklanma potansiyeli acisindan karsilastirildig: bir
calismada, yagsiz siitte daha yliksek oranda canli hiicre tespit edilmistir. Ayni
zamanda yagsiz siitte 2 ve 4 saatlik siirelerde saklanan hiicrelerde HBSS’e gore daha
yiliksek oranda mineralizasyon yani osteojenik farklanma gozlendigi bildirilmistir

(Wang ve ark 2013).

Insanlarda yapilan in vivo ¢alismalarda siitte tasindiktan sonra replante edilen
aviilse dislerin prognozunun iyi oldugu goriilmektedir. Misra ve Toumba (2008), 14
yasindaki hastanin 90 dk siitte tagindiktan sonra klinige getirilen aviilse olmus 21
numarali disini replante etmislerdir. Yapilan 10 yillik takip sonrasinda mobilite,

perkiisyonda hassasiyet, agr1 veya ankiloz belirtisi gostermeyen diste radyografik
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olarak da periapikal patoloji veya ankiloz olusumu goézlenmemistir (Misra ve
Toumba 2008). Benzer sekilde Moradi Majd ve ark (2014), 7 yasindaki bir hastada
acik apeksli alt sag santral disin aviilsiyonu sonrasinda 90 dk siitte tasinmasmnin
ardindan disi replante etmislerdir. Iki hafta sonraki kontrollerde periapikal
radyoliisensi gozlenince Metapeks ile apeksifikasyon tedavisi yapmaya baslayip,
gecici olarak restore etmislerdir. Periapikal radyoliisenside 3 ay sonra azalma oldugu
icin kanal tedavisini tamamlamislardir. Replantasyondan 12 ay sonra kok gelisiminin
devam ettigini ve 20 ay sonrasinda disin asemptomatik oldugunu, fizyolojik mobilite
gosterdigini bildirmislerdir (Moradi Majd ve ark 2014). Moradian ve ark (2013), 12
yasindaki hastanin aviilse olan ve 12 saat siitte tasman 11 numarali disini replante
etmiglerdir. Replantasyon sonrasinda 3 yil takip edilen hastada fonksiyon ve estetik
bir problem olmadigi, perkiisyon sesinin ve disin mobilitesinin normal oldugu ayni
zamanda radyografik olarak inflamatuar ve replasman kok rezorpsiyonu

gozlenmedigi bildirilmistir (Moradian ve ark 2013).

Yapilan hayvan caligmalarinda siitiin aviilse dis saklama soliisyonu olarak
etkinligi degerlendirilmis ancak sonuglarin insanlarda yapilan klinik ¢aligmalar kadar
basarili olmadig1 goriilmiistiir. Ratlarda yapilan bir ¢alismada dos Santos ve ark
(2009) disi ¢ekip uzun raf Omiirli tam yagh siitte 60 dk bekletmisler ve cekim
soketine replante etmislerdir. Replante edilen disler 60 giin sonra histolojik olarak
incelendiginde 60 dk siit igerisinde bekletilen grupta inflamatuar ve replasman
rezorpsiyonlar1 goriiliirken ankilozun olugmadigi gozlenmistir (dos Santos ve ark
2009). Ayni zamanda Khademi ve ark (2008), kopeklerde yaptiklar1 ¢alismada
cekilen disleri siit veya yumurta akinda +4°C’de 3, 6 ve 10 saat bekletildikten sonra
replante etmisler ve 2 ay sonra ¢ekip histolojik olarak incemislerdir. Siit veya
yumurta aki 6 saatlik deney siiresinde replasman rezorpsiyonu gostermezken, disin 6
ve 10 saat siitte saklanmasiyla en yiiksek PDL inflamasyonu gozlenmistir (Khademi
ve ark 2008a). Ote yandan Trope ve Friedman (1992), cekilmis kdpek dislerini 6, 12,
24 ve 36 saatlik saklama siirelerinde Viaspan veya siitte, 36, 48, 72 ve 96 saatlik
sirelerde Viaspan veya HBSS’de beklettikten sonra tekrar soketlerine replante
etmiglerdir. Replantasyondan 2 ay sonra disler tekrar cekilip histolojik olarak
incelenmistir. Viaspan’in 6 saatte siite gore listiin oldugu bildirilirken, siitiin 6 saatten
sonra diste rezorpsiyon komplikasyonu riskini arttirdigi bildirilmistir (Trope ve

Friedman 1992).
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Aviilsiyon yaralanmalar1 oldugunda hemen hemen her yerde kolayca
ulagilabilecek olmasmnin yanisira siitiin dezavantaji taze olmasi ve buzdolabinda

saklanmas1 gerekliligidir.
1.9.5. Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)

HBSS, 7,2- 7,4 pH ve 280- 320 mosmol/kg osmolaliteye sahip toksik
olmayan ve PDL hiicreleri ile biyouyumlu izotonik tuz soliisyonudur (Ashkenazi ve
ark 1999). Biyomedikal arastirmalarda pek cok hiicre tipi i¢in besiyeri ve yara
irrigasyon soliisyonu olarak kullanilir (Krasner ve Person 1992). PDL hiicrelerinin
canliligin1 koruyabilme 6zelliginden dolayr aviilse dis saklama soliisyonlarmin
etkinliginin arastirildig1 ¢aligmalarda referans soliisyon olarak tercih edilmektedir

(Malhotra ve ark 2010).

HBSS, sodyum klorid, glikoz, potasyum klorid, sodyum bikarbonat, sodyum
fosfat, kalsiyum klorid, magnezyum klorid ve magnezyum siilfat icerir (Malhotra ve
ark 2010). Glikoz, kalsiyum ve magnezyum iyonlar1 sayesinde PDL hiicrelerinin
azalan hiicresel igeriginin yeniden diizenlenmesini saglar. Hasarli PDL hiicrelerinde
azalmis olan metabolitleri yeniden saglayan tek soliisyonun HBSS oldugu
bildirilmektedir (Blomlof 1981b). Krasner ve Rankow (1995), fizyolojik bir
soliisyonda bekletilse dahi aviilse disin 30 dk HBSS'de bekletildikten sonra replante
edilmesini tavsiye etmektedirler (Krasner ve Rankow 1995). Andreasen (1981)
aviilse bir digin 15-60 dk kuru ortamda kaldiktan sonra 30 dk HBSS'de bekletilirse

daha az kok rezorpsiyonu olustugunu bildirmistir (Andreasen 1981).

PDL'nin proliferasyon yetenegini ve canliligini 48 saat gibi uzun bir siire
boyunca HBSS i¢inde koruyabildigi bildirilmistir (Malhotra 2011). HBSS nin PDL
hiicrelerinin canliligin1 in vitro olarak 120 saat, in vivo olarak 96 saate kadar

koruyabildigini savunan arastirmacilar da vardir (Krasner ve Person 1992).

Eagle'm vasati, siit, Viaspan ile karsilastirildiginda HBSS’nin +4°C'de 24
saate kadar PDL hiicrelerinin canliligini, mitojenik ve klonojenik kapasitesini
korudugu bildirilmistir (Ashkenazi ve ark 1999). Hiltz ve Trope (1991), insan dudak
fibroblastlarin1 kullandiklar1 calismalarinda tam yagl siit, HBSS ve Viaspan’i
karsilagtirmiglardir. Fibroblast hiicrelerinin bu soliisyonlarda 2 saatten 168 saate

kadar inkiibasyonlarmi takip eden arastirmacilar 24 saat sonunda HBSS’de %70
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oraninda canli hiicre oldugunu, bu oranin 48 saatte %38’e diistiiglinii bildirmislerdir

(Hiltz ve Trope 1991).

Siitlin aksine HBSS’nin buzdolabinda bulundurulmasi gerekmez ve raf émrii
2 yildir (Krasner 1992). Diger taraftan HBSS arastirma laboratuvarlarinda kullanilan
bir soliisyon oldugu i¢in yaralanma aninda kolayca ulasilamayabilir. Bu sebeple
ABD’de HBSS soliisyonu igerisindeki kiiciik bir sepet seklinde tasarlanmis 'Save-
A- Tooth' (Phoenix Lazerus Inc., Pottstown, PA, USA) ismiyle piyasaya siiriilerek
acil durumlarda HBSS soliisyonuna ulasilmasi saglanmistir (Sekil 1.4). Bununla
birlikte iirliniin her tlilkede bulunmamasi ve pahali olmasi dezavantajidir (Udoye ve
ark 2012). Yapilan baz1 ¢alismalarda Save- A- Tooth icerisindeki HBSS'nin siit ve
yeni hazirlanmis HBSS'ye oranla etkinliginin daha az oldugu tespit edilmistir

(Marino ve ark 2000, Souza ve ark 2010).

. N N
Sekil 1.4. Save- A- Tooth.

HBSS'in hazirlanip 6 ay veya 12 ay saklandiktan sonra kullanilmasiyla ilgili
yapilan bir c¢alismada 12 ay saklandiginda igerigindeki maddelerin
konsantrasyonunun degistigi ve hiicreler icin yeterli besleyici niteliklerinin
kayboldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla taze olarak kullanilmadiginda PDL

hiicrelerinin canliligini koruyamadigi sonucuna ulasilmistir (de Souza ve ark 2010).
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1.9.6.Viaspan

Organ naklinde tasima soliisyonu olarak kullanilan Viaspan (Belzer VW-
CSS, Du Pont Pharmaceuticals, Wilmington, DE, USA) oda sicaklifinda 7,4 pH ve
320 mosmol/kg osmolaliteye sahiptir. Etkili bir hidrojen iyonu tamponu olarak gérev

yapar ve pH korunmus olur (Ashkenazi ve ark 2000).

Blomlof ve ark (1983) HBSS ve Viaspan'l kiyasladiklar1 ¢alismalarinda 168
saat saklama siiresi sonunda Viaspan'in %37,6 canli fibroblast orani ile en etkili uzun
donem saklama soliisyonu oldugunu bildirmislerdir (Blomlof ve ark 1983a).
Ashkenazi ve ark (1999) Minimal Essantial Medium Alfa Modifikasyonu (aMEM),
fotal serum ve antibiyotik iceren aMEM, siit ve HBSS ile kiyasladig1 Viaspan ile
hiicrelerin klonojenik kapasitesinin 8 saat sonunda HBSS ile benzer olarak yiiksek
degerler gosterdigini ve siite gore daha etkin oldugunu gézlemlemislerdir. HBSS ve
siite gore 24 saat sonrasinda klonojenik kapasitedeki azalma %65 olarak tespit
edilmistir. PDL hiicreleri1 +4°C'de 24 saat Viaspan'da saklandiginda canliliginin
disiik oldugu gosterilmistir. Viaspan’in mitojenik aktivitesi de siit ve HBSS ile

kiyaslandiginda daha diisiik olarak bulunmustur (Ashkenazi ve ark 1999).

Beagle kopeklerinin dis kokleri 30, 45 ve 60 dakika kuru ortamda
birakildiktan sonra farkli soliisyonlarda 30 dk bekletilmis ve replantasyon sonrasinda
iyilesme potansiyelleri karsilastirilmistir. Viaspan'da 30 dk bekletilen grup, kuru
ortamda kaldiktan sonra hemen replante edilen kontrol grubu, HBSS ve conditioned
mediumda bekletilen gruplara gore istatistiksel olarak anlamli daha yiliksek oranda

lyilesme gostermistir (Pettiette ve ark 1997).

Uzun siireli olarak (168 saat gibi) aviilse dis saklama soliisyonu olarak
kullanilabilecegi bildirilse de, Viaspan'm buzdolabinda saklanma gerekliligi, pahal
olmas1 ve kolayca ulasilamamasi dezavantajlaridir (Udoye ve ark 2012). Ac¢ilmamis

Viaspan’mn raf 6mrii ise 1 yildir.

1.9.7. Eagle’in Vasati

Harry Eagle tarafindan hiicre kiiltiirii vasat1 olarak gelistirilmis bu vasat
Minimal Essantial Medium (MEM) olarak da bilinir ve arastirma laboratuvarlarinda

kullanilir. Aminoasitler, vitaminler ve bikarbonatlar icermektedir. aMEM formu

24



non-essential aminoasitler ve ilave vitaminler i¢ermektedir. Aviilse dis saklama
soliisyonu ile ilgili ¢calismalarda siklikla pozitif kontrol olarak MEM veya aMEM

formlarinda kullanilmaktadir.

Ashkenazi ve ark (1999) PDL hiicrelerinin aMEM’de +4°C'de 8 saate kadar
canliliklarin1 siirdiirme, mitojenik ve klonojenik kapasitelerinin yiliksek oranda
oldugunu bildirmistir. Calisma siiresi 24 saate ¢ikarildiginda ise HBSS ve siite oranla
daha az etkili oldugu tespit edilmistir (Ashkenazi ve ark 1999). Diger taraftan Sigalas
ve ark (2004) oda sicakliginda ve 0°C’de MEM kullanildiginda canli hiicre sayisinin
%67 ile en yiiksek degere ulastigmi bildirmislerdir (Sigalas ve ark 2004). Diger
taraftan Souza ve ark (2011), yagsiz silit ve tam yagh siitii 5°C’de HBSS ve
Save- A- Tooth ile karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda 37°C’de MEM’yi1 pozitif kontrol
olarak kullanmislardir. PDLF’yi1 soliisyonlarda 3, 6, 24, 48, 72, 96 ve 120 saat inkiibe
ettikten sonra PDLF’nin canliligmi 3-[4, 5-dimetiltiazol-2-yl]-2, 5-difenil
tetrazolyum bromid (MTT) testi ile degerlendiren arastirmacilar tiim inkiibasyon
sirelerinde  MEM’nin PDLF’nin canliligin1 diger gruplara gore daha 1iyi

koruyabildigi sonucuna ulagsmislardir (Souza ve ark 2011).

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) ise MEM'ye gore 2-4 kat
fazla glikoz, 4 kat fazla aminoasit ve vitamin i¢ermektedir. Aviilse dislerin kisa
(Lekic ve ark 1998) ve uzun siireli (Andreasen ve Kristerson 1981) saklanmasinda
onerilen bir solisyondur (Saxena ve ark 2011). DMEM ile Ham’s F12 besleyici
karisimmdan olusan DMEM- F12 igerdigi besleyiciler, biiyiime faktorleri ve
hormonlar ile pek c¢ok memeli hiicresinin (glial hiicreler, fibroblastlar, insan
endotelyal hiicreleri, rat fibroblastlar1 gibi) gelisimini destekleyen hiicre kiiltiirti
vasatidir. DMEM- F12’nin, mezenkimal hiicrelerin erken yaslanmasini veya
farklanmalarin1 uyarmadan hiicrelerin biiylimelerini sagladigi bildirilmistir (Freshney

2005).

Saxena ve ark (2011), DMEM nin besleyiciler igermesi ve hiicreler i¢in enerji
kaynag1 olma oOzelligine propolisin antibakteriyel ve anti-inflamatuar 6zelliklerini
eklemeyi diisiinerek DMEM- propolis kombinasyonunu aviilse dis saklama
soliisyonu olarak test etmislerdir. Propolisin %?2,5, %5, %10 ve 9%?20’lik
konsantrasyonlar:1 ile yapay tiikiiriik, siit, HBSS, DMEM ve ayn1 zamanda %10
propolis- DMEM ve %20 propolis- DMEM kombinasyonlarini karsilastirmislardir.
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Insan dislerinden elde edilen PDLF’nin 30 dk, 1, 3, 6, 12 ve 24 saat siirelerinde
37°C’de yukarida adi gecen soliisyonlarda inkiibasyonu sonucunda tek basma
DMEM ve propolis- DMEM kombinasyonlarmin 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda
PDLF canliligini en 1yi siirdiirebilen soliisyonlar oldugu bildirilmistir. Bu sonucu
DMEM icerisinde bulunan besleyiciler ve osmotik dengeyi saglayan elementler
icermesine baglamislardir. Ayni1 zamanda %10 propolis- DMEM kombinasyonunu,
%20 propolis- DMEM’e gore daha i1yi bulan arastirmacilar %20 propolis i¢eriginin
hiicreler i¢in toksik etki olusturmus olabilecegini bildirmislerdir (Saxena ve ark

2011).

Hiicre kiltlirii vasatlar1 yaralanma aninda kolay ulasilabilecek soliisyonlar
olmamalar1 ve buzdolabinda saklanmalar1 gerekliligi nedeniyle tercih edilen aviilse

dis saklama soliisyonlar1 degillerdir.
1.9.8. Oral Rehidratasyon Tuz Soliisyonu (ORTS)

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan siddetli diyare veya kusma nedeniyle olusan
dehidratasyonun tedavisinde elektrolit kaybini dengelemek amaciyla tavsiye edilen
bir soliisyondur. ORTS sodyum klorid, potasyum klorid, trisodyum sitrat tuzlar1 ve
glikoz icerir (Sachdev ve Bhargava 1985, Eskandarian ve ark 2013). Igerigindeki
tuzlar ve glikoz nedeniyle PDL hiicrelerinin metabolizmasi i¢in gerekli olan
elementleri saglayabilir diislincesiyle aviilse dis saklama soliisyonu olarak

arastirmalarda kullanilmistir.

Rajendran ve ark (2011) tek kokli 30 insan disini ¢ekmigler ve 30 dk kuru
ortamda birakmislar. Daha sonra 3 gruba ayirip 30 dk Ricetral (ORTS), HBSS ve
siitte bekletmisler. Dislerden elde edilen PDL hiicrelerinin ortalama canli hiicre
sayilarmi karsilastirmiglardir. HBSS ve Ricetral arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmazken, siitiin en az canli hiicre sayisina sahip oldugu bildirilmistir
(Rajendran ve ark 2011). Benzer sekilde yapilmis bir calismada Subramaniam ve ark
(2014), ORTS’y1 HBSS ve siit ile karsilastirmiglardir. ORTS ve HBSS soliisyonlar1
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken, siitiin en az canli hiicre

sayisina sahip oldugu bildirilmistir (Subramaniam ve ark 2014).

26



Sigalas ve ark (2004) yaptiklar1 calismada baska bir ORTS olan Gatorade
soliisyonunu DMEM, az yagl siit, HBSS, kontakt lens soliisyonlar1 ve ¢esme suyu
ile karsilastrmiglardir. PDL hiicrelerinin saklama soliisyonlarinda 24 ve 48 saat
inkiibe edilmesinden sonra trypan blue testi ile canli hiicre sayilar1 belirlenmistir.
Calismanin sonucunda Gatorade ile inkiibasyonda, canli PDL hiicre sayisinin HBSS

ve siite gore daha diisiik oldugu bildirilmistir (Sigalas ve ark 2004).
1.9.9. Yesil Cay

(-) - Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) yesil cay icerisindeki antioksidatif,
antikarsinojenik, antimutajenik, antiinflamatuar, antimikrobial ve antiviral 6zellikler
gosteren bir polifenoldiir (Cabrera ve ark 2006). EGCG'nin memeli hiicreleri,
hemopoietik kok hiicreler ve kan damarlari, kornea, sinirler, islet hiicreleri,
myokardiyum gibi dokularin saklanmasinda kullanilir (Han ve ark 2006, Chen ve
Huang 2012). Guinea domuzlarmin kesici diglerinde ve beagle kopeklerinde yapilan
PDL hiicreleriyle ilgili c¢alismalarda EGCG kullanilarak yiiksek oranda hiicre
canliliginin korunabildigi gézlenmistir (Jung ve ark 2011). EGCG, HBSS ve siitiin
karsilastirildigi bir ¢alismada soliisyonlar icerisinde 2 saat bekletilen dislerde PDL
hiicre canliliklar1 degerlendirilmis ve EGCG en yiiksek degerlere sahipken bunu,
HBSS ve siitiin izledigi tespit edilmistir (Chen ve Huang 2012).

1.9.10. Propolis

Ar1 kovanlarinin igerisinde bulunan rezin yapida bir madde ve rezin yapiya
ilave olarak balmumlari, yag asitleri, esansiyel yaglar, polen proteinleri ve mineraller
icerir. Antibakteriyel, antifungal, antioksidan ve anti-inflamatuar etkileri oldugu

bilinen propolis, aviilse dis saklama soliisyonu olarak literatiirde arastirilmaktadir.

Al- Shaher ve ark (2004) propoliste PDL fibroblastlarinin 20 saate kadar
canliliklarinmi siirdiirebildiklerini bildirmiglerdir (Al-Shaher ve ark 2004). Saxena ve
ark (2011), aviilse dis saklama soliisyonu olarak kullanilacak propolis
konsantrasyonun PDL hiicrelerinin  canliligina etkilerini  degerlendirdikleri
calismalarinda, propolisin %?2,5, %35, %10 ve %20’lik konsantrasyonlar1 ile yapay
tiktiriik, sit, HBSS, DMEM ve ayn1 zamanda %10 propolis- DMEM ve %20
propolis- DMEM kombinasyonlarini karsilastrmiglardir. insan dislerinden elde

edilen PDLF’nin 30 dk, 1, 3, 6, 12 ve 24 saat siirelerinde 37°C’de yukarida ad1 gegen
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soliisyonlarda inkiibasyonu sonucunda %10’luk propolis en ideal propolis
konsantrasyonu olarak bulunurken, propolis- DMEM kombinasyonlar1 ve DMEM
soliisyonlar1 24 saate kadar PDLF’nin canliligini korumas: agisindan diger
soliisyonlardan daha {istiin bulunmuslardir (Saxena ve ark 2011). Martin ve ark
(2004) propolis konsantrasyonu ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada ise 30 dk kuru olarak
birakilan ¢ekilmis insan disleri 45 dk %50’lik propolis, %100’lik propolis, HBSS,
siit ve salin soliisyonlarinda bekletildikten sonra canli PDL hiicrelerinin ortalama
sayilar1 karsilastirilmistir. Propolis gruplarinda diger gruplardan daha fazla canli
PDL hiicresi oldugu gozlenirken, %50 ve %100’liikk konsantrasyonlar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (Martin ve Pileggi 2004).

1.9.11. Diger Aviilse Dis Saklama Soliisyonlar:

Aviilse dis tasima soliisyonu olarak igerigi siikroz, dekstroz, sitrik asit, su,
sodyum klorid, sodyum sitrat ve monopotasyum fosfat olan spor icecegi, Custodiol
ticari adiyla anilan, 310 mosmol/L osmolaliteye sahip ve organ transplantasyonunda
kullanilan soliisyon, kontakt lens soliisyonlari, yumurta beyazi ve hindistan cevizi

suyu da arastirilmaya devam edilmektedir.

Birbirinden olduk¢a farkli metodolojiler kullanilarak yapilan arastirmalar
yukarida bahsedilen saklama soliisyonlarmin birbirlerine gore iistiinliiklerinin net bir
sekilde degerlendirilmesine 1izin vermemektedir. Bununla birlikte saklama
soliisyonunun pH’s1, osmolalitesi, raf omrii ve kolayca erisilebilmesi agisindan
bakildiginda, yapilan pek ¢ok in vitro ve in vivo arastirmalariyla siit PDLF’nin

canliliginin korunmasi agisindan 6ne ¢ikmaktadir (Sekil 1.5).

Yukarida anlatildigi gibi HBSS de kolay ulasilamamasi dezavantajina
ragmen, Ozellikle hiicre kiiltiiri aragtrmalarinda PDLF’nin  canlilik ve
fonksiyonlarmin degerlendirilmesinde referans soliisyon olarak bildirilmektedir

(Malhotra ve ark 2010).

PDLF kiiltiirti icin DMEM ve DMEM- F12 tercih edilmektedir. DMEM- F12
DMEM’e gore daha zengin bir soliisyon olup, biiyiime faktorleri ve hormonlar igerir.
Hiicre gelisimini destekleyen ancak PDLF’nin farklanmasina yol agmayan bir hiicre

kiiltiirti ortamudir (Yildirim 2012).
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Saklama Soliisyonu Raf Omrii

Siit (Giinliik kullanim) 6 ay

HBSS (laboratuvar kullanimi) 2yl

Viaspan (hastane materyali) 1yl

MEM (laboratuvar kullanimi) 2yl

Sekil 1.5. Aviilse dis saklama soliisyonu olarak yapilan ¢alismalarda one ¢ikan
soliisyonlarn (siit, HBSS, Viaspan ve MEM) pH, osmolalite degerleri ve raf
Omiirleri verilmistir.
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1.10. Aviilse Dislerin Tasima Soliisyonlarinin Etkinliginin Degerlendirilmesinde

Kullanilan In Vitro Metotlar

Aviilse dis saklama soliisyonlar1 biiyiik cogunlukla PDL hiicre kiiltiiri

iizerinde degerlendirilmektedir.
1.10.1. PDL Hiicre Kiiltiirii

Aviilse digleri taklit etmek Ttizere kullanilan ve saklama soliisyonunda
bekletilen ¢ekilmis yirmiyas dislerinin kok yiizeyinden PDL’nin kazinmasiyla PDL
dokusu elde edilir. PDL’nin enzimatik sindirim yontemiyle (kollajenaz- dispaz
enzimleri) dokudan hiicrelere ayrismasi saglanir. Olusan hiicre siispansiyonunda
hiicreler sayilir ve kiiltiir kabina ekilir. Hiicrelerin kiiltiir kabina homojen yayilmasi
saglanir. Kiltiir kab1 %5 CO, igeren nemli ortamda 37°C’de kiiltiire edilir ve

hiicrelerin besiyeri degisimleri 3 giinde bir yapilarak hiicrelerin gelisimi takip edilir.
1.10.2. PDL Kiiltiirlerinde Hiicre Canhhgim Tespit Eden Yontemler
Trypan blue boyasi

Canli hiicreleri, hiicre membrani zarar gormiis olan 6lii hiicrelerden ayirt
etmeye yarayan bir boyadir. Membran zarar gérmiisse stoplazmaya boya gecis yapar
ve 0lii hiicreler invert mikroskop altinda koyu mavi olarak gézlenir. Boyay: igerisine
almayan canli hiicreler ise parlak sar1 renkli gozlenir (Sigalas ve ark 2004,
Subramaniam ve ark 2014) (Sekil 1.6). Trypan blue boyasi ile sadece canli hiicrelerin
sayis1 belirlenir. Hiicrelerin proliferasyon yetenekleri ve metabolik aktiviteleri
degerlendirilemez. Trypan blue testi uygulamasi kolay, hizli bir yontem olmasmin
yanisira canli hiicreleri 6lii hiicrelerden c¢ok net olarak pratik bir sekilde ayirt

etmemizi saglar.
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Sekil 1.6. Trypan Blue boyasini igerisine
almig olan 6lii hiicreler gosterilmistir.

PDL hiicrelerinin canliligini tespit eden diger yontemler; MTT testi, XTT
[2,3-Bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid tuzu]
testi, high-content screening (HCS) Reagent Kit (Fischer Scientific, Pittsburg PA,
USA), fluoresin diasetat (FDA) boyasidir.

1.10.3. Plastik Yiizeye Yapisma Kapasitesinin Degerlendirilmesi

Plastik ylizeye yapisma kapasitesinin (plating efficiency) Olglimii ile
hiicrelerin, matriks proteinlerinin sentez ve sekresyonu i¢in gerekli olan kati bir
substrata baglanabilme kapasitesi degerlendirilerek, hiicrelerin hayatta kalma orani
belirlenebilmektedir (Lekic ve ark 1996a). Diger taraftan kok hiicrelerin plastik
ylizeye yapigsma kapasitesi olan hiicreler oldugu bilinmektedir (Yildirim 2012).
Hiicrelerin plastik yiizeye yapisabilmesi hiicrelerin matriks proteinlerini sentez ve
sekresyonu i¢in Onkosuldur. Ayni zamanda aviilsiyon sonrasi hasarli hiicrelerin
geridonlisimii ile ilgili bir ol¢tidiir.

1.10.4. Klonojenik Kapasitenin Ol¢iimii

Klonojenik kapasite asir1 proliferasyon yetenegi ve koloni olusturma
kapasitesi olan hiicrelerin oranidir. Disin replante edilmesinden sonra kok yiizeyinde
yeni bir popiilasyon olusturacak hiicreler klonojenik kapasite ile degerlendirilir.

Dokunun devamliligini saglaylpp PDL’de yeni bir hiicre popiilasyonu olusmasi

replante edilen digin iyilesme sansi ile ilgili bilgi verir (Ashkenazi ve ark 1999).
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Aviilse dis, uygun saklama soliisyonunda tasinarak, kisa stirede dishekimine
ulastirilsa dahi, aviilse disin orijinal yerine yerlestirilmesi sonrasinda, iyilesmenin

ideal olup olmadigi bilinmemektedir.

Ote yandan siit ve HBSS ile tasman aviilse dislerin replante edildigi
arastrmalarda normal PDL ile 1iyilesme, ylizey rezorpsiyonu, replasman
rezorpsiyonu ve inflamatuar kdk rezorpsiyonu gibi degisen sonuclar bildirilmistir.
PDL hiicrelerinin canliligmi uzun siirelerde korumalarina siit ve HBSS’nin, aviilse
dis replantasyonundan sonra goriilen bu farkli iyilesme tablolarinda etkisinin olup
olmadiginin anlasilmast 6nem tasimaktadwrr. Eger HBSS veya siit, aviilse dis
iizerindeki PDLF’de bir farklanmaya yol a¢gmakta iseler, replantasyon sonrasinda
olusacak iyilesme tahmin edilebilir. Bu sebeple bu tezde hipotezimiz zengin
kalsiyum icerigi nedeniyle siitiin PDLF’de farklanma yaratacagi, HBSS’nin ise
yaratmayacagidir. Bu hipotezin test edilmesi amaciyla bu tezde, aviilse disleri
temsilen kullanilacak olan ¢ekilmis disler HBSS, siit ve DMEM- F12’de farkl
zamanlarda (30- 60 dk ve 12 saat) bekletildikten (tasima simiilasyonu) sonra, PDL
hiicre kiiltiirii yapilmistir. Uretilen PDLF’nin herhangi bir farklanmaya ugrayip
ugramadiklarinin test edilmesi i¢in, replantasyon sonrasindaki komplikasyonlar goze
almarak osteoblastik ve osteoklastik yolaklar test edilmistir. Osteoblastik yolak
isaretleyicisi olarak Runx2, osteoklastik yolak isaretleyicisi olarak ise RANKL
secilmistir. Herhangi bir farklanmanin olmamast durumu i¢inse PDLF isaretleyicisi

olarak COL 12 kullanilmistur.
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2. GEREC VE YONTEM

Tez ¢alismamizda aviilse dis saklama soliisyonu olarak HBSS ve tam yagh
siitiin PDLF farklanma mekanizmalar1 tizerine etkileri arastirilmistir. Arastirma igin
10.06.2013 tarih ve 2013/06 sayili Selguk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Etik
Kurulu onayr almmustir (Bkz. EK-A).

Hiicre kiiltiiri calismalar1 i¢in uygun steril ve tek kullanimlik hiicre kiiltiirti
materyalleri kullanilmig ve islemler laminar akisl steril kabinde, steril kosullar
altinda gergeklestirilmistir. Kontaminasyonun oOnlenmesi amaciyla; yapilan

calismalar asepsi kosullarina uygun sekilde gergeklestirilmistir.
2.1. Cahsmada Kullanilan Materyaller
2.1.1. Dis

Tez kapsaminda Selguk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Ag1z, Dis ve
Cene Cerrahisi Anabilim Dali'na basvuran hastalardan aviilse disleri temsil etmek
iizere cerrahi kliniklerinin rutin uygulamalar1 arasinda yer alan ve ¢genede yeterli yer
bulamayan agiz i¢ine siiremedigi i¢in ¢ekilen yirmi yas disleri veya ortodontik
nedenle ¢ekilmis premolar disler kullanildi. Uygun endikasyonla 15- 35 yaslarindaki
bireylerden ¢ekilmis yirmi yas dislerinde ciiriik, enfeksiyon, restorasyon, periodontal

hastalik ve hipoplazi gézlenmeyen disler tercih edildi.
2.1.2. Aviilse Dis Saklama Soliisyonlar

Calismamizda kullanilan aviilse dis saklama soliisyonlarinin, icerikleri ve

iretici firmalar1 Cizelge 2.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Calismamizda kullanilan aviilse dis saklama soliisyonlarinin, igerikleri
ve liretici firmalari.

SAKLAMA ICERIK FIRMA
SOLUSYONU

HBSS -Kalsiyum klorid dihidrat LONZA, Verviers,
-Dekstroz Belcika
-Magnezyumsiilfat heptahidrat
-Potasyum klorid
-Potasyumfosfat monobazik
anhidroz

-Sodyum bikarbonat

-Sodyum klorid
-Sodyumfosfat dibazik-7-
hidrat

TAM YAGLI SUT -su PINAR SUT,
-protein Pinarbas1, izmir
-yag

-karbonhidrat

-laktoz

-kolesterol

-kalsiyum

-demir

-fosfor

-potasyum

-sodyum

-vitamin A ve karoten
-vitamin C

-tiamin

-riboflavin

-niasin
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Cizelge 2.1 (Devam). Calismamizda kullanilan aviilse dis saklama soliisyonlarinin,
icerikleri ve tUiretici firmalar1.

SAKLAMA ICERIK FIRMA
SOLUSYONU
DMEM F-12 (1:1 mix) | -aminoasitler (L- LONZA, Verviers,

glutamine, L-alanine, L- Belgika
Arginine,
Monohydrochloride, L-
Asparagine Monohydrate,
L-Aspartic Acid...)

-tuzlar (kalsiyum klorid,
potasyum klorid, sodyum
klorid, magnezyum siilfat,
monosodyum fosfat...)

-dekstroz

-vitaminler (B1, B2, BS,
B9, B12, D-Biotin,
nikotinamid)

-HEPES

-Phenol red

2.1.3. immiinfloresan (IF) Antikorlar

Calismamizda kullanilan immiinfloresan antikorlar ve {retici firmalar1

Cizelge 2.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Calismamizda kullanilan IF antikorlar ve {iretici firmalar1.

ANTIKOR

OZELLIKLER

URETICI FIRMA

Runx2 primer antikoru

Rabbit monoclonal

Cell Signaling Technology,

Inc. Beverly, MA, United

States

RANKL primer antikoru Rabbit polyclonal Abcam, Cambridge, United
Kingdom

Alexa Fluor® 488 Conjugate | Goat  Anti-Rabbit | Cell Signaling Technology,

(Runx2 ve RANKL sekonder | IgG (H+L), F(ab’), | Inc. Beverly, MA, United

antikoru) Fragment States

Kollajen tip 12  primer | Rabbit polyclonal Assay Biotechnology, Inc.

antikoru Sunnyvale, CA, United
States of America

Kollajen tip 12 sekonder | Goat Anti-Rabbit | Acris Antibodies GmbH,

antikoru IgG (H+L) Herford, Almanya

2.2. Yontem

Calismada kullanilan yontemi ifade eden deney akis semasi Sekil 2.1°de

~

gosterilmistir.

Disin gekimi

s

Serum fizyolojikle yvikama

+4°C’de saklama
HBSS SUT DMEM-F12 ] 30- 60 DK
HBSS SUT DMEM-F12 12 SAAT

PDL Hiicre Izolasyonu

y

PDL Hiicre Kiiltiiri

Sekil 2.1. Deney akis semasi.
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2.2.1. Cekilen Dislerin Aviilse Dis Saklama Soliisyonuna Alinmasi

Dis ¢ekimi 6ncesinde hastanin agzi klorheksidin glukonat igerikli gargara ile
calkalatildi. Cekilecek digin kronu klorheksidin glukonat igerikli gargara emdirilmis
gazli bez ile temizlendi. Sadece kron kismindan tutulan disin kokiiniin herhangi bir
yerle temas etmesi Onlendi. Cekilen dis icerisinde serum fizyolojik bulunan steril
kaba daldirilarak kan ve pihtinin temizlenmesi saglandi. Dis, deneyde test edilecek
tasima soliisyonunun bulundugu 50 mlI’lik tiipe alinarak +4°C’de saklandi. HBSS, siit
ve DMEM- F12 soliisyonlar1 icerisinde 30- 60 dk ve 12 saat, her bir grupta 3 dis
(n=3) olmak iizere bekletildikten sonra PDL hiicre izolasyonu yapild1 (3 soliisyonx 2

zamanx 3 dis= 18 dis).
2.2.2. PDL Hiicre izolasyonu

Buz iizerinde laboratuvara getirilen dis tamponlanmis salinde (phosphate
buffered saline- PBS) hafif¢e yikandi. Doku kurumadan PDL keskin bir kiiret veya
bistiiri ile orta iigliiden kazindi. Steril eppendorfa alinan doku iizerine 1 ml %10 fotal
sigir serumu (fetal bovine serum- FBS) ve %1 penisilin-streptomisin-amfoterisin B
iceren DMEM- F12’ye konuldu. Keskin makasla doku miimkiin olan en kiigiik
parcaya ayrildi ve 500 rpmde 1 dk santrifiij edilip, slipernatant hafifce c¢ekilip atild.
Sonra olusan pelet lizerine 1 ml vasat eklenerek pipetlendi ve T25 kiiltiir kabina
ekildi. Boylece explant kiiltiir yapildi. Hiicrelerin kiiltiir kabina homojen yayilmasi
saglandi. Kiltiir kab1 %5 CO, igeren nemli ortamda 37°C’de kiiltiire edildi. Vasat
degisimi 3 gilinde bir yapildi. Yapilan denemeler sonucunda elde edilen canli hiicre
sayilar1 bakimindan daha verimli sonu¢ alindigi i¢in enzimatik sindirim yonteminin

uygulanmasma karar verildi.

Dis iizerinden kazinarak elde edilen PDL dokusu keskin makasla kiiciik
parcalara ayrildiktan sonra 500 rpmde 1 dk santrifiij edilip, silipernatant hafifce
cekilip atildi. Pelet iizerine 2 mg/ml kollajenaz tip 1 ve 2 mg/ml dispaz (Roche,
Mannheim, Almanya) iceren 1 ml enzim karisimi eklendi. Su banyosunda 30-45
dakika enzimatik sindirimin ger¢eklesmesi i¢in bekletildi. Parcalanmakta olan doku
birkag¢ kez hafif basingla pipetlendi. 45 dk sonunda 1000 rpmde 2 dk santrifiij edildi.
Stipernatant atilip, pelet lizerine 1 ml vasat eklendi ve pipetlendi. Olusan hiicre

siispansiyonunda hiicreler sayildi ve T25 Kkiiltiir kabma ekildi. Hiicrelerin kiiltiir
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kabma homojen yayilmasi saglandi. Kiiltiir kab1 %5 CO; iceren nemli ortamda

37°C’de kiiltiire edildi. Vasat degisimi 3 giinde bir yapildi.
2.2.3. Pasajlama

Hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyini %80-90 oraninda kapladiginda, pasajlama
islemi gergeklestirildi. Birincil kiiltiir birinci pasaj (P1) kabul edilerek, birincil
kiiltlirii takip eden her pasajlama islemi sonrasi pasaj sayilar1 P2, P3, P4 seklinde

belirtilmistir.

%380-90 kaplama oranina ulasan hiicreler %0.25 tripsin ve 1 uM etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) iceren ¢ozelti kullanilarak kiiltiir kab1 tabanindan kaldirild:
ve sonra sayildi. Trypan blue boyasi kullanilarak boyayi icerisine almayan canli
hiicreler ve boyay1 igerisine alan 6lii hiicrelerin birbirinden ayirt edilmesi yontemiyle
canli hiicrelerin saymm yapildi. Sayim islemi hemositometre kullanilarak invert
mikroskop altinda gerceklestirildi. Hiicreler cm®’ye 5000 hiicre olacak sekilde yeni
T25 kabma ekildi (P2). Ayn1 islem 3. pasaja kadar devam ettirildi ve hiicreler 3.

pasajda donduruldu.

Pasajlar swrasinda hiicre morfolojilerinin takip edilebilmesi i¢in her pasajda,
pasaj basinda ve sonunda invert mikroskopta goriintiilenen kiiltiir kaplarindaki

hiicrelerin goriintiileri kaydedilmistir.
2.2.4. Hiicrelerin Cogalma Dinamiklerinin Saptanmasi

Hiicrelerin ¢cogalma dinamiklerinin saptanmasi i¢in;
- trypan blue testi sonucunda elde edilen canli hiicre sayilar1 kullanilan aviilse dis
saklama soliisyonuna gore gruplandirildi ve proliferasyon grafikleri olusturuldu.
- hiicre sayismin bir pasajdan digerine 2 katina ¢iktig1 zamani (saat olarak) ifade eden

population doubling time (PDT) degerleri hesaplandi.

PDT degeri; PDT= (T-T0) 1g2/(1gNt-1gN0) formiiliine gére hesaplandi. “T0”
kiiltliriin baslama zamanini, “T” bitis zamanmi gosterirken, “NO” ekilen hiicre

sayisini, “Nt” ise kiiltiiriin bitis zamaninda elde edilen hiicre sayisin1 gostermektedir.

Istatistiksel analiz olarak elde edilen verilerin normal dagilim gdsterip

gostermediginin belirlenmesi i¢cin Kolmogorov- Simirnov Testi yapildi. Normal
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dagilim gosteren veriler iizerinde parametrik testler kullanildi ve Bagimsiz Orneklem

T testi yapildi.
2.2.5. Plastik Yiizeye Yapisma ve Klonojenik Kapasitenin Degerlendirilmesi

Kiiltiir kabina ekilen hiicrelerin kiiltiir kab1 tabanmna yapismasi yani plastik
ylizeye yapismasi invert mikroskopta degerlendirildi. Yapisan bir tek hiicrenin
proliferasyon gdostererek bir hiicre kolonisi olusturabilmesi olarak tanimlanan
klonojenik kapasite invert mikroskopta hiicre kolonilerinin gdzlenmesi ile tespit

edildi.
2.2.6. immunfloresan inceleme Icin Hiicrelerin Hazirlanmasi

Hiicreler pasaj 3’e¢ ulastiginda 6 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 igerisine
yerlestirilen yiizey alani hesaplanmis lameller {izerine 5000 hiicre/cm’ olacak sekilde
ekim yapild1. Uzerine besiyeri ilave edilerek hiicrelerin cogalarak lamellerin yiizeyini
%80-90 oranda kaplamas1 beklendi. Hiicreler %80-90 oraninda lamellerin yiizeyini
kapladiginda besiyeri ¢ekilip PBS ile 2-3 kez hafifce yikand1i ve 93,5
paraformaldehit ile hazirlanmis olan fiksasyon soliisyonu ile kaplanarak 25°C’de
30- 35 dk hiicrelerin fikse olmasi beklendi. Fiksasyon sonunda soliisyon ¢ekilerek

PBS ile 3 kez yikand1 ve lameller IF boyama islemine hazir hale getirildi.
2.2.7. immiinfloresan Boyama

Her bir dise ait lamellerden 3 antikorun (Sekil 2.2) her biri i¢in 3’er tane
pozitif kontrol, 1’er tane negatif kontrol olmak {izere lameller secildi. Cam lameller
iizerinde biuyiitilen PDLF hiicreleri %3,5 paraformaldehit ile 30 dakika fikse
edildikten sonra ve %0,1 Triton-X’den olusan bloke edici siv1 ile 30 dk 37°C’de
inkiibe edildi. Her hiicre grubuna primer antikorlar 1: 100 konsantrasyonunda 2 saat
37°C’de uygulandi. Daha sonra PBS ile ii¢ kez yikanan Orneklere 1: 100
konsantrasyonunda Fluorescein isothiocyanate (FITC) isaretli sekonder antikorlar
uygulandi. Bu antikorlar ile 6rnekler 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. 10 dakika PBS ile
yikanan Ornekler c¢ekirdek boyamasii saglayan 7-Aminoactinomycin D (7AAD,
BIOLEGEND San Diego, CA, United States) ile 20 dk inkiibe edildi. 3 kez PBS ile

yikanan Ornekler kapatma soliisyonu ile kapatildi. Boyamanin 6zgiin oldugunun
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saptanmas1 amaciyla negatif kontrol lamellerinde primer antikor kullanmadan ayni

islem yapild.

-

PDLF

\

-
N

Runx2

RANKL

Kollajen
tip 12

S

osteoblast

osteoklast

fibroblast

\

J

2.2.8. Lazer Taramah Konfokal Mikroskop Goriintiileri

Sekil 2.2. PDLF farklanmasini degerlendirmek i¢in kullanilan isaretleyiciler.

Immiinfloresan boyama yapilan drnekler lazer taramali konfokal mikroskopta

(Zeiss LSM510, Jena, Almanya) goriintiilendi. Hiicre fotograflar1 kaydedildi ve

hiicrelerin yiizde kaginda s6z konusu antikorlarin ifade edildigi tespit edildi ve her

bir disten elde edilen kiiltlirden alman 3 ornek icin s6z konusu molekiillerin

ifadesinin yiizde degerlerinin ortalamasi1 alindi. Aviilse dis saklama soliisyonlarina

gore antikor ifade eden hiicre yiizdeleri grafik haline getirildi.
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3. BULGULAR

Aviilse disin iki saklama soliisyonu igerisinde ve iki farkli siirede (30- 60 dk
ve 12 saat) kalmasmin ardindan elde edilen PDLF’larinin ¢ogalma
dinamiklerinin nasil etkilendigi hiicre proliferasyon grafikleri ve PDT
degerleri ile

PDLF’nin osteoblast veya osteoklasta farklanma egilimi gosterip
gostermedikleri ya da fibroblast kimligini koruyup korumadiklar1 IF

isaretleyiciler kullanilarak konfokal mikroskop ile degerlendirilmistir.

3.1. Hiicre izolasyonu

Bu tezde oncelikle explant kiiltiir denendi (Sekil 3.1) Kiiltiir sonucunda elde

edilen PDLF’lerin canlilig1 ve hiicre sayilar1 degerlendirildiginde enzimatik sindirim

yontemiyle daha ¢ok sayida canli hiicre elde edildigi i¢in enzimatik sindirim yontemi
kullanild1.

Sekil 3.1. Explant kiiltiir yontemi ile doku parcast
etrafinda cogalmaya baslayan hiicreler
goriilmektedir.

Aviilse disi temsil eden ¢ekilmis dislerde ilk pasajda sindirilmis dokudan elde

edilen hiicreler kolaylikla plastik yiizeye yapismakla birlikte (Sekil 3.2), disler

arasindaki bireysel farkliliklar1 yansitan farkli biiylime ve plastik yiizeyi kaplama
profilleri gozlendi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.2. PDLF’nin plastik yiizeye yapisma 0&zelligi
gosterilmistir.

Sekil 3.3. Bireysel farkliliklar1 yansitan farkli biiylime ve plastik ylizeyi
kaplama profilleri gosterilmistir.

Bununla birlikte ilk ekimin ardindan 10- 14 giin arasi1 yapilan pasajda (P2)
tiim gruplarda homojen biiyiime ve plastik yiizeyi kaplama modeli gozlendi (Sekil
3.4). Elde edilen PDLF’nin kiiltiiriin ilk saatlerinden baslayarak kiiltiir kab1 tabanina
yapigabildigi goriildii. Hiicrelerin plastige yapisabilme 6zelliginin kullanilan aviilse
dis saklama soliisyonu ve aviilse dis saklama siiresine gore farklilik gostermedigi

tespit edildi.
3.2. Hiicre Morfolojileri

Aviilse disi taklit etmek tizere kullandigimiz ¢ekilmis 20 yas dislerinden
PDLF’nin elde edilmesinden sonra pasajlar sirasinda hiicre morfolojilerinin takip
edilebilmesi i¢in kiiltiir kaplarindaki hiicrelerin her pasajda, pasaj basinda ve sonunda

inverted mikroskopta goriintiileri kaydedildi.
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HBSS, siit ve DMEM-F12 soliisyonlarinda 2 farkli siirede (30- 60 dk ve 12
saat) bekletilen dislerden elde edilen PDLF’lerin goriintiileri P2 ve P3 asamalarina

gore Sekil 3.4°de gosterilmistir.

30- 60 DK 12 SAAT

HBSS

SUT

DMEM
F12

Sekil 3.4. HBSS, siit ve DMEM-F12 soliisyonlarinda 2 farkl siirede (30- 60 dk
ve 12 saat) bekletilen dislerden elde edilen PDLF’lerin goriintiileri P2 ve P3
asamalarina gore gosterilmistir (20X biiyiitme). Biitiin gruplar i¢in hiicrelerin
morfolojik degerlendirmeleri yapildiginda, hiicrelerin homojen bir dagilimda
tipik fibroblastik yapida, uzun stoplazmik uzantili hiicreler oldugu gézlenmistir.

HBSS, siit ve DMEM-F12 soliisyonlarinda 2 farkli siirede (30- 60 dk ve 12
saat) bekletilen dislerden elde edilen PDLF’lerin goriintiileri morfolojik agidan
degerlendirildiginde hiicrelerin pasajlar boyunca tipik fibroblastik gorinimii

korudugu goriilmistiir (Sekil 3.4).
3.3. Klonojenik Biiyiime Profili

Tim gruplarda PDLF’ler tek bir hiicrenin g¢ogalmasiyla hiicre kolonisi
olusturabilme yetenegi olan yani klonojenik kapasitesi olan hiicreler olduklarmi

gostermislerdir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Tek bir hiicre ¢evresinde sekillenen tipik bir
fibroblastik koloni.

3.4. Hiicre Cogalma Dinamikleri le Ilgili Sonuclar

Hiicrelerin ¢ogalma dinamiklerinin degerlendirilmesi igin;

- Trypan blue testi sonucunda elde edilen PDLF’nin ortalama sayilarina gore
tiim deney gruplarini igeren proliferasyon grafikleri olusturuldu.

- Hiicre sayisinin bir pasajdan digerine 2 katina ¢iktigi zamani (saat olarak)
ifade eden population doubling time (PDT) degerleri hesaplanarak gruplar

arasindaki farkliliklar degerlendirildi.
3.4.1. Proliferasyon Grafikleri

Hiicre kiiltlirii sonucunda elde edilen PDLF’nin P2- P3 ge¢isinde yapilan
hiicre sayimma gore Orneklerin ortalama hiicre sayilar1 (n=3) Sekil 3.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 3.6. PDLF’lerin P2- P3 asamasinda yapilan hiicre sayimina gore ortalama
hiicre sayilar1 gosterilmistir.

Ortalama hiicre sayilar1 degerlendirildiginde siit ve DMEM-F12
soliisyonlarinda bekletilen dislerde 30- 60 dk’lik bekleme siiresi 12 saate
cikartildiginda hiicre proliferasyonunda azalma gozlenirken, HBSS grubunda hiicre
proliferasyonunda artis gozlenmistir ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmemistir (p> 0,05).
3.4.2. PDT (Population Doubling Time)

Hiicre sayisinin bir pasajdan digerine 2 katmna ¢iktig1 zamani (saat olarak)
ifade eden PDT degeri,

PDT= (T-TO) Ig2/(IgNt-1gN0)
formiiliine gore hesaplanmistir. PDLF nin test edilen aviilse dis saklama soliisyonlar1
icerisinde 30- 60 dk ve 12 saatlik saklama stireleri i¢in hesaplanan PDT degerleri

Cizelge 3.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Test edilen aviilse dis saklama soliisyonlari igerisinde tiim deney
gruplari i¢in hesaplanan PDT degerleri gosterilmektedir.

30- 60 dk 12 saat
(n=3) (n=3)
46,35 45,30
HBSS 40,13 49,10
67,55 50,77
39,11 33,27
SUT 39,11 47,11
26,72 65,01
43,39 44,05
DMEM-F12 | 35,17 58,31
32,13 84,17

Deney gruplarinin PDT degerlerinin ortalamasi alindiginda elde edilen

sonuclar Sekil 3.7°de gosterilmistir. Gruplar arasinda ortalama PDT degerleri

degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p> 0,05).

70

60

50

40

30

20

Ortalama PDT degerleri (saat)

10

ORTALAMA PDT DEGERLERI

30- 60 DK

12 SAAT

= HBSS
uSUT
= DMEM-F12

Sekil 3.7. Test edilen aviilse dis saklama soliisyonlar1 icerisinde deney

gruplarinin ortalama PDT degerleri gosterilmektedir.
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3.5. Immiinfloresan (IF) Boyama- Konfokal Mikroskop Sonug¢lari

Bu tezde HBSS, siit ve DMEM-F12 aviilse dis saklama soliisyonlarinin, iki
farkli saklama siiresinde (30- 60 dk ve 12 saat) IF isaretleyiciler olan Runx2,
RANKL ve COL 12 ifadeleri agisindan karsilastirilmast planlanmistir. Deney
gruplarma ait hiicre preparatlar1 1:100 konsantrasyonunda primer antikorlar ve 1:100
konsantrasyonunda FITC-isaretli sekonder antikorlarm 2 saat 37°C’de uygulanmasi
ile IF goriintiileme igin hazirlanmistir. Immiinfloresan boyama yapilan preparatlarin

lazer taramali konfokal mikroskopta (Zeiss, LSM510) goriintiileri elde edilmistir.

Deney gruplarina ait PDLF’nin konfokal mikroskop goriintiileri incelenmistir.
HBSS grubu degerlendirildiginde hiicre ¢ekirdegi icerisinde noktasal olarak gdzlenen
Runx?2 ifadesinin 6zellikle HBSS 12 saat grubunda yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Sekil 3.8). Siit grubu degerlendirildiginde ¢ekirdek igerisinde ve stoplazmada
RANKL ifadesi gozlenmekle birlikte 30-60 dk ve 12 saat gruplarmin her ikisinde de
belirgin olarak COL 12 ifadesi oldugu dikkat ¢ekmektedir (Sekil 3.9). DMEM-F12
grubu degerlendirildiginde ise 30- 60 dk’dan 12 saate gecildiginde RANKL
ifadesinin belirgin sekilde arttig1 gozlenmistir (Sekil 3.10)

47



12 SAAT

RUNX2

RANKL

Sekil 3.8. HBSS grubuna ait PDLF’lerin konfokal mikroskop goriintiileri
gosterilmektedir. Hiicre ¢ekirdegi icerisinde noktasal olarak gozlenen Runx2 ifadesi
yiiksek oranda HBSS 12 saat grubunda tespit edilmistir (A, B). Cekirdek igerisinde ve
stoplazmada goriilmesi gereken RANKL ifadesinin HBSS grubunda belirgin olmadig:
gbdzlenmistir (C, D). Stoplazmada yogun olarak ifade edilen COL 12’nin HBSS 30- 60
dk grubunda belirgin oldugu goriilmektedir (E, F).
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12 SAAT

RUNX2

RANKL

Sekil 3.9. Siit grubuna ait PDLF’lerin konfokal mikroskop goriintiileri
gosterilmektedir. Hiicre ¢ekirdegi icerisinde noktasal olarak gézlenen Runx?2 ifadesi
yiiksek oranda siit 30- 60 dk grubunda tespit edilmistir (A, B). Cekirdek icerisinde ve
stoplazmada goriilen RANKL ifadesinin her iki grupta da belirgin oldugu
gozlenmistir (C, D). Stoplazmada yogun olarak ifade edilen COL 12’nin tiim
gruplarda belirgin oldugu goriilmektedir (E, F).
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Sekil 3.10. DMEM- F12 grubuna ait PDLF’lerin konfokal mikroskop goriintiileri
gosterilmektedir. Hiicre c¢ekirdegi igerisinde noktasal olarak gozlenen Runx2
ifadesinin 30- 60 dk grubunda 12 saate gore bir miktar daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (A, B). Cekirdek icerisinde ve stoplazmada goriilen RANKL ifadesinin 12
saat grubunda belirgin oldugu gézlenmistir (C, D). Stoplazmada yogun olarak ifade
edilen COL 12’nin tiim gruplarda belirgin oldugu goriilmektedir (E, F).
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IF boyama yapilan gruplarda her bir 6rnekten (n= 3) se¢ilen her bir mikrograf

(X40, n= 3) i¢in sabit eksitasyon ve emisyon dalga boyu degerleri kullanilmis ve

orneklerde kuvvetli ifade veren hiicreler ile ifade gdzlenmeyen hiicrelerin orani

yilizde deger olarak ifade edilmistir. Gruplarda 3 6rnek icin s6z konusu molekiillerin

ifadesinin ylizde degerlerinin ortalamasi alinmistir.

HBSS saklama soliisyonu 30- 60 dk ve 12 saat gruplarinda Runx2, RANKL

ve COL 12 ifadelerinin yiizde degerleri grafiksel olarak Sekil 3.11°de gosterilmistir.
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40
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100
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50
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30

30

30- 60 dk
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= RUNX2
= RANKL
COL 12

Sekil 3.11. HBSS saklama soliisyonu 30- 60 dk ve 12 saat
gruplarmda Runx2, RANKL ve COL 12 ifadelerinin grafiksel
gosterimi.

HBSS grubu sonuglar1 g6z oniine alindiginda PDLF’nin Runx2 ifadesinde

artiy, RANKL ifadesinde degisiklik olmadigi ve COL 12 ifadesinin azaldigi

sonucuna ulasilmaktadir.

Siit saklama soliisyonu 30- 60 dk ve 12 saat gruplarinda Runx2, RANKL ve

COL 12 ifadelerinin yiizde degerleri grafiksel olarak Sekil 3.12°de gosterilmistir.
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Sekil 3.12. Siit saklama soliisyonu 30- 60 dk ve 12 saat gruplarinda
Runx2, RANKL ve COL 12 ifadelerinin grafiksel gosterimi.

Siit grubu sonuglart goz Oniline alindiginda PDLF’nin Runx2 ifadesinde

azalma, RANKL ve COL 12 ifadesinde degisiklik olmadig1 sonucuna ulasilmaktadir.

DMEM-F12 saklama soliisyonu 30- 60 dk ve 12 saat gruplarinda Runx2,
RANKL ve COL 12 ifadelerinin yiizde degerleri grafiksel olarak Sekil 3.13°de

gosterilmistir.

DMEM- F12

120
100 100 100
100

80

= RUNX2
= RANKL
=COL 12

60

40
20

30 dk- 1 saat 12 saat

Sekil 3.13. DMEM- F12 saklama soliisyonu 30- 60 dk ve 12 saat
gruplarinda Runx2, RANKL ve COL 12 ifadelerinin grafiksel
gosterimi.

DMEM- F12 grubu sonuglar1 géz Oniine alindiginda PDLF’nin Runx2
ifadesinde azalma, RANKL ifadesinde artma ve COL 12 ifadesinde degisiklik

olmadig1 sonucuna ulagilmaktadir.
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IF boyama yapilan Orneklerin HBSS,

suit ve DMEM-F12

saklama

soliisyonlarma ve saklama siirelerine gére Runx2, RANKL ve COL 12 ifadeleri

ortalama yilizde degerler temel alinarak Sekil 3.14’de gosterilmistir.

HBSS 30- 60 DK

HBSS 12 SAAT

SUT 30- 60 DK

SUT 12 SAAT

DMEM- F12 30 - 60 DK

DMEM-F12 12 SAAT

50
30
30
30
30
50
50

70

80

90

90

SAKLAMA SOLUSYONLARINDA RUNX2, RANKL VE COL 12
IFADELERI
= RUNX2 ®mRANKL ®=COL 12

100

100

100

100

100

100
100

Sekil 3.14. HBSS, siit ve DMEM- F12 saklama soliisyonlarinda 30- 60 dk ve 12 saat
gruplarina gore Runx2, RANKL ve COL 12 ifadelerinin grafiksel gosterimi.

Tim gruplar birbiriyle karsilastirildiginda, 30- 60 dk’dan 12 saat deney
grubuna ge¢ildiginde Runx2 ifadesinin HBSS grubunda, RANKL ifadesinin

DMEM- F12 grubunda ve

goriilmektedir.

COL 12 ifadesinin siit grubunda dikkat cektigi
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4. TARTISMA

Tim dis yaralanmalarinin %0,5-3'inii olusturan aviilsiyon, disin alveolar
soketten tamamen ayrilmasi olarak tanimlanir. Pulpal ve periodontal dokunun
siddetli hasariyla karakterizedir. Diisme, carpma, bisiklet ve trafik kazalar1
sonucunda olusabilen aviilsiyonun en ciddi digsel yaralanmalardan biri oldugu, kaza
yerinde ve sonrasinda yapilacak islemlerin disin prognozu agisindan son derece
onem tasidig literatiirde bildirilmektedir (Andreasen ve Hjorting-Hansen 1966,
Andersson ve ark 1989, Andreasen ve ark 1995a, b, Pohl ve ark 1999, Trope 2002,
Day ve Duggal 2010, Andersson 2012).

Aviilsiyon olgularinda PDL’te meydana gelen kopma sonucunda PDL nin bir
parcas1 alveolar soket duvarinda kalirken diger parcasi da aviilse disin kok
ylizeyindedir. Aviilse disin replantasyonu ile ilgili tedavi protokollerinde amag
aviilse disin kok yiizeyinde kalan bu parcadaki hiicrelerin canliligini korumaktir.
Dolayisiyla aviilsiyon olgularinda yaralanmanin oldugu yerde acil miidahalenin
yapilarak aviilse disin soketine yerlestirilmesi biliyilkk 6nem tasimaktadir. Ancak
hastanin uyumsuz olmasi, hastanin yanindaki kisilerin bilingsiz veya disi yerine
yerlestirmekte cesur davranamamasi veya siddetli yaralanmalarda ilk Once hayati
fonksiyonlarin korunmasi i¢in gerekli olan tedavilere baslanmasi nedeniyle disin
hemen replantasyonu ¢ogu zaman miimkiin olamamaktadir (Andersson ve ark 2012).
Ayrica zamaninda miidahale edilememis aviilse dis c¢ekim  soketine
yerlestirilemediginde dis eksikligi olusacaktir. Olusan dis eksikliginin fonksiyon,
konusma, estetik ve hastanin psikolojisi tizerine olumsuz etkileri olacagi gibi yer
kayb1 olmamas1 ve ark biitlinliigliniin korunmasi i¢in de ileri restoratif tedavilere
(koprii veya implant uygulamalar1) ihtiya¢ duyulacak ve hastaya hem manevi hem de

maddi biiytik ylik getirecektir.

Aviilse olan dis soketine derhal yerlestirilemedigi durumlarda olay yerinden,
dis hekimine ulasincaya kadar gecen siirede tasinacagi, kolayca elde edilecek ve
cevresindeki PDL  hiicrelerinin  canliligimn1  siirdiirmelerine  ve  fizyolojik
fonksiyonlarmi devam ettirmelerine yardimci olacak bir soliisyon igerisinde
saklanmalidir. Aksi takdirde aviilse disin PDL hiicreleri replantasyona kadar
canliligmi siirdiiremez, nekroz meydana gelir. Aviilse dislerin hemen replante

edilememesi sonucunda kok yilizey rezorpsiyonu, replasman rezorpsiyonu ve
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inflamatuar kok rezorpsiyonlarinin olugmasi sonucunda disin kaybedilme riski

vardir.

Aviilse disin hemen replante edilememesi veya PDL hiicrelerinin fizyolojik
fonksiyonlarmi devam ettirmelerine yardimei bir soliisyon igerisinde replantasyona
kadar saklanamamasi1 durumunda olusacak komplikasyonlarm hangi kosullarda en
aza indirilebilecegi literatiirde arastirilmistir. Mevcut literatlir incelendiginde
aviilsiyon saklama soliisyonlarmin hangi igeriklere sahip olmasi gerektigi, hangi
sicaklik, pH ve osmolalite degerlerine sahip oldugunda PDL hiicre canliligint uzun
siire koruyabildigi biiyiik ¢ogunlukla in vitro kosullarda ve hayvan deneylerinde test
edilmistir. Ideale yakin 6zellikler sergiledigi goriilen Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS) ve siitiin in vitro sartlarda PDL hiicrelerin canliligmi korudugu
kanitlanmistir fakat in vivo ortamin tim o&zelliklerinin in vitro deneylerde
yansitilamadig1 bilindiginden literatiir sonuglart kinik agidan yetersiz kalmaktadir.
Ote yandan basta tiikiiriik, cesme suyu, salin ve siit olmak iizere kaza aninda kolayca
ulagilabilecek soliisyonlarda saklandiktan sonra dis hekimine ulastirilan aviilsiyon
olgularmin klinik takiplerinden olusan sonuclar da literatiirde yer almaktadir. Ancak
yapilan klinik takipler sonucunda saklama soliisyonunun neden basarili veya
basarisiz oldugunu agiklamaya yonelik calismalar literatiirde bulunmamaktadir.
Saklama soliisyonlarmin PDL hiicrelerinin  fibroblast 6zelliklerini  koruyup
koruyamadigim1 arastiran bu tezde klinik arastirmalarin prognozlarna yonelik
yorumlar yapilabilmis ve saklama soliisyonlarimin PDLF’nin farklanma

mekanizmasina etkileri degerlendirilmistir.

Literatiirde bugiine kadar pek c¢ok aviilse dis saklama soliisyonu test
edilmistir. Bunlardan ¢esme suyu, hipotonik bir sivi oldugu i¢in hizli bir hiicre
lizisine neden olur. PDL hiicrelerinin canliligin1 azaltir ve kok rezorpsiyonunu
arttirr. Bu nedenle aviilse dis saklama soliisyonu olarak tavsiye edilmemektedir
(Blomlof 1981a, Hammarstrom ve ark 1986b). Tiikiiriik, cesme suyundan daha iyi
osmolaliteye sahip olmasina ragmen PDL hiicreleri i¢in hipotoniktir. Ayrica igerdigi
bakteriyel iirlinler nedeniyle kontaminasyon riski vardir ve saklama soliisyonu olarak
30 dk’dan fazla kullanilmamasi bildirilmistir. Fizyolojik osmolalitesiyle (280
mosmol/kg) salin aviilse dis saklama soliisyonu olarak 2 saate kadar tavsiye
edilmektedir (Khademi ve ark 2008b). Cvek ve ark (1974), replantasyondan 6nce 30
dk izotonik salin soliisyonunda bekletilen dislerde 15 dk ve 40 dk kuru olarak
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kalmasina oranla daha az kok rezorpsiyonu gozlendigini bildirmistir (Cvek ve ark
1974). Organ naklinde tasima soliisyonu olarak kullanilan Viaspan ise (Belzer VW-
CSS, Du Pont Pharmaceuticals, Wilmington, DE, USA) oda sicakliginda 7,4 pH ve
320 mosmol’kg osmolaliteye sahiptir (Ashkenazi ve ark 2000). Blomlof ve ark
(1983) HBSS ve Viaspan't kiyasladiklar1 caligmalarinda 168 saat saklama siiresi
sonunda Viaspan'in %37,6 canli fibroblast orani ile en etkili uzun déonem saklama
soliisyonu oldugunu bildirmislerdir (Blomlof ve ark 1983a). Ancak Viaspan’in
buzdolabinda saklanma gerekliligi, pahali olmasi ve kolayca ulagilamamasi

dezavantajlaridir (Udoye ve ark 2012).

Yukarida bahsedilen aviilse dis saklama soliisyonlarinin bazilar1 PDL
hiicrelerinin canliliklarmi siirdiirmeleri i¢in uygun sartlara (pH, osmolalite) sahip
degillerken, bazilar1 da uygun sartlara sahip olsalar da aviilsiyon yaralanmalarmin
oldugu anda kaza yerinde hemen ulasilabilecek soliisyonlar degillerdir. In vitro
calismalarda PDL hiicrelerinin canliligmi siirdiirebilmek, mitojenik ve klonojenik
kapasite agisindan yukarida adi gegen soliisyonlardan {istiin olan siit ve HBSS aviilse
dis saklama soliisyonu olarak en ¢ok tavsiye edilen soliisyonlardir (Malhotra 2011,
Udoye ve ark 2012). Siitiin PDL hiicrelerinin canliligini 24 saate kadar
siirdiirebildigini bildiren calismalar (Ashkenazi ve ark 1999) olmakla birlikte
ulasabildigimiz klinik ¢aligmalar da (Kinoshita ve ark 2002, Misra ve Toumba 2008,
Moradian ve ark 2013, Moradi Majd ve ark 2014) siitiin aviilse dis saklama
soliisyonu olarak basarili bir soliisyon oldugunu gdstermektedir. Ev, okul ve sokak
gibi aviilsiyon yaralanmalarinin oldugu her yerde kolayca ulasilabildigi ve siklikla
tercth edildigi icin bu tezde siitte taginan aviilse disin prognozu ile ilgili yorum

yapabilmek amaciyla bu soliisyon tercih edilmistir.

Aviilse dis saklama soliisyonu olarak kullanilan siitiin yagsiz m1 veya tam
yagli m1 olmas1 gerektigi ile ilgili caligmalar literatiirde mevcuttur. Harkacz ve ark
(1997) yaptiklar1 caligmada farkli yag icerigi olan siitlerin PDL hiicrelerinin canlilig1
iizerine etkilerini degerlendirmislerdir. Siitiin diisiik yag oraninin hiicre canlilig1
iizerine etkili oldugunu, diisiik oranda yag igeren siitiin yiiksek orandakine gore daha
1yi sonuglar verdigini bildirmislerdir (Harkacz ve ark 1997). Souza ve ark (2010) ’nin
yaptiklar1 ¢alismada ise yagsiz siitiin PDL hiicre canliligin1 37°C’de 24 saate kadar
ve 20°C’de 48 saate kadar HBSS’den daha 1yi koruyabildigi bildirilmistir (Souza ve
ark 2010). Bir bagka ¢alismalarinda Souza ve ark (2011), yagsiz siit ile tam yag stitii
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karsilagtirdiklarinda sadece 120 saatte anlamli bir fark gozlenmekle birlikte 120
saatte yagsiz siitlin daha iyi sonuglar verdigini bildirilmislerdir (Souza ve ark 2011).
Diger taraftan PDL hiicrelerinin yagsiz pastorize siitte inkiibe edildigi bir ¢alismada
soliisyonlarm PDL- KH’nin osteojenik farklanmasma etkisini degerlendiren
arastirmacilar yagsiz siitlin PDL- KH’ nin osteojenik farklanmasina etkisi oldugunu
ayrica bu etkinin HBSS’nin farklanma yaratmasindan daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir (Wang ve ark 2013). Bu calismadan yola ¢ikarak bu tezde yagsiz siit
yerine tam yagh siit tercih edilmistir. Runx2 osteoblastik yolak isaretleyicisi ile
PDLF’de osteojenik farklanma olup olmadigini test ettigimiz ¢alismamizda yagsiz
siitiin ~ osteojenik  farklanmayr  tetiklemesinin  elimine  edilmis  olacagi

diistiniilmektedir.

Aviilse dis saklama soliisyonu literatiirlerinde ©one ¢ikan ideale yakin
ozellikler sergileyen bir diger soliisyon HBSS’dir. Hiltz ve Trope (1991), insan
dudak fibroblastlarin1 kullandiklar1 ¢alismalarinda 24 saat sonunda HBSS igerisinde
inkiibe edilen hiicrelerin %70 oraninda canli oldugunu, bu oranin 48 saatte %38’e
diistiigiinii bildirmislerdir (Hiltz ve Trope 1991). Ote yandan Chen ve ark (2015)’nin
yaptiklar1 ¢alismada farkli sicakliklarda (4, 22, 37°C) bile HBSS’nin 8 saat ve
sonrasinda siit ve DMEM’den daha iyi sonuglar verdigi bildirilmistir (Chen ve ark
2015). Bu tezde, PDLF’nin proliferasyon yetenegini ve canliligin1 48 saate kadar
koruyabilme 6zelliginden dolay1 aviilse dis saklama soliisyonlarinin etkinliginin

arastirildig1 caligmalarda referans soliisyon olarak tercih edilen HBSS kullanilmistir.

Aviilse dis saklama soliisyonu ile ilgili yapilan in vitro ¢alismalarda
PDLF’nin canliligmi siirdiirebilmeyi basaran hiicre kiiltiirii vasatlar1 olarak siklikla
MEM, e«MEM ve DMEM kullanilmaktadir. MEM’e gore 2- 4 kat fazla glikoz, 4 kat
fazla aminoasit ve vitamin igermesiyle 6n plana ¢ikan DMEM hiicre kiiltiirii vasati
olarak yani hiicrelerin gelismesi i¢in gerekli ortami saglayabilen bir soliisyon olmasi
nedeniyle PDL canliligmin test edildigi in vitro caligmalarda yer bulmustur.
DMEM’in pozitif kontrol olarak kullanilip siit ve HBSS ile benzer olarak PDL
canliligmi1 korumada basarilt oldugu in vitro caligmalar literatiirde yer almaktadir

(Moazami ve ark 2012, Silva ve ark 2013a).

DMEM ile Ham’s F12 besleyici karisimindan olusan DMEM-F12 icerdigi

besleyiciler, bliyiime faktorleri ve hormonlar ile hiicrelerin gelisimini destekleyen bir
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diger hiicre kiiltiiri vasatidir. DMEM- F12’nin aviilsiyon ¢alismalarinda
kullanilmadig1 gézlenmistir. Ancak mezenkimal hiicrelerin erken yaglanmasini veya
farklanmalarmi1 uyarmadan hiicrelerin biiylimelerini sagladigi bildirildiginden
(Freshney 2005) ve besleyici igeriginden dolayr hiicre gelisimine katkis1 olacagi
disiinildiigii icin c¢alismamizda DMEM- F12’ye yer verilmistir. Bu tezde
DMEM-F12 hem pozitif kontrollerde saklama soliisyonu olarak hem de her 3 grupta

da izole edilen PDL hiicrelerinin kiiltiir vasati1 olarak tercih edilmistir.

Siit ile ilgili in vitro ve klinik caligmalarda PDL canliligi ve devamliligi
acisindan basarili sonuclar elde edildigi goriilmekte, ancak hayvanlarda yapilan
calismalar, aviilse dis prognozunun olumlu sonuclar vermedigini gostermektedir
(Trope ve Friedman 1992, Khademi ve ark 2008a, Mori ve ark 2010). Ote yandan in
vitro ¢alismalarda diger soliisyonlara iistiinliigiine ragmen HBSS ile yapilmis klinik
calisma bulunmamaktadir. Pek ¢ok hayvan ¢alismasinda HBSS aviilse dis saklama
soliisyonu olarak kullanilmistir ve bu c¢aligmalarda replante edilen dislerde kok
rezorpsiyonu komplikasyonu goriildiigii bildirilmistir (Hupp ve ark 1998, Casaroto
ve ark 2010). DMEM ile yapilan in vitro ¢alismalarda elde edilmis farkli sonuglar
literatiirde yer almaktadir ve ulasabildigimiz DMEM ile yapilmis in vivo calisma
bulunmamaktadir. Dolayisiyla siit, HBSS ve DMEM soliisyonlar1 i¢in in vitro ve
hayvan calismalarinda farkli sonuglar olmakla birlikte klinik c¢aligmalarda
replantasyon sonrast PDL 1iyilesmesinin nasil olacagr Ongoriilememektedir.
Aviilsiyon prognozuyla ilgili bilgi verebilecek ve PDL’de farklanma olup olmadigini
inceleyen literatiir ¢aligmalarinin az olmasi1 nedeniyle bu tezde PDL hiicre kiiltiirti
yapilmigtir. PDLF’lerin saklama soliisyonlarinin etkisinde osteojenik veya

osteoklastojenik farklanma gosterip gostermedikleri incelenmistir.

Bu tezde PDL hiicre kiiltiirii yapmak i¢in literatiirdeki pek ¢ok caligmada
oldugu gibi yirmiyas dislerini ve ortodontik nedenle ¢ekilmis premolar dislerini
kullanarak PDL hiicre izolasyonu yapilmistir. Literatirde yer alan olgularda
aviilsiyonun siklikla kesici dislerde oldugu bildirilmistir (Tzigkounakis ve ark 2008).
Dis tiplerine gore PDL hiicreleri fenotiplerinde farkliliklar oldugu ancak bunlarin
analitik yontemlerle saptanamayacagi bildirilmistir (Lin ve ark 2000). Bu tezde
yirmiyas disleri ve premolar dislerinden izole edilen PDL hiicrelerinin her iki dis

tipinde de morfolojik olarak farklilik gostermedigi tespit edilmistir.
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Literatiirde dis dokusundan PDL hiicreleri elde edilirken farkli metotlar
kullanilmistir. Bu metotlardan biri saklama soliisyonlar1 igerisinde bekletilen
dislerden izole edilen PDL hiicreleri izerinde canlilik degerlendirilmesi yapilmasidir.
Diger metot ise ¢ekilmis dislerin PDL dokusundan hiicre elde edilerek bu hiicrelerin
saklama soliisyonlar1 ile inkiibasyonu sonrasinda hiicre canliliklarmin
degerlendirilmesidir. Bu tezde dis ¢ekiminden sonra disi soliisyon igerisinde bekletip
daha sonra kok ylizeyinden PDL hiicre izolasyonu yapilmistir. Aviilse disi temsil
eden cekilmis disin saklama soliisyonunda bekletildikten sonra PDL dokusundaki
mevcut hiicrelerin canliligint  degerlendirme ve proliferasyon kapasitelerini

belirlemenin klinik olgular1 daha 1yi taklit eden bir yontem oldugu diistiniilmektedir.

Aviilse dislerin saklama soliisyonlar:1 igerisinde hangi sicaklikta taginmasi
gerektigi arastirmalara konu olmustur. Viicut sicakligi 37°C olmasina ragmen aviilse
olan bir dis genellikle oda sicakliginda veya soguk bir siitiin igerisine alinmis olarak
klinige getirilmektedir. Pek ¢ok ¢alisma aviilse dis saklama soliisyonun sicakliginin
PDL hiicrelerinin canliligina etkisini degerlendirmistir. Blomlof ve Otteskog (1980)
farkli sicakliklardaki siitin PDL hiicreleri {izerindeki etkisini inceledikleri
calismalarinda 4°C'de 20°C'ye gore hiicre canliligmin daha 1yi sonuglar verdigini
gozlemlemislerdir (Blomlof ve Otteskog 1980, Malhotra ve ark 2010). Saklama
soliisyonunun sicakliginin diisiik olmasimin hiicresel metabolizmay1 azalttigi, siitiin
yapisimnin bozulmasii 6nledigi ayn1 zamanda da bakteri iremesini engelledigi i¢in
disin prognozunu olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir (Ashkenazi ve ark 1999).
Diger taraftan Chen ve ark (2015), aviilse dis saklama soliisyonlarin1 4, 22 ve
37°C’de 1, 2, 4, 8 ve 24 saat siireyle kullanmislar ve PDLF canliligini
degerlendirmislerdir. Cesme suyu, tiikiiriilk ve salin soliisyonlarinda sicaklik arttik¢a
PDLF’nin canliliginin azaldig1 goriiliirken, siit, HBSS ve DMEM soliisyonlarinin
calisilan tiim stirelerde 4 ve 22°C’de PDLF aktivitesini korumada 37°C’deki kadar
etkili oldugunu ve dolayisiyla sicakligm roliiniin diisitk oldugunu bildirmislerdir
(Chen ve ark 2015). Yukaridaki literatiirlerin 15181nda bu tezde siitiin bozulmasini ve
hassas olan hiicre kiiltiirii calismasinda aviilse disi taklit eden ¢ekilmis disin i¢inde
tasindig siitte bakteri tiremesini engellemek i¢cin 4°C’de soliisyonlar kullanilmis ve

cekilen disler hiicre kiiltiirii yapilana kadar 4°C’deki soliisyonlarda bekletilmistir.

59



Aviilse dis saklama soliisyonu icerisinde bekletildikten sonra ¢ekilmis digler
iizerinde PDL’yi olusturan fibr6z bag doku bandi igerisinde bulunan yiiksek
miktardaki kollajenin parcalanmasi i¢in enzimatik yontemlerin kullanilmasi daha
kisa stirede daha c¢ok sayida hiicre elde edilmesini saglamaktadir (Martin ve Pileggi
2004, Gopikrishna ve ark 2008). Pileggi ve ark (2002), HBSS, siit, salin ve ¢esme
suyu ile yaptiklar1 ¢alismada kollajenaz-dispaz enzimlerini kullanarak PDL
hiicrelerinin canliligini degerlendirmislerdir. Bu 2 enzimin kullanilmasi ile hiicre
membraninda hasara yol agmadan ekstraseliiler matriksin parcalanabildigi ve kolayca
hiicrelerin aciga c¢ikabildigi bildirilmistir (Pileggi ve ark 2002). Bu tezde dis
orneklerini saklama soliisyonlarinda bekletip PDL’nin kazinmasmin ardindan elde
edilen dokudan Once explant kiiltliir yapilmistir. Sonra en iyi sonuglar kollajenaz-
dispaz enzimlerinin etkisine birakilan enzimatik sindirim yonteminden alindig1 i¢in
kollajenaz- dispaz enzimleri kullanilmis ve yukarida bahsedildigi gibi hiicre
membran hasarina en az zarar veren ve daha hizli hiicre elde edilmesini saglayan bu

yontem tercih edilmistir.

Calismamizda aviilse disleri taklit etmek iizere farkl saklama soliisyonlarinda
farkli siirelerde beklettigimiz c¢ekilmis dislerden PDL hiicreleri izole edilmistir.
Kiiltiir kosullarinda PDL hiicrelerini takip ederken hiicrelerin homojen dagilim
gosterdikleri ve tipik olarak fibroblastik goriiniimde olduklar1 gorilmiistiir.
Hiicrelerin ig seklindeki fibroblastik goriiniimii PDL- KH’de oldugu gibidir. Miletic
ve ark (2014) msan PDL’sinden izole ettikleri PDL- KH’nin standart kiiltiir
kosullarinda plastik yiizeye yapisan ve fibroblast benzeri hiicreler oldugunu
bildirmislerdir (Miletic ve ark 2014). Scanlon ve ark (2011) kaynagi hangi doku
olursa olsun MKH’lerin morfolojik olarak plastige yapisabilen, fibroblast benzeri ig
seklinde goriinime sahip olduklarin1 ve koloni olusturma o6zelliklerinin yiiksek

oldugunu bildirmislerdir (Scanlon ve ark 2011).

Lekic ve ark (1996), aviilse dis saklama soliisyonlar1 sicakliginin ve aviilse
disin agiz disinda kalma siiresinin insan PDL hiicrelerinin membran biitiinligii,
hiicrenin plastik ylizeye yapisma kapasitesi ile klonojenik kapasitesine etkisini
degerlendirmislerdir. (Lekic ve ark 1996a). Calisma sonucunda membran
biitlinliigiiniin saklama stiresiyle diisiik bir iligskisi oldugu ancak saklama siiresinin
plastik yiizeye yapisma kapasitesi ve klonojenik kapasiteyi daha ¢ok etkiledigi
goriilmektedir. Dolayisiyla bu tezde hiicrelerin plastik yiizeye yapigsma ve klonojenik
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kapasitesi degerlendirerek yara bolgesinde hiicrelerin hayatta kalma sanslar1 ve dncii
hiicrelerin dise tutunup koloni olusturarak rejenerasyona katkilar1 olup olmadigi
degerlendirilmistir. Tiim gruplarda PDLF’lerin plastige yapisma yetenegi olan ve

klonojenik biiylime profili gosteren hiicreler oldugu tespit edilmistir.

Literatiir incelendiginde aviilse dis saklama soliisyonu ile ilgili caligmalarda
PDL hiicre kiiltiiriinde canlilik degerlendirmesi yapilirken erken pasajlarin (P3-P7)
kullanildig1 goriilmektedir. Erken pasajlar1 kullanmanin avantaji, orijinal dokudaki
fibroblastlara yakin hiicresel yanitlarin alinabilecek olmasidir. Ciinkii pasaj numarasi
arttik¢ca biyokimyasal ve fenotipik degisiklikler artar (Scanlon ve ark 2011). Bu tezde
de P3 asamasindaki hiicreler kullanilmig ve kiiltiirde homojen morfolojide hiicreler

oldugu goriilmiistiir.

Aviilse dis saklama soliisyonlarmin PDL hiicrelerinin canlilig1 tizerine etkileri
farkli arastrma metotlariyla degerlendirilmistir. Hiicrenin metabolik aktivitesinin
Olgtimiine dayali MTT (Terzioglu ve ark 2013), XTT testi (Silva ve ark 2013b) ve
FDA boyas1 yontemi (Patel ve ark 1994) ile hiicre canlilig1 degerlendirilebilmektedir.
Bahsedilen yontemler hem wuygulama zorlugu hem de maliyet acisindan
dezavantajlara sahiptir. Dolayisiyla bu tezde canli hiicreleri, hiicre membrani zarar
gormiis olan Olii hiicrelerden ayirt etmeye yarayan bir boya olan Trypan Blue boyasi
tercih edilmistir. Trypan blue boyasi ile sadece canli hiicrelerin sayist belirlenir.
Diger taraftan hiicrelerin proliferasyon yetenekleri ve metabolik aktiviteleri
degerlendirilemez. PDLF’nin c¢ogalma dinamiklerini inceleyen bu tezde
proliferasyonu belirlemek tlizere PDT degeri ve ortalama canli hiicre sayisi
kullanilmistir. Hiicre metabolizmast ile ilgili degerlendirmeler yapilmasi
planlanmadig1 i¢in uygulamasi kolay, hizli bir yontem olan ve canli hiicreleri 6lii
hiicrelerden c¢ok net olarak pratik bir sekilde ayirt etmemizi saglayan Trypan blue

boyasi1 kullanilmistir.

PDL hiicre canliligmi degerlendiren ¢alismalarda farkl sonuglar elde edildigi
goriilmektedir. Chen ve ark (2015), farkl sicakliklarda (4, 22, 37°C) siit, DMEM ve
HBSS soliisyonlariin PDL hiicreleri canlilig1 tizerine etkisini degerlendirmislerdir.
Tiim sicaklik degerlerinde inkiibasyon siiresi 1, 2 ve 4 saat oldugunda siitiin DMEM
ve HBSS’e istiinliigli dikkat cekerken, 8 saat ve sonrasinda siitiin 6nemli bir

avantajinin kalmadigi bildirilmistir (Chen ve ark 2015). Diger taraftan Casaroto ve
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ark (2010)’nin yaptig1 ¢aligmada ise 25°C’de DMEM ve HBSS soliisyonlarinda
inkiibe edilen PDLF’lerin canlilif1 6 saatten sonra azalmaya baglarken, siitiin 24
saate kadar PDLF’lerin canliligini koruyabildigi bildirilmistir (Casaroto ve ark
2010). Calisma sonuglarinda HBSS, siit ve hiicre kiiltiirii vasati DMEM’in farkl
sonuglar verdigi goriilirken, baska bir caligmada siit, HBSS ve oMEM
karsilastirildiginda PDLF’lerin 4°C’de 2, 8 ve 24 saatlik inkiibasyonun sonunda
PDLF’lerin canliligmi en 1yi siirdiirebilen soliisyonlarin siit ve HBSS oldugu ve
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadig: bildirilmistir (Ashkenazi
ve ark 1999). Ashkenazi ve ark (1999)’nin yaptig1 calismanin sonucuyla benzer
olarak bu tezde 4°C’de HBSS, siit ve DMEM- F12 soliisyonlarmm PDLF’lerin
canlilig1 lizerine etkisi degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
olmadig1 goriilmiistiir. Kullandigimiz soliisyonlara benzer sekilde tam yagh siit,
HBSS ve DMEM kullanan Silva ve ark (2012)’nin yaptig1 calismada da 37°C’de ve
farkli stirelerde (2, 12 ve 24 saat) soliisyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmadig1 bildirilmistir (Silva ve ark 2013a).

Literatiirde PDL hiicrelerinin canliligi, klonojenik ve mitojenik kapasitesi siit
icerisindeyken HBSS icerisindeki degerlerle benzer olarak bulunmustur, ama siitiin
etkisinin 2 saat sonra kayboldugu gozlenmistir (Lekic ve ark 1998). Ote yandan
Blomlof (1981), siit ve tiikiirtigii karsilastirdigi ¢alismasinda siit igerisinde 12 saat
sonrasinda hiicre sayisinin %350'sinin canli oldugunu, tiikiiriik igerisinde ise 3 saat
sonrasinda canli hiicre kalmadigmi tespit etmistir (Blomlof 1981a, Udoye ve ark
2012). Bu tezde siitiin, HBSS ve DMEM- F12 soliisyonlarindan farksiz olarak 12
saatte bile PDLF canliligin1 koruyabildigi tespit edilmistir.

PDT degerinin hesaplanmas1 ile hiicrelerin proliferasyonu sonucunda
sayilarinin 2 katma ne kadar silirede ¢iktig1 6grenilir. Yani hiicrenin PDT degerinin
kiigiik olmasit daha hizli proliferasyon gosterdigini bildirir. Aviilse dis saklama
soliisyonlar1 ile ilgili calismalarda PDT degerinin kullanilmadig goriilse de bu tezde
PDLF’lerin proliferasyon hizini belirlemek amaciyla PDT degeri kullanilmustir.
Literatiirde PDT degerinin PDL- KH’leri ile ilgili ¢aligmalarda hesaplandigi
goriilmektedir (Tamaki ve ark 2013, Yan ve ark 2014). Dolayisiyla PDT degeri
PDLF’lerin kok hiicre olarak ifade edilebilecek Oncii hiicrelere sahip olmasindan
yola c¢ikilarak tercih edilmistir. Tamaki ve ark (2013)’min yaptig1i c¢alismada
DMEM- F12°de kiiltiire edilen PDL- KH’lerin PDT degeri 28,1 olarak bulunmustur
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(Tamaki ve ark 2013). Bu tezde ise aviilse dis saklama soliisyonlar1 etkisinde
PDLF’lerin PDT degerleri ve grup i¢indeki ortalamalar1 hesaplanmistir. HBSS, siit
ve DMEM- F12 soliisyonlar1 30- 60 dk grubu i¢in 51, 35, 37 PDT degerleri
bulunurken, 12 saat grubu icin 48, 49, 62 olarak bulunmustur. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi tespit edilmis dolayisiyla aviilse dis
saklama soliisyonlarmin PDLF’lerin proliferasyonu acisindan bir farklilik

gostermedigi sonucuna ulasilmistir.

Hiltz ve Trope (1991), HBSS’nin PDL hiicrelerinin canliligin siirdiirmede
basarili oldugunu ve hiicrelerin morfolojilerinin degismeden kalabildigini
bildirmiglerdir (Hiltz ve Trope 1991). Hiicrelerin morfolojileri degismeden kalmis
olsa da ifade ettikleri bazi isaretleyiciler o hiicrelerin sahip olduklar1 kimlikleri ortaya
cikarir. Bu tezde PDLF’lerin osteojenik (Runx2) ve osteoklastojenik (RANKL)

isaretleyicilere nasil yanit verdigi incelenmistir.

HBSS ile ilgili olarak yapilan bir calismada Wang ve ark (2013), PDL
hiicrelerini yagsiz pastorize siit, HBSS, cesme suyu ve aMEM’de 1, 2 ve 4 saat oda
sicakligimda (25°C) inkiibe etmislerdir. Soliisyonlarm PDL- KH’nin osteojenik
farklanmasina etkisini degerlendiren arastirmacilar, osteojenik indiiksiyon ortamu ile
hiicreleri fikse edip %?2’lik alizarin red S boyasi ile boyamislardir. Sonug¢ olarak
HBSS’nin PDL- KH osteojenik farklanmasina yagsiz siite gore daha az etkisi oldugu
bildirilmistir (Wang ve ark 2013). Bu tezde osteojenik isaretleyici olarak Runx2
kullanilmis ve sonucta HBSS’de bekletilen dislerden elde edilen PDLF’nin Runx2
ifadesinde deney siiresi 30- 60 dk’dan 12 saate ¢iktiginda artis oldugu goriilmiistiir.
Bu sonu¢ HBSS’de PDLF nin osteojenik farklanma gosterdigini belirtmektedir. Tam
yagh siit kullanilmasi ile yukarida bahsedilen yagsiz siitiin aksine hiicrelerde
osteojenik farklanma gbzlenmemis hiicrelerin fibroblastik genotipini korudugu
gozlenmistir. Tez sonuclarina benzer sekilde Courts ve ark (1983) da siitte inkiibe
edilen PDL hiicrelerinin farklanma yeteneginin HBSS ile kiyaslandiginda daha az

oldugunu bildirmislerdir (Courts ve ark 1983).

Hupp ve ark (1998)'nin kopeklerde yaptigi caligmada 6, 48 ve 96 saat
HBSS’de saklanan dislerde replantasyondan 6 ay sonra hem replasman rezorpsiyonu
hem de inflamatuar rezorpsiyon goézlenmistir (Hupp ve ark 1998). Casaroto ve ark

(2010), kopeklerde yaptiklar1 calismada 1 ve 3 saat HBSS ve siitte beklettikleri
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cekilmis disleri replante etmislerdir. Radyolojik olarak 6 ay takip ettiklerinde siitte
tasinan dislerde inflamatuar rezorpsiyon gozlenmis ve 6 ay sliresince de
rezorpsiyonda artis oldugu bildirilmistir. Ote yandan HBSS’de tasman dislerde ise
replasman rezorpsiyonu goézlenmis ve 6 ay siiresince rezorpsiyonun artis
gostermeden sabit kaldigi bildirilmistir (Casaroto ve ark 2010). Bu calismanin
sonuglarindan farkli olarak bu tezde siitte taginan dislerde Casaroto ve ark (2010)’nin
yaptig1 calisma sonucunda oldugu gibi inflamatuar rezorpsiyona yol agacak RANKL
osteoklastojenik isaretleyicisinde artis goriilmemistir. Fibroblast isaretleyicisi COL
12’nin sabit kalmasi ile PDLF’lerin fibroblastik genotiplerini korudugu gorilmiistiir.
HBSS’de taginan dislerde ise Runx2 ifadesinde artis gézlenmistir ve Casaroto ve ark
(2010)’nin ¢alismasindaki sonuca benzer sekilde osteojenik aktivitenin PDLF’ nin
farklanmasi ile artis gosterdigi, dolayisiyla HBSS’de tasman dislerde replasman

rezorpsiyonu komplikasyonu olusma riskinin yiiksek oldugu diistiniilmektedir.

Siitlin  in  vitro ¢aligmalarda PDL canliligin1 koruyabilmede basarili
bulunmasinin aksine mevcut yaymlardan ulasabildigimiz siit ile ilgili hayvanlarda
yapilan replantasyon ¢aligmalarinda, kok rezorpsiyonlar:t ve PDL inflamasyonu gibi
komplikasyonlarin olustugu bildirilmistir. Khademi ve ark (2008)’nin kdpeklerde siit
ve yumurta aki ile yaptiklar1 ¢alismada cekilmis dislerin 6 ve 10 saat siitte
saklanmasi ile en yiiksek PDL inflamasyonu gozlenmistir (Khademi ve ark 2008a).
Kopeklerde yapilan bir bagska c¢alismada da siitiin 6 saatten sonra diste rezorpsiyon
komplikasyonu riskini arttirdig: bildirilmistir (Trope ve Friedman 1992). Casaroto ve
ark (2010), kopeklerde yaptiklar1 calismada 1 ve 3 saat siitte beklettikleri ¢ekilmis
disleri replante etmislerdir. Radyolojik olarak 6 ay takip ettiklerinde siitte taginan
dislerde inflamatuar rezorpsiyon gozlenmis ve 6 ay siiresince de rezorpsiyonda artis
oldugu bildirilmistir (Casaroto ve ark 2010). Replantasyon oncesi dislerin oda
sicakliginda saklandig goriilmektedir. Saklama siiresi 3 saat gibi kisa bir siire olsa da
oda sicakliginda saklanmis olmasinin rezorpsiyonu tetiklemis olabilecegi
disiiniilmektedir. Khademi ve ark (2008)’nin ¢alismasinda da bu tezde oldugu gibi
saklama soliisyonunun sicaklig1 4°C’dir ve dislerde rezorpsiyon gozlenmistir. Ancak
yukarida 6zetlenen in vivo ¢aligmalardan farkli olarak bu tezde PDLF’lerin fibroblast
genotiplerini korudugu Runx2, RANKL ve COL 12 ifadeleri ile gosterilmistir. IF
yontemin sonuglarma gore siit grubunda 30- 60 dk’dan 12 saate gegildiginde Runx2

ifadesinde azalma goézlenmis ancak RANKL ve COL 12 ifadelerinde degisiklik
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olmadig1 goriilmiistiir. PDLF hiicreleri fibroblast isaretleyicisi olan COL 12 ifadesini
tim zamanlarda koruyarak siitiin PDLF’lerde osteojenik veya osteoklastojenik
farklanmaya neden olmadigmi gostermistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak 12 saat
siitte tagman bir aviilse diste PDL hiicrelerinin hem canliliginin hem de fibroblast
ozelliginin  korunacagi boylece rezorpsiyon komplikasyonu gelismeyecegi

diistiniilmektedir.

Siit yaklasik olarak 120mg/100mL kalsiyum igerigi ile kalsiyum yOniinden
zengin bir sividir. Aviilse dis saklama soliisyonu olarak siit kullanildiginda PDL
hiicreleri bu kalsiyum icerigi ile temastadir ve hiicre gelisiminin kalsiyumdan
etkilenecegi  diisiiniilmektedir. Literatiirde kalsiyum seviyesinin hiicrelerin
proliferasyon ve farklanmasini nasil etkiledigini inceleyen caligmalar yer almaktadir.
Kalsiyum iyonunun degisen seviyelerinin insan PDL hiicrelerinin proliferasyon,
osteojenik farklanma ve mineralizasyonuna etkilerinin degerlendirildigi bir
calismada artan kalsiyum seviyesinin osteojenik isaretleyici olan Runx2 ifadesinde
artisa neden oldugu bildirilmistir (An ve ark 2012). Koori ve ark (2014) da artan
ekstraseliiler kalsiyum seviyesinin PDL- KH’lerinin osteojenik farklanmasini
tetikledigini bildirmislerdir (Koori ve ark 2014). Ayrica ekstraseliiler kalsiyumun
osteoklast aktivitesini inhibe edici bir faktdr oldugu da kemik rezorpsiyonu
calismalar1 sonucunda bulunmustur (Miyauchi ve ark 1990, Greenfield ve ark 1999).
Bu tezde aviilse dis saklama soliisyonu olarak siit kullanildiginda degisen saklama
stiresiyle ile birlikte PDLF’lerde Runx2 ifadesinin azaldigi, RANKL ve COL 12
ifadelerinin degismedigi gorilmiistiir. Sonug¢ olarak bu tezde kurulan hipotezin
aksine zengin kalsiyum icerigi nedeniyle siitiin PDLF’de farklanma yaratmadigi ve

fibroblast hiicrelerinin genotiplerini korudugu goriilmiistiir.

Siitiin hiicre 6liimiinii 6nleyebildigi ancak hiicrelerin normal morfolojilerine
donmelerini ve mitoza girmelerini saglayan fonksiyonlarini = siirdiirmelerini
saglayamadig1 bildirilmistir (Layug ve ark 1998, Udoye ve ark 2012). Ote yandan
Lekic ve ark (1996) yaptiklar1 ¢alismada 4°C’de siitte saklanan diglerden elde edilen
PDL hiicrelerinin klonojenik kapasitelerinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Lekic
ve ark 1996a). Klonojenik kapasitenin yliksek olmasi proliferasyon yetenegi fazla
olan Oncii hiicrelerin oraninin yiiksek oldugunun gostergesidir. Bu tezde 4°C’de
siitlin 12 saatte bile PDLF’lerin canliligimi koruyabildiginin bulunmasmin yanisira

PDLF’lerin fibroblast kimliklerini koruduklar1 da bulunmustur. Artan saklama
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stiresine ragmen siitiin PDL hiicrelerini fibroblast olarak korudugu sdylenebilecegi
gibi PDL dokusunda var oldugu kabul edilen Oncii hiicrelerin proliferasyonu ile

fibroblast kimliginde yeni hiicrelerin gelismis olabilecegi de diisiiniilmektedir.

Lin ve ark (2000), aviilse dislerin saklama kosullarmnin PDL hiicrelerinin
fenotipine etkisini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda 30 dk ve 120 dk kuru olarak
veya aMEM’de cekilmis disleri beklettikten sonra dis kok yilizeyinden PDL hiicreleri
izole etmislerdir. PDL hiicrelerindeki COL 12 ifadesi aMEM’de bekletilen diglerde
cekirdek cevresinde boyanma seklinde gbzlenirken, 30 dk kuru kalan dislerde sadece
belirli odaklarda ve 120 dk kuru kalan dislerde ise zayif bir boyanma olarak
gozlendigi bildirmislerdir. (Lin ve ark 2000). Deney sonuclarina gore dislerin kuru
kalma zamani arttikga COL 12 ifadesinde azalma gézlenmistir. Bu azalma PDL
hiicrelerinin fibroblast genotipinden uzaklastigini gosterir. IF antikorlarla yaptigimiz
incelemelerde COL 12 ifadesinin HBSS grubunda azalma gosterdigi, siit ve DMEM
gruplarinda ise degismeden kaldig1 goriilmiistiir. Ayrica COL 12’nin hiicredeki
lokalizasyonunun yogun olarak stoplazmada yer aldigi tespit edilmistir. Ancak
DMEM- F12 i¢in 12 saat deney grubunda RANKL ifadesinde goézlenen artis
hiicrelerin  fibroblast genotipinden osteoklast genotipine ge¢cmis oldugunu
gostermektedir. Siit grubunda hiicrelerin yogun olarak COL 12 ifadesi gostermesi
siittin PDL hiicrelerinin fibroblastik genotipini koruyabildigini gosterirken, HBSS
soliisyonu degerlendirildiginde ise 12 saate gecildiginde COL 12 ifadesindeki azalma
ve Runx2 ifadesindeki artis HBSS soliisyonu etkisindeki hiicrelerin osteoblastik

genotip gostermeye basladiklarmi gostermektedir.

Aviilsiyon olgular1 prognozunda ylizeyel, inflamatuar ve replasman kok
rezorpsiyonu komplikasyonlar1 gelisebilmektedir. Aviilsiyon sonrasi zarar gormiis
olan PDL hiicreleri nedeniyle kok yiizeyi sement ile tamir edilemez. Osteoblast
hiicreleri kemikte fizyolojik yeniden sekillenme (remodeling) olustururken kok
yiizeyindeki rezorbe alanda kemik doku birikimi goriiliir (Trope 1998, 2011).
Replasman rezorpsiyonu olarak tanimlanan bu durumun etkili hiicresi
osteoblastlardir. PDLF’lerin osteoblastlara farklanabildigi bilinmektedir. Bu tezde
PDLF’lerin osteoblastlara farklandig1 Runx2 ifadesinin artmasi ile tespit edilmistir.
Test ettigimiz soliisyonlar igerisinde sadece HBSS’nin PDLF’lerin osteojenik

farklanmasia neden oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla HBSS soliisyonu igerisinde 12
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saat kalan bir disin replantasyonu sonucunda replasman rezorpsiyonu gelisecegi

ongoriilmektedir.

67



5. SONUC VE ONERILER

Aviilse disin HBSS ve siit igerisinde iki farkli siirede (30- 60 dk ve 12 saat)
kalmasiin ardindan elde edilen PDLF’lerin ¢ogalma dinamiklerini inceledigimiz bu
tezde HBSS, siit ve DMEM- F12 gruplarinda ortalama hiicre sayilar1 ve ortalama
PDT degerleri incelendiginde hiicre proliferasyonlar1 arasinda fark olmadigi

goriilmiistiir.

PDL hiicre kiiltiiri sonucunda PDLF’nin osteoblast veya osteoklasta
farklanma egilimi gosterip gostermedikleri ya da fibroblast kimligini koruyup
korumadiklar1  IF  isaretleyiciler  kullanilarak  konfokal  mikroskop ile

degerlendirilmistir.

Siit grubuna ait IF boyama sonuclar1 degerlendirildiginde PDLF’nin Runx2
ifadesinin azaldigi, RANKL ve COL 12 ifadesinde farklilik olmadig1 gézlenmistir.
COL 12 ifadesinde degisiklik gozlenmemesi PDLF’nin kollajen fenotipi/genotipinin
korundugunu gostermektedir. En 1yi tasiyict olma 6zelligine kollajen ekspresyonunda
stabilite ile fibroblastik yapiyi, 6zel olarak PDL fibroblastlarini korudugundan sahip
olan siitiin, aviilse dis saklama soliisyonu olarak tercih edilebilecek bir soliisyon

oldugu diistiniilmektedir.

HBSS grubuna ait IF boyama sonuglarma gore Runx2 ifadesinin arttigi,
RANKL ifadesinde degisiklik olmazken, COL 12 ifadesinin azaldig1 goriilmektedir.
Artan Runx2 ifadesi PDLF’lerin osteoblast genotipi kazandigini1 gostermektedir. In
vitro ¢aligmalarda hiicre canliligini stirdiirme agisindan basarili olan HBSS ile ilgili
yapilan in vivo ¢alismalarda bu tezin sonuglariyla benzer olarak replasman
rezorpsiyonu  ve inflamatuar rezorpsiyon komplikasyonlarmin  olustugu
goriilmektedir. Dolayisiyla bu tez sonucunda HBSS’nin aviilse dis saklama
soliisyonu olarak kullanildiginda rezorpsiyon komplikasyonu riskinin ¢ok yiiksek

oldugu sdylenebilir.

DMEM- F12 grubuna ait IF boyama sonuclar1 incelendiginde ise degisen
saklama stiresi ile birlikte RANKL ifadesinde artis goriilmektedir. Bu sonug

PDLF’nin osteoklast yolagina dogru bir egilimi oldugunu gostermektedir.
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HBSS ve DMEM- F12 gibi hiicre kiiltiirii vasatlartyla yapilmis in vitro
calismalarda hiicre canliligmim korunmus olmasi aviilse disin prognozuyla ilgili kesin
sonu¢ verememektedir. Ciinkii canli oldugu tespit edilen PDLF’lerin fibroblast
kimlikleriyle mi ya da osteoblast veya osteoklast olarak m1 canliligini siirdiirdiigii
bilinememektedir. Dolayisiyla aviilsiyon komplikasyonlar1 6ngoriilememektedir. Bu
nedenle tezimiz aviilse dis saklama soliisyonlarmin aviilsiyon olgular1 prognozuna
etkisinin nasil oldugu konusunda yanit verebilmektedir. Bdylece bir soliisyon
icerisinde klinige gelen disin prognozunun ne olacagi ongoriilebilir ve ona gore
tedavi planlamas1 yapilabilir. Belki de bu degisikliklerin nasil oldugunun

mekanizmasinin ¢éziilmesiyle yeni tedavi metotlar1 gelistirilebilecektir.

Saklama soliisyonlarmin PDLF farklanmasma etkisi hiicresel mekanizmalarla
IF teknik sayesinde acgiklanabilmistir. Tezimizin IF yontemin kullanilacagi diger

aviilsiyonla ilgili caligmalara yon verecegi diistiniilmektedir.
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7. EKLER

EK- A: Etik kurul karan

lsEICUK
UNIVERSITESI

SELCUK UNIVERSITESI
DISHEKIMLIGI FAKULTESI DEKANLIGI
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR
DEGERLENDIRME KOMISYONU .

Say1: 06 10.06.2013
Konu: 2013/06 sayil: komisyon kararlar

Saym;Prof. Dr.Sibel YILDIRIM,

Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Degerlendirme Komisyonu'nun 10.06.2013
tarihinde yapilan 2013/06 sayili toplantisinda yiiriitliclisi oldugunuz “Hayvansal iiriin
icermeyen hiicre kiiltlir vasatlanmn aviillse dislerin saklanma vasat: olarak etkinliginin
aragtinlmasi” projenin, bilimsel etik agisindan uygun olduguna, oy birligi ile karar verildi.

Geregini bilgilerinize saygilarimla rica ederim.

7 Ayce U.ELDENIZ

Komisyon Ba'skam V.

Dog?
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EK- A (Devam): Etik kurul karan

SELCUK UNIVERSITESI
DiS HEKIMLIGI FAKULTESI
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR
DEGERLENDIRME KOMISYONU

| Toplant: Sayis: : 2013/06 | Toplant: Tarihi : 06.06.2013 |

Selguk Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dalindan Prof.Dr.Sibel YILDIRIM ve aym
Anabilim Dalmdan Dt.rem BAG, S.U. Sarayonit M.Y.O Yrd.Dog.Dr.Meltem DEMIREL KARS tarafindan sunulan
“Hayvansal iiriin icermeyen hiicre kiiltiir vasatlarimn aviilse diglerin saklanma vasati olarak etkinliginin
arastinilmast” arastirma projesi 9 iiyenin katthmi ile degerlendirildi.

] Degerlendirme sonucunda, Projenin, Girigimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Degerlendirme Yonergesi
Ilkelerine uygun oldugundan “kabuliine” oybirligi ile karar verildi.

Prof.Dr.Faruk Ayhan BASCIFTCI

katilmadi
Prof Dr.Niigiin OZTURK .erag? Prof.hr.Dogad DOLANMAZ
Uye Uye 7 Uye b
Prof.Dr.Duygu FINDIK Prof.Dr.Ender ERDOGAN
Katilamd Katiimadi

oyt

Yrd.Dog.Dr.Hiisamettin VATANSEV

Katilamd: v

/9
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